UNIVERSIDAD VERACRUZANA

FACULTAD DE QUfM’ICA FARMACEUTICA
BIOLOGICA

Manual de Practicas para

Biologia Molecular Aplicada

Elaborado por:
M.C. CLARA ELENA YERENA AGUILAR
M.C. JUANA RAMIREZ AGUILERA

?.E Xalapa, Ver. 2018




Introduccion

Practica No. 1
Practica No. 2
Practica No. 3

Practica No. 4

Practica No. 5

Practica No. 6

Practica No. 7

Practica No. 8

Practica No. 9

Practica No. 10

Practica No. 11

Practica No. 12

Anexo 1

Anexo 2

INDICE

Extraccién de ADN en muestras sanguineas . . . .........
Cuantificacion de ADN por espectrofotometria con luz UV . .
Electroforesis de ADN engeldeagarosa ..............

Reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion de la region polimorfica Dral del CYP2EL . ...
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion
(R.F.L.P.) para la determinacion del genotipo de la regién
Draldel CYP2EL .. ... . e e

Electroforesis en gel de poliacrilamida . . .. ............

Extraccion de ADN en muestras de saliva por la técnica de

Determinacion del alelo mutado *2 del CYP2D6 mediante
PCR tetraprimer . . .. ... .. e e e
Extraccién y cuantificacion de ADN en muestras
endocervicales . . . . ...
Deteccion de Virus de Papiloma Humano en muestras
endocervicales . . . . ... e

Electroforesisde proteinas . . . ........cov ...

Deteccion de las variantes alélicas del CYP2C9 mediante

PCR en tiempo real. .......coocuiveiiiie e

Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002. . ... ..

Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.......

12

23

32
40

47

52

61

67
78

90

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera



INTRODUCCION

El diagndstico molecular ha tenido un amplio desarrollo en todo el mundo y se ha
convertido en una herramienta que esta revolucionando todas las areas de la medicina. Con el
apoyo de estas nuevas tecnologias las ciencias médicas, que en algun tiempo tuvieron como
propésito la curacién y/o prevencion las enfermedades, ahora tienen un enfoque predictivo y
personalizado, gracias al estudio molecular de los acidos nucleicos tanto del ser humano como
de los agentes patdgenos, de sus productos, asi como de las interacciones entre ellos.

Esta nueva orientacidén diagnostica tiene importantes y amplias aplicaciones en distintos
estados patolégicos como por ejemplo:

Enfermedades infecciosas . . . . . En la identificacion de microorganismos, detecciéon de
mutaciones y valoracion de resistencia a los agentes
terapéuticos.

Enfermedades neoplasicas . . . . En la identificacion de genes causales y de susceptibilidad

para distintos tipos de cancer.

Enfermedades crénicas. . . . . .. Como las alteraciones cardiovasculares, diabetes mellitus,
etc.
Enfermedades hematoldgicas . . En el diagndstico e identificacion de portadores de

anemias hemoliticas hereditarias, coagulopatias vy
especialmente en leucemias, en las que pemite valorar el
prondstico del paciente, su respuesta al tratamiento, asi
como la enfermedad residual minima.
Patologias mentales . . .. ... ... Como la esquizofrenia, el trastorno bipolar, autismo, etc.
Para la comunidad académica y estudiantil de la facultad de Quimica Farmacéutica
Biologica representa un gran reto, a la vez que oportunidad, el poder incursionar en esta area y
colocarse a la vanguardia de las universidades que estan implementando estas técnicas y

desarrollando proyectos de investigacion bajo el enfoque de la medicina gendmica.

Por lo antes expuesto en el plan de estudios de la carrera de QFB se incorpord por
primera vez la experiencia educativa de Biologia Molecular Aplicada. En este manual se
describen las practicas que corresponden a este curso, con el cual los alumnos del area

terminal clinica se introducen al campo del diagnéstico molecular.
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PRACTICA No. 1
EXTRACCION DE ADN EN MUESTRAS SANGUINEAS

Objetivo

Que el alumno comprenda el fundamento de la extraccion de ADN a partir de células
sanguineas y lo aplique para realizar correctamente los distintos pasos que se

requieren para obtener muestras de ADN de buena calidad.

Sustento Tedrico

El ADN fue aislado en 1869 de esperma de
salmén y de pus de heridas abiertas por
Friedrich Miescher. Dado que la encontrd
solamente en los nucleos, Miescher denomind a
este compuesto nucleina. A posteriori se le
cambidé a acido nucleico y por ultimo a acido
desoxirribonucleico (ADN). Robert Feulgen, en

1914, describi6 un método para revelar por

tincion el ADN, basado en el colorante fucsina.

Se encontrd, utilizando este método, la presencia de ADN en el nucleo de todas las
células eucariotas, especificamente en los cromosomas. Durante los afos 20, el
bioquimico P.A. Levene analizé los componentes del ADN. Encontr6 que contenia
cuatro bases nitrogenadas: citosina, timina, adenina, y guanina; el azucar desoxirribosa;
y un grupo fosfato. Concluy6é que la unidad basica (nucleétido) estaba compuesta de
una base pegada a un azucar y que el fosfato también estaba pegado al azucar y
queda su idea de la estructura del nucléotido el cual es realmente la unidad
fundamental (mondmero) del acido nucleico (polimero).
Existen cuatro nucleétidos que integran el ADN: uno con citosina (C), uno con

guanina (G), uno con adenina (A), y uno con timina (T),
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Practica No. 1
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Aqui se muestran 3 de ellos en su forma "activa", como trifosfatos, antes de entrar en la
molécula de ADN, se debe recordar que el nucleétido alli tiene un solo fosfato.
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El ADN es una doble hélice, con las
bases dirigidas hacia el centro, perpendiculares
al eje de la molécula (como los peldafios de una
escalera caracol) y las unidades azucar-fosfato a
lo largo de los lados de la hélice (como las
barandas de una escalera caracol). Las hebras
que la conforman son complementarias,
deduccion realizada por Watson y Crick a partir
de los datos de Chargaff, A se apareacon Ty C

con G, el apareamiento se mantiene debido a la

Practica No. 1

34A

34A

accion de los puentes de hidrogeno entre ambas bases; una purina con doble anillo

siempre se aparea con una pirimidina con un solo anillo en su molécula. Las purinas

son la Adenina (A) y la Guanina (G) y las Pirimidinas son la Citosina (C) y la Timina (T).
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Las bases son complementarias, con A en un lado de la molécula uUnicamente

encontramos T del otro lado, lo mismo ocurre con G y C. Si conocemos la secuencia de

bases de una de las hebras, conocemos su complementaria.
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Practica No. 1
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En cada extremo de una doble hélice lineal de DNA, el extremo 3'-OH de una de
las hebras es adyacente al extremo 5'-P (fosfato) de la otra. En otras palabras, las dos
hebras son antiparalelas, es decir, tienen una orientacién diferente. En el esqueleto
azucar -fosfato del ADN los grupos fosfato se conectan al carbono 3° de la molécula de
desoxirribosa y al carbono 5° de la siguiente, uniendo azucares sucesivos. La prima (")
indica la posicion del carbono en un azucar. Por convencion, la secuencia de bases de
una hebra sencilla se escribe con el extremo 5'-P a la izquierda.

Todas las células contienen ADN en sus nucleos y también lo podemos
encontrar dentro de otros compartimentos celulares diferentes al nucleo, como las
mitocondrias y los cloroplastos. Para los estudios genéticos en los seres humanos, el
tejido generalmente seleccionado para extraer ADN es la sangre (leucocitos).

Existen diversas técnicas para la obtencion de ADN que van desde métodos
automatizados y equipos de reactivos comerciales, hasta métodos manuales con
reactivos preparados en cada laboratorio.

La extraccion de ADN celular se basa en el hecho de que Ilos iones salinos son
atraidos hacia las cargas negativas del ADN, permitiendo su disolucién y posterior
extraccion de la célula. Se empieza por lisar las células mediante un detergente,
vaciandose su contenido molecular en una solucion amortiguadora en la que se

disuelve el ADN. En ese momento, el amortiguador contiene ADN y toda una variedad
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Practica No. 1

de restos moleculares: ARN, carbohidratos, proteinas y otras sustancias en menor
proporcion. Las proteinas asociadas al ADN, de gran longitud, se habran fraccionado en
cadenas mas pequenas y separadas de él por accion del detergente. EI ADN se separa
de la mezcla mediante precipitacion para su posterior lavado y disolucién.

Método del perclorato de sodio

En 1978, Graham describié el método del perclorato de sodio para la extraccion
de ADN. Es un método con una buena eficiencia en el rendimiento y pureza del
producto, ademas de un bajo costo, por lo que es utilizado para la realizacion de esta
practica.

En esta técnica el primer paso es destruir los eritrocitos con un choque
hipotdnico para separar a los leucocitos. Posteriormente se lisan los leucocitos con
detergentes para liberar el ADN y se precipitan las proteinas con solucion saturada de
cloruro de sodio. Se separa el ADN de la mezcla mediante precipitacion con
isopropanol para finalmente lavarlo y resuspenderlo en solucidn amortiguadora,

guedando listo para su utilizacion.

(METODO DE PERCLORATO DE SODIO |
1

[ Sangre completa ]

[ Lisis de eritrocitos ]

Lisis de leucocitos ]

I—[Separacién de proteinas]

Precipitacion de ADN]

|—[ Lavado ]
I—[ Disolucion ]

Material
1. Material necesario para extraccion de sangre

2. Tubos de centrifuga de 15 ml, de polipropileno, fondo cénico, estériles
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3.
4.
5.

1.
2.
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Practica No. 1

Tubos de centrifuga de 50 ml, de polipropileno, fondo conico
Material de cristaleria
Tubos Eppendoff de 1.5 ml

Reactivos

Solucion amortiguadora de lisis | (1)
Solucion amortiguadora de lisis Il (2)
SDS al 10 % (3)

Perclorato de sodio 5 M (4)

NaCl 6 M (5)

Isopropanol absoluto

Etanol al 70 %

Solucion amortiguadora TE (6)

Equipo

Centrifuga refrigerada con velocidad hasta 14,000 rpm y cabezales multiples.
Rotor

Bafio de agua con control de temperatura

Pipetas automaticas de 0 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 ul

Espectrofotometro UV-Vis

Procedimiento

Recolectar 5 ml de sangre periférica en tubos con E.D.T.A.

