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ANTECEDENTES

ESTRUCTURA E HISTOLOGIA DE COLON Y RECTO

El colon o intestino grueso es la porcion del tdlgestivo encargado de absorber agua y la
flora bacteriana que alli habita fermenta los polisidos. Este se divide en colon
ascendente, transverso, descendente y sigmoidealtitrea parte del tubo digestivo es el
recto cuya funcién es almacenar temporalmente éaeshfecalesHistolégicamente, el
colon y el recto estan formados por mucosa, subsajcmuscular propia y/o serosa
(Szereszwski, 2009).

CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad guergina por la acumulacion de
mutaciones en las células epiteliales del coloecyor Dichas mutaciones promueven un
crecimiento descontrolado y transforman el epitebomal en carcinomal {rado-Gomez y
Mohar, 2008). La secuencia adenoma carcinoma tlesdes alteraciones genéticas

involucradas al inicio y progresion del CCRrifnaghanyet al, 2012).

Epidemiologia
El CCR, a nivel mundial, es la tercera causa deeréaan hombres (746,298 casos, 10% del
total) y la segunda en mujeres (614,304 casos, @d@Ptotal) (Ferlayet al, 2012). En
México es el tercer cAncer mas comun en hombregjgres (4,656 casos, 7.1% del total y
3,995 casos, 4.8% del total, respectivamente) giretlal, 2012). En 2010, de acuerdo al
Registro Estatal de Cancer de Jalisco, el CCR @ @ el quinto lugar de mortalidad por

tumor maligno segun localizacién (Registro EstdeaCancer, 2010).

Grados y estadios
El CCR se clasifica segun el sistema TNM (TNM, idglésTumor-Nodule-Metastagisel
cual describe el grado de extension del tumorgilgstan afectados o no los ganglios (N) y
la ausencia o presencia de metastasis (M) (Cugdfloutti et al, 2005; Obroceat al,
2011).



Cuadro 1. Clasificacion Tumor-Ganglio-Metastasis (TNM) de Jamerican Joint
Comissionon Cancer (AJCYlodificado de Libuttiet al, 2005 y Obroceat al, 2011.

CLASIFICACION TNM

ESTADIOS TUMOR (T) S (';\'I)NFAT'CO METASTASIS (M)

A Tla-Tlb NO MO
B T2a NO MO
A Tla-T1b N1 MO
T2b NO MO

B T2b N1 MO
T3 NO MO

T3 N1 MO

A Tla-T3 N2 MO
T4 NO-N1 MO

e T4 N2 MO
Tla-T4 N3 MO

v CUALQUIER T CUALQUIER N Mla-M1b

T1, tumores de la submucosa; T2, tumores deuscularis propiaT3, tumores que infiltran capa subserosa
o tejido perirrectal o pericolon sin ser periton&d; tumores que invaden otros o6rganos; NO, seci@h a
ganglios linfaticos examinados; N1, metéstasis @ autres ganglios linfaticos regionales; N2, tursocen
mas de tres ganglios afectados; M0, metastasantiisho aparente; M1, metastasis distante aparente.

Etiologia
El CCR es una enfermedad multifactorial compleganteraccion de factores ambientales y
genéticos conduce a la iniciacion y progresioncdelcer (Derryet al, 2013). Los factores
ambientales mejor estudiados considerados commréactde riesgo para CCR son:
obesidad, disminucién en la actividad fisica, wwrémento en el consumo de carnes rojas,
grasas, alcohol y tabaco, ademas de un bajo conslenfiora. Dentro de los factores

genéticos se han visto relacionadas mutacionexagrni polimorfismos en genes que

regulan el ciclo celular y reparan el DNA (Deatyal,, 2013).



Vias moleculares que conducen al desarrollo de cérc
Los mecanismos que conducen al desarrollo del GBReemplejos, sin embargo, se han

descrito las siguientes vias moleculares:

Via de inestabilidad cromosomica
La via de inestabilidad cromosémica (CIN) represezit 80-85% de los casos de CCR
(Migheli y Migliore, 2012). Esta se caracteriza ptteraciones cromosémicas estructurales
y numeéricas e incluyen inserciones, delecionesiskoaaciones, inversiones, entre otros.
Aln no se conoce el mecanismo que causa CIN, sramgo, los genes que se alteran en
esta via son los proto-oncogenes y genes suprederesnor, implicados en la regulacion
del crecimiento celular, reparacion del DNA, apsppestabilidad cromosdmica, adhesion
celular y la transcripcion, entre otré&rmaghanyet al, 2012;Haglandet al, 2013. El
cancer de colon muestra cariotipos complejos e&tgdios citogenéticos revelan pérdidas
y ganancias de segmentos cromosomicos especifilessdomo 5, 8, 16 y 18iaglandet
al., 2013) A la via CIN también se le conoce como secueadEnoma-carcinoma se
caracteriza por la activacion de proto-oncogenesaf e inactivacion de los genes
supresores de tumor APC (5g21) y p53 (17pABnaghanyet al, 2012).

Via de inestabilidad de microsatélites
Los microsatélites son secuencias repetitivas @gares de bases de DNA susceptibles a
errores causados por la DNA polimerasa duranteefdicacion, dichos errores son
reparados por el sistema MMR (del inglddjsmatch Repair Systgmla via de
inestabilidad de microsatélites (MSI) se caracteppr una alteracion en los genes del
sistema MMR KLH1, MSH2, PMS1 y PM$2las células con defectos en los genes del
sistema MMR son incapaces de corregir los erroeaeplicacion producidos por la DNA
polimerasa, lo que lleva a la acumulacion masivamdgaciones en las regiones que
contienen microsatélitd&\rmaghanyet al, 2012) Las mutaciones en linea germinal de los
genes del sistema MMR ocasionan el sindrome Lyachjpo de cancer colorrectal con

herencia autosdmica dominante (Worthley y Leg@&tt0)
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Via Fenotipo Metilador de Islas CpG
La via fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) ességyunda via mas comun en CCR
esporadico, representa aproximadamente el 15%sdmbfms. Las islas CpG son secuencias
ricas en Guaninas y Citosinas y normalmente selizacaen regiones promotoras de
aproximadamente 50% de los genes humanos. Estassish susceptibles a metilacion y
estan asociadas con regulacién de la expresidrcagébhos cambios en los patrones de
metilacion estan relacionados con el desarrollocdecer debido a que resultan en
silenciamiento o expresion inapropiada de geneslunvados en el control del ciclo
celular, reparacion del DNA, apoptosis y metastésimmaghanyet al, 2012; Haglandet
al., 2013.
El diagnostico de CCR positivo para la via CIMP establece con el analisis de 5
marcadore€ACNALG, IGF2, NEUROG1, SOCYIRUNX3(Worthley y Leggett, 2010).

