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ANTECEDENTES 

 

El cáncer es una de las enfermedades multifactoriales con mayor incidencia a 

nivel mundial; en el año 2012 había 14.1 millones de casos nuevos de cáncer, 8.2 

millones de muertes por cáncer y 32.6 millones de personas viviendo con cáncer 

(dentro de los 5 años del diagnóstico) (Ferlay et al. 2015). 

La definición del cáncer integra las características de las células tumorales que 

presentan un conjunto de propiedades comunes. La definición  consenso de una 

célula cancerosa es una célula que posee la capacidad de auto-renovación, se 

dividen en ausencia de señales de división, es decir, mantienen la señalización 

proliferativa, no responden ante las señales de paro, teniendo así un número 

ilimitado de divisiones celulares, también tiene mecanismos de evasión a la 

muerte celular que permite la inmortalidad replicativa y libera señales que resultan 

en el crecimiento de los vasos sanguíneos hacia y dentro del tumor 

(angiogénesis), finalmente la invasión o metástasis a tejidos diferentes al de 

origen. Estas características ocurren debido a factores genéticos, epigenéticos y 

ambientales que pueden ocurrir en cualquier célula del cuerpo (Hanahan y 

Weinberg, 2011; Mundade et al. 2014). 

 

Cáncer Colorrectal  

 

El cáncer colorrectal (CCR) se desarrolla a partir de la mucosa normal del colon y 

recto, que asume cambios a nivel genético y epigenético causando neoplasias 

intraepiteliales y crecimiento de lesiones adenomatosas que pueden o no 

progresar hacia un cáncer invasivo (Migliore et al. 2011). 
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CCR familiar 

 

Alrededor del 30 % de los casos de CCR corresponden al tipo familiar, esto es, se 

presenta CCR en más de un individuo de la misma familia. El riesgo de desarrollar 

CCR es 2-4 veces mayor en estos casos de predisposición familiar donde se 

combinan factores hereditarios y ambientales (Jasperson et al. 2010). Solo el 5 % 

de estas ocurrencias se asocian con CCR hereditario, porque se conoce la causa 

genética, el restante 25 % se desconoce (Siebenhofer et al. 2015). 

 

CCR Hereditario 

 

El CCR hereditario corresponde al 5-10 % de todos los casos de CCR (Jasperson 

et al. 2010). Este es conformado por un grupo heterogéneo de enfermedades que 

surgen a través de diferentes vías moleculares y crean una susceptibilidad 

genética que conduce hacia el cáncer y que finalmente determina la respuesta o 

resistencia contra la defensa de agentes antitumorales (Ewing et al. 2014). Entre 

estas patologías se encuentra la poliposis adenomatosa familiar (FAP) en la que el 

gen APC esta mutado; su principal característica es la presencia de 

aproximadamente 1000 pólipos adenomatosos en colon y recto y representa 

aproximadamente el 1 % de los casos de CCR, el cual inicia alrededor de 10 años 

después de la presencia de los pólipos; esta enfermedad muestra una variante 

menos agresiva o “atenuada” que se hace evidente por el menor número de 

pólipos presentes, este número en promedio va de 20 a 30 pólipos (habitualmente 

menos de 100) (Ewing et al. 2014). Por otra parte el síndrome de Peutz-Jeghers 

que muestra del mismo modo pólipos hamartomatosos en las vías 

gastrointestinales, comúnmente menores a los presentados por FAP y se 

caracteriza por causar hiperpigmentación mucocutánea en boca, manos y pies del 

afectado. El gen STK11 presenta una  mutación en la mayoría de estos pacientes. 

Existe también el síndrome de poliposis serrado que mantienen una histología 
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similar a la de los pólipos hiperplásicos pero con incremento en la concentración 

de células epiteliales con aspecto dentado (forma de sierra), en este caso la 

alteración del factor genético sigue siendo desconocida (Andreu et al. 2011). 

Finalmente el cáncer colorrectal hereditario no asociado a poliposis, también 

conocido como síndrome Lynch, el cual es causado principalmente por una 

mutación de línea germinal en uno de los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 de 

reparación MMR (reparación de errores de apareamiento) además de la 

acumulación de inestabilidad en secuencias de microsatélites (Ewing et al. 2014). 

 

Cáncer Colorrectal Esporádico 

 

Se estima que aproximadamente el 90 % de los casos de CCR son esporádicos 

(Bogaert y Prenen, 2014). En 1990, Fearon y Vogelstein describieron en su 

modelo genético varios pasos donde la acumulación de múltiples mutaciones 

genéticas conduce a una ventaja selectiva de crecimiento a las células epiteliales 

en el colon (Fearon y Vogelstein, 1990), además describieron que la acumulación 

total de alteraciones genéticas, es responsable del comportamiento biológico de 

las mismas. De acuerdo a Vogelstein se necesitan al menos siete alteraciones 

genéticas distintas para que se lleve a cabo la tumorigénesis; sin embargo, se  

conocen vías alternativas que conducen hacia cáncer de colon y recto (Figura 1) 

(Ewing et al. 2014), las cuales se describen más adelante.   
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Figura 1. Proceso adenoma-carcinoma. Esquema descriptivo del proceso que se lleva a 

cabo durante la transición de un adenoma a un carcinoma metastásico, el origen y el 

desarrollo de las células cancerosas de células madre a metástasis, implica una serie de 

mecanismos complejos y vías moleculares que generan las características del cáncer 

(modificado de Hagland et al. 2013). 
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Epidemiología 

 

El CCR es el tercer cáncer más común en todo el mundo con una incidencia de 

1.4 millones y 694,000 muertes. En México el CCR es uno de los tipos de cáncer 

que se presentan con mayor frecuencia, en 2012 se ubicó dentro de las primeras 5 

causas de morbilidad por tumores malignos con 3,995 casos nuevos para mujeres 

y 4,656 casos nuevos en hombres de cada 100,000 (Ferlay et al. 2015). Por su 

parte el Perfil epidemiológico de los tumores malignos en México (SINAIS, 2011), 

describe que el Occidente de México (Jalisco, Colima, Nayarit y Michoacán) 

presentó el 13 % de todos los casos de CCR respecto al resto de México. Por 

consecuencia este tipo de cáncer se ha convertido en una prioridad a nivel sector 

salud.  

 

 

Hallazgos clínicos y formas de detección 

 

El CCR produce síntomas que se presentan en forma de diarrea o cambios en 

hábitos de evacuación; estreñimiento o reducción del diámetro de las heces 

fecales por varios días, cólicos o dolor abdominal, debilidad y cansancio, pérdida 

inexplicable de peso, necesidad de defecar que no desaparece después de 

hacerlo, sangrado rectal o en las heces fecales provocando que se vean más 

oscuras, con el tiempo la pérdida de sangre se puede acumular, y provocar 

anemia; regularmente el primer signo de CCR se hace evidente en un análisis de 

sangre que muestra un bajo recuento de glóbulos rojos (Levin et al. 2008). Cuando 

se diagnostican pólipos, se realiza una polipectomía para recuperarlos y proceder 

a su análisis histológico, describir el grado de displasia y evaluar la presencia o no 

de malignidad. En caso de que exista metástasis definir la profundidad de la 

invasión de los tejidos, el grado de diferenciación celular, la afectación vascular y 

linfática y la existencia o no de invasión del margen de resección. La indicación 
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quirúrgica es necesaria cuando el análisis histológico de un pólipo muestra 

invasión de la submucosa y además existen criterios de mal pronóstico como son: 

resección parcial del pólipo, carcinoma pobremente diferenciado, invasión vascular 

o lesión de menos de 2 mm del margen de resección (Andreu et al. 2011). 

La mayoría de los adenomas no progresarán al cáncer, sin embargo, las 

características de un adenoma (número, tamaño, histología y grado de displasia) 

son actualmente el mejor medio para la estratificación y vigilancia (Lieberman et 

al. 2012). 

Históricamente la clasificación del CCR se ha basado en características 

patológicas clínicas, utilizando así en gran medida el daño tisular y en 

consecuencia la metástasis como una guía en el mapa de la agresividad, 

persistencia y permanencia de este tipo de cáncer; las características patológicas 

con mayor poder pronóstico son la profundidad de la invasión tumoral, la carga de 

la invasión linfovascular (estimado por el número de ganglios linfáticos infiltrados 

por el cáncer), y la presencia de metástasis a distancia (Grady et al. 2014); a partir 

de esto se han realizado diversos estudios para determinar las características 

moleculares y genéticas y hay cada vez más evidencia de que éstas son quienes 

determinan el pronóstico y la respuesta al tratamiento dirigido en cada paciente 

(Bogaert y Prenen, 2014).  

 

Clasificación del CCR 

 

El sistema de clasificación TNM por sus siglas en inglés (Tumor, Node, 

Metastasis) es el método de estadiaje de neoplasias, desarrollado por la American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) en colaboración con la Union for International 

Cancer Control (UICC), más utilizado a nivel mundial para la clasificación de 

neoplasias (Migliore et al. 2011). Es un sistema aplicable a tumores de cualquier 

origen anatómico y al que se le suma información aportada por otros métodos 

(histología, cirugía) para su enriquecimiento. El sistema TNM de estadificación se 
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basa en el tamaño y la extensión (alcance) del tumor primario (T); si las células 

cancerosas se han diseminado a los ganglios linfáticos cercanos (N) y si ha 

ocurrido metástasis (M), o diseminación del cáncer a otras partes del cuerpo 

(Cuadro 1). El estadio del cáncer se complementa con la información 

proporcionada por los exámenes físicos, por los estudios con imágenes, las 

pruebas de laboratorio, los informes de patología y por los informes de cirugía 

(Obrocea et al. 2011). 

 

Cuadro 1. Clasificación TNM del cáncer (Obrocea et al. 2011). 

1. Tumor primario (T) 

TX El tumor primario no puede ser evaluado 

T0 No hay evidencia de tumor primario 

Tis Carcinoma in situ (cáncer inicial que no se ha diseminado a 

tejidos vecinos) 

T1, T2, T3, T4 Tamaño y/o extensión del tumor primario 

2. Ganglios linfáticos regionales (N) 

NX No es posible evaluar los ganglios linfáticos regionales 

N0 No existe complicación de ganglios linfáticos regionales (no se 

encontró cáncer allí) 

N1, N2, N3 Complicación de ganglios linfáticos regionales (número y/o 

extensión de diseminación) 

3. Metástasis distante (M) 

MX No es posible evaluar una metástasis distante 

M0 No existe metástasis distante (el cáncer no se ha diseminado a 

otras partes del cuerpo). 

M1 Metástasis distante (el cáncer se ha diseminado a partes 

distantes del cuerpo). 
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Factores ambientales de riesgo para el desarrollo de CCR 

 

El CCR de tipo esporádico presenta una relación fuerte con el estilo de vida y 

factores ambientales, por ejemplo, el desarrollar malos hábitos en la dieta, la 

exposición a carcinógenos como las nitrosaminas e hidrocarburos policíclicos 

aromáticos encontrados en el tabaco, el consumo de altas cantidades de carne 

roja (cordero, ternera, cerdo, carne de res y procesada como el consumo  de 

carnes conservadas, embutidos, etc.) influyen en la carcinogénesis de colon 

(Derry et al. 2013); por otra parte, la baja ingesta de fibra y múltiples fitoquímicos 

protectores que se encuentran en frutas, verduras y granos enteros podrían alterar 

también la sensibilidad al daño genético y aumentar el metabolismo carcinogénico 

que contribuye al desarrollo del CCR (Aune et al. 2011); por el contrario,  la 

presencia de ellos en la alimentación, favorece  la disminución del tiempo de 

tránsito a través del tracto gastrointestinal y la mejora de fermentación bacteriana 

(Durko y Malecka, 2014). 