En tubos de centrifuga de polipropileno, estériles, con capacidad de 15 ml y
fondo conico, colocar 3 ml de sangre y adicionar 11 ml de la solucion
amortiguadora de lisis | a 4 °C (reactivo 1). Mezclar por inversion
cuidadosamente y proceder a centrifugar a 4,500 rpm a 4° C durante 10 minutos.
Decantar cuidadosa y rapidamente el sobrenadante a otro tubo, sin levantar el
botén formado que es el necesario para la extraccién del ADN.

Resuspender el botdn obtenido con 2.25 ml de solucién amortiguadora de lisis |l
(reactivo 2), 62.5 ul de SDS al 10 % (reactivo 3) y 550 ul de perclorato de sodio 5
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Practica No. 1

M (reactivo 4). Agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion
mecanica.

5. Adicionar a cada tubo 1 ml de NaCl 6 M (reactivo 5); agitar muy fuerte con la
mano durante 15 segundos y centrifugar a 3,500 rpm por 30 minutos a 4° C.

6. Recuperar el sobrenadante en otro tubo de centrifuga de 15 ml estéril, adicionar
3.5 ml de isopropanol absoluto a 4°C, tapar los tubos y mezclar suavemente en

posicion horizontal hasta la formacién de las hebras de ADN

7. Desechar el liquido cuidadosamente y posteriormente pasar el ADN obtenido a
un tubo Eppendoff de 1.5 ml. Lavarlo 2 veces con etanol al 70 %, teniendo
precaucion en el lavado.

8. Finalmente resuspender el ADN con 150 ul de solucion amortiguadora TE,
incubandolo a 37° C por una hora.

9. La solucién de ADN obtenida se conserva a 4°C.

Normas:

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes estan
clasificados como Residuos Peligrosos Biologicos infecciosos; debera procederse a su
identificacion y envasado, almacenamiento temporal, recoleccién y transporte externo,

tratamiento y disposicion final, de acuerdo a lo estipulado en esta norma vigente.

Preguntas:

1. ¢Qué utilidad tiene hacer una extracciéon de ADN?
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Practica No. 1

2. Al realizar esta practica ¢de cual de los componentes sanguineos se obtiene el
ADN? ;coémo se separan?

3. ¢Cual es la funcion del NaCl durante la extraccion?

4. ¢Cual es la funcion del isopropanol durante la extraccion?

5. Describe un método para extraccién de ADN distinto al utilizado en esta practica

Bibliografia

1. LOZANO JA, GALINDO JD, GARCIA-BORRON JC, MARTINEZ-LIARTE JH,
PENAFIEL R'Y SOLANO F (2000). Bioquimica y Biologia Molecular para Ciencias
de la Salud. 22. Ed, McGraw-Hill Interamericana.

2. SAMBROOK J Y RUSSELL DW (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
3" ed, Vols 1-3. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

3. Tusié M, Zentella A. Técnicas aplicadas al estudio del ADN. En Mas J. Diagnostico
Molecular en Medicina. México: El Manual Moderno, S.A.; 2004. p. 48-69.

4.  ZAVALA J (2005) Manual de técnicas basicas de biologia molecular, Universidad
Auténoma de Yucatan

5. Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Proteccion ambiental-
Salud ambiental-Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos. Clasificacion y
especificaciones de manejo. Diario oficial. Lunes 17 de febrero de 2003.
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PRACTICA No. 2
CUANTIFICACION DE ADN POR ESPECTROFOTOMETRIA CON LUZ UV

Objetivo

Que el alumno realice la cuantificacion de la concentracion de una muestra de ADN,
mediante la aplicacion del método de medicion por espectrofotometria con luz
ultravioleta, interpretando los resultados.

Sustento tedrico
Cuando se obtiene ADN de una muestra es importante conocer su

concentracion para utilizarlo de manera adecuada, existiendo dos métodos para ello. Si
la muestra es pura (no contiene cantidades significativas de contaminantes como
proteinas, fenol, agarosa o incluso otros acidos nucleicos), su medicion mediante
espectrofotometria de la luz UV absorbida por las bases nitrogenadas es la mas
adecuada. Por el contrario, si la cantidad de ADN o ARN es muy pequefa, o si la
muestra contiene grandes cantidades de impurezas, la estimacion de los acidos
nucleicos se puede llevar a cabo por la intensidad de fluorescencia emitida por
compuestos como el bromuro de etidio.

En esta practica se cuantificara la cantidad de ADN mediante
espectrofotometria. Se tomaran lecturas de la Densidad Optica (D.O.) a longitudes de
onda de 260 nm y 280 nm. Debido a los anillos presentes en las bases nitrogenadas
del ADN, esta molécula tiene absorbancia maxima a 260 nm. Una D.0.260 de 1.0,
corresponde a 50 pg/mL de ADN de doble cadena, a 33 pg/mL de ADN cadena
sencilla, a 20-30 pg/mL de oligonucledtidos entre 20 a 40 bases y a 40 pg/mL de RNA.
La abundancia de proteinas residuales en el extracto se determina midiendo
absorbancia a 280 nm. La relacion entre las medidas a 260 y 280 (D.0.260:D.0.280)
proporciona un estimado de la pureza de la muestra. Un buen ADN (calidad y pureza)
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Practica No. 2

es aquel cuyo A260/A280 es entre 1.7 y 2.0. Valores por debajo de este rango son un

indicativo de contaminacion con proteinas o fenol.

Material

Tubos Eppendoff de 1.5 ml

Celdas de cuarzo

Equipo

Microcentrifuga con velocidad hasta 14,000 rpm
Pipetas automaticas de 2 a 20 ul y de 200 a 1000 ul

Espectrofotometro UV-Vis

Procedimiento

Una vez obtenido el ADN de cada muestra proceder a su cuantificacién de acuerdo

al siguiente procedimiento:

1.
2.

Prender el espectrofotometro 15 minutos antes de iniciar las lecturas.

Si la solucion de ADN presenta turbidez o residuos, centrifugarla 5 minutos a
10,000 rpm y pasar el sobrenadante a un tubo Eppendoff nuevo estéril.

Ajustar el espectrofotdmetro para lectura de ADN de doble cadena a 260/280 nm
con una precision de 0.001

Colocar en una celda de cuarzo perfectamente limpia 990 ul de agua destilada y
ajustar el espectrofotometro a 0

Sacar la celda y agregar 10 ul de la solucién de ADN a los 990 ul de agua
destilada

Mezclar perfectamente el contenido de la celda con la pipeta automatica de 1000

ul

7. Leer la muestra en el espectrofotometro a 260 y 280 nm.

8. Anotar las lecturas de concentracion, lectura a 260 nm, lectura a 280 nm vy el

radio.
Calcular la concentracion de ADN en ug/ ul, asi como la cantidad total de ADN

obtenido, a partir de la siguiente férmula:
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Practica No. 2

ADN (ug/ml) = F X Azeo X Dilucién de la muestra

F=50

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-

SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso

la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos

infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento

temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

o & 0N =

Preguntas

¢, Qué utilidad tiene realizar la cuantificacién del ADN obtenido?

Para el calculo de la concentracién de ADN ; por qué se utiliza el factor de 507

¢ Por qué se efectuan lecturas a 260 y 280 nm?

¢, Como se obtiene el radio y que significado tiene su valor?

Compara los resultados obtenidos mediante la lectura directa en el
espectrofotometro y por calculo. Interpreta los resultados.

Bibliografia

1. SAMBROOK J Y RUSSELL DW (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
3" ed, Vols 1-3. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

2. Tusié M, Zentella A. Técnicas aplicadas al estudio del ADN. En Mas J. Diagnostico
Molecular en Medicina. México: El Manual Moderno, S.A.; 2004. p. 48-69.

3. ZAVALA J (2005) Manual de técnicas basicas de biologia molecular, Universidad
Auténoma de Yucatan

Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Protecciéon ambiental-

Salud ambiental-Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos. Clasificacion y
especificaciones de manejo. Diario oficial. Lunes 17 de febrero de 2003.
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PRACTICA No. 3
ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA

Objetivo

Que el alumno aplique el fundamento de la electroforesis en gel de agarosa para la

estimacion de la integridad y concentracion de muestras de ADN.

Sustento Teodrico

La electroforesis es una de las °
técnicas mas empleadas en bioquimica y Ngzlr:g:n ‘ '
biologia molecular, para separar y en l

ocasiones purificar macromoléculas, /1/
especialmente  proteinas y acidos 0 /
nucleicos, que difieren en tamano, carga ﬂ /,

o conformacién. La carga neta negativa,

producto de los grupos fosfatos en el \ /

ADN vy el ARN, resulta en una migracion \

de las moléculas hacia el anodo cuando Fig. 1. Electroforesis ADN

se aplica un campo eléctrico (Fig. 1).

Sin embargo la matriz, formada por la agarosa (un polisacarido ramificado de
unidades de D-galactosa y 3,6-anhidro-galactosa altamente hidrofébico), en la sales del
tampon, ofrece una resistencia al movimiento. Los fragmentos de ADN lineal migran a
través del gel de agarosa con una movilidad inversamente proporcional al log10 de su
masa molecular; las moléculas lineales de mayor tamario tendran dificultad para pasar
por los poros de la matriz, quedandose en la regidon superior del gel, mientras que los
fragmentos de menor tamafo se movilizaran con facilidad, alcanzando la parte inferior

del gel, situandose mas cerca del polo positivo, adoptando una apariencia similar a un
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Practica No. 3

cédigo de barras. Cada barra contiene un fragmento de ADN de un tamafo

determinado.

Entre los diferentes factores que afectan la movilidad de los fragmentos de ADN
en el gel de agarosa que pueden optimizarse para la separacion de los fragmentos,
esta la concentracion de agarosa. Dependiendo de la concentracion de agarosa en el
gel, la matriz de agarosa permitira la separacion efectiva de diferentes tamafios de ADN
durante la electroforesis (Tabla 1), en consecuencia, la masa molecular relativa puede
ser calculada utilizando un marcador de ADN de peso molecular conocido, como
referencia. Sin embargo existen otros factores que influyen en el grado de resolucion de
los geles de agarosa. La conformacién de las moléculas afecta la migracion. EI ADN de
plasmidos migra en orden de velocidad desde el mas rapido al mas lento, de acuerdo a

si esta en forma superenrollada, lineal o circular abierta.

% de Agarosa en el gel ADN (kb)
0,6 20-1,0
0,7 10-0,8
0,8 7-0,5
1,3 4-0,2

Tabla 1. Rango de separacion de moléculas lineales de ADN doble cadena
en electroforesis en geles de acuerdo al porcentaje de agarosa.

