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Introduccion del Manual de Laboratorio Parte |

En este trabajo se destaca la importancia de la Biologia Molecular y su impacto en la
Genética Clinica. ElI conocimiento de que el ADN es la molécula portadora de la
informacién genética y la dilucidacién de su estructura por Francis Crick y James Watson
en 1953 inicié una revolucién cientifica. Su modelo explica la forma en la que se puede
copiar la informacién genética a partir de una cadena molde de ADN. En la década de
los sesentas Marshall Niremberg, Har Khorana y Severo Ochoa descifraron el cédigo
genético lo que permiti6 explicar que solo con cuatro letras se podian formar las
combinaciones necesarias para codificar los 20 aminoacidos que constituyen a todas
las proteinas.

En el ADN existen secuencias reguladoras que identifican donde se debe iniciar la
transcripcién, y secuencias de paro que indican en donde termina la proteina. El
conocimiento de los mecanismos que regulan la expresion de los genes tendra un fuerte
impacto en el diagnéstico y tratamiento de todas las enfermedades que afectan al
humano.

En este manual modificamos las practicas del Laboratorio de Genética Clinica para que
el alumno detecte el dafio al ADN con la técnica de electroforesis unicelular alcalina.
También se calibraron diferentes variantes de la técnica de PCR para la deteccion de
secuencias asociadas con un incremento en la susceptibilidad de desarrollar
enfermedades de origen genético como el cancer. La tecnologia que utilizamos permitira
identificar secuencias Unicas en el genoma de microorganismos patdégenos lo que es
sumamente util en el diagnéstico molecular de las enfermedades infecciosas, en
particular paludismo o malaria. Para lograrlo, calibramos diferentes metodologias como
lo son: la electroforesis unicelular alcalina; la extraccion y la cuantificacion de acidos
nucleicos con microtécnicas; la estandarizacion de diferentes variantes de la técnica de
PCR para amplificar secuencias Unicas en el ADN presentes en los géneros como en
las especies de los plasmodios que afectan al humano, calibramos también la técnica
de electroforesis en geles de poliacrilamida para resolver los productos de amplificacion
de estas variantes de PCR. También calibramos las técnicas de corte con enzimas de
restriccion, tincion con bromuro de etidio y la deteccién de los resultados con un
transiluminador de luz UV acoplado a una camara de video.

Este manuscrito es una herramienta para preparar a nuestros alumnos y actualizar a los
profesores que imparten las asignaturas del ciclo Terminal de la Carrera de Quimica
Farmacéutico Bioldgica en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.

Dra. Martha Legorreta Herrera.
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Objetivos del manual de laboratorio partes 1 y Il

Que los alumnos:

Comprendan los fundamentos y apliquen los conocimientos sobre bioquimica y
biologia molecular como una herramienta para detectar dafio al ADN, o mayor
susceptibilidad genética a desarrollar enfermedades comunes en nuestra
poblacion como diabetes y cancer.

Comprendan y apliqguen los fundamentos del diagnostico molecular de
enfermedades infecciosas para la deteccién de genes especificos de parasitos.

Comprendan los fundamentos y desarrollen la metodologia para detectar
microdeleciones en el cromosoma Y asociadas con infertilidad masculina o para
identificar a un organismo modificado genéticamente.

Comprendan, desarrollen y apliqguen la metodologia que permita la identificacién
humana con fines forenses o de exclusién depaternidad.

Comprendan los fundamentos de las determinaciones de enfermedades debidas
a alteraciones en el nimero de cromosomas y metabolopatias.
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CONTENIDO
PRACTICA 1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS
NUCLEICOS
1. OBJETIVO:

¢ Que el alumno comprenda la importancia biol6gica de los acidos nucleicos y
aplique sus propiedades fisicoquimicas para su aislamiento a partir de diversos
tejidos bioldgicos.

2. FUNDAMENTO TEORICO

A partir de 1953, cuando James D. Watson y Francis Crick reportaron el descubrimiento
de la estructura molecular del ADN, (Watson, Crick, 1953), la Biologia Molecular ha
experimentado un desarrollo vertiginoso, convirtiéndose en una herramienta
fundamental en Biomedicina. Actualmente, es posible el aislamiento, caracterizacion y
manipulacién de genes de diferentes organismos, incluido el hombre. El manejo de
genes humanos ha permitido el estudio de la constitucién genética del hombre, lo cual
conduce a un mejor entendimiento de los factores que determinan las enfermedades de
origen genético.

En el transcurso de su desarrollo, la Biologia Molecular ha utilizado a los genes como
marcadores, lo que ha facilitado el diagnéstico prenatal o la deteccidon de portadores
sanos de enfermedades genéticas, algunos de estos diagndsticos incluyen; la distrofia
muscular de Duchene, la anemia de células falciformes, la hemofilia, la corea de
Huntington, la fibrosis quistica o la fenilcetonuria. También ha sido posible explorar la
predisposicién genética a varias enfermedades como: el Alzheimer y las maniaco-
depresivas. La caracterizacion de nuevos oncogenes ha permitido comprender los
cambios estables que se presentan en el genoma durante el cancer, asi mismo dichos
oncogenes se han utilizado para la deteccion de esta enfermedad.

Por otro lado, en el campo de la epidemiologia molecular la utilizacion de secuencias
especificas de ADN de los agentes infecciosos ha tenido gran impacto en el diagnéstico
molecular de las enfermedades infecciosas, por ejemplo, el manejo de genes de
bacterias ha contribuido a un crecimiento vertiginoso del estudio de enfermedades
gastrointestinales, ya que gracias a la tecnologia del ADN se han caracterizado
diferentes cepas, lo cual permite conocer las diferencias o0 similitudes
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que se presentan en los genomas de bacterias que causan fiebre tifoidea en distintos
lugares geograéficos.

El conocimiento del genoma permite utilizar genes especificos para la deteccion de
organismos patégenos en distintos fluidos lo que ha generado el desarrollo de métodos
mas sensibles y confiables, por ejemplo la deteccién temprana del virus del SIDA o de
parasitos letales para el hombre como Plasmodium falciparum. Recientemente la
tipificacion molecular del Bacillus anthracis ha proporcionado importantes
discernimientos en bioterrorismo ya que ha permitido la identificacion precisa de
distintas cepas.

En genética forense el estudio de las regiones polimérficas en el DNA humano, ha
conducido al desarrollo de la tecnologia que permite la identificacion humana, con fines
de exclusibn de la paternidad, ademas de poseer una enorme importancia en
crimininalistica.

Como podemos apreciar de manera general, los conceptos de la Biologia Molecular y
sus técnicas tienen grandes repercusiones en distintas disciplinas, por lo que su
conocimiento se hace necesario en el entendimiento del desarrollo cientifico.

A continuacién de explicaran algunos conceptos basicos relacionados con el DNA que
seran revisados posteriormente, en la descripcion de los métodos utilizados para
estudiarlo.

3. ANTECEDENTES
3.1 Estructura Bioquimica del ADN y del ARN.

El ADN (acido desoxirribonucleico) esta compuesto por un esqueleto de grupos fosfato
y desoxirribosa unidos a las bases nitrogenadas: Adenina, Timina, Citosina y Guanina.
La combinacion de una base nitrogenada, un azucar, y un grupo fosfato se denomina
nucleotido (Figura 1) (por ejemplo, dATP es la abreviacion para desoxiadenosina
trifosfato; dNTP es la abreviacion usada para nombrar cualquier nucle6tido). Los
nucleotidos son los bloques basicos para la construccion del ADN (Saenger, 1984;
Leontis y Santalucia, 1998).
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Figura 1. Estructura de un nucleétido del ADN.

Los nucleétidos se mantienen unidos para formar una cadena linear y el orden en que
Se unen unos a otros, se denomina “secuencia” y determina el tipo de aminoacidos y
proteinas que se van a sintetizar. (Abu-Daya et al., 1995; Bailly et al., 1999; Berman et
al., 2000).

La cadena de uniones azUcar-fosfato constituye la “columna vertebral”, esta construida
de tal forma que posee una polaridad, esto es, que el fosfato en el carbono 5' de la
desoxirribosa se une al 3' de la siguiente desoxirribosa. Por lo que se dice que tiene una
direccién 5' — 3'. Las dos hebras del ADN presentan una disposicién antiparalela, donde
una de ellas va en sentido de 5' — 3'y la complementaria de 3' — 5' (Shui et al., 2000;
Fox y Waring, 1984) (Figura 2).
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Figura 2. Orientacion antiparalela de las cadenas de ADN. Una hebra tiene la direccion
3'— 5 ylaotra5— 3. Las bases adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G) estan
enlazadas por pares AT/TA; GC/CG. En la molécula de RNA la T se sustituye por el
uracilo (U).

Dos hebras de ADN constituyen una doble hélice por apareamiento de las bases
nitrogenadas (G-C y A-T) mediante puentes de hidrogeno (Gallego et al., 1994). Los
pares guanina-citocina forman 3 puentes de hidrégeno mientras que los de adenina-
timina forman solamente 2 (Figura 2) (Bruce Alberts et al., 2002).

La longitud del ADN de doble cadena se mide en pares de bases. Una kilobase (1 kb)
es una unidad de 1000 pares de bases. Las dos hebras de ADN son complementarias
una con la otra, es decir, que si se conoce la secuencia de una hebra, automaticamente
podremos saber la secuencia de la segunda. Generalmente se documenta la secuencia
de una sola hebra, la hebra codificante y es la misma que se encuentra en el ARN
mensajero (ARNmM) que se ha transcrito del gen y siempre se escribe con el extremo 5'
hacia la izquierda.
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El ARN (&cido ribonucleico) estd compuesto de un grupo fosfato, una ribosa y las bases
nitrogenadas: Adenina, Citocina, Guanina y Uracilo. El ARN que contiene la informacion
gue codifica para la proteina se conoce como ARN mensajero o ARNm y es de una sola
hebra (Darnell etal.,1993).

3.2 Endonucleasas derestricciéon

Las endonucleasas de restriccion (ER) son enzimas que cortan al DNA de doble hélice
en una secuencia especifica de pares de bases. Esas secuencias son palindromas, es
decir, se leen igual hacia delante en la hebra codificante que hacia atras en la hebra no
codificante. Por ejemplo, la enzima de restriccion EcoRl, corta el DNA en la secuencia:

GAATTC (hebra codificante)
CTTAAG (hebra no codificante) (Figura 4)

Fragmento 1 EcoRI Fragmento 2
W &L
JHEEEE TVTITY
el (v 1] P A
:glzq'r t%'r
extremo
pegaloso

extremo )
pegajoso 1 ligasa

N ONONG LY 2 732

ADN recombinante

ACCION DE LA ENZIMA DE RESTRICCION
Eco R1

Figura 3. La enzima Eco R1 corta en la cadena del fragmento 1 y el mismo tipo de
corte en el fragmento 2. Estos cortes los realiza cuando encuentra las secuencias
blanco, dejando dos extremos complementarios (pegajosos) que luego se unen por la
enzima DNA ligasa, por ultimo se obtiene un DNA recombinante.
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Depende de la enzima de restriccion, los extremos que se generan después del corte
son planos (o romos) o tienen una protuberancia en el extremo 5' o0 en el 3' (extremos
cohesivos 0 pegajosos). La enzima Smal, por ejemplo, genera puntas romas:

5" CCCIGGG 3
3 GGGJ|CCC ¥

5 CcC & 5 GGG 3
3 GGG & 3 CCC ¥

La enzima EcoRlI, en cambio, genera una protuberancia 5"
5' G|/AATTC 3
3 CTTAA|G &

5 G &
5 AATTC 3

3 CTTAA &
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Los fragmentos con extremos cohesivos pueden unirse unos a otros solo si sus
protrusiones son compatibles, es decir, si tienen secuencias complementarias. Los
fragmentos de DNA con extremos romos pueden ligarse entre si. EI numero de
nucleotidos que define el sitio de corte de la enzima de restriccion es variable. Las ER
con secuencias de reconocimiento mas cortas cortaran el DNA mas frecuentemente que
aguellas con secuencias de reconocimiento mas largas. Asumiendo que un fragmento
de DNA contiene igual cantidad de cada base (A, C, G, y T), la ER con una secuencia
de reconocimiento de 4 pares de bases cortard el DNA, en promedio, cada

4% (256), comparado con 4° (4096) bases para una ER con un secuencia de
reconocimiento de 6 bases.

Las ER son endonucleasas, por lo que el sitio de restriccién aparece en el extremo de
un fragmento de DNA, la enzima de restriccién no lo reconocerd, de esta forma la enzima
EcoRl no cortara la secuencia:

5' GAATTCGACTGCCATA 3
3' CTTAAGCTGACGGTAT &'

3.3 Ladesnaturalizacion y la hibridacion.

La desnaturalizacion rompe los enlaces de hidrogeno que mantienen unidas las bases
y, por lo tanto, el DNA de doble hebra. La desnaturalizaciéon se puede lograr calentando
el DNA o tratdndolo con alcali (NaOH) o con solventes polares, por ejemplo,
dimetilsulféxido (DMSO), o formamida, los cuales rompen los enlaces de hidrégeno.
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Figura 4. Rompimiento del ADN nativo por agentes quimicos (NaOH) o fisicos (calor),
se observa la escision de la de la doble cadena, y el estado de renaturalizacion.
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La temperatura de fusiébn o Tm (melting temperature) se define como la temperatura en
la cual el 50% del DNA esta hibridado (es decir, se encuentra en la forma de doble
cadena) mientras que el otro 50% esta desnaturalizado. (Suh y Chaires, 1995; Wilson
etal., 1997). Es posible estimar la Tm de porciones cortas de DNA utilizando la siguiente
formula:

[4 x # pares G+C] + [2 x # pares A+T]

La Tm depende de la composicion de bases y la longitud del DNA de doble cadena El
calentamiento del DNA a una temperatura de 94°C o mayor desnaturalizara todo el DNA
de doble cadena independientemente de su longitud y de su composicion de bases. Por
ejemplo, la Tm de la siguiente secuencia es:

ATTGCGGAT
TAACGCCTA

Tm = (4x4)+ (2x5)= 26°C.

La hibridacién del ADN regenera los pares de bases para formar la doble cadena y la
eficiencia de la hibridacién depende de:

a)

b)

La concentracion del ADN: Si, desnaturalizamos el ADN aislado a partir de una
célula humana, le tomara un largo tiempo a una de las hebras de un gen para
insulina, el encontrar su hebra complementaria entre todos los otros genes
presentes. Por el contrario, la hebra podra encontrar rapidamente su
complemento en una solucién que solamente contiene muchas copias del gen
para insulina.

El tiempo de hibridacién: Entre mas compleja sea la mezcla de ADN, mas
tiempo le tomard a una hebra simple de ADN el encontrar a su hebra
complementaria. Entre més largo sea el tiempo de hibridizacion mayor es la
posibilidad de que las hebras se encuentren y se unan (Brafia et al., 2002;
Chaires et al., 1987).

La composicion de bases del ADN: Las porciones de pares G-C tienden a
unirse mas rapidamente que las porciones de pares A-T para formar un ADN de
doble cadena. Esto se debe probablemente a una mayor estabilidad
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d)

f)

producida por la formacién de 3 puentes de hidrégeno entre los pares de bases
C-G. Los pares de bases A-T solo forman 2 puentes de hidrogeno. El cloruro de
tetrametilamonio o TMAC es un compuesto quimico que causa que el ADN se
una a una velocidad que depende Unicamente de su longitud y no del nimero de
pares G-C.

Las condiciones de baja estringencia. Cuando la estringencia es baja, las
hebras simples de ADN se ligan unas a otras de forma imperfecta. Por el
contrario, bajo condiciones de alta estringencia, s6lo se unen las secuencias que
son perfectamente compatibles. Por lo general, la estringencia se controla
modificando la concentracidn de sales y latemperatura.

Temperatura de la reaccién: Las temperaturas altas hacen que las hebras de
DNA se muevan mas rapidamente. Los hibridos de DNA que se unen con
imperfecciones se disocian mas rapidamente a altas temperaturas y por lo tanto,
favorecen la generacion de hibridos perfectamente compatibles. Obviamente, si
la temperatura es muy alta, las dos hebras no seuniran.

La concentracion de sal de la mezcla de reaccién: Las concentraciones altas
de sal permiten que se formen hibridos imperfectamente compatibles mientras
gue a bajas concentraciones de sal se formaran sélo hibridos perfectamente
compatibles.

La concentracion de sal baja y la temperatura alta crean condiciones de alta
estringencia, este pardmetro es importante para la unién y se controla durante la
hibridacion de un ADN de cadena sencilla o durante el lavado que sigue a la reacciéon
de hibridacion. La temperatura es el parametro mas facil de controlar para obtener
apareamientos perfectos. Si se usa un fragmento corto de ADN de cadena sencilla
para la hibridacion, el lavado final de alta estringencia se lleva a cabo de 3 a 5°C por
debajo de la Tm no tanto para mantener las bandas perfectamente apareadas sino
para eliminar los hibridos imperfectos.

3.4 Identificacion de fragmentos de ADN

Las sondas son fragmentos sintéticos de ADN de hebra simple (oligonucleétidos) que
tienen una longitud de 12 a 26 nucledtidos, se utilizan para detectar secuencias
especificas de ADN gracias a que hibridan porque son complementarias. Debido a que
se pueden agregar muchas copias de estas sondas y por lo tanto, crear altas
concentraciones, la hibridacion toma lugar rapidamente. (De Pascual-Teresa et al.,
1996). Generalmente una hebra de ADN se une a un soporte solido por ejemplo, una
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membrana, para incrementar la velocidad, lo que ayuda a detectar la reacciéon de
hibridacion.

Deteccidn de la hibridacidn. Sila sonda estd marcada la hibridacion puede detectarse
con lamarca. Las sondas se pueden marcar con fésforo radioactivo (P*?) o con la adicion

de un nucleétido modificado a la sonda. La marca se agrega a la sonda ya sea durante
o después de su sintesis.

La unién se puede detectar empleando técnicas de autoradiografia (para detectar P3?)
o utilizando técnicas de deteccion de color, quimioluminiscencia (luz emitida por una
reaccion quimica) y fluorescencia. Los detectores pueden ser placas de rayos X,
espectrofotometros, detectores de fluorescencia o de quimioluminiscencia.

3.5 Andlisis deimagenes.

Uno de los sistemas de analisis de imagenes que se utiliza actualmente es el sistema
TYPHOON 9410, es un escaner disefiado para realizar la deteccion y andlisis de
diferentes imagenes obtenidas de ensayos con marcaje fluorescente principalmente. De
ésta forma se pueden visualizar geles y membranas procedentes de ensayos tales
como: Southern/Northern fluorescente, Western blooting quimiofluorescente, geles de
proteinas SDS page y 2-D, geles de cuantificacion de acidos nucleicos, microarreglos,
diferential display, etc. Los reactivos de marcaje y detecciéon deben ser los adecuados
para poder realizar la visualizacion fluorescente en el equipo.

3.6 Electroforesis.

La electroforesis a través de un gel de agarosa o poliacrilamida es el método estandar
para separar, identificar, y purificar fragmentos de ADN (Hamdan et al., 1998; Job,
1928). Esta molécula tiene carga negativa debido a su esqueleto de grupos fosfato y en
un campo eléctrico se aleja del polo negativo (catodo) y se dirige hacia el polo positivo
(dnodo). Los fragmentos pequefios de ADN se mueven mas rapidamente que los
grandes. Si el ADN se tifie con bromuro de etidio, se puede visualizar en un gel utilizando
luz ultravioleta (Graves et al., 1981). Si el ADN se marco con un is6topo radioactivo, la
hibridacion se puede detectar en una placa de rayos X (Kielkopf et al., 2000).

El gel es una matriz a través de la cual migran los fragmentos de ADN. Los geles de
policrilamida se usan para separar fragmentos de ADN de diferentes tamafios y se
utilizaban anteriormente para la secuenciacion de ADN o para la purificacion de




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS I
LABORATORIOS DE DOCENCIA

s

MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA -
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 20/330

oligonucledtidos. Los geles de agarosa, por su parte, se usan para separar fragmentos
de ADN de mayor tamafio de entre 200 y 50,000 pares de bases (50 kilobases). Por
ejemplo, dos fragmentos de 50 pares de bases y 55 pares de bases se pueden distinguir
por su diferente velocidad de migracién si se corren en un gel de poliacrilamida pero
migraran juntos en uno de agarosa (Blackburn y Gait, 1996). Los geles de agarosa
también se pueden utilizar para separar ARNs ribosomal y de transferencia (Figura 5).
La composicion porcentual de acrilamida o de agarosa determina que tan facilmente
migraran en el gel los fragmentos de ADN de diferentes tamafos; por lo tanto, la
composicion porcentual del gel permite establecer el nivel de resolucion de los
fragmentos de ADN.

DNA GENOMICO
RNA RIBOSOMAL 28S
RNA RIBOSOMAL 18S

RNA TRANSFERENCIA

Figura 5. Corrimiento de RNA total en un gel desnaturalizante de agarosa

3.7 Sintesis de ADN.

La sintesis del ADN se lleva a cabo mediante una clase de enzimas llamadas ADN
polimerasas, las cuales son capaces de sintetizar ADN de cadena sencilla, para que una
ADN polimerasa pueda iniciar su proceso, requiere de:

a) Un molde o patron de ADN de hebra simple. Las polimerasas sintetizan un
producto cuya secuencia es complementaria a dicho molde. La ADN polimerasa
termoestable (ADN Taq polimerasa), el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de
E. coli, las polimerasas T4 y T7 (incluyendo la secuenasa) requieren un molde de ADN.
Cuando se usa un molde de RNA, la enzima transcriptasa reversa copia el ARNm para
crear ADN complementario (ADNc).
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b) Un iniciador o primer de ADN de cadena sencilla. Es un oligonucle6tido sintético
que se hibrida o se une al molde. Las polimerasas por lo general agregan nucleétidos
en el 3' al final del iniciador y extienden la hueva banda sintetizada del extremo 5' al 3.

c) Nucleétidos (ANTP’s) para formar la nueva hebra de ADN.

Durante el proceso de sintesis, el fragmento de ADN que se esta en ese proceso se
puede marcar, si se agregan nucleétidos modificados marcados con is6topos
radioactivos o bien con un iniciador que contenga biotina o digoxigenina (Fox , 1997;
Gago, 1998; Gale et al., 1994).

El ADN de hebra simple, de una secuencia definida (oligonucleétido) se puede generar
en el laboratorio utilizando un sintetizador automéatico de ADN y quimica de
fosforoamidita. Esos fragmentos pueden emplearse como iniciadores para la sintesis de
ADN o como sondas en las reacciones de hibridacién. (Ausubel et al., 1995).

3.8 Enzimas importantes en los &cidos nucleicos.

La enzimas llamadas ADN ligasas (por ejemplo, T4 ADN ligasa) catalizan la formacion
de enlaces fosfatos en el ADN de doble cadena y se pueden utilizar para unir fragmentos
de ADN. Por ejemplo, los fragmentos de ADN que se han cortado con la enzima de
restriccion EcoRI se pueden pegar nuevamente al incubar los fragmentos con una
ligasa.

Las cinasas como la T4 polinucle6tido cinasa agregan fosfatos en los extremos 5' de los
fragmentos de ADN, esto permite marcarlo con fésforo radioactivo (P*?) de modo que se
puede detectar la hibridacion.

La transferasa terminal agrega nucleétidos en los extremos 3' de las moléculas de ADN
y hace una cola de una sola hebra. Esta enzima se puede utilizar para crear colas de
homopolimeros (colas constituidas por un sélo nucleétido) que se utilizan para clonar o
marcar el ADN.

3.9 Extraccién del ADN de las células.

Se puede utilizar cualquier célula nucleada como fuente de ADN. Aunque los eritrocitos
no tienen nucleo, otras células sanguineas, como los leucocitos, son una buena fuente
de ADN. Algunas lineas celulares, como los linfocitos B transformados, también son una
buena fuente de ADN. Debido a que las células transformadas se pueden cultivar en el
laboratorio, ellas proveen una fuente inagotable de ADN.
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La extraccion del ADN implica:
e Lisis de la membrana celular utilizando Tritbn 100X u otrodetergente.
e Centrifugacion para obtener un botén y / lavado de losnudcleos

e Lisis de los nucleos usando Tween 20, u otro detergente como el duodecil
sulfato de sodio.

¢ Remocidn de las proteinas unidas al ADN con proteinasa K o conpronasa.
e Destruccion de la proteinasa K con calor.

e Precipitacion del ADN con alcohol isopropilico o etanol absoluto.

Se pueden utilizar diferentes protocolos para aislar el ADN de las células, uno de estos
utiliza Tritdn X-100, un detergente, para lisar las membranas y liberar a los nucleos. Si
el procedimiento se inicié con sangre total, esos nucleos se deben lavar repetidamente
para eliminar cualquier resto de hemoglobina proveniente de los eritrocitos. La porcién
heme de la hemoglobina interfiere con la reaccién de amplificacién de genes usada para
determinar los tipos de HLA.

Asi mismo, los nucleos se lisan usando otro detergente, Tween-20 y el ADN se libera
de las proteinas unidas a él mediante un tratamiento con proteinasa K, una enzima que
destruye las moléculas proteicas. Después de haber destruido a las proteinas, la
proteinasa K se puede inactivar por incubacion del DNA a altas temperaturas (90°C), o
también con la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. Este paso es importante
porque la proteinasa K puede interferir en procesos ulteriores.

4. METODOLOGIA
4.1 Extraccion de ADN
Material y reactivos
e Tubos Falcon
e Tubos Eppendorf
e Cajade Petri

e Jeringa o sistema Vacuntainer con heparina
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o Amortiguador de lisis (Tris 10mM pH 8.0; EDTA 20mM; SDS 0.5%)
e Pronasa (25mg/mL)

e Amortiguador de lisis con pronasa (980 uL de amortiguador de lisis y 20 pL de
pronasa)

o Acetato de Sodio 375 MM p H5.5

e Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico (50:48:2)
e |sopropanol

e Etanol absoluto

e Etanol al 80%

e TE (Tris 10mM, EDTA 1mM p H8.0).

Equipo
e Centrifuga
e Termociclador
e Vortex

e Micropipetas

Servicios

e Agua, energia eléctrica, vacio.

Procedimiento

1. Extraer 3 mL de sangre venosa en tubos conheparina.

2. Adicionar 5 mL de agua doble destilada estéril y 50 puL de saponina al10%.
3. Mezclar suavemente hasta la lisis completa de los eritrocitos.
4

Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos.
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5. Eliminar el sobrenadante y resuspender el boton en 400 uL en amortiguador de
lisis con pronasa.
6. Incubar a 37°C durante 30 min
7. Adicionar 40 pL de acetato de sodio 3M.
8. Incubar nuevamente a 37°C por 3 min.
9. Adicionar 440 pL de la mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
y agitar vigorosamente en vortex durante 5min.
10. Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.
11. Separar la fase acuosa y adicionar el mismo volumen de isopropanol
previamente enfriado a -20°C.
12. Centrifugar 13,000 rpm durante 15 minutos a4°C.
13. Eliminar el sobrenadante.
14. Adicionar un volumen de 980 uL de alcohol etilico al 80% en aguabidestilada.
15. Centrifugar 13,000 rpm durante 15 minutos.
16. Eliminar el sobrenadante.
17. Cubrir el tubo con papel parafilm y hacer perforaciones con una aguja estéril.
18. Colocar los tubos en el termociclador a 60°C por 5 minutos o dejarlos secar

durante 24 horas en un lugar limpio y seco a temperaturaambiente.

4.2 Hidratacion y cuantificacion del ADN.

Material y reactivos

Tubos Eppendorf
Agua bidestilada estéril

Agua calidad millipore
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Equipo
e Micropipetas
e Vortex
e Centrifuga
e Espectrofotémetro
e Refrigerador
Servicios

Agua, energia eléctrica, vacio

Procedimiento

Hidratar la muestra con 20 uL de agua bidestiladaestéril.

Agitar durante 5 minutos y mantener las muestras en refrigeracion (4°C) de 1-2

horas agitando con vortex cada 30 minutos.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 5segundos.

Colocar en un tubo Eppendorf 1 uL de ADN puro y adicionar 199 yL de agua

bidestilada (dilucién 1:200).

Leer la absorbancia de las muestras a 260 nm.

Determinar la concentracion de ADN con la siguiente férmula

ADN (pg/uL) = Absorbancia zs0nm X 50 pg x factor de dilucion

1000 pL

4.3 Extraccion de ADN en papel FTA.

Esta técnica es util para la toma de muestras en condiciones de campo, dado que
permite transportar la muestra sin necesidad de refrigeracion, ademéas que el ADN se
conserva estable por varios afios (siempre y cuando se almacene libre de humedad).
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Material y reactivos

Material de limpieza

Guantes

Cubrebocas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Tubos Falcon de 15 mL.

Puntas para micropipetas de 1 mL y de 200 pL
Bulbos o pipetas de transferencia estériles
Pipetas graduadas de 10 mL.

Lancetas o sistema Vacutainer

Papel higiénico.

Tarjetas FTA

Reactivo FTA

Agua doble destilada estéril libre de nucleasas

Acohol al 70%

Equipo

Thermomixer o vortex
Bafio seco
Micropipetas

Microperforador Harris

Servicios

Agua, energia eléctrica, vacio
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Procedimiento

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Limpiar perfectamente el area de trabajo, usar guantes y cubrebocas, cerrar lo
gque permita la circulacién de aire (puertas, ventanas, etc).

Etiquetar el sobre con el papel FTA.

Etiquetar tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente a la muestra
a trabajar.

Limpiar el sitio donde va a realizar la puncién con al alcohol al 70%, permitir
gue se evapore el liquido y con una lanceta realizar una puncién en eldedo.

Colocar 5 gotas de sangre en el papel FTA y dejar que seque.
Hacer perforaciones en el papel FTA impregnado con lasangre.

Colocar 5-10 fragmentos de 1.0 mm de didmetro de papel FTA con la muestra
de sangre en un tubo Eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado (hacerlo por
duplicado).

Adicionar 400pL (8 gotas) del reactivo de FTA a cadatubo.

Incubar a temperatura ambiente y agitacion (1000 rpm) durante 5 minutos en el
thermomixer o en vortex a baja velocidad durante el mismotiempo.

Decantar con sumo cuidado el reactivo de FTA, procurando limpiar el
remanente del reactivo en la boca del tubo con un papel absorbente limpio.

Adicionar 400 L (8 gotas) de agua destilada estéril libre de nucleasas a cada
muestra.

Incubar a temperatura ambiente y agitacion (1000 rpm) durante 5 minutos en el
thermomixer o en vortex a baja velocidad por el mismotiempo.

Decantar con sumo cuidado el agua, limpiar el remanente del reactivo en la
boca del tubo con un papel absorbente limpio.

Colocar 400 pL (8 gotas) de agua destilada estéril libre de nucleasas acada
muestra.

Incubar a temperatura ambiente y agitacion (1000 rpm) durante 5 minutos en el
thermomixer o en vortex a baja velocidad por el mismotiempo.
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16. Retirar el agua con una micropipeta y punta de 1000 pL con sumocuidado.

17. Colocar los tubos a 60°C en un bafio seco durante 30 minutos, observar que no

queden residuos de agua o dejarlas todo el dia y la noche hasta observar que
los discos de papel estan completamente secos.

La muestra esta lista para amplificarse con el protocolo de PCR y la amplificacion de
FTA con la enzima Taq polimerasa.

4.4 Extraccion de ARN.

Método modificado de Chomczynsky y Sacchin (1987). Este método se basa en
adicionar un reactivo caotropico (isotiocianato de guanidinio) combinado con la
extraccion de fenol:cloroformo y una precipitacién en alcohol isopropilico.

Procedimiento

1.

o & 0D

6
7
8.
9

Extraer 3 mL de sangre venosa en tubos conheparina.

Adicionar 5 mL de agua doble destilada estéril y 80 uL de saponina al 10%
Mezclar suavemente hasta la lisis completa de los eritrocitos
Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el botén en 400uL de solucion de
TriZol (invitrogen).

Pasar el contenido a un tubo Eppendorff de 1.5mL
Adicionar 100 pL de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (40:1)
Agitar vigorosamente en vortex durante 10 min.

Centrifugar a 8,000 rpm durante 15 minutos a temperaturaambiente.

10. Separar la fase acuosa y colocarla en otro tubo.

11. Adicionar el mismo volumen de isopropanol previamente enfriado a-20°C.

12. Mezclar suavemente.
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13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.

20.

Centrifugar 13,000 rpm durante 15 minutos a-4°C.

Eliminar el sobrenadante.

Adicionar un volumen de 980 uL de alcohol etilico al 80% en aguaDEPC.

Centrifugar 13,000 rpm durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Tapar los tubos con papel Parafilm y hacer perforaciones con una aguja estéril

para permitir que se evapore el etanol.

Colocarlo en el termociclador a 60°C por 5 minutos o a temperatura ambiente

durante toda la noche.

Una vez seco retirar el papel parafilm, tapar perfectamente y almacenar a -

20°C.

4.5 Hidratacién y cuantificacion del ARN.

Material y reactivos

Tubos Eppendorf
Puntas para micropipeta de 100 pL
Agua DEPC al 1% estéril

Agua calidad millipore

Equipo

Micropipetas

Agitador de tubos Eppendorf
Centrifuga
Espectrofotometro

Refrigerador
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Servicios

Agua, energia eléctrica.

Procedimiento

1. Hidratar la muestra con 10 pyL de agua DEPC al 1% estéril.

2. Agitar durante 5 minutos y mantener las muestras en refrigeracion (4°C) de 1-2
horas agitando con vortex cada 30 minutos.

3. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5segundos.

4. Colocar en un tubo Eppendorf 1 yL de ARN y adicionar 199 yL de agua calidad
milipore (1:200).

5. Leer la absorbancia de las muestras a 260 nm.

6. Determinar la concentracién de ARN con la siguiente formula

ARN (pg/ul) = Absorbancia 2eonm X 40 ug X factor de dilucién (200)
1000 uL

5. PREPARACION DE REACTIVOS
Tris 2M pH 8.0

Pesar 60.55 g y llevarlos a 250 mL con agua doble destilada estéril, ajustar el pH antes
de aforar. Esterilizar por autoclave por 15 min a 120lb de presion.

EDTA 0.5M pH 8.0

Pesar 46.53 g de EDTA y llevar a 250 mL con agua doble destilada estéril, ajustar el
pH antes de aforar.
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SDS al 10%

Pesar 25 g y ajustar a 250ml. con agua doble destilada, permitir que se hidrate antes
de agitar.

Acetato de sodio 3.75M pH5.5

Pesar 127.6 g de acetato de sodio y llevar a 250 mL con agua doble destilada, ajustar
el pH antes de aforar con acido acético.
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6. DIAGRAMA DE FLUJO.
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7. RESULTADOS ESPERADOS

Para el método de extraccién organica tanto para ADN como para ARN, se espera que
el alumno obtenga un precipitado blanquecino y que al -cuantificarlo por
espectrofotometria de luz UV tenga su maxima absorcion aproximadamente a los
260nm. Se espera que el resultado de dividir la absorbancia a 260nm entre la
absorbancia a 280nm se encuentre entre los valores de 1.8 a 2.0.

Para el método de separacion de ADN en el papel FTA se espera que el papel quede
de color blanquecino y que sirva para su utilizacién como ADN molde en la amplificacion
por PCR.

8. CUESTIONARIO.
Instrucciones. Conteste las siguientes preguntas:

1.- ¢Cudl serd el resultado de hidrolizar un nucleotido en condiciones ligeramente
alcalinas y en condiciones ligeramente acidas?

2.- Se podrian formar polinucleotidos a partir de trifosfatos de nucleosidos? (justifique
Su respuesta)

3.- ¢ Cuantos enlaces de hidrégeno se forman entre una base guanina y una citosina?
4.- ;Cémo es la polaridad entre las dos cadenas de polinucleotidos del ADN? (Explique)

5.- ¢ El emparejamiento de bases es menos eficaz cuando participa la timina en lugar
del uracilo, debido a que el grupo 5-metil interfiere con la formacién de enlaces de
hidrégeno? (justifique la aseveracion o la falsedad de su respuesta)

6.- ¢,Cual es la funcion de las ADN-polimerasas?
7.- ¢ Cual es la funcion de las ADN-ligasas?

8.- ¢, Todos los virus oncogénicos son DNA-virus? (justifique la aseveracion o la falsedad
de su respuesta)

9.- Explique 3 aplicaciones del ADN obtenido
10. Explique 3 aplicaciones del ARN obtenido

11.- (Cual es la direccion que presenta la traduccién del ARN mensajero?
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12.- Investigar en un libro de biologia molecular la secuencia de reconocimiento de 3
enzimas (Hind Ill, Pstl, Hxol. Escriba la secuencia de ADN de doble cadena e indique
el sitio de corte de cada una de las enzimas., marque los extremos 5’ y 3’y obtenga los
fragmentos generados en cada caso.

13.- Suponga que quiere identificar en un gel de agarosa un fragmento de 600 pares de
bases. ¢Qué estrategia experimental utilizaria?

9. MANEJO DE RESIDUQOS

1. EI material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccién de
sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de confinamiento
de residuos.

2. Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se inactivaran
con una solucion de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucion se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una
concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera al drenaje.

3. Los residuos con fenol:cloroformo y alcohol isoamilico se colocaran en un
recipiente de vidrio color ambar y se confinaran en el area deresiduos.
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PRACTICA 2. ELECTROFORESIS UNICELULAR
(ENSAYO COMETA)

1. OBJETIVO

¢ Que el alumno desarrolle la metodologia del ensayo de Electroforesis Unicelular
en Gel (EUG) en condiciones alcalinas (pH > 13), sobre leucocitos humanos en
GO, tratados in vitro con algun farmaco de efecto genotoxico conocido (por
ejemplo Mitomicina C (MMCQC)).

2. INTRODUCCION

Los agentes fisicos como la radiacidn solar, los rayos X y una gran variedad de agentes
quimicos pueden dafiar el ADN de las células vivas. Si ese dafio no se repara, esas
lesiones pueden iniciar una cascada de consecuencias bioldgicas en la célula, en los
6rganos de un individuo y finalmente en una poblacién. Por ejemplo el dafio al ADN en
diversos animales acuaticos se ha asociado con una reduccién en el crecimiento, un
desarrollo anormal y sobrevivencia reducida de los embriones, larvas y adultos (Lee y
Seinert, 2003).

Las lesiones que se producen por substancias quimicas y por agentes fisicos incluyen
rompimiento en la cadena de ADN, modificacion de las bases, uniones cruzadas ADN-
ADN vy uniones cruzadas ADN-proteina. Los compuestos genotdxicos ocasionan
rompimientos en las cadenas del ADN, lo que induce el proceso de apoptosis o el de
necrosis. Los dafios en esta molécula también pueden generarse por la interaccién con
radicales libres del oxigeno o del nitrégeno.

Se han desarrollado diversos métodos para detectar el dafio en las cadenas del ADN
como lo son las técnicas de micronucleos e intercambio de cromatides hermanas. Un
método mas reciente se conoce como electroforesis en gel de una sola célula o ensayo
cometa que detecta los rompimientos en las cadenas del ADN vy los sitios labiles a los
alcalis midiendo la migracion del ADN de nucleos de ADN inmovilizados, tiene la ventaja
de que mide el dafio en una sola célula, se requieren pocas células para el ensayo, se
puede realizar en practicamente todas las células eucarioticas, ademas de ser muy
sensible (Faust et al., 2004).
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El ensayo consiste en que las células embebidas en agarosa sobre un portaobjetos se
lisan con detergentes y alta concentracion de sal para formar los nucleoides que
contienen asas super enrolladas de ADN unidas a la matriz nuclear, si estos nucleoides
se someten a electroforesis a un pH alcalino, el resultado es muy similar a los cometas
y se visualiza por microscopia de fluorescencia, la longitud de la cola del cometa en
relacién a la cabeza refleja el nimero de rompimientos de la molécula de ADN.

En los ultimos afios la version alcalina de la técnica cometa se ha convertido en una
nueva herramienta en el area de Toxicologia genética. Este ensayo permite detectar el
dafio genético in vitro e in vivo en una gran variedad de células. Aunque la mayoria de
las publicaciones sobre el ensayo cometa se refieren al uso del sistema de prueba en
estudios de efectos genotéxicos inducidos in vitro en células humanas, animales y
vegetales, el nimero de estudios se ha incrementado debido a su aplicacion en los
efectos de las dietas, en el escrutinio del dafio al ADN como resultado de algunas
enfermedades, o bien del tratamiento con drogas y en analisis de grupos o individuos
expuestos a substancias genotéxicas debido a su estilo de vida, la contaminacién
ambiental u ocupacional. También sirve para detectar contaminacion ambiental con
genotoxinas, es Util para el bio-escrutinio en humanos y en epidemiologia molecular. La
sensibilidad y especificidad del ensayo se incrementan enormemente si el nucleoide se
incuba con endonucleasas de reparacion que reconocen dafios especificos en el ADN
y convierten las lesiones en rompimientos, lo que incrementa la cantidad de ADN en la
cola del cometa. La reparaciéon del ADN se puede detectar si se incuban las células
después de tratarlas con el agente dafiino y se miden los cometas a intervalos de
tiempos cortos (Collins, 2004).

La importancia de desarrollar esta técnica radica en que el dafio al ADN se considera
un evento inicial muy importante en el desarrollo de cancer.

3. FUNDAMENTO TEORICO

El Ensayo de Electroforesis Unicelular Alcalina en Gel (EUG) (pH > 13), desarrollado
por Singh et al., en 1988 combina la simplicidad de las técnicas bioquimicas para
detectar rompimientos de cadena sencilla en el ADN y los sitios labiles al alcali, ademés
de los enlaces cruzados en una sola célula, una aproximacion tipica de los ensayos
citogenéticos. Las ventajas de la técnica de EUG incluyen: (1) la coleccién de datos a
nivel de células individuales, seguida de analisis estadisticos mas robustos; (2) el
requerimiento de un bajo numero de células por muestra (< 10,000); (3) la
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sensibilidad para detectar dafio al DNA; y (4) virtualmente cualquier poblacion de células
eucaridticas puede analizarse (Ostlling y Johanson, 1984; Kassie et al., 2000).

Durante los ultimos afios la electroforesis unicelular en gel (EUG) o Ensayo Cometa se
adopt6 como una técnica Util para el escrutinio en humanos. Mientras los estudios de
bio-escrutinio que emplean técnicas citogenéticas, se limitan a analizar a los linfocitos
circulantes y a las poblaciones celulares en proliferacion, la técnica de EUG incluye a
las células que estén o no proliferando, ademas de células de los tejidos que fueron los
primeros sitios de contacto con las substancias mutagénicas y/o carcinogénicas, por
ejemplo las células de las mucosas oral y nasal.

En resumen, la EUG es una técnica rapida, simple y sensible para medir rompimientos
en el ADN, con un pequefio nimero de células y detecta diferencias intercelulares en el
ADN dafiado (Ostling y Johanson, 1984).

Desarrollo del ensayo de Electroforesis Unicelular en Gel

Rydberg y Johanson en 1978, realizaron los primeros intentos por cuantificar los
rompimientos en la cadena del ADN, utilizaron células embebidas en agarosa sobre
portaobjetos, y las lisaron bajo condiciones medias de alcalinidad. La posterior tincién
de los ndcleos con naranja de acridina, mostré una alta proporcién de fluorescencia de
color rojo (que indica los rompimientos en la cadena sencilla del ADN), que cambia a
verde (sefialando los rompimientos de la cadena doble del ADN) en las células con el
ADN dafiado. Mas tarde, Ostling y Johanson en 1984 introdujeron una técnica
microelectroforética conocida con el nombre de ensayo EUG o ensayo cometa. En esta
técnica, las células embebidas en un gel de agarosa sobre una laminilla para
microscopio, se lisan con detergentes y altas concentraciones de sales, para liberar el
ADN después de la electroforesis, bajo condiciones neutras y de la tincién con naranja
de acridina.

La corriente eléctrica arrastra al ADN presente en el gel desde el nucleo en direccion del
anodo y genera imagenes caracteristicas parecidas a un cometa con su cabeza y su
cola. Cuando el ADN pierde su superenrrollamiento a bajas concentraciones de
genotoxicos 0, cuando ocurre la fragmentacion del ADN con niveles elevados de
genotobxicos, se observa mayor fluorescencia en la cola en relacién a la cabeza, en las
células dafiadas. Los fragmentos de ADN migran mas libremente en el gel que en las
asas y origina la formacion de colas mas largas (Singh, et al., 1988).
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Como en los experimentos anteriores la lisis se realizé6 a un pH neutro, fue posible
detectar los rompimientos en las dos cadenas del ADN, ya que a este pH, el
apareamiento de las bases en el ADN no se altera, sin embargo, no se pueden detectar
los rompimientos discontinuos de una sola cadena (McKelvey-Martin et al., 1993).

Sing y colaboradores en 1988 modificaron importantemente este ensayo, introdujeron
la técnica de electroforesis bajo condiciones alcalinas (pH>13), con lo que la técnica es
capaz de detectar no s6lo rompimientos francos, sino también sitios sensibles al alcali,
enlaces entrecruzados con el ADN vy, los sitios de reparacion por escision incompletos.
Esta es la metodologia que se utiliza con mayor frecuencia, sélo con ligeras
modificaciones en los diferentes pasos. Muy recientemente, el ensayo se modificd
nuevamente para la deteccion de los tipos especificos de ADN dafiado, con el uso de
las enzimas: endonucleasa Il (Endo Ill) y formamidopiridina glicosilasa lo que permite
identificar pirimidinas oxidadas y lesiones 8- hidroxiguanina, respectivamente (Collins et
al., 1993; Collins et al., 1996).

Viabilidad celular

Se utiliza la técnica con colorantes fluorocromados descrita por Tice y colaboradores en
1996. Al final del tiempo de tratamiento, se resuspenden 10 pl del botén celular en 10
ML de la solucién de flurocromos. Preparada con bromuro de etidio (0.025 pg/ml) y di-
acetato de 5,6-carboxifluoresceina (0.125 pg/mL) en una proporcion 1:1. Después de 5
min de incubacion, se realizan tres lavados con 1 ml de medio de cultivo. Las muestras
se analizan en un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot —2, se utiliza un filtro de
excitacion de luz de 450-490 nm. Se evaltan 200 células por tratamiento, distinguiendo
las vivas de color verde (porgue metabolizan el 5,6- diacetato de carboxifluoresceina a
un derivado que tifie el citoplasma verde), de las no vivas (no viables), en las que el
bromuro de etidio tifie el ndcleo de color rojo cuando la membrana celular se encuentra
danada.
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4. FUNDAMENTO DE LA PRACTICA

El ensayo de Electroforesis Unicelular Alcalina en Gel (EUG) (pH > 13), 0o ensayo
cometa, combina la simplicidad de técnicas bioquimicas para detectar rompimientos de
cadena sencilla del ADN, en sitios labiles al alcali, asi como enlaces cruzados con el
ADN, en células individuales en division y/o en GO, que al tefiirse con colorantes
fluorocromados se visualizan como cometas, cuando el ADN de las células esta dafiado.

5. METODOLOGIA

5.1 Preparacién de la muestra
Material y reactivos
¢ Sistema vacuntainer tubos con heparina como anticoagulante
e Portaobjetos esmerilados (completamente esmerilados).
e Cubreobjetos
e Tubos Eppendorf de 1.5ml
e Cajas Coplin
e Agarosa Regular 0.75% Sigma
¢ Agarosa de bajo punto de fusion 0.5% Sigma
¢ Amortiguador salino de fosfatos (PBS). Sigma
¢ NaCl 2.5M Sigma
e EDTA 100mM Sigma
e Tris 100mM Sigma
¢ NaOH 300mM Sigma

e N-lauril sarcosianato de sodio. Sigma
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e HCI Sigma
e Triton X-100 Sigma
o Dimetil sulféxido (DMSO). Sigma

Equipo
e Parrilla de calentamiento Corning
e Horno de microondas
e Bafio de calentamiento
e Potenciémetro Corning

¢ Micropipetas Gilson

Servicios

e Agua, energia eléctrica

Procedimiento

1. Se preparan 3 portaobjetos completamente esmerilados a los cuales se les coloca
una capa de 120 uL de agarosa regular hasta que solidifique.

2. Cada muestra de sangre de 10 pyL se mezcla con 75 pL de agarosa de bajo punto de
fusién en un tubo Eppendorf de 1.5ml y se coloca sobre cada portaobjetos preparado
con la capa de agarosa regular, con ayuda de un cubre objetos.

3. Unavez solidificada la mezcla se agrega otra capa de 75 uL de agarosa de bajo punto
de fusion.

4. Cuando la agarosa de las laminillas se solidifica se quita el cubreobjetos y se colocan
en una caja Coplin que contenga una solucion fresca de lisis fria, que previamente se
prepar6é y se dejo en el congelador por 30 minutos, una vez que las laminillas estan
sumergidas se dejan reposar por lo menos una hora a 4°C y maximo una semana antes
de realizar el corrimiento electroforético.
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5.2 Electroforesis

Material y reactivos
e Probetas de 1000 mL
e Vasos Erlenmeyer de 250 y 500 mL
e Cajas Coplin
¢ NaOH 300 mM Sigma
e EDTA1mM Sigma
e Tris 0.4M Sigma
¢ HCISigma

e Metanol Merck

Equipo
e Camara de electroforesis Hoeffer
e Fuente de poderBio-Rad
o Potencibmetro Cornig

e Pinzas

Servicios

Energia eléctrica, agua

Procedimiento

1. Las laminillas se colocaran en una camara de electroforesis, la cual contiene un
amortiguador a pH 13 se cubren totalmente permitiendo que el ADN se desenrolle por
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20 minutos. (Este paso se realiza protegido de la luz).

2. Ajustar la fuente de poder a 25 volts y 300 miliampers para efectuar la electroforesis

por 20 minutos (se realiza protegidos de laluz).

3. Una vez apagada la fuente de poder se retiran cuidadosamente la laminillas de la
camara de electroforesis y se lavaran tres veces con amortiguador de neutralizacion

durante 5 minutos.

4. Se escurren las laminillas del exceso de amortiguador y se sumergen durante 5

minutos en una caja Coplin con metanol absoluto y se dejan secar alaire.

5.3 Tincién y lectura

Material y reactivos
e Cubreobjetos
e Cajas Coplin
e Bromuro de etidio 1X Sigma

e Metanol Merck

Equipo

e Microscopio de fluorescencia con ocular graduado Nikon

¢ Micropipetas Gilson

Servicios

Enérgia eléctrica, agua
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Procedimiento

1. Las laminillas se tifien con 50 pL de bromuro de etidio 1X se colocara
cuidadosamente un cubreobjeto.

2. Las laminillas se observan al microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacién
de 515-560nm a un aumento de 40X. Finalmente con un ocular graduado y calibrado,
se mide el diametro del nacleo y la longitud de la estela del cometa de 100 células.

3. Si se desea conservar las laminillas se pueden volver a desecar colocandolas en
metanol por 5min para posteriormente dejar secar alaire.

5.4 Control positivo
Material y reactivos
e Tubos Eppendorf de 1.5 mL
e Cubreobjetos
e Cajas Coplin
e Puntas para micropipeta
e Peroxido de Hidrégeno 0.5 mM
e Medio RPMI 1640 Gybco

e Agua fria

Equipo
¢ Microcentrifuga eppendorf

e Micropipetas Gylson

Procedimiento

1. Para conocer si la técnica se llevd a cabo correctamente en cada corrida
electroforética se incluye una laminilla como control positivo. El control positivo se realiza
al exponer una muestra de sangre a peroxido de hidrégeno 0.5 mM por 30
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minutos, sumergida en agua fria.