Adicionalmente el alto consumo de alcohol aumenta el riesgo de mutaciones, ya 

que el metabolismo del alcohol se basa principalmente en la catálisis y la 

oxidación (realizado por acción de las enzimas alcohol deshidrogenasa, catalasa, 

y citocromo P450) lo que resulta en la formación de acetaldehído, que es un 

carcinógeno de clase uno y genera daño cromosómico, además promueve la 

actividad cancerígena, a largo plazo el consumo de alcohol disminuye la absorción 

de vitaminas B, motivos por los cuales se reconoce al alcohol como un producto  

cancerígeno por la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia 

Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) (Derry et al. 2013). 

Con respecto al consumo y la exposición al humo de tabaco, este también es un 

factor de riesgo para el desarrollo del cáncer; aproximadamente el 20 % de los 

CCRs están asociados con el tabaquismo. Los principales agentes carcinógenos 

presentes en el humo del tabaco son aminas aromáticas, nitrosaminas, aminas 

heterocíclicas, y los hidrocarburos aromáticos policíclicos, estas sustancias 

someten el metabolismo a través de los citocromos P450, lo que lleva a la 
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formación de DNA aberrante y además causa la mutación de genes como KRAS, 

BRAF y MYC. Las nitrosaminas tienen la capacidad de activar y unirse a los 

receptores nicotínicos de la acetilcolina, que resulta en un aumento en las 

concentraciones intracelulares. El estrés oxidativo conduce a la activación de vías 

inflamatorias y también promueve una cascada de señalización proliferativa de 

MAPK (Durko y Malecka, 2014). 

Un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer en general es la obesidad, como 

lo describe el meta-análisis realizado por Roberts et al. (2013). En concordancia, 

la actividad física reduce el riesgo de CCR en un 55 %. El tejido adiposo secreta 

adipohormonas como la leptina y resistina que contribuyen a  inflamación y 

carcinogénesis, de este modo, las condiciones inflamatorias crónicas que se 

causan en el intestino debido a la obesidad también aumentan el riesgo de 

desarrollo de CCR (Booth et al. 2002).  

 

Factores de riesgo genéticos  

 

Los antecedentes familiares de CCR confieren un alto riesgo a lo largo de la vida 

para desarrollar esta enfermedad; si el familiar es de primer grado, el riesgo se 

duplica y aumenta de forma importante si el familiar es menor de 50 años (Migliore 

et al. 2011). 

Gran parte de la predisposición genética a CCR incluye alteraciones en genes de 

alta penetrancia, es decir, los relacionados con casos hereditarios (Cuadro 2), y 

alelos de baja penetrancia, asociados a casos esporádicos (Valle, 2014). En estos 

últimos, la herencia conjunta de múltiples variantes en genes de bajo riesgo puede 

interactuar con factores ambientales. Estas variantes son principalmente 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) con localización en diferentes 

regiones genómicas que influencian el riesgo de CCR (Theodoratou et al. 2012). 
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El riesgo genético del CCR asociado con cada una de las variantes genéticas 

individualmente es bajo, sin embargo, el efecto combinado de alteraciones 

contribuye significativamente a que se desarrolle esta enfermedad, especialmente 

teniendo en cuenta la alta prevalencia de estas variantes en la población general. 

Además, la presencia de SNPs pueden modificar el riesgo de cáncer en las 

familias con mutaciones en los genes predisponentes (Valle, 2014). 

Un resumen de los principales genes cuyas alteraciones se asocian  con el riesgo 

a presentar CCR se muestra en cuadro 2. 

 

Cuadro 2. Principales genes cuyas alteraciones se asocian con el riesgo de 

presentar CCR, se describe el modo de herencia y nombre de la enfermedad (Valle, 

2014). 

Gen Modo de herencia Enfermedad 

MLH1 Autosómica dominante Síndrome Lynch 

MSH2 Autosómica dominante Síndrome Lynch  

MSH6 Autosómica dominante Síndrome Lynch  

PMS2 Autosómica dominante Síndrome Lynch  

APC Autosómica dominante Poliposis adenomatosa familiar 

EPCAM Autosómica dominante Síndrome Lynch 

MUTYH Autosómica Recesiva Poliposis adenomatosa familiar 

autosómica recesiva 

POLE Autosómica dominante Cáncer colorrectal familiar 

POLD1 Autosómica dominante Cáncer colorrectal familiar 

GREM1 Autosómica dominante Adenoma colorrectal 

SMAD4 Autosómica dominante Síndrome de poliposis juvenil 

BMPR1A Autosómica dominante Síndrome de poliposis juvenil 

STK11 Autosómica dominante Síndrome Peutz-Jeghers 

PTEN Autosómica dominante Síndrome de poliposis juvenil 

 



11 
 

Las alteraciones genéticas afectan rutas que derivan en la carcinogénesis y se 

han descrito tres importantes vías moleculares que conducen al CCR, las cuales 

se describen a continuación. 

 

Vías moleculares en CCR 

 

La primera vía es inestabilidad de microsatélites; los microsatélites son secuencias 

de nucleótidos de 2-6 pares de bases de longitud repetidos en el genoma, estas 

secuencias son propensas a la acumulación de mutaciones, principalmente debido 

a polimerasas de DNA que no pueden unirse de manera eficiente y provocan 

errores de replicación. Estos errores deben ser reparados por el sistema MMR (del 

inglés, mismatch repair que incluye a los genes (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), 

cuya disfunción por mutaciones en genes de este sistema conduce a una 

hipermutabilidad genética. Si los cambios en los microsatélites se acumulan en 

regiones codificantes, se provoca una alteración en el marco de lectura lo que 

promueve la aparicion de proteinas con terminacion prematura. La segunda vía se 

conoce como fenotipo metilador de islas CpG, que se distingue por la 

hipermetilación que presenta el DNA, es la vía menos común, sin embargo, inicia 

una pauta muy importante dentro de la investigación epigenética. Finalmente la 

tercer y más común (70 %) es la vía de inestabilidad cromosómica (CIN, del inglés 

chromosomal instability), caracterizada por la acumulación de aneuploidías o 

reordenamientos cromosómicos que repercuten en la variabilidad cariotípica de la 

célula, así como una acumulación de mutaciones en oncogenes específicos y 

genes supresores de tumor, lo cual a su vez es causa frecuente de pérdida de 

heterocigosidad (LOH, del inglés, loss of heterozigosity). Estas mutaciones son 

frecuentes en genes como APC, KRAS, PIK3CA, BRAF, SMAD4, TP53, etc. 

activando de ese modo vías críticas para la tumorigénesis del CCR (Bogaert y 

Prenen, 2014). 
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Dado que las tres vías no son excluyentes entre sí, es posible que los tumores 

puedan exhibir características de múltiples vías (Figura 1) (Bogaert y Prenen, 

2014). Además de las mutaciones génicas descritas en vías moleculares que 

llevan al desarrollo del cáncer, se describe un número de SNPs que pueden 

modificar la expresión de genes diana que regulan los comportamientos celulares. 

La función de los SNPs es un ejemplo de cómo las partes del genoma que alguna 

vez se pensó no tenían ninguna función, en realidad si desempeñan un papel 

fisiológico importante y que asimismo pueden desencadenar la regulación del 

cáncer (Goel y Boland, 2009).  

Además de los genes relacionados con vías moleculares, se reportan otros que se 

han relacionado con cáncer, entre ellos se encuentran los que codifican para 

inhibidores de proteasas como la proteína α2-Macroglobulina (α-2m). 

 

Proteasas  

 

Las proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptídicos de las proteínas 

mediante la proteólisis; estas enzimas son de amplia distribución y realizan  

procesos biológicos que van desde la digestión en el estómago y el intestino hasta 

la renovación de proteínas; en una situación fisiológica normal se produce un 

equilibrio entre las proteasas y sus inhibidores y la perturbación del equilibrio de 

ellos conduce a muchas enfermedades como el cáncer (Rakashanda et al. 2012). 

Estudios recientes muestran que las proteasas también están involucradas en la 

progresión y el crecimiento de tumores en sitios primarios y metastásicos (Yang et 

al. 2009), los pasos a partir de la iniciación de un tumor, el crecimiento, la 

metástasis y finalmente la invasión implican la actividad de las cinco clases de 

proteasas observadas en mamíferos: serina, cisteína, aspartato, treonina y 

metaloproteasas. Se ha encontrado una correlación positiva entre la agresividad 

del tumor y la secreción de diversas proteasas, así como indicios de mal 

pronóstico para el paciente, una de las principales es la tripsina, una serina 
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proteasa digestiva típica, denominada así por su gran actividad proteolítica la cual 

se encuentra involucrada en varios tipos de cáncer y promueve la proliferación, 

invasión y metástasis (Rakashanda et al. 2012).  

 

Participación de las proteasas en cáncer  

 

La actividad proteolítica en los tumores es regulada de una manera compleja ya 

que se ven involucradas células genéticamente inestables y células del estroma 

tales como fibroblastos, células endoteliales y células inflamatorias. Inicialmente 

las proteasas se vieron involucradas con el cáncer en procesos como la invasión y 

metástasis, etapas que se consideraban los últimos eventos de una neoplasia, sin 

embargo, estudios han demostrado que estos procesos pueden ocurrir también en 

las primeras etapas y que otros procesos como la regulación de la proliferación 

celular, apoptosis, la participación de las células blanco. La angiogénesis y la 

inducción de resistencia a fármacos también son dependientes de proteasas. Para 

realizar metástasis, las células tumorales deben invadir y cruzar los límites del 

tejido, para la mayoría de las células cancerosas se piensa que esto requiere dos 

eventos: el aumento de la movilidad, y la degradación proteolítica de la matriz 

extracelular (Seals et al. 2005; Chang y Werb, 2001). 

 

Inhibidores de Proteasas 

Superfamilia de las α-macroglobulinas  

 

A esta superfamilia pertenece la proteína α-2m, la cual forma parte del subgrupo 

de las α-macroglobulinas. Esta superfamilia tiene en común varios dominios que 

se muestran en la figura 2, como: el tioléster y el C-terminal, estos dominios tienen 

una función fisiológica importante, el propósito primario del tioléster parece ser 

proveer un mecanismo preparado para la creación de un enlace covalente a 
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proteasas o carbohidratos cercanos para inhibirlos, la región cebadora que es 

hidrolizada por las proteínas induce cambios conformacionales en la molécula y 

finalmente, el sitio C-terminal contribuye con la eliminación de los complejos en 

circulación, uniéndose al receptor LRP/α-macroglobulinas en la superficie de las 

células reticuloendoteliales (Barrera y  Arbeláez, 2006). 

Figura 2. Dominios de la proteína α-2m La secuencia CLEQ forma parte del dominio 

tioléster; dominio CUB: conservado evolutivamente en proteínas (C1r/C1s, UEGF, BMP1), 

dominio MG1-MG7: dominio macroglobulina, dominio RBD: dominio de unión a RAS, 

Región cebo o cebadora y péptido señal. (Modificado de Rehman et al. 2013). 
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Proteína Alfa 2-macroglobulina 

 

La α-2m es una glicoproteína homotetramérica de 718 KD, se sintetiza 

principalmente en fibroblastos de pulmón, macrófagos-monocitos, hepatocitos, 

astrocitos y células adrenocorticales (OMIM *103950, 2015), asimismo se ha 

observado que los tumores y su estroma asociado producen esta proteína (Misra y 

Pizzo, 2015). La α-2m se encuentra presente en el plasma y espacios 

extracelulares de vertebrados donde realiza su función inhibitoria, debido a que no 

puede penetrar en los tejidos por su alto peso molecular (Gassaloglu et al. 2014), 

esta glicoproteína fue reconocida por primera vez como un importante inhibidor de 

proteasas de amplio espectro, es decir, con amplia especificidad; entre las 

principales proteasas con las que interactúa se encuentran la tripsina, trombina, y 

colagenasa (Brown et al. 2015).  