El voltaje es otro factor que influye en la velocidad de migracion del ADN, a
mayor voltaje una migracion mas rapida; sin embargo el calor generado produce que el

gel se derrita ademas de desmejorar la resolucion de la separacion de las moléculas.

Los geles de agarosa en corrida horizontal (figura 2) son utilizados para separar
fragmentos entre 100 pb hasta 20 kb. Para la separacion de moléculas de menor
tamano se utilizan geles de poliacrilamida y para moléculas mayores a 0,1 Mb hasta 2
Mb se han disefiado los sistemas de electroforesis de campo pulsado (Pulse Field Gel
Electrophoresis o PFE) y electroforesis de campos invertidos (Field Inverted Gel
Electrophoresis, FIGE), ambos realizados en geles de agarosa de alta concentracion
(agarosa 1,5% a 2 %).
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Previa a la colocacion de la muestra en los pozos del gel, se mezcla con el
tampdn de carga, compuesto por un reactivo que incremente la densidad, como el
glicerol o la sacarosa, y uno o dos colorantes que permitan hacer el seguimiento de la
corrida en tiempo real. Generalmente se utiliza el azul de bromofenol y el cileno cianol,
los cuales estan cargados negativamente y migran, dependiendo de la concentracion
de la agarosa en el gel, a un peso molecular equivalente a 5 kb y 300 pb de ADN doble

cadena respectivamente en gel.

El método mas practico utilizado para la visualizacion del ADN separado en geles
de agarosa es la tincion con el colorante fluorescente bromuro de etidio (BrEt), el cual
contiene grupos planares ftriciclicos que se intercalan entre las bases del ADN, sin
especificidad de secuencia. Bajo estas condiciones, el colorante aumenta su
fluorescencia, de modo que emite luz visible (color naranja) cuando es excitado por
radiacion ultravioleta. Su sensibilidad es de aproximadamente 30 pg de ADN por banda,
dependiendo del grosor de la matriz en el que se esté visualizando. Debido a las
propiedades mutagénicas, teratogénicas y carcinogénicas del bromuro de etidio, es

necesario realizar el procedimiento con guantes.

El registro del resultado de la electroforesis se visualiza mediante la exposicion a
la luz UV del gel tefido con BrEt. Se utiliza un aparato de fotodocumentacion para
digitaliza la imagen.
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A Cémara de electroforesis horizontal
Electroforesis

N Pocilo Buffer de

S electroforesis

~ 05-1am. |
Gel de agarosa

Tanque 1

Base o contenedor del gel

Electrodos

Figura 2. Procedimiento para electroforesis horizontal

La electroforesis de ADN es util para comparar patrones de bandas de diferentes
muestras bioldgicas. Asi por ejemplo se puede usar para comparar muestras de
individuo sano frente a individuo enfermo, para la identificaciéon de acidos nucleicos de
agentes infecciosos o para la obtencién de un fragmento determinado de ADN que, una

vez localizado en el gel, puede ser extraido para analisis posteriores.
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Estimacién de la concentracion de ADN por visualizacién.

El método indirecto mas recomendable para la determinacion de la concentracion
de ADN en una muestra es mediante la visualizacion de un gel de electroforesis en el
cual se colocan muestras con concentraciones conocidas. En este método la
estimacion se realiza contrastando intensidades de luz entre las muestras, lo cual se
realiza visualmente o con el auxilio de algun programa computacional que contraste

intensidades de color.

Material
= Matraz Erlenmeyer de 250 ml
= Tubos de centrifuga de 50 ml, de polipropileno, fondo cénico
= Papel de aluminio
= Espatula de plastico
= Bandejas de plastico para tenido

Reactivos
= Agarosa
= TAE 1X(9)

=  Azul de bromofenol

=  Bromuro de etidio 10ug/ul

Equipo
= Balanza analitica
= Horno de microondas
= Camara de electroforesis horizontal con fuente de poder
= Pipetas automaticas de 2 a 20 ul, 200 a 1000 ul
=  Transiluminador

=  Fotodocumentador
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Procedimiento

1.

Preparar una solucion de agarosa al 1.5 %. Para ello pesar 0.3 g de agarosa y
colocarla en un matraz Erlenmeyer, agregar 20 ml de TAE 1X y fundirla en horno
de microondas por 20 segundos.

Colocar los separadores en la camara de electroforesis y vaciar la agarosa
fundida. Colocar el peine en la hendidura correspondiente y dejar enfriar a
temperatura ambiente durante 20 a 30 minutos (hasta que se haya solidificado).
Retirar el peine y llenar la camara con TAE 1X hasta la marca.

Preparar las muestras mezclando 4 ul de DNA y 0.5 ul de azul de bromofenol y

colocarlas en los pozos.

Tapar la camara y encender la fuente de poder. Hacer el corrimiento a 80-100 volts
durante aproximadamente 45 minutos.

Sacar el gel de la camara de electroforesis y tedirlo colocandolo a temperatura
ambiente durante 30 a 45 minutos en buffer TAE 1X adicionado de bromuro de

etidio, a una concentracion de 0.5 ug/ml.
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Lavar el gel en agua destilada durante 10 minutos.
Realizar otro lavado del gel en agua destilada durante 5 minutos
Visualizar los resultados en el transiluminador con luz ultravioleta, procediendo a

digitalizar la imagen del gel.

Observacion de las bandas de —p
ADN después de electroforesis
en gel de agarosa al 1.5 %

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos

infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
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temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Preguntas:

1.
2.
3.

¢ Qué es la electroforesis?

¢ En que se basa la electroforesis del ADN?

¢ Por qué la matriz del gel de agarosa ofrece resistencia al paso de las moléculas de
ADN?

¢, Como deben prepararse los geles de agarosa para separar con buena resolucion
fragmentos de ADN de distintos tamafos?

¢ Cuales son las funciones de los tampones de electroforesis como el TAE 1X?
¢, Qué otros tampones de electroforesis son frecuentemente usados en laboratorio?
¢Con qué proposito se mezcla la solucion de ADN con el tampdén de carga?
¢ Cuales son las funciones de cada uno de de los componentes, el glicerol, el azul
de bromofenol?

¢, Como se valora la integridad y la concentracion del ADN con esta técnica?
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PRACTICA No. 4
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion
de la region polimérfica Dral del CYP2E1

Objetivo
Que el alumno obtenga la amplificacion de un fragmento de ADN mediante la
realizacion de la técnica de PCR, explique e interprete los resultados.

Sustento Teérico

El desarrollo de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (del inglés
Polimerase Chain Reaction) es uno de los avances tecnoldgicos de mayor impacto en
las técnicas de Biologia Molecular y debido a sus multiples aplicaciones constituye un
importante progreso en el area de diagnostico e identificacion molecular. Una de sus
mayores ventajas corresponde a la simplicidad de la reaccion y a la relativa facilidad en
los pasos de manipulacion del material de trabajo, permitiendo la adopcién de la técnica
de PCR en diversos ambitos.

La técnica de PCR es un proceso de sintesis in vitro de ADN, en el cual se copia
una hebra complementaria a partir de una mezcla compleja de material, usualmente
llamada ADN templado, extendiéndose en direccion 3'->5" a partir de un iniciador,
cebador o “primer”. Se utiliza para amplificar un fragmento definido de ADN y con ella
se consiguen millones de copias de la secuencia especifica en pocas horas, ya que la
amplificacion por ciclos sucesivos, es un proceso de multiplicacion exponencial, que
genera suficiente producto que puede acumularse y ser visualizado. Una sola molécula
puede generar mas de un billdbn de copias de si misma, luego de 30 ciclos de
replicacion exponencial. La cantidad necesaria, en principio necesitaria s6lo una
molécula de ADN, aunque habitualmente se toman cantidades alrededor de un
microgramo. La molécula de ADN es muy estable, por lo que puede ser recogida
generalmente, sin métodos purificadores, a partir de productos biolégicos diversos,
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como tejidos frescos, incluidos en parafina, esperma, lavados bronquiales, material de
mucosas tomado con torunda, pelos, sangre, extendidos citolégicos, material desecado
de momias, entre otros.

La técnica de PCR fue descubierta en el afilo 1983 por Kary Mullis y por ella le
fue concedido el premio Nobel. Con la PCR se realiza in vitro el proceso de replicacion
del ADN. Esta basado en la accion de la polimerasa, que como se sabe es la enzima
que dirige la sintesis de ADN, y desde una cadena simple de ADN sintetiza la
complementaria.

Para hacer la reaccién se debe de aportar: el ADN a copiar, en cantidad habitual
de un microgramo. Ademas del templado, se requiere el conocimiento de las
secuencias de ADN que flanquean al fragmento a ser amplificado, conocido como ADN
blanco; a partir de esta informacion se pueden disefar y sintetizar quimicamente dos
oligonucledtidos iniciadores. Cada uno de estos oligonucledétidos es complementario al
extremo 3’ de la hebra de ADN de la secuencia blanco, un oligonucleétido para cada
una de las dos hebras del ADN los primers, o cebadores, que se alinearan a las
cadenas simples de ADN. También se requieren grandes cantidades de los cuatro
desoxinucledtidos trifosfatos necesarios para el ADN a amplificar (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP), la Tag DNA polimerasa, que es la enzima de la bacteria de las aguas termales
denominada thermus aquaticus, ya que vive a mas de 70°C y su temperatura 6ptima de
actuacion es a 72°C, pero es estable a temperaturas superiores a 90°C, que son
necesarias para realizar la desnaturalizacién del ADN. La utilizacion de esta enzima ha
permitido la automatizacién de la PCR, porque se puede suministrar desde el principio
todos los elementos en un mismo tubo de ensayo.

La primera reaccion consiste en la desnaturalizacién del DNA, separandose las
dos cadenas por ruptura de los enlaces de hidrogeno a una temperatura de 95° C
(figura 1).

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 22



Practica No. 4

ADN DIANA
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l DESNATURALIZACION
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ADN DESNATURALIZADO

Figura 1. Desnaturalizacion del ADN.

Con esta primera etapa, la regién de ADN que sera especificamente amplificada
(secuencia blanco o diana) se hace accesible a los iniciadores.