2. Posteriormente se centrifuga a 3000 rpm por 3 min para retirar el sobrenadante,
inmediatamente se prepara la laminilla con agarosa de bajo punto de fusion para
continuar con la técnica del ensayo cometa.

6. PREPARACION DE REACTIVOS.
Preparacion de agarosaregular

Se pesa 1g de agarosa regular y se disuelve en 100 mL de amortiguador salino de
fosfatos, calentando por 20 segundos en el horno de microondas, homogeneizar y
calentar por 10 segundos mas hasta disolver completamente.

Preparacion de agarosa de bajo punto de fusidn

Se pesan 500 mg de agarosa de bajo punto de fusion y se disuelven en 100ml de
amortiguador salino de fosfatos, calentando por 20 segundos en el horno de
microondas, homogeneizar y calentar por 10 segundos mas hasta disolver
completamente.

Preparacion del stock de la solucion de lisis.

NaCl 2.5 M 146.3 g/l
EDTA 100 mM 37.2 4/
Tris 0.10 mM 1.2 g/l
Lauril Sarcosianato de sodio 1% 10g
NaOH 300 mM 12 g
Agua Bidestilada cbp 1000 mL

Se agitan con barra magnética para homogenizar la mezcla de NaCl, EDTA y Tris,
posteriormente se adiciona el hidréxido de sodio poco a poco para ajustar el pH a
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10. De ser necesario ajustar con HCI concentrado. Finalmente se adiciona el lauril
sarcosinato de sodio y se lleva a 1000 mL.

Como siguiente paso la solucion de lisis se debe filtrar utilizando un filtro millipore

de 0.05 um.

Para preparar la solucion de lisis fresca es necesario preparar en una caja de
Coplin de 50 mL loS siguientes reactivos:

35.6 mL De solucion stock de lisis
0.4 mL Triton X-100
4 mL DMSO
Amortiguador de electroforesis pH 13
NaOH 10N 30 mL
EDTA 200mM 5mL
Agua Bidestilada cbp 1000 mL
Amortiguador neutralizante pH=7.5
Tris 0.4 M 48.5¢
Agua Bidestilada cbp 1000 mL

Ajustar el pH con acido clorhidrico concentrado.

Soluciéon de tinciéon stock 10X de bromuro de etidio.

Se pesan 10 mg de bromuro de etidio y se llevan a 50 mL con agua bidestilada.
Guardar a temperatura ambiente protegido de la luz en frasco ambar.

La solucién de trabajo se prepara con 1ml de la solucion stock 10X y se adicionan

9 mL de agua.
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Solucién stock de peroxido de hidrégeno

Se toma 1 mL de perdxido de hidrégeno al 30% y se adicionan 9 mL de medio de
cultivo RPMI.

Para la solucién de trabajo se agregan 50 uL de solucion stock con 20 pL de la
muestra de sangre y 930 uL de medio de cultivo RPMI.

Centrifugar a 3000 rpm por 3 minutos.
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7. DIAGRAMA DE FLUJO
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8. RESULTADOS ESPERADOS

Los resultados se analizaran de la siguiente forma: a) tomando en cuenta las estelas de
los cometas y el nucleo b) otro criterio de evaluacion es el grado de dafio al ADN, se
utilizan los criterios de Anderson 1994 y el punto de corte establecido fue de 5240% y >
40%. c) para evaluar la magnitud de dafio al ADN se establecen dos categorias de 1-5
células y de 6 y mas células con dafio.

No dafno <5%

Grado bajo de dafio al ADN
cuando las células tienen
entre 5y 40%

Bajo 5-20% 8di0-21-40%

Grado alto de dafio al ADN
cuando las células tienen mas
de 40%.

Figura 6. Electroforesis unicelular alcalina. Observacion al microscopio de fluorescencia de
células: sin dafio (< 5%), con dafio bajo (5 al 20%), con dafio medio (40%) y con dafio alto (40%).
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9. DISENO ESTADISTICO

Los datos se analizaran a través de medidas descriptivas y las pruebas estadisticas x?,
y t de Student, asumiendo una significancia estadistica de p<0.05. (Infante y Zarate,
1997).

10. MANEJO DE RESIDUOS

1. EI material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccién de
sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de confinamiento
de residuos.

2. Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se inactivaran
con una solucion de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucion se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una
concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera al drenaje.

11. CUESTIONARIO
Instrucciones: Conteste las siguientes preguntas en una hoja anexa.

1. Explique qué tipo de material biol6gico se puede utilizar para desarrollar el Ensayo
de Electroforesis Unicelular en Gel (EUG) o Ensayo Cometa.

2. Explique 3 ventajas y 3 desventajas del ensayo cometa.
3. Describir otros 2 ensayos que se podrian utilizar para detectar dafio al ADN.
4. ¢ Qué funcién cumplen los siguientesreactivos?:

a) peroéxido de hidrégeno

b) bromuro de etidio

c) solucion de lisis

d) amortiguador de corrimiento.
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PRACTICA 3. DETECCION DE MUTACIONES EN LOS
GENESKRAS Y p53 ASOCIADOS CON LA
SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE

CANCER
1. OBJETIVO.

¢ Que el alumno comprenda y desarrolle experimentalmente la metodologiapara
detectar mutaciones en diferentes genes asociados con el incremento en la
susceptibilidad al desarrollo de cancer.

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 Ultimos 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 investigacién 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 comin 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, en los Ultimos afios ha pasado de un conocimiento casi nulo a un gran
avance en diversos aspectos moleculares, desde aquellos que explican la proliferacién
excesiva y la muerte de células por apoptosis, hasta los mecanismos por los que el
cancer genera las metastasis.

Con el presente trabajo se pretende iniciar el estudio sobre la deteccién de mutaciones
en los genes asociados con la predisposicion a desarrollar cancer ceérvico-uterino,
utilizando técnicas de Biologia Molecular Basica, que puedan realizarse en el laboratorio
de Genética Clinica.
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3.1 Ciclo celular.

Las células que conforman el tejido normal responden a estimulos y sefiales 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 expresién errbnea de genes
que codifican proteinas reguladoras de este proceso, ya sea por alteraciones genéticas
0 epigenéticas. En la actualidad, se han asociado al menos 90 genes con
transformaciones malignas de las células y se clasifican como oncogenes,
protooncogenes y 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 proliferacién celular (Luque y Herrdez, 2001).

El ciclo celular es un proceso fundamental en todos los organismos, eucariontes y
procariontes. 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 fendbmeno persisten desde las levaduras hasta el ser humano.

El ciclo celular lo forman las fases Gi, S, G2y My esté acoplado al ciclo de control del
crecimiento en el que existen sefiales de diferenciacion celular y factores de crecimiento.
Una célula que se encuentra diferenciada en la fase Gopasa a la fase Gi, mediante un
estimulo dado por un factor de crecimiento (Klug y Cummings, 1999; Panduro, 2000).
En la fase Gise ubica un sitio de control llamado punto de restriccién en el que actdan
los genes supresores de tumores; cuando este nivel se alcanza la célula pasa a la fase
S, donde se sintetiza el DNA, que a su vez se analizard y si es necesario se reparara en
la fase de Gzantes 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 sefial de diferenciacion, la célula pasa del punto de restriccion
de la fase Gia la fase Go(Cox y Sinclair, 1998) (Figura 7).

El camino que sigue un estimulo estd dado por un factor de crecimiento, desde el
espacio extracelular hasta el ndcleo de la célula, involucra una serie de proteinas con
diferentes ubicaciones celulares y funciones. Un factor de crecimiento es una sefial
extracelular (ligando) que se une a su receptor especifico anclado en la membrana
citoplasmica, el cual lleva la sefial hacia el interior de la célula de tres formas (Luque y
Herraez,1998; Panduro, 2000) (Figura 8).
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Figura. 7. Ciclo celular y control del crecimiento. Cuando la célula es estimulada en
la fase Go por factores de crecimiento pasa a la fase Gi, S, G2y 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.

1. Elreceptor se une a su ligando y la parte citoplasmica del receptor tiene
actividad enziméatica de cinasa de tirosina o de cinasa deserina-treonina.

2. Elreceptor se une a su ligando y la parte intracitoplasmica del receptor se

acopla a proteinas con actividad de cinasa detirosina.

3. Elreceptor 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
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citoplasmicas cuyo blanco final es un factor transcripcional. Dichos factores
transcripcionales son proteinas que pueden transportarse del citoplasma hacia el nicleo
y unirse en regiones reguladoras de genes para activar la transcripcion de las ciclinas
que van a participar en el ciclo celular (Cox y Sinclair, 1998; Strachan, 2004).

Factor de crecimiento

v ESPACIO EXTRACELULAR

Receptor
?@OOO Do CcCeeee®
| | | [ I | 137] | H 1 |

| ||

a®®® ®eo®
I v

|| 1] |l | | 0o [ (I |

éo@OQO‘ PPV PO POOODO
I x \‘\‘ Fosforilaciones

. ———_ Sucesivas
m

CITOPLASMA p '
¥ Factor transcripcional
@ -

Ciclina

NUCLEO

Figura 8. El estimulo que recibe la célula para proliferar, llega hasta el nucleo
mediante proteinas que funcionan como: factores 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.




T SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & l
% R‘ﬁ LABORATORIOS DE DOCENCIA J &
X 1 uﬁ‘
az" MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA }/ FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 58/330

3.2.1 Genes supresores de tumor y oncogenes

En general, la mitosis se puede regular de dos formas:

1. Por genes que detienen la division celulary

2. Por genes que promueven la division celular (Klug, 1999).

La primera clase llamados genes supresores de tumores (oncosupresores),
codifican proteinas que actian deteniendo la proliferacion o bien induciendo la
apoptosis. Cuando una mutacién 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
gue la proliferaciéon es excesiva a menudo con acumulacién de dafios genéticos en las
células (Cox y Sinclair, 1998; Klug, 1999).

3.2.1.1 Tipos de genes supresores

Los genes oncosupresores codifican proteinas que actlan en distintos puntos de las
rutas de sefializacion, del control del ciclo celular y de la apoptosis:

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 adhesién celular,
ausente en el carcinoma de colon.

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 sefial al interior de la célula.
Ejemplo: el gen oncosupresor que codifica el receptor de membrana para el
factor 8 de crecimiento transformante (TGF-p).

Las proteinas citoplasméticas que intervienen en los sistemas de
transduccion de sefiales acoplados alos receptores anteriores. La situacion
varia segun sea la funcion concreta de la proteina. Ejemplo: el gen oncosupresor
nfl codifica la neurofiboromina, proteina que estimula la actividad GTPasa de
Ras, en consecuencia la inactiva. En la enfermedad de Recklinghausen, el gen
nfl esta mutado, por lo que la neurofibromina es defectuosa, la proteina Ras no
libera GTP y queda en forma activa més tiempo del normal, lo que aumenta la
proliferacion.
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e Los factores de transcripcion 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 nofuncional.

3.2.1.2 Caracteristicas de la expresion de los genesoncosupresores

La pérdida de la funcién de un gen oncosupresor sélo se produce cuando han mutado
los dos alelos (individuos homocigéticos). Es decir, la forma mutada de un gen
ONCOSUpresor se expresa con caracter recesivo, ver ejemplos en la Tabla 1. Esto es asi
puesto que la mutacion produce pérdida de funcion en la proteina, pero las moléculas
de proteina sintetizadas a partir del alelo normal pueden suplir esa carencia, al menos
parcialmente (Klug, 1999; Fuesse et al., 2005; Panduro, 2000).

Gen supresor de tumor Correlacién con neoplasias

Rb Implicado en neoplasias de retina, hueso,
pulmdn, 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 mamay
pulmén

BRCA1 Asociado a tumores de mamay ovario

BRCA2 Relacionado con el cancer de mama

VHL Implicado en tumores malignos de rifién

NF-1 Relacionados con los neurofibromas

APC Asociado a tumores de colon y estbmago

Tabla 1. Correlacién de genes supresores con algun tipo de proceso canceroso.

La herencia de los genes oncosupresores mutados corresponde a su caracter recesivo,
pero solo tiene lugar cuando la mutacién ha afectado a células germinales. La
probabilidad de 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
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individuos heterocigéticos en un gen oncosupresor tienen predisposicion a la aparicion
de céncer, ya que sélo necesitan una mutacion soméatica en el otro alelo para perder
totalmente la funcion de la proteina oncosupresora. A continuacién se muestra la tabla
1 que indica la correlacién de genes supresores de tumores con algunos tipos de cancer
(Danienberg et al., 1992; Luque y Herraez, 2001).

Los genes de la segunda clase, llamados protooncogenes, promueven la divisién
celular. Estos genes se pueden activar o desactivar, cuando se activan, promueven la
division celular. Para detener la proliferacion, estos genes y/o sus productos génicos,
tienen que inactivarse. Si los protooncogenes quedan permanentemente activados,
entonces se da una proliferacion celular descontrolada lo que origina un tumor. Las
formas mutantes de los protooncogenes se conocen con el nombre de oncogenes
(Lugque y Herraez, 2001).

3.2.1.3 Tipos de protooncogenes

Se han identificado protooncogenes 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 de
éste. Ejemplo: el protooncogen sis que caodifica para la cadena B del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).

e Losreceptores 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 estimuladora de la proliferacién, la forma oncoproteica del receptor
puede ser aquella con una conformacion que la mantiene activa aunque no se
le una al ligando. Si se trata del receptor de un factor u hormona inhibidores del
crecimiento, la oncoproteina es aquella que no responde a la union del ligando.
Ejemplo: el protooncogén erbB codifica el receptor de membrana para el factor
de crecimiento epidérmico EGF.

e Las proteinas citoplasmaticas que intervienen en los sistemas de
transduccion de sefiales. La mutacién hace que el oncogén exprese una
proteina que se mantiene activa sin necesidad de que le llegue la sefal.
Ejemplo: el protooncogen ras que codifica una proteina G monomérica.
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e Los factores detranscripcion que controlan la expresién de los genes que
codifican a su vez proteinas implicadas en la sefializacién, el control del
ciclo celular o la apoptosis. Ejemplos: los protooncogenes fos, jun y myc. El
protooncogén erbA codifica el receptor intracelular para hormonas tiroideas,
que es un factor de transcripcion.

e Las proteinas responsables de la activacion directa del ciclo celular (tales
como las ciclinas o las cinasas y 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 protooncogen bcl-
1 codifica la ciclina D1, cdk1 modifica la quinasa 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 (Luque y
Herraez, 2001; Panduro, 2000, Gemignani, 2003).

3.2.1.4 Caracteristicas de la expresion de losoncogenes

Puesto que existe ganancia de funcién en la oncoproteina, basta con que este 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
homocigoticos (Klug, 1999; Luque y Herraez, 2001; Panduro, 2000). La herencia del
oncogén sera acorde con este caracter, pero sélo si la mutacion del protooncogen afecta
a las células germinales. En la Tabla 2 se mencionan algunos protooncogenes y tumores
humanos relacionados (Panduro, 2000; Wannapa et al., 2005).

En los laboratorios de Inmunologia Molecular y Diferenciacién Celular y Cancer de la
FES Zaragoza se ha iniciado el estudio tanto de genes oncosupresores, como de
oncogenes utilizando técnicas de Biologia Molecular basicas como el aislamiento de
ADN y ARN, asi como la amplificacion de secuencias especificas del material genético
realizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), esas técnicas se mencionan
a continuacion:
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Protooncogenes Neoplasia (s) Lesién

Abl Leucemia mielégena crénica Translocacion

erbB Carcinoma de células escamosas; | Amplificacion
astrocitoma

Neu Adenocarcinoma mamario, ovarico | Amplificacién
y gastrico

Gip Carcinoma de ovario y de glandula | Mutaciones puntuales
suprarrenal

Gsp Adenoma hipofisario, carcinoma | Mutaciones puntuales
tiroideo

Mic Linfoma de Burkitt, Carcinoma de | Translocacién, Amplificacion
pulmoén, glandula mamaria y cuello
uterino

L-mic Carcinoma de pulmén Amplificacion

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

H-ras Carcinoma de colon, pulmén 'y Mutaciones puntuales
pancreas; melanoma

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

N-ras Carcinoma genitourinario y tiroideo; | Mutaciones puntuales
melanoma

Ret Carcinoma tiroideo Redisposicion

Ros Astrocitoma Se desconoce

K-sam Carcinoma de estémago Amplificacion

Sis Astrocitoma Se desconoce

Src Carcinoma de colon Se desconoce

Trk Carcinoma tiroideo Redisposicion

Tabla 2. Protooncogenes y tumores humanos relacionados (Kalliopi, 2006).
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3.3 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR BASICAS PARA EL ESTUDIO DE
GENES REALCIONADOS CON CANCER.

3.3.1 Extraccion de ADN.

La estructura béasica del ADN es idéntica en todos los organismos; esta compuesto por
cadenas de nucleétidos unidas por la complementariedad de las bases a través de
puentes de hidrogeno entre Ay T (Adenina y Timina), C y G (Citosina y Guanina) en
forma de doble hélice. EI ADN esta localizado dentro del nucleo de las células
eucaridticas, rodeado de proteinas, histonas y organizado en cromosomas (Jiménez,
2004; Kochl, et al., 2005).

El aislamiento del ADN, es el primer paso en cualquier andlisis genético. Dada la
complejidad de esta molécula, los &acidos nucleicos son dificiles de separar de los
componentes de membrana (lipidos, proteinas, carbohidratos) y de otras moléculas
solubles (polisacaridos) (Adams y Burdan, 1980; Luque y Herrdez, 2001; Jiménez,
2004). Generalmente, se lleva acabo el método de extraccion de DNA con fenol/
cloroformo/ alcohol isoamilico (Kochl, et al., 2005).

En este método, la primera etapa en la extraccion de ADN es la lisis de las membranas
externa y nuclear de las células; se realiza en un medio alcalino, por la accién de
detergentes y enzimas proteoliticas, como la proteinasa K para liberar el material
genético (Figura 9).

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

El fenol se utiliza a pH 8 para prevenir los productos oxidativos que dafian los acido
nucleicos (Luque y Herraez, 2001). La mezcla fenol/ cloroformo se utiliza para las
extracciones, ya que facilita la desnaturalizacién de proteinas y la precipitacion de éstas
en la interfase.

Por dltimo, en la precipitacion con etanol absoluto, las sales permanecen en solucion,
mientras que los acidos nucleicos forman un precipitado blanco en forma de malla que
se puede separar por centrifugacion (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989; Minch, 1989)
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Figura 9. Extraccién de ADN. A) Primera etapa: lisis celular por accion de algunos
detergentes. B) Segunda etapa: extraccidén orgénica (desnaturalizacion de las proteinas).
C) Tercera etapa: precipitacion con alcohol absoluto.

3.3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

En 1986, se desarroll6 una nueva técnica denominada reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR), que ha ampliado enormemente el poder de la investigacion del ADN
recombinante (Zyskind y Berstein, 1992). La reaccion de PCR permite la amplificacion
directa de segmentos especificos y puede utilizarse en fragmentos de ADN que estén
presentes, inicialmente, en cantidades infinitesimalmente pequenias.

Se basa en la amplificaciébn de un segmento de ADN utilizando ADN polimerasa y
cebadores, oligonucleétidos que hibridan con la cadena complementaria de la secuencia
a amplificar. Hay tres pasos fundamentales en la reaccion de PCR, y la cantidad de ADN
amplificado producido sélo esta limitado, en teoria, por el nUmero de veces que se
repiten estos pasos (Luque y Herraez, 2001; Jiménez, 2004; Strachan, 2004).

1. Primero, el ADN gue se quiere amplificar se desnaturaliza en cadenas sencillas.
Este ADN no necesita estar purificado ni clonado, y puede provenir de distintas
fuentes, incluyendo ADN gendmico, muestras forenses como sangre seca 0
semen, muestras almacenadas en registros médicos, pelos, restos momificados,
y fésiles. EI ADN de doble cadena se desnaturaliza por calor (a unos 90°C) hasta
que se disocia en cadenas sencillas (normalmente 5 minutos).
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2. Los cebadores hibridan al ADN 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
ADN. Los cebadores se alinean con sus extremos 3’ complementarios ya que
hibridan a cadenas opuestas. La utilizacion de cebadores sintéticos significa que
se debe tener alguna informacién de la secuencia de ADN aamplificar.

3. A la mezcla de reaccion se le aflade una ADN polimerasa resistente al calor
(polimerasa Taq). La polimerasa extiende los cebadores en direccion 5 a 3’,
utilizando como molde al ADN de cadena sencilla unido al cebador. El producto
es una molécula de ADN 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 (Figura 10).

Generalmente, cada paso del ciclo se realiza a una temperatura diferente (Luque y
Herrdez, 2001; Jiménez, 2004; Zyskind, 1992). El ciclo puede repetirse llevando a cabo
otra vez todos los pasos. Empezando con una molécula de ADN, el primer ciclo produce
dos moléculas, con dos ciclos se producen cuatro, tres ciclos producen ocho, etcétera.
Veinticinco ciclos amplifican varios millones de veces el ADN en cuestién (Brinkman et
al.,2004; Bartlett y Stirling, 2003).
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Figura 10. Programa de amplificacién de la reaccion en cadena de la polimerasa.

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 tamafo. Las moléculas de DNA poseen al pH alcalino, una carga negativa uniforme
por unidad de masa, lo cual permite que su movilidad hacia el anodo (+) sélo este
determinada por el tamafio de la molécula. La separacion de los fragmentos de ADN de
doble cadena se realiza en geles de agarosa o poliacrilamida; en ambos casos el gel
se prepara con distintas concentraciones en funcién al tamafio de los fragmentos de
ADN que se requiere separar (Figura11).
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Una vez separadas las moléculas de ADN 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 ADN (Cox y Sinclair,
1998; Luque y Herraez, 2001; Zyskind y Berstein, 1992).

i

I T

if

i

C

Figura 11. 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.

3. 3.4 Secuenciacion (Método enziméatico o dedides6xidos)

No resulté sencillo conocer la secuencia del genoma humano, 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 tanto, a enfermedades especificas.

Para llevar acabo el método de dideséxidos, se requiere del molde de ADN, un iniciador
(cebador), desoxirribonucleotidos (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 (MgClz, KCI)
(Micklos, 2003).

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
afadir ANTP a la cadena en crecimiento por complementariedad de bases (se forma
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un enlace fosfodiestér entre el extremo 3'OH terminal de la cadenay el grupo 5'PO, =
del dNTP afiadido)*.

Un requisito para este método, es que, uno de los dNTP afadido debe encontrarse
marcado de forma radioactiva (*®*SdATP). La reaccién 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 la misma (debido a que ddNTP carece
de grupo 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 Ay asi sucesivamente
para las cadenas que se sintetizan en los tubos ddCTP, ddGTP, ddTTP (Cox y Sinclair,
1998; Panduro, 2000) (Figura12).

Después de efectuar se las cuatro reacciones, se separan las cadenas de cada tubo en
un gel de acrilamida, es importante sefalar, que cada producto obtenido se coloca en
un carril diferente en la electroforesis y se debe identificar correctamente.
Posteriormente se realiza una autoradiografia y por ultimo se lee la secuencia de ADN
(Figura 12).

[Taq polirerasa, OMA,
ebadores, dWNTP*,
Cloruro de ragnesio y

/ potasio

Figura 12. Secuenciacion de ADN. Método enzimético de cadena terminal o
didesoxido.
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4. METODOLOGIA
4.1 Extraccién de ADN

Material y reactivos
e Tubos Falcon
e Tubos Eppendorf
o Cajas Petri
e Puntas para micropipetas
e Amortiguador de lisis
e Acetato de Sodio 375 MM p H5.5
e Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico (50:48:2) Sigma
e |sopropanol Sigma
e Alcohol etilico absoluto Merck
e Etanol 80%
e TE (Tris 10 mM, EDTA1 mM p H 8.0) Sigma

Equipo
e Centrifuga Eppendorf
e Termociclador Eppendorf
e Vortex Genie

e Micropipetas Gilson
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Servicios

e Agua, energia eléctrica, vacio

Procedimiento

1.

A A T R

o

10.
11.
12.
13.
14.

15.

Resuspender la linea celular con 80 pL de amortiguador de lisis e incubar
30 minutos a 37°C.

Llevar a un volumen de 400 pL con 320 uL de acetato de sodio 0.375M.
Mezclar por 5 minutos e incubar 30 minutos a37°C.

Adicionar 480 L de la mezcla fenol: cloroformo: alcohol isoamilico.
Agitar en vortex por lo menos 5 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Separar la fase acuosa y adicionar el mismo volumen de isopropanol
previamente enfriado a -20°C.

Centrifugar 13,000 rpm durante 15 minutos a-4°C.

Eliminar con ayuda de una micropipeta el sobrenadante.

Adicionar un volumen de 980 uL de alcohol etilico absoluto.

Centrifugar 13,000 rpm durante 15 minutos.

Desechar el sobrenadante y adicionar 500 pL de etanol al 80% (frio).
Centrifugar nuevamente a las mismas revoluciones y por el mismotiempo.

Eliminar el sobrenadante y colocar los tubos en el termociclador a 60°C por
5 minutos o dejarlos secar durante 24 horas en un lugar limpio a
temperatura ambiente (Figura 13).

Resuspender el botén formado con 50 pL de TE. Guardar a-20°C.
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Extraccion de ADN
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Figura 13. Pasos en la extraccion del ADN. 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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4.2 Hidratacion y cuantificacion del ADN.

Material y reactivos

Tubos Eppendorf
Puntas para micropipetas
Agua DEPC al 1% estéril Sigma

Agua calidad milipore

Equipo

Micropipetas Gilson
Vortex Genie
Centrifuga Eppendorf
Espectrofotobmetro WPA

Refrigerador Revco

Procedimiento

1.

2.

Hidratar la muestra con 20 uL de agua DEPC al 1% estéril.

Agitar durante 5 minutos y mantener las muestras en refrigeracion (4°C) de 1-2
horas agitando con vortex cada 30 minutos.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 5segundos.

Colocar en un tubo Eppendorf 1 uL de ADN puro y adicionar 199 yL de agua
calidad millipore (1:200).

Leer la absorbancia de las muestras a 260 nm (Figura 14).

Determinar la concentracion de ADN con la siguiente formula:
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ADN (pg/uL) = Absorbancia zsonm X 50 ug X factor de dilucién
1000 pL

Hidratacion y cuantificacién del ADN

N/

e Vg

—
RS,
A B C D

Figura 14. Procedimiento para hidratacién y cuantificacion del ADN. A)
Hidratar la muestra. B) Agitar la muestra ya hidratada. C) Centrifugar. D) Realizar
dilucién. E) Leer absorbancia a 260 nm y determinar la concentracion de ADN
presente.

4.3 Amplificacion de los genes K-ras y p53

Material y reactivos

e Puntas para micropipeta

e ADN de las siguientes lineas celulares:
1. T47D
2. MDA231
3.293T
4. CALO
5. INBL
6. ADN problema
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7. ADN problema
e amortiguador PCR 10 X
e MgCl>25 mM
e dNTP’'s 5mM

e oligo K-ras 20 yM 5"CCTTATGTGTGACATGTTCT
TCTGAATTAGCTGTATCGTC (Gemignani, et al, 2003)

e oligo P53 20 yM CCCGGACGATATTGAACA

¢ AGAAGCCCAGACGGAAAC 3 antisentido (Wannapa, Nipa y Churalrat,
2005).

e 5 U/uL Taq polimerasa Cetus
e Agua desionizada libre de nucleasas

e Aceite mineral

Equipo
e Micropipetas Gilson
e Vortex Genie
e Termociclador Mastercycler Eppendorf

e Tubos Eppendorf

Servicios

Agua, energia eléctrica

Procedimiento

e Etiquetar 8 tubos Eppendorf con base en la numeracion proporcionada a cada
linea celular (NUmero 8 corresponde al control negativo).
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e Preparar la mezcla de reaccion considerando que el volumen final en un tubo de
reaccion debe ser no mayor de 20 puL (mantener “todos los reactivos en hielo; la
mezcla se prepara dentro de la campana de flujolaminar”).

Reactivo Concentracién/Reacciéon pL/reaccion uL/8.5
Reacciones

10X  amortiguador 1X 2.0 L 17.0 uL

PCR

25m M MgCl, 2 mM 1.6 pL 13.6 pL

5mMdNTP’s 0.2mM 0.8 uL 6.8 puL

5 U/uL Taq 05U 0.1 uL 0.85 pL

polimerasa

Agua Para PCR 14.4 uL 122.4 uL
Vol. Final 18.9 uL 160.65 uL

e Preparar la mezcla de reaccion en el tubo etiqguetado como ndmero 8, agitar en
vortex; adicionar 0.8 uL del oligo Kras y distribuir en cada tubo (del 1 al 7), 19 uL
de dicha mezcla.

e Adicionar 50 uL de aceite mineral.

e Depositar los siguientes volumenes de ADN, en el tubocorrespondiente:

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 (-) 1.00
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Colocar los tubos en el termociclador a 95°C Kras y 94°C p53 seguir los
siguientes programas (Figura 15).

Para Kras
95°C por 5 minutos
58°C por 1 minutos
72°C por 1 minutos
95°C por 1 minutos

Para p53
94°C por 5 minutos
55°C por 2 minutos
72°C por 2 minutos

94°C por 2 minutos

Repetir de punto 2-4, 29 veces . Repetir de punto 2-4, 29 veces

58°C por 2 minutos . 55°C por 2 minutos

72°C por 7 minutos 72°C por 7 minutos

© N o g B~ W DN oRE
o N o5 a0 > w0 DB

20°C por 1 hora . 20°C por 1 hora

Amplificacion del gen (kras)

Amortiguador PCR 10% L

oy \

e

MgCl,

Oligo Kras _U
25mM
e
\ Desoxiribanucledtidos
Palimerasa trifostatados
de DNA

[dATP, dCTP, dTTP, dGTR)
SraM

allial

CAMPANS DE FLUJO LAMINAR

B ) 5.1_1;___;-

c

Figura 15. Amplificacién del gen kras. A) Preparacion de la mezcla de reaccion; se
preparan las alicuotas correspondientes y se adiciona aceite de PCR. B) Depositar las
muestras ADN de las diferentes lineas celulares. C) Colocar los tubos en el termociclador
y seguir el programa de amplificacion.
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4.4 Corte con enzima derestriccion

Material y reactivos

Tubos Eppendorf

Puntas para micropipeta de 200 pL
5 uL de cada amplicon p53
Enzima de restriccion BstU |
Amortiguador PCR 10X

Agua desionizada libre de nucleasas

Equipo

Micropipetas Gilson
Termociclador Eppendorf

Centrifuga Eppendorf

Servicios

Energia eléctrica, agua

Procedimiento

Colocar 5 L de cada amplicon de p53 en un tubo Eppendorf (un tubo por cada

amplicén) y adicionar 1 yL de enzima BstU ).

Adicionar 2 pyL de amortiguador 10 x y 12 uL de agua a cadatubo.

Incubar las muestras en el termociclador a 60°C utilizando el programa BstU |

durante 6 horas (Figura 16).
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Centrifugar por 5 segundos y realizar laelectroforesis.

Corte con Enzima de Restriccion

Amplicon

Enzima BstU I
Amortiguador 10x
Agua MO

Figura 16. Corte con enzima de restriccion. Inicialmente se adicionan todos los
reactivos necesarios para realizar el corte, una vez realizado este procedimiento,
los tubos se colocan en el termociclador por 4 horas con el programa

correspondiente.

4.5 Electroforesis de los productos PCR

Material y reactivos

Gel de acrilamida al 4%

TBE 1X (Tris- acido bérico- EDTA) Sigma
Amortiguador de carga

Bromuro de etidio

Agua destilada
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Equipo
e Micropipetas Gilson

e Camara de electroforesis vertical Bio-Rad

Servicios

Energia eléctrica, agua

Procedimiento

e Preparar gel de acrilamida al 4% en TBE 1X.

e Adicionar a cada muestra 10 uL de amortiguador de carga y mezclar la fase

acuosa evitar la generacion de emulsion con el aceite.

e Depositar 10 yL de la muestra con amortiguador a cada pozo.

e Enun pozo de los extremos colocar 10 yL del marcador de peso molecular de

50 pares de bases.

e Correr la electroforesis a 180 volts por 1.5 horas en TBE 1X.

e Tefir el gel con bromuro de etidio (7 puL de una solucién 10 mg/mL en 70 mL de

TBE 1X agitar suavemente durante 1 min).
o Desteiiir con agua destilada por 2 minutos.

e Colocar el gel en el equipo analizador de geles (Figura17).
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Figura 17. Electroforesis de los productos de PCR. A) Adicionar a cada muestra
amortiguador de carga mezclando la fase acuosa sin hacer emulsién. B) Depositar
una muestra por pozo, dejar el marcador de peso molecular en uno de los extremos.
C) Correr la electroforesis. D) Tedir el gel con bromuro de Etidio. C) Colocar el gel
en el equipo analizador de geles. D) Capturar la imagen del gel con una camara de
video conectada a una computadora y tomar una fotografia del gel.

4.6 Extraccion de ADN a partir de las bandas del gel de acrilamida (método de
difusion)

Material y reactivos
e Tubos Eppendorf

e Puntas para micropipetas

Reactivos
e Agua calidad Millipore estéril
e Acetato de sodio 3M Sigma

e [Etanol Absoluto
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Equipo

Micropipetas Gilson
Centrifuga eppendorf
Refrigerador Revco

Placa de calentamiento Corning

Servicios

Energia eléctrica, agua

Procedimiento

Cortar las bandas del gel de acrilamida lo mas pequefio posible con ayuda del
transiluminador, un bisturi y caretas para proteccion de la luz UV.

Colocar las bandas en un tubo Eppendorf nuevo y etiquetado y cubrir con un
volumen suficiente de agua millipore.

Refrigerar durante 3 dias.
Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos.
Separar la fase acuosa y colocar en un tubo nuevo.

Lavar el tubo donde se encuentra la banda con 40 pL de acetato de sodio 3 My
60 UL de agua calidad millipore. (Invertir el tubo varias veces de manera suave
para homogenizar).

Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos.
Recuperar la fase acuosa y colocarla en el tubo con laprimera.

Adicionar dos volumenes de etanol absoluto frio. Refrigerar durante 45
minutos.

Centrifugar nuevamente a 13,000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante.
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e Cubrir el tubo con papel parafilm y realizar algunas perforaciones con una aguja
limpia y estéril, dejar secar por 24 horas o utilizar un bafio seco hasta observar
el boton seco.

¢ Hidratar con 20 pL de agua calidad Millipore y cuantificar.

e Realizar corrimiento electroforético de la muestra para observar la presencia y
pureza del material obtenido.

e A este producto se le determind su secuencia y de esa forma se comprobd si
existe 0 no mutacion en el gen Kras (Figura 18).
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Figura 18. Extraccion de ADN por el método de difusién A) Una vez visualizada la banda,
realizar su corte. B) Colocar en un tubo limpio e hidratar con agua estéril. C) Refrigerar de dos a
tres dias. D) Centrifugar. E) Separar la fase acuosa. F) Lavar la banda con acetato de sodio.

G) Centrifugar. H) Separa la fase acuosa y colocar con la primera. |) Adicionar dos volimenes

de etanol absoluto frio. J) Mantener a -20°C por 45 minutos. K) Centrifugar. L) Eliminar el
sobrenadante. M) Hidratar el botén.

5. PREPARACIC

ION DE REACTIVOS

e Preparacion del amortiguador de lisis

EDTA 0.1M 37.2249g
NaCl 0.15M 8.766¢g
Agua Bidestilada cbp 1000ml
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o Preparacion de SDS 10%
Duodecilsulfato de Sodio 10g
Agua bidestilada 100 mL
e Preparacion de acetato de sodio 3M
Acetato de sodio 246.09 g
Agua bidestilada cbp 1000 mL

e Preparacion de amortiguador de carga 5X

Tris50mM pH8

EDTA 75 mM pH 8

SDS 0.5%

Ficoll 10%

Sacarosa 30%

Naranja G, Xilen Cyanol y Azul de Bromofenol 0.2%

Agua bidestilada cbp 100 mL

e Preparacion de marcador de peso molecular

Marcador de 50 bp

1L

Agua

9 uL

Solucién de carga

5uL
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e Preparacion de acrilamida/bisacrilamida al 30%
Acrilamida 29.0g
Bisacrilamida 10g
Agua bidestilada cbp 100 mL
e Preparacion de TBE 10X (Tris- Acido bérico- EDTA)
Tris 1 M 121.10¢9
Acido Bérico 1 M 61.38 g
EDTA 50 mM 146149
Agua bidestilada cbp 1000 mL
e Preparacion de gel de acrilamida al 10%
5.0 mL (1 gel)
Agua bidestilada 2.81 mL
TBE 10X 0.5mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 1.6 mL
APS 10% 80 pL
TEMED 8.0 uL
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6. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETECCION DE MUTACIONES EN LOS
GENES KRAS Y p53

Extraccion de Acidos nucleicos a
partir de lineas celulares de
cancer cérvico-uterino.

g

Hidratacion y cuantificacion de
acidos nucleicos

g

Calibracion de la técnica de PCR
para el gen Kras y para p53

g

Electroforesis en acrilamida de
los productos de PCR (Figuras

19-21).

Extraccion de ADN de las bandas
producto de PCR para su
secuenciacion (Figura 22).

g

Anadlisis de resultados vy
evaluacion de mutaciones en
el producto de PCR DEL gen
Kras y el producto de PCR de
p53 cortarlo con la enzima de
restriccion.
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7. RESULTADOS ESPERADOS

Kras:

150bp— “ H
B .

Figura 19. Electroforesis de la amplificacion de las lineas celulares de cancer
humano (controles positivos) en un gel de acrilamida al 5%. ElI fragmento
amplificado corresponde a un peso de 141 pares de bases.

Figura 20. Electroforesis de los controles positivos y las muestras problema una
vez realizada la cuantificacion.

150bp—
100bp—

Figura 21. Electroforesis del producto obtenido a partir de la extraccion de ADN de
la banda cortada del gel de acrilamida.
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Figura 22. 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

- - v wr——— T m—— T W W ———
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Figura 23. Secuencia del producto de la figura 3 con el primer Kras antisentido.
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Resultados esperados para p53:
-
—
200bp — s vt s i Sl ans Bl eae s e
150bp— g 3 -
Gy e m T— o —
l ———

100bp— R &3

Figura 24. Electroforesis de la amplificacion de las lineas celulares de cancer
humano. (Controles positivos) en un gel de acrilamida al 5%, asi como el corte con
enzima de restriccién de las lineas celulares anteriores. Se observa el corte en dos
sitios correspondientes fragmentos de 125 y 78 pares de bases. El fragmento
amplificado sin corte corresponde a un peso de 203 pares de bases.

200bp— ey

- e=n
150bp— —_
100bp — =

Figura 25. Electroforesis del producto obtenido a partir de la extraccion del
producto de PCR extraido de la banda cortada del gel de acrilamida.
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8. CUESTIONARIO

Instrucciones: Responder a las siguientes preguntas en una hoja por separado.
1. ;Qué es el cancer?

2. ¢, Qué funcidn tiene Kras y p53 como interviene en elcancer?

3. ¢ Qué es una mutacion?

4. ¢En qué consisten las siguientes técnicas: PCR, electroforesis, secuenciacion y
corte con enzimas de restriccion?

5. ¢ Para que se utilizan las técnicas anteriores?

6. ¢, Qué es un protooncogen?; mencione tresejemplos

7. ¢ A qué se le denomina gen supresor de tumor?; mencione tres ejemplos
8. ¢Qué funcién tiene la pronasa durante la extraccion de ADN?

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

10. Mencione 2 técnicas alternativas para la extracciéon de ADN

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

12. Mencione la funcién del bromuro de etidio y las precauciones que deben seguirse
al utilizarlo.

13. ¢ Qué ventajas tiene el uso de la polimerasaTaq?
14. Mencione la diferencia que existe entre la estructura molecular de dNTP y ddNTP.

15. Mencione el intervalo de concentracién 6ptimo de los dNTP’s en la reaccion de
PCR.

16. ¢ Cémo 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 deacrilamida.
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9. MANEJO DE RESIDUOS

1. El material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccién de
sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de confinamiento
de residuos.

2. Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se inactivaran
con una solucién de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucién se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una
concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubard a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera al drenaje.

3. Los residuos con fenol:.cloroformo y alcohol isoamilico se colocaran en un
recipiente de vidrio color ambar y se confinaran en el area deresiduos.
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PRACTICA 4. DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
ENFERMEDADES INFECCIOSAS
(MALARIA)

1. OBJETIVO.

¢ Que el alumno aplique diferentes metodologias de biologia molecular para que
al utilizar las secuencias especificas en el ADN de organismos patégenos
(Plasmodium), descritas en la literatura sea capaz de realizar un diagnostico
molecular rapido y preciso de enfermedades infecciosas como lamalaria.

2. INTRODUCCION

El diferenciar y detectar microorganismos y el diagnosticar infecciones parasitarias se
ha realizado por diferentes métodos como técnicas biolégicas y morfol4gicas, asi como
por procedimientos bioquimicos, inmunoldgicos y moleculares. La microscopia directa
se ha utilizado ampliamente para el diagnéstico de infecciones parasitarias como la
malaria, sin embargo para un diagndéstico preciso se requiere de: un microscopista
experimentado ademas de analizar mas de 50 campos por lo que se convierte en una
técnica laboriosa y no muy sensible (Zaman, 1996).

En los dltimos 15 afios se ha presentado una intensa evolucién en las estrategias
moleculares para estudiar a los parasitos y a las enfermedades parasitarias. Se han
desarrollado métodos basados en la identificacion de regiones en los acidos nucleicos
especificas de estos organismos. Los parasitos que se han estudiado con esas técnicas
incluyen el Plasmodium, Leishmania, Tripanosoma, Toxoplasma gondii, Entamoeba
histolytica, Giardia, Tricomonas vaginalis, Criptosporidium parvum, Taenia,
Echinococus, Brugia Malayi, Wuchereria bancrofti, Loa loa, Onchocerca Vovulus y
Schistosoma moansoni. Los métodos originales involucraban la hibridacién de sondas
especificas marcadas con radioactividad que detectaban blancos en el ADN. Estos
métodos se han reemplazado por otros mas sensibles como ensayos de PCR acoplados
a hibridacién, o a RFLP (polimorfismos de longitud generados por enzimas de
restriccion), la variante nested de PCR, etc., (Singh, 1997).

Los incrementos en la sensibilidad que se obtienen utilizando la técnica de PCR
permiten a los cientificos investigar cambios a nivel de una sola célula. Esta técnica ha
tenido impacto en los avances de sistematica, epidemiologia, inmunologia e
interacciones hospedero-parasito, disefio de vacunas con ADN recombinante y
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recientemente el analisis del genoma total secuenciando directamente el ADN. Una
nueva estrategia que provee de nuevos conocimientos es el PCR mdltiple, que utiliza la
tecnologia de PCR acoplada a fluorescencia (PCR en tiempo real) con varios pares de
oligonucledtidos para amplificar diversas regiones al mismo tiempo, ademas de las
diferentes variantes cuantitiativas también se puede conocer la expresiéon de ARN
mensajero para un determinado gen cuando se utiliza RT-PCR (Zarlenga y Higgins,
2001).

La malaria o paludismo, es una enfermedad infecciosa ocasionada por un parasito
protozoario del género Plasmodium. Ha constituido un problema sanitario muy
importante en todo el mundo debido a que mas del 40% de la poblacion mundial es
decir, mas de 2400 millones de personas estan expuestas a la infeccion en un centenar
de paises (OMS, 2000, Breman, 2001). Este niumero va en aumento debido al desarrollo
de resistencia a las drogas antimalaricas por parte del pardsito y la resistencia a los
insecticidas que ha desarrollado el mosquito vector (Sherman, 1998). La mayor
mortalidad se presenta en nifios menores de 5 afios y en mujeres primogestas, de aqui
gue sea sumamente importante el diagnostico oportuno y certero de esta enfermedad.
Por esta razon, el diagndstico molecular que se basa en identificar secuencias
especificas de género y especie de Plasmodium constituye una excelente aproximacion
por su sensibilidad y rapidez, puesto que las infecciones por este parasito pueden ser
mortales si no se diagnostican a tiempo y si el paciente no recibe el tratamiento
adecuado contra la cepa con la que esta infectado. Estas tecnologias son de alto valor
para estudios epidemiolégicos y son extremadamente (tiles para genotipificar cepas de
parasitos y vectores, ademas de mejorar el diagnostico de enfermedades parasitarias
(Cancrini y Lori, 2004).

Por lo anterior, es importante que el alumno maneje los conceptos mas relevantes y las
técnicas de biologia molecular, en particular algunas variantes de la técnica de PCR que
le permitiran detectar secuencias especificas de género y especie de organismos
patégenos. En nuestro pais las enfermedades parasitarias por su frecuencia,
constituyen un problema de salud grave, por lo que capacitar a nuestros estudiantes en
estas metodologias diagnosticas precisas e innovadoras, constituira una herramienta
muy valiosa en su formacion, lo que repercutira en una mejor atencién a los pacientes
afectados.
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 La Malaria

Denominacioén cientifica: Plasmodiosis
Denominacién mundial: Malaria
Denominacioén latinoamericana: Paludismo

Existen 5 especies de Plasmodium que ocasionan malaria en el humano (P. falciparum,
P. ovale, P. vivax, P malariae y P. knowlesi). El parasito se transmite al hombre por la
picadura de la hembra del mosquito Anopheles infectada. La enfermedad se caracteriza
por episodios febriles comunes de acuerdo a la especie de pardsito presente, también
se manifiestan escalofrios intensos lo que culminan con diaforesis; ademas se presenta
hepatomegalia, esplenomegalia y anemia que pueden variar de leves agraves.

La malaria representa una de las enfermedades documentadas méas antiguas de la
humanidad, es la enfermedad infecciosa con la mayor mortalidad en el mundo. Se ha
detectado esplenomegalia en las momias egipcias de mas de 3000 afios de antigliedad,
probablemente ocasionada por la malaria. Las fiebres mortales y la esplenomegalia se
han mencionado en escritos egipcios y japoneses desde 2700 a. C. Las descripciones
mas completas del paludismo se hicieron en la Roma antigua en donde la malaria caus6
enormes estragos.

A falta de registros en el Nuevo Mundo antes del arribo de los exploradores europeos,
conquistadores y colonos, se asume que ellos importaron a P malariae y P vivax a
América. Aparentemente la llegada de P falciparum coincide con la importacion de
esclavos africanos, de tal forma que a principios de 1800 la malaria ya estaba extendida
por todo el mundo. Esta enfermedad ha tenido un gran impacto sobre la historia del
mundo, fue responsable de los resultados en guerras, movimientos populares, el
crecimiento y el desarrollo de varias naciones del mundo. En 1631 Don Juan de Vega,
uso la infusion de la corteza de la quina para tratar de curar la malaria del conde de
Chinchon, pero fue hasta 1880 que Laveran descubrio el agente etiolégico, en 1889
Sajaron hizo la descripcién detallada de P falciparum y un afio mas tarde Romanowski
introdujo el método pandptico de coloracion con azul de metileno y eosina al estudio de
los plasmodios. Sin embargo, no fue hasta 1897 que Ross descubrié al transmisor del
paludismo y mas tarde, todos los estadios morfolégicos de
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la esporogonia que se desarrolla en el mosquito, se describieron gracias a los
experimentos realizados por varios investigadores tales como, Bastieanelli, Gignami y
Grassi.

El paciente contrae malaria cuando viaja a una region endémica. Sin embargo, también
la puede adquirir por: transfusiones de sangre, el uso de agujas hipodérmicas
contaminadas por prior uso, infecciones congénitas, y por transmision por mosquitos
nativos que adquieren el parasito de infeccionesimportadas.

En los paises africanos, la malaria ocasiona el 90% de las muertes. Si bien, el Centro
de Control y Prevencion de Enfermedades describe de 1.5 a 2.7 millones de nuevos
casos de malaria cada afio, el nimero actual puede ser mucho mayor dado que la
enfermedad frecuentemente no se diagnostica o se confunde con otras enfermedades
gue comparten sintomatologia (Shore, 2001).

La prevencién de la malaria es dificil, puesto que los parasitos han desarrollado
resistencia a la mayoria de las drogas antipaltdicas disponibles. La secuenciacion total
del genoma tanto del Plasmodium como del humano constituyen la base para la
genémica y la protebmica, de esta forma se forman grupos de cientificos que
desarrollaran en los proximos afios el analisis de secuencias blanco para incrementar la
respuesta inmunoldgica y con ello el desarrollo de vacunas efectivas, como para el
desarrollo de farmacos mas eficaces y que no generenresistencia.

3.2 Clasificacion taxon6mica del Plasmodium

Phyllum: Apicomplexa (una sola célula)

Clase: Sporozoea (carecen de organelos de locomocién)
Subclase: Coccidia

Familia: Plasmodiidae

Género: Plasmodium

3.3 Ciclo biolodgico

El vector de la malaria es el mosquito hembra Anopheles, cuando el vector toma su
alimento sanguineo, los esporozoitos presentes en las glandulas salivales del mosquito
se introducen en la corriente sanguinea del humano y se dirigen al higado, ahi penetran
a los hepatocitos y proliferan, lo que inicia el ciclo preeritrocitico o exoeritrocitico. Los
esporozoitos se dividen repetitivamente y generan un gran ndmero
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de merozoitos exoeritrocitarios. Cuando los eritrocitos infectados no se eliminan por el
sistema inmune o por terapia, el nUmero de parasitos en los eritrocitos se incrementa de
nuevo junto con los sintomas clinicos, a esto se le llama recrudescencia.

Los parasitos que se encuentran en los eritrocitos se alimentan de hemoglobina, el
merozoito (o trofozoito joven) forma un anillo. Cuando los nucleos del trofozoito
empiezan a dividirse, proceso que se denomina esquizogonia, los trofozoitos maduran
y se desarrollan los merozoitos que se liberan al torrente sanguineo. El sistema inmune
destruye muchos de los merozoitos, pero otros invaden a eritrocitos sanos, en los cuales
se inicia nuevamente el ciclo eritrocitico. Después de varias divisiones, parte de los
merozoitos maduran a gametocitos femeninos y masculinos. Las formas sexuales y
asexuales solamente se presentan en el ciclo eritrocitico. Si los gametocitos se ingieren
por el mosquito, maduran en gametos dentro del intestino del mosquito. Los
microgametos masculinos sufren una division nuclear por un proceso llamado
exflagelacion, en el cual el microgametocito se rompe fuera del eritrocito, comienza a
moverse y penetra el macrogametocito femenino, lo que genera el zigoto, que madura
y se transforma en el oocineto. Este estado migra al intestino medio del mosquito donde
se genera el oocisto En un tiempo que varia de unos pocos dias a 2 semanas el oocisto
madura con la formacién de cientos de esporozoitos mismos que se liberan dentro del
hemocele y se distribuyen por el cuerpo, algunos se dirigen hacia las glandulas salivales.
Cuando el mosquito toma su siguiente alimento sanguineo, inocula a los esporozoitos
junto con la saliva dentro del huésped (Zaman, 1996).