RUNXS3
El genRUNX3pertenece a la familia de genes RUNX, cuya cangtita comun es una
region conservada llamada “runt domain” (RD) queeseuentra en el geRunt de
Drosophila (Bangsowet al, 2001). La familia esta integrada pBUNX1 (21g22.12),
esencial para la hematopoyed®dJNX2 (6p21) involucrado en osteogénesiRYNX3
(1p36.1) relacionado con el desarrollo neuronala yliferenciacion de células (Lee,
2011).
El genRUNX3contiene 6 exones, tiene un peso de 48 kb y tesdrgpcion esta regulada
por dos promotores. EI promotor P1 se utiliza coargk expresa en células
hematopoyéticas mientras que el promotor P2 sieauith otros tipos celulares (Bangsow
et al, 2001) (Fig. 1).
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P1 P2

T

Dominio Runt

Cromosoma 1
Fig. 1. Localizacién y estructura dRUNX3 P1 y P2: Promotor 1 y 2 (Modificada Levaretral,
2003).

La funcion deRUNX3 es atenuar la via de sefializacion Wnt. Esta \egauwin papel
decisivo en los procesos de regulacién, difereriagroliferacion y muerte celular. La
via activa conduce a una acumulacion [leatenina en citoplasma y la posterior
translocacion al nucleo donde actia como un fagéoitranscripcion al incrementar la
expresion de genes blanco tales c@d@ND1(ciclina D1) yMYC, las proteinas producidas
por estos genes aumentan la proliferacion celukaparticipacion d&RUNX3consiste en
disminuir la actividad de esta via y en consecwewdisminuir la proliferacién celular
(Subramanianet al, 2009). AdemadRUNX3coopera con SMAD3 y 4 para activar la via
TGH3. Esta via induce la transcripcion @DKN1A (p21) y BCL2L11 (bim), genes
asociados con inhibicion del crecimiento celulamduccion de apoptosis, respectivamente
(Chuang vy Ito, 2010).
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En CCR se ha demostrado la activacion constitudesda via Wnt y la inactivacion de la
via TGP y de la proteina RUNX3, éstos seventos importantes en el desarrollo del CCR
(Subramanianet al, 2009;Chuang y Ito, 2010(Fig. 2).

Wnt TGF-B/BMP
APC Smads
B-catenina/TCF4 RUNX3/Smads

TCF4 c-myc
ciclina D1 cemye

ciclinaD1 Bim ! Bim
—sE L — TCF/LEF WA i

B-catenina RUNX3

Fig. 2. Relacion deRUNX3con las vias de sefializacion Wnt y TBsFigura traducida de:

http://mwww.mdp.nagasaki-u.ac.jp/skeletal/reseatatfiesearch/index.html

Variantes enRUNX3

Se han descrito aproximadamente 250 variantesRlaiNiX3en distintas regiones del gen.
El polimorfismo ¢.53T>A (rs6672420), se localizaarexon 1 (Fig. 3), este polimorfismo
provoca un cambio del aminoacido isoleucina pormgpna en la posicion 18 (118N)
(Byungho et al., 2011). Hishidaet al., (2009) y referencias incluidas sefialan que el
polimorfismo esta supuestamente localizado en eg@&m reguladora negativa para unién
al DNA, por lo tanto, la regulacion génica realiagubr RUNX3podria verse alterada en
presencia de este polimorfismo y asociarse coregdrdollo de cancer. Los resultados de
los estudios de asociacion del polimorfismo c.53Tceh cancer que se han reportado se
describen en el cuadro 2.
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Fig. 3.Localizacion del polimorfismo ¢.53T>A.

Cuadro 2. Estudios de asociacibédel polimorfismo ¢.53T>A en distintos tipos de cén

. Tipo de n n OR :
Poblacion L S g —— P (IC 95%) Referencia
Lo 1.49
Gastrico (Byungho L.,et
coreana jrestinal St 179 00028 15193 " an, 2011)
f 0.99
Gastrico (Byungho L.,et
Coreana difuso 431 255 0.95 (0.78-1.27) al., 2011)
1.64

(Dongmei W. et
(0.91-2.93) al., 2009)

: 1.24
Hispanade ~~ o0 427 (Slattery M. L.,et
EUA CCR 495 ast (1.07-1.45) al., 2011)

China Gastrico 329 312 0.29
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
RUNX3 es un gen supresor de tumor que frecuentementmastiva en CCR por
mutaciones 0 mecanismos epigenéticos. Algunasntasdocalizadas en este gen pueden
afectar la capacidad de unién al DNA y alterar lpresion de genes blanco. El
polimorfismoc.53T>Ase ha asociado con el desarrollo de CCR en pdblddspana que
reside en EUA, sin embargo, en México aun no serépartado datos de asociacion de

esta variante con CCR. Por lo tanto, se planteaylaente pregunta:

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe asociacion del polimorfismo ¢.53T>A del gddNX3con cancer colorrectal en

pacientes del Hospital Civil Juan I. Menchaca?
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JUSTIFICACION
El CCR es un problema de salud publica mundialG0, en el estado de Jalisco, el CCR
fue el quinto lugar de mortalidad por tumor maliggemun localizacion. La identificacion
de variantes en genes que regulan el crecimientorl permitirhd conocer cuales factores
genéticos contribuyen al desarrollo de una enfeatiethn compleja como el CCR.
Particularmente, en este trabajo se estableceigsiimorfismo ¢.53T>A del geRUNX3

se asocia con el desarrollo de CCR en pacientdsasgital Civil Juan I. Menchaca.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la asociacion del polimorfismo ¢.53T>& denRUNX3con cancer colorrectal

en pacientes del Hospital Civil Juan I. Menchaca.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar la frecuencia genotipica y alélica, @sho el equilibrio de Hardy-

Weinberg del polimorfismo.53T>Adel genRUNX3en un grupo de referencia.

2. Determinar la frecuencia genotipica y alélica delinporfismo ¢.53T>A del gen
RUNX3en pacientes con CCR del Hospital Civil Juan Inbheaca.

3. Determinar la asociacion del polimorfisneo63T>A del genRUNX3on cancer

colorrectal en pacientes del Hospital Civil Juaklénchaca.

16



MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Transversal analitico

Tamario de la muestra
El tamafio de muestra se calcul6 utilizando la sigei féormula (Celis, 2004). El valor
estimado de p se consideré de acuerdo a lo repopad Slatteryet al, (2011) en

poblacion hispana residente en EUA. Ellos repantamfrecuencia del alelo A de 0.37.

n=Z’p(1-p)
O
Zcrit= Valor de Z (Corresponde al 95%).
p= Estimado de la proporcion a ser medida (alelos).