La segunda reaccion consiste en la hibridacion de estas cadenas con los
denominados oligonucledtidos iniciadores o primers, que son fragmentos
complementarios que se van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del ADN.
Para ello se baja la temperatura y las condiciones seran tales que sobre todo se
facilitara la union de los primers a las cadenas. Los cebadores, presentes en exceso en
la mezcla de reaccion, se ubican especificamente mediante hibridacién por
complementariedad de bases con la secuencia blanco. Los oligonucleétidos alineados
actuan como iniciadores para la sintesis del ADN, dado que proveen del grupo hidroxilo
3’ libre para la ADN polimerasa. Estos iniciadores no deben ser complementarios entre
si, para que no se hibriden entre ellos, y deben corresponder a los extremos de la
porcidn de DNA que queremos amplificar. Esta reaccion suele hacerse entre 40y 70° C
que se calcula mediante una formula sencilla, T, = 4(n° de pares GC) + 2(n° de pares
AT) (figura 2). La precision en la temperatura de esta fase es critica y esta definida por
la Tm de cada cebador. Cada sistema de PCR debe optimizarse tomando en cuenta
este parametro. Si la temperatura esta muy por debajo del Tm pueden generar
productos de ADN adicionales al blanco especifico o pueden no producir ningun
producto amplificado si son muy elevadas.

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 23



Practica No. 4

ADN DESNATURALIZADO
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Figura 2. Hibridacion con anillamiento de los cebadores

La tercera reaccién se efectua a 72° C, temperatura a la que la polimerasa lleva a
cabo su accion, concretamente la Tag DNA polimerasa que va actuar engarzando los
diferentes nucledtidos complementarios en el orden que le va indicando la cadena que
actua como molde (figura 3).

HIBRIDACION ADN/PRIMERS

”
- L

B
L

¥ 3

‘ |PO LIMERIZACION

F 3
A J

¥ 3

Figura 3. Polimerizacion por actuacion de la Taq polimerasa

En esencia un ciclo de amplificacion esta constituido por tres reacciones que se
hacen a temperaturas distintas (figura 4)
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ETAPAS DE UN CICLO DE PCR

Denaturacion 94° _|

Extensién 72° _|

Hibridacién 35-70° _| ,

Tiempo (segundos )

Figura 4. Etapas y temperaturas de un ciclo de PCR

Estas tres reacciones constituyen un ciclo. Normalmente se realizan 30 6 40
ciclos en los cuales los fragmentos de cadena de ADN pequefios, los situados entre los
primers, se habran amplificado mucho mas en numero que los de cadena larga
iniciales. EI ADN sintetizado posee los sitios de anclaje para los oligonucledtidos,
sirviendo como templado para los sucesivos ciclos de PCR.

Cada sistema de PCR sigue el mismo principio basico, sin embargo la secuencia
de los oligonucleodtidos, los componentes de la mezcla de reaccion, asi como las

temperaturas y los tiempos de cada paso de un ciclo son especificos.

CYP2E1

Existen una gran variedad de enzimas polimorficas involucradas en el
metabolismo de xenobidticos (Quifiones, 2006), dentro de las cuales se encuentra el
CYP450. Siendo este el sistema metabolizador mas importante, responsable de la
oxidacion de numerosos compuestos enddgenos (endobidticos) y exdgenos
(xenobioticos) (Orellana, 2004), dentro de este sistema podemos encontrar a la
CYP2E1, enzima toxicolégicamente importante, de gran interés para la medicina
industrial y medio ambiental ya que tiene un papel importante en la biotransformacion
de diversos xenobidticos por el amplio espectro de compuestos quimicos que
metaboliza, mas de 70 compuestos organicos tales como alcoholes, aldehidos, éteres,
acidos grasos, cetonas, hidrocarburos alifaticos y aromaticos, dialquilnitrosaminas,
etilcarbamatos, solventes halogenados o farmacos, son metabolizados por el CYP2E1
(Yerena, 2005).
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Aproximadamente de un 5 a 10 por ciento de los xenobidticos como farmacos,
plaguicidas, carcindgenos y derivados del petroleo son oxidados por la via del CYP450
(sobre todo CYP2E1 y CYP3A4) produciendo metabolitos toxicos, que en algunos

casos puede ser eliminado en la orina o la bilis (Corcoran, 1998).

En esta practica se amplificara la regidn especifica del ADN para el sitio Dral |
del gen CYPZ2ET1, localizado en el intrén 6, de acuerdo al método descrito por Hirvonen

y col (1993), que genera un fragmento de 373 pb.

Material
= Tubos Eppendoff de 0.65 ml estériles
= Puntas para micropipeta estériles
= Barfo de hielo
= Papel Parafilm
= Pipetas automaticas de 0.1 a 2.5 ul, 2 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 ul
= Papel de aluminio
= Espatula de plastico

Reactivos
= Equipo de reactivos para PCR
» Primers para el sitio polimérfico Dral: 5-AGT-CGA-CAT-GTG-ATG-GAT-
CCA-3 y b5-GAC-AGG-GTT-TCA-TCA- TGT-TGG-3
= Agua inyectable estéril
= Agarosa
= TAE 1X
= Azul de bromofenol
=  Bromuro de etidio 10ug/ul

= Marcador de 100 pares de bases

Equipo
= Termociclador

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 26



Practica No. 4

= Transiluminador

= Fotodocumentador

=  Microcentrifuga

= Vortex

= Balanza analitica

= Horno de microondas

= Camara de electroforesis horizontal con fuente de poder
Procedimiento
En bafio de hielo, preparar una mezcla de reactivos (pool) de acuerdo al numero de

muestras a trabajar, considerando que para cada muestra se requieren las siguientes

cantidades de reactivos:

Componente Volumen Concentracion final
Solucion de MgCI2 25 mM 1.2 ul 1.5 mM
Solucion buffer 10 X libre de MgCl» 2.0 ul 1.0X
Mezcla de nucleétidos para PCR (10 mM 0.4 ul 200 uM cada uno
cada uno)

Oligonucledtidos del CYP2E1 para Dral 0.8 ul 0.8 uM
(sentido)

Oligonucledtidos del CYP2E1 para Dral 0.8 ul 0.8 uM
(antisentido)

Taq polimerasa 0.1ul 1.25u

ADN molde variable 0.5a1ug
Agua libre de nucleasas para un volumen 20 ul

final de

En un microtubo de 0.65 ml colocar el pool de reactivos y el ADN molde,

mezclando bien con la misma pipeta. Colocarlo en el termociclador bajo el siguiente

programa:

1. 3 minutos a 94° C Desnaturalizacion del ADN
2. 1 minutoa 94°C Desnaturalizacion final

3. 1 minuto a 60°C Alineacién

4. 1 minutoa72°C Elongacién de la cadena
5. Repetir 35 ciclos a partir del punto 2

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 27



Practica No. 4

6. 7 minutos a 72°C Elongacion final
7. ©4°C

Una vez terminada la reacciéon proceder a verificar la obtencién de los
fragmentos requeridos de 373 pb mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, tal
como se realizd en la practica No. 3, colocando en el primer pozo el marcador de pares
de bases.

Pb

1,500

500
400
300

200
100

Figura 5. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio

en donde se observan los fragmentos de 373 pb para Dral

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos
infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Preguntas:

¢ En que se basa la reaccion de PCR?

¢, Qué son los oligonuclétidos?

¢ Para que se agrega cloruro de magnesio?

Durante la PCR ;Qué sucede en la fase de desnaturalizacion?

Durante la PCR ;Qué sucede en la fase de alineacion?

o a0 kN~

Durante la PCR ¢ Qué sucede en la fase de elongacion?
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7. ¢Por qué el EDTA inhibe la reaccién enzimatica?
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PRACTICA No. 5
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (R.F.L.P.) para la
determinacion del genotipo de la region Dral del CYP2E1
Objetivo
Que el alumno aplique los principios metodoldgicos basicos del uso de enzimas de
restriccion para la determinacion del genotipo de la regiéon Dral del CYP2E1 en

muestras de ADN mediante la técnica de RFLP.

Sustento Teérico

Aproximadamente el 99.9% de la secuencia del ADN de dos individuos diferentes es la
misma. Una proporcion significativa de las diferencias encontradas en los individuos, es
decir, sus diferencias fenotipicas y/o susceptibilidades a ciertas enfermedades, radica
en el 0.1% de variacion; a este tipo de variaciones genéticas se les conoce como
polimorfismos genéticos, los cuales representan diferentes formas en las secuencias de
ADN.

Las aplicaciones del estudio de los polimorfismos son diversas; por un lado
sirven para tratar de explicar el origen de las poblaciones y asi reconstruir parte de la
historia evolutiva. Por otro, tienen gran aplicacion en campos como la medicina forense
y en el estudio de las enfermedades multigénicas. Su estudio ha servido de pauta para
la creacion de nuevas disciplinas como la ecogenética y la farmacogenética; la primera
define las bases genéticas de las diferencias individuales en respuesta a los factores
ambientales, mientras que la segunda se centra en la definicion de las diferencias

individuales en respuesta a un tratamiento farmacolégico.

POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO SENCILLO (SNP)
Como se menciono, los polimorfismos se distinguen terminolégicamente de las
mutaciones por su frecuencia. Las diferentes formas de los polimorfismos (llamados

“alelos”) son mas frecuentes que las mutaciones, esto es, en una frecuencia mayor al
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1%. La gran mayoria de los SNP’s tienen dos alelos los cuales estan representados por
una sustitucion de una base por otra. En las poblaciones, este tipo de alelos se
clasifican en alelo principal o “silvestre” y alelo raro o mutante, clasificacion basada en
la frecuencia observada en las poblaciones. Debido a que los humanos son diploides,
un individuo puede tener uno de tres genotipos: homocigoto para el alelo mas

frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo menos frecuente.

ENZIMA DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccion son endonucleasas que reconocen una secuencia
entre 4-12 bp en ADNdSs. El sitio de reconocimiento se llama sitio de restriccion, y la
enzima rompe un enlace fosfodiester en la hebra de arriba y otro enlace fosfodiester en
la hebra complementaria.

Estas enzimas se encuentran en muchas especies de bacterias, donde funcionan
in vivo como parte de un sistema de restriccion y modificacién (sistema R/M). Este
sistema es analogo a un sistema inmune, y le permite distinguir a la bacteria entre su
propio ADN y el ADN exogeno, siendo este ultimo degradado por la enzima de
restriccion. EI DNA propio no es reconocido por sus enzimas de restriccion, puesto que
previamente lo ha modificado por metilacion a través de la accion de una
metiltransferasa (enzima que transfiere grupos metilo desde S-adenosilmetionina a
bases especificas) (Quifiones et al. 1999; Harvey, 2003).