3.4 Patogeniay patogénesis

Los sintomas y los signos se deben a las formas asexuales del parasito, las cuales
invaden y destruyen a los eritrocitos, lo que induce la sintesis de muchas citocinas
proinflamatorias, como IFN-y, IL-1[3 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) entre otras.
El esporozoito inyectado por el insecto, los parasitos exoeritrocitarios, y las formas
sexuales del parasito no causan la enfermedad clinica (Kumar y Miller, 1990).

La invasion es un proceso altamente especifico, ordenado y secuencial que se completa
en 30 segundos. En la infeccion con P. falciparum el eritrocito se une a las proteinas de
superficie del merozoito (MSP-1 y MSP-2), mientras que en la infeccion por P vivax, esta
involucrado el antigeno Duffy del eritrocito.

La citoadherencia: es el proceso mediante el cual las células infectadas maduran
adheridas especificamente a las células endoteliales dentro de las venulas pos




e SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS < |
: R‘ﬁ LABORATORIOS DE DOCENCIA J - &
% ¢ S

’g- MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA \ st
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 98/330

capilares, juega un papel central en la patogénesis de la malaria ocasionada por P.
falciparum debido a la localizacion de las formas maduras de los parésitos en érganos
como el cerebro. Ademas, la citoadherencia de parasitos maduros: evita su transporte
hacia el bazo, que es el sitio ideal para su destruccién y permite una reduccion en la
tension de oxigeno lo que favorece el crecimiento del paréasito. La citoadherencia del
parasito conduce a la obstruccion microvascular, también sirve para localizar los efectos
de las toxinas parasitarias que activan a las células endoteliales, lo que genera la
liberacion de citocinas. Los eritrocitos que contienen los estadios mas maduros del
parasito unen eritrocitos no infectados a su superficie lo que origina rosetas que pueden
ocasionar obstruccion microcirculatoria (Sherman, 1998).

Toxinas parasitarias y citocinas: el incremento en la produccion de diversas citocinas
proinflamatorias como el TNF-a, durante un episodio febril, coincide con la ruptura de
un eritrocito infectado con equizontes lo que libera pirégenos endégenos como la IL- 13,

3.5 Cuadro clinico

La malaria es una enfermedad febril, pero las caracteristicas clinicas pueden variar
enormemente porque los eritrocitos parasitados circulan por 6rganos y tejidos del cuerpo
y por lo tanto pueden producir una amplia variedad de patologias. En las regiones
endémicas las manifestaciones mas severas se presentan en nifios con malaria cerebral
guienes presentan convulsiones, y anemia severa, mientras que los adultos desarrollan
fallas en diferentes 6rganos como dafio renal y esplenomegalia. La anemia es
normocitica con Hb <4g/dL. Se puede presentar trombocitopenia (<100,000
plaguetetas/uL) y en las formas mas graves de la enfermedad se observa una
leucocitosis periférica. Se pueden elevar los valores de: la creatinina, la bilirrubina y las
enzimas séricas como la: aminotransferasa y 5’nucleotidasa. Los pacientes graves
suelen tener acidosis. Tanto en el adulto como en el nifio, las concentraciones de acido
lactico en la sangre y el liquido cefalorraquideo estan elevadas de forma proporcional
con la gravedad de la enfermedad. La malaria cerebral ocasiona somnolencia y coma
en unas cuantas horas, se puede desarrollar pardlisis nerviosa craneal (OMS, 2000).
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3.6 Diagndstico

El diagndstico clinico es dificil dado que la malaria comparte sintomatologia con diversas
infecciones que van desde fiebre tifoidea, septicemia, meningitis, dengue y otras
infecciones por virus como la hepatitis y la encefalitis virica (la rabia). El diagnostico
parasitolégico se realiza en frotes de sangre periférica en gota gruesa o en extension
fina que revelan la presencia del parasito. La gota gruesa es mas Util que la extension
para detectar una parasitemia de baja densidad. La presencia del pigmento paludico en
los leucocitos polimorfonucleares, es un indicio Util para el diagnéstico de paludismo. El
diagnoéstico definitivo de malaria se realizaba por examen microscépico en una
extension de sangre tefiida con Giemsa. Sin embargo, esta técnica requiere la revisiéon
minuciosa de muchos campos para no dar por negativa una muestra que es positiva, la
tienen que realizar personas expertas y altamente capacitadas, ademas no siempre se
puede hacer un diagnéstico diferencial de la especie, en particular en infecciones con
mezclas de plasmodios porque la especie en mayor cantidad puede enmascarar a la de
menor numero en la muestra, frecuentemente resulta tediosa cuando se tienen que
examinar decenas de frotes. Por lo anterior, se han aprovechado las secuencias Unicas
de cada especie de Plasmodium para disefiar métodos de biologia molecular que sean
sensibles y precisos para desarrollar el diagndstico (Shore, 2001).

El diagndstico molecular se puede realizar con técnicas de RFLP (del inglés Restriction
Fragment Length Polimorphisms), sin embargo, se requieren varios dias para conocer
el resultado, por eso se desarroll6 una alternativa mas rapida y con mayor sensibilidad
para el diagndstico que utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, se han
descrito las variantes en nido y multiplex que proporcionan informacién sumamente
valiosa cuando existen problemas morfolégicos para identificar la especie del parasito
con una sensibilidad extrema. La técnica de PCR puede detectar parasitos de malaria
utilizando unos cuantos microlitros de sangre en pacientes con un diagnéstico negativo
por microscopia. La mayor ventaja es detectar e identificar a nivel de especie con un
100% de especificidad e igual sensibilidad. Esta técnica es particularmente Gtil para
estudios de variacion en cepas, mutaciones y estudios de genes de parasitos
involucrados en la resistencia a drogas (Snounou, et al, 1993).

3.7 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).

La reaccién en cadena de la polimerasa caus6 una minirevolucion en la biologia
molecular. La PCR es un método in vitro para la sintesis de ADN por la cual un segmento
particular de ADN se puede amplificar especificamente. Para realizar la
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técnica, se requiere de dos oligonucleétidos (oligos) o iniciadores que flanquean el
fragmento de ADN que se va a amplificar, alinedndose a sus secuencias
complementarias. Estos iniciadores hibridan con las cadenas opuestas a la secuencia
blanco y se orientan para que exista unas sintesis de ADN en la region entre los dos
oligonucleétidos. Seguida de la primera extensién, las cadenas se desnaturalizan y los
oligonucleétidos se alinean nuevamente a su secuencia complementaria, lo que permite
que la sintesis de ADN ocurra de nuevo. Estos ciclos de desnaturalizacion, alineacién y
extension se repiten de 25 a 35 veces.

o 3
o m—

. 5 —
; N J
~

Secuencia de DMA para amplificar (~100-3000pk)

Kary Mullis de la compariia Cetus Corporation en 1985 inventé la técnica de PCR. Mullis
originalmente uso el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | para el primer paso de
extensioén en sus primeras reacciones de PCR, ya que el fragmento Klenow es inestable
a altas temperaturas, se tenia que adicionar nueva enzima en cada ciclo de la reaccion
de PCR, asi que él y David Gelfand, también de Cetus, remplazaron la enzima Klenow
con la polimerasa Tagq, la cual posee una temperatura éptima de 72°C y proviene de la
bacteria Themophilus aquaticus, puede soportar altas temperaturas sin significar una
pérdida de la actividad y permanecer activa a través de los ciclos de la reaccién de PCR.
La Tag mejora el procedimiento ya que no se tiene que adicionar nueva enzima en cada
ciclo. Se requieren temperaturas de 72°C para la sintesis de ADN lo que incrementa la
astringencia y por lo tanto minimiza la extensién de los iniciadores que se unieron de
forma inespecifica con el templado (Ausubel et al,1995).

3.7.1 Los detalles de latécnica.

La técnica de PCR se basa en la repeticion de ciclos en los que se utilizan distintas
temperaturas; la de desnaturalizacion a 94-97°C; la de alineacién de los iniciadores a
55-72°C y la temperatura de extension de la Taq ADN polimerasa por el extremo 3’ del
primer a 72°C. Esta técnica realiza de 25 a 45 ciclos. La amplificacion de los productos
es una acumulacion exponencial, 2", de la secuencia blanco especifica, donde n es el
namero de ciclos. El producto que se obtiene aparece como una banda cuando se
examina en un gel de agarosa después de realizar la electroforesis. Cada molécula del
producto de PCR tiene terminacién 5’, del iniciador que se adhirié en el primer ciclo. El




T SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & l
: % R‘ﬁ LABORATORIOS DE DOCENCIA J 7
X 9 uﬁ‘
i a'z" MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA }/ FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 101/330

namero de moléculas blanco que se utilizan como templado es importante para
determinar el nUmero de ciclos. Eventualmente, la amplificacion de los productos ya no
se realiza de manera exponencial, ya que se alcanza una meseta y entonces no se
generan nuevos productos. Una de la razones de esta meseta puede ser el agotamiento
de la enzima porque después de varios ciclos la enzima pierde actividad (Luque, 1995;
Persing, 2004; Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, 1985).

3.7.1.1 Ladesnaturalizacion.

Durante este paso el ADN de doble cadena se desnaturaliza a ADN de una cadena
sencilla, esto se logra al incubar al ADN por 1-3 minutos a 94°C. Si la desnaturalizacion
no se completa el ADN puede renaturalizarse rapidamente. Cuando el tiempo vy la
temperatura son demasiado altos la actividad de la Taq puede disminuir. La enzima tiene
una vida media de aproximadamente 2 horas, 40 minutos y 5 minutos a 92.5, 95 y
97.5°C, respectivamente.

3.7.1.2 Alineacion del iniciador

Los oligonucleétidos iniciadores (oligos) pueden ser de 18 a 30 nucledtidos de longitud,
50-60% G+C, y si es posible la Tm(°C) debe ser la misma para ambos oligos. En la
eleccibn de la secuencia de un oligonucleétido, es importante evitar la
complementariedad en el extremo 3’ de los iniciadores porque asi se evita la formacién
de artefactos que forman dimeros de oligos, también se deben evitar secuencias
palindrémicas. Es importante usar 5°C por debajo de la Tn de los oligos para la
temperatura de alineacion. La T de los iniciadores se puede calcular con la formula
empirica: Tm= 4(G+C) + 2(A+T). Debido a que la Taq polimersa es activa en un amplio
espectro de temperaturas, es posible usar la misma temperatura para alinear y extender
el oligo.

3.7.1.3 Extensién del iniciador.

Durante este paso, la ADN polimerasa Tag extiende la cadena de ADN desde el extremo
3’ de los oligos alineados. El tiempo que invierte la Taq para incorporar un nucleétido a
72°C se estima que varia de 35 a 100 nucle6tidos por segundo dependiendo de: la base,
el amortiguador, el pH, la concentracion de sal y el ADN molde. El tiempo de extensién
del oligo o primer es de 1 min a 72°C pero podria ser mayor, lo suficiente para producir
productos de hasta 2 Kb de longitud (Figura 26).
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Figura 26. Representacion esquematica del fundamento de la técnica de PCR.
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3.7.1.4 Optimizacion de laPCR.
No existen las condiciones de reaccidn que sirvan para todas las amplificaciones, por lo
que se deben establecer de forma experimental para cada caso. Los elementos de
mayor importancia para obtener un resultado satisfactorio son: la concentracion de

magnesio, la temperatura y el tiempo de la alineacion, la concentracion de la enzima 'y
la concentracion de los desoxinucledtidos trifosfatos.

a)

b)

d)

La concentracion del magnesio: puede afectar a la unién de los iniciadores al
ADN blanco, asi como la especificidad de la reaccién y la aparicion de artefactos
como por ejemplo dimeros de primers y perjudicar tanto la actividad como la
fidelidad de la enzima. Las concentraciones de magnesio elevadas no son
deseables, aunque se necesitan con ciertas combinaciones de oligos.

Latemperaturay el tiempo de alineacién del iniciador al ADN: dependen de
la composicion de bases de los oligos, del nUmero de nucledétidos, de la longitud
de los mismos y de la concentraciébn. Estds condiciones se establecen
experimentalmente para cada caso, pero se utiliza con buenos resultados una
temperatura de 5 a 15°C inferior a la temperatura de fusién (Tm) de los oligos. El
incremento en la temperatura de alineacion aumenta la discriminacién contra
iniciadores inespecificos y reduce la incorporacion erronea de nucleoétidos, esto
aumenta la especificidad de la amplificacién, por lo tanto los iniciadores que
tengan de 30 a 40 nucleétidos tendran Tm mas elevadas y daran mejores
resultados en los casos con problemas de especificidad.

La concentracion de enzima. Los requerimientos de enzima pueden variar con
respecto a determinados ADN blanco o iniciadores. Las concentraciones de la
enzima demasiado bajas produciran amplificaciones insuficientes, mientras que
concentraciones demasiado altas pueden producir amplificaciones inespecificas.

Desoxinucleoétidos trifosfatos. Los cuatro desoxinucledtidos se deben usar a
concentraciones equivalentes. Concentraciones elevadas o desequilibradas de
nucleétidos tienden a aumentar la tasa de incorporacién errébnea de los
nucleotidos durante la etapa de polimerizacion.
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3.7.2 Procedimientos para minimizar lacontaminacion.

La principal caracteristica de la técnica de PCR es la gran sensibilidad, que en
algunos casos puede llegar a permitir la deteccion de una sola copia de ADN
inicialmente presente en un tubo de ensayo, supone también la principal dificultad
ya gque necesita un cuidado extremo para evitar la aparicion de falsos positivos, cuya
fuente la constituye la contaminacioén cruzada entre muestras, los procedimientos
para minimizar esta contaminacién consisten en:

a) La separacion fisica de las manipulaciones anteriores y posteriores a
las amplificaciones. Para evitar la contaminacion de las muestras por
productos de amplificaciones anteriores es esencial que todo el manejo de
las muestras y la preparacién de las reacciones de amplificacion se realicen
en laboratorios separados. Ningun material debe desplazarse desde el area
de material amplificado a la preparacion de muestras.

b) Colocar en alicuotas los reactivos. Todos los reactivos en la técnica de
PCR se deben preparar, alicuotar y guardar en un area que esté libre de
productos de PCR. Hacer alicuotas de los reactivos evita abrir un mismo tubo
varias veces, disminuyendo la probabilidad de contaminacién. En caso de
contaminacion se deben tirar todas las alicuotas enuso.

c) Establecer barreras al pipetear. Una fuente de contaminacion entre
muestras se produce con el uso de pipetas automaticas. Aerosoles
producidos durante el pipeteo de una muestra pueden contaminar la pipeta
y de esta manera contaminar la muestra o muestras siguientes. Para evitar
este problema se han disefiado pipetas automaticas de desplazamiento
positivo que evitan esta contaminacién por aerosoles. También da buenos
resultados el uso de puntas con filtro, las cuales permiten usar las pipetas
automaticas normales.

d) Uso de técnicas de laboratorio muy meticulosas. Para evitar la
contaminacion entre distintas muestras es también conveniente tener una
serie de precauciones en el manejo de las muestras, Para ello se aconseja:

e Cambiar los guantes frecuentemente.

e Centrifugar brevemente los tubos antes de abrirlos.

e Destapar los tubos cuidadosamente para evitar aerosoles.

e Minimizar el manejo de las muestras.

¢ Afadir todos los componentes de la reaccion antes de la adicion de
las muestras.




T SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS

: &
% R‘ﬁ LABORATORIOS DE DOCENCIA J jj
X ] uﬁ‘

e MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 105/330

e Tapar los tubos después de la adicion del DNA y antes de proceder
con la muestra siguiente.

3.7.3 Métodos para aumentar la especificidad de laamplificacién.

Otro de los problemas que pudiera tener la PCR son las amplificaciones inespecificas,
en general, se pueden disminuir e incluso evitar optimizando la temperatura de unién
del iniciador y la concentracién de magnesio, sin embargo estas medidas en algunos
casos no son suficientes y se requiere de enzimas Taq que se activan a 92°C o bien se
puede adicionar uno de los reactivos cuando ya se desnaturalizo el ADN (inicio caliente).

3.7.4 PCR Nested o “en nido”.

Esta técnica se utiliza como estandar para la identificacion de especies, esta disefiada
principalmente para incrementar la sensibilidad, la PCR “en nido” utiliza dos juegos de
oligos para la amplificacion, un juego se emplea para la primera ronda de amplificacion,
la cual consiste de 15 a 30 ciclos. Los productos de la primera reaccién se someten a
una segunda ronda de amplificacién con otro juego de iniciadores especificos para la
secuencia interna al primer par de iniciadores. La técnica de PCR “en nido” es
sumamente sensible debido al enorme numero total de ciclos. Esta variante es
tedricamente mas especifica que la amplificaciéon usando el mismo nimero de ciclos con
un simple juego de iniciadores, porque el amplicon de la primera ronda de amplificacién
debe contener sitios de hibridacion para el segundo juego de oligos lo que confirma la
especificidad de la primera reaccion de la PCR. La principal desventaja de la
amplificacion anidada es el alto riesgo de contaminacion durante la transferencia de los
productos de la primera ronda de amplificacién al segundo tubo. Este paso puede
evitarse con la separacion fisica de las dos mezclas de amplificacion con una capa de
cera o aceite, o por el disefio del segundo juego de iniciadores con una temperatura de
alineamiento sustancialmente mayor que el de laprimera.
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3.7.5 Visualizacion de los productos de PCR.

Los fragmentos de acidos nucleicos de diferente tamafio pueden separarse mediante
electroforesis a través de un medio semisdlido como son los geles de agarosa o
poliacrilamida, este método aprovecha la carga negativa de los acidos nucleicos, lo que
permite que se muevan hacia el &nodo a través del gel al aplicarse a éste una diferencia
de potencial. La movilidad de una macromolécula de &cido nucleico dependera
fundamentalmente de: su tamafio, la concentracion del gel, la conformacion del acido
nucleico, la corriente aplicada al gel, la composicion de bases y latemperatura.

3.7.6 Geles de poliacrilamida.

Se pueden preparar a varias concentraciones (desde 3.5% al 20%) segun el tamafio de
los fragmentos de ADN a separar. En su preparacion se utiliza una solucién de
acrilamida/bisacrilamida al 30% que se mezcla con TBE 10X y agua para dar la
concentracion de acrilamida deseada, se afiade persulfato de amonio al 10% y se
adiciona el N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina (TEMED), se mezcla y se vierte
inmediatamente en el molde que se habrd preparado anteriormente de la forma
siguiente: dos cristales se superponen separados por dos tiras de plastico
(espaciadores) de 1-2 mm de grosor. Se inserta el peine para formar los pozos y se deja
polimerizar durante unos 60minutos. Cuando el gel ha polimerizado se retira el peine,
se lavan los pozos con TBE 1X y se colocan las muestras, posteriormente se coloca la
base dentro de la camara con TBE 1X suficiente para que se cierre el circuito y se aplica
el voltaje requerido. La visualizacion del ADN se realiza por tincidon con bromuro de etidio
durante 2 min y el resultado se detecta en un transiluminador de luz ultravioleta (Luque,
1995; Persing, 2004).

3.7.7 Latécnica de PCR en laidentificacion deespecies.

Los experimentos basados en la técnica de PCR representan la mayor ventaja de los
laboratorios de diagndstico de malaria, esta variante de PCR puede detectar 1 a 5
parasitos/uL de sangre (< 0.0001% de eritrocitos parasitados), ofrece la posibilidad de
procesamiento de un gran nimero de muestras al mismo tiempo, y puede de manera
ideal detectar infecciones de especies mezcladas, de hecho el uso de la técnica de
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PCR ha revelado que las mezclas de infecciones existen con mayor frecuencia de lo
que se creia, segun diversos estudios, las infecciones con mas de un pardsito estan
presentes en 6 a 19% de las muestras positivas por microscopia.

3.7.7.1. Detecciodn de la especie de Plasmodium que afecta alhumano.

Se requieren cinco pares de oligonucleétidos para la deteccion e identificacion de las
cuatro especies de Plasmodium que infectan al humano. El blanco de la amplificacién
de PCR son los genes que codifican para una pequefia subunidad ribosomal de ARN,
ssrARN, estos genes consisten de regiones cuya secuencia esta conservada para el
género Plasmodium, pero también existen regiones internas que contienen secuencias
especificas para cada una de las especies. Estas diferencias se han explotado para
disefiar oligonucledtidos género y especie especificos apropiados para la técnica de
PCR (Snounou et al, 1993). En la reaccion inicial de amplificacion, el ADN purificado de
la muestra se utiliza como templado para la amplificacion de una gran porcion de genes
plasmodiales ssrRNA, de tal forma que si la muestra contiene al parasito Plasmodium,
los oligos iniciadores rPLU5 y el rPLU6 que son género especificos promueven la
amplificacién del ADN de las cuatro especies. Para determinar la especie de parasito
presente en la muestra, se utiliza el producto de amplificacién de la primera reaccién
como templado para el Nest-2 en donde se preparan cuatro reacciones de amplificacion,
cada una de ellas con un par de oligonucleétidos especificos para cada especie. Los
pares de iniciadores especie especificos para cada una de las reacciones subsecuentes,
y el tamafio esperado de los productos de amplificaciéon se indican en la Tabla 3.
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Tamafio de los
Nombre ‘s productos de
del Det%ceuon Secuencia del primer 5’ a 3’ la
primer amplificacion
de PCR (pb)
rPLUS Genero CCTGTT GTT GCC TTAAACTTC 1200
rPLU6 Plasmodium | TTA AAATTG TTG CAG TTA AAA CG
rFAL1 TTAAAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA
rFAL2 Especie |TAT ATT 205
falciparum | ACA CAA TGA ACT CAATCATGA CTA
CCC GTC
rvivl CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC
rviv2 Especie TGA TAC 120
vivax ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG
TCCTTA
rMAL1 ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT
rMAL2 Especie AAC CGC 144
malariae | AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAATTATAC
AAA
rOVAl Especie ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGC
rPLU2 ovale AGA Aprox. 240

Tabla 3. Secuencias y nombres de los iniciadores utilizados en la técnica de PCR en nido
para la identificacién de Plasmodium humanos.

3.7.7.2. Deteccibn de las especie de Plasmodium que infectan alraton.

Al igual que en la deteccion de plasmodios humanos, se utiliza una reacciéon de PCR en
nido. Para la primera reaccion se utiliza un juego de oligonucleétidos (ML-1 y ML-2) que
amplifican la primera regién variable del gen que codifica para la proteina merozoitica 1
(MSP1), se aprovechan las secuencias constantes de las regiones flanqueantes, lo que
permite amplificar a los Plasmodiums murinos (P. chabaudi, P. vinckeii, P. yoelii 17XL).
El producto de amplificacion de esta primera reaccién de PCR sirve como templado para
la segunda reaccién que amplifica una regién interna a la primera y utiliza un segundo
juego de iniciadores degenerados que permiten amplificar y generar polimorfismos de
tamafo en los diferentes plasmodium lo que se aprovecha para su identificacion en
geles de poliacrilamida (Legorreta-Herrera, et al, 2004).
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Nombre del oligo Secuencia del oligo 5’ a 3’ Tamafio del

amplicén (pb)

ML-1 GTG AAATTC CTG AACATCTAAAATTA 427
ATG-
ML-2
ATG GGT AAC TAA TAC CAT TTG GAT AAC GT
McK4 CAA GCT ATG TAC AAT GTTATATT 408
McK5 GCA ATTTCT TTA ATT TGA GCA TA

Tabla 4. Secuencias y nombres de los iniciadores utilizados en la técnica de PCR en nido
para la identificacién de Plasmodium murinos.

Material y reactivos

Material Biolégico

¢ Muestras de ADN humano infectado con: Plasmodium ovale, Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae.
e Ratones CBA/Ca Infectados con: Plasmodium chabaudi AS y Plasmodium
yoelii 17XL.

Equipo

Equipo

Balanza Analitica

Balanza Granataria

Céamara de
electroforesis

Congelador
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Espectrofotébmetro
Fuente de Poder
Incubadora de CO;

Micro centrifuga

Microscopio

Refrigerador

Termociclador

Trans iluminador UV

Vortex

Reactivos

Reactivo

Aceite Mineral

Acetato de sodio

Acido Borico

Agua destilada

Alcohol Isopropilico
AmpliTaqg

Archilamida -bisAcrilamida
Bromuro de etidio
Cloruro de Magnesio
Cloruro de Potasio
ADN Tagq

ADN Tagq store Buffer B
dNTP’s

EDTA

Etanol Absoluto

Flexi Buffer Green

Flexi Buffer Incolorless
Gelatina

Taq

Metanol

Concentracion

375 mM
50 mM

30%
10 mg/mL

500 mM
10X
50 mM

5X
5X
1 mg/mL
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Mezclq_FenoI:CIoroformo:AIcohoI 25:24:1
Isoamilico
Persulfato de Amonio (APS) 10%
Pronasa
Saponina 10%
TEMED
TRIS pH 8.3 100 mM
TRIS 1M
Servicios

Agua, energia eléctrica.

4. METODOLOGIA.

4.1 Infeccién de ratones y parasitemia.

Dado que el objetivo principal de este trabajo es el conocimiento y manejo de las
técnicas basicas de biologia molecular, se infectaran ratones, para realizar las tomas de
muestra y la respectiva extraccion del ADN para su posterior amplificacion con los oligos
especificos para las especies de plasmodios murinos.

Una semana previa a la practica, se infectaran un par de ratones con 5x10*eritrocitos
parasitados con P. chabaudi y otros dos ratones con 5x10*P.yoelii 17XL. A partir del dia
5 se tomardan frotes sanguineos y se tefiiran con Giemsa para analizar la parasitemia, el
dia de a practica se extraeran 30 uL de sangre de la cola del raton y se adicionaran a
un tubo Eppendorf que contenga 450 uL de PBS, a partir de esta muestra se extraera el
ADN.

Para evaluar las parasitemias se observaran al microscopio, para establecer el
porcentaje de eritrocitos parasitados se contaran un total de 200 eritrocitos (Figura 27).
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Figura 27. Metodologia para evaluar de la parasitemia. A) Corte con tijera
de una pequefia porcién de la cola del raton, B) depdsito de una gota de sangre
en el portaobjetos, C) extensién de la muestra sanguinea, D) fijar con metanol
absoluto, E) tincidon con Giemsa, F) observacién al microscopio y G) aspecto
de los eritrocitos parasitados.
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4.2 Extraccién de ADN

Realizar una toma de muestra de aproximadamente 30 uL de sangre, y
colocarlos en un tubo Eppendorff de 1.5 mL el cual contiene 450 yuL de HSSB o
PBS.

Mezclar contenido del tubo y mantenerlo en hielo.

Adicional 3 pL de saponina al 10% mezclar por inversion del tubo, hasta lalisis
completa de los eritrocitos.

Centrifugar a 7000 rpm por 15 min.

Eliminar el sobrenadante con una pipeta, teniendo cuidado de no remover el
boton.

Resuspender el botén con 80 yuL de amortiguador de lisis con pronasa (para
preparar 1 mL de esta mezcla se colocan 980 pL del amortiguador de lisis y se
le adicionan 20 uL de pronasa).

Incubar a 37°C por 1h.
Adicionar 320 uL de acetato de sodio a una concentracién de 375mM.
Incubar nuevamente a 37°C por 1h.

Adicionar 480ul de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y agitar
vigorosamente en votex por 5 min.

Centrifugar a 13000rpm por 15 min.

Separar la fase acuosa en otro tubo Eppendorf de 1.5 mL evitando llevarse la
fase inferior (organica).

Colocar el mismo volumen de isopropanol y agitar suavemente.

Permitir que precipite el ADN colocando el tubo en elcongelador.

Centrifugar a 13000rpm por 15 min.

Eliminar el sobrenadante evitando tocar la zona donde se encuentre el boton.

Colocar una capa de parafilm sobre la boca del tubo y perforarla con una aguja
estéril.

Dejar secar al aire toda la noche, evitando cualquier tipo decontaminacion.
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e Adicionar la cantidad de agua necesaria de acuerdo al tamafio del botén
obtenido para cadatubo.

e Una vez hidratado el ADN se puede almacenar a -20°C hasta su uso.

NOTA: Utilizar guantes durante todo el procedimiento para evitar contaminaciones con
nucleasas que puedan degradar al ADN (ver anexo-1).

4.3 Amplificacion por PCR.

Antes de iniciar la amplificacion, el alumno debe disefiar su experimento para lo cual
registrara en su libreta cada uno de los reactivos que constituyen las mezclas de
reaccion, las muestras que va a amplificar y de esa forma etiquetara los tubos de
reaccién con el nimero que le asigné y la fecha de la amplificacion (ver anexo-2 y anexo-
3).

4.3.1 Amplificacion por PCR en nido alas especies de Plasmodium que afectan
al humano.

Las cantidades en la tabla establecen los pl que utilizard para una reaccioén, si se
requiere que prepare mas de una reaccion Unicamente multiplique el ndmero de
reacciones por los L. Se prepara una mezcla maestra y posteriormente se realizan
alicuotas de 19uL en cada tubo de reaccién. Se recomienda hacer 1-2 reacciones de
mas para utilizarlas como un blanco de reactivos.
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NEST-1

12 Amplificacion género especifica utilizando el juego de oligos rPLU5+rPLU6

Concentracioén

Concentracién . pL para 1
. Reactivo para 1l -
del reactivo i reaccion
reaccion
10X Amortiguador de PCR 1X 2 uL
25 mM MgCl: 2 mM 1.6 uL
5mM dNTP’s 125 uM 0.5 uL
25 uM rPLUS + rPLU6 125 nM 0.1pL
Su/pL enzima AmpliTaq 0.4 U/uL 0.08 pL
Agua 14.72 pL

Volumen Total 19 uL

NOTA: Realizar la Mezcla de reaccion en condiciones estériles de preferencia en una campana
de flujo laminar, adicionar a cada tubo 50 pL de aceite mineral y fuera de la campana adicionar
1 pL del ADN a amplificar para completar un volumen total de 20 pL por reaccion.

PROGRAMA PARA LA AMPLIFICACION NEST-1 EN EL TERMOCICLADOR

Paso 1 95°C por 5 min Desnaturalizacion inicial
Paso 2 58°C por 2 min Alineacién

Paso 3 72°C por 2min Extension

Paso 4 94°C por 1 min Desnaturalizacion

Paso 5 Repetir los pasos 2 al 4 25 veces

Paso 6 58°C por 2min Alineacion final

Paso 7 72°C por 5min Extension final

Paso 8 20°C La reaccion finalizo.
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NEST- 2

22 Amplificacién especie especifica utilizando el juego de oligos especificos
para cada especie

Concentracion

Concentracion . pL para 1
Reactivo para 1 -
del Stock L reaccion
reaccion
10X Amortiguador de PCR 1X 2ul
25mM MgCl. 2mM 1.6pl
5mM dNTP’s 125 uyM 0.5ul
25uM Primer especifico 125 nM 0.1ul
5U/ul Enzima AmpliTaq 0.4 U/uL 0.08ul
Agua 14.72ul
Volumen Total 19ul

NOTA: Realizar la Mezcla de reaccién en condiciones estériles de preferencia en una campana
de flujo laminar, adicionar a cada tubo 50ul de aceite mineral y afuera de la campana adicionar
1uL de la Nest-1 para completar un volumen total de 20 pL se debe tener cuidado de transferir
la alicuota al tubo marcado previamente.

PROGRAMA PARA LA AMPLIFICACION NEST- 2 EN EL TERMOCICLADOR

Paso 1 95°C Por 5 min Desnaturalizacion inicial
Paso 2 58°C Por 2 min Alineamiento

Paso 3 72°C Por 2 min Extension

Paso 4 94°C Por 1 min Desnaturalizacion

Paso 5 Repeticion de los pasos 2 al 4 un total de 25 veces

Paso 6 58°C por 2 min Alineacioén final
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Paso 7 72°C por 5min Extension final
Paso 8 20°C La reaccion finalizé

NOTA: Utilizar geles de acrilamida al 5% y dejar correr 1hora y 30 minutos a 180V

5.4.2 Amplificacion de los Plasmodiums murinos P. chabaudiy P. yoelii 17XL.

Se procedera de igual forma que para la amplificacion de las secuencias de los
plasmodios de humanos, antes de iniciar la amplificacion etiquetar los tubos y registrar
en su libreta las muestras que amplificaran, la fecha, la cantidad de cada uno de los
reactivos utilizados y el programa que utilizé en el termociclador.

AMPLIFICACION POR PCR ANIDADA PARA PLASMODIOS MURINOS

12 Amplificacion género especifica utilizando el juego de primers ML1 + ML2

Concentracioén

e Sk | Reaciivo para
reaccion
10X Amortiguador de PCR 1X 2 pL
25mM MgCl 1.9 mM 1.5uL
5mM dNTP’s 200 uM 0.8 pL
20 pM ML1+ML2 0.1 puM 0.1 L
5U/ul Enzima Ampli Taq 1 U/uL 0.2 uL
Agua 14.4 uL

Volumen Total 19 uL

NOTA: Preparar la mezcla de reaccion en condiciones estériles de preferencia en una campana
de flujo laminar, adicionar a cada tubo 50 pL de aceite mineral y fuera de la campana adicionar
1 uL del ADN a amplificar para completar un volumen total de 20pL.
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PROGRAMA PARA LA AMPLIFICACION EN EL TERMOCICLADOR
Paso 1 94°C Por  5min Desnaturalizacion inicial
Paso 2 60°C Por  2min Alineamiento
Paso 3 72°C Por  2min Extension
Paso 4 94°C Por  1min Desnaturalizacion
Paso 5 Repeticion de los pasos 2 al 4 un total de 24 veces
Paso 6 60°C por 2min Alineamiento final
Paso 7 72°C por 5min Extension final
Paso 8 20°C La reaccion finalizo

22 Amplificacién género especifica utilizando el juego de primers MCK4+MCK5

Concentracion

N meawo pwel WP
reaccion

10X Amortiguador de PCR 1X 2ul
25mM MgCl. 1.9mM 1.5pl
5mM dNTP’s 200uM 0.8pl
2.5mM MCK4+MCK5 100uM 0.8pl
5U/ul Enzima Ampli Taq 0.5U/pl 0.1ul
Agua 13.8ul

Volumen Total 19pl

NOTA: Realizar la mezcla de reaccién en condiciones estériles de preferencia en una campana
de flujo laminar, adicionar a cada tubo 50ul de aceite mineral y fuera de la campana adicionar
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1ul de la Nest-1 para completar un volumen total de 20 pL, se debe tener cuidado de transferir
la alicuota al tubo propiamente marcado.

PROGRAMA PARA LA AMPLIFICACION EN EL TERMOCICLADOR

Paso 1 94°C por  5min Desnaturalizacion inicial
Paso 2 59°C por  2min Alineamiento

Paso 3 72°C por  2min Extension

Paso 4 94°C por  45seg Desnaturalizacion

Paso 5 Repeticion de los pasos 2 al 4 un total de 29 veces
Paso 6 59°C por  2min Alineacion final

Paso 7 72°C por  5min Extension final

Paso 8 20°C Lareaccion finalizo.

NOTA: Para resolver los productos de la reaccion se deben utilizar geles de poliacrilamida al 3%
y dejar correr las muestras por 2 horas durante 40 minutos a 180V.

5. RESULTADOS ESPERADOS

Figura 28. Deteccién por PCR anidada de plasmodiums humanos. Corrimiento
electroforético en gel de acrilamida al 10% de los productos de PCR para las diluciones seriadas
de P. ovale, P. vivax, P. malariae y P. falciparum.
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6. CUESTIONARIO.

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

9)

Escriba una definicién de malaria

Describa 5 de los principales signos de laenfermedad

¢, Cuales son las especies de Plasmodium que afectan alhumano?
Describa el fundamento de la Reaccion en cadena de lapolimerasa.
Explique en que consiste la PCR en nido.

Describa 2 ventajas de la técnica de PCR sobre lamicroscopia.

Mencione el juego de primers utilizados para la primera amplificacionde
Plasmodium humanos

Mencione el tamafio (pares de bases) esperados para cada especiede
Plasmodium.

¢, Cuales son las condiciones 6ptimas para el corrimientoelectroforético?

10) ¢, Cudl es la region que se amplifica con los primers para los plamodiums de

raton?

7. MANEJO DE RESIDUOS

a) El material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccion
de sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de
confinamiento de residuos.

b) Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se
inactivaran con una solucion de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta
solucion se adicionara a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar
una concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubard a temperatura
ambiente por 30 minutos y se vertera al drenaje.
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9. ANEXOS
9.1 Anexo-1 Extraccion de ADN.

P E!

PRIMEROS PASOS PARA LA EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS DE
SANGRE PARASITADAS CON LAS DISTINTAS ESPECIES DE PLasmodium

A) Tubo eppendorf con 450 uL de HSSB en hielo, B) Adicionar muestra de sangre,
C) Agitar ligeramente para evitar la coagulacién, D) Adicionar 2uL de saponina, E)
Agitar hasta obtener una solucion traNslucida, que indica lisis completa de los
eritrocitos, F) Centrifugar a 7000 rpm por 5min, G) Eliminar el sobrenadante
evitando tocar el botdn.
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37°C
1h

37°C /
1h

ULTIMOS PASOS PARA LA EXTRACCION DE ADN A) Resuspender el boton
con 80ul de solucion de lisis con pronasa, B) Incubar a 37°C por una hora, C)
Adicionar 320 uL de acetato de sodio 375 mM a pH 5.5, D) Agitar perfectamente
E) Incubar a 37°C por una hora, F) Adicionar 480 uL de una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, G) Agitar con vortex por 5 min minimo, H) Centrifugar
a 13000 rpm por 15 min, I) Separar la fase acuosa en otro nuevo tubo Ependorf, J)
Adicionar el mismo volumen de isopropanol.
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4eC
Y g /
A B C D E
\ ;/
Fa Fb G

PROCEDIMIENTO PARA SECAR EL ADN OBTENIDO. A) Centrifugar a 14000

rpm por 15min las muestras que se encuentran con isopropanol de preferencia a 4°C,
para favorecer la precipitacion del ADN, B) Eliminar el sobrenadante evitando tocar
el botén del precipitado. C) Adicionar 400 uL de Etanol frio al 80% en agua de DEPC.
D) Centrifugar nuevamente a 4°C. E) Eliminar el sobrenadante, Fa) Cubrir con papel
parafilm los tubos y con una aguja estéril hacerle orificios para que se evapore el
etanol, por toda la noche, Fb) O bien, evaporar el etanol en el termociclador a 58°C.
G) Una vez obtenido el ADN seco este puede conservarse de esta manera por mucho
tiempo, o bien rehidratarse con agua suficiente dependiendo de la cantidad obtenida
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9.2 Anexo-2. Como etiquetar lostubos.

#de
Armplificacidn
Fecha
DDAAM
#de
Tubo |:|

LUGARES RECOMENDADOS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS TUBOS.
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9.3 Anexo-3. Diagrama de la reaccion de PCR variante Nest.

vy VvV VY
Fvy vy Wy
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I

=| 777 UV VY
== [y7 VUV VYV

7y, S
| a

K L

i

PCR NESTED (ANIDADA) A) Antes de iniciar, realizar los calculos y disefar la
amplificacién de las reacciones, asi como registrar todos los procedimientos y
etiquetado de los tubos para la primera amplificacion de PCR Nest. B) Etiquetar y
registrar los tubos de reaccion. C) Depositar la mezcla maestra sin adicionar el
ADN, D) Adicionar 50 pL de aceite mineral, y posteriormente las muestras de ADN
gue requiera cada tubo (esto fuera de la campana), E) Colocar los tubos en el
termociclador en el programa correspondiente a cada oligo especifico. F) Registrar
los célculos, los tubos para la segunda amplificacion de PCR  anidada,

G) Etiquetar y registrar bien los tubos, H) Montar las reacciones sin la muestra de
la primera reaccion, I. Adicionar 50 uL de aceite mineral y solo entonces adicionar
1 uL de la primera amplificacién lejos de cualquier cuarto limpio de productos de
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PCR. J) Colocar los tubos en el termociclador de acuerdo al programa requerido por
el oligo especifico. K) A los productos obtenidos ya sea de la primera o segunda
amplificacién se le agrega 10 uL de solucion de carga, asi como un tubo extra que
contendra un marcador de peso molecular. L) Todos los tubos de reaccion que se
separaran por electroforesis en gel, se deben registrar de manera que se puedan
interpretar los resultados sin lugar a dudas. M) Aplicar el voltaje y correr la
electroforesis aproximadamente una hora y media a 180V, N) Después de la
electroforesis tefiir con bromuro de etidio, enjuagar y eliminar el exceso de agua,
colocar el gel en el trasiluminador y analizar los resultados.Anexo- 4. Fundamento
para la técnica de PCR ennido.

Primer Juego de DNA blanco Primer Juego de
Primers [Externus]\ Frlmers (Externos)

=) IE_I‘

Primer Amplicon

Seqgundo Juego Seqgundo Juego

de Primers \A + / de Primers
{Internos)

{Internos) N

Amplificacion especifica de DNA blanco

La PCR Nested consiste en hacer dos PCR’s consecutivas. En la segunda se amplifica un
fragmento interno del amplificado en la primera PCR. Los primers usados en la primera PCR son
externos y los usados en la segunda son internos. Esté método no solo aumenta enormemente
la especificidad de la amplificacién, sino que también genera mayor sensibilidad, lo que permite
detectar una sola copia de ADN blanco.
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9.4 Anexo-5 Preparacion de reactivos para la técnica dePCR.

Amortiguador de carga de PCR 10X con Mg

L, Concentracibn mL’s para
Concentracion

del Stock Reactivo Final en el 10r_n|de
tubo Amortiguador

2.5M KCI 50 mM 2mL
2M TRIS pH 8.3 10 mM 0.5mL
20mg/mL Gelatina 0.1 mg/mL 0.5mL
M MgCl; 2 mM 0.2 mL
Agua millipore 6.8 mL

Volumen Total 10ml

NOTA: La gelatina se debe esterizar con autoclave y todos los reactivos deben estar
estériles.

Acrilamida/ bis- acrilamida al 30%

Acrilamida 2949
Bis- Acrilamida 19
Agua bidestilada c.b.p. 100 mL

NOTA: La acrilamida es neurotéxica usar guantes y cubrebocas para su manipulacion.
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Persulfato de amonio (APS) 10%
Persulfato de Amonio 10g

Agua bidestilada cbp 100 mL

NOTA: Preparar alicuotas de 500 pL y guardar en el congelador a -20°C

TBE 10X

TRIS 121.10¢g
Acido Borico 61.83 g
EDTA 14619
Agua bidestilada cbp 1000 mL

Gel de acrilamida al 10% cantidades necesarias para preparar 5.0 mL (para un gel de
5X5cm).

Agua bidestilada 3.32mL
TBE 10X 0.5mL
Acrilamida/bisacrilamida al 30% 1.66 mL
APS 10% 80 pL

TEMED 8.0 L




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA

)‘Fes
-

J( I

i

LANAGODZIA

Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 130/330
ABREVIATURAS
A: adenina

ADN: acido Desoxirribonucleico
bp: pares de bases

C: citosina

°C: grados centigrados

c.b.p: cuanto baste para
dNTP’s: desoxirribonucleotidos trifosfatados
dATP: desoxiadenosina trifosfato
dCTP: desoxicitosina trifosfato
dTTP: desoxitimina trifosfato
dGTP: desoxiguanidina trifosfato
DEPC: dietil piro carbonato
EDTA: &cido etilendiaminotetracético
G: guanina

IFN-y interferbn gamma

IL-1B: Interleucina 1 beta

M: molaridad

mM: milimolar

Mg: microgramo

ML: microlitro

rpm: revoluciones por minuto
TBE: Tris- Acido Bérico- EDTA
TE: Tris-EDTA
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TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
UV: luz ultravioleta

U/pL: unidad por microlitro

GLOSARIO

A

Acido desoxirribonucleico (ADN). Molécula que contiene la informaciéon genética en
los seres vivos. Estad formada por dos cadenas de nucledtidos unidas por puentes
fosfodiestér. Los nucle6tidos participantes son adenina, citosina, guanina y timina.

Acidos nucleicos: Moléculas constituidas por nucleétidos en las que reside la
informacién genética; existen dos tipos: ADN y ARN

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

ADN complementario (ADNc): Molécula de ADN, copiada de un ARN mensajero o por
medio de la transcriptasa inversa, debido a esto carece de los intrones presentes en el
ADN gendmico. La secuencia del ADN complementario permite que se pueda deducir
el orden de aminoacidos de una proteina; la expresién del ADNc en una célula
recombinante se puede utilizar para producir grandes cantidades de esta proteina in
vitro.

ADN genomico: Secuencia de ADN que compone todo el genoma de una célula o un
organismo.

ADN molde. Es el ADN que servira para fabricar nuevas cadenas de ADN in Vitro
(PCR).

ADN polimerasa: Enzima que sintetiza la cadena molde de ADN para hacer la cadena
complementaria. De acuerdo a las reglas de Watson y Crick, los desoxoribonucledtidos
se afladen uno la vez usando como sustrato desoxiribonucleétidos trifosfatados vy
liberando pirofosfato

Alineacion. En el caso de la reaccion de PCR, se refiere a la etapa en la que los
iniciadores se unen por complementariedad al DNA molde. Por lo general esto se lleva
acabo a una temperatura de 50 a 60°C.

Amplificacion: Proceso por el cual fragmentos de DNA se pueden multiplicar Los
procesos normales involucran técnicas como PCR & clonacion en organismos de
reproduccion rapida.
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Apareamiento: Union de un DNAc o RNA-DNA de acuerdo con las reglas de Watson y
Crick, se une una citosina a una guanina y una adenina a unatimina

ARN: polimero de ribonucle6tidos unidos por enlaces fosfodiéster, se forman por la
transcripcion del ADN o en algunos virus por la copia de una molécula de RNA molde.
Existen tres tipos de ARN celulares ARN ribosomal, mensajero y de transferencia.

ARN mensajero: ARN que codifica el orden de los aminoacidos de una proteina. Se
produce por la transcripcion de ADN por la ARN polimerasa y en algunos virus a partir
de RNA.

ARN polimerasa: Enzima que copia una cadena de ADN para formar una cadena de
ARN complementaria, usando las reglas de apareamiento de Watson y Crick los
ribonucledtidos se afiaden uno a la vez usando como substrato ribonucledétidos
trifosfatos y liberando pirofosfato.

ARN ribosomal (ARNr): Moléculas de ARN que forman parte estructural y funcional del
ribosoma

B

Base. Corresponde a cada una de las cuatro unidades quimicas que forman la doble
hélice del DNA: adenina, guanina (purinas), citosina y timina (pirimidinas).

Biologia molecular: Conjunto de técnicas que permiten el estudio de moléculas de
nucleétidos, asi, como la modificacién de la expresion de proteinas y metabolitos.

Biotecnologia: Toda aplicacién tecnol6gica que utiliza recursos biolégicos, organismos
Vivos Yy sus partes o sus productos para la creacion o modificacion de productos o
procesos para usos especificos.

Blotting: Técnica bioquimica usada para detectar la presencia de macromoléculas
especificas (proteinas, RNA o DNA) en una mezcla. La muestra se separa en un gel de
agarosa o poliacrilamida generalmente en condiciones desnaturalizantes, el
componente ya separado se transfiere a una membrana de nylon o nitrocelulosa, esta
membrana se expone a una sonda que se une especificamente a la molécula de interés,
después se localiza su ubicacidbn por autorradiografia, quimioluminiscencia o
anticuerpos.
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C

Cadena molde de DNA. Secuencia de DNA que sirve para obtener cadenas
complementarias de la misma.

Cebador: Oligonucleétido que contiene un grupo extremo 3 libre que es
complementario con una cadena molde de DNA y funciona como punto de inicio para la
adicion de nucledtidos para copiar la cadena molde en elPCR

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.

Ciclo de amplificacion. Periodo en la PCR que comprende tres cambios de
temperatura: el de desnaturalizacion (92 a 96°C) del DNA, el de alineamiento de
iniciadores (50 a 60°C) y el de amplificacion o polimerizacion (70 a 74°C). Generalmente
se emplean de 25 a 40 ciclos de amplificacion de cada reaccion de PCR.

Citosina. Base nitrogenada con estructura pirimidinica componente de los acidos
nucleicos.

Clonacion (molecular) de DNA: Conjunto de métodos que permiten la incorporacién y
eventual amplificacion, a través de la replicacion repetida, de un fragmento especifico
de DNA en un organismo, y su eventual transferencia a su progenie. Esta técnica
permite obtener una poblacion o clona de organismos en donde todos ellos llevan una
copia de la molécula original de DNA. Constituye uno de los procedimientos centrales
de las técnicas de la ingenieria genética.

Complementariedad de bases. Es una caracteristica del DNA gue consiste en 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
0 entre guanina y citosina, nunca en otroorden.

Composicion de bases: Frecuencia en que se presentan los residuos de cada una de
las bases dentro de la secuencia de los acidos nucleicos.

Conjugacion: Intercambio de DNA entre dos células bacterianas F*y F, EI DNA pasa
a través de un puente celular que une a ambas células.

Control genético: Mecanismos involucrados en la regulacién de la expresion genética.
Estos mecanismos pueden operar a varios niveles moleculares incluyendo la
transcripcion, el procesamiento del RNA, la estabilizacion del RNA y latraduccion.
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D

Desnaturalizacion: En proteinas es el rompimiento de enlaces no covalentes que
resultan en el desplegamiento de la cadena polipeptidica; en los acidos nucleicos, se
refiere al rompimiento de enlace de hidrégeno entre bases, lo que provoca que las
dobles cadenas se separen en moléculas de cadena sencilla. El calentamiento o la
exposicion a ciertos quimicos produce la desnaturalizacion, normalmente esto lleva a la
perdida de la funcién biolégica. Renaturalizacién significa la union por
complementariedad nuevamente de las cadenassencillas.

Desoxirribonucle6tidos. Son moléculas formadas por una base nitrogenada (purinica
o pirimidinica), una pentosa (desoxirribosa) y un grupo fosfato.

Desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTP). Bases nitrogenadas unidas a una
molécula de desoxirribosa y tres moléculas de fosfato. Es la forma como la polimerasa
de ADN puede reconocer a los nucle6tidos para formar nuevas cadenas de DNA en el
proceso de replicacion o en la técnica de PCR.

Desoxirribosa: Azucar de 5 carbonos que forma parte de los desoxirribonucle6tidos en
el ADN.

Diagnostico genético: Metodologia que permite, mediante el uso de sondas o
detectores de acidos nucleicos especificos, la identificacion de secuencias especificas
de DNA entre millones de ellas.

Dideso6xido. Desoxirribosa carente del grupo OH- libre de la posicién 3°. Son los
nucleétidos que se utilizan para realizar la secuenciacién, ya que al introducir un
didesoxido en la cadena creciente de ADN, se interrumpe la polimerizacion y de esta
manera de obtienen cadenas de diferente longitud de ADN.

E

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

Enzima de restriccion: Enzima que reconoce y rompe secuencias pequefias
especificas dentro de la molécula de doble cadena del DNA (sitio de restriccion). Estas
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enzimas estan ampliamente distribuidas en bacterias y se usan en técnicas de biologia
molecular.

Expresion genética: Proceso por el cual la informacion codificada en los genes se
convierte en un fenotipo resultante.

F

Fragmentos de restriccién: Fragmentos resultantes del rompimiento de una molécula
de ADN con enzimas de restriccion. Estos fragmentos se utilizan en la produccion de
moléculas de ADN recombinante, clonacion de genes e identificacion de especies.

G

Gen: Es la secuencia de DNA necesaria para la sintesis de un polipéptido funcional o
una molécula de RNA. Ademas de las secuencias codificadoras muchos genes también
contienen secuencias no codificables como los intrones y los reguladores.