D= Amplitud total del intervalo de confianza.

n=(1.95¥0.37(1-0.37)/0.1%- 88.6 = 89

La n corresponde a 89 individuos para el grupo G& @ también se incluy6é un grupo de
referencia con 121 individuos. Ambos grupos dedistprovienen del Hospital Civil de

Guadalajara “Dr. Juan |. Menchaca”.
Criterios de seleccion del grupo de estudio.

Criterios de inclusion
Grupo de referencia:
» Individuos que acuden al banco de sangre del Hospivil Juan I. Menchaca y que
no tuvieron antecedentes familiares de cancer.
Grupo de pacientes:
» Muestras de sangre periférica de pacientes comda@isigo clinico e histopatologico
de cancer colorrectal esporadico que acudieroremicso de colon y recto del

Hospital Civil Juan I. Menchaca.
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Criterios de exclusion
En ambos grupos se excluiran de este estudio a loslividuos que presenten las
siguientes caracteristicas
» Individuos que fueron recientemente transfundidos
» Individuos que no firmen una carta de consentimsiarfbormado
Criterios de eliminacion

» Muestras de DNA degradadas o insuficientes paadbleser el genotipo

Estrategia metodoldgica

Extraccion de DNA
Para la extraccion de DNA de sangre periféricatdieduel método de Milleet al. (1988)
combinado con un micrométodo (Gustincethal.1991). El procedimiento general fue el
siguiente: primero se destruyeron las células coaréguador de lisis para eritrocitos y
leucocitos, después se utilizé cloroformo para desalizar las proteinas. EI DNA se
precipitd con la sal CTAB y agua, una vez que senabel DNA se lavo con etanol.
Finalmente se disolvié el DNA en buffer TE (Anexo).

Cuantificacion del DNA
El DNA se cuantificO por espectrofotometria a 260pana determinar su cantidad. La
presencia de proteinas se evaluo a 280nm, y leigrl260/280 determind la pureza de la

muestra (Anexo).

Amplificacion por PCR
Una vez realizada la extraccion de DNA se amplifimr reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR, del ingléPolymerase Chain Reactiprel fragmento deRUNX3
seleccionado en el estudio. La secuencia de lomdures asi como el tamafo del producto

amplificado se describen en el cuadro 3 (Anexo).
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Cuadro 3. Secuencia de los iniciadores pRIdNX3y tamafio de producto amplificado (Zhaatg
al., 2008)

Gen Polimorfismo Iniciadores Proq_ucto
amplificado
RUNX3 Cc.53T>A F: 5..GGGCTATTGTTACTCACCGCG..3’ 120 pb

R: 3'..AACCCCCTGAAGGGCTGAAAAT..S’

Digestion enzimatica
Para la identificacion del polimorfismo se realdigestion enzimatica utilizando la técnica
de RFLP’s (del inglésRestriction Fragment Length Polymorphjson la enzima de
restriccionBtsA. La digestion enzimatica se realiz6 a 50°C dwalké h. El cuadro 4
muestra la enzima de restriccion que se empled tarnedfio de los fragmentos que se

obtuvieron (Anexo).

Cuadro 4. Productos obtenidos una vez que se realizé latihgesnzimatica con la enzima de

restriccionBtsA para el polimorfismo ¢.53T>A

Enzima de

o Fragmentos esperados
restriccion

Gen Polimorfismo

Homocigoto T/T
120pb
RUNX3 C.53T>A Bt<Cl Heterocigoto A/T
120, 93, 27pb
Homocigoto A/A
93, 27pb
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Secuencia de reconocimiento y corte de la enzinrastaccionBtsd

5.

6 G
3"CC

- >

TGNN‘3.
A C NN "2
t .5

5-GGGCTATTGTTACTCACCGGGATGAA GGTCGGCGAGTAGGTCGGGAAGGAGTCGAAG
ATGCTGTTCGATGCCATGCCCCGCTCTGAAGAAGGCGAGAATTTTCAGCCIOCAGGGGGTTF3’

Fig. 4. Secuencia parcial del g&UNX3donde se localizan los iniciadores para la PCRa(#io)
y el sitio de reconocimiento de la enziBisQ (letra color rojo). El sitio polimorfico se muesten

azul.

Electroforesis
Los fragmentos obtenidos se analizaron en gelegpdlecrilamida al 6% con una

proporcion acrilamida-bisacrilamida 29:1. La towise realiz6 con nitrato de plata

(Anexo).

Andlisis estadistico
Las frecuencias alélicas y genotipicas se estimpoorel método de conteo y el equilibrio
de Hardy-Weinberg mediante la prueba de Chi-cuadgd con el programa Arlequin
v11.0. El andlisis de asociaciéon se estimé@dds Ratio({OR). Una p<0.05 se considerd

como significativa (Anexo).

Consideraciones éticas.
De acuerdo al titulo quinto, capitulo Gnico, afticli00 de la ley general de saludit{mas
Reformas DOF 24-04-2018n lo que se refiere a “Investigacion para la Saltiddos los
individuos fueron informados sobre los objetivo$ eltudio asi como del riesgo minimo
que implicé la toma de sangre periférica. Una vee gceptaron participar en el estudio
firmaron una carta de consentimiento informado ¢aeEn todo momento se mantuvo la
confidencialidad de los datos personales asi comdos resultados producto de este

proyecto.
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RESULTADOS

GRUPO DE REFERENCIA

El grupo de referencia estuvo integrado por 12lviddos con una edad promedio de 35
afios (rango de edad 19-61 afios) y el 60% fue &wrg masculino. Adicionalmente, se
obtuvieron datos de consumo de alcohol, tabacsepoga de diabetes y si realizaban o no
actividad fisica. Las figuras 5-8 muestran la projm de individuos para cada una de las

variables.

120% - pIABETES MELLITUS TIPO 2
100% -

80% -
60% -
40% -

20% -

Porcentaje de individuos

1%
0% :
SI NO

Fig. 5. Porcentaje de individuos que presentan diabe¢dgum tipo 2.

80% - ALCOHOL

SI NO

Fig. 6. Porcentaje de individuos que consumen alcohol.
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@ 49%

48%
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47%
46%

TABAQUISMO

SI

Fig. 7. Porcentaje de individuos que consumen tabaco.