El nombre de cada enzima de restriccion esta asignado segun el origen
bacteriano de la misma. La nomenclatura utilizada para denominar estas enzimas
consiste en (Harvey, 2003):

* 1°. Tres letras que corresponden al nombre cientifico del microorganismo (E;j.
Deinococcus radiophilus (Dra)); y por ello las tres primeras letras del nombre se
escriben en cursiva.

* 2° La cepa o estirpe si la hubiese (Ej.EcoR, aislada de la cepa "RY13" de E.coli )

* 3°. En numeros romanos, un numero para distinguir si hay mas de una
endonucleasa aislada de esa misma especie. No confundir con el tipo de enzima de
restriccion.

* 4° Todas deberian llevar delante una R de restriccion o un M de metilasa segun la

funcion de la enzima, pero generalmente se omite.
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ENZIMA DE RESTRICCION Dra1

La bacteria precursora de esta enzima es la Deinococcus radiophilus, es una
enzima que puede reconocer una secuencia caracteristica de nucleétidos (5-AGT-
CGA-CAT-GTG-ATG-GAT-CCA-3' y 5-GAC-AGG-GTT-TCA-TCA-TGT-TGG-3’) dentro
de una molécula de ADN y cortar el ADN en el llamado sitio o diana de restriccion
TTTVAAA.

AAAATTT

El polimorfismo Dra1 en el intrébn 6 del gene suprime un sitio de restriccion para
la enzima Dra1 debido a un transversion de adenina a timina en la base 7,668 (Hu et
al., 1997), esta variante alélicas es llamada " alelo mutado, C raro" o CYP2E1*6 y se
encuentra en el genotipo de personas Homocigotas mutadas, cuando no se presenta
esta transversion encontramos el “alelo silvestre” que se encuentra en el genotipo de
personas Homocigotas silvestres, si se encuentra la presencia de ambos alelos el
genotipo se conoce como Heterocigoto.

Para identificar los genotipos mencionados anteriormente la enzima Dra1
muestra tres patrones de corte distintos que pueden ser observados por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2%. El genotipo de una persona heterocigota, en la
que aparece una banda superior (373 pb), una banda media (240 pb) y una inferior (133
pb); luego esta la persona homocigota silvestre en la que se encuentran la banda media
(240 pb) y la inferior (133 pb) y por ultimo el genotipo de una persona homocigota
mutada que corresponde a la variante alélica en la que aparece sélo la banda superior
(373 pb). Esta genotipificacion permite definir la velocidad de transcripcién y el grado de
actividad de la enzima CYP2E1, e identificar asi a las personas que en teoria son mas
susceptibles al estrés oxidativo (Quifiones, 2002).

CYP2E1

Se han descrito diversos polimorfismos para el gen CYP2E1. En esta practica se
determinara el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion mediante la
enzima Dral. Este sitio polimorfico esta localizado en el intron 6 y es causado por
mutacion en la posicion ""°®CYP2E1 T-A dando origen a dos posibles alelos: C (raro,
mutado) y D (frecuente, silvestre), generando el patrén genotipico CC, CD y DD.
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El CYP2E1 es una de las mas abundantes isoformas del citocromo P-450 vy
representa el 7% de todas las isoformas CYP450 expresadas en el higado, aunque se
ha demostrado experimentalmente que no se restringe al tejido hepatico, pues se
encuentra también en otros tejidos como el pulmoén y rifion. Se ha visto que la
naturaleza polimorfica de su gen es significativa para las diferencias interindividuales en
la toxicidad a sus sustratos; por ello, la asociacion del polimorfismo genético del
CYP2E1 y la susceptibilidad a los dafios producidos por exposicion a toxicos han

recibido una atencion creciente.

En el gen CYP2E1 se han descrito varias mutaciones puntuales; entre las mas
importantes estan Rsal y Pstl que se encuentran ligadas y Dral que causa una
sobreexpresion del gen (Yerena, 2005). La variante alélica que detecta la enzima Dra1
muestra tres patrones distintos, el genotipo de una persona heterocigota, homocigota
silvestre y por ultimo el genotipo homocigoto mutado. Esta genotipificacion presenta
variantes alélicas de diferentes velocidades de transcripcién dentro de la poblacion, lo
que significa que algunas personas tienen un gen cuya variante alélica tiene mayor

velocidad de transcripcion y, por lo tanto, mayor actividad enzimatica. (Quifiones, 2002).

Varios sitios polimorficos son encontrados en el gen CYP2E1. El polimorfismo Draf
en el intron 6 del gene suprime un sitio de restriccion para la enzima Dra1 debido a un
transversién de adenina a timina en la base 7.668, que se llama " alelo C raro " o
CYP2E1*6 (Hu et al., 1997).

a) TECNICA DE RFLP (Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de

Restriccion)

El estudio de los polimorfismos de este tipo consiste en el analisis en cuanto a
numero y tamafno de los fragmentos de ADN al ser digeridos con distintas enzimas de
restriccion (Figura 1). Los patrones de bandas resultantes se generan por la presencia o
ausencia de los sitios de corte de la enzima producidos por mutaciones: cambios,
delecciones o inserciones de bases. Por lo tanto, la variabilidad esta dada por las
distintas tallas de los fragmentos que se originan al digerir con las mencionadas
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enzimas el material gendmico o un fragmento amplificado del genoma, de manera que
un sitio de restriccion polimérfico o una deleccion o insercion entre dos sitios de corte
sera detectado como un polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
generados a nivel fenotipico.

La técnica consta de las siguientes etapas: digestiéon del ADN con enzimas de
restriccion; separacion por electroforesis de los fragmentos resultantes de la digestion;
transferencia de los fragmentos separados a membranas de nitrocelulosa e hibridacion
con sondas moleculares radiactivas y exposicion de la membrana a un filme de rayos X
(Cornide et al., 2002).

Alelo 1

Alelo 2 7

u o Amplificacidn

ll (@) Digestion con enzima de restriccidn

u (3) Electroforesis en gel de agarosa

a+bd — 8+ D

a —_—

o

|
|
|
——— i
J
Genotipos 1

Figura 1: Representacion esquematica del principio genético del RFLP. Genotipo 1,1
(Homocigoto silvestre), 2,2 (Homocigoto mutado) 1,2 (Heterocigoto).
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Material
. Pipetas automaticas de 0.1 a 2.5 ul, 2 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 wl
. Puntas para micropipeta estériles
. Matraz Erlenmeyer de 250 ml
. Papel de aluminio

1

2

3

4

5. Papel Parafilm
6. Espatula de plastico

7. Tubos Eppendoff de 0.65 ml estériles
8. Bano de hielo

Reactivos

Agua inyectable estéril

Enzima de restriccion Dral
Albumina bovina sérica acetilada
Solucion amortiguadora B
Agarosa

TAE 1X

Azul de bromofenol

Bromuro de etidio 10ug/ul

© © N o g bk 0D~

Marcador de 100 pares de bases

Equipo

Bafio de agua con control de temperatura
Transiluminador

Fotodocumentador

Microcentrifuga

Vortex

Balanza analitica

Horno de microondas

©® N o g bk~ wDdhd =

Camara de electroforesis horizontal con fuente de poder

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 35



Practica No. 5

Procedimiento

Digerir el producto de PCR con la enzima de restriccion Dral, bajo las siguientes
condiciones:

En bano de hielo elaborar una mezcla de reactivos (pool) de acuerdo al numero
de muestras a trabajar y a los reactivos especificados en la siguiente tabla:

Componente Volumen
Solucion buffer 10X 2ul
Albumina bovina sérica acetilada (10 ug/ul) 0.2 ul
Producto de PCR correspondiente 3ul
Enzima de restriccion Dral, 10 u/ul 0.5 ul

Agua estéril desionizada para un volumen
final de 20 ul

En un microtubo de 0.65 ml colocar el producto de PCR y el pool de reactivos.
Incubarlo a 37°C por tres horas.

Una vez terminada la reaccion proceder a verificar los patrones de corte de los
fragmentos correspondientes mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

Observar los resultados en el transiluminador y hacer la interpretacion de
acuerdo a la siguiente tabla:

Patrones de corte de la enzima de restriccion Dral

Patréon de corte Resultado
240 pb DD (homocigoto silvestre)
133 pb
373 pb CD (heterocigoto)
240 pb
133 pb
373 pb CC (homocigoto mutado)
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Figura 2. Gel de agarosa al 1.5 %
tefido con bromuro de etidio en
donde se observan los patrones de
corte para Dral . En el carril 1 se
observa el marcador de 100 pb, en
el 2 un patron de homocigoto
mutado, en el 3 de heterocigoto y en
el 4 y 5 homocigoto silvestre

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucion de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos
infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Por otra parte la investigacion del area médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Estas normas estan contenidas en la DECLARACION DE
HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL (anexo 3), la cual también debe

observarse al realizar esta practica.

Preguntas
1. ¢ Qué son las enzimas de restriccion, como actuan?
2. Explica la nomenclatura que se utiliza para las enzimas de restriccidon

3. ¢En que consiste el RFLP?
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PRACTICA No. 6
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis se define como el movimiento de particulas cargadas en un
campo eléctrico. La movilidad de las particulas esta determinada de forma proporcional
al voltaje aplicado y la carga neta de la molécula y de forma inversamente proporcional
a la friccion de la molécula; esta ultima depende de la forma y el tamafio de la misma.

La relacion entre estas variables esta representada en la siguiente ecuacion:

Movilidad de la molécula= (voltaje aplicado)(carga neta de la molécula)
Friccion de la molécula (forma y tamafio)

Durante una electroforesis el voltaje se mantiene constante por lo que la
movilidad de la molécula dependera de su carga, forma y tamafo: a mayor carga neta,
la molécula migrara mas rapido; a su vez, a mayor friccién, la movilidad sera menor.

Las muestras de ADN pueden ser visualizadas por medio de geles no
desnaturalizantes de Acrilamida-bisacrilamida. Esta técnica permite la visualizacion de
menores cantidades de ADN en comparacién con los geles de agarosa, ademas de que
el rango de separacién es mayor y permite una mejor resolucion entre fragmentos de
peso molecular semejante.

Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte para
separaciones electroforéticas, dado que reunen una serie de propiedades idoneas:
transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con una gran variedad
de compuestos quimicos. La matriz de poliacrilamida se forma por copolimerizacion de
dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N,N'-metilén-bis-acrilamida), en una
reaccion iniciada por la tetrametiletiiéndiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. El
radical persulfato activa al TEMED, el cual a su vez activa al monémero de acrilamida
para que polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la
bisacrilamida, formandose asi una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser
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regulada variando las condiciones de la reacciéon y las concentraciones de los

monomeros.
CH,=CH CH;=CH CH; - CH —[CH; -~ CH -], CH2-CH-[CH2-CH -], CHz2 -
| | | | |
C=0 + C=0 + TEMED —» Cc=0 c=0 Cc=0
| | | | |
NH2 NH NH2 NH NH2
Acrilamida | |
CHz CHZ
| |
NH : NH
| |
Cc=0 c=0
| |
CH,-CH -CH;-CH - [CH2-CH -], CHz-CH-[CH2~-CH -], CH; -
| | |
N,N-metilen-bisacrilamida c=0 c=0 C=0
| | |
NH NH; NH2
|
CH;
|
NH
|
c=0

|
- CHz— CH = [CHz = CH =]y CHz—CH = [CHz — CH -], CH, —
| | |

Gel de poliacrilamida

Figura 1. Esquema polimerizacion de la acrilamida

El equipo que se utiliza en la electroforesis de geles de poliacrilamida difiere del
equipo utilizado en los geles de agarosa. Para los geles de PAGE se requiere de un
equipo de electroforesis vertical que presenta dos reservorios separados para las
soluciones de corrida, de un soporte para formar los geles, de separadores para los
cristales en donde se polimerizan los geles y de peines que presentan un menor
espesor que el que se utiliza en los geles de agarosa.

Cétodo Anodo

Buffer de

T —] [ ] eleciroforesis

Fuente de poder
Tanque de electroforesis -—

vertical

Figura 2. Sistema de electroforesis vertical ensamblado
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CATODO + ANODO
™ e 4 Puntadela
- - micropipeta
‘ —E depositando la
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Figura 3. Interior de una camara de electroforesis vertical para ADN en operacién. A: Durante el depdsito de la
muestra de ADN mezclado con el buffer de muestra. B-D: Aplicacién del voltaje y migracién del ADN a través
del gel poliacrilamida. E: Las moléculas de ADN se agrupan en la matriz formando una banda que puede ser
visualizada por fluorescencia tifiiendo el ADN con bromuro de etidio y aplicando luz ultravioleta.

Material

1. Matraz Erlenmeyer de 50 ml

2. Tubos de centrifuga de 50 ml, de polipropileno, fondo cénico
3. Bandejas de plastico para tefiido

Reactivos

Solucion de Acrilamida/bisacrilamida 29:1 (14)
Buffer TBE (Tris-borato-EDTA) 5xy 1X (11,12)
Persulfato de amonio al 10 %

TEMED (N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamina)
Azul de bromofenol

Marcador de pb

N o o s~ 0N =

Bromuro de etidio 10ug/ul

Nota: la acrilamida es neurotéxica. Al pesar el reactivo solido debe usarse guantes y
mascarilla. Limpie cualquier residuo de acrilamida en la balanza y sus alrededores,
pues la inhalacion es tan nociva como el contacto con la piel. Al preparar geles es
necesario usar guantes e igualmente, limpiar cualquier derrame.
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Los sobrantes de solucion de mondémeros no deben ser vertidos en el desague, es
mejor polimerizarlos y descartarlos en forma de gel, ya que el polimero pierde la
toxicidad.

Equipo

1.

Camara de electroforesis vertical con aditamentos y fuente de poder

2. Pipetas automaticas de 2 a 20 ul, 200 a 1000 ul
3.
4. Fotodocumentador

Transiluminador

Muestras

Las obtenidas de la digestion con enzima de restriccién en la practica anterior.

Procedimiento

1.

Colocar el soporte para preparar los geles sobre una superficie plana y ponerle las
gomas de hule en la parte inferior. Los vidrios para preparar los geles deben
limpiarse perfectamente con alcohol al 70 % y dejar secar.
Alinear los vidrios (uno grande y uno pequefio) y fijarlos dentro del marco
correspondiente. Colocarlos en el soporte, alineandolos bien con la goma inferior.
Llenar el espacio de los geles con agua destilada para verificar que no haya fugas,
en cuyo caso deberan armarse nuevamente. Eliminar el agua destilada.
Preparar una solucion de poliacrilamida al 10 %. Para 9 ml de mezcla (cantidad
suficiente para dos geles), anadir:

5.094 mL de agua destilada

2.997 mL de poliacrilamida 29:1

0.9 mL de TBE 5x

72 yL de persulfato de amonio

9 uL de TEMED
El TEMED, debe agregarse al final e inmediatamente después de adicionarlo, vaciar
la mezcla en las placas previamente armadas para, al final, colocar los peines y
dejar solidificar.
Retirar los peines, quitar los vidrios con geles del soporte y lavar los pozos con TBE
1X.
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Hacer el montaje de los vidrios con los geles en el soporte de los electrodos, el
vidrio pequefio debe ir hacia adentro. Inmediatamente deslizarlos dentro de la
camara, cuidando que queden bien alineados en la parte inferior y fijarla con los
seguros. Llenar la camara interior con TBE 1X

Preparar las muestras mezclando 10 ul de producto de restriccion y 0.5 ul de azul de
bromofenol. Colocarlas en los pozos. En uno de los pozos colocar 5 ul de marcador
de pb

Colocar la camara dentro del tanque y agregar un poco de buffer de corrida. Tapar
el tanque, conectarla y encender la fuente de poder. Hacer el corrimiento a 80-100
volts durante aproximadamente 45 minutos.

Sacar los geles de la camara de electroforesis y tehirlos colocandolos a temperatura
ambiente durante 30 a 45 minutos en buffer TBE 1X adicionado de bromuro de

etidio, a una concentracion de 0.5 ug/ml.

10.Lavar el gel en agua destilada durante 5 minutos.

11.Visualizar los resultados en el transiluminador con luz ultravioleta, procediendo a

digitalizar la imagen del gel.

Figura 4. Ejemplo de corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida

Figura 5. Vista en 3D de un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida
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Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos
infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Por otra parte la investigacion del area médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Estas normas estan contenidas en la DECLARACION DE
HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL (anexo 3), la cual también debe

observarse al realizar esta practica.

Preguntas

1. ¢Qué es la poliacrilamida?

2. ¢Cual es la funcion del TEMED?

3. ¢En que casos es mejor utilizar geles de poliacrilamida y en cuales de agarosa?
4. ¢Cbomo se interpretan los resultados de esta electroforesis?
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4. ¢Qué funcion tiene la albumina acetilada en esta reaccion?

5. ¢Qué secuencia corta la enzima Dral?

6. ¢Qué es un sitio polimorfico?

7. ¢Qué importancia tiene determinar este genotipo?
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PRACTICA No. 7

EXTRACCION DE ADN EN MUESTRAS DE SALIVA POR LA TECNICA DE
CHELEX
Objetivo
Que el alumno aplique un método para la extraccion de ADN en células del epitelio
bucal contenidas en la saliva, con el fin de que desarrolle las habilidades necesarias
para la obtencién del ADN y comprenda su fundamento.

Sustento tedrico

La efectividad en la aplicacion de una reaccion de amplificacion de ADN o ARN
depende principalmente de la calidad del material de partida para el analisis. En primer
lugar es imprescindible la seleccion adecuada de la fuente del material genético del

organismo a identificar.

El origen del material genético a evaluar puede ser variado. En el caso de
bacterias y parasitos la fuente ideal es el cultivo del organismo. Sin embargo, no
siempre es posible tener un cultivo por razones técnicas y/o bioldgicas, en
consecuencia se debe obtener una muestra que contenga al microorganismo o su
genoma, como muestras de suelos, biopsias, sangre, suero o saliva. Para el analisis de
genotipos humanos en el diagnostico de enfermedades hereditarias, determinacion de
filiacion e investigaciones forenses, se aisla ADN a partir de muestras de sangre o de
células fetales provenientes del liquido amnidtico en el caso del diagndstico prenatal.
Sin embargo, la altisima sensibilidad de las técnicas de amplificacion de ADN in vitro
permiten ampliar la fuente del ADN a todo tipo de muestras que contengan células del
individuo; células del epitelio bucal son utilizadas rutinariamente en el analisis de

perfiles genéticos humanos.

Una vez seleccionada la fuente de ADN, la muestra debe ser sometida a un
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proceso de extraccion de acidos nucleicos con el fin de preservarlos y evitar la accion
degradativa de enzimas u otros compuestos presentes inicialmente en la misma; asi
como eliminar sustancias que interfieran o inhiban de alguna manera la reaccion de
amplificacion. EI protocolo de procesamiento previo de la muestra depende
exclusivamente del tipo y origen de la misma, asi como de la calidad del material que
se desea obtener. En general, los métodos de preparacion de muestras buscan
degradar proteinas y extraer el ADN. Las proteinas son desnaturalizadas o degradadas
enzimaticamente y posteriormente separadas de los acidos nucleicos. Luego de
descartar las proteinas, el ADN puede extraerse por separacion del precipitado proteico

o con extraccion fendlica.
Obtencion de ADN a partir de epitelio bucal

El epitelio bucal esta en constante regeneracion y sus células son reemplazadas
continuamente. Aprovechando esta propiedad, este protocolo permite extraer ADN
genomico de células provenientes la capa mas superficial del epitelio estratificado que
se desprenden y se encuentran en la saliva. La proteinasa K rompe enlaces
peptidicos, lo que permite digerir las proteinas que se encuentren junto al ADN en el
lisado celular.

El Chelex-100 es una resina que preferentemente captura iones metalicos
polivalentes en soluciones. El efecto de esta sustancia es prevenir a través de su
accion quelante la ruptura del ADN a altas temperaturas, catalizada por los iones

involucrados en las muestras de trabajo.
Aspectos éticos

Es importante saber que, siempre que se trabaje con muestras de origen
humano debe existir un Consentimiento Informado del sujeto al cual se le extrae la
muestra. El Consentimiento Informado es un proceso mediante el cual un sujeto
confirma voluntariamente su deseo de participar en un estudio en particular, después de
haber sido informado sobre todos los aspectos de éste que sean relevantes para que

tome la decision de participar. EI Consentimiento Informado se documenta por medio de
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un formulario donde se registra por escrito la informacion del estudio y la manifiesta
aceptaciéon del individuo en participar, confirmando el conocimiento de su contenido.

Este documento es firmado y registra la fecha de su elaboracion.