Gen estructural: Secuencia de DNA que codifica para una proteina funcional.

Gen regulador: Gen que generalmente codifica una proteina de regulacion ya sea un
inhibidor o un promotor. Puede tratarse también de secuencias que permiten la unién
de proteinas reguladoras, actiian activando, disminuyendo o modulando la transcripcion
de otros genes.

Guanina. Base nitrogenada purinica, componente estructural de los acidos nucleicos.

H

Hibridacion: Union de dos cadenas de dos cadenas de acido nucleico complementarias
para formar una molécula de doble cadena, estas cadenas pueden contener dos
moléculas de DNA, dos moléculas de RNA o una molécula de DNA y una de RNA.
Aplicado a los &cidos nucleicos, significa su capacidad de encontrar o asociarse a la
hebra opuesta o complementaria.
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Iniciador. Secuencia de nucle6tidos necesaria para que la polimerasa de ADN empiece
la replicacion.

Iniciadores externos. Son las secuencias de nucleétidos empleados para lograr la
primera amplificacion de una secuencia especifica de ADN mediante PCR.

L

Ligasa: Enzima que une el final 3" de una cadena de &cido nucleico con el extremo 5
de otra cadena, lo que genera una cadena continua.

Linea celular. Células que crecen y se replican indefinidamente in Vitro (fuera del
organismo).

M

Mapa de restriccidén: Técnica que permite encontrar la secuencia de genes dentro de
una molécula de ADN, la molécula de ADN se fragmenta con enzimas de restriccion,
cada fragmento se secuencia, después la molécula completa se fragmenta por la accion
de otras enzimas de restriccion y se secuencia nuevamente, los resultados obtenidos
en ambos casos se comparan entre si, de tal manera que se puede deducir la secuencia
total de los genes.

Mutacion. Cambio en la secuencia del ADN gendmico que lo altera de manera
permanente y provoca un cambio hereditario.

N

Northern blotting: Técnica empleada para detectar secuencias especificas de RNA por
hibridacion con una sonda de DNA en una membrana

Nucleésido: Molécula compuesta por una purina o pirimidina unidas a una pentosa que
normalmente puede ser ribosa o desoxirribosa.

Nucleétido: Molécula compuesta por una purina o pirimidina unidas a una pentosa y a
uno o mas grupos fosfatos unidos por un enlace éster al residuo de azlcar. El ADN y
ARN son polimeros de nucleétidos. Existen cinco bases nitrogenadas en los acidos
nucleicos de los seres vivos; tres de ellas guanina (G), citocina (C) y adenina (A) estan
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presentes en el ADN y el ARN. Ademas, en el ADN existe también timina (T) y en el
ARN en lugar de timina esta el uracilo (U).

O

Oligonucledtidos: Molécula de ADN de bajo numero (5 a 200) de nucleétidos. Se
utilizan como sondas en sistemas de diagnéstico y como iniciadores en procesos de
polimerizacién y amplificacion de ADN, por técnicas de PCR.

P

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa): Técnica que permite la amplificacion
especifica de un segmento de ADN a partir de una mezcla compleja, utiliza varios ciclos
de sintesis que realiza la enzima ADN polimerasa de Thermophilus aquaticus
empleando oligonucléotidos especificos y una cadena molde de ADN. Seguidos por
calentamiento para separar las cadenas complementarias y llevar a cabo un nuevo ciclo
de sintesis.

Polimerasa de ADN. Es una de las enzimas que participan en la replicacion celular
llevando a cabo la unién de los nuevos desoxirribonucleoétidos trifosfatos a la cadena de
ADN creciente.

Polimerasa Taq. Abreviatura de la polimerasa de ADN proveniente de la bacteria
Thermus aquaticus, comunmente utilizada en la PCR. Esta enzima tiene la caracteristica
de su actividad 6ptima a 72°C, por lo cual es ideal para ser utilizarse en la reaccién de
PCR.

Producto amplificado o amplicon. Millones de copias de un fragmento de DNA
obtenidas a partir de un fragmento especifico de ADN inicial mediante PCR.

R
Replicacion: Copia de una molécula de polinucleétidos por medio de una polimerasa

Replicén: cuerpo de replicacion formado por la ADN polimerasa y otras enzimas
accesorias unidas a la molécula de ADN.

Ribosa: Azucar que forma parte de los ribonucledtidos en el ARN.
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S

Secuencia: Orden lineal de mondmeros dentro de moléculas poliméricas,
especialmente proteinas o 4cidos nucleicos.

Secuenciacion de ADN. La posicién (secuencial) que guardan los nucleétidos, uno
inmediatamente después del anterior, en el polimero de la hebra de la molécula de DNA.
Existen varias metodologias para determinar la secuencia de los millones de nucleétidos
en la molécula de ADN.

Secuenciacion enzimatica. Sirve para conocer el orden en que se encuentran los
nucleétidos en un segmento de ADN determinado.

Sonda: Fragmento de ADN o ARN o anticuerpo marcado quimica o radioactivamente,
se usa para localizar secuencias de nucle6tidos o aminoacidos por hibridacion.

Southern blotting: Técnica que se basa en el apareamiento especifico de secuencias
de ADN con una sonda unida a una membrana de nylon o nitrocelulosa, esto permite
aislar y detectar secuencias especificas de ADN dentro de una mezcla compleja.

T

Temperatura de desnaturalizacién (Tm). Es la temperatura a la cual 50% del ADN 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 calculo se la temperatura de alineamiento de
los iniciadores.

Termociclador. Instrumento en el que se realiza la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Su funcién es llevar a cabo cambios rapidos y precisos de temperatura de una
manera ciclica.

Timina. Base nitrogenada pirimidinica constituyente del ADN.

u

Uracilo: Una de las cuatro bases nitrogenadas que conforman los nucleétidos que
integran el ARN. Existen millones de nucleétidos en una molécula de ARN.
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INTRODUCCION DEL MANUAL DE GENETICA CLINICA
PARTE Il

La secuencia del genoma humano nos ha brindado una vista holistica de nuestra
herencia genética. El refinamiento de los datos, serd una fuente fundamental en la
investigacion biomédica en el futuro.

Los 46 cromosomas humanos (22 pares de cromosomas autosOmicos y dos
cromosomas sexuales) albergan casi 3 millones de pares de bases de ADN que
contienen alrededor de 30,000 genes que codifican para proteinas especificas. Las
regiones que codifican representan menos del 5% del genoma, y algunos cromosomas
tienen una mayor densidad de genes que otras.

La mayoria de los desordenes genéticos son el resultado directo de una mutacién en un
gen particular. Sin embargo, uno de los problemas més dificiles por resolver es encontrar
como es que los genes contribuyen al desarrollo de las enfermedades que tienen un
patron complejo de herencia, tal como la diabetes, el asma, el cancer y enfermedades
mentales. En todos estos casos, ningun gen tiene el poder absoluto para poder definir
si una persona tiene una enfermedad o no. Es probable que se requiera mas de una
mutaciéon antes de gue la enfermedad se manifieste, y varios genes pueden contribuir
con cierta susceptibilidad a desarrollar una enfermedad, los genes también pueden
afectar como una persona reacciona a los factores ambientales. El esclarecimiento de
esta serie de eventos representa un reto en el futuro proximo, y sera de gran ayuda la
disponibilidad de la secuencia del genoma humano.

En esta segunda parte del manual de practicas para el Laboratorio de Genética Clinica
proporcionamos al alumno la informacién y las herramientas metodolégicas necesarias
para que puedan detectar la presencia de genes que confieren susceptibilidad para el
desarrollo de enfermedades. Se presenta el protocolo que permite al alumno cultivar
linfocitos a partir de sangre periférica para la observaciéon de cromosomas humanos y
construir un cariotipo, lo que permite evidenciar aberraciones cromosdémicas tanto
numeéricas como estructurales.

Con la técnica de PCR y algunas de sus variantes es posible detectar secuencias de
genes asociados con susceptibilidad a desarrollar diabetes, el desarrollo de la técnica
de PCR multiple permite detectar microdeleciones en el cromosoma Y que estan
asociadas con infertiidad masculina. En contraste, también se utilizan pruebas
cualitativas muy sencillas, que sirven como tamiz para detectar errores innatos del
metabolismo en bebés o inclusive en adultos, dado que estan fuertemente asociadas
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con retardo mental. Ademas, se desarrollaron diferentes protocolos para detectar si un
organismo esta modificado genéticamente. Con este objetivo, establecimos las
condiciones adecuadas para detectar la presencia de la proteina CrylAc en semillas de
maiz por tres métodos diferentes. Por un lado, se obtuvieron anticuerpos policlonales
de conejo inmunizados con la proteina Cry y se establecieron las condiciones para
detectar la presencia de la proteina en lisados de apices de germinados de semillas de
maiz mediante inmunoblot, también se desarrollo el protocolo de ELISA y finalmente, se
disefiaron primers para una region de la proteina Cry que permitieron detectar este
transgen en el ADN obtenido a partir de semillas de maiz.

La tecnologia del ADN ha tomado un lugar irremplazable en el campo de las ciencias
forenses. Desde sus inicios en 1985, hasta el presente se han resuelto mas de 50,000
casos en el mundo mediante el uso de la tecnologia basada en el ADN. En las ciencias
forenses, el analisis del ADN se ha convertido en una “nueva forma de evidencia
cientifica”, se ha colocado bajo el escrutinio publico y ha aumentado la demanda de
competencia en esta area. Cada vez mas cortes aceptan la evidencia basada en el ADN,
por tanto, en un futuro muy cercano esta tecnologia se aceptara completamente en el
sistema legal. Existen dos principales aplicaciones en la genética forense: para la
investigacion criminal y para pruebas de paternidad. Debido a lo anterior, consideramos
de suma importancia que nuestros alumnos desarrollen la tecnologia necesaria para el
analisis del ADN, tanto proveniente de la escena del crimen, como para determinar una
disputa de paternidad.

Estandarizamos en el laboratorio de investigacion las condiciones experimentales
necesarias para desarrollar los diferentes protocolos que permiten la identificacion
humana con fines de exclusién de paternidad. Utilizamos marcadores moleculares STR
individuales provenientes de donaciones de los diferentes kits de la casa comercial
Promega, para amplificar regiones en el ADN que permiten obtener multiples productos
de PCR correspondientes a diferentes repeticiones en tandem de varios polimorfismos
humanos, para después analizarlos mediante electroforesis en acrilamida y compararlos
con un patrén conocido de los polimorfismos, por lo que se puede establecer una
relacion entre el menor y el posible padre.

Finalmente, actualizamos los protocolos de: cultivo de linfocitos y observacion de
cariotipo humano y el de deteccion de errores innatos del metabolismo.

Esta tecnologia ya se desarroll6 en diversos cursos que se impartieron a los profesores
de la Facultad y se transferira al laboratorio de docencia de Genética Clinica en el octavo
semestre de la carrera de QFB.

Dra. Isabel Soto Cruz
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PRACTICA 5. DETECCION DE DELECIONES EN EL
CROMOSOMA “Y” ASOCIADAS A LA
INFERTILIDAD MASCULINA

1. OBJETIVO

Que el alumno desarrolle las técnicas de biologia molecular para detectar
deleciones del cromosoma Y asociadas con la infertilidad masculina.

2. INTRODUCCION

La esterilidad es un problema que atafie a ambos sexos, en la actualidad afecta a un
15% de las parejas. Al analizar las causas, se estima que los factores masculinos
constituyen hasta un 50% de los casos. De ellos un 10% se deben a defectos severos
en la produccién de espermatozoides. En consecuencia, aproximadamente un 1% de
los hombres en edad fértil tendria alteraciones graves en el seminograma. A pesar de
la alta frecuencia de esta patologia, poco se sabe de los posibles factores genéticos
que puedan ocasionarla, salvo en los casos asociados a deleciones del cromosoma
Y. Se entiende por deleciones cromosomicas a la falta de una seccién de un
determinado cromosoma o en secuencias en la molécula de ADN [1].

La infertilidad masculina es una condicion dificil de tratar porque no es una entidad
Unica, refleja una variedad de diferentes condiciones patoldgicas que dificultan emplear
una sola estrategia de tratamiento. Las alteraciones estructurales en el cromosoma Y
constituyen el principal factor responsable de la infertilidad masculina [2].

3. FUNDAMENTO TEORICO
3.1 Estructura del cromosoma Y

En teoria, el Adan cromosomico-Y seria el varén del cual descienden todos los
cromosomas Y que determinan el sexo masculino. Un estudio bioldgico de la
Universidad de Standford sobre 93 polimorfismos genéticos humanos
descubiertos en este cromosoma en 1000 individuos de 21 regiones del
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mundo, permitio estimar que un antepasado o0 grupo de antepasados
masculinos comunes a todos los humanos actuales vivid en Africa
aproximadamente 70,000 afios [3].

En los primeros estudios realizados sobre el cromosoma Y no le asignaron
ningun gen, se creia que su unica funcion era la determinacion del sexo, de
modo que daba lugar a la transformacion de las gonadas del embrién hacia
testiculo en lugar de hacia el ovario. Fue a partir de los afios 70 cuando se
empezo a establecer la presencia de diferentes factores génicos. El cromosoma
Y humano esta compuesto de dos brazos y un centrémero. El brazo largo se
denomina Yqy el corto Yp. Cuando se utiliza la técnica de mapeo de deleciones
se divide en siete intervalos de delecion, que posteriormente se subdividen en
subintervalos designados con letras del alfabeto: A, By C. En el brazo corto se
sitlan los intervalos del 1 al 4, y en el largo del 5 al 7 (Figura.l1).

3.2 Factor de azoospermia (AZFa, AZFb, AZFc)

En 1976 Tiepolo y Zuffardi [4], detectaron deleciones microscépicas en la
porcion distal del brazo largo del cromosoma Y (YQ) en cuatro varones con
azoospermia. Sobre esta base postularon la existencia de uno o0 mas genes
criticos para la espermatogénesis en esta region cromosOmica. Las
microdeleciones del brazo largo del cromosoma Y afectan aproximadamente a
un 10% de los pacientes azoospérmicos las microdeleciones de Yq afectan a
un 15% de los pacientes con oligozoospermia idiopatica severa y a un 20% de
los pacientes con azoospermia no obstructiva [5].
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Figura 1. Estructura del cromosoma Y. Se representan las diferentes regiones donde se han
detectado deleciones en particular en el brazo largo.

Esas microdeleciones son demasiado pequefias para analizarse por cariotipo, pero se
pueden estudiar facilmente con la técnica de PCR. La mayoria de las microdeleciones
gue ocasionan azoospermia u oligospermia ocurren en regiones que no se recombinan
en el brazo largo del cromosoma Y y se les conoce como regiones de factor
azoospermia (AZF), las cuales son responsables de la espermatogénesis [6]. Estas
regiones a su vez se dividen en tres regiones denominadas AZFa, AZFb y AZFc [7].
Para una Optima espermatogénesis se requiere de un cromosoma Y intacto en
particular en las regiones AZF [8] (Figural).

Las microdeleciones en las regiones AZFa, AZFb y AZFc conducen a diferentes
patrones de infertiidad masculina que van de una oligospermia severa a una
azoospermia no obstructiva. Se han identificado algunos mecanismos de
recombinacion homdéloga intracromosomal en pacientes con deleciones simultaneas en
las regiones AZFb y AZFc, ademas por estudios de alineaciéon de secuencia de otros
patrones de delecion se sugiere que son el resultado de mecanismos de recombinacion
no homologa [9].

La region AZFa tiene aproximadamente un tamafio de un millon de pares de
bases, se localiza en la zona 5c-5d, abarca genes que presentan copias
homologas en el cromosoma X y que ademas se expresan de manera ubicua.
La delecion de la region AZFa se asocia con el sindrome de células de Sertoli
tipo | (SCO) en los que los individuos afectados presentan testiculos pequefios
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(5 a 10 cc), ademas de azoospermia, ausencia de células germinales, elevacion
de la FSH y niveles de testosterona normal [5].

La region AZFb tiene un tamafio de tres millones de pares de bases, se localiza
desde 5k hasta 5q y de 6a a 6b, en ella se han determinado la presencia de los
genes RBM (Ribonucleid Acid Binding Motifs), ademas de los genes PRY y TTY,
gue se expresan de manera especifica s6lo en el testiculo. Existen copias de
RBM repartidas a lo largo del cromosoma Y. Cuando se tienen deleciones de la
region AZFb se presentan en la histologia testicular espermatogonios y
espermatocitos primarios, pero ausencia de células germinales postmeioticas,
no se obtienen espermatozoides validos para inyeccion intracitoplasmatica de
esperma (ICSI) en la puncidn testicular. Lo que sugiere que su deteccion podria
ser una contraindicacion de la ICSI[10].

La regiébn AZFc 6 Factor de azoospermia, tiene un tamafio de 1,4 millones de
pares de bases, se localiza en 6¢ hasta 6f y en ella se encuentra al gen DAZ
(Deleted in Azoospermia) [11]. Este gen tiene una copia en el brazo corto del
cromosoma 3. Las deleciones de esta zona son mucho mas frecuentes que las
otras. Se han asociado tanto a azoospermia como a oligospermia. Es la causa
molecular més clara relacionada con la esterilidad. Los dafios sobre el gen DAZ
no transmiten un efecto claro sobre la espermatogénesis debido a la presencia
de multiples copias del DAZ en la AZFc y en el cromosoma 3. Se han
desarrollado estrategias basadas en PCR para detectar las microdeleciones en
el cromosoma Y (Figura 2).

o
o - DAT >
PCR PCR ya
MOFMAL

+

Figura 2. Estrategia basada en PCR para detectar microdeleciones en el cromosoma Y.
Se indica la pérdida del gen DAZ lo que origina la ausencia de amplificacion con los
oligonucledtidos especificos. Este resultado es comUn en pacientes con azoospermia u
oligospermia.
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En los pacientes oligospérmicos (Ia oligospermia es el nimero reducido de espermatozoides)
con microdeleciones en el cromosoma Y son estériles. La seleccion natural
previene la transmisién de mutaciones causando infertilidad pero esto se puede
salvar con las técnicas de reproduccion asistida. Incluso en muchos de los
pacientes azoospérmicos con microdelecion de Yq es posible recuperar
espermatozoides a partir de una biopsia testicular con los que se puede
proceder a ICSI. Todos los pacientes con una microdelecion tratados con éxito
a través de ICSI transmiten la microdelecion y la infertilidad a su descendencia
masculina, pero no a su descendencia femenina, por lo que la identificacion de
factores genéticos y el manejo apropiado de la pareja estéril son sumamente
importantes.

Recientemente, se han realizado estudios en la poblaciébn mexicana en el que se
demostré que las microdeleciones en el cromosoma Y estan fuertemente asociadas a
la infertilidad [12].

La infertilidad en varones es un ejemplo claro de una enfermedad extremadamente
compleja con una enorme carga genética. Se han estudiado numerosos modelos
murinos en machos, de tal forma que el escrutinio de mutaciones y los estudios de
asociacion revelan una alta prevalencia de causas genéticas en la espermatogénesis
alterada. Esos hallazgos incluyen aberraciones cromosdmicas y mutaciones puntuales.
No obstante, una gran cantidad de hombres infértiles se diagnostican como idiopaticos,
lo que refleja un entendimiento pobre de los mecanismos béasicos que regulan la
espermatogénesis y la funcién del esperma. Ademas, no se conocen con lujo de detalle
los mecanismos moleculares que conducen a dafio espermatogénico que originan
infertilidad genética es el caso de las microdeleciones del brazo largo del cromosoma
Y. Esos problemas se pueden abordar con estudios de asociacién en gran escala y
con el analisis de expresion testicular por microarreglos en alteraciones bien definidas
de la espermatogénesis [13, 14]. Este tipo de estudios en el futuro tendran importancia
diagnoéstica yterapéutica.

3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa(PCR)

La PCR es un método engafiosamente simple, pero muy versatil, que tiene aplicacién
en todas las areas donde se haga uso de la biologia molecular, lo que la PCR consigue
es fabricar multiples copias de una secuencia diana de ADN mediante un proceso de
amplificacion que llega a permitir la obtencion de microgramos de ADN apartir de cada
molécula inicial. Cualquier segmento de ADN o de ARN se puede amplificar siempre
gue se conozcan las secuencias flanqueantes de la region diana, es decir, podemos
amplificar cualquier porcién de &cido nucleico, conocido o no, siempre que quede
comprendido entre dos secuencias conocidas con las que podran hibridar
oligonucledtidos complementarios que actuardn como cebadores para que la
polimerasa pueda copiar las hebras molde.
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Para que la reaccion tenga lugar, los componentes bésicos e indispensables de la
misma son: ADN molde que se desea amplificar, ADN polimerasa, cebadores de
secuencia especifica, nuclettidos para la sintesis de nuevo ADN y amortiguador de
reaccién que incluye las distintas sales requeridas por la enzima. La PCR es una
reaccidén que ocurre en un unico tubo tras mezclar en él los componentes necesarios e
incubarlos en un termociclador, un aparato que permite variar la temperatura de
incubacion a lo largo del tiempo de forma programada. Los protocolos basicos de PCR
constan de los siguientes pasos fundamentales:

1. Desnaturalizacion térmica del ADN que se va a usar comomolde.

2. A una temperatura menor que la de desnaturalizacion, alineamiento de cebadores
sintéticos cuya secuencia les permite hibridar uno a cada lado de la secuencia diana.

3. Extension por parte de la ADN polimerasa de los oligonucle6tidos que actian como
cebadores.

4. Este proceso de tres pasos se repite un nimero determinado de veces (25-35),
duplicAndose cada vez el nimero de moléculas de producto. Esta amplificacion
exponencial tiene como resultado un gran nimero de copias de la secuencia de ADN
flanqueada por el par de oligonucleétidos.

De esta forma, la reaccién logra obtener una gran sensibilidad al poderse llevar a cabo
con cantidades extremadamente bajas de ADN molde y especificidad al detectar
Unicamente la secuencia de acido nucleico para la que han sido disefiados los
cebadores.

No obstante, en este proceso teérico que hemos descrito pueden influir numerosos
factores que hacen que la reaccién no sea realmente especifica o0 que su eficiencia no
sea la adecuada, de manera que la amplificacién no ocurra en la progresion esperada
y por lo tanto que no sea sensible. Entre los muchos factores que pueden influir en el
resultado final de la PCR multiple destacan: el disefio apropiado de los iniciadores, la
calidad y concentracion del ADN, la concentracion de magnesio, el tipo y la cantidad
de ADN polimerasa y el programa deamplificacion.




T SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & l
% R‘ﬁ LABORATORIOS DE DOCENCIA J &
X 1 uﬁ‘
az" MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA }/ FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 148/330

En la PCR muiltiple, lo que se persigue es amplificar simultaneamente en un unico tubo
distintas secuencias especificas, lo cual necesariamente implica que los reactivos
mezclados y el programa utilizado sean suficientes y adecuados para permitir la
deteccién de cada diana y no inhibir la de las demés. Con este fin, algunos parametros,
como la concentracién de magnesio y de cebadores, asi como el tipo y la cantidad de
ADN polimerasa, deben ajustarse experimentalmente. En el caso de los cebadores y
el programa de temperaturas utilizado, es necesario tener en cuenta varias premisas:
a) escoger o disefiar oligonucleétidos que no interaccionen entre si, es decir, que no
formen dimeros; b) que tengan temperaturas de alineacion similares;

c) que cada pareja amplifique una Unica secuencia diana, y d) que generen productos
de PCR de tamafno suficientemente diferente para poder separarse y diferenciarse tras
la amplificacion. En cuanto a la calidad y cantidad de ADN molde, se debe intentar partir
de la concentracién menor posible y evitar la presencia de sustancias inhibidoras que
puedan interferir en la reaccion. Para ello, los protocolos de purificacion variaran en
funcién del tipo de muestra clinica de partida.

Durante los ultimos afios, se han publicado numerosos trabajos en los que se describen
nuevos protocolos para la extraccion de ADN en cantidad y calidad adecuadas para la
PCR o para la realizacion de reacciones de amplificacion sensibles y especificas
directamente a partir de muestras clinicas. Por supuesto, por su rapidez y sencillez,
esta Ultima opcidn es la mas deseable, aunque también la mas dificil de lograr. Por otro
lado, también se debe considerar que en los casos en que se detectan genes que
codifican para toxinas u otros factores de virulencia, la presencia del gen no implica
que la proteina se este produciendo, por lo que la PCR mudltiple deberia aplicarse,
siempre que sea posible, en conjunto con métodos bioquimicos y/o inmunolégicos. No
obstante, tampoco se debe menospreciar la gran utilidad que puede tener una
deteccion precoz de informacién genética que puede ser peligrosa si se expresa, ya
gue permite la ejecucion de medidas preventivas, tanto de tratamiento como de control.
Por ultimo, es conveniente recordar que la PCR es una técnica que, por su aparente
simplicidad y su alta sensibilidad, es muy susceptible de errores de ejecuciéon y de
contaminaciones, la introduccién de la PCR multiple en los laboratorios clinicos
requiere una formacion especializada del personal que ejecute el andlisis.
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4. METODOLOGIA

4.1 Extraccién de ADN

4.1.1 Extraccion de ADN con fenol-cloroformo

Material y equipo

e Microcentrifuga Eppendorf

e Termociclador Eppendorf

e Vortex Genie

¢ Micropipetas Gilson

e Tubos Falcon de 15 mL

e Tubos Eppendorf 0.5 mL

e Sistema Vacuntainer con EDTA.

Reactivos

e Amortiguador de lisis (Tris 10 mM pH8, EDTA 20 mM, SDS 0.5%)

e Pronasa Sigma

¢ Amortiguador de lisis con pronasa (980 uL de amortiguador de lisis y 20 uL de

pronasa)

e Acetato de sodio 375 mM pH5.5

e Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)

e |sopropanol Sigma

e FEtanol al 80%

e Agua estéril




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & '
LABORATORIOS DE DOCENCIA J d
e , , )
Pz' MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 150/330

Servicios

Energia eléctrica, agua

Procedimiento

Extraer 4 mL de sangre venosa en tubos con EDTA comoanticoagulante.
Adicionar 5 mL de agua bidestilada estéril.

Mezclar suavemente hasta la lisis completa de loseritrocitos.

Centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el botén en 80 pL en amortiguador de
lisis con pronasa.

Incubar a 37°C durante 1 hora.
Adicionar 320 uL de acetato de sodio 373 mM.
Incubar nuevamente a 37°C por una hora.

Adicionar 480 pL de la mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y agitar
con el Vortex durante 5 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutos a4°C.

Separar la fase acuosa y adicionar el mismo volumen de isopropanol
previamente enfriado a-20°C.

Centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Adicionar 980 pL de alcohol etilico al 80% en agua bidestilada.
Centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Tapar los tubos con papel Parafilm y realizar perforaciones en latapa.

Dejar secar a temperatura ambiente durante toda lanoche
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4.1.2 Extraccion de ADN en papel FTA

Materiales
e Guantes
e Cubrebocas
e Tubos Eppendorf
e Tubos Falcon
e Micropipetas y puntas de 200pL
e Bulbos o pipetas de transferencia estériles
e Pipetas graduadas de 10 mL
e Microperforador Harris
e Jeringa con tubos Vacutainer
o Papel absorbente

e Tarjetas FTA

Soluciones y reactivos
e Reactivo FTA®
e Agua bidestilada estéril libre de nucleasas

e Etanol al 70%

Equipo

e Thermomixer o vortex

Servicios

Energia eléctrica, agua.
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Procedimiento

Limpiar perfectamente el area de trabajo, usar guantes y cubrebocas, cerrar
puertas y ventanas.

Etiquetar el sobre que contiene el papel FTA

Etiquetar los tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente de la
muestra a trabajar.

Limpiar el sitio donde se va hacer la puncion con alcohol al 70%, y con una
lanceta hacer la puncién en el dedo.

Colocar 5 gotas de sangre en el papel FTA y dejar que seque.
Hacer perforaciones en el papel FTA impregnado consangre.

Colocar 5-10 fragmentos de 1.12 mm de papel FTA con la muestra de sangre
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado.

Adicional 400 pL (8 gotas) del reactivo de FTA a cadatubo.

Incubar a temperatura ambiente y agitacion (1000rpm) durante 5 minutos en el
Thermomixer

Decantar con sumo cuidado el reactivo de FTA, limpiar el remanente del
reactivo en la boca del tubo con un papel absorbentelimpio.

Colocar 400 uL (8 gotas) de agua destilada estéril libre de nucleasas a cada
muestra.

Incubar a temperatura ambiente y agitacion (1000rpm) durante 5 minutos en el
Thermomixer o en vortex a baja velocidad.

Retirar el agua con una micropipeta y punta de 1000 L

Colocar los tubos a 60°C en el Thermomixer durante 30 minutos, hasta
observar que los discos de papel estdn completamente secos.
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4.2 Hidratacion y cuantificacion de ADN

e Hidratar la muestra de ADN con 20 pL de agua libre de nucleasasestéril
e Agitar de 10-15 veces con la misma pipeta.

e En otro tubo agregar 199 L de agua millipore y 1 yL de la solucién anterior
dilucion 1:200

e Leer en el espectrofotometro a 260 nm utilizando agua como blanco.

e La muestra restante se mantiene congelada a-20°C.

ADN (ug/uL ) = Abs 260 nm * 50 * Factor de dilucion
1000

4.3 Reaccion en cadena de la polimerasamultiple

Materiales
e Guantes
e Cubrebocas
e Tubos Eppendorf
¢ Micropipetas de 100, 0.2-2.0y 20 uL

Soluciones y reactivos
e Aceite mineral Sigma
e Agua bidestilada

e Tag polimerasa Applied Biosystems
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e Multiplex master A, B, C,D

e ADN genomico (control positivo)

Equipo
e Vortex Genie

e Termociclador Eppendorf

Procedimiento.

o Descongelar las mezclas maestras y agitar de 5-10 segundos en el Vortex y
mantenerlos en un bafio de hielo. Descongelar agua libre de nucleasas y el

ADN genomico.

e Preparar las cuatro mezclas maestras, una para cada mezcla mdultiple (A, B, C

y D).
COMPONENTE VOL. POR REACCION VOL. PARA 4
REACCIONES
Multiplex master 10 pL 40 uL
Taq polimerasa 0.2 uL 0.8 uL
Vol. final 10.2 pL 40.4 uL

e Etiquetar el nUmero necesario de tubos para cadareaccion.

NOTA: Usar tubos de amplificacion de pared delgada y colocarlos sobre hielo.
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e Enun tubo por separado diluir el ADN de la muestra a 10 ng/pL con agua libre
de nucleasas. Mezclar durante 5-10 segundos en el vortex y regresar al hielo.

e Afadir 5 yL de ADN diluido a los tubos de reaccion etiquetados previamente y
mantenerlos en hielo.

e Diluir 12 pL de ADN gendémico en 18 uL de agua libre de nucleasas y mezclar
durante 5-10 segundos en el vortex y afiadir 5 pL a los tubos de reaccién
etiquetados (control positivo).

e Para el control negativo afiadir 5 L de agua libre de nucleasas a los tubos de
reacciéon previamente etiquetados.

e Mezclar bien en el Vortex.

e Afadir 20 uL de la mezcla principal multiple y el ADN polimerasa a los tubos de
reaccién que contienen el ADN de la muestra, controles positivos y negativos.

e Mezclar en el vortex con sumo cuidado.

e Centrifugar los tubos brevemente para sedimentar el contenido de los tubos
mantener los tubos en bafio de hielo hasta estar listo eltermociclador.

e Afadir 50 uL de aceite mineral.

e El programa de amplificacion que se utilizara es elsiguiente:

NUm. de paso Temperatura °c Tiempo
1 94 6 min.
2 94 45 seq.
3 57 45 seg.
4 72 1 min.
5 Repetir desde el paso 2 al 4 35 ciclos
6 57 2 min.
7 72 5 min.
8 20 59 min.
9 fin
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4.4 Electroforesis de los productos de PCR

Material y Equipo

Camara de electroforesis
Fuente de poder Bio-Rad
Probetas de 10 mL

Pipetas de 10, 50, 100 uL

Vasos de 250 mL

Reactivos

Gel de acrilamida al 10%

TBE 1X (Tris-4cido bérico-EDTA) Sigma
Amortiguador de carga

Bromuro de etidio (10 mg/mL).

Agua bidestilada

Procedimiento

Preparar un gel de acrilamida al 10%.

Adicionar a cada muestra 10 pL del amortiguador de carga a la fase acuosa
sin formar emulsién con el aceite.

Depositar 10 puL de la muestra con amortiguador de carga a cadapozo.
En un pozo del extremo colocar el marcador de peso molecular de 100pb.
Correr la electroforesis a 180 volts por 180 minutos

Teiir el gel con bromuro de etidio (40 pL de bromuro de etidio en 400 mL de
agua bidestilada) durante 2 minutos.

Lavar con agua bidestilada por 3 minutos.
Colocar el gel en el equipo analizador de geles.

Utilizar el software del equipo para observar las bandas y compararlas con el
control positivo para detectar las posibles deleciones del cromosomay.
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Dilulr la muestia de ADN

Y preparar los controles
Preparar Multiplex Master Mix
Taq polimerasa ADN y las mezclas,
Uno para cada Multiplex Master Mix.

-

Muestia Control Control multiplex master Taq polimerasa
ADN positive negativo mix

4V B!

positive pegativo

. = D - el

. Electroforesis en gel de agarosa

Figura 3. Representacion esquemaética del ensayo de deteccion de las microdeleciones
en el cromosomayy.
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6. PREPARACION DE REACTIVOS

Amortiguador de lisis

EDTA0.1 M 37.224 g
NaCl 0.15 M 8.766 ¢
Agua bidestilada cbp 1000 mL

Amortiguador de carga 5X

50 mM Tris pH 8

75 mM EDTA pH 8

0.5% SDS

10% Ficoll

30% Sacarosa

0.2% Naranja G, xilen cynol y azul de bromofenol

Agua bidestilada cbp 100 mL

Marcador de peso molecular 100pb

Marcador de 50pb 1uL
Agua 4 uL
Amortiguador de carga 5uL

Acrilamida-bisacrilamida al 30%
Acrilamida 29.0¢
Bisacrilamida 10g

Agua bidestilada cbp 100 mL
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TBE 10X
Tris 1M 121.10g
Acido bérico 1M 61.38 g
EDTA 50 mM 14619
Agua bidestilada 1000 mL

7. RESULTADOS ESPERADOS

bp

500 - 500
400 - 400
300 - 300
200 - 200
100 - 100
50 -50

Figura 4. Analisis de las mezclas maestras A, B, C y D en los controles positivos y
negativos. Carriles 1, 3, 5y 7 corresponden a la amplificacién de los controles positivos de un
varoén sin deleciones en las mezclas maestras A, B, C y D respectivamente. Los carriles 2, 4, 6
y 8 corresponden a ADN proveniente de mujeres o controles negativos, los carriles marcados

con M corresponden al marcador de peso molecular de 50bp.
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Figura 5. Corrimiento electroforético de las amplificaciones de los controles positivos y
dos muestras provenientes de dos varones fértiles. Carriles MM corresponden al
marcador de peso molecular de 50bp, M1y M2 corresponden a la muestra 1 y la muestra 2,
las letras A, B y C corresponden a las mezclas maestras. C+y C- corresponden a los
controles positivos y negativos respectivamente.

Para reportar los resultados llenar la tabla 1. Comparar las bandas de las
amplificaciones para cada una de las mezclas maestras con las bandas del marcador
de peso molecular. También considerar el mapa del cromosoma Y (Figura 6).
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Hultiplex A Control (* 1 -)
Peso prod. pb Posicion .
5TS Locus mapa c C- H1 |2
SY 254 DAZ 330 15 L L
SY137 | DsZ240 A 20 * -
5Y81 DYS271 204 2 > L
SY130 | DwsZ22 173 11 L -
SY182 EAL-Y 125 3 -* .
SMCX 83 Comtral
Hultiplex B Control {* 1-)
Posicion
5TS Locus Feso prod. pb mapa ¢ C- M1 H2
SYTPE3 SMCY 362 7 - -
SY127 | DwsZHS 274 Q - L ]
SY 243 DAZ 233 15 > -
SY208 DAZ 140 17 - -
SMCX 83 Comtral [ ] .
Huliplex C Control {* -}
p 4. ob Posicion .
5TS Locus €50 prod. p mapa c C- M1 H 2
SY128 | Dys2la 225 10 L bl
5Y121 DYs212 190 a . -
S¥145 | DYFa151 143 14 . L
5Y 255 DAZ 124 19
SMCX 83 Comtral ] -
Hultiplex O Control {* -}
Posicion
STS Locus Peso prod_pb | 5,50, C* G- M1 M2
5133 DYS223 177 12 o o
SY132 | DsZ3 125 13 - L
S¥124 | DsZ15 104 3 - L
SMCX a3 Contro - -

Tabla 1 Ejemplo de como reportar los resultados
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Figura 6. Mapa del cromosoma Y.
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8. CUESTIONARIO

Mencione 3 causas de la esterilidad masculina.

¢Explicar que es unadelecién?

¢En cuantas regiones esta dividido y subdividido el cromosomaY?
¢, Qué es el factor de azoospermia (AZF)?

¢, Con qué patologia se relaciona el AZFa, AZFb y laAZFc?

Si es que existe otro AZF mencione cual es y con que patologias se relaciona.

N oo g M w bhPRF

¢, Cual es la importancia clinica del gen DAZ?

9. MANEJO DE RESIDUQOS

1. EI material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccién de
sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de confinamiento
de residuos.

2. Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se inactivaran
con una solucién de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucién se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una
concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera aldrenaje.

3. Los residuos con fenol:cloroformo y alcohol isoamilico se colocaran en un
recipiente de vidrio color ambar y se confinaran en el area deresiduos.
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PRACTICA 6. IDENTIFICACION DE ALIMENTOS
TRANSGENICOS (TOXINA CRY1AC EN MAIZ)
POR LAS TECNICAS DE: PCR, ELISA Y
WESTERN BLOT (

1. OBJETIVO

Que el alumno Identifique el transgene CrylAc en distintas fuentes de maiz utilizando
diferentes protocolos: PCR, ELISA y Western blot.

2. INTRODUCCION

De de los avances mas importantes en la investigacion biomédica esta la
creacion y el desarrollo de organismos (animales, plantas, parasitos, bacterias y
virus), a los que se les han agregado de forma permanente genes funcionales
extrafios a su genoma. Asimismo, ha sido muy importante el desarrollo de
animales que llevan alterados uno o varios genes especificos e incluso animales
en los que se ha eliminado o inactivado completamente un gen. Justo hace poco
mas de una década, gracias a las técnicas para lograr la transmision en lineas
germinales de material genético en ratones, cambié drasticamente la forma de
hacer investigacion en todas las areas biomédicas. La introducciéon de un
fragmento lineal de ADN dentro del pronucleo de embriones unicelulares (o mas
recientemente en células troncales embrionarias), permite el estudio del patron
de expresion de ese gen y las consecuencias biolégicas de la sobreexpresion de
la proteina exdgena codificada por el transgen en tejidos especificos. La
mutagénesis de un gen blanco, por medio de recombinacién homodloga en
células totipotenciales troncales embrionarias, ha permitido a los investigadores
generar cepas de ratones que carecen de proteinas individuales, suministrando
modelos especificos de pérdida de funcion. Con estas metodologias es posible,
en la actualidad, amplificar, modificar o eliminar un gen. Esto nos permite
construir, en teoria, cualquier animal, de cualquier especie, con cualquier
alteracion genética. Los animales modificados, en particular los ratones, pueden
utilizarse en todas las areas biomédicas con un
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gran numero de aplicaciones y propositos, que van desde el conocimiento basico
del gen alterado en el contexto total de ese organismo, hasta el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para controlar alguna enfermedad. Estos
animales, ademas, han ayudado a clarificar los mecanismos de accion y
sefalizacion que ocurren en los procesos bioldgicos y bioquimicos, tanto en el
desarrollo embrionario, como en los procesos de malignidad generados en el
cancer. Todas las areas médicas y biol6gicas se han enriquecido con el
desarrollo de estas metodologias.

En el presente trabajo, nos hemos dado a la tarea de estandarizar diferentes
protocolos (PCR, ELISA y Western blot) que permiten evaluar la presencia del
transgene CrylAc en maiz de distintas fuentes: como el cacahuazintle utilizado
principalmente para cocinar pozole; el maiz que se utiliza para producir tortillas
o el que se denomina palomero. Las técnicas que se estandarizaron pueden
emplearse también para identificar la presencia de este gene en otras variedades
de maiz o en otros vegetales.

Pareciera facil pero no lo fue dado que tuvimos que producir un anticuerpo que
reconociera a la proteina Cry en conejo para lo cual ademéas de disefiar un
protocolo de inmunizacién adecuado requeriamos de la proteina Cry pura. Fue
gracias a la colaboracion de la Dra. Leticia Moreno Fierros de FES Iztacala quien
ademas de donarlos la proteina nos doné el plasmido que la codificaba mismo
que sirvié como control positivo para estandarizar el protocolo de PCR. Ademas
la Dra. Fierros participd en el disefio de los protocolos de inmunizacién en conejo
y ratén. Con el anticuerpo policlonal anti-Cry que producimos en conejo,
montamos las técnicas de ELISA y de Western-blot.

3. FUNDAMENTO TEORICO
3.1 Los organismos que se pueden manipulargenéticamente

En teoria, todos los organismos son susceptibles de manipularse genéticamente.
Existen trabajos en la literatura en los que las técnicas transgénicas se han
utilizado en plantas y en diversos animales, como son: la oveja, la cabra, el cerdo,
la vaca, el conejo, la rata, el pez, los insectos, algunos
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parasitos e incluso el hombre [1]. Sin embargo, la especie mas importante ha
sido el ratdén, ya que fue la primera especie que se utilizé y en el que se
desarrollaron todas las técnicas que se han empleado exitosamente para la
generacion de animales transgénicos.

3.2 El ratdn es la especie animal méas estudiada

Las ventajas del ratdon sobre otros animales experimentales incluyen: la
capacidad para manipular la informacién genética nueva dentro de la célula 'y de
transmitirla a la linea germinal; tiene un ciclo reproductivo muy corto y los
tamafos de las camadas son muy grandes. El ratbn es un animal pequefio,
manejable, bien caracterizado y muy usado en el laboratorio; es una especie que
cuenta con muchas cepas consanguineas diferentes. Ademas, el conocimiento
de la biologia del raton es grande. Para el ratdn existe un nimero abundante de
anticuerpos y sondas de cADN, se han construido bibliotecas genémicas y de
ADNc para cada cepa de ratdn. Los ratones son relativamente baratos en
comparacién con otros animales experimentales, su mantenimiento aun en
condiciones de alta seguridad es relativamente sencillo. Por otro lado, en la
técnica de células troncales embrionarias, necesaria para crear ratones knock-
out, las Unicas células disponibles hasta muy recientemente, son las células
troncales embrionarias de raton [2]. En el ratén el empleo de la técnica de
inyeccion que se usa para hacer animales transgenicos, es eficiente, debido a la
disponibilidad de numeros relativamente grandes de huevos fertilizados, y
también a su tamafo y resistencia. Es muy importante hacer notar que la
conservacion evolutiva nos ha mostrado que tanto los ratones como otros
mamiferos son embarazosamente similares a los humanos. Por estas razones
la década de los 1990's se ha nombrado como "la década del ratén" por el
Harvard Health Letter. En el futuro, la expresién transgénica en animales
superiores permitira la produccién a gran escala de proteinas recombinantes y
otros estudios en los que el ratén no ha funcionado como el mejor modelo [3].
Finalmente, la reciente posibilidad de mutagénesis dirigida en células troncales
embrionarias de rata, permitira desarrollar y estudiar modelos de enfermedades
gue requieren técnicas quirdrgicas inaplicables a los ratones.
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3.3 Los animales transgénicos

Los animales transgénicos portan un fragmento de ADN exdgeno en su genoma.
Estos animales se fabrican usando una construccion transgénica (plasmido de
ADN con la secuencia del gen que se piensa introducir). Utilizando técnologia de
ADN recombinante y con técnicas de micromanipulacion o transfeccion, se
introducen en la célula blanco para que se inserte este nuevo gen al azar en el
genoma celular. Todos los organismos cuyo genoma tiene un gen afiadido o
alterado en sus células (incluyendo a las células germinales) y portan el gen
nuevo o alterado, son en el sentido estricto de la palabra, organismos
transgénicos [4]. Es decir, todo animal al que se la insertado un gen
azarosamente y afiadido al repertorio genético de su organismo, con la
consecuente ganancia de funcion otorgada por el transgen, recibe el término de
animal transgénico. ¢Qué es un animal "Knock-out" o "Knock-in"? Una mutacion
dirigida (mutacion en un sitio predeterminado) con frecuencia producird una
delecion funcional del gen. A esta eliminacion especifica se le ha denominado
"gen targeting" y el producto es un animal mutante que carece de la expresion
especifica de ese gen recibe el nombre de animal "knock-out". Por otro lado, un
organismo al que se le ha sustituido un gen normal por otro alterado, con
mutaciones especificas, recibe el nombre de "knock-in" [5]

3.4 Laclonacién en animales

Cuando se realiza la manipulacion genética de los organismos, existe la
posibilidad de crear individuos que lleven la misma informacion genética derivada
de una célula diferenciada. Con esto, no es necesario crear a un individuo a partir
de las células germinales haploides o huevos fertilizados, ni tampoco a través de
la utilizacion de células totipotenciales embrionarias. En estos casos, se utiliza el
material genético completo de una célula soméatica y se introduce en un huevo
no fertilizado. Este huevo se implanta en el Gtero de una hembra pseudoprefiada
y el resultado es un individuo que cuenta con la misma informacién genética que
el donador. Se le ha denominado clonacion,
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ya que es posible generar un numero ilimitado de individuos genéticamente
iguales, que llevan la misma informacion genética.

3.5 Alimentos transgénicos

Uno de los logros mas importantes de la biotecnologia agricola es el desarrollo de
cultivos transgénicos. Los alimentos modificados genéticamente o cultivos transgénicos
se desarrollaron en un intento por mejorar la calidad del alimento y resolver problemas
asociados con la agricultura comercial que incluyen enfermedades y el manejo de las
malas hierbas. En la actualidad los cultivos transgénicos mas importantes son: el maiz,
la papa, la canola, el algodén, el trigo, el arroz, y la soya. Las caracteristicas
incorporadas con mayor frecuencia en estos cultivos, son la resistencia a insectos, la
tolerancia a herbicidas y la resistencia a enfermedades virales y bacterianas, lo que ha
permitido evitar la aspersion de una cantidad considerable de toneladas de insecticidas
y agroguimicos.

Especificamente, el maiz Bt con genes de la bacteria Bacillus thuringiensis resiste al
ataque del insecto “barrenador” (Ostrinia nubilabis). La resistencia la produce la proteina
codificada por el gen (Cry). Esta proteina es capaz de unirse a receptores especificos
del tubo digestivo de los insectos, interfiriere en su alimentacion y causa su muerte. Para
obtener una mayor produccion de ésta proteina, se requiere de un promotor fuerte, el
mas utilizado es el CaMV 35 S, proveniente del virus que causa la enfermedad del
mosaico de la coliflor.

3.6 Generalidades de Bacillus thuringiensis

El Bacillus thuringiensis (Bt) es un bacilo gram positivo anaerobio facultativo y movil.
Pertenece al género Bacillus, y forma inclusiones cristalinas visibles al microscopio
Optico durante la esporulacion. Estas inclusiones cristalinas estan compuestas por
protoxinas, que contienen endotoxinas, de actividad insecticida especifica contra
insectos.
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Fotografia del B. thuringiensis en el microscopio de contraste de fase. Se observan
células vegetativas conteniendo endosporas (brillantes) e inclusiones cristalinas (de
endotoxina). La mayoria de células se han lisado, y las esporas y los cristales de
inclusién (estructuras con forma piramidal) estan libres.

Casi todas las variedades de B. thuringiensis son capaces de formar mas de un
tipo de cuerpos de inclusién. Cada variedad de Bt puede tener un numero
variable de plasmidos responsables de la sintesis de diferentes endotoxinas.
Estos plasmidos portan varios genes de toxina (genes cry), a veces idénticos.
Ademas, Bt puede tener diferentes transposones que contribuyen a aumentar la
diversidad genética de estastoxinas.

Las diferentes variedades de Bt pueden intercambiar facilmente sus plasmidos
mediante un proceso semejante a la conjugaciéon, fendbmeno que se ha
demostrado en el intestino de larvas de mosquito. De este modo, las variedades
de Bt también pueden intercambiar pladsmidos que contienen genes de
endotoxina (los genes cry) y asi aumentar su espectro de accion contra mas
especies de insectos.

3.7 Latoxina Cry y sus propiedades como bioinsecticida.

El B. thuringiensis produce un insecticida con las caracteristicas inusuales que
hacen util para el control de pardasito en ciertas situaciones. Bt es una bacteria
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natural comun en suelos en diversas regiones del mundo. Varias tensiones
pueden infectar y matar a insectos. Debido a esta caracteristica, Bt se ha
desarrollado para el control del insecto. Actualmente, la toxina Cry obtenida a
partir de Bt es el Gnico “insecticida microbiano” en uso extenso [6]. Su mecanismo
de accion aun no esta totalmente definido pero se sabe que se une a receptores
especificos y entonces la toxina forma poros en la membrana apical del intestino
de los insectos susceptibles, los receptores forman parte de la estructura del poro
y permanecen asociados a este una vez que ya se formo [7]

La actividad insecticida de Cry fue descubierta en 1911. Sin embargo, no estuvo
disponible en el comercio hasta los afios 50. Estos ultimos afios, ha habido enorme
interés renovado en Bt. Varios productos nuevos se han desarrollado, en gran parte
debido a la seguridad asociada a los insecticidas basados en Bt [8]. Sin embargo, existe
controversia sobre los riesgos en el consumo de estos productos por el humano, tales
riesgos pueden ser la presencia de alergias, o bien, que las bacterias del tracto intestinal
animal y humano puedan incorporar directa o indirectamente la informacion genética
contenida en los alimentos transgénicos, el riesgo se incrementa cuando se utilizan
como genes reporteros los que producen resistencia a antibiéticos.

3.8 Es importante saber identificar a los organismos modificadosgenéticamente

Existen problemas muy serios en los consumidores, relacionados con bioseguridad,
riesgo ecoldgico y problemas éticos, para los cuales la ciencia no tiene todavia
respuesta, por lo que se han generado diversas politicas de regulacién en todo el
mundo, aunque poco se hace en América, han permitido legislar y hacer necesario el
etiquetado de los alimentos modificados genéticamente en varios paises principalmente
en la Unién Europea, Corea, Japon y Australia, sorprendentemente el procedimiento va
muy lento en Estados Unidos y Canada y ni hablar de México. Implementar la politica
de etiguetado requiere el desarrollo de métodos de deteccion adecuados.

Por otro lado, la revolucion azul ha desencadenado la investigacion sobre la produccion
de peces o acuacultura, de tal forma que se ha incrementado el crecimiento y
alimentaciéon de algunos peces produciendo cepas transgénicas que contienen
construcciones modificadas del gene de la hormona del crecimiento, es impresionante
el incremento en el nimero de salmonidos del atlantico, pez gato,




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & '
LABORATORIOS DE DOCENCIA J d
e , , )
Pz' MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 173/330

trucha arcoiris, etc., que se producen por estas tecnologias [9] y que también han
generado debate en relacion a la bioseguridad del alimento y sobre todo a los impactos
ecoldgicos [10],de ahi que también sea una necesidad poder distinguir entre un pez
transgénico del que no lo es.