70%

o
=
X

ul
=
X

Porcentaje de individuos

ACTIVIDAD FiSICA

SI

NO

Fig. 8. Porcentaje de individuos que realizan activifisida.
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POLIMORFISMO c.53T>A

Se realiz6 PCR-RFLP para el polimorfismo ¢.53T>A J&1 individuos del grupo de

referencia. Los resultados obtenidos determinanlgymoblacion se encuentra en EHW
como se muestra en el cuadro 5. Las frecuenciisaal@€orresponden a 0.22 para el alelo

Ay a0.78 para el alelo T. Los resultados de Esogjpos se muestran en la figura 9.

Cuadro 5. Genotipos observados y esperados del polimorfisB®T>A en 121 individuos

del grupo de referencia y resultado del EHW.

OBSERVADO ESPERADO
n=121 % n=121
TIT 73 60.3
AIT 43 35.5
AIA 5 4.2
EHW p=0.79

120 pb
93 pb

1 23 4567859

350 pb

Fig. 9. Ejemplo de genotipos obtenidos para el polimorisc.53T>A en el grupo de

referencia. Carriles 1-3, 5 y 6 homocigotos T/Trritad heterocigoto A/T, carril 7

homocigoto A/A y carril 9 marcador de peso molecd& 50 pb (el fragmento de 27pb no

se alcanza a observar en el gel).
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COMPARACION DE FRECUENCIAS ENTRE DIFERENTES

POBLACIONES
Las frecuencias genotipicas del grupo de referdnei@n comparadas con las frecuencias
descritas por la poblacion china y coreana, adadeéstas son las dos Unicas poblaciones
qgue han reportado dichos datos. Los resultadda demparacién muestran similitud con

ambas poblaciones (cuadro 6).

Cuadro 6. Comparacion de la distribucion de genotipos ddinprfismo ¢.53T>A del

grupo de referencia con otras poblaciones.

AUTOR/ANO N  POBLACION T/T AT AA p
Byungho L..et al.,2011 431 Coreana 214 185 32 0.097
Dongmei W., et al., 2009 326 China 161 142 23 0.105

Este estudio 121 Mexicana 73 43 5 0.79
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PACIENTES CON CANCER COLORRECTAL

Se analizaron 93 pacientes con CCR, con una ededepio de 60 afios (rango de edad
20-96 afos) también se obtuvo informacion de géredtad, localizacién anatomica del
tumor, consumo de alcohol, tabaco, presencia onaizsée diabetes mellitus tipo 2 y si
realizaban o no actividad fisica. Las frecuenciasedtas variables se observan en las
figuras 10-16.

GENERO

B Femenino

 Masculino

Fig. 10 Relacion por género de pacientes con CCR.

25 7 EDAD

S 20 -

2

E 15 -

<

o 10 -

St

£

\= 5 7

z 1
0 .

20-2930-3940-4950-5960-6970-7980-8990-99 SD
Rango de edad

Fig. 11 Numero de pacientes con CCR de acuerdo a la edad.
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LOCALIZACION ANATOMICA

Fig. 12 Porcentaje de pacientes de acuerdo a la locélizacatémica del tumor.

» 90%
S 80%
=2 70%
g 60%
"5 50%
T 40%
T 30%
20%
10%
0%

)

Porcenta

| DIABETES MELLITUS TIPO 2

.
|

SI NO SD

Fig. 13 Porcentaje de pacientes que presentan diabetigsisrigo 2.

Porcentaje de individuos

] ALCOHOL

II-
SI NO SD

Fig. 14. Porcentaje de pacientes que consumen alcohol.
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Fig. 15 Porcentaje de pacientes que consumen tabaco.
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Fig. 16. Porcentaje de pacientes que realizan actividachfi



POLIMORFISMO ¢.53T>A
Se realiz6 la estimacion de la distribucion gencéiy alélica para ¢.53T>A en 93 muestras
de sangre periférica de pacientes con CCR. Sevareerdiferencias significativas en las
frecuencias del genotipo A/A (OR=3.56 e IC=1.139tB0; p=0.02) y el alelo A (OR=1.78
e IC=1.159-2.744; p=0.008). Las frecuencias aléligagenotipicas para c.53T>A en los
pacientes con CCR y en el grupo de referenciasaitden en el cuadro 7.

Cuadro 7. Comparacion de las frecuencias genotipicas dehpdismo c.53T>A entre

pacientes con CCR y el grupo de referencia.

GRUPO DE PACIENTES
c.53T>A REFERENCIA CCR OR (95% IC) p*
Genotipo n=121 (%) n=93 (%)
T/T 73 (60) 41 (44) 1.0 (Referencia)
A/T 43 (36) 42 (45) 1.73 (0.982-3.081) 0.05
A/A 5 (4) 10 (11) 3.56 (1.139-11.130) 0.02
Alelo
T 189 (78) 124 (67) 1.0 (Referencia)
A 53 (22) 62 (33) 1.78 (1.159-2.744) 0.008

*Chi-cuadrada o exacta de Fisher
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DISCUSION

El CCR es una enfermedad compleja con interacagdmdltiples factores ambientales y
genéticos. Dentro de los factores genéticos, sepgmtado que el gaRUNX3participa en
proliferacion celular y la apoptosis a través devis de sefializacion Wnt y T@EHEStos
procesos se ven afectados durante el desarroll€@8. En este estudio se analizo la
asociacion del polimorfismo ¢.53T>A del ge&tYNX3en CCR. Los resultados mostraron
que los individuos portadores de genotipo A/A tretres veces mas riesgo de desarrollar
cancer colorrectalOR=3.56) mientras que los individuos portadores del akeltenen
casi dos veces més ries(¢OR=1.78) Esto es similar a lo reportado por Slattetyal
(2011), este grupo de investigadores reportan ngigiduos portadores del genotipo A/A
tienen mas riesgo de desarrollar CCR (OR=1.24 €ll@%*=1.45), esto en poblacion de
Utah. Sin embargo, para cancer gastrico se hanmtaglporesultados contradictorios; en el
estudio realizado por Byunglat al. (2011), en pacientes de origen coreano, el anéesis
este polimorfismo con cancer géastrico mostré as@uoiacon el tipo intestinal pero no con
difuso, sin embargo, en otro estudio realizadoa@igeion china no se observo asociacion
(Dongmei,et al, 2009)

Las frecuencias genotipicas del polimorfismo c.58Tel genRUNX3jue se observaron
en esta poblacion fueron comparadas con las reasrtan poblacion chin®@ngmei,et

al., 2009)y coreana (Byunghet al., 2011) y no mostraron diferencias significativas
(p>0.05). La comparacion con la poblacion de Utalat{eryet al, 2011) no pudo ser
analizada porque no se reportaron datos de fre@segenotipicas solo de asociacion.