Material
Recipientes herméticos de boca ancha
Vaso de precipitado
Tubos Eppendoff de 1.5 ml estériles
Guantes y cubrebocas

Una gradilla para tubos Eppendorf

o a0 K~ N =

Puntas para pipeta

Reactivos
Etanol al 100 %
Chelex al 10 %
Proteinasa K (20 mg/ml)
Isopropanol absoluto
Etanol al 70 %
Solucion amortiguadora TE (Tris-HCI pH 8.0 10 mM, EDTA pH 8.0 1 mM)
Agua desionizada estéril (Milli Q)

N o o bk~ wbdh =

Equipo
Parrilla
Bafio de agua con control de temperatura, termoblock o estufa
Pipetas automaticas de 2 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 ul

Espectrofotometro UV-Vis

o s~ L bdh =

Centrifuga refrigerada con velocidad hasta 14,000 rpom y cabezal para tubos
Eppendorf

6. Microcentrifuga

7. Vortex
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Procedimiento

1. Recolectar una muestra de saliva escupiendo tres veces en un recipiente de
boca ancha. Adicionar a la muestra de saliva aproximadamente 1 ml de etanol al
100%, mezclar suavemente y pasar a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

2. Centrifugar a 14,000 rpm. por 3 min. y eliminar el sobrenadante.

3. Con una punta azul para micropeta, a la que se le ha recortado
aproximadamente 0.5 cm de la punta, adicionar 200 yl de perlas de Chelex al
10%, de tal forma que cubran totalmente el botdn de las células.

4. Agregar 2 yl de proteinasa K (20mg/dl).

5. Agitar suavemente con vortex.

6. Incubar a 56°C por un minimo de 30 minutos. En caso de que no se haya
digerido la muestra agitar con vortex y volver a incubar por 15 a 30 minutos mas.

7. Agitar con vortex y centrifugar a 14,000 rpm por 3 minutos.

8. Incubar en agua hirviendo por 8 minutos.

9. Centrifugar a 14,000 rpm por 3 minutos.

10. Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 ml adicionandole 300 ul
de isopropanol frio a cada muestra, mezclar bien e incubar a -20° C 6 -70°C
durante 1 hora.

11. Centrifugar los tubos durante 20 min. a 13,000 rpm a una temperatura de 4° C

12.Desechar el sobrenadante y lavar el botén de ADN con etanol al 70% dos veces
centrifugando 5 min. a 13,000 rpm en cada lavado.

13.Secar el botdn y resuspenderlo en 100-300 uL de solucion amortiguadora TE o
Agua MiliQ incubandolo a 37° C por una hora, sacar y conservar a 4°C.

14.Hacer la cuantificacion del DNA obtenido de la misma manera que para el DNA
sanguineo.

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos

infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
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temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Por otra parte la investigacion del area médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Estas normas estan contenidas en la DECLARACION DE
HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL (anexo 3), la cual también debe

observarse al realizar esta practica.

Preguntas

1. Al realizar la recoleccion de la muestra ¢ cual es la funcion del etanol?
¢ Qué es el Chelex, como actua?
¢, Cual es la funcion de la incubacion a altas temperaturas?

¢ Para que se agrega la proteinasa?

o & 0D

Compara los pasos y reactivos utilizados en el aislamiento de ADN en sangre
(Practica 1) y los empleados en esta practica ;Qué diferencias y similitudes

observas?
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Determinacion del alelo mutado *2 del CYP2D6 mediante PCR tetraprimer

Objetivo
Que el alumno aplique la técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa en su
variante tetraprimer para la identificacion de la presencia del alelo mutado *2 del
CYP2D6.

Sustento tedrico

El citocromo P450 constituye una superfamilia de enzimas involucradas en el
metabolismo oxidativo de compuestos enddégenos como: esteroides, acidos grasos o
vitaminas liposolubles (A y D), y en el metabolismo de xenobioticos entre los que se
encuentran drogas muy diversas, carcindgenos, pesticidas, alcaloides, etc.

En el caso concreto del hombre, se han secuenciado 57 genes y 47
pseudogenes pertenecientes a 18 familias de esta enzima. Los pseudogenes son genes
defectivos que no originan proteinas funcionales y que se consideran como una
reminiscencia de duplicaciones de genes en los que una de las copias ha degenerado y
perdido su funcion.

Entre los multiples miembros de la superfamilia del citocromo P450, se considera
que varias enzimas de las familias CYP2 y CYP3 tienen una importancia
particularmente importante en el metabolismo de los farmacos. Cada una tiene
caracteristicas diferentes que determinan si el analisis de variaciones puede ofrecer un
beneficio clinico, ayudando a la seleccion del tratamiento o de las dosis adecuadas.

La familia 2 del CYP450 comprende al menos cinco subfamilias. Originalmente
se la conocia como "familia inducible por fenorbital", sin embargo se ha comprobado
que la mayoria de los genes inducidos por este compuesto principalmente se
encuentran en las subfamilias 2B y 2C. En la subfamilia 2D a la fecha, solo se ha
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encontrado la enzima CYP2DG6, la cual se expresa en el higado principalmente y no es

posible inducir su produccion (Santiago et al., 2002; Ruiz, 2008).

Caracteristicas generales de CYP2D6

Es un polipeptido de 497 aminoacidos, su papel en el metabolismo de farmacos
es muy amplio. Los substratos de esta isoenzima son bases lipofilicas con un atomo de
nitrégeno protonado. La reaccion de hidroxilacion se lleva a cabo a una distancia de 5 a
7 A del atomo de nitrégeno. Tiene gran afinidad por los alcaloides, y la expresién de
esta isoenzima a diferencia de otras CYP no es regulada por hormonas (Ingelman-
Sondberg, 2004).

Su estructura se ha definido muy bien utilizando cristalografia de rayos X. Se
demostrd que el sitio de actividad se localiza por encima de la cavidad del grupo hemo,
y contiene muchos residuos importantes que se ven implicados en el reconocimiento y
union del substrato, incluyendo Asp-310, Glu-216, Phe-483 y Phe-120. La estructura
cristalina ayuda a explicar como Asp-301, Glu-216 y Phe-483 actuan como substrato
uniendo los residuos, y sugiriendo el papel de Phe-120 que controla la orientacion del
anillo aromatico que se presenta en la mayoria de los substratos con respecto al grupo

hemo.

Estructura del gen CYP2D6

El gen de CYP2D6 se localiza en el cromosoma 22q13.1 al final de CYP2 en
direccién 3’, cerca de los pseudogenes CYP2D8P y CYP2D7P. Hasta la fecha se han
descrito mas de 70 variantes, diferenciandose unas de otras por un cambio en la
secuencia de bases, inserciones cortas y deleciones, o por grandes reordenamientos
como deleciones y duplicaciones de todo el gen. Tiene un tamafo de 14,724 bases y
esta conformado por 9 exones (Figura 3.).
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| Il Il v v Vi Vil Vil X
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9.3Kb

Figura 1. Estructura del gen CYP2D6. (a) representacion esquematica de una region del cromosoma 22
con una duplicacién de CYP2DG6; (b) las cajas negras representan los exones.

Polimorfismos de CYP2D6

Estas variantes, como ya se menciono lineas arriba, resultan de mutaciones
puntuales, delecciones o adiciones, reordenamientos de genes y supresion o
duplicacién de la totalidad de genes; en consecuencia, hay un aumento, reduccion o
pérdida total de su actividad. Por otra parte, se ha observado que distintas alteraciones
del gen CYP estarian involucradas en la aparicion de efectos colaterales,
incompatibilidad y/o variacion en la eficacia terapéutica de mas de 30 compuestos

farmacéuticos.

La subfamilia CYP2D presenta un gen unico y cuatro pseudogenes. El
polimorfismo CYP2DG6 fue el primer alelo asociado con un defecto en el metabolismo de
drogas y que se relacion6 especificamente con una alteracion en la expresion de un
CYP. CYP2D6 representa aproximadamente el 2% del total del contenido hepatico,

aunque también se expresa en duodeno y cerebro. (Santiago et al., 2002).

CYP2D6 muestra variabilidad interindividual que, en consecuencia, ha originado
que las poblaciones se hayan dividido en diferentes fenotipos de acuerdo a la
capacidad que presentan para metabolizar los farmacos (Figura 4), y se clasifican en:
Metabolizador Pobre (MP), Intermedio (Ml), Rapido (MR) y Ultrarrapido (MUR) (Ruiz W,
2008).
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Figura 2. Fenotipos de CYP2D6 Tomada de Bernard et al., 2006

El fenotipo del MR es el que se expresa mayoritariamente, por lo que se le ha
considerado “normal.” El fenotipo del ML tiene deficiencias en los dos alelos de la
isoenzima CYP2D6, como resultado metaboliza los farmacos a un ritmo mas lento; lo
anterior conduce a que se acumulen niveles altos de farmaco no metabolizado, los
cuales son sustratos de CYP2D6, esto genera una incidencia mayor para eventos
adversos e interacciones medicamento-medicamento y una baja afinidad del farmaco
para activar CYP2D6.

El fenotipo MUR es causado por la duplicacién, multiplicacion o amplificacion de
genes CYP2D6 activos principalmente el alelo CYP2D6*2, y también entre otros incluye
CYP2D6*1. Individuos con este fenotipo pueden dar lugar a una pérdida de la eficacia
terapéutica a una dosis estandar, por lo que requeriran dosis mas altas para conseguir

el efecto terapéutico.

Las personas que son heterocigotos para un defecto del alelo CYP2D6 a menudo
muestran un fenotipo de MI; este fenotipo tiene un espectro de actividad metabdlica
amplio que puede ir desde MI hasta MR. Para establecer que fenotipo tiene cada
individuo, se administra un farmaco sonda que sera un sustrato para CYP 2D6 y que
permite medir el metabolito.

CYP2D6*2
Se han encontrado numerosos subtipos de CYP2D6 en los diversos estudios del
alelo *2, el cual no retarda la actividad catalitica para los substratos tipicos de CYP2D6,
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incluyendo debrisoquina, esparteina y dextrometorfano, pero se han encontrado
numerosas variantes que se deben a la sustitucion de dos aminoacidos (R296C y
S486T). La identificacidn del alelo *2 es complicada debido a la gran variacion que hay
de este, por ello se han investigado cuidadosamente las sustituciones, adiciones e
inserciones en este alelo. En esta practica se determina la mutacién C2938T, localizada

en el exon 5.
Técnicas utilizadas para la identififcacion del polimorfismo del CYP2D6

Bodin y colaboradores utilizaron la PCR en tiempo real duplex para la
determinacién de CYP2DG6; inicialmente probaron TagMan MGB para mejorar la
especificidad de la reaccion, y posteriormente utilizaron el método duplex para la
coamplificacién de CYP2D6 y un gen de referencia al mismo tiempo, con lo cual se
aumenta la reproducibilidad y se disminuye el costo del analisis.