3.9 ldentificacién de un organismo transgénico

La técnica de PCR, es la mas utilizada para identificar la presencia de alimentos
transgénicos, pero también se utilizan las técnicas de ELISA y Western blot para
identificar la presencia no solo del transgen sino de la proteina [11]. La mayoria de los
protocolos de PCR involucran reacciones que amplifican un solo blanco, sin embargo la
variacion denominada PCR mdltiple permite amplificar dos o mas blancos
simultdneamente en la misma reaccion, lo que ofrece mayor flexibilidad y menor costo,
asi pues se pueden detectar dos diferentes transgenes en maiz como los son CrylA(b)
y pat [10], de hecho un sistema ideal seria aquel PCR mudltiple que pudiera determinar
en los blancos transgénicos los genes: promotores, terminadores, y /0 secuencias
comunes de transgenes [12].

4. METODOLOGIA

4.1 PROTOCOLO PARA IDENTIFICAR EL TRANSGEN PROTEINA CRY1AC EN
DIFERENTES MUESTRAS DE MAiZ POR MEDIO DE PCR.

METODOS

Extraccion de ADN

Material y Equipo

e Centrifuga
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o Termociclador Mastercycler Eppendorf

o Vortex Genie

o Micropipetas Gilson

o Tubos Eppendorf

Material biolégico
e Maiz paratortillas
¢ Maiz palomero

e Maiz cacahuazintl

Reactivos

e

¢ Amortiguador de extraccion (Tris 10mM pH 8.0; EDTA 25 mM, SDS 2.5 %, NaCl
1.5 M) PVP 1% y Mercaptoetanol. 0.2% (agregar inmediatamente antes de

usar)).

o Mezcla Sevag (Cloroformo: Alcohol isoamilico (96:4)).

o Isopropanol.
o Etanol al 80%.
o NaCl 5M.

Servicios

Energia eléctrica, agua

Procedimiento
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Extraccion de ADN
1. Triturar en un mortero una muestra de maiz hasta homogenizar.
2. Colocar 200 mg de maiz en un tubo Eppendorf de 2mL.

3. Afadir 200 pL del amortiguador de extraccion (mezclar suavemente por
inversion).

4. Incubar durante 1 horaa 37°C.

5. Afadir 200 yL de la mezcla Sevag (agitar durante 15 minutos en un
vortex)

Centrifugar a 15000rpm durante 15 min. (se observaran 3fases)
Colectar el sobrenadante (sin tocar el precipitado).

Colocar el sobrenadante en un tubo Eppendorf de 2 mL

© ® N 9

Afadir 100 pL de NaCl 5M y un volumen igual de isopropanol (mezclar
suavemente por inversion).

10. Centrifugar a 14000rpm durante 15 min (se observaran dosfases)

11. Desechar el sobrenadante y afiadir 200 uL de etanol al 80% (mezclar
suavemente porinversion).

12. Centrifugar a 14000rpm durante 10 min.
13. Eliminar el sobrenadante.
14. Cubrir el tubo con papel parafilm y hacer perforaciones con una aguja estéril.

15. Colocar el tubo en el termociclador a 60°C durante 30 minutos.
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DIAGRAMA DE FLUJO.
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Figura 1. A) Triturar en un mortero una muestra de maiz hasta homogenizar. B) Colocar el maiz
en un tubo. C) Afladir amortiguador de extraccion. D) Incubar a 37°C una hora. E) Adicionar la
mezcla Sevag y agitar. F) Centrifugar. G) Colectar el sobrenadante. H) Afiadir NaCl 5M y un
volumen igual de isopropanol. I) Centrifugar J) Eliminar el sobrenadante. K) Adicionar etanol al
80%. L) Centrifugar. M) Eliminar el sobrenadante. N) Cubrir el tubo con papel parafilm y hacer
perforaciones con una aguja estéril. N) Colocar el tubo en el termociclador a 60°C durante 30

minutos.
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PREPARACION DE REACTIVOS
TRIS 100 MM pH 8

Pesar 1.211 g vy llevarlos a 100mL con agua doble destilada estéril, ajustar el pH antes
de aforar.

Esterilizar por autoclave por 15 min a 120lb de presién.
EDTA 25 mM

Pesar 0.9306 g de EDTA y llevar a 100 mL con agua doble destilada estéril, ajustar el
pH antes de aforar.

Esterilizar por autoclave por 15 min a 120lb de presion.

NaCl 1.5M

Pesar 8.775 g de NaCl y llevar a 100 mL con agua doble destilada estéril.
Esterilizar por autoclave por 15 min a 120 |b de presioén.

SDS al 2.5%

Pesar 2.5 g y ajustar a 100 mL con agua doble destilada, permitir que se
hidrate antes de agitar.

Esterilizar por autoclave por 15 min a 120 Ib de presion.

Mezcla Sevag

Adicionar 96 mL de cloroformo y agregar 4 ml de alcohol isoamilico.
Almacenar en el refrigerador.

NaCl 5M

Pesar 29.25g de NaCl y llevar a 100 mL con agua doble destilada estéril.

Esterilizar por autoclave por 15 min a 120lb de presion.
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Método para la Hidratacion y cuantificacién del ADN

Material y Equipo

o Micropipetas Gilson

o Vortex Genie

o Microcentrifuga

e Espectrofotometro WPA
o Refrigerador

o Tubos Eppendorf

Reactivos

e Agua bidestilada estéril

o Agua calidad millipore

Procedimiento

1. Hidratar la muestra con 20 pL de agua millipore (resuspender por

completo toda la muestra).

2. Centrifugar a 14000rpm durante 10 min.

3. Colocar en un tubo Eppendorf 1 uL de ADN puro y adicionar 99 pyLde agua

millipore (1:100).

4. Leer en el espectrofotometro a 260nm, 280nm, 260/280nm.

5. Determinar la concentraciéon de ADN con la siguiente férmula
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ADN (pg/ul) = Absorbancia 260nm x 50 ug x factor de dilucion
1000 pL
Amplificacion del gen Cry1lAC
Material y Equipo
o Micropipetas Gilson
o Vortex Genie
o Termociclador Mastercycler Eppendorf
o Tubos Eppendorf
Reactivos
o ADN problema
o 10 x amortiguador PCR
o 25 mM MgClz
e 5mMMdNTP’s
e 20 uM oligo 5 TGCCCTTACAACCGCTATTC 3’ sentido;
5  GATAGTCGCGGCATCAAATC 3  antisentido 20 uM oligo

5 CCCGGACGATATTGAACA 3° sentido; 5 AGAAGCCCAGACGGAAAC 3

antisentido.

e 5 U/ pL Taq polimerasa

o Agua desionizada libre de nucleasas
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e Aceite mineral

Procedimiento

e Etiquetar 6 tubos Eppendorf con base en la numeracién proporcionada a cada
linea.

e Preparar la mezcla de reaccion considerando que el volumen final en un tubo de
reaccion debe ser no mayor de 20 ul (mantener “todos los reactivos en hielo; la
mezcla se prepara dentro de la campana de flujolaminar”).

Reactivo Concentracién/Reaccién uaL/Rxn ML/6.5 Rx
Agua para PCR -- 13.65 88.73

10 x amortiguador PCR 1X 2.0 13.0

25 mM de MgCl, 2.5mM 2.0 13.0

5 mM dNTP’s 250 nM 1.0 6.5

5 U/uL Taq polimerasa 05U 0.1 0.65
Mezcla de oligo 250 nM 0.25 1.63

e Preparar la mezcla de reaccion en el tubo etiguetado como numero 6, agitar en
vortex; adicionar 0.25 uL del oligo y distribuir en cada tubo (1-5), 19 uL de dicha
mezcla.

e Adicionar 50 pL de aceite mineral.

e Depositar los siguientes volimenes de ADN, en el tubo correspondiente:
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Linea celular Volumen (uL)
1. ADN problema 1
2. ADN problema 1
3. ADN problema 1
4. Control (-) 1
5. Control (-) 1
1

6. Control (+) plasmido

Colocar los tubos en el termociclador y seguir el programa.

Programa de ciclaje
94°C por 5 minutos
57°C por 2 minutos

. 72°C por 2 minutos

1

2

3

4. 94°C por 45 segundos

5. Repetir de 2-4 (35 veces)
6. 57°C por 2 minutos

7. 72°C por 2 minutos

8

. 20°C por 1 hora
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Electroforesis de los productos PCR

Material y Equipo

o Micropipetas Gilson
e Camara de electroforesis vertical Bio-Rad
o Transluminador

Reactivos

o Gel de arcrilamida al 10%

e TBE 1X (tris- &cido bérico- EDTA) Sigma
o Amortiguador de carga 5X

o Bromuro de etidio

o Agua destilada

Procedimiento

o Preparar gel de acrilamida al 10% en TBE 1X.

e Adicionar a cada muestra 10 yL de amortiguador de carga y mezclar la fase

acuosa evitando formar una emulsidn con el aceite.

e Depositar 10 yL de la muestra con amortiguador en cada pozo (utilizar un pozo

por muestra).
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e En un pozo de los extremos colocar 10 pL del marcador de peso molecular de
50 pares de bases.

e Correr la electroforesis a 180 volts por 30 minutos en TBE 1x.

e Teidir el gel con bromuro de etidio (10 yL de una solucién 100mg/ml en 200 ml
de TBE 1x agitando suavemente durante 2 min).

o Destefiir con agua destilada por 5 minutos.
e Colocar el gel en el equipo analizador de geles.

e Utilizar el software del equipo para detectar la expresion delgene.

Servicios

e Agua, energia eléctrica.

PREPARACION DE REACTIVOS

Amortiguador de carga 5X

50mM TrispH 8

75Mm EDTApHS8

0.5% SDS

10% Ficoll

30% Sacarosa

0.2% Naranja G, Xilen Cyanol y Azul de Bromofenol

Agua bidestilada cbp 100ml

Marcador de peso molecular
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Marcador de 50bp 1uL
Agua 9 uL
Solucién de carga 5uL

TBE 10X (Tris- Acido borico- EDTA)

Tris 1M 121.10¢g
Acido Borico 1M 61.38 g
EDTA 50 mM 14619
Agua bidestilada cbp 1000 mL

Gel de acrilamida al 10%

5.0 mL (1 gel)
Agua bidestilada 27.88 mL
TBE 10X 5.0mL

Acrilamida/bis acrilamida 29:1 16.6 mL
APS 10% 480 L
TEMED 36 uL

Nota. La acrilamida es neurotdxica, usar guantes y cubrebocas para prepararla y

evitar el contacto con piel 0 mucosas.
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4.2 PROTOCOLO PARA IDENTIFICAR LA PRESENCIA DEL
TRANSGEN PROTEINA CRY1AC EN DIFERENTES MUESTRAS
DE MAIZ POR MEDIO DE LA TECNICA DEELISA.

OBJETIVO

Determinar la presencia de la proteina CrylAc en extractos de diferentes fuentes de
maiz mediante la técnica de ELISA.

METODOS

Cuantificacién de la proteina del maiz

Material y equipo

Mortero con pistilo

Ultrasonicador

Espectrofotébmetro

Pipetas automaticas de 20, 100, 200, 1000
Puntas para pipetas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Material biolégico

Maiz

Germen de maiz
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Reactivos

Patron de albumina 1mg/mL

Reactivo de BIO-RAD para cuantificacion de proteinas

Soluciones

PBS 1X

Procedimiento

1. Macerar aproximadamente 1g de granos de maiz en unmortero.

2. Tomar 200 mg y diluirlo con 200 pL de PBS

3. Homogenizar la muestra en el ultrasonicador (3 pulsos de 20 mAmpers/10seg.)

4. Cuantificar la cantidad de proteinas que contienen las muestras de maiz, para
realizar una dilucién de la proteina del maiz que quede en una concentracién de 30 ug
de concentracion, para utilizarla en la técnica de ELISA. Para ese fin realizar una curva
estandar con el patrén de albumina (1mg/mL), en el espectrofotébmetro 50 pL de reactivo

Bio-RAD y 200 uL de agua bidestilada de la siguienteforma:

Numero del tubo pL de Albamina Concentracion
1 2 2
2 4 4
3 8 8
4 16 16

Absorbancia
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5 32 32
Blanco -- --
Problema 1 0.5 0.5

5.- La absorbancia se lee a 595 nm utilice la curva para realizar los célculos.

Servicios

e Agua, energia eléctrica, vacio

TECNICA DE ELISA

MATERIAL Y EQUIPO

Matraz aforado de 1L

Autoclave

Probeta de 100 mL

Probeta de 500 mL

Tubos Falcon de 15 y de 50 mL

Placa para ELISA

Pipetas automaticas de 20 pL, 100 pL, 200 uL, 1000 pL
Puntas para pipetas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL
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Material biolégico
Solucion de germen de maiz (30 pg/1 uL)

Suero de conejo anti-CrylAc

Reactivos

NaCl Sigma

KCI Sigma

Na;HPO.Sigma

KH2PO4 Sigma

Agua destilada y estéril

Na,COs Sigma

NaHCOsSigma

Tween 20 Sigma

Leche en polvo descremada

Proteina CrylAc

Aticuerpo policlonal anti-Cry1Ac
Anticuerpo anti-conejo marcado con peroxidasa
Streptavidina-peroxidasa

OPD O-fenilendiamina

PBS 1x

Solucién amortiguadora de carbonatos

Solucién de PBS + 0.05% Tween 20

Solucion amortiguadora de carbonatos adicionada con 3% de leche (solucién de

bloqueo)
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Dilucion del suero de conejo anti- CrylAc 1:500, 1:4000
Dilucion del anticuerpo comercial anti-conejo 1:6000
Straptavidina-peroxidasa 1:2500

Solucién amortiguadora de citratos pH 5

Procedimiento

1.- Sensibilizar la placa de ELISA

a) Adicionar 100 pL de la solucidon de la proteina CrylAc (1000 ng, 100 ng, 50
ng, 25 ng preparada en amortiguador de carbonatos) en cada pozo de la placa
de ELISA como se indica en el diagrama, excepto en los dos pozos que serviran
como testigos sin proteina Cry en estos pozos se colocaran 100 pL de solucién
amortiguadora de carbonatos.

b) Adicionar 100 pL de extracto de maiz palomero (con una concentracion de
proteinas de 30 pg/mL) en los pozos marcados en laplaca.

c¢) Adicionar 100 pL de extracto de maiz cacahuazintle (con una concentracion
de proteinas de 30 ug/mL) en los pozos marcados en la placa.

d) Adicionar 100 pL de extracto de maiz de tortilla (con una concentracion de
proteinas de 30 pug/mL) en los pozos marcados en laplaca.

e) Adicionar 100 uL del extracto del maiz problema en los pozos (muestras de
maiz que llevé cada equipo de estudiantes a una concentracion de 30 pg/mL de
proteina).

c) Incubar durante 2 hr a 37 °C

d) Lavar la placa de ELISA 5 veces con solucién PBS/ Tween 0.05%

2.- Bloqueo de la placa de ELISA
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a) Colocar 100 pL de solucién de bloqueo en cada uno de los pozos de la placa
de ELISA.

b) Incubar durante toda la noche o bien 2 hrs. a 37°C.

c¢) Lavar la placa de ELISA 5 veces con solucion PBS/ Tween 0.05%

3.- Adicién del suero de conejo anti-Cry

a) Adicionar 100 pL de una dilucién 1:4000 del suero de conejo anti-CrylAc en
la placa de ELISA en todos los pozos exceptuando en los que se indica sin
primer anticuerpo:

A
1000 ng 100 ng 50 ng 25ng Sin Cry
. OO00000000
Sin 1°Ab Sin 2° Ab Maiz palomero  Maiz cacahuaz ~ Maiz tortilla

OO 00000000

maiz problema  maiz problema  maiz problema  maiz problema  maiz problema

b) Adicionar a los pozos marcados “Sin Cry”, 100 pL de la dilucién del suero de
conejo 1: 500.
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e) Incubar la placa de ELISA durante 2 hrs. a 37°C.

f) Lavar la placa de ELISA 5 veces con soluciéon PBS/ Tween 0.05%

4.- Adicion del anticuerpo comercial anti-conejo marcado con biotina.

a) Agregar 100 pL de la dilucion 1:6000 del anticuerpo comercial a cada pozo
de la placa de ELISA.

b) Incubar durante 1 hr a 37° C.

c) Lavar la placa de ELISA 5 veces con solucion PBS/ Tween 0.05%

5.- Adicion del complejo streptavidina-peroxidasa.

a) Agregar 100 pL de estreptavidina-peroxidasa (dilucion 1:2500 en
PBS/Tween 0.05%) a cada uno de los pozos.

b) Incubar 1hr a 37° C.

c) Lavar la placa de ELISA 5 veces con solucion PBS/ Tween 0.05%

6.- Desarrollo del color

a) Agregar 100 pL de OPD O-fenilendiamina (0.4 mg/ml en amortiguador de
citratos 0.03% de perdxido de hidrégeno) a cada uno de lospozos.

b) Incubar a temperatura ambiente y protegido de la luz durante 20min.

7.- Lectura de los resultados

a) Colocar la placa de ELISA en el equipo Stat-Fax100 y se realiza la lectura a
450nm utilizando un filtro de 630 nm.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

PBS.

Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCL, 1.44 g de Na;HPO.4y 0.24 g de KH2PO,, en 800
mL de agua destilada.

Llevar al aforode 1 L.

Esterilizar durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

Solucién 0.2M de NaCOs

Disolver 21.2 g de carbonato de sodio en 800 mL de agua destilada y llevar a 1000
mL.

Solucién 0.2M de NaHCOs;

Disolver 16.8 g de bicarbonato de sodio en 800 mL de agua destilada y llevar a 1000
mL.

Amortiguador de COs

Mezclar 4.5 mL de una solucién 0.2M de NaCOs con 8 mL de una solucion 0.2M de
NaHCOsy llevar a 50 mL con agua destilada.

Solucién amortiguadora de COs + 3% de leche descremada

Se disuelven 3g de leche en 100 mL de solucién amortiguadora de COs.

Soluciéon PBS + Tween 0.05%
Adicionar 50 pL de Tween en 100 mL de PBS.
Soluciéon PBS/Tween 0.05%/ leche 0.02%

Disolver 0.02 g de leche descremada en 100 mL de solucion PBS/Tween 0.05%.
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Streptavadina-peroxidasa 1:2500:

Disolver 3.2 pL de estreptavadina- peroxidasa en 8 mL de solucién PBS/Tween 0.05%.

OPD (O-fenilendiamina 0.04 mg/mL + 0.03% H2O,: (sustrato))

Pesar 0. 2 mg de O-fenilendiamina y disolver en 5 mL de amortiguador de citratos pH
5y adicionar 1.5 pL de H;O,.

Diluciones del suero de conejo

1:500 Tomar 2 uL de suero de conejo y llevar hasta 1000 pL con solucion PBS/Tween
0.05%/Leche 0.002%

1:4000 Tomar 125 pL de la dilucion 1:500 y llevar hasta 1000 pL con solucién
PBS/Tween 0.05%/leche 0.002%
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4.3 PROTOCOLO PARA IDENTIFICAR LA PRESENCIA DEL
TRANSGEN (proteina Cryl1Ac) EN DIFERENTES MUESTRAS DE
MAIZ POR MEDIO DE LA TECNICA DE WESTERNBLOT.

OBJETIVO

Identificar el transgene CrylAc en diferentes fuentes de maiz utilizando el
método de Western blot.

METODOLOGIA:

Extraccion de la proteina de maiz

Material y Equipo

e Microcentrifuga Eppendorf
o Vortex Genie

o Micropipetas Gilson

o Tubos Eppendorf

o Ultrasonicador

e Barfio Maria

Material bioldgico:

e Maiz paratortilla

e Maiz palomero
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e Maiz cacahuazintle

Reactivos
Amortiguador de lisis

Amortiguador de la muestra 5X

Amortiguador de corrida

Servicios

e Agua, energia eléctrica, vacio.

Procedimiento.

Extraccion de las proteinas del maiz

1. Las semillas se germinan durante 48 hrs. en algodén humedecido con agua en la

oscuridad a 20°C.

2. Cortar el germinado y macerar en 200 pL de amortiguador de lisis. Incubar 15 min a

4°C centrifugar a 14,000 rpm durante 15 min a4°C.

3. Cuantificar la proteina.

e Maiz paratortilla
e Palomero

e Cacahuazintle
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4. Separar 20 pL del lisado y agregar 5 pL de amortiguador de la muestra 5X, hervir
durante 5 minutos.

5. Separar las muestras en un gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 12.5%
6. Transferir las proteinas a una membrana denitrocelulosa.

7. Realizar el inmunoblot utilizando un anticuerpo policlonal deconejo.

Servicios

e Agua, energia eléctrica, vacio

Electroforesis SDS-Page

La electroforesis SDS-PAGE se realiza de acuerdo al método de Laemmli,
excepto que la concentracion del gel concentrador es de 4.5% (apéndice 1). Las
concentraciones finales en el gel separador son de 0.375 M Tris-HCI (Sigma) (pH
8.9), 0.1% p/v de SDS, y la concentracion de acrilamida es de 12.5% p/v.

Los geles se polimerizan por la adicién de 0.05% p/v de persulfato de amonio
(Sigma) y tetrametiletileno-diamina (TEMED), (Sigma.) para el gel separador 6
0.1% de cada catalizador en el gel concentrador. El amortiguador de corrida (pH
8.3) contiene 0.025 M Tris, 0.192 M glicina. Se utilizan marcadores de peso
pretefidos (Gibco) en el rango de 200 a 20 kDa. La electroforesis se realiza con
un voltaje constante de 100V por 2 horas en una camara vertical (ATTO).

1. Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa en un aparato de transferencia semiseca, a
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corriente constante de 125 mA durante 1.5 horas utilizando para este fin
amortiguador de transferencia (apéndice 1).

2. La membrana de nitrocelulosa con las proteinas inmovilizadas se bloquea con
albumina bovina al 1% (p/v) en amortiguador TBS-Tween (apéndice 1) durante
toda la noche a4°C.

3.Incubar las membranas con el anticuerpo anti-Cry (1:750) diluido en TBS- BSA
durante 1.5 horas con agitacion constante.

4. Lavar las membranas 5 veces con TBS-Tween, cada lavado se realiza por 5
minutos.

5. Adicionar el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa
(1:7500) en TBS-BSA y se incuba en agitacién durante 30minutos.

6. Lavar las membranas 4 veces con TBS-Tween, cada lavado se realiza por 5
minutos, realizar 2 veces mas con TBS (apéndice 1) por 5 minutos cadalavado

7. Revelar utilizando quimioluminiscencia (Pierce, U.S.A.).

Servicios

e Agua, energia eléctrica, vacio.
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ANEXO PREPARACION DE GELES Y REACTIVOS
Gel Separador al 12.5%
Acrilamida-Bisacrilamida 30 % solucién stock 4.1 mL
Amortiguador del gel separador 0.375 M pH 8.8 solucién stock 1.25 mL
SDS 10% solucion stock 100 pL
Persulfato de amonio 1.5% solucion stock 0.5 mL
Agua destilada 3.98 mL
TEMED 15 uL
Gel concentrador
Acrilamida-bisacrilamida 30 % solucién stock 1.25mL
Buffer gel concentrador 1.125M pH 6.8 2.50 mL
SDS 10% solucion stock 100 pL
Persulfato de amonio 1.5% solucion stock 0.50 mL
Agua destilada 5.60 mL
TEMED 15 uL
SOLUCIONES

Acrilamida-Bisacrilamida

Bisacrilamida 0.80¢g
Acrilamida 30.0¢g
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Disolver en aproximadamente 40 mL de agua destilada, posteriormente se
afora a 100 mL si es necesario. Almacenar a 4 °C.

Usar guantes, cubre bocas y goggles ya que son reactivos neurotdxicos.

Amortiguador del gel concentrador

Disolver 6.05 g de Tris en 40 mL de agua, ajustar el pH a 6.8 y aforar a 100 mL
concentracion final de 1.125 M. Almacenar a 4° C.

Amortiguador del gel separador

Disolver 36.3 g de Tris en 50 mL de agua, ajustar el pH a 8.8 y aforar a 100 mL
Concentracion final de 0.375 M. Almacenar a 4 °C.

Amortiguador de corrida 5X

Glicina 7209
Tris 1509
SDS 50¢9

Disolver el SDS en 100 mL de agua destilada, posteriormente disolver los
demas reactivos y aforar a 1 litro.

Amortiguador de Laemmli 5X

Tris1 M pH6.8 3.12mL
SDS 1.00g

Azul de bromofenol 0.005 ¢
Glicerol 5.00 mL

Agua milli Q 2.00 mL




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & '

LABORATORIOS DE DOCENCIA J
, o s
MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J NG S
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 200/330

Primero disolver el SDS en los 2 mL de agua y posteriormente agregar los
demas reactivos.

Amortiguador de transferencia

Tris 3.02¢
Glicina 1449
SDS 05¢g

Se lleva a 700 mL con agua destilada y se ajusta el PH a 8.3, se afora a 800
mL y se agrega 200 mL de metanol.

TBS
NaCl 5 M solucidn stock 30 mL
Tris 1 M solucion stock 20 mL

Aforar a 1 litro

TBS-Tween 20
500 mL de TBS mas 500 pL de tween 20.

5. CUESTIONARIO.

1.- Defina que es un organismo genéticamente modificado y como se generan
2.- ¢Para que sirve identificarlos?

3.- Explique el fundamento de la técnica de PCR

4.- Explique el fundamento de la técnica de ELISA

5.- Explicar el fundamento de la técnica de Western blot.
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6.- ¢, Como interpreta los resultados de PCR, ELISA y Western blot?

7.- Explique las principales complicaciones que se pueden presentar al consumir
alimentos transgénicos.

8- Indique 3 genes que se utilicen como reporteros en las construcciones de
organismos transgénicos.

6. RESULTADOS ESPERADOS

Para la técnica de ELISA, se espera que el alumno obtenga una coloracion
amarilla en los pozos de los controles positivos y la intensidad se puede detectar
por espectrofotometria a medida que se presente mayor coloracion amarilla, la
concentracion del transgene es mayor.

Para la técnica de Western blot, se espera que se obtengan bandas intensas en
los controles positivos, mientras que en los negativos no se deben obtener
bandas después del proceso derevelado.

En la técnica de PCR se espera que la tincion con bromuro de etidio de los geles
de acrilamida revele bandas en los carriles donde se ubiquen los controles
positivos y no se esperan bandas en los controles negativos, los resultados se
deben comparar con un marcador de peso molecular para productos de PCR.
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PRACTICA 7. DETECCION DEL POLIMORFISMO DE UN SOLO
NUCLEOTIDO R230C DEL GEN ABCA1,
ASOCIADO CON UNA MAYOR SUSCEPTIBILIDAD
AL DESARROLLO DE DIABETES MELLITUS
TIPO 2 Y OBESIDAD

1. OBJETIVO

Que el alumno desarrolle experimentalmente la metodologia que le permita detectar el
SNP R230C.

2. INTRODUCCION.

El alarmante incremento en la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 (DT2) y otras
caracteristicas asociadas como la obesidad, y distintas dislipidemias en la poblacién en
general han llegado a ser un reto para los sistemas de salud de todo el mundo,
principalmente por el enorme impacto socio-econémico de la enfermedad. En México
en el afio 2003, las estadisticas de la Secretaria de Salud registraron 59,119 muertes
debidas a complicaciones por la diabetes mellitus, lo cual la coloca en la primera causa
de mortalidad general; ya que concentra el 12,6 % de las muertes en ese afio. Asimismo,
la prevalencia de diabetes en México ha crecido diez veces en los Ultimos 25 afios y
actualmente es una de las mas altas en todo el mundo (12.8%). Ademas, en México
cerca del del 20% de los pacientes desarrollaron la enfermedad antes de los 45afios.

La diabetes es una enfermedad compleja y genéticamente heterogénea, por lo que la
identificacion y comprension de sus bases genéticas representa una de las estrategias
mas prometedoras para instaurar mejores alternativas de tratamiento y de prondstico
para cada paciente, asi como para entender la influencia de los factores ambientales en
la patogénesis de la enfermedad. De ahi la enorme importancia que tiene que los
alumnos conozcan las bases genéticas de la enfermedad y que ademas manejen la
metodologia que les permita realizar un escrutinio molecular de la presencia de variantes
de secuencia en genes clave (p. ej. Abcal) asociados con un incremento en la
susceptibilidad a desarrollar diabetes mellitus tipo 2, obesidad y sindrome matabdlico,
con el fin de informar a los individuos afectados las medidas preventivas. Este
conocimiento permitiria un mejor manejo tanto de habitos alimenticios como de ejercicio
fisico lo que podria llevar a los individuos portadores de susceptibilidad
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genética a un retraso e inclusive, a que no se presente la enfermedad y como
consecuencia una mejor calidad de vida.

3. FUNDAMENTO TEORICO
3.1 La Diabetes Mellitus (DM)

La diabetes mellitus, es un grupo de enfermedades que se caracterizan por una
alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, se manifiesta por una elevacién de
la glucemia y un conjunto de anormalidades metabdlicas acompafiadas de deterioro
general del organismo como: la arteriosclerosis, la retinopatia, alteraciones de la funcion
renal y la neuropatia. Afecta a unos 150 millones de personas en todo elmundo.

Se conocen dos grandes grupos de diabetes: 1) la diabetes insulinodependiente (DMID)
y 2) la diabetes no insulinodependiente (DMNID). La primera aparece a una edad
promedio de 12 afios, no se relaciona a la obesidad, con tendencia a la perdida de peso,
a la acidosis y con riesgo de desarrollar coma; Los pacientes requieren insulina, y en
algunos casos es posible demostrar la presencia de autoinmunidad. La segunda
(DMNID) aparece mas tardiamente, a partir de los 30 afios, es mas frecuente,
generalmente se presenta en personas obesas. Con el empleo de hipoglucemiantes
orales es posible disminuir las complicaciones de la diabetes. Usualmente no se incluye
a la insulina como parte del tratamiento de estospacientes.

Diversos investigadores han aportado evidencia de los factores genéticos en la
patogénesis de la diabetes mellitus (DM) por ejemplo: a) Los estudios en gemelos han
demostrado una mayor proporcion de concordancia para DT2 en los gemelos
monocigoéticos que en los gemelos dicigéticos [1, 2], b) Los analisis de segregacion han
demostrado que en la mayoria de las familias, la DM muestra un complejo patrén
hereditario donde los parientes de primera generacion tienen un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad que la poblacion en general, c) La inactivaciéon selectiva de
diferentes genes en los modelos animales, causa resistencia a la insulina, dafio en la
secrecion de la insulina y fenotipos diabéticos, d) El estudio del mapa genético del
genoma completo ha demostrado la participacion de diferentes regiones cromosémicas
que confieren susceptibilidad a desarrollardiabetes.
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3.2 Formas o variedades genéticas de laDM
2.2.1 Formas Monogénicas

Algunas formas de DM son el resultado de mutaciones en un solo gen y por eso se les
llama monogénicas, mientras que otras (la mayoria) son de origen multifactorial o
poligénicas. Las formas monogénicas representan aproximadamente solo el 5% de los
casos de DM y se originan por mutaciones en genes que codifican para: a) la insulina,

b) el receptor de insulina, ¢) la enzima glucocinasa (GCK), d) los factores de
transcripciéon (HNF-1a, HNF-1B, HNF-4a, NeuroD1/BETA2, o factor promotor de
insulina-1, IPF) [3-7]. Estas formas monogénicas de DM no son insulinodependientes,
son de aparicién temprana (menor a 25 afios) y de herencia autosémica dominante, por
lo que se expresan en todos los individuos que presentan la mutacién en una copia,; las
variedades anteriores generalmente se describen como diabetes tipo MODY (de las
siglas en inglés: maturity-onset diabetes of the young). Otra forma monogénica de DM
la ocasiona la mutacién en genes mitocondriales heredado por linea materna, y esta
asociada a defectos en la fosforilacién oxidativa y sordera p.ej sindrome MELAS [8].
Finalmente, se han descrito otras formas monogénicas de la DM son: la diabetes
neonatal transitoria y la diabetes neonatal permanente. La transitoria se inicia en las
primeras 6 semanas de vida y los pacientes se recuperan alos 18 meses. Es el resultado
de la sobre expresion de un gen heredado en el locus 6p24 [9]. La diabetes neonatal
permanente es un desorden autosdmico recesivo raro que se origina por mutaciones en
el gen EIFAK3 que codifica para una cinasa que funciona como factor de iniciacion [10].

3.2.2 Formas poligénicas

De las formas poligénicas de DM, numéricamente las mas importantes, se describen
dos grandes grupos: la diabetes insulinodependiente, también llamada diabetes mellitus
tipo 1 (DT1) y la diabetes no insulinodependiente o también llamada diabetes mellitus
tipo 2 (DT2). La DT1 representa un 5-10% de todos los casos de DM, su gen principal
de susceptibilidad se ubica en la region HLA del cromosoma 6. Aparece a una edad
promedio de 12 afios, sin obesidad, con tendencia a la perdida de peso, a la acidosis y
un riesgo aumentado de desarrollar coma; los pacientes requieren insulina; se considera
en general como resultado de una destruccién autoinmune de las células beta del
pancreas.
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Figura 1. Complejidad genética de la diabetes. La DMT2 ocurre como resultado de una sutil
alteracién de varios genes (frecuentemente polimorfismos de un solo nucleétido o SNP’s).
Diferentes genes de susceptibilidad (cuadros obscuros) estan involucrados en el desarrollo de la
enfermedad. El nimero y las combinaciones de los genes de susceptibilidad pueden ser distintos
entre dos pacientes diabéticos. Los individuos sanos pueden portar genes de susceptibilidad y
no desarrollar diabetes porque el efecto individual de cada gen no es suficiente para causar la
expresion de la enfermedad. En la figura, el gen 1 participa como un gen susceptibilidad en
individuos diferentes. Las mutaciones normalmente difieren entre los individuos y las
poblaciones, que se representan con nimeros y regiones distintas. En las formas monogénicas
de DM uno de estos genes puede ser completamente responsable para el desarrollo de diabetes
(variante 17), ejemplos de esos genes son: la glucosinasa, el factor nuclear de hepatocitos y el
factor transcripcional IPF-1 (tomado de Tusié Luna, 2005).

La DT2 es la forma mas comuan de diabetes ya que representa aproximadamente el 90%
de los casos. En general es el resultado de las alteraciones de varios genes, cada uno
da un efecto parcial y aditivo, aunque se ha descrito que aproximadamente del (5-10%
de los casos puede ser consecuencia de la alteracion de solo un gen) [11]. Aparece mas
tardiamente (més de 45 afos), generalmente se presenta en personas obesas; en los
individuos afectados la disminucion progresiva de la secrecién de insulina por las células
beta del pancreas genera resistencia periférica a la insulina ocasionando incremento en
la demanda de esta hormona. En la DT2, variedad poligénica, los estudios de
secuenciacién y mapeo del genoma completo han demostrado la participacién de
diferentes mutaciones en regiones cromosomicas que confieren susceptibilidad a
desarrollar DT2 (loci de susceptibilidad); el nUmero y combinacion de las mutaciones de
estos genes de susceptibilidad normalmente son distintos entre diferentes individuos y
también varian de una poblacion a otra  (p.€j.
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entre la poblacidbn mexicana y la asiética), aunque en una poblacion dada habra
normalmente predominio de alguna (s) combinacion (es). De tal forma que, el efecto de
una mutacion unica en un gen de susceptibilidad no es suficiente para que se desarrolle
DT2, sélo el efecto aditivo de estas mutaciones, en ciertas combinaciones, confieren la
susceptibilidad genética (Figura 1). La enfermedad solo se desarrollard cuando ciertos
factores de riesgo favorezcan la expresion, tal como la obesidad, el estilo de vida
sedentario o las dietas ricas en grasas; asi pues los factores ambientales juegan un
importante papel favoreciendo o retrasando el desarrollo de la enfermedad, es
importante indicar que el mecanismo especifico por el cual estos factores afectan el
metabolismo de la glucosa todavia no estéa biencomprendido.

3.3 Estrategias para definir los componentes genéticos de laDM

En la DM como en otras enfermedades poligénicas, se han realizado estudios de
secuenciaciéon de ADN, PCR convencional y PCR en tiempo real para desarrollar el
mapeo genético, enfocado a detectar variantes de secuencia en el ADN. Los
denominados polimorfismos de un solo nucleétido o SNP’s (de sus siglas en inglés:
Single Nucleotide Polymorphism) son las variaciones del genoma mas frecuentes. Los
estudios de asociacion caso-control consisten en determinar la frecuencia de distintos
SNPs entre individuos con DM y en individuos sanos, Los resultados se someten a
analisis estadisticos para demostrar asociaciones significativas entre alguna(s) de
esta(s) variantes y la susceptibilidad de desarrollar la enfermedad en diferentes
poblaciones. Asi pues; un individuo podra poseer dos copias de la secuencia o gen
“original” (homocigoto, genotipo T/T), una copia de la secuencia original y otra con la
mutacion (heterocigoto, genotipo T/C) o tener ambas copias con la variante
(homocigoto, genotipo C/C) lo que origina diferentes combinaciones genotipicas. La
importancia de los SNPs radica en que se postula que estas variaciones aportan en la
actualidad los datos de mayor utilidad para el analisis genético de enfermedades
poligénicas no-mendelianas en relacion a la susceptibilidad de los individuos a
desarrollar dichas enfermedades, asi como las reacciones adversas a distintos
medicamentos, ademds, cuando ocurren en regiones no codificantes, pueden servir
como marcadores genéticos de genes vecinos relacionados con enfermedades.
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3.4 Los genes y regiones cromosdmicas que estan asociadas al desarrollo de
DMT2

3.4.1 Calpaina 10 (calp10)

El gen de la calpaina-10 presente en el brazo largo del cromosoma 2 se describié como
un gen de susceptibilidad para la DT2 a través de estrategias de ligamiento genético. La
calpaina-10, se expresa en todos los tejidos, se conocen 8 isoformas, producidas por
procesamiento alternativo del ARNm y es un miembro de la familia de cisteina-proteasas
dependientes de calcio no lisosémicas; procesa una variedad de sustratos involucrados
con muchas funciones celulares incluidas la reconstruccion del citoesqueleto, enzimas
que metabolizan glucosa, proliferacion, diferenciacion y transformacién celular, y la
apoptosis. Recientemente, se ha descrito que la calpaina participa en la regulaciéon de
la exocitosis de la insulina y en el recambio de glucosa mediada por insulina. Los SNP’s
que se han asociado con susceptibilidad a DT2 son: SNP-43, SNP-19, y SNP-63 en
poblacion Mexico-Americana [12]; y SNP-44 (variante intronica G>A) con incremento del
riesgo en 2.72 veces y SNP-110 (A>G) en poblacién Mexicana [13]. Las variantes
intrénicas tales como SNP-44 y SNP-43 probablemente alteran la regulacién
transcripcional del gen, mientras que otras variantes afectan la secuencia codificante
Pro200Thr y Thr504Ala. Finalmente, es importante mencionar que el efecto de cada
variante (SNP) es pequeiia sobre el riesgo a desarrollar DT2, por lo tanto es importante
establecer la contribucién de varios SNP’s (haplotipos) en un solo gen o locus e incluso
evidenciar el papel de variaciones de secuencia en distintos genes.

3.4.2 abcal

Otro hallazgo reciente en cuanto a susceptibilidad a DT2 lo constituye el gen ABCA11
(de las siglas en inglés ATP-Binding Cassette transporter subfamilia A1) que codifica
una proteina de membrana que funciona como transportador celular de colesterol; los
estudios de este gen en ratones knock-out revelan que desempefia un papel importante
en la biogénesis de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) al transportar el colesterol
y los fosfolipidos intracelulares a un aceptor apolipoproteico. Su inactivacion sugiere que
la acumulacion de colesterol intracelular resultante pudiera contribuir a una disfuncién
de las células beta en la DT2. Dado que en la diabetes mellitus se presenta un descenso
de los niveles plasméticos de HDL-C. Considerando
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el papel de este tranportador en la célula beta pancreatica productora de insulina, en
cuanto al eflujo del colesterol, las variantes de secuencia que afecten su funcion pueden
ser polimorfismos de riesgo para el desarrollo de la diabetes mellitus [14].

La DT2 se caracteriza por la incapacidad del pancreas para secretar suficiente insulina
para satisfacer el aumento en la demanda metabdlica (resistencia a la insulina), lo que
en general se asocia con obesidad [15]. Un mecanismo para explicar esa disfuncion es
la acumulacién téxica de lipidos, lo que conduce a la apoptosis de las células betay a
la disminucién progresiva de la secrecién de insulina. Los triglicéridos y los acidos
grasos libres saturados como el palmitato, incrementan la produccién de ceramida
también puede inducir la disfuncién y muerte de las células beta por apoptosis.

La alta frecuencia de la variante funcional R230C de ABCAL1 en la poblacion mexicana
provee una excelente oportunidad de determinar asociaciones con niveles bajos de
HDL-C, asi como con otros rasgos clinicos y metabélicos como HDL bajo o sindrome
metabdlico [16] La asociacion de la variante R230C con el indice de masa corporal en
la poblacion mexicana es mas fuerte que la observada con los niveles bajos de HDL- C,
ademas la variante es mas frecuente en personas diabéticas con un incremento en el
riesgo de cuatro veces con respecto a los que no la presentan[16].
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Figura 2. Vias involucradas en la secrecion de insulina en las células B-pancreéticas. La
via “clasica” involucra un transportador de glucosa (conocido como transportador de glucosa 2,
GLUT2), la entrada de la glucosa activa a la glucocinasa y al metabolizarse la glucosa via la
glucdlisis se produce ATP, lo que permite el cierre de los canales de K* sensibles a ATP. Lo
anterior despolariza la membrana citoplasmatica y abre los canales voltaje-dependientes de
Ca*, la entrada de Ca** causa la exocitosis de insulina. Por otro lado, el ABCA1 en las células
B es critico para la secrecion de insulina por la modulacion de la homeostasis del colesterol
intracelular. Este efecto es independiente del transportador de glucosa y del metabolismo de la
glucosa. El incremento en la secrecion mediada por el farmaco rosiglitazona (el cual activa PPAR-
y) requiere el ABCAL, lo que sugiere que la regulacion de los niveles de colesterol en la
membrana afecta la funcion de las células B en la diabetes mellitus tipo 2 (imagen modificada de
Brunham et al, 2007).
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3.5 Factores ambientales y su interaccion con loscomponentes
gendémicos de la diabetes mellitus

Se ha discutido por muchas décadas la influencia del estilo de vida y los habitos de la
dieta en el comienzo y el progreso de la diabetes. Sin embargo, el mecanismo especifico
por el cual estos factores afectan el metabolismo de la glucosa no estd bien
comprendido. Se conoce que los acidos grasos no-esterificados (NEFA) modifican la
funcion de las células B-pancreas. Los NEFA aislados de islotes humanos pueden
alterar la secrecion de insulina y reducir el contenido de insulina de los islotes
pancreaticos. Ademas, cuando se incrementa el nivel de glucosa, el efecto perjudicial
de los NEFA en las celulas pB-pancreas es mayor [17].

La prevalencia de diabetes en nuestro pais ha crecido diez veces en los ultimos 25 afios,
y actualmente es una de las mas altas en todo el mundo (12.8%). En México alrededor
de 2 de cada 10 pacientes desarrollan la enfermedad antes de los 40 afos. Esto sugiere
gue la poblacion mexicana muestra una alta susceptibilidad a desarrollar diabetes, tal
vez debido a: el tipo y nimero de genes involucrados, la influencia de los factores
ambientales como cambios en el estilo de vida, la migracion de la zona rural a la urbana
y la adquisicidn de habitos dietéticos méas occidentales.

3.6 Técnicas de biologia molecular para el estudio de genesde
susceptibilidad a diabetes mellitus

3.6.1 Extraccién de ADN

Las técnicas que implican el analisis del ADN se han extendido en muchas areas de la
investigacion. Desafortunadamente el transporte de las muestras del punto de la
recoleccién implica riesgos y la posibilidad de degradacion de la muestra debido a la
variacion en la temperatura, ademas que la sangre es un excelente medio de cultivo
para diversos microorganismos. EI ADN extraido también se puede degradar en el
laboratorio, lo que origina problemas para el re-andlisis de muestras [18].

En este protocolo se utiliza el papel FTA® para el almacenamiento de las muestras
biol6gicas de sangre. Estas tarjetas se emplean en la identificacion humana forense
[19]. El proceso requiere de un lavado simple "in-situ”, en donde las impurezas se
eliminan y la muestra de ADN se conserva adherida en el papel. El almacenaje del
material en estos papeles permite la reutilizacion del ADN en cualquier momento,
ademas de espacio-eficiente de almacenaje a temperatura ambiente de las muestras y
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un transporte barato de la muestra por correo o en equipaje personal. La facilidad de
transporte y del almacenaje de muestras en seco hacen al papel un medio practico para
gue los investigadores adquieran colecciones grandes de muestras de referencia[18].

2.6.2 Reaccidén en cadena de la polimerasa(PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR (“Polymerase
chain reaction”), es una técnica que desarrollo Kary Mullis a mediados de los afios 80.
Con esta metodologia se pueden producir en el laboratorio multiples copias de un
fragmento de ADN especifico. EI método utiliza un par de oligonucleétidos sintéticos
también conocidos como primers, iniciadores o cebadores, cada uno hibrida a una hebra
del ADN blanco de doble cadena (dsADN), este par extiende una regién que se puede
reproducir exponencialmente. El primer hibridado actia como un sustrato para la enzima
ADN polimerasa (obtenida a partir de una bacteria llamada Thermophilus aquaticus o
Taq) que sintetiza una hebra complementaria mediante la adicion secuencial de
desoxriboinucleotidos.

La secuencia de los oligonucleétidos iniciadores es responsable de la amplificacion
especifica del fragmento deseado y para su disefio es indispensable conocer la
secuencia del ADN blanco. Este uno de los parametros mas importantes que determina
la especificidad de la PCR, su eleccién y disefio debe ser muy cuidadoso. Idealmente,
en cada 100 pL de la reaccion, la concentracion aceptable de cada oligonucleétido oscila
entre 0.05 y 1.0 uM. el uso de concentraciones mayores favorece la amplificacion de
regiones inespecificas y la formacién de dimeros de oligonucledétidos.

La PCR es tan sensible que la amplificacién puede iniciarse en teoria a partir de una
sola molécula de ADN. Los genes de una sola copia en el genoma se pueden amplificar
facilmente. La concentracion de ADN blanco en la reaccion depende de la fuente
utilizada, e idealmente se requieren aproximadamente 10° copias de ADN blanco, esto
es, de 300 ng a 1 ug de ADN gendémico humano. La enzima ADN polimerasa
termoestable que mas se utiliza para la PCR es la Tag. Su indice de error de
incorporacién es de 1 a 4 x 10*bases y amplifica sin dificultad segmentos de hasta 3000
pb [22].

La concentracion de iones magnesio es importante en la especificidad de la reaccion.
Concentraciones muy altas conducen a una baja especificidad, dando como resultado
productos indeseables, mientras que las concentraciones minimas necesarias
disminuyen el indice de incorporaciones erréneas de nucleétidos. El ion Mg?* se utiliza
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como cofactor para la actividad enzimatica de la mayoria de las ADN polimerasas. Para
una reaccién estandar se recomienda utilizar una concentracion final de MgClzentre 0.5
y 2.5 mM [22].

Al igual que el MgClz, las concentraciones minimas necesarias de dNTP’s disminuyen
el indice de incorporaciones erroneas de nucleétidos, mientras que las concentraciones
muy altas disminuyen la especificidad de la reaccion, por lo que la concentracion de
dNTP’s también debe calibrarse. Concentraciones entre 20 y 200 uM proporcionan
resultados 6ptimos, debiéndose igualar la concentracion de cada uno de los cuatro
dNTP’s [22].

Teodricamente, en condiciones 6ptimas el nivel de amplificacion del ADN en la PCR
aumenta en forma exponencial con cada ciclo; sin embargo en la practica, después de
determinado nimero de ciclos, la amplificacién se detiene gradualmente. Entra primero
a una fase lineal y luego a una estacionaria, a la que se denomina fase de “meseta” se
debe al agotamiento de la actividad enzimatica y a la insuficiencia para llevar a cabo la
extension del numero masivo de complejos ADN blanco- oligonucleétidos, presentes en
los ciclos que anteceden a este fendmeno. Esto puede evitarse si se aumenta el tiempo
de extension en los dltimos ciclos de la reaccion o la cantidad de la enzima, aunque lo
recomendable es ajustar el nimero de ciclos de tal manera que la amplificacion se
realice al obtenerse los niveles maximos de amplificacién en una reaccion que presente
comportamiento lineal. El nUmero de ciclos promedio oscila entre 20 y 30, dependiendo
de la cantidad de ADN inicial. Las temperaturas de desnaturalizacion (92 a 98°C) y
extension (70 a 74°C) son generalmente estandares para todas las reacciones. La
temperatura que tiene el efecto mas critico en la especificidad es la de alineacion, la
cual esta determinada principalmente por la temperatura media de fusién (TM) de los
oligonucleétidos. Los oligonucleétidos se aparean a una determinada temperatura de
alineacién por complementaridad al ADN blanco. El alto grado de complementaridad
entre las bases nitrogenadas de los oligonucleétidos y del ADN blanco permite utilizar
altas temperaturas de alineacién, lo que favorece la especificidad de la reaccién. Cuando
la temperatura de alineamiento es muy baja existe mayor probabilidad de que los
oligonucleétidos se apareen a regiones no especificas del ADN blanco y que también
se extienden, toda vez que la polimerasa Taq posee actividad alin a bajas temperaturas.
Utilizando temperaturas de hibridacion entre 55 a 65°C se reducen grandemente los
sucesos de apareamiento inespecifico [19].
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2.6.3 Electroforesis

Cerca del pH neutro, las moléculas de ADN tienen una carga negativa y por lo tanto
migran hacia el electrodo positivo durante la electroforesis en gel. Debido a que la matriz
del gel restringe la difusion aleatoria de las moléculas, las que tienen la misma longitud
migran juntas como una banda cuyo ancho iguala al del carril en el que se colocoé la
mezcla de ADN original al inicio del corrimiento electroforético. Las moléculas mas
pequefias se mueven mas rapidamente que las grandes, de manera que las moléculas
de diferentes tamafios migran como bandas distintivas [20].

Después de la electroforesis, es posible detectar las moléculas de ADN por medio de la
tincion del gel con colorantes fluorescentes, como el bromuro de etidio, que se une al
ADN y se intercala entre las pares de bases. La unién concentra al etidio en el ADN y
también incrementa su fluorescencia intrinseca, como resultado, cuando el gel se
ilumina con la luz ultravioleta, las regiones del gel que contienen ADN fluorescen con
mayor intensidad que las regiones del gel sin ADN[21].

Se utilizan dos tipos alternativos de matrices de gel: la poliacrilamida y la agarosa. La
poliacrilamida tiene una capacidad elevada de resolucién pero solo puede separar las
moléculas de ADN dentro de un intervalo de tamafio estrecho. Por lo tanto, la
electroforesis a través de poliacrilamida puede diferenciar moléculas de ADN que solo
difieren en un par de bases pero Unicamente cuando la molécula tiene hasta algunos
cientos de pares de bases. La agarosa tiene una potencia resolutiva menor que la
poliacrilamida pero permite diferenciar moléculas de ADN que cuentan con decenas o
incluso centenas de kilopares de bases [20].