La α-2m constituye del 7 al 10% del total de proteínas plasmáticas, en conjunto 

con la  alfa-1macroglobulina (α-1m) son reactantes de fase aguda y por lo tanto 

tienden a aumentar cuando hay daño hístico activo por lo que los niveles de 

globulinas se presentan en procesos inflamatorios, procesos malignos, 

traumatismos y enfermedades autoinmunes.  

Debido a su gran peso molecular, la α2-m no atraviesa los glomérulos renales 

como varias proteínas que se pierden con la orina, por lo tanto, el aumento de 

hasta diez veces de la α-2m se asocia como característica bioquímica fundamental 

en el desarrollo de síndrome nefrótico, así también se le ha encontrado 

involucrada en otras patologías como Alzheimer, Esclerosis Múltiple, problemas de 

coagulación por la inhibición de la trombina, fibrinólisis mediante la inhibición de la 

plasmina y la calicreína y artritis reumatoide, donde afecta el nivel de citocinas 

involucradas en el proceso inflamatorio (Barrera y Arbeláez, 2006). Las 

características y propiedades de α2-m se muestran en el cuadro 3. 
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. 

Figura 3. Representación de la estructura de α-2m, donde se aprecia el tetrámero de la 

proteína en forma de H debido a la exposición de los cuatro dominios de unión al receptor 

como consecuencia del rompimiento de la región cebadora o cebo  y posterior activación 

del domino tioléster por parte de la proteasa. Modificado de Kolodziej et al. 2002. 
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Cuadro 3. Propiedades y características de la proteína α-2m. De acuerdo a Neves et 

al. (2012) y Lin et al. (2012). 

 

Propiedades 

 

α-2m 

 

Estructura 

 

Homotetramero 

Tamaño (kDa) 718 

Origen Plasma sanguíneo aquí faltan los 

cambios que se hicieron en la ppt 

Aminoácidos 1451 (cada subunidad) 

5804 (total) 

Enlaces disulfuro 13 

Estructura secundaria 

(a) Cadena beta 

(b) hélice alfa 

 

67 

17 

Inhibe Las cinco clases de proteasas 

 

 

Mecanismo de acción de la α-2m 

 

La activación proteolítica que realiza α-2m en las proteasas blanco provoca un 

cambio conformacional conocido como “trampa molecular”. El homotetrámero de 

α-2m atrapa la proteasa mediante una región que presenta una secuencia de 

aproximadamente 35 aminoácidos y que funciona como “cebo”, al contener los 

sitios de escisión específicos para diferentes proteasas (Kolodziej et al. 2002). El 

mecanismo implica un cambio de tal manera que la α-2m se colapsa sobre la 

proteasa y en el complejo α-2m-proteasa resultante, el sitio activo de la proteasa 

está protegido estéricamente, por lo tanto disminuye sustancialmente el acceso a 

sustratos proteicos. La enzima atrapada permanece activa tan solo contra 
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sustratos de bajo peso molecular, después de la escisión en la región cebo, la 

proteasa puede llegar a ser enlazada de una forma covalente, como resultado de 

reacciones de substitución nucleofílica que involucra el enlace tioléster de la α2m, 

lo que limita el acceso con sus sustratos (Rehman et al. 2013; The Uniprot 

consorcium, 2015). Adicionalmente, la activación de α-2m por su contacto con la 

proteasa permite que este enlace inhiba los receptores celulares LRP y GRP78 

para iniciar cascadas de señalización pro-proliferativas y antiapoptóticas (el 

receptor GRP78 es enlazado en especial en células cancerosas) (Misra y Pizzo, 

2015). 

Finalmente el último cambio conformacional como consecuencia de la activación 

de la α-2m ya sea por proteólisis o por ataque nucleofílico directo al tioléster por 

parte de la metilamina, es la exposición en la superficie de los dominios de unión 

al receptor LRP/α2-M 

Otras funciones descritas para α-2m son el transporte de citocinas, factores de 

crecimiento y hormonas (Chen et al. 2014 y referencias incluidas). Además, Misra 

y Pizzo (2015) demuestran que funciona como un factor de crecimiento en células 

de cáncer de próstata al promover respuestas parecidas a insulina. 

En la búsqueda de biomarcadores para CCR, Yanlei et al. (2012), observó que la 

proteína α-2m presenta una expresión baja en este tipo de cáncer, sin embargo, la 

propuso como biomarcador potencial en ayuda al diagnóstico de CCR. 

 

Gen A2M 

 

El gen A2M se encuentra posicionado en el cromosoma 12p13.31, está codificado 

en la cadena (-) y mide aproximadamente 48 kb, está constituido por 36 exones 

que van de 21 a 229 pb de tamaño y su expresión genera la glicoproteína α-2m. 

Se han descrito aproximadamente 1400 variantes de tipo polimorfismo de 

nucleótido sencillo (SNP) en la región codificadora de A2M (Safran et al. 2010; 
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OMIM *103950, 2015).  Los SNPs pueden modificar la expresión de genes diana 

que regulan los comportamientos celulares (Goel y Boland, 2009). 

 

Polimorfismo c.2998A>G  

 

El polimorfismo c.2998A>G presenta el cambio de adenina por guanina en la 

posición 2998 del cDNA. Esta localización corresponde al exón 24 del gen A2M. 

En la proteína α-2m, este cambio se ubica en el aminoácido número 1000 

sustituyendo una isoleucina por valina (Ile1000Val) cerca del sitio tioléster, lo que 

sugiere que ejerce cambios conformacionales en el sitio de unión de la proteína, 

impidiendo así la función reguladora de α-2m con las proteasas con las que 

interactúa (Cunningham et al. 2015).  

Figura 4. Localización del gen A2M en el cromosoma 12p13.31, el cual cuenta con 36 

exones; en el exón número 24 marcado con una flecha se encuentra el polimorfismo 

c.2998A>G (Yanlei et al. 2012). 

3´                                                                                                      5´ 
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Frecuencia de c.2998A>G  

Las frecuencias de este polimorfismo en distintas poblaciones se muestran en el 

cuadro 4. Hasta el momento no se han descrito reportes relacionados con la 

variante c.2998A>G  del gen A2M en pacientes con cáncer. 

Cuadro 4. Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo c.2998A>G  del gen A2M 

en individuos control de diferentes poblaciones. 

 

Población 

 

 

n 

Genotipo  

Alelo 

G 

 

Autor  

AA 

 

AG 

 

GG 

 

EUA 

 

184 

 

0.34 

 

0.51 

 

0.15 

 

0.40 

 

Poduslo et al.  2002 

EUA 446 0.40 0.48 0.12 0.36 Wang et al.  2001 

EUA 487 0.41 0.46 0.13 0.36 Wavrant-DeVrièze et al. 1999 

EUA 39 0.41 0.53 0.05 0.32 Romas et al. 2000 

Colombia 112 0.35 0.42 0.21 0.43 Benitez et al. 2010 

España 89 0.47 0.40 0.12 0.33 Clarimón et al. 2003 

Francia 651 0.44 0.43 0.11 0.34 Wavrant-DeVrièze et al. 1999 

Italia 310 0.56 0.35 0.08 0.26 Bruno et al. 2010 

Italia 264 0.62 0.32 0.04 0.21 Colacicco et al. 2009 

Italia 136 0.51 0.36 0.12 0.31 Mariani et al. 2006 

Italia 98 0.54 0.39 0.06 0.26 Nacmias et al. 2001 

Italia 158 0.42 0.46 0.10 0.34 Zappia et al. 2004 

Alemania 280 0.30 0.53 0.16 0.43 Depboylu et al. 2006 

Alemania 118 0.44 0.47 0.08 0.32 Zill et al. 2000 

UK 107 0.36 0.49 0.14 0.39 Gibson et al. 2000 

UK 73 0.45 0.42 0.12 0.34 Singleton et al. 1999 

Polonia 100 0.40 0.41 0.19 0.40 Styczynska et al. 2003 

Japón 65 0.53 0.38 0.07 0.27 Higuchi et al. 2000 

Japón 95 0.86 0.12 0.01 0.007 Shibata et al. .2000 

Finlandeses 203 0.31 0.51 0.17 0.43 Myllykangas et al. 1999 

Hungría 51 0.49 0.45 0.05 0.28 Janka et al. 2002 

Holanda 358 0.44 0.44 0.10 0.33 Koster et al. 2000 

Irlanda 237 0.49 0.40 0.10 0.30 McIlroy et al. 2001 

Taiwan 111 0.89 0.10 0.01 0.06 Hu et al. 2000 

China 200 0.84 0.14 0.01 0.08 Bian et al. 2005 

China 195 0.86 0.13 0.005 0.07 Chen et al. 2004 

China 190 0.92 0.06 0.5 0.04 Tang et al. 2002 
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JUSTIFICACIÓN  

 

El CCR con etiología en la combinación de factores genéticos y ambientales, 

representa una de las primeras causas de morbi-mortalidad en México. La 

manifestación del 90% de los casos de CCR como esporádicos implica que 

ocurren alteraciones en pocos genes de alta penetrancia y en cambio, influyen en 

su desarrollo variantes múltiples entre las que se incluyen los polimorfismos de un 

solo nucleótido o SNPs localizados en diferentes regiones genómicas.  

Definir factores genéticos asociados a CCR es trascendente para conocer las 

características de este tipo de cáncer frecuente en los mexicanos. No se ha 

determinado la asociación con cáncer de la variante polimórfica c.2998A>G del 

gen A2M, que codifica para alfa-2-macroglobulina, inhibidor universal de 

proteasas. La asociación de c.2998A>G con CCR es analizada en este estudio. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El CCR es el tercer cáncer más común en mexicanos con afectación principal a 

adultos mayores. La incidencia de CCR en el año 2012 fue reportada en México 

con 3,995 casos nuevos para mujeres y 4,656 casos nuevos en hombres. En el 

Occidente de México se presentaron 424 casos, lo que representa un 13 % del 

total de casos respecto al resto del país en 2011. 

La búsqueda de factores genéticos que se asocien a CCR es necesaria para 

identificar riesgos o factores de protección a este tipo de cáncer. Dado que no se 

conoce la relación de la variante c.2998A>G del gen A2M con CCR se plantea la 

siguiente pregunta: 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

 

¿Existe asociación entre el polimorfismo c.2998A>G del gen A2M con cáncer 

colorrectal en pacientes del Occidente de México? 

 

 

HIPÓTESIS 

 

El polimorfismo c.2998A>G del gen A2M se encuentra asociado con cáncer 

colorrectal en pacientes del Occidente de México. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Determinar la asociación del polimorfismo c.2998A>G del gen A2M con cáncer 

colorrectal en pacientes del Occidente de México. 

 

Objetivos Particulares 

 

- Examinar las frecuencias genotípicas y alélicas de c.2998A>G del gen A2M 

en la población de referencia. 

 

- Identificar si la población de referencia se encuentra en equilibrio de Hardy-

Weinberg para el polimorfismo c.2998A>G del gen A2M. 

 

- Analizar las frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo c.2998A>G 

del gen A2M en tejido tumoral y sangre periférica de pacientes con cáncer 

colorrectal. 

 

- Comparar las frecuencias genotípicas y alélicas entre los tejidos analizados 

de los pacientes con cáncer colorrectal. 