El efecto del polimorfismo ¢.53T>A del gBUNX3no se conoce, aunque se ha propuesto
que afecta la union al DNA (Hishidd al., 2009). Ademas, en la base de datoEmgembl

se reportan efectos contradictorios para estantati@s decir, efecto deletéreo establecido
con el programa SIFT (0.02), el cual predice ssuatitucion de un amino&cido afecta la
funcion de la proteina, y benigno por PolyPhen(QD)0el cual predice el impacto de la
sustitucion de un aminoacido sobre la estructufangion de la protein. Sin embargo, el
cambio del aminoéacido isoleucina (polar) por asgiaea (no polar) pudiera afectar la
interaccion con las proteinas de las vias Wnt y {,GFen consecuencia, favorecer el
desarrollo del CCR.
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CONCLUSIONES
1. El polimorfismo ¢.53T>A del gelRUNX3 se encuentra en equilibrio de Hardy-

Weinberg en la poblacion del grupo de referencia.
2. El genotipo A/A del gen RUNX3 se asocié con CCRpanientes del hospital civil

“Juan |. Menchaca”.
3. El alelo A del gerRUNX3se asocio con CCR en pacientes del hospital ‘Guan

I. Menchaca”.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO GRUPO DE REFERENCIA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA “DR. ENRIQUE CORONA RYERA”

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO DE IN\EHIGACION

Por medio de la presente doy mi autorizacion aréa Bn C. Maria de la Luz Ayala
Madrigal, a la Dra. en C. Melva Gutiérrez AngulaaloM. en C. José Miguel Moreno
Ortiza extraerme 5ml de sangre periférica. La tolmanuestra es para la realizacion de la
investigacion sobre:

“ANALISIS DE VARIANTES GENICAS EN INDIVIDUOS DE PORACION GENERAL”

1. He sido informado (a) acerca del proyecto y he sigdado (a) a participar en el
mismo, aportando informacion y muestra de sangmaigersona.

2. Entiendo que el procedimiento para la toma de maespresenta molestias y que
exige un riesgo minimo de dafio fisico para mi peso

3. Acepto que no recibiré compensacion alguna poud libero a los investigadores
y las instituciones participantes de toda obliga@bonomica para conmigo.

4. Autorizo a los investigadores mencionados a reallpa procedimientos de
laboratorio convenientes al proyecto, incluidosu@ists de ADN asi como otros
relacionados con el mismo y a hacer uso de lastragegla informacién con fines
cientificos, docentes y estadisticos, siempre yndoiase haga en el marco de la
ética profesional y se guarde la confidencialidadogd mismos.

5. Mi participacion en este proyecto es voluntariaugge terminar en el momento
que yo asi lo decida y lo exprese a los investigegd@esponsables.

6. Yo puedo localizarlos en el teléfono (01-33) 103852 xtension 34003.

Nombre y firma del donador

Nombre del testigo Nombre del testigo

Fecha Fecha
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CUESTIONARIO PARA INDIVIDUOS DEL GRUPO DE REFERENCI A

DATOS GENERALES

Nombre

Género Edad Estatura Peso
Originario de:

Poblacién Municipio

Estado

Lugar de residencia

Teléfono

Ocupacidn

Abuelosy Padres:

Onginarios de

Lugar de residencia

Nombre de quien realizala encuesta

Fecha de realizacidn de la encuesta
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DATOS SOBRE EL ESTILO DE VIDA

Consume de dcohol Negative ( )  Peositive { )
Frecuencia Cantidad:
Por dia () < 500ml (Ej. Una cerveza) ()
Porsemana () 500ml—-3L(E). 6 —7 cervezas) ()
Por mes () 4L —10L (Ej. >20 cervezas) ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Consumeo de tabaco Negative { )  Pesitive { )
Frecuencia: Cantidad:
Por dia () <5 cigarros ()
Por semana () 6 cigarros — 1 cyetilla ()
Pormes () 2 cgetillas — 3 cayetillas ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Alimentacion: Consume de carnes Negative { ) Positive { )
Frecuencia: Cantidad:
Por dia () < 200gr (Ej. Un bistec, unapechuga) ()
Por semana () 250 — 500gr ()
Por mes () 500gr — 1kg ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
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Alimentacion: Consume de lacteos con lactobacillis

Frecuencia:

Por dia

Por semana
Por mes
Por afio
Otro

()
()
()
()

Observaciones

Cantidad:

250ml (Ej. Un vaso de leche)

+251 — 500ml

Negative ( )  Pesitive { )

~ T
~—

Alimentacion: Consume de frutas

Negative ( )  Positive { )

Frecuencia Cantidad:
Por dia () 1 ()
Porsemana () 2-3 ()
Por mes () 4 0 mas ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Alirmentacion: Consume de verduras Negative ( )  Positive { )
Frecuencia: Cantidad:
Por dia () 1 ()
Por semana () 2-3 ()
Pormes () 4 0 mas ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
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Alimentacion: Consumo de pan y cerecdes  Negative {( ) Positive ()

Frecuencia Cantidad:
Por dia () < 100gr (Ej. Unapiezade pan, un bolillo) ()
Porsemana () 100 —500gr ()
Por mes () 501gr-1kg ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Activided fisica Negative ( ) Peositive { )
Frecuencia: Cantidad:
Por dia () <1 hora ()
Por semana () 1 hora—3 horas ()
Pormes () 4 horas — 5 horas ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Diabetes Mellitus Negative ( ) Peositive { )
Tiempo de diagndstico:
Hace menos de 1 afio ()
De 1 -5 afios ()
De 6 — 10 afios ()
Otro

Ohservaciones




CONSENTIMIENTO INFORMADO INDIVIDUOS CON CANCER COLO RRECTAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO DE GENETICA HUMANA “DR. ENRIQUE CORONA RYERA”
CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO DE IN\EHIGACION

Por medio de la presente doy mi autorizacion paeame sea extraida una muestra
de sangre de aproximadamente 5ml para participal gmtocolo:

“ANALISIS DE VARIANTES GENICAS EN PACIENTES CON CARER COLORRECTAL”

Cuyos investigadores responsables son las Dociaasm de la Luz Ayala Madrigal y
Melva Gutiérrez Angulo.

1. He sido informado (a) acerca del proyecto y he sigddado (a) a participar en el
mismo, aportando informacion y muestra de sangraigersona.

2. Entiendo que el procedimiento para la toma de maespresenta molestias y que
exige un riesgo minimo de dafio fisico para mi peso

3. Acepto que no recibiré compensacion alguna poud kibero a los investigadores
y las instituciones participantes de toda obliga@bonémica para conmigo.