2.6.4 Corte con endonucleasas derestricciéon

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que escinden las moléculas de
ADN de doble hélice en sitios determinados por medio del reconocimiento de
secuencias especificas. En los casos tipicos las enzimas de restriccidn que se
emplean en biologia molecular reconocen secuencias cortas (4-8 pb), que por lo
general son palindromos, y las cortan en una posicion determinada dentro de la
secuencia [20]. La enzima de restriccion BSP119I, corta el ADN en la siguiente
secuencia:

5...TT|CGAA..3
3....AAGC|TT...5’
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2.6.5 Secuenciacion. Método de terminacion de cadena o método didesoxi
de Sanger.

La caracterizacién de cualquier fragmento de ADN requiere la determinacion de su
secuencia de nucleétidos, Sanger y cols, crearon el método que mas se utiliza para
determinar la secuencia exacta de nucleétidos de un fragmento de ADN de hasta ~ 500
nucleétidos de longitud [21].

El método comienza desnaturalizando un fragmento de ADN de doble cadena, para
generar hebras molde para la sintesis in Vitro. Un oligodesoxinucleétido sintético se
utiliza como cebador para cuatro reacciones de polimerizacién separadas, cada una con
una concentracion baja de uno de los cuatro ddNTP (dideoxiribonucleétidos) ademas de
una concentracion alta de dNTP's (desoxiribonucleotidos) normales. En cada reaccion,
el ddNTP se incorpora al azar en las posiciones del dNTP correspondiente, lo que
provoca la terminacién de la polimerizacion en esas posiciones de la secuencia. La
inclusion de marcadores fluorescentes de diferentes colores en cada uno de los ddNTP
permite distinguir cada conjunto de fragmentos truncados. Asi, todos los fragmentos
truncados que terminen con G fluoreceran de un color (p. ej., amarillo) y los que terminan
con A fluoreceran con otro color (p. €j., rojo) sin importar sus longitudes. Las mezclas
de fragmentos truncados hijos de cada una de las cuatro reacciones se someten a
electroforesis sobre geles de poliacrilamida especiales que pueden separar las
moléculas de ADN de hebra simple que difieren en una longitud de un solo nucledtido.
En las maquinas automatizadas de secuenciacion se ubica un detector fluorescente que
puede distinguir las cuatro marcas fluorescentes en el extremo de la regién amplificada.
La secuencia de la hebra molde de ADN original puede determinarse por el orden en el
cual los diferentes fragmentos marcados pasaron por el detector fluorescente[21].

4. METODOLOGIA.

4.1 Material y equipo.
e Muestras de sangre humana

e Controles positivos de ADN humano para el polimorfismo

4.1.2 Material de laboratorio.
e Guantes de latex
e Tubos Eppendorf del.5 mL, nuevos y estériles

e Puntas para micropipetas: 10 uL, 200 uL, 1000 pL, nuevas yestériles
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4.1.3 Equipo

e Balanza analitica, Scientech

e Camara de electroforesis Bio-Rad

e Campana de flujo laminar, Veco

¢ Fuente de Poder Bio-Rad

¢ Microcentrifuga, Eppendorf 5415C

¢ Micropipetas Eppendorf: 2.0 pL, 10 uL, 20 uL, 100 uL, 1000 uL.

¢ Micropipetas Gilson: p20, p200, p1000.

e Microperforador, Harris

¢ Termociclador, Eppendorf

¢ Vortex Genie 2, Daigger

e Transiluminador.

4.1.4 Reactivos

e Acido bérico, USB.

e Agua destilada estéril.

¢ Agua calidad Millipore.

e Acrilamida ICN.
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e Amortiguador PCR 10X

e APS al 10%

¢ Bis acrilamida, Sigma.

e Bromuro de etidio, Sigma

¢ Cloruro de magnesio 25mM, Sigma.

o dNTP’s (desoxirribonucleétidos de trifosfato), Pharmacia.

e Etanol al 70%.

e EDTA, Sigma.

e EDTA 0.5M pH 8.0

e Ficoll, Sigma

¢ Gelatina 20 mg/mL, Sigma.

e Marcador de peso de molecular 50 pb Promega

e Mezcla de Primers o cebadores Foward y Reverse 20 uM,
Foward: GTC TGT GCA ATG GAT CAA AAT CA
Reverse: GCT TCAGGATGT CCATGT TGGTTC

e Sacarosa, Sigma

e SDS (Lauril sulfato de sodio), Sigma

¢ Reactivo FTA comercial Whatman.

¢ Reactivo de lavado del papel FTA preparado en ellaboratorio.

¢ Solucién de carga sin colorante.

¢ Solucién de acrilamida/bisacrilamida al 30%

e Taq polimerasa 5 U/uL (AmpliTaq DNA polimerase), Roche

e TEMED

e TBE 10X
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e TBE 1X

e Tris, GibcoBRL

e Tris pH 8.0 2.0M

Servicios

Agua, energia eléctrica, vacio

4.2 Extraccién de ADN.

4.2.1 Extraccion de ADN por el método de papel FTA, CON el reactivocomercial:

Limpiar perfectamente el &rea de trabajo con etanol al 70%, utilizar
guantes y cubrebocas. Cerrar lo que permita la circulacion delaire.

Etiquetar sobre el papel FTA el nombre o la clavecorrespondiente.

Limpiar perfectamente el area donde se va a realizar la puncién con etanol
al 70%, permitir que se evapore y con una lanceta estéril efectuar una
puncién sobre el dedo.

Impregnar el papel FTA con las gotas de sangre procurando llenar toda el
area delimitada por el circulo.

Permitir que la sangre se seque.
Rotular los tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente.

Hacer perforaciones en papel FTA impregnado con la sangre de 1.2 mm
de diametro.

Colocar de 5 a 10 circulos de 1.2 mm del papel FTA con sangre dentro
del tubo eppendorf, seglin su clave correspondiente.

Adicionar 400 uL (8 gotas) del reactivo FTA comercial a cadatubo
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Agitar a temperatura ambiente a baja velocidad en el vortex por 5 minutos.

Decantar con sumo cuidado el reactivo FTA, procurando limpiar con un
papel absorbente limpio el remanente del reactivo de la boca deltubo.

Adicionar 400 puL de agua destilada estéril libre de nucleasas a cada
muestra.

Lavar a temperatura ambiente a baja velocidad en el vortex por 5 minutos.

Decantar con sumo cuidado el agua, procurando limpiar con un papel
absorbente limpio el remanente del agua de la boca deltubo.

Repetir el lavado una vez méas con agua destilada libre de nucleasas.

Retirar el agua con ayuda de una micropipeta y una punta de 1000 uL con
mucho cuidado.

Tapar los tubos con parafilm y realizar pequefas perforaciones. Colocar
los tubos en el termociclador a 55°C durante 30 minutos hasta que no se
observen residuos de agua.

4.2.2 Extraccién de ADN por el método de papel FTA, utilizando el reactivo de
lavado preparado en el laboratorio:

Limpiar perfectamente el area de trabajo con etanol al 70%, utilizar guantes
y cubrebocas. Cerrar lo que permita la circulacién delaire.

Etiquetar sobre el papel FTA el nombre o la clavecorrespondiente.

Limpiar perfectamente el area donde se va a realizar la puncién con etanol
al 70%, permitir que se evapore y con una lanceta estéril efectuar una
puncién sobre el dedo.

Impregnar el papel FTA con las gotas de sangre procurando llenar la toda
el area delimitada por el circulo.

Permitir que la sangre se seque.
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¢ Rotular los tubos eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente.

o Hacer perforaciones en papel FTA impregnado con la sangre de 1mm de
diametro.

e Colocar de 5 a 10 circulos de 1.2 mm del papel FTA con sangre dentro del
tubo Eppendorf, segln su clave correspondiente.

e Adicionar 200 puL del reactivo preparado en el laboratorio (duodecil sulfato
de sodio 10% y EDTA 0.5M a pH 8.0).

e Agitar a temperatura ambiente a baja velocidad en el vortex por 5 minutos.

e Decantar con sumo cuidado el reactivo FTA, procurando limpiar con un
papel absorbente limpio el remanente del reactivo de la boca deltubo.

e Adicionar 200 uL de agua destilada estéril libre de nucleasas a cada
muestra.

e Lavar a temperatura ambiente a baja velocidad en el vortex por 5 minutos.

e Decantar con sumo cuidado el agua, procurando limpiar con un papel
absorbente limpio el remanente del agua de la boca deltubo.

e Repetir el lavado una vez més con agua destilada libre de nucleasas.

¢ Retirar el agua con ayuda de una micropipeta y una punta de 1000 uL con
mucho cuidado.

e Tapar los tubos con parafilm y realizar pequefias perforaciones. Colocar
los tubos en el termociclador a 55°C durante 30 minutos hasta que sequen
completamente.

4.3 Amplificacion por PCR

e Preparar la mezcla de reaccion como se indica en la tabla,se debe calcular
la cantidad de cada reactivo de acuerdo con el nimero de reacciones a
realizar.
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Reactivo

Para 1 reaccion

H>O calidad Millipore 14.65 pL
Amortiguador PCR 10X 2.0 uL
25mM de MgCl, 20 puL
5mM de dNTP’s 1.0 uL
5 U/uL de Taq 0.1 puL
Mezcla de oligonucleotidos 0.25 uL
Foward y Reverse

Volumen total 20 pL

Concentracion

por reaccién

1X
2.5 uM
200 nM
05U
250 nM

X reacciones

e Preparar la mezcla de reaccion en un tubo Eppendorf y posteriormente
fraccionarla en alicuotas de 20 puL.

e Adicionar un circulo de papel FTA previamente tratado para la extracciéon
del ADN. Por cada serie de reacciones se debe adicionar un control
negativo al cual no se le adiciona papel FTA.

e Realizar la amplificacion del gen en el termociclador Eppendorf de cuerdo

con el siguiente programa de ciclaje:

© 00 N o o0 B~ W N PP

. Fin

. 94 °C por 5 minutos.

. 55 °C por 2 minutos.

. 72 °C por 2 minutos.

. 94 °C por 45 segundos.

. Repertir del paso 2 al 4, 35 ciclos.
. 55 °C por 2 minutos.

. 72 °C por 5 minutos.

. 20 ° C por 50 minutos
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4.4 Electroforesis en acrilamida

Se preparara un gel de poliacrilamida al 10%.

A cada tubo de la reaccion de PCR, se le adicionar 10 uL de solucién de
carga, mezclar con ayuda de la micropipeta hasta obtener una mezcla
homogénea.

Adicionar 5 uL de la mezcla en cada pozo del gel de acrilamida (se utiliza
un pozo por cada amplificacién).

En un tubo Eppendorf realizar una dilucién 1:20 del marcador de peso
molecular de 50 pb y adicionar 10uL de la solucién de carga. Se adicionan
5ulL de esta mezcla en un pozo del gel de acrilamida.

Realizar el corrimiento electroforético a 170 volts por 60 minutos.

Tefir el gel con bromuro de etidio por 2 minutos (6 pL de la soluciéon 100
mg/mL, por cada 100 mL de agua destilada).

Lavar el gel con agua destilada durante 2 minutos.

Los resultados se visualizan en un transiluminador de luz UV acoplado al
analizador de geles.

4.5 Corte con enzima derestriccion.

En un tubo Eppendorf preparar la mezcla de reacciéon para la digestion
segun el nimero de reacciones adicionando:

Reactivo 1 Rx X Rx
Agua libre de nucleasas 3.5uL
Amortiguador Tango 10X 1.0 uL

Endonucleasa Bsp119Il 0.5puL
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e Mezclary separar la mezcla de reaccion en alicuotas de 5ulL.

e Adicionar en un lugar alejado de donde se realiza la amplificacion 5uL
del producto de PCR. Mezclar suavemente y centrifugar por algunos
segundos.

e Incubar la mezcla de reaccion durante 2 horas a 37°C.

e Evidenciar la presencia del polimorfismo del gen realizando un
corrimiento electroforético, tal como se realizo para observar la
amplificacion del gen.

4.6 Purificacion de los amplicones a partir del gel depoliacrilamida.

Cortar las bandas del gel de poliacrilamida con ayuda del transilumunador,
un bisturi y la careta de proteccion contra la luz ultravioleta.

Colocar las bandas en un tubo eppendorf de 1.5 mL estéril y etiquetado,
cubrir con la cantidad minima necesaria de agua calidad millipore.

Refrigerar los tubos por 3 dias para permitir que el producto de PCR
difunda.

Separar la fase acuosa en un tubo nuevo y estéril.

Adicionar al tubo donde permanece el gel 40 uL de acetato de sodio 3 M
y 60 puL de agua estéril.

Se centrifuga a 13 000 rpm por 10 minutos.

La fase acuosa se recupera y se coloca en el tubo junto con la otra fase
previamente separada.

Adicionar dos volumenes de etanol frio. Refrigerar por 45minutos.

Centrifugar nuevamente a 13 000 rpm durante 10 minutos y eliminar el
sobrenadante.

Cubrir el tubo con parafilm, realizar pequefias perforaciones al parafilm
con una aguja limpia y dejar secar por 24 horas a temperaturaambiente.
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e EIl boton obtenido y seco se hidrata con 20 uL de agua calidad millipore y
para cuantificar la cantidad de ADN utilizar 1uL y diluirlo en 200 uL de agua

esteéril.

e Evaluar la pureza del material obtenido, por electroforesis, utilizar 1ul,
agregar 9 ulL de agua y 5 uL de solucion amortiguadora de carga.

e Medir la absorbancia en un espectrofotometro a 260nm y enviar a

secuenciar.

5. PREPARACION DE REACTIVOS.

e Lauril sulfato de sodio al 10% (SDS 10%).
Lauril sulfato de sodio...............ccoiiiiiina 10¢g

Agua destilada cbp...........cooiiii 100 mL

e Acetato de sodio 3M
Acetato de Sodio........c.oviiiiiii 246.09 g
Agua destilada cbp...........cooii 1000 mL

e Marcador de peso de molecular
Marcador de peso molecular 50 bp.................... 1 uL

Aguadestilada.............cooiiiii 20 uL
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Acrilamida/Bisacrilamida al 30%

Acrilamida..........oooiii 29g
Bisacrilamida...........c.coiiii 19
Agua destilada cbp..............ooo 100 mL

TBE 10X (Tris-acido borico-EDTA)

Tris IM. oo 121.10 g
AcidO DOFICO. ..., 61.38 g
EDTA S0 MM. ..o 14614
Agua destilada cbp..............o 1000 mL
TBE 1X

TBE 10X . i 100 mL
Agua destilada cbp...........coooiii 1000 mL

Preparacion del gel de poliacrilamida al 10%

Agua destilada.............cooi 2.24 mL
Acrilamida/Bisacrilamida................c.coooi 1.68 mL
TBE 10X . i 1.0 mL
APS A1 10%0..cccieeeiiiie ettt 80 uL
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Reactivo de lavado del papel FTA preparado en el laboratorio

SDS @l L0%0....eeiiiiiiee et 5mL
EDTAPH8.00.5M.....ccoiiiiiiiiiiiieeeee, 20 mL
Agua destilada estéril cbp............cooiiiiiiii. 50 mL

Amotiguador PCR 10X, libre de Mg**

KCI25 M. o 2mL
TrispH8.320 M. 0.5 mL
Gelatina 20 mg/mL........cooiiiiii 0.5 mL
Agua destilada estéril cbp.......cccocviiiiiiiiiiinn, 10 mL

Solucién de carga sin colorante
EDTAPH8505M...ccciiiiiiiiieee, 3.0mL
TrispH8.0 20 M., 0.5 mL
SDS @l 100, 1mL
FiColl. .o, 249
SACAIOSA. ... vt 649
Agua destilada cbp..........cooiiii 20 mL

Persulfato de amonio al 10%.
Persulfato de amonio ..............cooiiiiiiiiii, 19

Aguadestilada ... 10 mL
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6. DIAGRAMA DE FLUJO

CObtencién de la muestra) o
../J 4’\‘2‘

Extraccion de ADN por

== ‘.’ el método de papel FTA
Amplificacién del
gen por PCR

Electroforesis en gel de
poliacriamida al 10%

u(;lfllcacmn y cuantificaciéon Corte con enzima de
el producto de PCR a restriccion.
partir del gel

Secuenciacion del producto
de PCR para detectar la
mutacion

Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10%

Obtencion de resultadom

analisis y conclusioney
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7. RESULTADOS ESPERADOS.

1 2 3 4 5 6 MM

——
- - - pr— —— (—150pb
e

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% de controles negativos (Carriles 1-3)
y amplificaciones con ADN de controles positivos con los polimorfismos (Carriles 4-6). Todas las
muestras con ADN deben amplificar un producto de PCR de 135pb.

MM 1 2 3 4 5 6 7 MM
150pb-> s - «150pb
— ——— o — —
—— -— - — :

Figura 4. Corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 10% de los productos de
PCR. Antes del corte con enzima de restriccién (carriles 1, 3 y 5) y después del corte (carriles: 2,
4 y 6). Muestra homocigoto con el polimorfismo R230C (1, 2), muestra heterocigoto del
polimorfismo R230C (3, 4) y muestra que no presenta el polimorfismo homocigoto con R230C (5,
6). Carril 7, control negativo sin ADN. Las muestras que no presentan el SNP se cortaran en 2
fragmentos de restriccion una de 110pb y otro de 25pb.

. CUESTIONARIO.
. ¢, Qué es la diabetes mellitus tipo 2?
. ¢ Qué factores predisponen el desarrollo de diabetes?

8
1
2
3. Describa las caracteristicas de las formas monogénica y poligénica de laDM.
4. ¢ Qué mecanismos de toxicidad afectan a la célula betapancreética?

5

. ¢ Qué ventajas y/o desventajas ofrece el método de extracciéon de ADN porla
técnica de papel FTA?

6. ¢ Qué es una enzima de restriccién?
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7. ¢ Qué es un SNP?

8. Explique las ventajas y desventajas de conocer si un individuo posee genesde
susceptibilidad al desarrollo de diabetes mellitus.

9. Indigue porque se considera la DT2 una entidad genéticamente heterogénea?

10. Explique como influyen los habitos alimenticios y el ejercicio en el desarrollo de
diabetes.

9. MANEJO DE RESIDUQOS

1. EI material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccién de

sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de confinamiento
de residuos.

Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se inactivaran
con una solucion de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucion se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una
concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera al drenaje.

Los residuos con fenol:.cloroformo y alcohol isoamilico se colocardn en un
recipiente de vidrio color ambar y se confinaran en el area deresiduos.
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PRACTICA 8. ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

1. OBJETIVO

Que el alumno desarrolle diferentes metodologias para detectar errores innatos del
metabolismo.

2. INTRODUCCION.

Hoy en dia se admite que practicamente todas las enfermedades tienen una causa
molecular. Cualquier enfermedad, incluyendo las conocidas tradicionalmente, cursa en
mayor o menor medida con alteraciones en la estructura, propiedades, metabolismo o
funcion de las biomoléculas. Los transtornos se traducen en disfunciones tisulares o
celulares, temporales o permanentes, cambios en el medio interno, variaciones en la
funcion de 6rganos y sistemas lo que se refleja en forma de enfermedad.

Garrod en 1908 introdujo por primera vez el concepto de individualidad quimica. La
herencia mendeliana de rasgos caracteristicos, incluye aquellos asociados con
enfermedades, ha alcanzado un nuevo nivel de entendimiento con base en los principios
modernos de expresion génica, aunado al conocimiento del metabolismo de las
diferentes especies de ARN y de las proteinas. Se conocen mas de 300 diferentes
perfiles en alteraciones de algliin metabolito asociadas con alteraciones ya identificadas
en los genes, la estructura de las proteinas, o en su funcion[1]

De de las alteraciones mas frecuentes debidas a mutaciones en diferentes clases de
proteinas estan:

e Defectos enziméticos (fenilcetonuria).
e Defectos en el metabolismo de las purinas (Lesch-Nyhan).

¢ Enfermedades de almacenamiento lisosdbmico (Tay Sachs,
mucopolisacaridosis).

e Defectos en las proteinas receptoras (hipercolesterolemiafamiliar).

e Defectos en el transporte de membrana (fibrosis quistica).
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Las enfermedades metabdlicas son aquellas patologias causadas por anormalidades
en sistemas enzimaticos implicados en el metabolismo. Las anormalidades pueden ser
congénitas o adquiridas. Las congénitas se originan por alteraciones genéticas que dan
lugar a enzimas defectuosas (errores innatos del metabolismo). Mientras que las
adquiridas se deben a enfermedades de 6rganos endocrinos o a la falla de 6rganos
metabdlicamente activos. En las enfermedades metabdlicas el diagndstico precoz es
importante para dar un tratamiento efectivo y evitar en muchos casos deterioro mental.

3. FUNDAMENTO TEORICO
Mecanismos patoldgicos clasicos en los errores innatos del metabolismo.

¢ Acumulacién de sustratos en una reaccion catabdlica bloqueada
alcanzando concentraciones toxicas.

e Produccién de compuestos secundarios toxicos a través de unavia
normalmente menor.

o Deficiencia de un producto secundario en una viaanabdlica.

e Pérdida de la regulacién con sobreproduccion de intermediarios a niveles
téxicos

Dentro de los errores innatos del metabolismo se encuentran las enfermedades de
almacenamiento lisosomal o enzimopatias lisosomales, se caracterizan por un déficit
enzimatico especifico, la excrecion de metabolitos por la orina y la acumulacién de los
compuestos no degradados en diferentes érganos y tejidos que ocasionan la disfuncion
de éstos. Tienen un patron de herencia autosomico recesivo, excepto para la
enfermedad de Fabry y la enfermedad de Hunter en las que el patron de herencia esta
ligado al cromosoma X. Estas enfermedades tienen una baja incidencia en general. Su
importancia radica en que sumadas todas, representan un problema de salud, por la
pobre calidad de vida de esos pacientes, asi como su fallecimiento prematuro, motivo
por el es importante evitar los nacimientos de nuevos nifios afectados realizando una
deteccion oportuna. En estas enfermedades es comun detectar al menos un bloqueo
metabdlico como defecto primario, por lo que la investigacion de la variabilidad genética
ha contribuido al avance en los conocimientos de las vias metabdlicas, de la fisiologia y
la biologia humana, ademas del papel de los organelos celulares.
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El progreso al principio fue lento, pero se acelero en la década de los 50 con el desarrollo
de nuevas tecnologias, como son: los métodos cromatogréaficos, las técnicas
electroforéticas de separacion de proteinas, la enzimologia con una gran variedad de
sustratos, incluidos los marcados con isétopos radiactivos. Las técnicas de cultivos
celulares incrementaron progresivamente la capacidad de detectar nuevos errores
innatos del metabolismo y analizar sus consecuencias metabélicas. El desarrollo de la
tecnologia del ADN proporcion6, ademas la posibilidad de descifrar directamente las
causas de los errores innatos del metabolismo, es decir las mutaciones y al integrar esos
conocimientos con los de la bioquimica metabdlica y la biologia celular, permitié
comprender cémo se alteran la sintesis, la modificacion postraduccional, el
procesamiento y la localizacibn de numerosos productos genéticos clinicamente
relevantes y las consecuencias que esto acarrea para el individuo.

Como ejemplos de estas alteraciones metabdlicas estan: la fenilcetonuria, la tirosinemia,
la alcaptonuria, el albinismo y las diferentes mucopolisacaridosis entre otras.

3.1 Fenilcetonuria

La fenilcetonuria fue la primer enfermedad genética descubierta, se debe a la deficiencia
de la enzima fenilalanina hidroxilasa, esa alteracion origina que la fenilalanina se
degrade en una ruta metabdlica alterna que genera fenilpiruvato, un compuesto que es
neurotoxico y afecta gravemente al cerebro durante el crecimiento y desarrollo. Los
efectos de la acumulacién de fenilpiruvato causan oligofrenia que se caracteriza por un
cociente intelectual inferior a 20. Una deficiencia en el metabolismo de la fenilalanina
puede producir alcaptonuria, otra enfermedad hereditaria que genera orinas negruzcas
y calculos renales.

En 1953 se establecio que la fenilcetonuria se puede tratar de forma efectiva con una
manipulacién nutricional adecuada a la necesidad de cada individuo; a este tratamiento
se le denomino terapéutica nutricional. El infante destinado de por vida a discapacidad
motora y cognoscitiva puede ahora rescatarse con una prescripcion nutricional que se
inicie tempranamente en el desarrollo y de forma individualizada. El analisis de los
analitos y macromoléculas a partir de sus fluidos biolégicos se utiliza para desarrollar el
plan terapéutico y para evaluar la eficacia de la intervencion[1].

El suefio de muchos de los individuos con fenilcetonuria es una cura permanente,
actualmente se han desarrollado terapias con células modificadas genéticamente y
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viables, en particular terapia génica con el transplante de células de higado, troncales
de embriones o células hematopoyéticas para el tratamiento de la fenilcetonuria [2].

Proteina

Enzimas i

Fenilalanina ———— Acido fenilpiruvico

Hidroxilasa de
fenilalanina

Fenilcetonuria

Tirosina _H—> Melanina

¥
Transaminasa Albinismo
—> o
Cretinismo
Acido
hidroxifenilpiruvico Tiroxina
Oxidasa del &cido - > Tirosinosis

hidroxifenilpirivico

Acido homogentisico

Oxidasa del &ci
homogentisico

Alcaptonuria

1L
Acido maleilacético

Figura 1. Metabolismo de la fenilalanina. Las flechas cruzadas por una doble linea indican un
bloqueo de la enzima que esta al lado izquierdo y los cuadros indican la enfermedad metabdlica
con la que se asocia el blogueo.
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3.2 Tirosinemia (Tirosinosis)

La tirosina es un aminoacido semiesencial en humanos, se obtiene de la hidrdlisis de
las proteinas de la dieta o de la hidroxilacién de la fenilalanina. La tirosina se anaboliza
para la produccién de catecolaminas y melaninas o bien se degrada en el citoplasma de
los hepatocitos. La tirosinemia tipo 1 es una enfermedad autosémica recesiva, cuya
causa es la deficiencia de la enzima fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH), los sintomas
clinicos incluyen disfuncién hepéatica, cirrosis, carcinoma hepatocelular, sindrome renal
de Fanconi y neuropatia periférica. Se caracteriza por hipertirosinemia, tirosiluria y
valores elevados de succinilacetona en plasma y orina. El gen humano de la FAH se ha
clonado y mapeado en el cromosoma 15, existe una gran heterogeneidad genética y se
han descrito mas de 30 mutaciones, se estima que la incidencia en la poblacién mundial
es de 1/100,000.

En 1940 Moss y Schoenheimer estudiando ratas determinaron que la fenilalanina se
hidroxilaba a tirosina. La primera aplicacion fue determinar el grado de bloqueo de la
hidroxilacion en pacientes con fenilcetonuria. Estos andlisis se utilizan para analizar la
produccion de tirosina en sujetos normales y en pacientes con errores innatos del
metabolismo [3].

3.3 Alcaptonuria(Homogentisicaciduria)

Es una enfermedad en la que se presenta la deficiencia de la enzima homogentisiato-
1,2 dioxigenasa (HGD), es un raro trastorno hereditario en el cual la orina se torna de
color negro-marron con la exposicion al aire. Los sintomas pueden abarcar artritis
progresiva, especialmente de la columna, obscurecimiento de la oreja, puntos oscuros
sobre la esclerética y la cornea.

Los estudios de genealogia permitieron establecer a los ancestros de esta enfermedad
en las localidades geogréficas originales del distrito de Kysuce en Eslovaquia. Esta
enfermedad se encuentra codificada en el brazo largo del cromosoma 3 del humano y
después de clonar a la enzima HGD se han identificado 9 mutaciones en estos pacientes
[4]. Cuando la enzima tiene mutaciones no funciona rompiendo el anillo bencénico de la
tirosina, esta deficiencia origina que se acumule el &cido homogentisico, que a su vez
produce un pigmento negro castafio en los tejidos,
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cérnea negra, sordera, calculos renales, y artropatia, los pacientes sufren de dolores en
las articulaciones y en la columna vertebral. Se puede heredar como un caracter
autosémico recesivo [5].

3.4 Albinismo

Los melanocitos son las células que producen pigmentos en el cabello y la epidermis
del ojo, son los responsables de la pigmentacion de la piel. Este pigmento se obtiene
con la sintesis estrictamente regulada de la melanina en los organelos denominados
melanosomas mismos que se transportan por procesos dendriticos y se transfieren al
cabello que va creciendo, 0 a los queratocitos que es donde la melanina protege del
dafio que la luz UV produce al ADN. Se han implicado mas de 130 genes en el desarrollo
y funcién de este tipo celular y estas alteraciones se han asociado al albinismo pero
también al vitiligo y al sindrome de Hermansky-Pudlak [6].

El albinismo es un grupo de enfermedades genéticas en la que se presenta una
ausencia congénita de la pigmentacion de ojos, piel y pelo en los seres humanos, se
origina por la mutacién en los genes involucrados en la produccién de melanina. En los
individuos albinos se encuentra alterada la funcién de la enzima tirosinasa, por lo que
no se transforma la tirosina en melanina y se presenta este transtorno que es hereditario.
Se transmite de diferentes formas: autosémica recesiva, autosémica dominante o ligada
al cromosoma X.

3.4.1 El albinismo negativo a latirosinasa

Esta enfermedad se hereda de forma autosémica recesiva simple, los pacientes
presentan un déficit de pigmentacion en el fondo del ojo, sus iris tienen un color gris
transparente o azulado, la pupila muestra un color rojizo durante los primeros afios de
vida que se ennegrece en periodos posteriores, se presenta fotofobia, agudeza visual
inferior a lo normal, la piel y el pelo presentan menor pigmentacion, la exposicién a la
luz solar provoca eritema y aparicion de pecas.
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3.4.2 Albinismo positivo a latirosinasa

Este trastorno también recibe el nombre de Albinoidismo y Leucomelanopatia
hereditaria, se hereda de forma autosémica recesiva simple, se caracteriza por
pigmentacion amarillenta o rojiza de las estructuras oculocutaneas, los pacientes
presentan neutropenia y menor resistencia a las infecciones, los pacientes desarrollan
linfomas malignos.

3.4.3 Albinismo mutante amarillo

Se hereda de forma autosémica recesiva, los pacientes al exponerse a la luz ultravioleta
producen melanina por lo que aumenta la produccién de un pigmento de color amarillo
sin gue origine uno de color negro.

3.4.4 Albinismo oculocutaneo

Se caracteriza por la hipopigmentacion del iris, reduccion de la pigmentacién retinal,
hipoplasia foveal asociada a reduccion de la agudeza visual, reduccion de la vision
estereoscopica, presentan cabello blanco que no obscurece con la edad. Es raro, se
presenta en 1 de 17,000 nacimientos, los pacientes muestran diversos grados de
agudeza visual y errores de refracciéon ademas de fototrofia. Se hereda como caréacter
recesivo [7].

3.4.5 Albinismo cutaneo

Se hereda de forma autos6mica dominante, su fenotipo se limita a alteraciones en la
coloracion de piel y cabello sin alterar el ojo. Puede aparecer un mechén de pelo blanco,
no es raro observar pigmentacion parcial o completa durante la adolescencia o poco
después, se desconoce el mecanismo que provoca la actividad melanogénica.
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3.5 Mucopolisacaridosis

Las mucopolisacaridosis representan un grupo de enfermedades que devastan por
atesoramiento (almacenamiento de metabolitos) lisosomal, afectan aproximadamente a
1 de cada 25,000 individuos. Los avances en bioquimica y genética en los ultimos 25
afilos han permitido identificar a las enzimas hidrolasas causantes de las
mucopolisacaridosis, con ello se han caracterizado a los genes involucrados. Esos
avances han conducido al desarrollo especifico y tratamientos para algunas de las
mucopolisacaridosis, en forma de reemplazo de la enzima [8]. Poseen un espectro de
manifestaciones sistémicas que incluyen: compromiso respiratorio, deformaciones
esqueléticas, deterioro neuroldgico e intelectual, anormalidades cardiacas y problemas
gastrointestinales. Las manifestaciones oculares son comunes y conducen a deterioro
visual, opacidad de la cornea, retinopatia y glaucoma|9].
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Figura 2 Unidad disacaridica repetitiva del sulfato de dermatdn compuesta por (L-iduronato y
sulfato de N-acetil-galactosamina)

Los mucopolisacaridos acidos como el sulfato de dermatan (Figura 2), el sulfato de
condroitina y el acido hialurénico (Figura 3) son algunos de los principales componentes
de los tejidos conectivos, se conocen seis trastornos diferentes en los que se presenta
exceso de ellos y por lo tanto se excretan en la orina, dichos sindromes se clasifican en
Mucopolisacaridosis | a la VII.
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Figura 3 Unidad disacaridica del acido hialurénico (disacarido compuesto por N-
acetilglucosamina y 4cido glucurdnico).
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3.5.1 Mucopolisacaridosis |

La mucopolisacaridosis tipo | o sindrome de Hurler. Se origina por la deficiencia de la
enzima lisosomal a-L-iduronidasa. En su forma severa se conoce como enfermedad de
Hurler, se manifiesta por deformidades del esqueleto y retardo en el desarrollo mental y
motor. Los pacientes con la forma adulta (enfermedad de Scheie) son casi de estatura
normal y no presentan retraso mental, los sintomas tipicos son opacidad en la cornea,
cambios esqueléticos. En la mayoria de los casos también esta involucrado el corazén,
algunos pacientes con deficiencia de a-iduronidasa muestran sintomas intermedios
entre Hurler y Scheie, los diferentes fenotipos se originan por mutaciones alelicas del
gene de la a-iduronidasa (IDUA), es una enfermedad rara y su prevalencia es de
1:100,000, se trata con transplante de médula ésea, también se les administra la enzima
a-iduronidasa, Aldurazyme esto conduce a una mejoria en la funcion pulmonar y en la
movilidad de las articulaciones.

3.5.2 Mucopolisacaridosis Il

También denominado sindrome de Hunter, es una enfermedad rara que se hereda como
caracter recesivo y ligado al cromosoma X, la causa es la deficiencia de la enzima
lisosomal iduronato-2-sulfatasa, conduce a una acumulacién de glucosaminoglucanos
en casi todos los tipos celulares y 6rganos. Las manifestaciones clinicas incluyen: la
obstruccién de vias respiratorias, deformaciones esqueléticas, cardiomiopatia y en la
mayoria de los pacientes alteraciones neurol6gicas. La muerte ocurre en la segunda
década de la vida. Recientemente se ha intentado la terapia de reemplazo con enzima
iduronato-2-sulfatasa recombinante humana, dltimamente se han introducido infusiones
intravenosas de idursulfase (iduronato-2-sulfatasa) que han mejorado muchos de los
sintomas de los pacientes con MPS 11 [10].

3.5.3 Mucopolisacaridosis Il

Las mucopolisacaridosis tipos IlIA, B, C, y D son un grupo de enfermedades de caracter
recesivo causadas por mutaciones de uno de los cuatro genes que la enzima requiere
para tener actividad de degradacion lisosomal de sulfato de heparan. El almacenamiento
lisosomal progresivo de sulfato de heparan resulta en las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, que se caracterizan por la degeneracion
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del sistema nervioso central. La MPS-IIIA y MPS-IIIB involucran deficiencias de
sulfamidasa de sulfato de heparan (SGSH) y alfa N-acetilgucosaminidasa (NAGLU). Los
genes SGSH y NAGLU se han clonado lo cual ha permitido estudiar las mutaciones. Se
han detectado 62 mutaciones en la MPS-IlIA y un total de 86 para NAGLU, la mayoria
de esas mutaciones se han asociado con fenotipos clinicos severos, se ha descrito que
esas mutaciones tienen diferentes origenes geograficos en Eslovaquia, lo anterior
beneficiara el establecimiento del diagnéstico[11].

3.5.4 Mucopolicaridosis IV

La mucopolisacaridosis IV también conocida como enfermedad de Morquio, es un
desorden de atesoramiento de metabolitos en los lisosomas de caracter autosémico
recesivo, se origina por una deficiencia genética de la enzima N-acetilgalactosamina-6-
sulfato sulfatasa (GALNS; E.C.3.1.6.4.). La enzima GALNS se requiere para degradar
el sulfato de keratan y el condroitin-6-sulfato (Figura 4). La acumulacion de las
substancias no degradadas en los lisosomas de los tejidos afectados conduce a una
displasia Gsea sistémica, las principales alteraciones incluyen: acortamiento del tronco
y caja toraxica, curvatura espinal, inestabilidad de las vértebras cervicales. Los niveles
de glucosaminoglicanos en los pacientes con MPS IVA son cercanos a los limites
normales por lo que es dificil su diagndéstico, por lo tanto también se analizan los niveles
de sulfato de queratina en orina y plasma. La deteccién de heterocigotos obligados por
mediciones enzimaticas no es muy confiable porque existe traslape de GALNS en
fibroblastos o leucocitos de fenotipo afectado y controles normales. La heterocigocidad
genética de la mucopolisacaridosis IVa se ha facilitado por el aislamiento y la
caracterizacion del ADNc que codifica para la GALNS humana. La terapia convencional
es sintomatica y se limita a procedimientos paliativos que no tienen impacto en la
mortalidad. No existe un consenso de la efectividad del transplante de médula 6sea. En
el futuro, la terapia genética podria representar una enorme mejora terapeutica [12, 13].
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Figura 4 Unidad disacaridica del sulfato de condroitina formado por D-glucuronato y N-acetil
galactosamina-4-sulfato
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3.5.5 Mucopolisacaridosis VI

La Mucopolisacaridosis tipo VI (MPS V1), también denominada Sindrome de Maroteaux-
Lamy, es una enfermedad por atesoramiento lisosomal de caracter autosémico recesivo,
se origina por la deficiencia de la enzima N-acetilgalactosamina- 4-sulfatasa (4S), las
mutaciones en el gene 4S son responsables de la deficiencia de esta enzima lo que
conduce a la acumulacion intralisosomal de los glucosaminoglicanos sulfato de
dermatan y sulfato de condroitina parcialmente degradados. Se han identificado 45
mutaciones clinicamente relevantes en el gene 4S humano. También se han descrito 6
polimorfismos: dos substituciones de aminoacidos y 4 silenciosas. El modelaje
molecular de esas mutaciones sugiere una estructura que ocasiona deficiencia via
desestabilizaciéon y reduccién de la concentracién de la proteina 4S, el escrutinio de los
alelos para MPS-VI en toda la poblacién es sumamente dificil [14].

3.5.6 Mucopolisacaridosis VI

El sindrome de Sly tiene dos formas de presentacion, una con signos clinicos severos
gue normalmente se presentan en la vida intrauterina o en el periodo neonatal y la otra
que muestra signos menos agresivos y que se presenta alrededor de los cuatro afios.

La forma severa se caracteriza por: dismorfias, retardo motor y del desarrollo, opacidad
corneal y hallazgos clinicos y patolégicos de una enfermedad lisosomal. La de
presentacion tardia se caracteriza porque los pacientes con esta enfermedad tienen
inteligencia normal pero presentan alteraciones esqueléticas progresivas. Aldn no
existen datos estadisticos sobre la frecuencia con la que se presenta estesindrome.

3.5.7 El diagnoéstico de las mucopolisacaridosis y fenilcetonuria

Las pruebas de laboratorio que se utilizan para realizar el diagnéstico de estas
patologias se pueden dividir en dos grupos: las preliminares que son cualitativas y un
segundo grupo conformado por pruebas especificas entre las que encontramos la
determinacion de la actividad de las enzimas presuntamente comprometidas y las
pruebas moleculares de indole genético. Dentro del primer grupo estan las pruebas que
se han desarrollado utilizando reactivos que al reaccionar con los Glucosaminoglicanos
(GAGSs) producen un precipitado (Albumina acida y el Cloruro de




ST SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & '
LABORATORIOS DE DOCENCIA J d
A , , 1 L B9
Pz' MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA \ |= €S
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 243/330

Cetil Piridio -CPC); y aquellas que utilizan la reaccion entre los GAGs y un reactivo de
color que permiten determinar la presencia de estas moléculas cuando son excretadas
en la orina, por ejemplo, el método colorimétrico basado en la reaccion de los
glucosaminoglicanos con el colorante azul de dimetilmetileno o azul de toluidina. Sin
embargo, estas pruebas no permiten discriminar entre los diferentes tipos de GAGs por
su baja especificidad, ademas de presentar un alto porcentaje de falsos positivos. No
obstante, son importantes para complementar con otras pruebas sencillas como la
cromatografia en capa fina, la electroforesis en gel de agarosa que permiten conocer de
manera cualitativa o semicuantitativa los GAGs excretados.

Para el diagndstico de fenilcetonuria los métodos que se utilizan de rutina incluyen la
inhibicién del crecimiento bacteriano auxotrofo disefiado por Robert Guthrie [15], pero
también existen métodos espectrofotométricos, fluorométricos, inmunoensayo y
espectrometria de masas con ionizacion de electrospray [16]. Finalmente, estan los
métodos que pueden detectar las mutaciones por PCR y RFLP-PCR.

4. METODOLOGIA

41 PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE ERRORES INNATOS DEL
METABOLISMO, PRUEBA DEL CLORUROFERRICO

4.1.1 Material y Equipo
¢ Micropipetas Gilson
e Tubos de ensaye de 13x100
e Gradilla
e Balanza analitica

e Matraz aforado de 100 mL

4.1.2 Reactivos
e Orinareciente

e Cloruro férrico
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e Sulfato ferrroso aménico

e Acido clorhidrico 0.02N

Servicios

Energia eléctrica, agua

4.1.3 Procedimiento

1. Preparacioén del reactivo de cloruro férrico. Disolver 1 g de FeClsy 1 g de sulfato
ferroso amonico y aforar a 100 mL con HCI0.02N.

2. Adicionar 500 pL de reactivo de cloruro férrico en dostubos.
3. Agregar 250 pL de orina problema en un tubo y 250 pL alotro.
4. Mezclar agitando vigorosamente y observar lacoloracion.

5. Observar después de 1 h

6. Para determinar la presencia de acido homogentisico, se adicionan 1 6 2 gotas del
reactivo de cloruro férrico a 1 ml de orina, observar la aparicién de un color azul.

4.1.4 Interpretacion de los resultados:

Fenilcetonuria. Color verde inmediato o azul que se torna a amarillo
Tirosinemia. Color verde que desaparece en segundos
Alcaptonuria. Color azul o verde de pronta desaparicion
Histidinemia. Color verde o azul verde

Enfermedad de jarabe de arce. Azul.

Una coloracién diferente al tono del blanco de reactivos asociado a un color verde o
azul, indica que la prueba tamiz ha dado positiva para un transtorno del metabolismo
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de la fenilalanina y requerir4 de un analisis posterior de la actividad enzimética de cada
una de las enzimas involucradas por ensayos méas especificos como fluorometria. Otra
posibilidad es analizar por PCR mudltiple las diferentes mutaciones presentes en la
muestra.

4.2 PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE FENILCETONURIA POR LA PRUEBA
DE GUTHRIE

4.2.1 Material

o Papel filtro especial (Shleicher & Schuell # 903) impreso en circulos guias.
e Cajas de Petri.

e Lancetas.

o Tijeras.

e Autoclave.

4.2.1.1 Material Biol6gico

e Bacillus subtillis cepa ATCC 6051 o ATCC 6633.
4.2.1.2 Reactivos

e Medio de cultivo BHI

e Solucion de B-2-tienilalanina al 171 mg/dL.

e Soluciones de fenilalanina a diferentes concentraciones (2, 4, 8, 10, 12, 16 y 20
mg/dL)

e Tiras de papel filtro de 1.5 por 4 cm.
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4.2.2 Recoleccion de Muestras

La sangre obtenida mediante puncién, previa asepsia, del talén o del dedo se absorbe
con el papel filtro especial para que llene completamente los circulos de
aproximadamente 1 cm de diametro.

4.2.3 Procedimiento

1. Las tiras de papel filtro con las muestras problema y con los controles de fenilalanina
se colocan dentro de una caja Petri y se esterilizan con autoclave a 121°C por 3 minutos.
La identificacién se escribe con lapiz, para evitar que la tintase

2. Preparar el medio de cultivo (150 mL), dejar enfriar y antes de solidificar
(aproximadamente a 45°C) afadir la B-2-tienilalanina 0.3 mL (17 mg/dL), colocar en las
cajas de Petri, dejar solidificar.

3. Cortar con la perforadora un disco de 0.3 cm de la mancha de sangre. Los circulos
adicionales se conservan para otras pruebas subsecuentes, si fueran necesarias. Cortar
con la perforadora los discos numerados de la tira de control de fenilalanina. Maneje los
discos con pinzas estériles de punta fina.

4. Coloque los discos recortados en una caja de Petriestéril.
5. Sembrar la cepa de Bacillus subtillis en el medio de cultivo por estriamasiva.

6. Colocar los discos de papel tanto controles como problemas procurando una
distancia igual entre ellos, puede colocar en el centro la muestra problema.

7. Incubar a 37°C por 12 a 16 hrs. Después de 24 horas el desarrollo de las bacterias
puede interferir con la interpretacién de losresultados.

8. Compare las zonas de crecimiento que rodean a los discos de prueba con las zonas
en torno de los discos de control y registre los resultados. Un halo de inhibicion
comparable a la zona del disco de 4 mg/dL, se considera probablemente positivo y
requiere confirmacion.

4.2.4 Interpretacion de los resultados.

La B-tienilalanina genera una inhibicion del crecimiento del Bacillus subtillis, para su
crecimiento el microorganismo requiere de la presencia de fenilalanina por lo que si la
muestra impreganada en el disco contiene fenilalanina, dependiendo de su
concentracion se presentara mayor o menor inhibicién del crecimento bacteriano.
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4.3 PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE MUCOPOLISACARIDOSIS POR LA
MANCHA DE BERRY

4.3.1 Material
e Probetas
e Goteros

e CronOGmetro
e Tiras de papelfiltro
e Cajas Petri

e Tubos Eppendorf

4.3.2 Reactivos
e Orinareciente
e Azul de toluidina
e Acetona
e Agua destilada

e Acido acético al 10%

Servicios

e Agua, energia eléctrica

Procedimiento

1. Preparacion del azul de toluidina. Disolver 1 g de azul de toluidina en 400 mL de
acetona y 100 mL de agua destilada

2. Colocar en una tira de papel filtro de 3X10 cm 25 pL de un patron positivo (heparina)
y aun lado 25 pL de la orina problema y dejar secar alaire.

3. Sumergirlo en el colorante durante 45 segundos.

4. Lavar dos veces en acido acético al 10% y observar lacoloracion.
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5. RESULTADOS ESPERADOS

Se considera positivo si en la muestra problema se presenta un punto purpura sobre

un fondo azul como en el patrén positivo.

6. CUESTIONARIO

Instrucciones. Conteste las siguientes preguntas:

1. ¢ Por qué es necesaria la prueba en recién nacidos?

2. ¢ Qué tratamientos existen en el manejo de los errores innatos del metabolismo?

3. ¢Cual es el fundamento de la prueba de Guthrie parafenilcetonuria?

4. Esquematice las reacciones y el bloqueo enzimatico de:

a) fenilcetonuria
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b) tirosinosis
¢) albinismo
d) alcaptonuria
5. ¢, Qué son los mucopolisacéaridos acidos, donde se sintetizan y cual es sufuncién?

6. ¢En qué casos diferentes a la MPS podemos encontrar cantidades elevadas de
mucopolisacéridos acidos?

7. ¢ Qué pruebas existen para el diagnéstico de lasMPS?

8. Anote el nombre de la 6 las enzimas que se alteran en cada una de las
mucopolisacaridosis.

6. MANEJO DE RESIDUOS

Los sobrantes y desechos de orina se inactivaran con una solucion de hipoclorito
de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucion se adicionard a la orina para alcanzar
una concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura
ambiente por 30 minutos y se vertera al drenaje.
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PRACTICA 9. CULTIVO DE LINFOCITOS Y OBSERVACION
DE CARIOTIPO HUMANO

1. OBJETIVOS.

e Que el alumno desarrolle experimentalmente la metodologia que se requiere
para realizar un cultivo de linfocitos de sangre periférica.

¢ Que el alumno realice y observe preparaciones semipermanentes de células del
cultivo de linfocitos para analizar las caracteristicas de los cromosomas
humanos.

2. INTRODUCCION

El cultivo de células humanas y tejidos in vitro es un parte integral del trabajo del
laboratorio en los estudios citogenéticos, esto permite tener células para observar a los
cromosomas en preparaciones en metafase y obtener un buen diagnéstico. Las células
que nos permiten observar esta caracteristica son las que se dividen de forma
espontanea como las de medula 6sea y las gonadales, asi mismo las lineas celulares
de procesos cancerosos. En el caso de otro tipo de células como las sanguineas, es
necesario inducir la division celular de forma artificial utilizando un mitégeno vy
manteniendo las condiciones Optimas de crecimiento.

En este trabajo se presenta el protocolo para realizar el cultivo de células humanas con
el fin de observar sus cromosomas para realizar un diagnostico clinico adecuado, que
sea parte de la formacion académica del Laboratorio de GenéticaClinica.
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3. FUNDAMENTO TEORICO.

3.1 Cultivos celulares.

El cultivo celular es un conjunto de técnicas que permiten la presencia de las
células 'in vitro', manteniendo en lo posible sus propiedades fisiologicas,
bioquimicas y genéticas.

Existen diferentes tipos de cultivos, entre ellos los cultivos celulares primarios
gue se realizan colocando células en medio de cultivo, tomadas directamente de
tejidos animales; en los cultivos primarios las células mantienen su viabilidad
por un periodo de tiempo limitado y pueden reproducirse si se les proporcionan
las condiciones adecuadas, como en el caso de los fibroblastos y las células
sanguineas. Asi mismo, el subcultivo de un cultivo primario deriva en un cultivo
secundario o terciario.

Las células pueden establecerse en forma de monocapa o en suspension. El
crecimiento en monocapa nos indica que las células se adhieren a un sustrato
gue puede ser una superficie plastica y en esa forma iniciar su proliferacién, al
respecto, muchas lineas celulares son anclaje dependiente, es decir no inician
la proliferacion hasta que se han adherido al sustrato. El crecimiento en
suspension es para aquellas células capaces de proliferar sin necesidad de
adherirse al sustrato, independientes de anclaje, como en el caso de las células
hematopoyéticas, algunas lineas celulares transformadas y de células
procedentes de tumores.

3.2 Cultivo de Células Sanguineas.

Uno de los tejidos humanos que mas facil de obtiene es la sangre periférica, lo que ha
permitido el estudio sindromes clinicos de origen genético. En la muestra sanguinea las
células que son de interés para realizar un cultivo son la nucleadas, es decir, los
leucocitos que se dividen en cinco tipos: neutrdéfilos, eosindfilos, basofilos monocitos 'y
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linfocitos. De éstas formas diferenciadas de células, sdlo los linfocitos se pueden inducir
a dividirse bajo condiciones optimas en cultivo.

3.2.1 Mitoégenos.

Para que los linfocitos puedan iniciar la proliferacion y se transformen en células
mitoticamente activas en un cultivo celular es necesario exponerlas a algunos antigenos
como es el caso del toxoide tetanico, el extracto de polen toxoide diftérico, asi como
algunos antigenos derivados de plantas como la concanavalina Ay la fitohemaglutinina.
Ademas se puede utilizar como mitégeno natural a la interleucina 2 (IL-2).