 

- Comparar las frecuencias genotípicas y alélicas entre la población de 

referencia y los tejidos de estudio en los pacientes con cáncer  colorrectal. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Tipo de estudio 

 

Se realizará un estudio analítico, prospectivo y comparativo. 

 

Universo de estudio 

 

Pacientes diagnosticados con CCR e individuos sanos captados en los Hospitales 

Civiles de Guadalajara.  

 

Análisis estadístico 

 

La estimación de frecuencias alélicas y genotípicas se realizó por conteo. El 

Cálculo del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y determinación de asociación 

fue obtenido mediante la prueba de bondad de ajuste χ² (chi cuadrada) y Odds 

Ratio (OR). Se consideró p<0.05 como nivel de significancia. 
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Tamaño de muestra 

 

Se calculó el tamaño de la muestra considerando un sistema bialélico que se 

reporta mediante proporciones, de acuerdo a la fórmula (Aguilar, 2005): 

Z2  p q 

d2 

Dónde: 

p = Proporción aproximada del fenómeno en estudio en la población de referencia 

(0.43). 

q = Proporción de la población de referencia que no presenta el fenómeno en 

estudio (1 -p).  

Z = Z crítico calculado en las tablas del área de la curva normal. Llamado también 

nivel de confianza, correspondiente al 90 % (1.645). 

n = tamaño de la muestra. 

d = Amplitud total del intervalo de confianza correspondiente a 0.1 

 Sustitución:                       

(1.645)2 (0.43) (0.57)  

(0.1)2 

 

n = 66 individuos por grupo de estudio 

 

La frecuencia del alelo G de la variante c.2998A>G  correspondiente a p=0.43, se 

consideró del reporte de Benítez et al. (2010) en población normal colombiana, 

debido a que no se tienen reportes en México.  

n=                                                       

n=                                                       
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Criterios de inclusión 

- Pacientes con diagnóstico clínico e histopatológico de cáncer colorrectal 

primario que acudieron al Hospital Civil “Dr. Juan I Menchaca”. 

- Individuos sanos sin antecedentes familiares de CCR (población de 

referencia). 

- Sexo indistinto. 

- Originarios del Occidente de México. 

- No consanguíneos. 

- Individuos que estén de acuerdo en colaborar en este protocolo de 

investigación firmando un consentimiento informado. 

 

 

Criterios de exclusión 

- Individuos con transfusión de sangre menor a 3 meses. 

 

 

Criterios de eliminación 

- Muestras de material genético dañado, degradado, contaminado o 

insuficiente para establecer el genotipo. 

- Individuos de los que no se cuente con alguna de sus muestras (sangre o 

tejido). 
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Aspectos Éticos 

 

Este trabajo se realizó de acuerdo a la Ley General de Salud en materia de 

Investigación, última reforma publicada DOF 19-Dic-2014. La investigación en este 

proyecto se consideró sin riesgo. 

Se anexan las hojas de consentimiento informado de investigación para la 

extracción de sangre periférica de pacientes con CCR y de individuos sanos 

(Anexo 1). 

Para la obtención de las muestras de tejido tumoral no se obtuvo consentimiento 

informado de acuerdo al artículo 342 en materia de investigación de la misma Ley, 

que se cita a continuación: 

“Artículo 342.- Cualquier órgano o tejido que haya sido extraído, desprendido o 

seccionado por intervención quirúrgica, accidente o hecho ilícito y que 

sanitariamente constituya un deshecho, deberá ser manejado en condiciones 

higiénicas y su destino final se hará conforme a las disposiciones generales 

aplicables, salvo que se requiera para fines terapéuticos, de docencia o de 

investigación, en cuyo caso los establecimientos de salud podrán disponer de ellos 

o remitirlos a instituciones docentes autorizadas por la Secretaría de Salud, en los 

términos de esta Ley y demás disposiciones generales aplicables”. 

 

Se mantiene absoluta confidencialidad de los datos personales de los individuos. 
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Obtención de muestras de sangre periférica de población de referencia 

 

Las muestras de la población de referencia se obtuvieron de individuos sanos del 

Banco de Sangre del Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan I. Menchaca” y del 

Laboratorio General del Hospital civil “Fray Antonio Alcalde”; se captó una muestra 

de 5 ml de sangre periférica por punción venosa en tubos con EDTA. 

 

Obtención de muestras de pacientes con CCR 

 

Se obtuvieron 5 ml de sangre periférica en tubos con EDTA de los pacientes 

diagnosticados con CCR en el Servicio de Colon y Recto del Hospital Civil “Dr. 

Juan I. Menchaca”. 

Las muestras de tejido tumoral se obtuvieron posterior a la resección quirúrgica y 

se colocaron inmediatamente después en un frasco estéril con solución salina. 

 

Extracción de DNA de sangre periférica 

 

Se extrajo el DNA mediante el método combinado Macrométodo (Miller, 1988) y 

Micrométodo DTAB-CTAB (Gustincich, 1991) (Anexo 2). 

 

Extracción de DNA de tejido tumoral 

 

El DNA de tejido se extrajo con el kit “High Pure PCR Template Preparation” de la 

marca Roche (Anexo 3). 
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Cuantificación de DNA 

 

La concentración y pureza del DNA se determinó por medio de espectrofotometría 

a 260 nm y a 280 nm. Posteriormente se diluyó para realizar alícuotas de 100 

ng/µl (Anexo 4). 

 

Amplificación génica  

 

La amplificación del gen A2M se realizó mediante la técnica molecular de la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain 

Reaction) con iniciadores reportados por Zappia et al. (2004) que flanquean la 

secuencia donde se encuentra el polimorfismo, la secuencia de los iniciadores así 

como el tamaño del producto amplificado se describe en figura 5 y cuadro 5, el 

resto de la técnica se describe en el anexo 5. 

 

 

3´…GGAGACATATTAGGCTCTGCCATGCAAAACACACAAAATCTTCTCCAGAT

GCCCTATGGCTGTGGAGAGCAGAATATGGTCCTCTTTGCTCCTAACAT

CTATACTGGATTATCTAAATGAAACACAGCAGCTTACTCCAGAGATCAA

GTCCAAGGCCATTGGCTATCTCAACACTGGTGAGTGATTACTTGAGTAA

GGGAAAACTTGAATGTTATTTCAACTGGATTTCCCAGTAGGTTTCAG   5´ 

 

Figura 5. Localización del polimorfismo c.2998A>G. Secuencia parcial del gen A2M 

(>chromosome: GRCh37:12:9219660:9269425:-1, Ensembl Genome Browser, 

ENSG00000175899, 28 abril 2015 (Cunningham et al. 2015) donde se localiza el SNP 

c.2998A>G  (subrayado en naranja), el sitio de hibridación de los iniciadores (línea 

punteada). Dónde: Letras en azul: secuencia parcial del intrón 24, letras en verde: exón 

24 del gen. 
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Cuadro 5. Secuencia de los iniciadores para el polimorfismo c.2998A>G  del gen 

A2M y tamaño del producto amplificado. 

 

 

Gen 

 

 

Polimorfismo 

 

Iniciadores: 

 

Tamaño del 

producto 

amplificado 

 

A2M 

 

c.2998A>G 

 

 

F 5´-GGAGACATATTAGGCTCTGC-3´ 

 

245 pb 

  R 5´-CTGAAACCTACTGGGAAATCC3´  

 

 

Digestión enzimática  

 

La identificación del polimorfismo  se realizó mediante RFLP por sus siglas en 

inglés restriction fragment length polymorphism (polimorfismos de longitud de 

fragmentos de restricción) con la enzima de restricción Mbol con una incubación a 

37 °C durante 16 horas (anexo 6).  

La enzima MboI reconoce el alelo silvestre (Adenina); la secuencia de 

reconocimiento y corte de la enzima se muestra en la figura 6. Los fragmentos 

esperados después del corte por reconocimiento de la enzima se ilustran en el 

cuadro 6. 
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Figura 6. Región de reconocimiento y corte  de la enzima MboI (New England BiolabsR INC, 2015) 

en DNA de doble cadena, donde se muestra la secuencia parcial del gen A2M (Verde) hibridado 

por su cadena complementaria (>chromosome: GRCh37:12:9219660:9269425:-1, Ensembl 

Genome Browser, ENSG00000175899, 28 abril, 2015 (Cunningham et al. 2015). 

 

 

Cuadro 6. Genotipos y fragmentos esperados de la digestión enzimática. 

 

 

Gen 

 

 

Polimorfismo 

 

Enzima de 

restricción  

 

Genotipo 

 

Alelos 

 

Fragmentos 

esperados 

 

Tamaño 

 

A2M 

 

c.2998A>G 

 

MboI 

 

Homocigoto 

silvestre 

 

AA 

 

2 

 

102, 143pb 

    

Heterocigoto 

 

AG 

 

3 

 

245, 143, 

102 pb 

    

Homocigoto  

polimórfico 

 

GG 

 

1 

 

245 pb 
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Electroforesis  

 

La amplificación de la secuencia de interés del gen A2M, así como los productos 

de la digestión enzimática se separaron y visualizaron en geles de poliacrilamida 

29:1 al 6 % teñidos con nitrato de plata (anexo 7). 

 

Figura 7.  Amplificación génica mediante PCR de una secuencia parcial del gen A2M 

donde se encuentra la variante c.2998A>G, se corrió en un gel de poliacrilamida al 6 % 

teñido con nitrato de plata; donde: MPM: Marcador de tamaño molecular de 50 pares de 

bases, Bco: Blanco de reacción, pb: pares de bases, 1-12: muestras representativas de 

población de referencia. 

 

 

Control de calidad de genotipificación 

 

El proceso de genotipificación se realizó por duplicado. Con este control se 

evitaron errores de interpretación, sin embargo, los resultados aún discordantes o 

confusos fueron confirmados por tercera ocasión utilizando la misma técnica de 

PCR-RFLP. 
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Diferente  genotipo entre tejido 

tumoral y sangre periférica  

DIAGRAMA DE FLUJO 
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RESULTADOS 
 

Población de referencia 

 

Se analizaron 146 muestras de individuos sanos, captados en el banco de sangre 

del Hospital Civil de Guadalajara  “Dr. Juan I. Menchaca” y Hospital Civil “Fray 

Antonio Alcalde”, con una edad promedio de 42 años dentro de un rango de 19 a 

48 años. Noventa de los 146 individuos fueron del género masculino (62 %). 

La población se encontró en equilibrio de acuerdo al supuesto de Hardy-Weinberg 

para el polimorfismo c.2998A>G del gen A2M, como se observa en el cuadro 7, 

donde se describen las frecuencias genotípicas y alélicas. La figura 8 muestra 

ejemplos de genotipos obtenidos. 

 

Cuadro 7. Frecuencias genotípicas y alélicas de 146 individuos de población de 

referencia para el polimorfismo c.2998A>G del gen A2M y el cálculo del EHW. 

 

Genotipo 

 

Observados 

n=146 

 

% 

 

Esperados 

n=146 

 

 

% 

 

EHW 

 

A/A 

 

67 

 

46 

 

62 

 

43 

 

p=0.098 

A/G 57 39 66 45  

G/G 22 15 17 12  

Alelo      

A 191 65    

G 101 35    

Prueba estadística: χ² 
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Figura 8. Digestión enzimática con la enzima MboI para el polimorfismo c.2998A>G 

en población de referencia, es posible apreciar los diferentes genotipos. MPM: marcador 

de peso molecular de 50 pb, carriles 1, 2, 3, 5, 7 y 8 heterocigoto (AG), carriles 4, 6, 9, 12 

y 13 homocigoto silvestre (AA) y carriles 10 y 11 homocigoto polimórfico (GG). 