4. Autorizo a los investigadores mencionados a reallpa procedimientos de
laboratorio convenientes al proyecto, incluidosu@ists de ADN asi como otros
relacionados con el mismo y a hacer uso de lastragegla informacién con fines
cientificos, docentes y estadisticos, siempre yndoiase haga en el marco de la
ética profesional y se guarde la confidencialidadogd mismos.

5. Mi participacion en este proyecto es voluntariaugge terminar en el momento
que yo asi lo decida y lo exprese a los investigegd@esponsables.

6. Yo puedo localizarlos en el teléfono (01-33) 103852 xtension 34003.

Nombre y firma del paciente

Nombre del testigo Nombre del testigo

Fecha Fecha
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CUESTIONARIO PARA INDIVIDUOS CON CANCER COLORRECTAL

DATOS GENERALES

Nombre

Registro (Hospital)

Registro (Histopatologia)

Género Edad Estatura Peso
Poblacién Municipio
Estado Teléfono

Nombre de quien realizala encuesta

Fecha de realizacidn de la encuesta

DATOS SOBRE EL ESTILO DE VIDA

Consumo de acohol Negative ( )  Peositive { )
Frecuencia Cantidad:
Por dia () < 500ml (Ej. Una cerveza) ()
Porsemana () 500ml-3L(E). 6 —7 cervezas) ()
Por mes () 4L —10L (Ej. >20 cervezas) ()
Por afio () Otro
Otro
Ob servaciones
Consumeo de tabaco Negative { )  Positive { )
Frecuencia: Cantidad:
Por dia () <5 cigarros ()
Por semana () 6 cigarros—1 caetlla ()
Por mes () 2 cgetillas — 3 cayetillas ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
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Alimentacion: Consumo de cames

Frecuencia

Por dia

Por semana
Pormes
Por afio
Otro

()
)
()
()

Observaciones

Negative ( )  Positive { )
Cantidad:

< 200gr (Ej. Un bistec, una pechuga)
250 - 500gr

500gr — kg

Otro

()
()
)

Alimentacion: Consume de licteos Negative { ) Positive { )

Frecuencia Cantidad:
Por dia () <250ml (Ej. Unvaso deleche) ()
Porsemana () 250 =500ml ()
Por mes () 50iml—1L ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Consume de frutas y verdiras Negative ( )  Positive { )
Frecuenca: Cantidad:
Por dia () <250gr (Ej. manzana, naranja) ()
Por semana () 200 —500gr (Ej. Bidnico) ()
Pormes () 501gr—lkg ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
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Alimentacion: Consume depan y cerecdes  Negative {( ) Positive { )

Frecuencia Cantidad:
Por dia () < 100gr (Ej. Unapiezade pan, un bolillo) ()
Porsemana () 100 —500gr ()
Por mes () 501gr-1kg ()
Por afio () Otro
Otro
Observaciones
Activided fisica Negative {( )  Positive { )
Frecuenaa: Cantidad:
Por dia () <1 hora ()
Por semana () 1 hora—3 horas ()
Por mes () 4 horas — 5 horas ()
Por afio () Otro
Otro

Observaciones




Diabetes MellitusNegative { )  Positive { )

Tiempo de diagndstico:

Hace menos de 1 afio ()
De 1 -5 afios ()
De 6 — 10 afios ()
Otro
Observaciones
Diabetes Negative { )  Positive { )

SobrepesolNegative { )  Positive { )

Nota se considera sobrepeso si se supera el 10% del peso comporal 1deal v de obesidad s1 se
supera en mas de un 15%.

Ohservaciones
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DATOS SOBRE LA ENFERMEDAD

Diagnéstico

Etapa

Localizacidn del tumor

Presencia de pélipos

Presencia y localizacion de metastasis

(Hapadeado colitis ulcerativa?

iHapadeado enfermedad de CROHN?

Antecedentes oncoldgicos

Observaciones general es
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TECNICAS DE LABORATORIO

EXTRACCION DE DNA

Fundamento: Existen diferentes protocolos para la extraccionadelos nucleicos. La

mayoria se caracterizan por el empleo de deterggnselventes organicos que lisan los
nacleos de las células y remueven las proteinasridds al DNA, seguidos por la

precipitacion de este con etanol. En el presentgdiesse utilizd el método de Miller

combinado con un micrométodo (Gustincathal. 1991; Milleret al 1998).

Equipo:

Refrigerador
Centrifuga

Termoblock

YV V V V

Microcentrifuga

Material:

Guantes desechables
Cubrebocas

Gasas

Tubos de 15ml

Tubos Eppendorf de 2.0y 1.5 ml
Pipeta graduable de 100 y 1000 pl
Puntillas de 100 y 1000 pl

YV V. V V V V V

Reactivos:

Solucion de lisis de eritrocitos
Solucion DTAB 8%

Solucion CTAB 5%
Cloroformo 100%

NaCl 1.2 M.

Etanol 100%

Etanol 70%

Agua inyectable

V V.V V VYV V V VY
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Procedimiento:

1. Tomar 5-10 ml de sangre periférica por puncién garen un tubo con EDTA.

2. Vaciar la sangre total a un tubo de 15 mL, agrd§aml de Solucion de Lisis de
Eritrocitos y se lleva a refrigeracion duranterih; se centrifuga a 4,000 rpm
durante 25 min.

3. Se descarta el sobrenadante y se obtiene el belidiarc

4. El botdn celular se transfiere a un tubo Eppender2 mi.

5. Al tubo con el boton celular se le agregan 600qu$@lucion DTAB y se lleva a 65-
68 °C durante 5 min.

6. Al tubo se le adiciona 900ul de cloroformo al 1009é,agita vigorosamente. Se
centrifuga a 12,000 rpm durante 7 min.

7. Se obtiene el sobrenadante y se transfiere awdim {Se desecha el botdn celular y
el cloroformo precipitados).

8. Al sobrenadante se le agrega 100 pl de CTAB al 5% ggitan suavemente (8-10
veces), posteriormente se agrega 900 ul de agsaldeodn inyectable y se agita
suavemente. (Se precipita el DNA).

9. Se centrifuga a 10,000 rpm durante 5 min.

10. Se descarta el sobrenadante y se agrega 150 pa@eIN M y 750 ul de etanol
100% frio y se mezcla suavemente.

Se centrifuga a 10,000rpm durante 5 min.

11.Se descarta el sobrenadante y se agrega 1 ml & esh 70% y se centrifuga a
10,000 rpm durante 5 min (este paso se realizaeles).

12.Se descarta el sobrenadante y se deja evaporacedoede etanol a temperatura
ambiente hasta que el botén de DNA quede compleiznseco.

13.Se resuspende el DNA en 100ul de TE y se inculdd@ @urante 1 h.

14.Se determina la concentracion y la calidad del Dpi#x espectofotometria y
electroforesis en gel de agarosa 1%.