La fitohemaglutinina (PHA) es una mucoproteina extraida del frijol rojo Phaseolus
vulgaris, aglutina tanto eritrocitos como leucocitos, se une a determinados
oligosacéridos y estimula la mitosis en estos Ultimos; provocando un incremento en la
sintesis de RNA de las células in vitro después de 24 horas de cultivo, asimismo se
produce interleucina 2 (IL-2) como factor de crecimiento para los linfocitos que permite
gue el proceso mitético continte. Durante las siguientes 24 horas comienza la sintesis
de ADN y la primera mitosis se presenta alrededor de las 48 horas.

La concanavalina A (Con A) es una proteina globular de origen vegetal, se
obtiene a partir del frijol Canavalia ensiformis (variedad blanca); esta lectina es
un excelente inductor de mitosis en los linfocitos, al fijarse especificamente a un
receptor de superficie celular que contiene a los oligosacaridos mandsidos.

3.2.2 Medio de cultivo

Para realizar un cultivo de linfocitos es necesario contar con un medio de cultivo que es
una solucién balanceada de sales y nutrientes como glucosa, con control de pH y
adicionada con algunos aditivos como vitaminas. Entre los medios de cultivo que
podemos utilizar se encuentran la solucion de Hank’s (HBSS), el medio Eagle’s (MEM),
medio esencial minimo de Dulbecco y RPMI 1640. Este ultimo es uno de los mas
utilizados, esta suplementado con L-glutamina y necesita la adicién de suero fetal de
ternera entre un 10 y 20% como complemento.
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3.2.3 Contaminacion

Muchos microorganismos son capaces de crecer rapidamente en cultivos celulares de
ahi que el mantener las condiciones de esterilidad es indispensable. Por lo tanto, para
trabajar con cultivos celulares, estos se deben realizar en una campana de flujo laminar
y utilizar antibiéticos y fungicidas en el cultivo.

Los contaminantes bacterianos mas comunes en los cultivos celulares son los
estreptococos, los estafilococos y las enterobacterias como E. coli, por lo que los
antibioticos de eleccién son la penicilina (100 U/mL) y la estreptomicina (100 ug/mL) que
muestran una buena eficiencia en cultivos de 72 horas. En el caso de que los cultivos
sean mas prolongados es mejor utilizar kanamicina (100 pg/mL) y gentamicina (50
Mg/mL) y si se sospecha de que pueda contaminarse con Pseudomonas sp el antibiético
a usar es la polimixina B (100 U/mL). Como antifungicos es posible usar nistatina (50
pg/mL) y anfotericina B (2.5 ug/mL) que son efectivos en contra de Candida sp vy
Aspergillus sp, que son de los contaminantes mas frecuentes en los cultivos celulares.

3.2.4 pHy temperatura

Los requerimientos de temperatura para un buen cultivo son de 37°C con un intervalo
de 36 a 38°C, ya que temperaturas menores provocan que el progreso de cultivo sea
lento y temperaturas mayores muerte celular.

Con respecto al pH un intervalo adecuado es entre 7 y 7.4 y es conveniente mantener
los cultivos con una atmdsfera parcial de CO; al 5%.

3.2.5 Colchicina

La colchicina es un alcaloide que se une especificamente con la tubulina que es
el componente proteico de los microtubulos que son los responsables de formar
el huso mitotico, por lo que detiene o inhibe la division celular en metafase
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3.3 Sincronizacion.

En un cultivo celular podemos tener células en todas las fases de la mitosis, por lo que
existe un numero limitado de células en metafase que nos permitan observar de manera
clara a los cromosomas, por lo gue es necesario lograr una sincronia en el cultivo. En
este sentido, para mejorar dicha condicién se adiciona un bloqueador quimico como el
metotrexato (MTX) en un estadio temprano del ciclo celular, este compuesto es un
analogo del acido félico que tiene una alta afinidad por la enzima dihidrofolato reductasa
gue participa en la sintesis del acido folinico por lo que este proceso se inhibe; el acido
folinico se requiere para la produccion de timina y por lo tanto para la sintesis de ADN.
Las células entonces se bloguean antes de la sintesis del ADN en G1/S, una vez que
pasa el tiempo suficiente para que todas las células se detengan alli, se retira el bloqueo
y todas seguiran el ciclo de forma sincronizada para poder observarlas a todas en
metafase.

4. METODOLOGIA

4.1 Siembra

Material y Equipo

e Tubos Vacuntainer® de 3 mL con heparina
e Tubos Falcon de 15 mL

e Pipetas graduadas de 5 mL

e Micropipetas Gilson

e Incubadora

e Campana de flujo laminar
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Reactivos

¢ Medio de cultivo RPMI con L-glutamina
¢ Fitohemaglutinina 5 ug/mL

e Antibiéticos

o Penicilina 100 pg/mL
o Estreptomicina 100 pg/mL
o Nistatina 50 pug/mL
o Colchicina 100 pg/mL

Servicios. Energia eléctrica, agua

Procedimiento

1. Tomar 3mL de sangre periférica en un tubo Vacuntainer® conheparina.

2. Colocar en un tubo Falcon de 15 mL, 4.5 mL de medio de cultivo RPMI
suplementado con L-glutamina y adicionar 250 uL fitohemaglutinina, ademas de
penicilina, estreptomicina y nistatina (100 uL de cadauno).

3. Al mismo tubo adicionar 400 uL de la muestra de sangre.
4. Mezclar suavemente e incubar durante 72 horas a37°C.

5. Transcurridas 70 horas de iniciado el cultivo, adicionar 100 yL de colchicina,
hasta completar 72 horas de incubacion.
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4.2 Cosecha

Material y Equipo

e Micropipetas Gilson

e Centrifuga

e Vortex

e Bafio metabdlico

e Pipetas graduadas de 10mL

e Pipetas Pasteur

Reactivos

e Cloruro de potasio 0.075M

e Fijador Metanol /Acido acético 3:1

Servicios. Agua, energia eléctrica

Procedimiento

1. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, centrifugar los tubos con el

cultivo a 1500 rpm durante 5minutos.

2. Desechar el sobrenadante y adicionar al paquete celular agitando en vortex
8mL de cloruro de potasio 0.075M para realizar un choque hipotdnico.

3. Incubar el tubo por 20 minutos a 37°C.

4. Centrifugar a 1500rpm por 10 minutos.

5. Eliminar el sobrenadante y adicionar al paquete celular lentamente y agitando

en vortex 7mL de fijador metanol /acido acético 3:1
6. Dejar la solucion en reposo por 20 minutos.

7. Centrifugar a 1500rpm por 10 minutos
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8. Eliminar el sobrenadante y adicionar al paquete celular nuevamente 7 mL de
fijador metanol /acido acético 3:1. Dejar en reposo 15 minutos.

9. Repetir los dos pasos anteriores dejando en reposo s6lo 10 minutos.

10. Finalmente resuspender el botén en 0.5 mL defijador.

4.3 Preparacion de laminillas

Material y Equipo

e Portaobjetos
e Pipetas Pasteur

o Congelador

Reactivos

e Alcohol al 70%

Servicios. Agua, energia eléctrica

Procedimiento
1. Colocar en alcohol al 70% portaobjetos por 24 horas con la finalidad de
tenerlos libres de grasa.
2. Glasear los portaobjetos, colocandolos en el congelador por 30 minutos.

3. Colocar de 5 a 6 portaobjetos juntos para gotear la suspension del boton con el
fijador desde una altura de 60 a 70 cm.

4. Dejar secar al aire laslaminillas.
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4.4 Tincién
Material y Equipo
e Pipetas Pasteur
e Microscopio 6ptico
e Aceite de inmersién
Reactivos
e Colorante de Giemsa 15%

Servicios. Agua, energia eléctrica

Procedimiento

e Cubrir las laminillas con el colorante de Giemsa durante 15minutos.
¢ Eliminar el exceso de colorante con agua destilada y dejar secar alaire.
e Observar al microscopio a 40X y 100X.

e Analizar las caracteristicas de los cromosomas en metafase.
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5. DIAGRAMA DE FLUJO
>
/ %. - - /
, Cultivo de Linfocitos —
> /'

En medio RPMI con L-glutamina
suplementado con fitohemaglutinina
durante 72 hrs.a 37°C.

Se adicionan 8 gotas de

una muestra de sangre

periférica |
]

Transcurridas 70 horas
de iniciado el cultivo se
adiciona colchicina,

Tomar fotografias
de buena calidad, impni-
mirlas, recortar los
cromosomas y armar
el ideograma

Las preparaciones se
realizan por goteo, se dejan
secar al aire y se tifien con
Giemsa.

Una vez transcurrido el
tiempo el paquete celular se
somete a choque hipotdnico
con KCl,

Posteriormente las células
se fijan con una solucion de
metanol-acido acético

£ ] =

6. PREPARACION DE REACTIVOS

e Preparacion de Penicilina

Penicilina 100 g

Agua Bidestilada 1mL
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e Preparacién de Estreptomicina
Estreptomicina 100 pg
Agua Bidestilada 1mL
e Preparacion de Nistatina
Nistatina 100 ug
Agua Bidestilada 1mL
e Preparacion de Colchicina
Colchicina 100 ug
Agua Bidestilada 1mL
e Preparacion de cloruro de potasio
KCI 0.075M 5649
Agua Bidestilada cbp 1000 mL
e Preparacion de metanol/acido acético
Metanol 75 mL
Acido acético 25 mL
100 mL

7. CUESTIONARIO

1. ¢ Cual es la importancia de poder realizar un cultivocelular?

2. ¢ Qué factores deben controlarse en un cultivocelular?
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3. ¢ Qué funcion tiene y cual es el mecanismo de accién de la fitohemaglutinina (PHA)?
4. ¢ Qué otro reactivo emplearia si no contara confitohemaglutinina?

5. ¢Por qué se utiliza heparina como anticoagulante para realizar un cultivo de
linfocitos?

6. ¢ Cudles son las aplicaciones clinicas de un cultivo delinfocitos?

7. ¢Cual es el mecanismo de accién de la colchicina?

8. ¢Cual es la diferencia entre una solucién hipoténica y unahipertonica?
9. Describa la nomenclatura de Denver para el armado de cariotipo

10. Describa la utilidad del armado de cariotipo

11. ;Cuales son los principales problemas en la identificacién de cromosomas por este
método?

12. Describa el significado de:
a) 46,XXA-, t((AqGq)+

b) 46,XY, t(Bp-;Dg-)pat

c) 46,XY Gs

d) 46,XYqi

e) 46,XX?22p-

) 46,XY/47,XY,G+

8. MANEJO DE RESIDUQOS

1. El material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccién de
sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el &rea de confinamiento
de residuos.

2. Los sobrantes y desechos de sangre liquida o0 sus componentes se inactivaran
con una solucion de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucién se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzaruna

concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera al drenaje.
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PRACTICA 10. IDENTIFICACION HUMANA CON FINES DE
EXCLUSION DE PATERNIDAD

1. OBJETIVO

Que el alumno aplique las técnicas de biologia molecular en la identificacion humana y
analisis de paternidad.

2. INTRODUCCION

Toda persona es una combinacion Unica e irrepetible, a excepcién de los
gemelos univitelinos, del patrimonio genético de sus progenitores y ancestros. El
acido desoxirribonucleico (ADN), proporciona identidad biol6gica a los
individuos, posee caracteristicas moleculares extraordinarias que permiten
reconocer a una persona de entre todas las demas que habitan nuestro planeta.

Los organismos vivos, por sus caracteristicas biolégicas no pueden permanecer
indefinidamente en la Tierra, se preservan como especies por medio de la
reproduccion [1]. El disefio de construccion de cada individuo queda delineado
desde que el ADN contenido en el espermatozoide del padre se une al del 6vulo
de la madre. La reproduccion humana no da como resultado productos con
caracteristicas idénticas, sino que introduce variabilidad, como respuesta a las
exigencias de un ambiente con circunstancias nuevas y modificadas para poder
sobrevivir. En otras palabras, la naturaleza no concentra riesgos manteniendo
organismos biolégicos inmutables, méas bien diversifica su inversion
introduciendo variedad en el momento de la concepcion, misma que se
concentra en una sola célula como la unidad fundamental de tamafio
microscoépico capaz de reproduccion independiente y de generar un individuo
completo.
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La criminalistica es uno de los campos del conocimiento que se ha enriquecido,
gracias al desarrollo de los métodos de identificacion humana molecular. Se
encarga del analisis del indicio fisico y tiene como objetivo la identificacién de los
involucrados asi como la reconstruccion del hecho probablemente constitutivo
de delito, de esta forma proporciona elementos suficientes al juzgador con el fin
de la imparticion de justicia.

La utilizacién del ADN para realizar analisis en el ambito de la administracién de
justicia, ha adquirido importancia primordial en procesos civiles (demandas de
paternidad) y penales en aquellos hechos delictivos que pueden dejar vestigios
bioldgicos del autor sobre la victima, el lugar o los instrumentos del delito, asi
como de la victima, sobre el autor o sus pertenencias (delitos violentos, como el
homicidio, o contra la libertad sexual de las personas); pero también es un
elemento particularmente Gtil para la identificacidon de cadaveres (desastres o
accidentes). Las caracteristicas del ADN que lo hacen una herramienta
sumamente eficaz son:

« Es inmutable, ya que este material genético en un mismo individuo
practicamente no cambia a menos que se exponga a radiaciones 0 a
agentes quimicos extraordinariamente toxicos.

+ Presenta alta variabilidad y diversidad de -caracteristicas entre
individuos (a excepcion de los gemelosidénticos).

+ Perennidad, dado que se encuentra presente desde antes de nacer hasta
después de morir.

« Se conoce el modo de herencia, por lo que se pueden realizar estudios
de paternidad, pruebas de parentesco reverso, linaje paterno y materno

[2].

Por lo anterior se ha incorporado una especialidad dentro de la medicina forense:
La Genética Forense [3].
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 Genética Forense

La Genética forense se fundamenta en el estudio de la transmision de los caracteres
hereditarios y el andlisis de la variabilidad genética humana aplicada a la resolucién de
problemas judiciales. Precisa la relacion biol6gica entre los individuos con alto grado de
certeza, como en los casos de parentesco; o bien, entre la evidencia biol6gica
recuperada del lugar de los hechos y el o los probables responsables [4]. Por lo que la
principal actuacion de esta especialidad de las ciencias forenses se desarrolla en:

e Criminalistica[5-7]

¢ Investigacion de la paternidad: impugnacion por parte del supuesto
padre o reclamacion por parte de la madre y/o delhijo.

También son de su competencia otras areas de la identificacion humana al margen del
ambito juridico, como lo son, la identificacion humana en los siguientes casos:

Personas desaparecidas [8-10].
Desastres [11-14].
Hechos histéricos [15-19].

3.2 Historia de la identificacion humana

La identificacibn humana posiblemente tuvo sus origenes antes de la era cristiana, ya
que existen evidencias de huellas humanas en las cavernas prehistéricas. Sin embargo
fue en el afio 700 cuando en China se utilizé la impresion de huellas con el fin de
establecer identidad de documentos y de esculturas de arcilla, sin existir un sistema
formal de clasificacion.

Después de 1000 afios el anatomista Marcello Malpighi de la Universidad de Bologna
en 1686 analiz6 las caracteristicas de las huellas digitales, que en ese momento no se
consideraban como una herramienta para la identificaciéon individual. En 1823 John
Evangelist Purkinji, profesor de anatomia de la Universidad de Breslau en
Checoslovaquia, publicé el primer articulo sobre la naturaleza de las huellas digitales,
sugirio la elaboracion de un sistema de clasificacion basado en 9 tipos principales; sin
embargo, no logro establecer el potencial de individualizacién de ese sistema.
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La investigacion dirigida a la identificacion se ha enfocado en la criminalistica. En 1883
Alphonse Bertillon con un método antropométrico logré identificar al primer criminal
reincidente. Nueve afos después Sir Francis Galton publico el libro Fingerprints, donde
describié la naturaleza de las huellas dactilares y su aplicacion en la resoluciéon de un
crimen. Sin embargo, fue hasta 1901 cuando Sir Edward Richard Henry, jefe de Scotland
Yard adoptdé la identificacion por huellas dactilares y reemplazé el sistema
antropomeétrico.

3.3 Criterios convencionales de identificacion humana

Las huellas dactilares se consideran importantes en la identificacion de personas, ya
gue no existe el registro de dos personas en las que éstas sean idénticas, ni en los
gemelos univitelinos. Aunado a éste sistema de identificacion, los siguientes exdmenes
generales permiten la identificacién de menores carentes de documentos, de enfermos
con amnesia, de delincuentes, etc.

e Descripcion de los rasgos fisonémicos

e Sexo: puede presentar complicaciones en casos de hermafroditismo
e Peso, talla y edad estimadas

e Sistema piloso: (color, forma y tipo de implantacién, ausencia)

e Color de ojos y piel

e Marcas particulares: (cicatrices, defectos congénitos, tatuajes)

e Registro de la voz (frecuencia y amplitud de las vibraciones de las cuerdas
vocales)

e Trazado caligrafico (haciendo comparacion con escritosindubitados)

3.4 Técnicas Bioguimicas empleadas en la identificacién humana

Estas técnicas se fundamentan en la comparacion de diversos productos de expresion
génica como: los grupos sanguineos, las enzimas eritrocitarias, las proteinas
plasmaticas y los antigenos de histocompatibilidad (HLA). Todos estos marcadores se
transmiten siguiendo la herencia mendeliana.
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3.4.1 Grupos sanguineos

Karl Landstainer en 1900 descubrié los grupos sanguineos humanos, fueron los
primeros marcadores que se utilizaron. Un poco después Leone Lattes, profesor del
Instituto de Medicina Forense en Turin, Italia desarroll6 la primera prueba de anticuerpos
para el sistema ABO. Ademas fue pionero en el empleo de este marcador en la
resolucién de una disputa matrimonial. En el libro L’Individualita del sanguenella
biologia, nella clinica, nella medicina legale se analizaron tanto casos clinicos, como de
paternidad, herencia y tipificacion de manchassecas.

Los antigenos del sistema ABO también se encuentran en otras células y fluidos
corporales (saliva, orina, semen, leche) de los individuos secretores. Al descubrimiento
del sistema ABO, se agregaron otros grupos sanguineos como lo son: el MNS, el RH,
el Lewis, el Duffy, el Kidd, etc. Estos sistemas en conjunto presentan una probabilidad
de exclusién de aproximadamente el 75 %.

3.4.2 Enzimas eritrocitarias

Las enzimas eritrocitarias se han utilizado como marcadores bioquimicos en la
identificacion de individuos. Las enzimas que presentan mayor polimorfismo son las
siguientes: fosfatasa acida eritrocitaria, fosfoglucomutasa, adenilato cinasa,
transaminasa glutamico-piravica, adenosina deaminasa, esterasa D, fosfogluconato
dehidrogenasa y la glioxilasa. La probabilidad de exclusion que se logra con estos
marcadores es de aproximadamente el 61%.

3.4.3 Proteinas plasmaticas

Las proteinas mas utilizadas como marcadores son: La transferrina, la alfa-1-
antitripsina, el factor B del sistema properdina, la haptoglobina, las proteinas especificas
de grupo Gc, el orosomucoide, los alotipos Gm y Km de las cadenas ligeras y pesadas
de las inmunoglobulinas, la fracciébn C3 del complemento. La probabilidad de exclusion
lograda con estos marcadores es de aproximadamente 71%.
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3.4.4 Antigenos de histocompatibilidad (HLA):

Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad codifican para los antigenos
de histocompatibilidad (HLA) se ubican en los loci A, B, C, D, DR, DQ y DP del brazo
corto del cromosoma 6. Los antigenos HLA-A, B y C se encuentran en todas las células
nucleadas del organismo; en cambio los HLA-D y R se distribuyen en forma limitada
sobre los linfocitos B, los macréfagos, los espermatozoides, las células de Langerhans,
etc. Presentan en su conjunto una probabilidad de exclusion aproximada del 95 %

3.5 Biologia del ADN

Cada individuo esta formado por millones de células, las cuales por division celular se
derivan del ovocito fertilizado. Estructuralmente nuestras células poseen dos
compartimientos principales, el citoplasmay el ntcleo. Una excepcion son los eritrocitos
humanos ya que no contienen nudcleo. Dentro de este organelo se encuentran los
cromosomas, estructuras en forma de baston que acarrean el material genético.

Las células humanas contienen 23 pares de cromosomas, se hereda uno de cada par
de la madre via el ovocito y el otro del padre via el esperma. Los varones heredan el
cromosoma Y del esperma del padre, mientras que las mujeres heredan un cromosoma
X. De manera, que cada persona XY es un varén o XX una mujer.

La mayoria del ADN (el 99.7%) es igual entre los individuos y solo el 0.3% constituye la
variabilidad genética observada, en este sentido, el estudio de las variaciones entre los
organismos se ha realizado por medio de los polimorfismos genéticos o marcadores
moleculares, que son regiones de ADN no caodificante, que al parecer no se encuentran
sujetas a presion de seleccion, lo que permite una enorme variaciéon que contribuye a
la identificacion humana.

El andlisis detallado del genoma humano (Figura 1), ha permitido identificar diversas
categorias de secuencias de ADN no funcional, muchas constituyen ADN altamente,
moderadamente o poco repetido [20], que a su vez se clasifica de acuerdo a su
disposicion a lo largo del genoma o al tamafio de la unidad de repeticion en dos grupos:
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1) ADN repetitivo en tandem, son regiones con una secuencia comun repetida de
manera continua en un fragmento de ADN y constituyen el 10% del genoma y segun la
unidad de repeticion se subdivide en tres tipos: ADN satélite, ADN minisatélite y ADN

microsatélite.

2) ADN repetitivo disperso, constituye del 15-20% del genoma y consiste de secuencias
de repeticiones intercaladas individualmente en forma de unidades sencillas que se
distribuyen por diversos puntos del genoma y se divide en dos familias denominadas
elementos intercalados cortos, formados por menos de 500 pb (SINE) y elementos
intercalados largos, compuestos por mas de 500 pb (LINE), que derivan de unos
fragmentos de ADN transponibles que se han multiplicado hasta dar lugar a un cierto

ndmero de copias en nuestro genoma.

GENOMA HUMANO
GENOMA NUCLEAR GENOMA MITOCONDRIAL
3000 Mb 16,5 Kb
65,000-8000 genes 37 genes
Genes y secuencias “N,'a‘_ 2 genes 22 genes de 13 genes que codifican
relacionadas a genes extragénico de RNAK RHNAL para polipéptidos
DNA DNA Unico o bajo Moderado a
No codificante Codificante nimero de altamente
copias repetitivo
M Repetidas en Repetidos
secuenciao en
grupo interespaciados

Intrones

traducidas

genes

Pseud Fr os de

Figura 1. Clasificacion del genoma humano. Modificada de Human Molecular Genetics,

Strackan and Read (1998). P 148
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Una categoria importante de ADN repetitivo es el ADN microsatélite, el cual esta
constituido por secuencias pequefias de hasta 400 pb, lo que las hace ideales para el
analisis por PCR. Estas secuencias también denominadas STR’s (del inglés Short
Tandem Repeats) tienen una unidad de repeticion que van de 2 a 7 pb [21] vy se
distribuyen ampliamente en el genoma [22]. Con base en la longitud, el nimero de
repeticiones y la variabilidad que presentan estas secuencias se han denominado STRs
simples, complejos y compuestos, 0 STRs con microvariabilidad baja, intermedia y alta
[23].

Los polimorfismos pueden variar por la modificacién de una sola base hasta cambios en
el nimero y tamafo de las unidades de repeticién y se reconocen dos tipos:

Polimorfismos de secuencia, se producen por el cambio de uno (mutacién puntual) o
mas nuclebtidos en una secuencia de ADN y estan presentes en el ADN codificante.

Polimorfismos de longitud, presentes por la insercion o delecion de uno o mas
nucleétidos, es el mas abundante del ADN repetitivo mini y microsatélite (Tabla 1).

Durante el desarrollo de los espermas y los ovocitos, los pares de cromosomas se
separan, y cada uno se distribuye aleatoriamente al ovocito o al esperma. Esta
segregacion independiente de cromosomas, combinada con los eventos de
recombinacion (meiosis) durante el desarrollo de las células gaméticas, crea una gran
variedad de combinaciones alélicas en ovocitos y espermas. Esto significa que incluso
los hermanos son genéticamente diferentes, aunque menos diferentes que dos
personas escogidas aleatoriamente de wuna poblacion. Los U(nicos individuos
genéticamente iguales son los gemelos idénticos, que se desarrollan a partir del mismo
ovocito fertilizado
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Mb en longitud)

Satélites 2y 3

CLASE TAMANODELA| PRINCIPAL LOCALIZACION
UNIDAD CROMOSOMICA
REPETIDA
DNA satélite
(Bloques de 100 Kb hasta varios 5 La mayoria, posiblemente todos

los cromosomas

Heterocromatina centromérica de
la mayoria de los cromosomasy

150 pb)

Satelite 1 (rico en AT) 25-48 otras regiones heterocromdticas
a (ADN alfoide) Heterocromatina centromérica de
todos los cromosomas
171
Notablemente la heterocromatina
. centroméricade 1, 9, 13, 14, 15,
B (familia Sau 34) 68 21,22yY.
ADN minisatélite Todos los telémeros
(Bloques frecuentemente en el 6 Todos los cromosomas,
rango de 0.1 a 20 Kb) frecuentemente cerca de los
. ) 9-24 telémeros.
Familia telomérica
Familia hipervariable
ADN microsatélite
(Bloques frecuentemente menos de 1-4 Todos los cromosomas

Tabla 1. Diferentes polimorfismos de ADN y su localizacién en los
cromosomas. Modificado de Human Molecular Genetics, Strackan and Read (1998)

P 195.
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3.6 Técnicas moleculares utilizadas en la identificaci6nhumana

En 1985, por vez primera se resolvioé un caso judicial gracias a la aplicacion de técnicas
donde se caracterizaron secuencias hipervariables en el ADN [5]. Los resultados
obtenidos mediante el estudio de las huellas digitales genéticas (DNA- Fingerprinting)
permitieron la aclaracion de una disputa por inmigracion en la Gran Bretafia [24]. Poco
tiempo después, una corte civil inglesa acepto6 la evidencia del ADN en un caso de
paternidad discutida. Posteriormente en 1986 con la aplicacién de estas técnicas se
logré comprobar la inocencia del principal sospechoso en un caso de homicidio [25, 26].
A partir de 1987, las pruebas de ADN se admitieron como evidencia en las Cortes
Criminales de La Gran Bretafia y de Estados Unidos.

En los primeros estudios se utilizaron fragmentos de ADN obtenidos por digestion con
enzimas de restriccion, separados por electroforesis y transferidos a una membrana, la
cual se hibridiz6 con una "sonda", constituida por secuencias complementarias de las
regiones variables, marcada radiactivamente (Sondas multilocus). La aplicacién de la
autorradiografia permiti6 observar bandas de localizacion desconocida dentro del
genoma, caracteristicas de cada individuo y se heredaban de padres a hijos [5, 24]
(Figura 2).

Figura 2. Electroforesis mostrando fragmentos RFLP que difieren en
longitud. Laboratorio de Inmunologia molecular, FES Zaragoza.

Aun cuando las bandas producidas por las sondas multilocus mostraban alta variabilidad
de una persona a otra, los resultados se reproducian con dificultad, ya que las variables
en el corrimiento electroforético (voltaje, tiempo, concentraciéon del gel) afectaban la
reproducibilidad e interpretacién de los resultados.

Gracias al descubrimiento de regiones hipervariables del genoma con localizacién
especifica [27] se desarrollaron las sondas de locus Unico, lo que permitié estudiar una
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zona conocida del genoma que se visualizaba como dos Unicas bandas para la
condicién heterocigota, correspondientes cada una a un alelo heredado de cada
progenitor.

El empleo de las sondas unilocus y multilocus resolvieron muchos de los inconvenientes
experimentales, sin embargo su empleo en la genética forense estaba restringido, por
requerir de ADN integro y de alto peso molecular, lo cual rara vez se obtiene en los
cadaveres en proceso de descomposicién, o en las manchas antiguas de fluidos
biolégicos 0 expuestas a condiciones ambientales adversas. Esta problematica se
resolvio con el desarrollo de técnicas de amplificacién o "copiado” de porciones de ADN
mediante la "reaccion en cadena de la polimerasa" (PCR), que permitié implementar
sistemas de analisis de secuencias mas pequefias presentes en los microsatélites o
STRs (Short Tandem Repeats), pero menos variables que las anteriores.

El desarrollo de esta técnica permitié detectar los polimorfismos en la secuencia
nucleotidica de la region variable, ademés de las diferencias de longitud. A partir del
descubrimiento de polimorfismos hipervariables en el ADN por Wyman and White [28] y
de la posibilidad de emplearlos en identificacién humana [5] la probabilidad de exclusion
se incremento a més del 99.99 %.

3.7 LaTécnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En el aflo de 1988 se desarroll6 la técnica de amplificacion de ADN de pequefias
regiones variables del genoma, a partir de 1700 células diploides, equivalentes a 10
nanogramos de ADN [29], esta técnica se conoce como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Consiste en la amplificacion in vitro que permite sintetizar millones
de copias idénticas de una secuencia Unica de ADN [30] y se basa en la facilidad que
tiene la molécula de ADN para desnaturalizarse y renaturalizarse y la capacidad que
tiene la enzima Taq polimerasa de sintesis de una nueva cadena tomando como molde
cada una de las hebras de ADN desnaturalizado. La sintesis de ADN se inicia utilizando
secuencias especificas de 20 a 30 nucledtidos complementarias al fragmento que se
desea amplificar en combinacion de una ADN polimerasa termoestable que incorpora
los nucledtidos. La reaccion se lleva a cabo en un termociclador (Figura 3), que realiza
la separacion, el acoplamiento y la sintesis de la cadena de ADN logrando un aumento
exponencial de los fragmentos de ADN de interés.
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Figura 3. Aparato de PCR en tiempo real

En la medicina legal la PCR ha enriquecido el andlisis de la identificacion de individuos
a traves de la tipificacién de regiones cromosomicas con los loci STR secuencias de
ADN altamente variables o polimorficas que se pueden detectar por PCR normal y por
PCR en tiempo real. Los alelos de los loci STR se pueden diferenciar por el nimero de
copias de la secuencia repetida presente en la region amplificada y se distinguen de
otros utilizando deteccion radiactiva o fluorescente después de la separacion
electroforética (Figura 4).

— N/
—— BB e—

7 repeticiones
_—

— B D e WO

—
8 repeticiones
Figura 4. Repeticiones cortas en tandem (STRs) que indican una condicion heterocigética
(7 u 8 repeticiones) en el locus analizado. EI ADN puede ser la prueba determinante para
establecer la identidad de unapersona.
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3.8 Genética de poblaciones.

Todos los marcadores genéticos se encuentran en la poblacion en frecuencias
particulares, se debe determinar la frecuencia con que cada marcador se presenta en
una poblacion para hacer mediciones de la fuerza que se tiene al asociar un tipo
genético particular. Si el tipo genético encontrado en el lugar de los hechos esta presente
en el 50% de la poblacién, si el probable responsable exhibe ese tipo genético el valor
de la evidencia es muy bajo. Si por el contrario, el tipo genético se encuentra en solo
uno de un millbn de personas, el hecho de que tanto la evidencia como el probable
responsable tengan el mismo rasgo, adquiere una enorme significancia a favor de que
la evidencia corresponde al probableresponsable.

En el andlisis forense se utilizan diversos marcadores. La forma de expresar la fuerza
total de la concordancia genética es multiplicar las frecuencias individuales de los
diferentes marcadores. A mayor numero de marcadores empleados mayor es la fuerza
de la concordancia genética, solo si los marcadores en cuestion pasan ciertas pruebas
genéticas y estadisticas. La primera, es que la poblacion analizada se encuentre dentro
del equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto significa que los alelos de un locus no muestran
una correlacién a priori con otro més. Por otro lado, los genotipos en diferentes loci
deben perder correlacién con cualquier otro en la poblacién. A esto se le conoce como
equilibrio de enlace, una de las formas en que la poblacién puede desviarse del equilibrio
de Hardy-Weinberg y/o del equilibrio de enlace es si un alto grado de subestructura esta
presente en la poblacién debido a poblaciones distintas pero indetectables. Esto puede
ocurrir si pequefios grupos dentro de una poblacibn muy grande tienden a aparearse
preferencialmente, creando un grupo reproductivo relativamente aislado.

El modelo de Hardy-Weinberg establece la relacion predecible entre las frecuencias
alélicas y las frecuencias genotipicas en un locus en particular, aun si el genotipo no
se ha observado en una muestra poblacionalreal.

El equilibrio de enlace se define como una condicion del estado de equilibrio de una
poblacion donde la frecuencia de un genotipo multilocus es el producto de la
frecuencia de cada locus por separado, aun si el perfil no ha aparecido en una
muestra poblacional real [31].
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3.8.1 Valoracion de la fuerza de laevidencia

El propésito de la tipificacion de ADN es probar la hip6tesis de que una persona en
particular es la fuente del material biol6gico que se encontr6 en el lugar de los hechos.
La evidencia y la muestra de referencia se someten a una bateria de pruebas de ADN.
Una vez completas, el analista es capaz de determinar si la persona es o no la fuente
biol6gica de la evidencia en cuestion.

Las tres conclusiones posibles que se derivan son:

1. Los perfiles son diferentes y entonces se debieron originar de diferentes fuentes
(exclusion).

2. Con base en los resultados no es posible estar seguros de la prueba, si las
muestras tienen el mismo tipo de ADN (inconcluso). Esto puede ocurrir por: la
degradacién, la contaminacion, o falla en algunos aspectos delprocedimiento.

3. Los perfiles son iguales y pudieron originarse de la mismafuente.

3.8.2 Determinacion de la concordanciagenética.

En los sistemas basados en PCR que se desarrollaron para uso forense, los marcadores
de secuencia o longitud se detectan facilmente como alelos discretos. Los genotipos de
dos muestras son iguales o0 no. La ambigiliedad se presenta solamente en situaciones
en las que se detecta mezcla o muestras minimas para los que el genotipo completo no
puede deducirse.

Evaluacion de los resultados:
Las muestras pueden exhibir concordancia bajo tres circunstancias:

1. Las muestras provienen de una fuente comun, esto significa que la evidencia
viene de la misma persona que dond la muestra de referencia.

2. Laconcordancia es una coincidencia: la evidencia proviene de otra persona que
dond la muestra de referencia. La concordancia resulta de dos individuos, el
donador de la referencia y el donador verdadero que por coincidencia comparte
el mismo perfil genético en los marcadores genéticosanalizados.

3. La concordancia es un accidente (error): la evidencia proviene de otra persona
diferente del donador de la muestra de referencia pero ocurrié un error en la
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recoleccion, en el procedimiento analitico o burocratico de forma que la evidencia
y la muestra de referencia parecen tener el mismo perfil genético [31].

3.9 Pruebas de paternidad

La determinacion de paternidad se basa en el hecho de si existen alelos compartidos
entre el probable padre y el menor cuando se estudia una gran cantidad de marcadores
genéticos. El resultado final de la prueba de paternidad es simplemente inclusién o
exclusién. El fundamento de la paternidad es de que en ausencia de mutacién, un nifio
recibe un alelo de cada progenitor en cada locus genético estudiado (Figurab).

c.0

Figura 5. Patrén de herencia mendeliana. La madre posee los alelos A, B, el padre los alelos
C y D. La madre contribuye con el alelo B y el padre con el alelo C en la nifia

4. METODOS

4.1 Extraccion del ADN

Existen varias técnicas para extraer el ADN en el campo forense, debido a que la
naturaleza del material biol6gico puede variar con frecuencia las cantidades son
extremadamente bajas y la calidad del ADN muy pobre. Se han propuesto diferentes
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MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA

formas de tratar el indicio en razén del soporte en el que se encuentra. La muestra
testigo o de referencia requiere tratamientos especiales, ya que puede consistir en
sangre, tejido, pelo, saliva hueso o diente.

Existen técnicas de extraccion diferencial de ADN para los casos de violacién (Differex),
FTA Whatman para muestras de referencia consistentes en sangre y saliva; Chelex o
ADN IQ para muestras en las que se presume que el soporte contiene inhibidores
(sangre, semen o saliva en pantalon de mezclilla o en tierra), El kit Tissue and hair
extraction se utiliza para la extraccion de ADN de bulbos de foliculos pilosos, etc.

4.1.1 Extraccién de ADN de esperma, con el Kit DIFFEREX a partir de indicios de
delitos sexuales.

Nota: asegurese que la solucién de lavado del ADN IQ sea fresca

Materiales y Equipo

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Vortex Genie

Thermomixer Eppendorf

Canastillas de centrifugacion (spin basket)
Microcentrifuga Eppendorf

Micropipetas Gilson de: 20, 200 y 1000uL

Gradilla magnética

Soluciones y Reactivos

Solucién de digestion
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Proteinasa K Sigmal0Omg/mL

Agua destilada estéril

Solucién de separacion

DTT Sigma

Resina IQ

Amortiguador de lisis

Servicios. Agua, energia eléctrica

Procedimiento

1.

Limpiar perfectamente el area que se utilizard en la extraccion con hipoclorito al
1%.

Etiquetar tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente a la muestra
a trabajar.

Preparar la solucién de digestion (color amarilla): por cada mL de amortiguador
de digestién (color amarillo), agregar 27 uL de proteinasa K con una
concentracién de 10 mg/mL para tener una concentracion final de 270 ug/mL.
Mezclar y usar inmediatamente.

Colocar el soporte sélido que contiene el esperma en un tubo para
microcentrifuga.

Adicionar 400 pL de la solucion de digestién amarilla preparada en el paso
namero 3.

Cerrar el tubo y agitar en Vortex a alta velocidad por 30 segundos asegurarse de
mantener el tubo Eppendorf en posicién vertical mientras seagita.

Colocar el tubo a incubacién de 56 °C por una hora.

Colocar en un spin basket y en su interior el soporte sélido y centrifugar durante
5 minutos a 13000 rpm y 4°C.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Retirar la canastilla para centrifugar (spin basket) con soporte sélido. Tomar 100
uL del sobrenadante, colocarlo en un microtubo nuevo y etiquetarlo como
primera fraccion femenina.

Colocar 27 uL de proteinasa K con una concentracion de 10 mg/mL a la fraccién
que contiene el esperma (a los 300 pL restantes) e incubar una hora a56°C.

Colocar 100 uL de la solucion de separacién en un tubo para microcentrifuga
limpio.

Transferir lentamente el remanente de la solucién de digestién que contiene la
fraccion masculina en el tubo que contiene la solucién de separacion.

Tapar el tubo y centrifugar por 10 minutos a la méaxima velocidad (14000 rpm) en
una microcentrifuga a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion el
tubo contendra un boton pequefio ligeramente amarillo o blanco correspondiente
al esperma, una solucién de separacion clara en la parte inferior y una solucién
de digestion color amarilla en la parte superior que contiene el ADN de las células
epiteliales.

Remover y descartar el remanente de solucién de digestion amarilla de la tapa
del tubo con una micropipeta.

Remover la totalidad de la solucion amarilla para la purificacion del ADN epitelial,
coloque esta solucion en un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo, etiquételo como
segunda fraccién femenina. La solucién de separaciéon puede removerse con el
amortiguador amarillo.

Transferir 900 pL de agua sobre la solucién de separacion, lavar las paredes del
tubo para remover cualquier remanente del amortiguador amarillo. Si en el
remanente existe agua y la solucion de separacion no afectara los resultados,
pero tener extremo cuidado de no perturbar elboton.

Esperar 30 segundos 6 mas y entonces remover y descartar la capa superior
acuosa arriba de la tercera parte de la solucion de separacion y cualquier detrito
celular cerca de la vecindad de las dos soluciones. Este paso de lavado diluye y
remueve el amortiguador que contiene el ADN epitelial en la interfase y sobre las
paredes del tubo. No perturbar elboton.

Realizar un segundo lavado repitiendo los pasos 13 y 14 dos veces mas para un
total de 3 lavados.
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19.

20.
21.
22.

23.

24,

25.
26.

27.

28.

20.

30.
31.
32.

33.

34.

Para extraer ADN de la fraccion espermatica adicionar 200 uL del amortiguador
de lisis del ADN 1Q con DTT (1 uL de DTT por cada 100 uL de amortiguador de
lisis). Agitar en Vortex brevemente. La solucion de separacion se disolvera
completamente en el amortiguador de lisis y el esperma selisara.

Agitar en Vortex por unos segundos e incubar a 56°C por unahora.
Adicionar 7 pL de la resina mezcle y proceda con lapurificacion.

Adicionar 2 volimenes de amortiguador de lisis con DTT (1 uL de DTT por cada
100 uL de amortiguador de lisis) a la solucién amarillenta que contiene el ADN
de las células epiteliales y mezclar. Adicionar 7 uL de la resina, mezclar y
proceder con la purificacion.

Agitar en Vortex por 3 segundos y dejar incubar a temperatura ambiente por 5
minutos.

Agitar con el Vortex por 2 segundos a alta velocidad y colocar el tubo en la
gradilla magnética. La separacién ocurreinstantaneamente.

Remover con cuidado y descartar la solucion sin perturbar laresina.

Adicionar 100 uL del amortiguador de lisis, remover el tubo de la gradilla
magnética y agitar en el Vortex por 2 segundos a altavelocidad.

Regresar a la gradilla magnética y desechar el amortiguador delisis.

Adicionar 100 uL del amortiguador de lavado preparado. Remover el tubo de la
gradilla magnética y agitar en el Vortex por 2 segundos a maxima velocidad,
regresar el tubo a la gradilla magnética y descartar la solucién de lavado.

Repetir el paso 28 dos veces mas. Asegurese que toda la solucién se descartd
al final del tercer lavado.

Con las tapas abiertas de los tubos, secar al aire la resina por 5minutos.
Adicionar 50 uL de amortiguador de elusién.

Cerrar las tapas, agitar en por 2 segundos a alta velocidad e incubar a 65°C por
5 minutos.

Remover el tubo del blogue caliente y agitar por 2 segundos en el Vortex,
inmediatamente colocar el tubo en la gradillamagnética.

Transferir la solucién en un reservorio de conveniencia.
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4.1.2. Extraccién de ADN a partir de sangre en FTA®

Materiales y Equipo:

Guantes

Cubrebocas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Micropipetas y puntas de 1 mL y de 200 pL
Agua destilada estéril libre de nucleasas

Bulbos o pipetas de transferencia estériles

Pipetas graduadas de 10 mL o tubos Falcon nuevos

Microperforador Harris (micropuncher)
Lancetas o sistema Vacutainer
Toallas absorbentes de papel
Thermomixer o Vortex

Tarjetas FTA
Soluciones y reactivos
Reactivo FTA

Agua destilada estéril

Servicios. Agua, energia eléctrica.

Procedimiento

1. Limpiar perfectamente el area de trabajo, usar guantes y cubrebocas, cerrar lo
gue permita la circulacion de aire (puertas, ventanas, etc).
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2. Etiquetar tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente a la muestra
a trabajar.
3. Colocar 5-10 fragmentos de 1.2 mm de didmetro de papel FTA con la muestra
de sangre en un tubo Eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetado.
4. Llevar las muestras al area de extraccién de ADN y colocar 400 uL (8 gotas)
del reactivo de FTA a cadatubo.
5. Incubar a temperatura ambiente y agitacién (1000 rpm) durante 5 minutos en el
thermomixer o en Vortex a baja velocidad durante el mismotiempo
6. Decantar con sumo cuidado el reactivo de FTA, procurando limpiar el
remanente del reactivo en la boca del tubo con un papel absorbente limpio.
7. Colocar 400 uL (8 gotas) de agua destilada estéril libre de nucleasas acada
muestra.
8. Incubar a temperatura ambiente y con agitacién (1000 rpm) durante 5 minutos
en el Thermomixer o en Vortex a baja velocidad por el mismotiempo.
9. Decantar con sumo cuidado el agua, procurando limpiar el remanente del
reactivo en la boca del tubo con un papel absorbentelimpio.
10. Colocar 400 uL (8 gotas) de agua destilada estéril libre de nucleasas acada
muestra.
11. Incubar a temperatura ambiente y agitacion (1000 rpm) durante 5 minutos en el
Thermomixer.
12. Retirar con sumo cuidado el agua con una micropipeta con punta de 1000pL.
13. Dejar secar los tubos a 60°C en el termomixer durante 30 minutos, hasta que
no queden residuos de agua.
14. La muestra estd ADN embebida en el papel FTA esta lista para amplificarse

por PCR.
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4.1.3. Extraccién de ADN a partir de pelo con el Kit (Tissue and hair extraction Kit)

Materiales y Equipo:

Guantes

Cubrebocas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Micropipetas y puntas de 1 mL y de 200 pL

Agua destilada estéril libre de nucleasas

Bulbos o pipetas de transferencia estériles

Pipetas graduadas de 10 mL o tubos Falcon nuevos

Thermomixer Eppendorf o Vortex Genie

Soluciones y reactivos
Agua destilada estéril
Solucién de digestion
Proteinasa K Sigma 10mg/mL
Agua destilada estéril
Solucién de separacion

DTT

Resina 1Q

Servicios

Energia eléctrica, agua
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Procedimiento

1.

N g &

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Limpiar perfectamente el area que se utilizar4 en la extraccion con hipoclorito al
1%.

Etiquetar tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente a la muestra
a trabajar.

Observar el pelo al microscopio, identificar la presencia de bulbo y seccionar
0.5 cm a partir de la seccion proximal.

Colocar el fragmento en tubos Eppendorf de 1.5cm.
Lavar dos veces con agua destilada estéril y libre de nucleasas.
Dejar secar.

Preparar el amortiguador de incubaciéon/Proteinasa K: Amortiguador de
incubacién hair and tissue: 800 ul; DTT 1M: 100 yL; Proteinasa K stock sol 100
UL (esta solucion se prepara colocando 5.5 mL de amortiguador de incubacion
hair and tissue al frasco de proteinasa K que viene en el kit).

Adicionar 25 a 100 pL de la solucién anterior por cada foliculopiloso.
Incubar a 56°C por 1 hora.

Colocar la muestra a temperatura ambiente y adicionar 2 volimenes de
amortiguador de lisis ADN IQ (preparado con 100 puL de amortiguador de lisis y
1 puL de DTT) y 7 pL de la resina ADN IQ.

Agitar en el Vortex por 3 segundos y dejar incubar a temperatura ambiente por
5 minutos.

Agitar con el Vortex por 2 segundos a alta velocidad y colocar el tubo en la
gradilla magnética. La separacién ocurre instantaneamente.

Remover cuidadosamente y descartar la solucién sin perturbar laresina.

Adicionar 100 pL del amortiguador de lisis que contiene 1uL de DTT remover el
tubo de la gradilla magnética y agitar en vortex por 2 segundos a alta velocidad.

Regresar el tubo a la gradilla magnética y desechar el amortiguador de lisis.
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16. Adicionar 100 pL del amortiguador de lavado. Remover el tubo de la gradilla
magnética y agitar en el Vortex por 2 segundos a maxima velocidad, regresar el
tubo a la gradilla magnética y descarte la solucion delavado.

17. Repita el paso 16 dos veces mas. Eliminar toda la solucion al final del tercer
lavado.

18. Con las tapas abiertas, secar al aire la resina por 5 minutos.
19. Adicionar 50 pL de amortiguador de elusion.

20. Cerrar las tapas, agitar con Vortex por 2 segundos a alta velocidad e incubar a
65°C por 5 minutos.

21. Remover el tubo del bloque caliente y agitar por 2 segundos en vortex,
inmediatamente colocar el tubo en la gradillamagnética.

22. Transferir la solucién en un reservorio de conveniencia.

Nota: asegurarse de que la solucién de lavado del ADN IQ se haya preparado recientemente.

4.1.4 Extraccion de ADN a partir de tejido con el Kit (Tissue and hairextraction).
Materiales y Equipo:

Guantes

Cubrebocas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Micropipetas y puntas de 1 mL y de 200 uL

Agua destilada estéril libre de nucleasas

Bulbos o pipetas de transferencia estériles

Pipetas graduadas de 10 mL o tubos Falcon nuevos

Thermomixer o Vortex
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Soluciones y reactivos

Agua destilada estéril

Solucion de digestion

Proteinasa K 10mg/mL

Agua destilada estéril

Solucion de separacion

DTT

Resina 1Q

Servicios. Agua, energia eléctrica

Procedimiento

1.

Limpiar perfectamente el area que se utilizara en la extraccién con hipoclorito al
1%.

Etiquetar tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente a la muestra
a trabajar.

Colocar aproximadamente 5 mg de tejido o menos perfectamente lavado, en un
tubo de 1.5 mL. La cantidad de tejido depende de las condiciones y el tipo de
muestra. Se pueden utilizar cantidades mayores de tejido (25mg), si el tejido se
muele antes del tratamiento con proteinasa K, contienen altas cantidades de
ADN, y el lisado queda muy viscoso e impiden la captura del ADN por la resina
durante la separacion magnética.

Preparar la solucion amortiguadora de incubacién/proteinasa K (Amortiguador
de incubacion hair and tissue: 800 uL, DTT 1M: 100 uL, Proteinasa K solucién
stock: 100 pL (esta solucion se prepard colocando 5.5 mL de amortiguador de
incubacién hair and tissue al frasco de proteinasa K que viene en elkit)).

Adicionar de 50 a 100 pL de la solucién anterior por cada mg detejido.
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6. Incubar a 56°C por dos horas o toda la hoche dependiendo del tipo de muestra.
La mayoria de los tejidos se digerirdn completamente en dos horas, pero los
tejidos fijados con formalina o embebidos en parafina, se incuban por toda la
noche.

7. Colocar la muestra a temperatura ambiente y adicionar 2 volimenes de
amortiguador de lisis (ADN 1Q, preparado con 100 puL de amortiguador de lisis y
1 puLde DTT) y 7 uL de la resina ADN 1Q, o bien colocar el lisado en el maxwell y
esperar a que el equipo proporcione el ADN puro eluido.

8. Agitar en EL Vortex por 3 segundos y dejar incubar a temperatura ambiente por
5 minutos.

9. Agitar con el Vortex por 2 segundos a alta velocidad y colocar el tubo en la
gradilla magnética. La separacion ocurreinstantdneamente.

10. Cuidadosamente, remover y descartar la solucién sin perturbar laresina.

11. Adicionar 100 pL del amortiguador de lisis que contiene 1uL de DTT remover el
tubo de la gradilla magnética y agitar en el vortex por 2 segundos a alta
velocidad.

12. Regresar el tubo a la gradilla magnética y desechar el amortiguador de lisis

13. Adicionar 100 pL del amortiguador de lavado preparado. Remover el tubo de la
gradilla magnética y agitar en el Vortex por 2 segundos a maxima velocidad,
regrese el tubo a la gradilla magnética y descarte la solucion de lavado.

14. Repetir los lavados dos veces mas. Asegurarse de descartar toda la solucion al
final del tercer lavado.

15. Con las tapas abiertas, secar al aire la resina por 5minutos.

16. Adicionar 50 uL de amortiguador de elusion.

17. Cerrar las tapas de los tubos y agitar en el Vortex por 2 segundos a alta velocidad
y colocar a 65°C por 5 minutos

18. Remover el tubo del bloque caliente y agitar por 2 segundos en el Vortex,

inmediatamente coloque el tubo en la gradillamagnética.