 

 

Pacientes con CCR 

 

Se captaron  62 pacientes con CCR del Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan I. 

Menchaca”. Se describen las características clínicas y demográficas de 60 

pacientes en el cuadro 8. De los dos restantes no fue posible obtener información. 
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Cuadro 8. Características clínicas y demográficas de los pacientes con CCR.  

 

Variable 

 

n=62 (%) 

 

Edad promedio en años (rango) 

 

63 (34-96) 

Género  

Masculino 38 (61) 

Femenino 24 (39) 

Localización del tumor  

Colon 35 (56) 

Recto 

Sin dato 

25 (40) 

2  (4) 

Grado de diferenciación  

Bien 2 (3) 

Moderado 40 (64) 

Poco 7 (11) 

Sin dato 13 (20) 

Metástasis  

Positiva 24 (38) 

Negativa 17 (27) 

Sin dato 21 (33) 

 

 

Análisis de asociación  

 

Posterior a la estimación de las frecuencias genotípicas y alélicas de la variante, 

se realizó el análisis de asociación y se determinaron los valores de p y Odds 

Ratio (cuadro 9). 
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Cuadro 9. Comparación de frecuencias genotípicas y alélicas entre la población de 

referencia y pacientes con CCR en sus dos tejidos.   

 

 

Tejido 

 

Genotipo 

 

 

Población  

de 

referencia 

 

Pacientes 

CCR 

 

p* 

 

OR (IC 95%) 

Sangre 

periférica 

 

 

 

n=146 (%) 

 

n=62 (%) 

 

 

 

  

A/A 

 

  67 (46) 

 

25 (40) 

  

1.0 (referencia) 

  

A/G 

 

57(39) 

 

32 (52) 

 

0.20 

 

1.50 (0.8-2.8) 

  

G/G 

 

22(15) 

 

5 (8) 

 

0.52 

 

0.61 (0.21-1.78) 

      

 Alelo     

 A 191 (65) 82 (62)   

 G 101 (35) 42 (34) 0.88 0.97 (0.62-1.51) 

 

Tumor 

  

n=146 (%) 

 

n=62 (%) 

  

 A/A 67 (46) 25 (40)  1.0 (referencia) 

  

A/G 

 

57(39) 

 

33 (53) 

 

0.17 

 

1.55 (0.83-2.90) 

  

G/G 

 

22(15) 

 

4 (7) 

 

0.33 

 

0.49 (0.15-1.55) 

      

 Alelo     

 A 191 (65) 83 (67)   

 G 101 (35) 41 (33) 0.76 0.93 (0.6-1.4) 

     *Prueba estadística: χ² o Exacta de Fisher.  

 

El análisis de asociación no mostró diferencias significativas de las frecuencias 

obtenidas en tumor y sangre periférica de los pacientes con CCR respecto a la 

población de referencia, con una p>0.05 en todos los casos.  
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Comparación de las frecuencias genotípicas y alélicas entre los tejidos 

analizados de pacientes con CCR  

 

Las frecuencias genotípicas y alelicas obtenidas de los tejidos de sangre periférica 

y tejido tumoral de los pacientes con CCR se compararon mediante X2 sin 

encontrar diferencias estadísticamente significativas (p=0.93, OR=1.03, CI=95 % 

0.493-2.156) y (p=0.89, OR=0.96, CI=95 %  0.569-1.634) respectivamente, sin 

embargo se identificaron 3 de 62  pacientes con genotipo diferente entre tumor y 

sangre de los pacientes (5 %). Ante este hallazgo, los pacientes 30, 58 y 59 fueron 

analizados tres veces y de forma adicional se consideró realizar la identificación 

del genotipo en tejido colorectal sano adyacente al tumor, para determinar si la 

variación correspondía a alteraciones somáticas propias del tejido tumoral. Se 

encontró que los genotipos de sangre periférica y tejido sano fueron idénticos a 

diferencia del encontrado en tejido tumoral, con esto se confirmó la variación 

somática intraindividual en tres pacientes (figura 9). La posibilidad de que el 

genotipo se debiera a la presencia de hemicigocidad o transición entre bases 

nitrogenadas se describe en el cuadro 10. Las características de los pacientes se 

muestran en el cuadro 11. 

 

Cuadro 10. Comparación de frecuencias genotípicas de diferentes tejidos de 

pacientes con CCR. 

 

No de 

Paciente 

Genotipo 

en sangre 

periférica 

Genotipo en 

tejido sano 

Genotipo en 

tejido 

tumoral 

 

Hemicigocidad 

 

Transición 

30 GG GG AG - Posible 

58 AA AA AG - Posible 

59 AG AG AA Posible Posible 
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Figura 9. Variación somática intraindividual en tres pacientes con CCR. MPM: 

marcador de peso molecular de 50pb, SP; sangre periférica, TS; tejido sano, TT; tejido 

tumoral. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden al paciente No.59, carriles 4, 5 y 6 al paciente 

No.58 y carril 7, 8 y 9 paciente No. 30. Se observa que para cada paciente el genotipo 

tumoral difiere con respecto a sangre periférica y tejido sano adyacente al tumor. 

 

Cuadro 11. Características de los pacientes con CCR y variación somática 

intraindividual. 

SD=sin dato 

 

No. de 

Paciente 

 

Género 

 

Edad 

 

Localización 

del tumor 

 

Grado de  

diferenciación 

del tumor 

 

Metástasis 

 

30 

 

Masculino 

 

37 

 

Colon 

 

moderado 

 

no 

58 Masculino 39 Colon bien si 

59 Masculino 82 Recto moderado SD 
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DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio se analizaron 146 individuos sanos como población de 

referencia, de los cuales el 62 % correspondió a hombres y el 38 % a mujeres. 

Dentro de este grupo de estudio, el alelo polimórfico G se presentó con una 

frecuencia de 35 %, similar a lo reportado en poblaciones como EUA (36 %), 

Francia, Italia, UK (34 %) y España (33 %) (Wang et al.  2001; Wavrant-DeVrièze, 

et al. 1999, Zappia et al. 2004, Singleton et al. 1999 y Clarimón et al. 2003, 

respectivamente). Por otra parte, China, Taiwán y Japón resultaron ser las 

poblaciones más disimiles respecto a la frecuencia de este alelo con menos de 6% 

en su población de referencia (Tang y Zhang  2002, Hu et al. 2000, Shibata et al. 

2000). Estas similitudes y discrepancias pueden ser explicadas principalmente por 

la estructura poblacional mexicana, dado que el componente genético de los 

mestizos de Jalisco, grupo mayoritario en la población de referencia, corresponde 

a 53 % amerindio, 31 % europeo y 16 % africano, aunque estas ascendencias son 

las principales, se describe una escasa contribución asiática pero no nula dentro 

de la población mestiza (Rubi-Castellanos et al. 2009). 

A pesar de que el tamaño de muestra no fue posible obtenerlo de acuerdo a lo 

estimado, se analizaron 62 pacientes con CCR, de ellos el 61 % fueron del género 

masculino. Este resultado concuerda con Tirado-Gómez y Mohar-Betancourt 

(2008); y Lizarraga et al. (2012) quienes describen una frecuencia de 61 % en 

hombres sinaloenses con CCR. Así también el perfil epidemiológico de los 

tumores malignos en México (SINAIS, 2011) perteneciente a la Secretaría de 

Salud de México, hace énfasis en la frecuencia de CCR más alta en hombres que 

en mujeres. Por el contrario Vilches-Cisneros et al. (2010) describen que la 

frecuencia de CCR afecta por igual a ambos sexos en pacientes mayores de 50 

años en el estado de Nuevo León. 

La edad avanzada es una característica predominante en los pacientes con CCR, 

como lo manifiesta Libutti et al. (2005), al describir que el 80 % de los casos 
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corresponden a mayores de 60 años. La edad promedio encontrada en este 

estudio es de 63 años con un rango de 34 a 96 años.  

Respecto a la localización anatómica, en este estudio el cáncer se presentó en un 

56 % en colon y un 40 % en recto, semejante a los datos de Lizarraga et al. (2012) 

en el norte del país; sin embargo, según los datos del SINAIS (2011), el cáncer de 

colon tiene una relación de 2:1 con respecto al cáncer de recto. 

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), notificó que para el año 2004 el 

36% del total de  casos nuevos de cáncer fueron de colon y el 37 % de recto; por 

su parte, en ese mismo año, Secretaría de Salud reportó que el 15 % de los casos 

nuevos  fueron en colon y el 18 % en recto, equivalentes a una tercera parte del 

total de casos registrados en México (Tirado-Gómez y Mohar-Betancourt, 2008). 

Labianca et al. (2010) refieren que el tipo histológico más común de CCR es el 

adenocarcinoma, que representa aproximadamente del 90 % - 95 % de todos los 

tumores de colon, acorde con Lizarraga et al. (93.9 %) y con este estudio los 

cuales presentan la misma proporción. El grado de diferenciación del carcinoma 

fue moderado en el 64 % de los pacientes de este análisis, discordante respecto a 

Vilches-Cisneros et al. (2010) y Lizarraga et al. (2012) quienes reportaron un 81 % 

de casos con grado moderado. Sin embargo, en la mayoría de estudios incluyendo 

el presente, el grado menos común de diferenciación, fue el bien diferenciado, lo 

que implica que los pacientes son diagnosticados cuando el CCR ya tiene un 

grado considerable de avance y por lo tanto, desdiferenciación del tejido afectado. 

Este estudio representa el primer análisis de asociación del polimorfismo A2M 

c.2998 A>G con cáncer. Al realizar la comparación de las frecuencias genotípicas 

y alélicas entre la población de referencia y los diferentes tejidos de los pacientes 

con CCR no se encontraron diferencias estadísticamente significativas, por lo que 

no se identificó asociación de la variante con este tipo de cáncer. Sin embargo, la 

proteína α-2m tiene una función amplia en estrecha relación a eventos 

significativos en la carcinogénesis. Pese a que no hubo asociación, se considera 

que otras variantes a lo largo del gen A2M, localizadas principalmente en región 
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promotora y/o en región que corresponde al sitio tioléster en la proteína, pudieran 

afectar la función enzimática de α-2m, que es posible conlleve consecuencias de 

desequilibrio en la regulación de inhibición de proteasas, proteínas relacionadas 

con el cáncer, especialmente con procesos metastásicos. 

No obstante la falta de asociación de la variante A2M c.2998 A>G con CCR, tres 

de los 62 pacientes (5 %) presentaron diferencias genotípicas en muestras de 

sangre periférica y tejido tumoral. La discrepancia mostrada entre este 5 % de los 

pacientes, llevó a verificar el resultado, de acuerdo a lo recomendado por Marisi et 

al. (2014). Esto consistió en analizar el tejido sano adyacente al tumor y así se 

corroboró el hallazgo de variación somática intraindividual, semejante a lo 

reportado por Van Huis et al. (2013) quienes analizaron 149 pacientes holandeses 

con CCR, de los cuales el 3 % mostró discrepancias genotípicas en muestras de 

sangre y tejido tumoral. Por otra parte Balboa et al. (2010) reportaron una tasa de 

variación somática del 22.3 % entre sangre periférica y tejido tumoral de 65 

pacientes españoles con CCR y describieron adicionalmente que el 72 % de los 

pacientes presentaron diferencias en relación con 8 SNPs. Finalmente, Marsh et 

al. (2005) reportaron que el 1.1 % de 1139 comparaciones de 28 SNPs, entre 

muestras de tejido tumoral y tejido sano adyacente en 44 pacientes con CCR, 

presentaron dicha variación somática. Los autores mencionados concuerdan con 

Lasko et al. (1991) al describir que las discrepancias entre los genotipos 

encontrados en sangre periférica y tumor pueden estar relacionadas con LOH en 

tumores.  