15.Se almacena el DNA a -20°C.
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Preparacion de reactivos:

Solucion para la obtencion de leucocitos (lisis dgitrocitos):

NH,HCO; PM 79.06 g 0.01 M 0.7906 g/1L
NH,CI PM 53.49 g 0.144 M 7.70256 g/1L

Disolver en agua desmineralizada estéril y aforb080 ml.

Amortiguador de lisis DTAB:

DTAB 8% 8 g/0.1L
Tris PM121.1¢g 0.1M, pH 8.6 1.21 g/0.1L
NaCl PM 58.44 g 1.2M 7 g/0.1L

EDTA PM 372.2 g 0.5M 1.86/0.1L

Disolver el tris y ajustar el pH de 8.6 con HClI3endel volumen final, adicionar el DTAB,
el NaCl, el EDTA y aforara a 1,000 ml.

Amortiguador CTAB:
CTAB 5% 5¢/0.1L
NacCl PM 58.44 g 04 M 2.34 g/0.1L

Disolver ambas sales en agua desmineralizadalgsédarar a 1,000 ml.

Soluciéon NaCl 1.2 M:

NaCl PM 58.44 g 1.2M 7 9/0.1L
Disolver la sal en agua desmineralizada estéfibsaaa 100 ml.

Amortiguador TE:
Tris PM121.1 g 0.01 M, pH 8 0.121 g/0.1L
EDTA PM 372.2 g 0.001 M 0.01286 g/0.1L

Disolver el Tris y ajustar el pH a 8 con HCI en & dolumen final, adicionar el EDTA,
aforar a 1,000 ml.
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CUANTIFICACION DE DNA GENOMICO
Fundamento: Para cuantificar la cantidad de DNA gendmico yifiear su pureza se
determina la densidad optica (DO) a 260 nm y 280Sina relacion de DO 260/280 nm es
mayor de 2.0 el DNA tiene una pureza adecuada,trageque si esta relacion es menor de
2.0 se debe considerar contaminacion de la mugsinajpalmente por proteinas (Sambrook
y Russell, 2001).

En la determinacion de la concentracion de DNAeteatonsiderar la siguiente formula:
DNA ng/mL=DO 260 nm x dilucion (1005/§L) x 50 (factor constante)
Notas.
* 50 es el valor del coeficiente de extincion molars® ng/mL que tiene la maxima
absorbancia de 1.0 unidad de DO a 260 nm.
» El factor de dilucion se refiere al volumen total ld celdilla entre el volumen de
muestra.

Equipo:
» Espectrofotometro

Material:
> Celdilla de cuarzo de 1ml

» Pipeta graduable (2ul'y 1000ul)

» Puntas desechables (10uly 10000ul)
» Gasas

» Parafilm

Reactivos:
» Agua inyectable

> DNA

Procedimiento:

1. Encender el espectrofotdmetro con 20 minutos deipation por tener una lampara de
UV, utilizar programa para acidos nucleicos de ealdena.

2. Ajustar a cero el espectro con el blanco de reacandiendo 100Qu de agua inyectable
en la celdilla de cuarzo.

3. Colocar ful de la muestra de DNA en la celdilla donde esoleidblanco de agua, tapar la
celdilla con parafilm e invertir la solucion alrelte de 30 veces procurando que se

homogeneice la solucion. Leer la muestra a 260 a@80ynm.
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4. Si hay mas de 1 muestra se repiten los pasos Raya3leer cada muestra, cuidando de
enjuagar y secar perfectamente bien la celdilleudezo después de leer cada muestra.
5. Se utilizan las lecturas de densidad Optica a B6@ara calcular la cantidad de DNA y a

280 nm para determinar su pureza.

AMPLIFICACION POR PCR
Fundamento La técnica utilizada para la sintesisvitro de acidos nucleicos conocida
como PCR (por sus siglas en ingislymerase Chain Reactipes un proceso iterativo
que consiste en tres elementos:
++ Desnaturalizaciéon de la cadena molde por calor
++ Hibridacion de los iniciadores oligonucleotidicosirga secuencia diana de cadena
sencilla.
s Extension del alineamiento de los iniciadores pora uDNA polimerasa
termoestable. (Sambrook y Russell, 2001).
Las condiciones para la reaccion del polimorfismtB8€T>A se describen en el siguiente

cuadro. El volumen final de la reaccion es 25ulmpaestra.

Concentracion

Reactivos inicial Concentracion final pl por reacciéon
Amortiguador 10X 1X 2.5
Iniciador F 47.4 nmoles 5 pmoles 0.4
Iniciador R 39 nmoles 5 pmoles 0.4
Coctel dNTPs
(dATP, dTTP, dGTP, 100 mM c/u 200 Mm 0.5
dCTP)
Cloruro de magnesio 50 Mm 1.5mM 0.75
Taqgpolimerasa 5 U/l 2 U/ul 0.4
DNAg 300 ng/ul 100 ng/ul 0.5

Condiciones de la reaccién para la PCR.

49



CONDICIONES DE LA REACCION

Precalentamiento

Tiempo Temperatura
Desnaturalizacién 10 min 95°C
Ciclos 35
Desnaturalizacién 30s 95°C
Alineacion 30s 65.5°C
Extensién 30s 72°C
Extension final 5 min 72°C

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
Fundamenta La deteccion de fragmentos de restriccion deitodgolimérfica (traduccion
mas comun en espafiol) o RFLP (por sus siglas d@simgstriction fragment lenght
polymorphism es el método mas comunmente utilizado para amale presencia de
variantes con secuencias conocidas. Un segmeriddéeen el cual se busca una mutaciéon
es amplificado mediante PCR y posteriormente esridig con enzimas de restriccion. Las
enzimas de restriccidbn reconocen una secuencia&ispeal unirse cortan la secuencia de
DNA cambiando el patron (peso molecular) de logrfrantos de DNA que posteriormente

se observan con electroforesis en un gel de pitdiacda (Nakashimat al, 2003)

Las condiciones de reaccidon para el polimorfismdescriben a continuacion. La enzima

trabaja con una temperatura de 37°C durante 16& spancubacion.

Concentracion

Reactivos T Concentracion final  pl por reacciéon
Amortiguador 10X 1X 1
EnzimaBtsA 20 U/ul 20 U/ul 0.5
Agua 6.5
Producto amplificado 2
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
Fundamento: La poliacrilamida es un soporte empleado frecueatdenen la electroforesis
en gel, es quimicamente inerte, de propiedadesrorels, capaz de ser preparado de forma
rapida y reproducible. Forma, ademas, geles tramsigs con estabilidad mecanica,
insolubles en agua, relativamente no iénicos y fterbbuena visualizacion de las bandas
durante tiempo prolongado. Variando la concentradi®é polimeros, se puede modificar de
manera controlada el tamafio del poro que se uéliea la preparacion del gel, la cual es

determinada por el tamafio de los fragmentos espe(&hrcia Pérez H., 2000).