Transfiera la solucién en un reservorio de conveniencia.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS (
LABORATORIOS DE DOCENCIA J
: ] ) #ﬁ,ﬁ
] MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J FES
¥ __tAnAGOZA
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 290/330

4.1.5 Extraccién de ADN a partir de tela con el Kit (Tissue and hairextraction)

Materiales y Equipo:

Guantes

Cubrebocas

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Micropipetas y puntas de 1 mL y de 200 uL

Agua destilada estéril libre de nucleasas

Bulbos o pipetas de transferencia estériles

Pipetas graduadas de 10 mL o tubos Falcon nuevos

Thermomixer o Vortex

Soluciones y reactivos
Agua destilada estéril
Solucién de digestion
Proteinasa K 10mg/mL
Agua destilada estéril
Solucién de separacion
DTT

Resina 1Q

Servicios. Energia eléctrica, agua
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Procedimiento

1.

10.

11.

12.

13.
14.

Limpiar perfectamente el &rea que se utilizara en la extraccién con hipoclorito al
1%.

Etiquetar tubos Eppendorf de 1.5 mL con la clave correspondiente a la muestra
a trabajar.

Colocar 4 mm? de tela impregnada con sangre en el tubo de 1.5mL.

Preparar la soluciéon de amortiguador de incubacion/proteinasa K: amortiguador
de incubacién hair and tissue: 800 pyL, DTT1M: 100 pL, Proteinasa K solucion
stock 100 pL (esta solucion se prepara adicionando 5.5 mL de amortiguador de
incubacioén hair and tissue al frasco de proteinasa K que viene en elkit).

Adicionar 100 pL de la solucién anterior por cada fragmento de tela con sangre.
Incubar a 56°C por 1 hora.

Colocar la tela en una canastilla de centrifugacion (spin basket), centrifugar a
13000 rpm durante 10 minutos. Separar el spin basket con la tela. La muestra se
encuentra ahora en el tubo.

Colocar la muestra a temperatura ambiente y adicionar 2 volimenes de
amortiguador de lisis (DNA 1Q, preparado con 100 pl de amortiguador de lisis y
1puL de DTT) y 7 pL de la resina DNA IQ, o bien colocar el lisado en el maxwell
y esperar a que el equipo proporcione el ADN eluido puro.

Agitar en vortex por 3 segundos e incubar a temperatura ambiente por 5min.

Agitar con vortex por 2 segundos a alta velocidad y colocar el tubo en la gradilla
magnética. la separacion ocurreinstantaneamente.

Cuidadosamente, remover y descartar la solucion sin perturbar laresina.

Adicionar 100 pL del amortiguador de lisis que contiene 1uL de DTT remover el
tubo de la gradilla magnética y agitar en el Vortex por 2 segundos a alta
velocidad.

Regresar el tubo a la gradilla magnética y desechar el amortiguador de lisis.

Adicionar 100 uL del amortiguador de lavado preparado. Remover el tubo de la
gradilla magnética y agitar en el Vortex por 2 segundos a méxima velocidad,
regrese el tubo a la gradilla magnética y descartar la solucion de lavado.
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15. Repetir el paso 14 dos veces mas. Asegurese que toda la solucion se descart6
al final del tercer lavado.

16. Abrir las tapas y permitir que la resina seque al aire por 5minutos.
17. Adicionar 50 uL de amortiguador de elusion.

18. Cerrar las tapas, agitar en vortex por 2 segundos a alta velocidad e incubar a
65°C por 5 minutos.

19. Remover el tubo del bloque caliente y agitar por 2 segundos en el Vortex,
inmediatamente colocar el tubo en la gradillamagnética.

20. Transferir la solucién en un reservorio de conveniencia.

4.2 Cuantificacion de ADN

Las pruebas en el laboratorio forense deben considerar que el ADN extraido del indicio
con el que se trabaja puede estar contaminado con ADN de cualquier microorganismo
(sobre todo el obtenido de cadaveres en avanzado estado de putrefaccién), lo que
provocara una sobreestimacion del ADN blanco, si se utilizan técnicas como la absorcién
UV o electroforesis, esto llevara al bajo o nulo rendimiento de la PCR. El estandar de
oro de la cuantificacién de ADN es la qPCR o PCR cuantitativa.

4.3. Amplificacion de ADN (STR’s)

El kit multiplex contiene las soluciones requeridas para llevar a cabo la amplificacion:
iniciadores, dNTP’s, solucion amortiguadora con magnesio, marcador alélico y solucion
de carga. El usuario deberd solicitar la polimerasa.

Material y Equipo
e Micropipetas
e Puntas para micropipeta estériles
e Hielo picado

e Tubos eppendorf 0.5 ml estériles.
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Termociclador
Vortex

Guantes

Soluciones y reactivos

ADN problema de la madre, el hijo y supuesto(s) padre(s)
Agua bidestilada estéril o agua calidad milipore

Taq polimerasa cetus 5 U/uL

Aceite mineral

Kits STR’s promega monoplexes (LPL, VWA, F13B, FESFPS, TPOX, F13A01,
THO1, CSF1PO) y multiplexes (D75820,D0135317,D165539).

Servicios. Agua y energia electrica.

Procedimiento

1.

Calcular la cantidad necesaria de ADN problema para generar soluciones que
contengan 2.8 ng/mL.

Preparar una solucién de 3ng/uL de la solucion DNA K562 del kit promega
como control positivo.

Descongelar los tubos del kit (10X amortiguador y 10X primers), agitar en
vortex por 15 segundos y colocar en hielo.

Determinar el nUmero de reacciones y marcar tubos Eppendorf estériles de 0.5
ml. y adicionar un control negativo (agregar una o dos reacciones extra a este
namero para compensar el error de pipeteo).

Calcular la cantidad requerida de mezcla maestra para cada reactivo de PCR
multiplicando el volumen requerido para cada reactivo por el niumero total de
reacciones:
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Reactivos de la mezcla maestra
Monoplex Multiplex
Volumen X Numero Volumen X Nimero
por Volumen por Volumen
de ) de )
muestra . final (uL) muestra . final (uL)
reacciones reacciones
(ul) (ML)
Agua estéril 7.4 Agua estéril 7.4
10x
1.25 10x 1.25
amortiguador amortiguador
10x primers .
(locus 1.25 10xprimers | ) og
o (mezcla)
especifico)
Taq Taq
polimerasa 0.1 polimerasa 0.1
cetus cetus
Vol. total 10 Vol. total 10

6. Preparar la mezcla maestra adicionando los reactivos en un tubo eppendorf
estéril de 0.5 mL, mezclar en Vortex y mantener en hielo.

7. Adicionar 10 pL de la mezcla maestra a cada tubo de 0.5 mL estéril
previamente etiquetado y colocar sobre hielo.

8. Adicionar 50 pL de aceite mineral a cadatubo.

9. Afuera de la campana. Adicionar al tubo control positivo 2.5 yL de la solucion
de DNA K562 y como control negativo 2.5 uL de aguaestéril.

10.

dentro de su tubo respectivo o 1 papel FTA con una agujaestéril.

Notas:

Adicionar 2.5 pL de las soluciones de ADN problema (7ng) de cada muestra

1. Adicionar el ADN o el papel FTA directamente en la fase acuosa y mantener sobre hielo.
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2. Si el ADN problema se encuentra almacenado en amortiguador TE (10mM Tris-HCI, 1mM
EDTA [pH 7.5]), el volumen de la muestra no debe exceder el 20% de el volumen final de
reaccion. La eficacia de la amplificacion por PCR y la calidad pueden alterarse por cambios
en el pH (debido al Tris-HCI agregado) o por cambios en la concentracion de magnesio
(debido a quelacion con el EDTA). Las muestras de ADN almacenadas o diluidas en agua

desionizada estéril no estan sujetas a estaprecaucion.

e Programar el termociclador segun la regién a amplificar y seguir el programa:

Protocolos de amplificacion

Locus STR Incubacioén inicial 10 ciclos 20 ciclos Extensién
94°C- 1 minuto 90°C- 1 minuto
FESFPS, . . 60°C- 1 minuto 60°C- 1 minuto
HPRTB 96°C — 2 minutos No
70°C-1.5 70°C- 1.5
minutos minutos
LPL, F13B, VWA, 94°C- 1 minuto 90°C- 1 minuto
Multiplex o . o . o
(D16S539, 96°C - 2 minutos 60°C- 1 minuto 60°C- 1 minuto BrSirijtgf
D7S820, 70°C-1.5 70°C-1.5
D13S317) minutos minutos
94°C- 1 minuto 90°C- 1 minuto
CSF1PO, . . o .
F13A01, TPOX, | 96°C - 2 minutos | 04 C-1minuto | 64°C- 1 minuto No
THO1 70°C- 1.5 70°C- 1.5
minutos minutos

e Una vez que finalizé el programa, almacenar los amplicones a-20°C.

4.4 Electroforesis de los productos de PCR

Material y Equipo
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o Micropipetas
o Puntas para micropipeta
o Tubos Eppendorf 0.5 mL

e Camara de electroforesis vertical

Reactivos
o Amortiguador TBE 10X
o Acrilamida:bisacrilamida al 30% (29:1)
o TEMED
o Persulfato de amonio 10%.
e Solucion de carga
¢ Agua bidestilada estéril
o Agua desionizada

o Bromuro de etidio 100 mg/mL

Servicios. Agua, energia eléctrica

Procedimiento

Nota. La acrilamida no polimerizada es neurotoxica y puede ser carcinogénica evite la
inhalacion y el contacto con la piel. Siempre use guantes y lentes de seguridad cuando trabaje

con polvo o soluciones de acrilamida.

1. Preparar el gel de poliacrilamida al 10% de acuerdo a la siguientetabla:

de un gel al 8% de 16 x 20 cm x 0.75 mm

Gel 10 x 10 cm x 0.5 mm. Para el multiplex se deberan preparar 5 mL
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REACTIVOS 8% 10%
Agua desionizada 17 mL 2.75 mL
Amortiguador TBE 125 mL 05 mL
10X
Acrilamida: 6.65 mL 1.66 mL

o s

Notas:

bisacrilamida (29:1)

TEMED 20 yL 8 uL
Persulfato de amonio

al 10% 175 uL 80 uL

Vol. Total 25 mL 5mL

Cuidadosamente vacie la solucién de acrilamida entre las placas devidrio.

Posicione el gel horizontalmente y remueva cualquier burbuja que se haya
formado.

Inserte el peine entre las placas de vidrio.
Permita la polimerizacién por al menos unahora.

El gel puede almacenarse toda la noche en una toalla de papel saturada con agua
desionizada y cubierta de plastico sobre el final de los pozos para prevenir que el gel se
seque. Si no se utiliza espaciador en la parte final del gel, también esa parte debe estar
protegida del secado de la misma forma que la parte superior.

La concentracion del gel y el tiempo de electroforesis estan disefiados para placas de
16 x16 cm x 0.5 6 0.75 mm monoplex y multiplex geles de 16 x 20 cm x 0.5 6 0.75mm.

El tiempo de electroforesis es para un voltaje de 300V.

Para el corrimiento electroforético de cada STR consulte la siguiente tabla:
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STR electro-ll‘-cl)er;?s? (?T?inutos)
LPL 90
VWA 100
F13B 100
THO1 110
TPOX 120
FESFPS 120
CSF1PO 140
F13A01 130
Multiplex 180

7. El azul de bromofenol y el xilen-cyanol corren a:

Gel Azul de bromofenol (pb) Xilen-cyanol (pb)
10% 30 110
8% 45 160

8. Preparar 0.5X TBE adicionando 15 mL de amortiguador TBE 10X a 285 mL de
agua desionizada y llenar los pozos del gel.

9. Marcar un tubo y adicionar 1 yuL de marcador molecular (100 o 50 pb), 19 uL de
agua bidestilada estéril y 10 pL de solucion de carga (cantidad suficiente para 2
pozos).

10. Marcar otro tubo y adicionar 3 yL de la escala alélica del STR y 2 pL de la
solucion de carga (por cada pozo).

11. Adicionar directamente a los productos de PCR 5 pL de solucién decarga.

12. Cargar 8 pyL de cada muestra a su respectivo pozo. Se recomienda poner
marcador molecular en el primer y Ultimo pozo, mientras la escala alélica se
recomienda entre cada muestra problema.
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13. Correr la electroforesis en 0.5X TBE a 150 V por 20 min. y 300 V. Conociendo
los intervalos de tamafio para cada locus (Tabla 2) y las caracteristicas de
migracion de los colorantes, pare la electroforesis en el tiempo que requiere cada
region y el locus de interés queda aproximadamente en la mitad delgel.

14. Tefiir el gel con 20uL de una solucion de bromuro de etidio 10mg/mL en 300 mL
de agua desionizada (0.67ug/mL) por 2 minutos.

15. Lavar el gel en agua desionizada por 3 minutos.

16. Colocar el gel en el analizador de geles y capturar laimagen.

4.5 Analisis de los datos

Para facilitar la interpretacién, los marcadores alélicos deben correrse en carriles
adyacentes a cada muestra. La comparacion directa entre los marcadores y las
muestras amplificadas del mismo locus permite la asignacién de los alelos.

Controles
Los carriles que contienen los controles negativos, deben estar libres de amplicones.
El control positivo es el ADN K562.

Compare las repeticiones de cada alelo del DNA K562 con el marcador alélico especifico
del locus.

4.6 Marcadores pGEM®

Los marcadores de DNA pGEM® son estadndares visuales que se usan para confirmar
los intervalos de tamafios alélicos para los loci. Los marcadores consisten en 15
fragmentos de ADN con los siguientes tamafios (en pares de bases):

1 (2645), 2 (1605), 3 (1198), 4 (676), 5 (517), 6 (460), 7 (396), 8 (350), 9 (222), 10
(179), 11 (126), 12 (75), 13 (65), 14 (51), 15 (36).
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6. RESULTADOS ESPERADOS

—— —
— — ~
— — —
AQANNT Bl .
i - —
100 pt
1 2 3 B 5 8 7
— e —
T — — e —
16,18 16,18

B 9 10 11 12

Figura 6. Electroforesis del locus LPL. El
carril 1 corresponde al marcador de peso
molecular 50 pb; los carriles 4, 7, 10 a la escala
alélica; los carriles 2 y 3 a la madre (ADN
solucién y FTA respectivamente); carriles 5y 6

e al hijo; 8 y 9 al supuesto padre; el carril 11
o - control positivo y 12 control negativo.
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& 9 W@ 7 2 Figura 7. Electroforesis del locus vWA. El
carril 1 corresponde al marcador de peso
molecular 50 pb; los carriles 4, 7, 10 a la
escala alélica; los carriles 2 y 3 a la madre
(ADN soluciébn y FTA respectivamente);
carriles 5y 6 al hijo; 8 y 9 al supuesto padre;
el carril 11 control positivo y 12 control

—_—— — negativo.

16,18 16,16

19
18

16
15
14
13




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA T
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 302/330

[ (CCCH

9,10 ' 1010

[

1,12

811
1214 1,12
o 910
190 o0
D16S539
13
13
123 1
' 10
9
8

——et ——

810 10,10

5 6 7 8
1,12
88
o1l 911
910 88
D75820
4 DI13S317
13
12
1
10
9
8
6

Figura 8. Electroforesis del locus F13B.

carril 1 corresponde al marcador de peso
molecular 50 pb; los carriles 4, 7, 10 a la
escala alélica; los carriles 2 y 3 a la madre
(ADN solucion y FTA respectivamente);
carriles 5 y 6 al hijo; 8 y 9 al supuesto
padre; el carril 11 control positivo y 12
control negativo.
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Figura 9. Amplificacion y
electroforesis del sistema Multiplex
(locus D16S539, D7S820 vy
D13S317). Lalinea 1 corresponde al
marcador molecular 50 pb; las lineas
3, 5, 7 a la escala alélica; las lineas
2 a la madre; 4 al hijo; 6 al supuesto
padre; la linea 8 corresponde al
control positivo y la 9 al control
negativo.




’ SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & |
18 LABORATORIOS DE DOCENCIA J B
Y 3
’. Pz"}} MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J NG S
auind S_sanscon
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 303/330
Locus Localizacion Sec. Longitud Alelos STR Otros alelos DNA
STR repetitiva Escala (# de repeticiones)? conocidos K5624
cromosomal 53 | alélica (pb)*
+)
7,8,9,10,11,
CSF1PO 5033.3.34 AGAT? 295-327 6 10,9
12,13,14,15
5,8,9,10,11,
D16S539 16q24.qter AGAT? 264-304 No 12,11
12,13,14,15
6,7,8,9,10,
D7S820 7011.21.22 AGAT? 215-247 No 11,9
11,12,13,14
7,8,9,10,11,
D13S317 13922.g31 AGAT? 165-197 No 8,8
12,13,14,15
4,5,6,7,8,9,11,
F13A01 6p24.3.p25.1 AAAG? 283-331 3.2,10 54
12,13,14,15,16
F13B 1g31.g32.1 AAAT? 169-189 6,7,8,9,10,11 12 10,10
FESFPS 15925.qter AAAT3 222-250 7,8,9,10,11,12,13,14 No 12,10
6,7,8,9,10,11, 13
HPRTB Xq26 AGAT? 259-303 No 13’
12,13,14,15,16,17
LPL 8p22 AAAT? 105-133 7,9,10,11,12,13,14 8 12,10
THO1 11p15.5 AATG? 179-203 56.,7,8,9,10,11 9.3 %z
TPOX 2p25.1.pter AATGS 224-252 6,7,8,9,10,11,12,13 No 9,8
13,14,15,16,
VWA 12p12.pter AGAT? 139-167 11,21 16,16
17,18,19,20

Tabla 2. Informacion especifica para algunos locus (STR’s).

Tomada y modificada de www. promega.com.
!La longitud de cada alelo en la escala alélica se ha confirmado por analisis de secuencia.
2Los alelos en negrita estan presentes en mayores cantidades que otros alelos. Esto simplifica la interpretacién.
3Las secuencias repetitivas representan todas las cuatro posibles permutaciones.
“Alelos esperados para cada STR.



http://www/

T SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & l
: % R‘ﬁ LABORATORIOS DE DOCENCIA J 7
X 9 uﬁ‘
i a'z" MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA }/ FES
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 304/330

7. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
a) Determinacién de los genotipos.

Se compara el tamafio de las bandas de los marcadores alélicos con los de las muestras
analizadas, cada muestra puede presentar una o dos bandas que implican que se es
homocigotico o heterocigético respectivamente y el genotipo se representa por nUmeros
gue corresponden a las bandas del marcador alélico.

b) identificacion humana.

Se espera que el indicio pertenezca o no al probable responsable.

c) Pruebas de paternidad
Una prueba de paternidad tiene dos posibles resultados:

1. El hombre analizado no es el padre cuando se muestran al menos dos
exclusiones.

2. Elhombre analizado es el padre. Los resultados se presentan en forma de indice
Combinado de Paternidad (ICP). Un valor mayor de 1000 es el estandar para
establecer derechos paternales.

Inclusion

La paternidad se confirma con los marcadores genéticos. Estos alelos aparecen en
pares y se heredan de cada progenitor al hijo. Para cada par de alelos, uno proviene del
padre (alelo paterno) y el otro de la madre (alelo materno). Se espera que el padre
biolégico verdadero comparta el alelo paterno con el nifio para cada marcador probado.

El indice de paternidad es un cociente de probabilidad, establece cuantas veces es mas
probable que una persona reciba el alelo del hombre analizado en contra de la
probabilidad de que el mismo alelo se haya heredado por cualquier otra persona
aleatoria en la poblacion.

El indice combinado de paternidad (ICP) es el producto que evalia la informacion
genética obtenida en todos los loci analizados. Indica si la evidencia ajusta mejor con la
hipotesis de que el hombre estudiado es el padre o con la hipotesis de que alguien
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mas es el padre. Expresa el “ajuste” relativo de los datos genéticos a las hipotesis de
paternidad o no paternidad.

Probabilidad de paternidad = (ICP)/ (ICP+1) *100.

Exclusion

Para cada par de alelos en los loci analizados, si se observa una
incompatibilidad, inconsistencia o violacion a la primera ley de Mendel en al
menos dos marcadores la exclusion de paternidad es absoluta. No se requiere
expresar en algoritmos matematicos porque el indice de paternidad en los loci
incompatibles es 0, por lo que el ICP sera 0.

La probabilidad de paternidad obtenida se compara con los criterios de Hummel
aceptados internacionalmente por la comunidad forense en 1971.

Valor Consideracién
>99.73% Paternidad “practicamente probada”
99-99.72% Paternidad “extremadamente probable”

95-98.99% Paternidad “muy probable”
90-94.99% Paternidad “probable”
50-89.99% Paternidad “mas probable que no paternidad”

10-49.99% “No paternidad mas probable que paternidad”
5-9.99% “Paternidad improbable”
1-4.99% “Paternidad muy improbable”

<0.99% Paternidad “practicamente excluida”
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8. CUESTIONARIO

Instrucciones: Responda a las siguientes preguntas en una hoja anexa.

1
2.

¢, Qué son los STRs?
¢, Qué significa polimorfismo de longitud?

¢Por qué en los procesos de identificacion humana y pruebas de paternidad no
se estudian genes?

¢ Cual es el fundamento criminalistico de la prueba de ADN?

¢, Cuales son las ventajas y desventajas de la identificacion humana mediante el
analisis de ADN en comparacion con dactiloscopia, antropologia y odontologia
forense?

En el caso del estudio de un resto 6seo presumiblemente perteneciente a una
determinada persona desaparecida, ¢ qué muestras de referencia solicitaria para
llevar a cabo la confronta genética?

¢Qué tipo de ADN y/o polimorfismo se analiza en restos antiguos
correspondientes a hechos histéricos, por qué?

¢, Cudl es el fundamento de las pruebas de paternidad mediante la aplicacion del
ADN?

¢, Cuales son las ventajas que representa el andlisis del ADN sobre otras
disciplinas periciales en la identificacion de victimas de desastres?

¢, Qué son las bases forenses de datos genéticos?

9. MANEJO DE RESIDUQOS

1

El material punzocortante (jeringas o agujas) empleado para la extraccion de
sangre se desechara en el contenedor rojo ubicado en el area de confinamiento
de residuos.

Los sobrantes y desechos de sangre liquida o sus componentes se inactivaran
con una solucion de hipoclorito de sodio al 7% de cloro libre. Esta solucion se
adicionard a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una
concentracion final de cloro libre del 0.7%, se incubara a temperatura ambiente
por 30 minutos y se vertera aldrenaje.
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10. ANEXOS
PREPARACION DE REACTIVOS
e Amortiguador TBE 10X
TRIS 121.1 gr.
EDTA 18.6 gr.
Acido bérico 61.83 gr.

Agua desionizada

e Acrilamida/bisacrilamida al 30%
Acrilamida
Bis-acrilamida

Agua desionizada

e Solucion amortiguadora de carga
TRIS 2M pH 8
EDTA 0.5M pH 8
SDS 0.5%
Ficoll 10%
Sacarosa 30%
0.2% azul de bromofenol y xilen-cyanol

Agua bidestilada estéril

Aforar a 1 litro

29 gr.
1gr.

Llevar a 100 ml.

500 i

3ml.
1ml
2qr.
6 gr.
0.2%

Llevar a 20 ml.
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ABREVIATURAS.

°C grados centigrados.

ADN acido desoxirribonucleico.

ARNmM &cido ribonucleico mensajero

cbp cuanto baste para

dsADN &cido desoxirribonucleico de doble cadena.
dNTP’s desoxirribonucleétido trifosfatos
ddNTP’s. 2’ 3’ didesoxirribonucleétido trifosfatos
DMT1 diabetes mellitus tipo 1

DMT?2 diabetes mellitus tipo 2

pL microlitros.

uM micromolar.

mg miligramos.

mL mililitros.

ug microgramos.

mM milimolar.

M molar.

ng nanogramos.

nM nanomolar.

PCR reaccion en cadena de la polimerasa.

pb pares de bases

rpm revoluciones por minuto




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & I
LABORATORIOS DE DOCENCIA J

P ] ] ﬁi”ﬁ
: .-‘i’:;p MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA ) FES
e __tAnAGOZA

Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina

SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 312/330

GLOSARIO
A

Acido. Cualquier compuesto que pueda donar un protén (H*). Los grupos
carboxilo y fosfato son los principales grupos acidos en las macromoléculas
biol6gicas

A.F.1.S. Sistema automatizado de identificacion de huellas dactilares.

Alelo: Una de las dos copias de cada gene que existen en el genoma,
(exceptuando a los genes del cromosoma Y los cuales se presentan en una sola
copia). Alelo también se refiere a las formas alternativas en que se puede
presentar un gene en los individuos de una especie determinada.

ADN: Siglas de acido desoxirribonucleico. Principal componente de la cromatina
(cromosomas) material hereditario.

ADN de doble hélice. Estructura tridimensional mas comun para el ADN celular en el
cual las dos hebras de polinucleétidos son antiparalelas y se entrelazan una alrededor
de la otra con bases complementarias unidas por enlaces de hidrogeno

ADN gendmico. Todas las secuencias de ADN que componen el genoma de una celula
0 de un organismo.

ADN polimerasa. Enzima que copia una hebra de ADN (hebra molde) para formar una
hebra complementaria, que compone una nueva molécula de ADN de hebra doble.
Todas las ADN polimerasas afiaden desoxirribonucléotidos de a uno por vez en la
direccion 5— 3’ al 3’ de un cebador corto preexistente de ADN o ARN.

Alelo. Una de dos o mas formas alternativas de un gen. Las células diploides contienen
dos alelos de cada gen, localizados en el sitio correspondiente (locus) sobre
cromosomas homdélogos.

Autosomas: Cualquier cromosoma diferente a los cromosomas sexuales X e Y. Las
células somaticas humanas presentan 22 pares de autosomas (44 en total).

Amplificacion: Proceso por el cual fragmentos de ADN que se pueden multiplicar, se
involucra técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa PCR o clonacion.

C
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Cariotipo: Ordenamiento de la constitucién cromosémica de un individuo basado en su
namero y morfologia. En el caso de los humanos es 46 XX en el sexo femenino y 46
XY en el sexo masculino.

Cebador (Primer). Secuencia corta de 4cido nucleico que contiene un grupo 3’- hidroxilo
libre que forma pares de bases con una hebra molde complementaria y actia como
punto de inicio por la adicién de nucledtidos con el fin de copiar la hebramolde.

Complementario. 1) En referencia a dos secuencias de acidos nucleicos o hebras que
pueden formar pares de bases perfectos entre si. 2) Describe regiones sobre dos
moléculas en interaccion (p. €j., una enzima y un sustrato) que coinciden en forma
similar a un candado y su llave.

CODIS: Siglas de (Combined DNA Index System). Conjunto estandar de 13 marcadores
STR utilizados por los laboratorios de investigacion forense para obtener el perfil
genético de una muestra biolégica sometida a un analisisforense.

Clon: Poblacién de células o moléculas de ADN idénticas que descienden de un solo
progenitor.

Clonacion: Introduccién de ADN recombinante en una célula receptora.

Composicion de bases: Frecuencia en que se presentan los residuos de las bases
puricas y pirimidicas (adenina, guanina, citocina, timina o uracilo), dentro de la secuencia
de los acidos nucleicos.

Cromatina: Material del que estan compuestos los cromosomas (ADN y proteinas).

Cromosoma : Unidad estructural del material genético, consiste de una sola cadena
doble de ADN, la cual se asocia a proteinas, en procariontes se trata de una sola cadena
de ADN doble la cual constituye casi todo el material genético. Se encuentran en el
nucleo de las células o en la matriz de las mitocondrias.

Cromosomas sexuales: Cromosomas responsables del sexo de un individuo. En la
especie humana se les designa por X e Y. Cualquier célula somatica masculina lleva el
par XY, y cualquier célula soméatica femenina lleva el par XX.

D

Diploide: Organismo que presenta dos juegos completos de material genético, presenta
juegos completos de cromosomas homologos y por ende de alelos. Enla
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especie humana 2n=46 (23 pares de cromosomas). Todas las células somaticas
tienen 46 cromosomas.

E

Electroforesis: Separacion de un grupo de moléculas por medio de su migracion a
través de una matriz polimérica, por medio de la aplicacién de un campo eléctrico, la
separacion se realiza en funcién de la carga de la macromolécula y de su tamafio (peso
molecular).

Enlace de hidrogeno. Interaccidn no covalente entre un atomo (comuinmente oxigeno
0 nitr6geno) portador de una carga parcial negativa y un atomo de hidrogeno por tador
de una carga parcial positiva. Es particularmente importante para la estabilizacion de la
estructura tridimensional de proteinas y la formacion de pares de bases entre las hebras
de &cidos nucleicos.

Enlace fosfodiéster. Enlace quimico entre nucleétidos adyacentes en el ADN y el ARN;
en realidad consiste en dos enlaces fosfoéster, uno en el extremo 5'del fosfato y otro en
el extremo 3.

Enzima de restriccién (endonucleasa). Cualquier enzima que en moléculas de ADN
de doble cadena reconoce y escinde una secuencia especifica corta, el sitio de
restriccion. Estas enzimas estan difundidas ampliamente en las bacterias y funcionan
para degradar el ADN foraneo incorporado por una célula bacteriana. Se utiliza in Vitro
de manera habitual para generar ADN recombinante.

Equilibrio Hardy-Weinberg: Estado de una poblacion ideal en que las frecuencias
génicas y genotipicas se mantienen constantes a lo largo de las generaciones. Ademas,
las frecuencias genotipicas estan determinadas por las frecuencias génicas, mediante
una expresion matemética bien determinada: en el caso de un gen o un marcador con-
2 — solo 2 alelos, p?(homocigoto para un alelo), 2pq (heterocigoto), g?>(homocigoto para
el otro alelo), p y g son las frecuencias de los alelos en la poblaciénideal.

Exén. Segmento de un gen eucarionte (0 de su transcripto primario) que alcanza el
citoplasma como parte de un mARN maduro, rRNA o molécula de tARN.

Expresion génica. Proceso global mediante el cual se convierte la informacion
codificada en un gen en un fenotipo observable (por lo general la produccion de una
proteina).
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E

Fenotipo. Caracteristicas fisicas y fisioldgicas detectables de una célula u organismo
determinadas por su genotipo.

Fragmentos de restriccion: Fragmentos resultantes del rompimiento de una molécula
de ADN con enzimas de restriccion. Estos fragmentos pueden emplearse en la
produccién de moléculas de ADN recombinante, clonacion de genes e identificacion de
especies.

G

Gen: Gen. Unidad fisica y funcional de herencia que transporta informacion de una
generacion a la siguiente. En términos moleculares, es la secuencia completa de ADN
(incluidos exones, intrones y regiones no codificantes del control de la transcripcion)
necesaria para la producciéon de una proteina funcional o ARN.

Genoma: EIl conjunto de todo el material genético que tiene un organismo vivo
en cada una de sus células.

Genotipo. Constitucion genética completa de una célula individual u organismo, en la
que generalmente se destacan alelos particulares en uno o mas locus especificos.

H

Haploide: Se refiere al estado de una célula que contiene solo un juego de
cromosomas cuyo numero es igual al nUmero cromosoémico caracteristico de una
especie. Se representa por la letran, y en la especie humana ese n° nes

23. Los gametos (6vulos y espermatozoides) son haploides al igual que las
células bacterianas.

Haplotipo. Se define como la constitucion genética de un cromosoma individual.
El haplotipo se puede referir a un solo locus o0 a un genoma completo. En el caso
de organismos diploides como el hombre, un haplotipo del genoma comprende
solo un miembro del par de alelos en cada locus (es decir, la mitad de un genoma
diploide).




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & |
LABORATORIOS DE DOCENCIA J .
, , B
MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J ot
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 316/330

Heterocigosidad: Proporcion de individuos heterocigotos para un gen o un marcador
genético. Este parametro proporciona una idea de lo polimdérfico que puede ser un gen
0 un marcador genético.

Heterocigoto: Individuo cuyo genotipo para un gen o marcador genético se caracteriza
porque sus dos alelos son diferentes.

Homocigoto : Individuo cuyo genotipo para un gen o marcador genético se caracteriza
porque sus dos alelos son iguales.

Hormona. Termino general para cualquier sustancia extracelular que induce respuestas
especificas en las células diana.

Insulina. Hormona proteica producida por las células p del pancreas que estimula la
captacién de glucosa en las células musculares y lipidicas; actlia con el glucagén para
contribuir a regular los niveles de glucosa en la sangre. La insulina también funciona
como factor de crecimiento para muchas células.

Intron. Parte de un transcripto primario (o el ADN que lo codifica) que se elimina por
corte y emplame durante el procesamiento del ARN y que no esta incluido en el mMARN,
tARN o rARN funcional maduro.

Isoforma. Una de las varias formas de la misma proteina cuya secuencia de
aminoacidos difiere poco y con actividades casi siempre similares. Las isoformas
pueden estar codificadas por diferentes genes o por un Unico gen cuyo transcripto
primario sufre corte y empalme alternativo.

L

Locus/Loci (plural): Sitio especifico de localizacién de un gene dentro del cromosoma.
Todos los alelos de un gen en particular ocupan el mismo locus.

M

Mapa genético: Representacion fisica del orden en el que los genes estan presentes
en los cromosomas.
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Marcador molecular: Fragmentos especificos de material genético, que se
utilizan para la clasificacion de organismos vivos.

Marcador genético: Cualquier secuencia de ADN codificante o no, que puede servir
para caracterizar a un individuo en una poblacion.

Mitocondria: Organelo celular que contiene en su matriz un tipo de ADN circular que se
hereda a través de las mujeres exclusivamente. En andlisis forense se emplean
marcadores genéticos del ADN mitocondrial para rastrear linajes femeninos.

Mutacion. En genética, modificaciébn hereditaria permanente de la secuencia de
nucleétidos en el ADN, por lo general en un Gnico gen; suele producir una alteracién en
la funcién del producto génico.

N

Nucledsido: Molécula compuesta por una purina o pirimidina unidas a una pentosa que
normalmente puede ser ribosa o desoxirribosa.

Nucleétido: Molécula compuesta por una purina o pirimidina unidas a una pentosay a
uno o mas grupos fosfatos unidos por un enlace éster al residuo de azucar.

O

Obesidad. Factor de riesgo conocido para enfermedades crénicas como:
enfermedades cardiacas, diabetes, hipertension arterial, ictus y algunas formas
de cancer. La evidencia sugiere que se trata de una enfermedad con origen
multifactorial: genético, ambiental, psicolégico entre otros. Es una acumulacién
excesiva de grasa en el cuerpo, que ocasiona hipertrofia general del tejido
adiposo.
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Par de bases. Asociacion de dos nucleétidos complementarios en una molécula de
ADN o ARN estabilizado por enlaces de hidrogeno entre las bases. La adenina se
aparea con timina o uracilo y la guanina se aparea con citosina.

PCR: Siglas de Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa).Técnica para la amplificacién especifica de un segmento de DNA dentro de
una mezcla compleja por medio de varios ciclos de sintesis de DNA por la DNA
polimerasa de Thermophilus a partir de pequefios cebadores de DNA. Seguidos por
calentamiento para separa las cadenas complementarias y llevar a cabo un nuevo ciclo
de sintesis

Perfil Genético: Conjunto de genotipos que muestra un individuo para un conjunto de
marcadores (tipicamente los 13 STR’s que constituyen el CODIS).

Polimorfismo: Caracteristica de un gen/marcador que presenta mas de 1 alelo
en una poblacién. En el andlisis forense se utilizan marcadores muy polimorficos.

Primer: Una secuencia corta de nucleétidos (oligonucleétido) usada en la
reaccion de PCR para iniciar la sintesis del ADN que se quiere amplificar.

R

RFLP: Siglas de “Restriction Fragment Length Polymorphism” (Polimorfismos en
la Longitud de Fragmentos de Restriccion). Diferencia polimorfica en la
secuencia de ADN entre individuos que puede ser reconocida por endonucleasas
de restriccion.

S

Sindrome. En medicina, es un cuadro clinico o conjunto sintomatico con cierto
significado y que por sus caracteristicas posee cierta identidad; es decir, un
grupo significativo de sintomas y signos (elementos semiologicos), que
concurren en tiempo y forma, caracterizando un estado morboso determinado.
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Sitio de restriccion: Secuencia especifica del ADN que reconocen y cortan las
enzimas de restriccion. Muchas de estas secuencias son palindromicas.

STR: Tipo de ADN repetitivo. Siglas de “Short Tandem Repeats” (Repeticiones Cortas
en Tandem). Tipo de marcador polimérfico de ADN cuyos alelos consisten en
variaciones en el nimero de veces que se repite consecutivamente una secuencia
basica de nucledtidos de entre 2 y 7. En los analisis forenses se utilizan STR’s cuya
secuencia bésica es de 4 nucledtidos.

Sonda: Fragmento de ADN, ARN o anticuerpo marcado quimica o radioactivamente, se
usa para localizar secuencias de nucleétidos o amino&cidos por hibridacion.

Sustrato. Molécula que sufre una modificacibn en una reaccién catalizada por una
enzima.

\Y

VNTR: Tipo de ADN repetitivo. Siglas de “Variable Number of Tandem Repeats”
(Numero Variable de Repeticiones en Tandem). Tipo de marcador polimorfico de ADN
cuyos alelos consisten en variaciones en el nimero de veces que se repite
consecutivamente una secuencia basica de nucleétidos de entre 8 y 100 pb.
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CRITERIOS DE EVALUACION
La calificacion se integrara de la siguiente forma:
Asistencia 0% pero debera cubrir el 80%
Participacion en clase Se tomaré en cuenta para subir la calificacion
final
Examenes 40%
Cuestionarios 10%
Seminario de practicas 10% (20 minutos)
Seminario final 10% (20 minutos + 10
preguntas)
Los aspectos a evaluar dentro de los seminarios: Organizacién, manejo de
material didactico, contenido, expresion oral y presentacion personal.
Trabajo de en equipo Organizacion del trabajo
durante la practica)
10% Limpieza (Material y area de trabajo)
Organizacion (bata, muestra bioldgica, material para

realizar la practica, preparacion
de reactivos)
Informes 10%
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REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE GENETICA CLINICA

1.- El horario de entrada es el dia viernes a las 7:00 hrs, se pasara lista a las
7:10 hrs, se considerara hasta las 7:15, después se considerara como falta,
dos retardos equivalen a una falta. Se tendra derecho a examen previo hasta
7:15.

2.- Se debera contar con un minimo de 80% de asistencia para tener derecho
a calificacion.

3.- Dentro del laboratorio es obligatorio el uso de bata blanca de algodén,
manga larga y abotonada.

4.- Esta prohibido comer, fumar y llevarse cualquier otro objeto a la boca
durante el trabajo préctico.

5.- Esta estrictamente prohibido: jugar, fumar, comer, beber y aplicarse
maquillaje dentro del laboratorio.

6.- El alumno permanecerd en el laboratorio hasta la finalizacion de la
practica. Al alumno que salga del laboratorio sin la autorizacién de cualquiera
de los asesores se le anulara la asistencia.

7.- Unicamente podra estar sobre la mesa de trabajo un cuaderno de notas,
los demés utiles permaneceran guardados hasta la finalizacion de la practica.

8.- Cada equipo debe mantener su area de trabajo (mesa, bancos y piso)
limpia; al finalizar la practica no deben quedar papeles o cualquier otra basura
en el laboratorio.

9.- Cada alumno es responsable de anotar todos los resultados en una libreta
especial para el laboratorio (no importa el tipo ni el estilo).

10.- Se prohibe el uso de teléfonos celulares y de audifonos.

11.-Durante el desarrollo de la practica, esta prohibida la entrada de personas
ajenas al grupo.
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12.- Cuando se trabaje con muestras de sangre humana o con reactivos
toxicos es obligatorio el uso de guantes.

10.- Antes de cada practica se realizard un examen basado en los puntos que
se les proporcionaron, los que cubre el cuestionario de la sesion y el articulo
de la antologia correspondiente.

11.- Quien en sus examenes previos no obtenga un promedio minimo de
8.0 realizara un examen de bloques (2) y si no los aprueba, presentara el
examen global que se aplicara al final de todas las préacticas. En dicho
examen la calificacibn minima aprobatoria es6.0.

12.- Antes de cada practica en el momento de pasar lista se entregara el
cuestionario correspondiente a la sesién practica, no se recibirdn
cuestionarios extemporaneos.

13.- El reporte de cada practica se entregara por equipo en la siguiente sesion
de laboratorio, en el momento de tomar asistencia. No se recibiran reportes
atrasados.

14.- El reporte debera contener:

a) Titulo 0.0 puntos
b) Obijetivo 0.0 puntos
c) Introduccién 1.0 punto

d) Método (diagrama de flujo) 0.0 puntos

e) Resultados 2.0 puntos
f) Andlisis de resultados 3.5 puntos
g) Conclusiones 2.5 puntos
h) Bibliografia 1.0 punto

15.- No tendran calificacion de reporte las personas que tengan falta en la
practica correspondiente.
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16.- S6lo habra un examen global, y para que se puedan promediar todas las
calificaciones se requiere que éstas sean aprobatorias.

17.- El alumno debera traer una fotografia tamafio infantil reciente, en la
segunda sesién de laboratorio.

18.- Antes de cada sesion se realizard un seminario previo a la practica en
donde el equipo que exponga debera preparar material didactico para su
presentacion y se encargara de exponer de forma clara y concisa los puntos
gue se le asignaron previamente, asi como el fundamento de la practica y sus
aplicaciones, el equipo debe entregar copia de su material a los profesores
en un CD, al final de su exposicion.

19.- Al final de las sesiones practicas se realizaran dos sesiones de
seminarios en los que cada equipo preparara su exposicion con material
didactico, fomentara el interés y la participacion de sus comparfieros, el equipo
debe entregar copia de su material a los profesores en un CD, al final de su
exposicion.

20.- Cada equipo participara en la evaluacion de los seminarios para lo cual
se le proporcionara un formato que debera llenar al final de cada seminario.

21.- Cada equipo es responsable de asegurar que esté disponible y a tiempo
para su exposicion el cafion, la computadora, el proyector o el equipo que
requiera para realizar la misma.

22.- El equipo responsable de cada practica debera preparar con anticipacion
los reactivos y soluciones que requiera el desarrollo de la practica.

ATENTAMENTE:
Profesores del Laboratorio de Genética.
Dra. Martha Legorreta Herrera
QFB Fco. Javier Parada Garcia
Dra. Raquel Retana Ugalde

Mtra. Lourdes Vega Navarrete
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MANEJO DE RESIDUOS

Los tubos, pipetas, puntas y demas materiales con los que se trabajé material biolégico
deberan desecharse en un recipiente que contenga hipoclorito de sodio al 10%.

Las agujas utilizadas deberan depositarse en el recipiente rojo de punzo cortantes.

Las jeringas contaminadas con sangre deberan descontaminarse en hipoclorito de sodio
antes de desecharse en el contenedor de punzo cortantes.

Los residuos provenientes de reactivos tdéxicos como cloroformo, fenol, acrilamida,
bromuro de etidio, etc. Se etiquetaran y se enviaran a su almacenamiento para su
posterior eliminacién.

SIMULACROS DE EMERGENCIA Y SISMOS

Los alumnos y profesores deberan participar en los simulacros de emergencia de
acuerdo con las siguientes instrucciones: al escuchar la alarma sismica, inmediatamente
deberan replegarse a los muros de sostén del edificio. Si se da la sefial de evacuar el
edificio, se debe hacer de forma rapida y ordenada, se seguira la ruta de evacuacion.

En caso de sismos, se procedera de igual forma que en los simulacros.
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ANEXO 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Informacion minima que se debe proporcionar a los participantes en las practicas de
laboratorio o investigacion cientifica

Instrucciones. A usted se le invita a participar en este estudio de investigacién
biomédica. Antes de decidir si participa o no debe conocer y comprender la siguiente
informacién. Este proceso se conoce como consentimiento informado.

Es importante que se sienta con absoluta libertad de preguntar cualquier cosa que le
ayude a aclarar sus dudas.

Una vez que haya comprendido de que se trata el estudio y si desea participar como
voluntario, entonces se le pedira que firme la carta de consentimiento informado, de la
que se le entregara una copia firmada y fechada.

OBLIGACIONES DEL PROFESOR RESPONSABLE O INVESTIGADOR.

El investigador o profesor responsable del estudio debe cumplir con los lineamientos
internacionesl que rigen la participacion de humanos en cualquier investigacion
biomédica en particular: no utilizar presos de carceles, militares, enfermos mentales,
menores de edad sin autorizacién del padre o tutor.

La informacion que proporcione el investigador debera ser en un lenguaje claro,
entendible alin para una persona que no tenga conocimientos médicos.

El tratamiento que se aplique a los individuos que acepten voluntariamente participar en
el estudio, nunca debe poner en riesgo su salud, su vida o su bienestar.

Los estudios fase | de un nuevo farmaco, se deben realizar en el pais de origen del
farmaco.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO (Indicar claramente las razones de caracter médico y
social que existen para realizarlo).

SE REQUIEREN MUESTRAS DE SANGRE PARA LA OBTENCION DE ADN Y
UTILIZARLO EN LA AMPLIFICACION DE DIFERENTES GENES O REGIONES
ASOCIADAS CON SUSCEPTIBILIDAD GENETICA A DESARROLLAR DIFERENTES
ENFERMEDADES.

SE REQUIEREN MUESTRAS DE SANGRE PARA INVESTIGAR EL DANO EN EL ADN.

SE REQUIEREN MUESTRAS DE SANGRE PARA AISLAR CELULAS PARA
REALIZAR EL ANALISIS DE CROMOSOMAS
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SE REQUIEREN MUESTRAS DE ORINA PARA DETECTAR METABOLITOS
ALTERADOS EN ENFERMEDADES METABOLICAS

OBJETIVO DEL ESTUDIO (Indicar claramente las aportaciones cientificas/sociales del
estudio)

Que el alumno conozca y realice las diferentes técnicas de biologia molecular,
bioquimicas y citolégicas con fines diagnosticos o determinacion de
susceptibilidad genética a enfermedades cronico degenerativas, infecciosas o
genéticas.

Con este estudio se conocera si usted:

1. Puede desarrollar de forma adecuada la técnica descrita
2. Conoceré sus datos personales con respecto a la técnica utililizada.

CRITERIOS DE INCLUSION QUE DEBEN LLENAR LOS PARTICIPANTES

Todos los alumnos del modulo de Laboratorio de GenéticaClinica.

CRITERIOS DE EXCLUSION (causas por las cuales no pueden participar)

ANTECEDENTES MEDICOS Y HABITOS (Se formularéan preguntas personales para
evaluar si existe algun riesgo para el participante)

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO (Sélo si existen. En caso de haberlos anotar
los que son predecibles, hacer la aclaraciéon de que exite la posiboildad de riesgos
impredecibles que escapan al conocimiento del investigador o profesor).

Mareos algunas personas los sufren durante la toma de sangre, hematomas.

ACLARACIONES.

e Su decision de participar en el estudio es completamentevoluntaria

¢ No existe consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion

e Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lodesee

e No tendra que pagar por que le realicen elestudio

¢ No recibird remuneracién por su participaciéon




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS & |
LABORATORIOS DE DOCENCIA J
X G ] ) }f,ﬁ
2 _‘éa':ip MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA J FES
] __tAnAGOZA
Caodigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 327/330

e En el transcurso del estudio usted podré solicitar informacién actualizada sobre
el mismo, al investigador sresponsable.

e La informacién obtenida en este estudio, asi coo la identificacion de cada
particiante, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores o profesores responsables.

Si considera que no existen dudas ni preguntas de su participacion, puede, si asi
lo desea, firmar la carta de consentimiento informado que se anexa a este
documento.
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ANEXO Il. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM
LABORATORIO DE GENETICA CLINICA 8° SEMESTRE DE LA CARRERA DE QFB.
CARTA DE CONOCIMIENTO INFORMADO
Fecha:
Me han explicado claramente la justificacion, los objetivos, los beneficios y los posibles riesgos del estudio:
Que dirije: quien funge como responsable, los
cuales no representan ningun riesgo para mi salud y por lo tanto ACEPTO VOLUNTARIAMENTE participar enel
Yo He comprendido el contenido de ésta carta de

consentimiento, mis dudas han sido resueltas y declaro libre y voluntariamente que acepto participar en este estudio. Es
de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacion en el momento que lo desee. También puedo
solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacién en el estudio. Recibiré, si asi lo
solicito, los resultados de mi participacion. Debo informar, tan pronto como sea posible, a los investigadores, de cualquier
cambio importante que ocurra en mi estado de salud, incluyendo el consumo de medicamentos, suspension o inicio de
algun habito (ej. Tabaquismo) o cambio de domicilio. Las muestras obtenidas s6lo podran ser utilizadas para los fines de
este estudio.

Domicilio:

Teléfono:

Correo electrénico:

Firma del Profesor o Investigadory fecha Firma del participante y fecha

Firma del testigo, parentescoy fecha Firma del testigo, parentesco yfecha




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

3 >
oy

MANUAL DE LABORATORIO DE GENETICA CLINICA ;&S
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML23 28/06/2024 1 329/330

ANEXO lll. FORMATO PARA EVALUAR LAS PRESENTACIONES
ORALES

TEMA: FECHA:

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
CARRERA QFB

LABORATORIO DE GENETICA CLINICA

EQUIPO:

1. COMUNICACION PARAVERBAL: Conjunto de variaciones que se pueden dar en la forma de emitirel

lenguaje hablado y que afectan al significado de éste.

¢ El' volumen de la voz fue adecuado?

¢, Se apreci6 fluidez verbal?

¢Lavoz fue clara?

¢El tiempo de la intervencion verbal fue adecuado?

2.  COMUNICACION VERBAL
Contenido:

¢, Desarrollaron el tema de manera adecuada, cumplieron los objetivos?

¢ Consiguieron la atencion de su audiencia?

¢Motivaron a la audiencia?

¢ Realizaron un resumen intermedio y una conclusion intermedia?

¢ Realizaron una recapitulacion y conclusién final?

Audiencia:

¢Mostraron atencién permanente a la audiencia?

¢ Utilizaron vocabulario apropiado a la audiencia?

¢, Observaron permanentemente a la audiencia?

¢ Utilizaron ejemplos apropiados a la audiencia?
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Preguntas

¢Escucharon atentamente las preguntas?

¢ Realizaron preguntas de forma clara?

3. LOS RECURSOS DIDACTICOS

Transiciones: Organizan la exposicién y anuncian lo que se dir4 a continuacién

¢ Presentaron formato constante?

¢ Utilizaron no mas de seis colores?

¢La letra fue facil de leer?

¢ Utilizaron gréficos o dibujos?

¢ Se plasmaron las ideas bien organizadas en las diapositivas?

¢ Presentaron una idea por diapositiva?

¢ Contenian informacién concreta, concisa y clara?

Tiempo

¢ Fueron puntuales para iniciar la exposicion?

¢ Fueron puntuales para terminar la exposicién?

¢Hubo que reducir la exposicion?

¢Hubo que alargar la exposicion?

Apuntes y pizarron

¢Leyeron frecuentemente los apuntes?

¢ Utilizaron gran parte de su tiempo para leer el tema?

¢La utilizacion del pizarrén fue dindmica y espontanea?

¢ Utilizaron el pizarron?

¢ Hablaron mientras escribian?

4.  PRESENTACION PERSONAL DE LOSEXPOSITORES
EXCELENTE BUENA REGULAR MALA

CALIFICACION FINAL
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