La LOH en un locus que presenta un alelo variante y otro normal, implica la 

deleción o mutación del alelo normal ocasionando que el genotipo quede 

conformado por un alelo variante y otro delecionado o mutado, otra presentación 

del genotipo puede ser homocigoto para el alelo variante (NLM, 2015). Sin 

embargo, en ninguno de los tres pacientes con variación somática, se presentó el 

genotipo homocigoto polimórfico GG en tejido tumoral, como correspondería al 

hallazgo de LOH. En los pacientes 30 y 58 el genotipo tumoral fue heterocigoto 

AG y en el paciente 59, correspondió al homocigoto silvestre AA. Así, una de las 
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posibles explicaciones para la presencia de AG o AA en tumor puede ser la 

transición G-A o A-G. El mecanismo que explicaría esta transición púrica 

corresponde a la presencia de la forma tautomérica enol de la Guanina y Adenina, 

en vez de la forma ceto normal, que puede generar apareamientos ilegítimos 

durante la replicación y producir en la segunda generación celular la presencia de 

una Adenina y Guanina respectivamente (Snustad y Simmons, 2006). 

En relación directa con la posibilidad de transiciones, Van Huis et al. (2013), en un 

análisis de la variante GSTP1 rs1695 G>A entre muestras de tumor parafinado y 

sangre periférica, reportaron transición del heterocigoto al homocigoto silvestre en 

4 (6 %) de 69 tumores de pacientes CCR heterocigotos.  

Para el paciente 59, también existe la posibilidad de que el genotipo interpretado 

como homocigoto AA en tejido tumoral corresponda solo a la presencia del alelo 

A, esto es, pérdida del alelo G en el tumor, dado que su genotipo en sangre y 

tejido sano es AG. Esta condición es conocida como hemicigocidad y es 

establecida por deleción de segmento cromosómico o pérdida total del 

cromosoma. Este tipo de cambios o mutaciones forman parte de la inestabilidad 

cromosómica, que es una vía principal en el desarrollo del CCR (Bogaert y 

Prenen, 2014). La búsqueda de alteraciones cromosómicas directamente 

relacionadas con el cromosoma 12p13.31, donde se localiza el gen A2M, se 

realizó en la base de datos de Mitelman (Mitelman, 2015), de acuerdo a esta base 

y en relación a adenocarcinomas del sistema digestivo, al colon corresponde el 

29% del total de monosomías del cromosoma 12 y 14 % de deleciones de 12p13; 

lo anterior apoya la factibilidad de encontrar hemicigocidad para el  gen A2M en 

pacientes con CCR. 

Al analizar los datos clínicos de los tres pacientes, se identificó que los tres son 

varones y dos de ellos son jóvenes menores de 40 años. Sin embargo, dado el 

número reducido (5 %) no se pudo establecer relación con edad y género, 

localización del tumor o grado de avance.  
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Es de resaltar que en este estudio las muestras tumorales analizadas fueron de 

tejido fresco, considerado como el tejido idóneo para análisis molecular. Autores 

como Van Huis et al. (2013), Marisi et al. (2014) y Rai et al. (2014), reportaron sus 

hallazgos en tejido parafinado y discuten que el tratamiento agresivo de fijación 

pudo haber provocado alteraciones moleculares y falsos positivos durante la 

genotipificación. 
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CONCLUSIONES  

 

1. La frecuencia del alelo polimórfico G de la variante c.2998A>G del gen A2M 

fue de 35 % en población de referencia del Occidente de México, la 

población se encontró en equilibrio de acuerdo al supuesto de Hardy-

Weinberg. 

 

2. La frecuencia del alelo polimórfico G de la variante c.2998A>G del gen A2M 

fue de 33 % en tejido tumoral y de 34 % en sangre periférica en los 

pacientes con CCR. 

 

3. No se encontró asociación del polimorfismo c.2998A>G del gen A2M con 

cáncer colorrectal en los pacientes analizados del Occidente de México. 

 

4. Tres de los 62 pacientes con CCR presentaron una diferencia genotípica en 

tejido tumoral con respecto al tejido sano y sangre periférica, hallazgo 

conocido como variación somática intraindividual. 
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PERSPECTIVAS  

 

1. Análisis de otros polimorfismos del gen A2M que involucren cambios 

estructurales en la proteína y que pudieran estar relacionados con cáncer 

colorrectal. 

 

2. Búsqueda de deleciones del cromosoma 12 para asociar hallazgos de 

genotipos homocigotos en pacientes con cáncer colorrectal. 

 

3. Aumento del tamaño de muestra para el estudio de asociación de la 

variación somática intraindividual con cáncer colorrectal. 
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APORTACIONES 

 

Presentación en cartel del trabajo “ASOCIACIÓN DEL POLIMORFISMO 

c.2998A>G DEL GEN A2M CON CÁNCER COLORRECTAL EN PACIENTES DEL 

OCCIDENTE DE MÉXICO“ en el marco del XXIX Congreso Nacional de Genética 

Humana, realizado en Querétaro, Querétaro del 12 al 15 de noviembre de 2014 y 

en el XVII Congreso Internacional de Avances en Medicina, celebrado en Expo 

Guadalajara el 26, 27 y 28 de febrero del 2015. 
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ANEXO 1 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
INSTITUTO DE GENÉTICA HUMANA “DR. ENRIQUE CORONA RIVERA” 

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD 

UNVERSIDAD DE GUADALAJARA 

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO DE INVESTIGACIÓN 

Por medio de la presente autorizo a la Dra. en C. Melva Gutiérrez Angulo, a la Biol. Miriam 

Partida Pérez o a la Dra. en C. María de la Luz Ayala Madrigal a extraer 5 ml sangre periférica. La 

toma de muestra es para la realización del proyecto titulado: 

“Frecuencia del polimorfismo C3435T del gen MDR1 en población del occidente de México” 

1- He sido informado (a) acerca del proyecto cuyo Investigador responsable es la Dra. 

Melva Gutiérrez Angulo y he sido invitado (a) a participar en el mismo, aportando 

información y una muestra de sangre de mi persona. 

2- Entiendo que el procedimiento para la toma de muestra representa molestias y que 

exige un riesgo mínimo de daño físico para mi persona. 

3- Acepto que no recibiré compensación alguna por lo cual libero a los investigadores y 

a las instituciones participantes de toda obligación económica para conmigo. 

4- Autorizo a los investigadores mencionados a realizar los procedimientos de 

laboratorio convenientes al proyecto, incluidos estudios de DNA así como otros 

relacionados con el mismo y a hacer ser uso de las muestras y la información con 

fines científicos, docentes y estadísticos, siempre y cuando se haga en el marco de 

la ética profesional y se guarde la confidencialidad de los mismos. 

5- Mi participación en este proyecto es voluntaria y puede terminar en el momento en 

que yo así lo decida y lo exprese a los investigadores responsables. 

6- Yo puedo localizarlos en el teléfono (01-33) 10585200, extensión  34003. 

Nombre y firma del paciente 

 

Nombre del testigo                                                                                             Nombre del  testigo 

________________________________ ___________________________________ 

Fecha                                                                                       Fecha 
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NOTA: En la presente tesis se utilizaron las muestras que se tomaron en el proyecto 

“Frecuencia del polimorfismo C3435T del gen MDR1 en población del occidente de 

México” ya que con este proyecto se formó el banco de DNA de población general y de 

acuerdo al punto #4 se autoriza para utilizar las muestras con fines de investigación.  
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO  

INSTITUTO DE GENÉTICA HUMANA “DR. ENRIQUE CORONA RIVERA” 

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD  

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA 

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION 

Por medio de la presente doy mi autorización para que me sea extraída una muestra de 

sangre venosa de aproximadamente 5 ml para participar en el protocolo: 

 

“Análisis de variantes génicas en pacientes con cáncer colorrectal” 

Cuyos investigadores responsables son las Doctoras María de la Luz Ayala Madrigal y 

Melva Gutiérrez Angulo 

 

1. He sido informado (a) acerca del proyecto y he sido Invitado (a) a participar en el 

mismo, aportando información y una muestra de sangre de mi persona.  

2. Entiendo que el procedimiento para la toma de muestra representa molestias y que exige 

un riesgo mínimo de daño físico para mi persona.  

3. Acepto que no recibiré compensación alguna y que libero a los investigadores y a las 

instituciones participantes de toda obligación económica para conmigo.  

4. Autorizo a los investigadores mencionados, a realizar los procedimientos de laboratorio 

convenientes al proyecto, incluidos estudios de DNA así como otros relacionados con el 

mismo y a hacer uso de las muestras y la información con fines científicos, docentes y 

estadísticos, siempre y cuando se haga en el marco de la ética profesional y se guarde la 

confidencialidad de los mismos.  

5. Mi participación en este proyecto es voluntaria y puede terminar en el momento en que 

yo así lo decida y lo exprese a los investigadores responsables 

 

 6. Yo puedo localizarlos en el teléfono (01-33) 10585200, extensiones 34003  

 

 

Nombre y firma del donador                                    Nombre del testigo  

__________________________________     ____________________________________ 

 

 

Fecha: ____________________________     Fecha: _______________________________ 
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ANEXO 2 

Extracción de DNA de sangre periférica. 

Fundamento 

Lisis celular 

Durante el proceso de lisis las interacciones entre las moléculas que conforman la 

pared, la membrana celular y nuclear se modifican o destruyen, permitiendo que 

los ácidos nucleicos se liberen.  Se utilizan soluciones básicas, detergentes o 

agentes caotrópicos que permiten disolver la membrana celular, así como 

inhibidores de enzimas que degradan el DNA. Muchas soluciones incluyen 

también el EDTA que forma un complejo con los iones de Mg²+ e impide el 

funcionamiento de las DNAsas. Los componentes celulares no solubles como el 

material fibroso y proteínas que permanecen en solución se separan del DNA por 

centrifugación.  

Separación de proteínas y lípidos 

En esta etapa el DNA se separa de las proteínas y lípidos mediante solventes 

orgánicos y ciclos de centrifugación. Los solventes que se usan frecuentemente 

son el fenol, el cloroformo y el alcohol isoamílico; estos reactivos contaminan 

fácilmente por lo que se debe tener cuidado de no mezclarlos al tomar el DNA. 

Precipitación del DNA 

Después de eliminar lípidos y proteínas, se recupera el DNA, para ello se adiciona 

etanol y soluciones concentradas de iones de sodio o amonio que se unen a los 

grupos fosfato, esta mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre las cadenas y 

permite que el DNA se pliegue sobre sí mismo haciéndolo insoluble. Un pulso de 

centrifugación permite que el DNA permanezca en el fondo del tubo y el etanol sea 

desechado. Los restos de etanol se eliminan con un lavado con etanol al 70 % y el 

remanente se elimina por evaporación.  Finalmente se resuspende el DNA en 

agua con pH de 7 o en una solución de Tris-HCl a 10mM y EDTA a 0.1M a un pH 

de 8.0 para almacenar el material (Alejos et al. 2014). 
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En el presente estudio se utilizó el método de Miller et al. (1988) combinado con 

un micrométodo (Gustincich et al. 1991). 