Los geles de poliacrilamida poseen las siguienezgajas importantes sobre los geles de

agarosa (Sambrook y Russell, 2001):

¢+ Su poder de resolucién es tan grande que puedgasapoléculas de DNA, cuya
longitud se diferencia por lo menos en 0.1% (es debd en 1000pb)

% Pueden albergar cantidades mucho mayores de DNAlogugeles de agarosa.
Hasta 10ug de DNA se puede aplicar en una solaagaom x 1mm) de un gel
tipico de poliacrilamida sin una pérdida significatde resolucion

+ El DNA recuperado de los geles de poliacrilamidaxsemadamente puro y puede
ser usado en la mayoria de los propdositos exigentes

Equipo:
» Céamara de electroforesis vertical
» Fuente de poder
Material:
» Para el molde del gel se necesita: 2 placas d&lcris liga, 2 separadores de
plastico de 6mm y pinzas
1peine de plastico de 6 mm, para hacer los podagetie
Guantes desechables

Gasas

YV V V V

Pipetas de volumen variable 100 y 1000l
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Reactivos:

>

Y V V V

>

TBE 1X

TBE 10X

Acrilamida 29:1
Persulfato de amonio
TEMED

Amortiguador de carga

Procedimiento:

YV V. V V V

Montar gel:

Limpiar las placas de cristal con etanol y una gasa

En la placa de cristal con las esquinas redondasleea la liga con el borde hacia

arriba del cristal, dejando descubiertas las esguin

Se coloca encima el cristal que contiene el cavteld embona el peine

Se colocan los separadores a los lados entre isles tratando de no dejar

espacio entre los separadores y la liga

Se colocan pinzas en los extremos de los criséedespto donde esta el corte para

gue embone el peine, esto para sujetar el molde.

Preparar una solucion de poliacrilamida 29:1 alg@¥a 30 ml. En un tubo de 50 ml

colocar:

Agua 22.5 ml

Acrilamida 4.5 ml

TBE 10X 3ml

Persulfato de amonio 375 ul
TEMED 37.5 ul

Mezcla bien la preparacion anterior, vaciar de forrapida al molde teniendo
cuidado de no formar burbujas, colocar el peineeteto de igual manera, la
precaucion de no formar burbujas, esperar a queeote.

Una vez que el gel ha polimerizado, se retirarpiazas, la liga y el peine, teniendo
cuidado de romper los pozos, con la ayuda de umreggey amortiguador 1X se

retira el exceso de poliacrilamida.
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. Afadir solucién de amortiguador TBE 1X en la patte baja de la camara de
electroforesis, colocar el gel en forma verticaléado cuidado de que no se formen
burbujas entre el gel y el amortiguador, el getsstiene a la parte superior de la
camara con un par de pinzas

. Se agrega amortiguador TBE 1X en la parte supdeda camara de manera que

los pozos que se formaron con el peinen quedenletanmente cubiertos con este.

7. En papel parafim se colocan gotitas de amortiguadargador de 1 pl

aproximadamente que se mezclan con 10 ul de latrawts DNA, y la mezcla se

coloca en un pozo.

8. Colocar las tapas y los cables de corriente. Candet fuente de poder, el

corrimiento se realiza a 200 volts 1 h.
Preparacion de reactivos:
Acrilamida 29:1

Acrilamida 38.7¢

Bis-Acrilamida

En un vaso de precipitado colocar aproximadamebtel3de agua desmineralizada y este

colocarlo en la plancha, se prende la plancha yesagrega una barra magnética de

agitacion al vaso, se agrega poco a poco la aédéarposteriormente se le agrega la bis-

acrilamida y finalmente se afora 100 ml

Persulfato de amonio

Persulfato de amonio 10%

10g/0.1L

Disolver la sal en agua desmineralizada y afods® el
Amortiguador TBE 10X

EDTA PM 372.2¢g 0.02 M 40ml de sol. 5 M/1L
NaCl PM 121.1g 0.89 M 108.8g/1L
EDTA PM 61.844¢g 0.89 M 55.04g/1L
Disolver las sales en agua desmineralizada y a#oiar.
Amortiguador cargador
Azul de bromofenol 0.25% 25mg/10ml
Xilencianol 0.25% 25mg/10ml
Glicerol 30% 3ml/10ml

Mezclar ambos colorantes con el glicerol y aford®aml con agua desionizada.
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TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIA CON NITRATO DE PL  ATA
Fundamento:Existen diferentes tipos de tincion, entre elloddglata la cual es una técnica
muy sensible, que detecta desde 15pg por bandgel Eb tratado con sales de plata que por
Su carga positiva son atraidas por la carga negdgvios fragmentos de DNA y posee la
caracteristica de producir coloracién negra o maméto debido a la reduccién de los iones
de plata (Sambrook y Russell, 2001).

Material:
» Charola de plastico
» Bolsa de plastico
Reactivos:
» Solucidn fijadora
» Solucion de tincion
» Solucion reveladora
Procedimiento:
1. Retirar el gel de la camara de electroforesis
2. Colocar el gel en la charola de plastico, agregarcn fijadora suficiente para
cubrir el gel, y agitar por 10 min (pasado el fpendecantar)
3. Adicionar la solucion de tincion, agitar 5 min (datar)
4. Realizar 1 lavado con agua bidestilada y decantar
5. Agregar un poco de solucién reveladora para elimeiaexceso de solucion de
tincion y decantar
6. Agregar solucién reveladora y agitar hasta quéddaslas sean visibles, decantar la
solucion y realizar un lavado con agua bidestilada

7. Guardar el gel en una bolsa de plastico.

Preparacion de reactivos:

Solucion fijadora

Etanol 10% 100ml/1L

Acido acético 0.5% 5mi/1L
En un matraz colocar agua desmineralizada, agetgdanol y el acido acético, aforar a 1L.
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Solucién de tincion

Nitrato de plata 0.2% 29/1L

Preparar 1L de solucién fijadora, agregar el rotidee plata, mezclar bien y colocar en un
frasco obscuro.

Solucién reveladora

NaOH 3% 30g/1L
Formaldehido 0.5% 5mi/1L

Colocar agua desmineralizada en un matraz de l¢gagidas lentejas de NaOH, agitar

hasta que se disuelvan, posteriormente agregarmeafdehido y finalmente aforar a 1L.
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