Equipo 

- Refrigerador 

- Centrifuga 

- Placa de calentamiento (Termoblock) 

- Microcentrífuga 

 

Material 

- Tubos falcon de 15 ml estériles  

- Tubos eppendorf de 2.0 y 1.5 ml estériles 

- Guantes estériles desechables 

- Cubreboca 

- Gasa 

- Micropipeta graduable de 100 y 1000 µl 

- Puntillas para micropipeta desechables de 100 y 1000 µl 

Reactivos 

- Solución de lisis de eritrocitos 

- Solución de bromuro de duodeciltrimetil amonio al 8 % (DTAB)  

- Solución de bromuro de hexadeciltrimetil amonio al 5 % (CTAB) 

- Cloroformo 100 % 

- NaCl 1.2 M 

- Agua inyectable 

- Cloro comercial  

- Etanol 100 % 

- Etanol 70 % 

- Buffer TE 
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Preparación de reactivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solución de lisis de eritrocitos 

 

NH4HCO3 

 

PM 79.06 

 

0.01 M 

 

0.7906 g/L 

NH4Cl PM 53.49 0.144 7.70256 g/L 

Disolver en agua bidestilada y aforar a 1 L, guardar a -4 °C 

Buffer CTAB 

 

CTAB 

  

5 % 

 

50 g 

NaCl PM 58.44 0.4 M 23.74 g 

Disolver ambos reactivos en agua bidestilada y aforar a 1 L.  

Solución NaCl 1.2 M 

NaCl PM 58.44 70.128 g  

Disolver en agua bidestilada y aforar a 1 L. 
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Buffer DTAB 

 

 

 

Procedimiento 

Técnica combinada Micrométodo-Macroméodo DTAB-CTAB. 

Buffer de lisis DTAB 

DTAB PM 79.03 0.001 M 8 g 

Tris PM 121.1 0.144 M 1.21  

NaCl PM 58.44 1.5 M 8.76 g 

EDTA PM 372.2 0.05 M 1.86 g 

 

Disolver el tris en agua bidestilada y ajustar el pH a 8.6 con HCl en ¾ partes del 

volumen final, adicionar el DTAB, NaCl y EDTA. Aforar a 100 ml. 

 

Buffer TE (Tris HCl 10 Mm, EDTA 0.2 mM) 

 

 

Tris 

 

PM 121.1 

 

 

0.01 M, Ph 8 

 

1.21 g/L 

EDTA PM 372.2 

 

0.001 M 0.37 g/ L 

 

Disolver el Tris y ajustar pH a 8 con HCl en ¾ partes del volumen final, adicionar 

el EDTA y aforar con agua bidestilada a 1 L. 
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1. Vaciar 5 ml de sangre total a un tubo falcón de 15 ml, agregar 10 ml de 

solución de lisis de eritrocitos y reposar en refrigeración durante 20 min, 

posteriormente centrifugar a 4,000 rpm durante 25 min. 

2. Se descarta el sobrenadante y se obtiene el botón celular; cada vez que se 

descarte el sobrenadante debe tomarse la precaución de no desechar el 

botón celular. 

3. Transferir el botón celular a un tubo eppendorf de 2 ml rotulado con la 

clave del individuo. 

4. Agregar 600 µl de solución DTAB e incubar a 65°C en termoblock durante 

5 min. 

5. Agregar 900 µl de cloroformo al 100 % y agitar por inversión 

vigorosamente. 

6. Se centrifuga a 12,000 rpm durante 7 min. 

7. Recuperar el sobrenadante y transferirlo a un tubo eppendorf de 2 ml 

limpio y rotulado con la clave del individuo; se desecha el tubo con 

cloroformo y precipitados celulares. 

8. Añadir 100 µl de solución CTAB al 5 % y agitar suavemente. 

9. Agregar 900 µl de agua inyectable y agitar suavemente; se observa la 

precipitación de DNA. 

10. Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 min. 

11. Descartar el sobrenadante y agregar 150 µl de NaCl 1.2 M y 750 µl de 

etanol al 100 % frio y mezclar suavemente. 

12. Centrifugar  a 10,000 rpm durante 5 min. 

13. Descartar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 70 % y centrifugar a 

10,000 rpm durante 5 min (realizar este paso 3 veces). 

14. Descartar el sobrenadante y dejar evaporar el exceso de etanol a 

temperatura ambiente hasta que el botón de DNA quede completamente 

seco. 

15. Resuspender en 100-300 µl de buffer TE (dependiendo del tamaño del 

botón) e incubar a 65°C durante 1 hora o a 37°C toda la noche. 

16. Almacenar a -20°C hasta su uso. 
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ANEXO 3 

Extracción de DNA de tejido CCR 

Fundamento 

La bibliografía reporta distintos métodos de extracción de diferentes tipos de 

tejidos, algunos basados en la hidrólisis con proteinasas, otros en exposición a 

ultrasonidos y otros usando detergentes o álcalis. Los métodos que utilizan la 

hidrólisis con proteinasas tienen como principio básico el uso de la proteinasa K, la 

cual digiere proteínas y remueve contaminantes a partir de las preparaciones de 

ácidos nucleicos (González et  al. 2011)  de acuerdo a esto último se efectuó la 

extracción con el kit High Pure PCR Template Preparation de la marca Roche. 

Respecto al resto de la extracción de DNA se usó el mismo fundamento del anexo 

2 y se cuantificó de acuerdo al anexo 4. 

Equipo 

- Termoblock 

- Vortex 

- Microcentrífuga  

- Balanza Analítica 

 

Material 

- Papel parafilm 

- Bisturí 

- Estuche de disección 

- Micropipetas de volumen variable de 10, 100 y 1000 µl 

- Puntas desechables estériles para Micropipetas de volumen variable de 10, 

100 y 1000 µl 

- Tubos eppendorf de 2 ml 
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Reactivos 

Incluidos en el kit High Pure PCR Template Preparation. 

Isopropanol 

 

Procedimiento 

1. Cortar y pesar  25 a 50 mg de tejido tumoral fresco con un bisturí. 

2. Rotular con código del paciente un tubo de 2 ml y agregar 200 µl  de buffer 

de lisis y 40 µl de proteinasa K. 

3. Agitar en vortex vigorosamente e incubar a 55ºC 1 hora o 37ºC toda la 

noche. 

4. Agregar 200 µl de buffer de unión e inmediatamente incubar  a 70ºC 

durante 10 min. 

5. Agregar 100 µl de isopropanol y mezclar bien. 

6. Centrifugar 1 min. a 12,000 rpm. 

7. Descartar sobrenadante. 

8. Agregar 500 µl de buffer inhibidor y centrifugar 1 min. a 12,000 rpm. 

9. Agregar 500 µl de buffer de lavado y centrifugar 1 min. a 12,000 rpm, repetir 

este paso dos veces. 

10. Centrifugar 10 seg. a 12,000 rpm. 

11. Descartar residuos. 

12. Agregar 200 µl de buffer de elución y centrifugar a 12,000 rpm durante 1 

min. 

13. Almacenar hasta su uso a -20ºC. 



72 
 

ANEXO 4 

Cuantificación del DNA por espectrofotometría. 

Fundamento 

La ley de Beer-Lambert indica que la concentración de una molécula en solución 

depende de la cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas. Una 

característica del DNA es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y permite 

estimar su concentración mediante espectrofotometría. Cuando la longitud de la 

celda en que se disuelve el DNA, es de 1 cm, la absorbancia es igual a la 

densidad óptica (DO). En el caso de  DNA genómico o de doble cadena, una 

densidad óptica equivale a 50 ug/ml. Se debe considerar el factor de dilución para 

obtener la concentración en ng/µl.  

Considerando que para una reacción de PCR se requiere de 10 a 200 ng 

debemos obtener al menos, 50 ng/ul de DNA en cada muestra; concentraciones 

menores dificultan la estandarización de la PCR u otras técnicas. 

Para estimar la pureza del DNA se considera la proporción de la absorbancia a 

260 nm y 280 nm. Una proporción de 1.8 es aceptada como DNA puro, 

proporciones menores a este valor indican la presencia de proteínas (Alejos et al. 

2014). 

En la determinación de la concentración de DNA se considerará la siguiente 

fórmula: 

DNA ng/ml=DO 260nm x dilución (1005/5uL) x 50 (factor constante). 

 

Notas. 

- 50 es el valor del coeficiente de extinción molar de 50 ng/ml que tiene la 

máxima absorbancia de 1.0 unidad de DO a 260 nm. 
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- El factor de dilución se refiere al volumen total de la celdilla entre el 

volumen de muestra. 

 

Equipo 

- Espectrofotómetro  

- Vórtex 

- Potenciómetro 

- Congelador 

 

Reactivos 

- Agua inyectable 

- DNA 

 

Material 

- Celda de cuarzo de 1 ml 

- Pipeta graduable de 2 y 1000 µl 

- Puntas para pipeta desechables de 10 y 1000 µl 

- Gasa 

- Papel parafilm 

 

Procedimiento: 

1. Encender el espectrofotómetro y cargar el programa para ácidos nucleicos 

de doble cadena. 

2. Calibrar a 0 con el blanco de reacción, midiendo 1 mL de agua inyectable 

en la celdilla de cuarzo. 
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3. Diluir 5 µl de la muestra de DNA en 1000 µl de agua inyectable, tapar la 

celdilla con un parafilm y agitar por inversión. 

4. Colocar la celdilla con la mezcla en el espectrofotómetro y obtener la 

densidad óptica (DO) a 260 nm para calcular la concentración de DNA y a 

280 nm para determinar su pureza. 
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ANEXO 5 

Amplificación génica mediante PCR  

Fundamento 

La reacción en cadena de la polimerasa es una reacción enzimática in vitro que 

amplifica millones de veces una secuencia específica de DNA durante varios 

ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la 

reacción aprovecha la actividad de la enzima DNA-polimerasa que tiene la 

capacidad de sintetizar naturalmente el DNA en las células. 

Los elementos principales en la reacción son el molde (DNA), la enzima, los 

oligonucleótidos o primers, los desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs: 

adenina, timina, citosina y guanina), el ión magnesio (Mg2+), una solución 

amortiguadora o buffer y H2O. Todos estos elementos interactúan en tres etapas 

principales de las que se compone la PCR: desnaturalización, hibridación y 

extensión. Los equipos en donde se realiza la reacción son llamados 

termocicladores, los cuales están diseñados para establecer un sistema 

homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se 

modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la reacción, para corroborar si se 

amplificó la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR también 

llamados amplicones son analizados en geles de agarosa o poliacrilamida para 

confirmar si la reacción fue exitosa (Tamay de Dios et al. 2013). 

 

Equipo 

- Termociclador 

- Vortex 

- Congelador -20°C 

- Microcentrífuga 
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Material 

- Gradilla para microtubos 

- Pipetas de volumen variable de 2, 10, 100 y 1000 µl 

- Puntas para pipeta de 10, 100 y 1000 µl estériles 

- Tubos eppendorf de 0.2 y 0.6 ml estériles 

 

 

Procedimiento 

1. Hacer una mezcla de reacción con los siguientes reactivos de acuerdo a 

las “n” muestras con que se trabaje en un tubo de 0.6 ml. 

 

 

Reactivos 

 

Concentración 

inicial 

 

Concentración 

final 

 

µl por reacción 

Buffer 10X 1X 2.5 

A2M-F 20.59nM 10 pM 1 

A2M-R 22.29nM 10 pM 1 

dNTPs 

(dATP, dTTP, 

dGTP, dCTP) 

100mM c/u 200 mM 0.5 

Cloruro de 

magnesio 

50 mM 1.5 mM 0.75 

Taq-polimerasa 5 U/µl 2 U/µl 0.4 

Muestra de DNA 300 ng/µl 100 ng/µl 0.5 

H2O   18.35 

 

2. Se agita en vortex y se da un pulso de centrifugación.  
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3. Se distribuye 24.5 µl por muestra en un tubo de 0.2 ml y se agrega 0.5 

de DNA. Finalmente se introducen al termociclador con las siguientes 

condiciones: 

 

 

 

 

 

 

4. Se corren las muestras en gel de poliacrilamida o se guardan hasta su 

uso a -20ºC. 

   

Temperatura Tiempo Ciclos 

94ºC 10 min  

94ºC 30 s  

65.1ºC 30 s  

72ºC 30 s 35 

70ºC 10 min  

Reactivos 

 

Muestra de DNA a una concentración de 100 ng/µl 

Agua inyectable 

Buffer de amplificación 10x (Tris-HCl 100 mM, pH 9.0, KCl 500 nM, MgCl 15 mM, 

Tritón X-100 0.1 %). 

Cloruro de magnesio (MgCl2) 50 mM 

Desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs) 100 mM (dATP, dGTP,dTTP y dCTP) 

Oligonucleótidos 

Taq-DNA polimerasa 
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ANEXO 6  

Digestión enzimática 

 

Fundamento 

La detección del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción o RFLP 

por sus siglas en inglés (restriction fragment lenght polymorphism) es una técnica 

que se usa para la genotipificación; es ampliamente utilizada en el análisis de 

variantes génicas con secuencias conocidas. El primer paso es la amplificación de 

un fragmento de DNA que contiene la variación de interés, seguido por el 

tratamiento del fragmento amplificado con una enzima de restricción apropiada. 

Las enzimas de restricción reconocen una secuencia de DNA específica, se unen 

y cortan la secuencia cambiando el patrón (tamaño del segmento) de los 

fragmentos de DNA. Dado que la presencia o ausencia del sitio de reconocimiento 

de la enzima de restricción determinará el corte del fragmento en diferentes 

tamaños, la identificación de los alelos se puede observar con la resolución de una 

técnica electroforética (Rasmussen, 2012). 

 

 

Enzima MboI 

MboI es una endonucleasa de restricción de tipo tipo II, aislada del microrganismo 

Moraxella bovis, su sitio de reconocimiento de corte se muestra en la figura 6. Las 

enzimas de tipo II sólo tienen actividad de restricción, cortan de manera 

consistente y predecible dentro de la secuencia que reconocen, sólo requieren 

Mg++ como cofactor y no son ATP dependientes. La escisión de la enzimas de 

restricción es bloqueado cuando el sustrato de DNA está metilado por CpG 

metilasa. 
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Se utilizarán 5 unidades de enzima por microlitro; una unidad se define como la 

cantidad de enzima necesaria para digerir 1 g de DNA con 100 ng/µl de 

concentración en 1 hora a 37°C en un volumen total de reacción de 50 µl. Esta 

enzima es capaz de digerir unidad de sustrato de ensayo en 5-15 minutos bajo las 

condiciones recomendados, también se puede utilizar una digestión segura 

dejándola actuar durante toda la noche. 

 

 

Condiciones Óptimas 

37 °C - Temperatura óptima de incubación de la enzima. 

65 °C - Temperatura de inactivación térmica de la enzima. 

-20°C  Temperatura De Almacenamiento 

 

Se utilizó el amortiguador CutSmart™ Buffer con  el cual se obtiene el 100 % de la 

actividad enzimática. 

 

Equipo 

- Termociclador 

- Vortex 

- Congelador -20°C 

- Microcentrifuga 

 

Material 

- Gradilla para microtubos 

- Pipetas de volumen variable de 2, 10, 100 y 1000 µl 

- Puntas para pipeta de 10, 100 y 1000 µl estériles 

- Tubos eppendorf de 0.2 y 0.6 ml estériles 
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Reactivos 

- Muestra de producto amplificado 

- Agua inyectable 

- Amortiguador de amplificación 10x  

- Enzima de restricción Mbol 

 

Procedimiento: 

1. Preparar un mix en un tubo de 0.6 ml con los siguientes reactivos: 

 

Reactivos 

 

Concentración 

inicial 

 

Concentración 

final 

 

µl por 

reacción 

 

Buffer  NEBuffer 3 

 

10X 

 

1X 

 

1 µl 

 

MboI 5,000 U/ml 2 U/µl 0.2 µl 

 

Agua   4 µl 

 

Producto 

amplificado 

  4 µl 

 

 

2. Agitar en vortex y dar un pulso de centrifugación. 

3. Se incuba en el  termociclador a 37ºC durante 16 h y 1hr. A 65ºC para 

inactivar la enzima. 

4. Se corre en un gel de poliacrilamida para continuar  con la genotipificación.  
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ANEXO 7 

Electroforesis 

 

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar 

macromoléculas en función del tamaño, la carga eléctrica y otras propiedades 

físicas. El término electroforesis describe la migración de las partículas cargadas 

bajo la influencia de un campo eléctrico. Muchas macromoléculas biológicas 

importantes (por ejemplo, los aminoácidos, los péptidos, las proteínas, los 

nucleótidos y los ácidos nucleicos) poseen grupos ionizables y, a un pH 

determinado, existen en solución como especies cargadas eléctricamente, sean 

cationes (+) o aniones (-). Según la naturaleza de la carga neta, las partículas 

cargadas migrarán hacia el cátodo o hacia el ánodo. La fuerza motriz de la 

electroforesis es la tensión eléctrica aplicada a los electrodos en ambos extremos 

del gel. Las propiedades de una molécula determinan la velocidad con que un 

campo eléctrico puede desplazarla a través de un medio gelatinoso (Carrillo-Soto 

et al. 2013). 

 

Equipo 

- Cámara de electroforesis vertical 

- Fuente de poder 

 

Material 

Cámara de electroforesis Biorad que incluye: 

- 2 Placas de cristal 

- 1 Liga 

- 2 Separadores de plástico de 6 mm 



82 
 

- 7 Pinzas  

- 1 Peine de plástico de 6 mm 

- Gradilla para tubos 

- Guantes desechables 

- Pipeta de volumen variable 10 y 1000 µl 

- Puntillas plásticas desechables de 10 y 1000 µl 

 

Reactivos 

- Producto de  PCR o producto de digestión enzimática 

- TBE 10X 

- TBE 1X 

- Poliacrilamida 29:1 

- APS 10 % 

- TEMED 

- Buffer cargador 

- Agua bidestilada 

- Marcador de peso molecular de 50 pb 

 

Procedimiento 

1. Montar gel 

- Limpiar las placas de cristal con etanol y una gasa. 

- Se colocan los separadores entre las placas y se amolda la liga. 

- Se colocan pinzas en los extremos de los cristales para fijar. 

 

2. Preparar la solución de poliacrilamida 29:1 al 6 % para un volumen final de 30 

ml.  
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- En un tubo de 50 ml colocar: 

 

 

Acrilamida                                     4.5 ml 

TBE 10X                                          3 ml 

APS                                               375 µl 

TEMED                                         37.5 µl 

Agua                                             22.5 ml 

 

3. Mezclar bien y vaciar de forma rápida al molde teniendo cuidado de no formar 

burbujas, colocar el peine, dejar que polimerice. 

4. Una vez que el gel ha polimerizado, se retiran las pinzas, la liga y el peine. 

5. Añadir solución de buffer TBE 1X en la parte de baja de la cámara de 

electroforesis, colocar el gel en forma vertical teniendo cuidado de no formar 

burbujas entre el gel y el buffer, el gel se sostiene a la parte superior de la  cámara 

con un par de pinzas. 

6. Se agrega buffer TBE 1X en la parte superior de la cámara.   

7. En papel parafilm se colocan gotitas de buffer cargador de 1 µl 

aproximadamente que se mezclan con 10 µl de la muestra de DNA. 

8. Cargar muestras en los pozos del gel.  

9. Colocar las tapas y los cables de corriente a la fuente de poder, el corrimiento 

se realiza a 200 volts durante 1 hr. 
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Ventajas 

- Su poder de resolución es tan grande que  puede separar moléculas de 

DNA, cuya longitud se diferencia por lo menos en 0.1 % (es decir 1 pb en 

1000 pb). 

- Pueden albergar cantidades mucho mayores de DNA que los geles de 

agarosa. Hasta 10 µg de DNA se puede aplicar en una sola ranura (1 cm x 

1 mm) de un gel típico de poliacrilamida sin una pérdida significativa de 

resolución. 

- El DNA recuperado de los geles de poliacrilamida es extremadamente puro 

y puede ser usado en la mayoría de los propósitos exigentes.  

(Westermeier, 2005). 

 

Preparación de Reactivos: 

 

Acrilamida 29:1 

 

Acrilamida 38.7 g 

Bisacrilamida 1.3 g 

Disolver en agua bidestilada y aforar a 100 ml. 

 

APS 10 % 

Persulfato de amonio  10 g 

Agua bidestilada 10 ml 

 

Disolver la sal en agua bidestilada y aforar a 10 ml 
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Buffer TBE 10X 

 

EDTA 

 

PM 372.2 gr 

 

0.02 M 

 

40 ml de sol 5 M 

Tris PM 121.1 g 0.89 M 108.8 g 

Ácido Bórico PM 61.844 g 0.89 M 55.04 g 

 

Disolver las sales en agua bidestilada y aforar a 1L. 

 

 

Buffer cargador 

 

 

 

  

Azul de bromofenol 0.25 % 25 mg 

Xilencianol 0.25 % 25 mg 

Glicerol 30 % 3 ml 

Mezclar ambos colorantes con el glicerol y aforar a 10 ml con agua bidestilada. 
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ANEXO 8 

Tinción de geles de poliacrilamida con nitrato de plata 

Fundamento 

La tinción con plata se utiliza para detectar proteínas y ácidos nucleicos después 

de la separación electroforética en geles de poliacrilamida. Esta tinción combina 

una excelente sensibilidad así como una metodología simple y económica. El uso 

de nitrato de plata tiene la característica de producir una coloración caramelo (café 

claro) o negro, este efecto cromático se ha demostrado que está dado por la 

difracción de la luz en la plata. 

La tinción con nitrato de plata tiene una detección de concentraciones pequeñas 

que varía entre 2 a 5 ng, sin embargo, la detección con plata es exclusivamente 

cualitativa (Carrillo-Soto et al. 2013). 

 

Material 

- Charola de plástico 

- Bolsa de plástico 

 

 

Procedimiento 

- Retirar el gel de la cámara de electroforesis. 

- Colocar el gel en la charola de plástico,  agregar solución fijadora suficiente 

para cubrir el gel y agitar por 10 min (pasado el tiempo descartar). 

- Adicionar la solución de tinción, agitar 8 min y descartar. 

- Realizar 1 lavado con agua bidestilada y desechar el agua. 

- Agregar un poco de solución reveladora para eliminar el exceso de solución 

de tinción y descartar.  
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- Agregar solución reveladora y agitar hasta que las bandas sean visibles, 

desechar la solución y realizar un lavado con agua bidestilada. 

- Guardar el gel en una bolsa plástica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparación de reactivos 

 

Solución Fijadora 

 

 

 

 

 

Etanol 

 

10 % 

 

100 ml 

Ácido Acético 0.5 % 5 ml 

 

En  un matraz colocar agua bidestilada, agregar el etanol y el ácido acético, 

aforar a 1L. 

Soluciones 

 

Solución fijadora 

Solución de tinción 

Solución reveladora 

Agua Bidestilada 
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Solución de tinción 

 

Nitrato de plata 

 

0.2 % 

 

2 g 

 

Preparar 1 L de solución fijadora, agregar el nitrato de plata, mezclar bien y 

colocar en un frasco obscuro. 

 

 

Solución reveladora 

 

NaOH 

 

3 % 

 

30 g 

Formaldehido 0.5 % 5 ml 

 

Colocar agua bidestilada en un matraz de 1L agregar  hidróxido de sodio, 

agitar hasta que se disuelva, posteriormente agregar el formaldehido y 

finalmente aforar a 1 L. 

 