En los estudios de Guerrero y colaboradores se utilizo la técnica de PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), que consiste en PCRs anidadas y el
analisis posterior de los fragmentos de restriccion de longitud variable utilizando

enzimas de restriccion.

Otra técnica para la deteccion de mutaciones especificas dentro de un gen de
interés, es a través de la amplificacion por PCR - alelo especifico, en la cual los
oligonucledtidos que se utilizan en reacciones en paralelo son especificos para hibridar
con las variantes de los alelos. En este caso solo los oligonucleétidos que se hibridan

con la secuencia objetivo producen una amplificacién.
PCR tetra primer

Esta técnica utiliza un juego de 4 oligonucled6tidos (primers) en una solo reaccion
de PCR para hacer la diferenciacion de los alelos y sus genotipos (homocigotos y
hetrocigotos). La amplificacion de los 2 alelos especificos tiene lugar en direccion
opuesta con un primer exterior y otro interior. Cada primer interno se une
especificamente con cada uno de los alelos con SNP e incluye un desfase en la
posicion 2 en la direccion 3'. Esta metodologia permite la amplificacion de alelos
especificos y marcadores codominantes que son aplicables a progenies largas. Los
marcadores codominantes estan encargados de la amplificacién especifica de alelos
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recesivos heterocigotos, los cuales no pueden ser amplificados con otras técnicas
(Rubio et al., 2008).

Esta técnica permite amplificar simultaneamente multiples segmentos de ADN y
ha sido una de la mas empleada para la identificacién de CYP2D6.

Micromatrices

DNA-chips, chips genéticos o biochips. Genéricamente todos son denominados
micromatrices o microarrays (MA) y pueden ser acondicionados sobre membranas,
vidrios o superficies solidas no porosas. Existen marcas registradas que utilizan bases
de geles acuosos 3D, asegurando que este medio permite la interaccion maxima entre
las fases reactivas. Cada uno de los soportes descritos admite distinto numero de
coordenadas (grillas) y en consecuencia de zonas de reaccion.

Las secuencias a analizar, que actuan como sondas, hibridizan en forma
especifica con las bases complementarias fijadas en el soporte y deben llevar una
marca fluorescente o radioactiva antes de ser aplicadas a la superficie de la matriz.
Generalmente se utilizan como sondas gADN, cADN o ARN, aunque también es posible
aplicar esta nanotecnologia al estudio de la expresion de proteinas.

En esta practica utilizara una PCR tetraprimer que utiliza un juego de 4
oligonucledtidos (primers) en una sola reaccion, para hacer la diferenciacion de los
alelos y sus genotipos (homocigotos y hetrocigotos). Se amplificara una region
especifica del gen CYP2D6, localizada en el exon 5, que genera un fragmento de 1106
pb (primers 3 y 4new) que sirve como control interno de la calidad de la PCR, a la vez
de ser utilizado como templado para la amplificacion alelo especifica subsecuente. Para
ésta etapa se utilizaran los primer’'s U2wt y L2mut, los cuales producen un fragmento de
854 pb para el alelo *2 (C2938T) y uno de 281 pb para el alelo silvestre (*1), de acuerdo
al método descrito por Hersberger (2000).

Material

1. Tubos Eppendoff de 0.65 ml estériles
2. Puntas para micropipeta estériles

3. Baio de hielo
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Papel Parafilm

Pipetas automaticas de 0.1 a 2.5 ul, 2 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 ul

Papel de aluminio

Espatula de plastico

Reactivos

©® N o o bk w

. Equipo de reactivos para PCR
. Primers:

Primer 3: *GCG GAG CGA GAG ACC GAG GA®
Primer 4 new: *GGTCCGGCCCTGACACTCCTTCT?

Primer U2 wt: “AAT GAT GAG AAC CTC C?
Primer L2 mut:  ° GCC ACC ACT ATG CA®
Agua inyectable estéril
Agarosa
TAE 1X
Azul de bromofenol
Bromuro de etidio 10ug/ul

Marcador de 100 pares de bases

Equipo

©® N o a bk~ wDdh =

Termociclador
Transiluminador
Fotodocumentador
Microcentrifuga
Vortex

Balanza analitica
Horno de microondas

Camara de electroforesis vertical con fuente de poder

Practica No. 8
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Procedimiento
En bafo de hielo, preparar una mezcla de reactivos (pool) de acuerdo al numero
de muestras a trabajar, considerando que para cada muestra se requieren las

siguientes cantidades de reactivos:

Componente Volumen Concentracion

final
Solucion de MgClz 25 mM 1.2 ul 1.5 mM
Solucion buffer 10 X libre de MgCl» 2.0 ul 1.0X
Mezcla de nucleétidos para PCR (10 mM cada 0.4 ul 200 uM cada
uno) uno
Primer 3 0.8 ul 0.8 uM
Primer 4new 0.8 ul 0.8 uM
Primer U2 wt 1.2 ul 1.2 uM
Primer L2 mut 1.2 ul 1.2 uM
Taq polimerasa 0.15 ul 1.25u
ADN molde variable 0.5a1ug
Agua libre de nucleasas para un volumen final de 20 wl

En un microtubo de 0.65 ml colocar el pool de reactivos y el ADN molde,
mezclando bien con la misma pipeta. Colocarlo en el termociclador bajo el siguiente

programa:
1. 10 minutos a 94° C Desnaturalizacion del ADN
PRIMERA SERIE DE 20 CICLOS

2. 30 segundos a 94° C Desnaturalizacion final

3. 30 segundos a63° C Alineacién

4. 60 segundosa 72°C Elongacién de la cadena
SEGUNDA SERIE DE 27 CICLOS

5. 30 segundos a 94° C Desnaturalizacion final

6. 30 segundos a 46° C Alineacién

7. 60 segundosa 72°C Elongacion de la cadena
8. 7 minutos a 72°C Elongacion final

9. »4°C

Una vez terminada la reaccion llevar a cabo una electroforesis en gel de
poliacrilamida con los productos de PCR obtenidos, tal como se describe en la practica
No. 6, colocando en el primer pozo el marcador de pares de bases.

Observar los resultados y hacer su interpretacion.
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Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos
infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Por otra parte la investigacion del area médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Estas normas estan contenidas en la DECLARACION DE
HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL (anexo 3), la cual también debe

observarse al realizar esta practica.

Preguntas:

¢ Qué es la farmacogendmica?

¢, Qué importancia tiene el CYP2D6 dentro de la farmacogenomica?

¢ A que se refiere el término de metabolizador pobre o lento?

¢, Cual es la diferencia entre una PCR simple y una tetraprimer?

¢ Por qué en esta practica se deben realizar dos series de ciclos?

En esta practica ;como se diferencia un homocigoto silvestre de un homocigoto
mutado y de un heterocigoto?

ook wN =~
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PRACTICA No. 9
EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN EN MUESTRAS ENDOCERVICALES

Objetivo
Que el alumno lleve a cabo la metodologia para la obtencion de ADN en muestras de
células endocervicales, con el fin de utilizarlo para el diagnostico molecular del virus del

papiloma humano (VPH).

Sustento tedrico

Comparando la precision diagnostica de los estudios citologicos e histologicos
con los resultados obtenidos con las técnicas de deteccion de Biologia Molecular, hoy
sabemos que el diagndstico microscépico de infeccion por el VPH es altamente
especifico, aunque no muy sensible (Baleriola et al., 2008; Sumalee et al., 2008).

Diagnéstico Citologico

El frotis citolégico PAP, es una técnica de tincion aplicada para la observacion
morfoldgica de células recolectadas del cuello uterino y la vagina. Esta prueba puede
mostrar la presencia de infeccion, inflamacion, células anormales, o cancer. Esta
técnica fue propuesta en 1942 por George Nicholas Papanicolaou, de ahi su nombre, y
es el método utilizado mas ampliamente para la deteccion oportuna de cancer.
Tomando en cuenta la multifocalidad de las infecciones por VPH, el frotis es superior a
la biopsia porque permite el estudio de grandes areas del mismo sitio en una sola
muestra. Ademas, puede estudiar al mismo tiempo 6érganos multiples del aparato
genital y no necesita técnicas de fijacion o tincion especiales.

El segundo método utilizado en casos donde el PAP haya salido con morfologia
anormal es la colposcopia. La colposcopia debe efectuarse posterior a una citologia
anormal. La biopsia esta dirigida para el diagndstico histolégico confirmatorio, asi como
en la visualizacion de la extension de la enfermedad. La colposcopia es util para
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determinar la extension y localizacion de la enfermedad, evaluar la zona de
transformacion, permitir la toma de muestra por biopsia con mayor efectividad para el
diagnostico histologico y dar seguimiento a las lesiones intraepiteliales escamosas
tratadas previamente, pero tiene poca efectividad en lesiones endocervicales. Su
ventaja es que es muy econdmico y rapido. Pero tiene una gran desventaja, se necesita
suficiente experiencia por parte del que analiza los tejidos, ya que la interpretacion del
resultado dependera de lo que se observe bajo el microscopio, por lo que tiene un bajo
porcentaje de confiabilidad y no es sensible (Tirrell Martin, 2008).

Diagnéstico Molecular del VPH

La biologia molecular proporciona hoy en dia herramientas basicas para estudiar
los genes implicados en los patrones de progresion del cancer y en la supresion
tumoral. EI mejor conocimiento de los procesos que gobiernan el crecimiento y la
diferenciacion celulares ha revolucionado el diagnostico de las neoplasias malignas.
Para hacer uso de las herramientas de biologia molecular es necesaria la extraccion de
ADN o ARN en su caso.

Anteriormente en todo el mundo se llevo a cabo un periodo fijo de vigilancia de
mujeres por medio de un tamizaje de citologia cervical basado en la tincion de células
epiteliales (Papanicolaou), o citologia de base liquida constituyendo uno de los mas
exitosos programas de tamizaje de cancer. Sin embargo, por falta de sensibilidad de la
citologia cervical, ademas de la falta de consenso internacional con respecto a la
sensibilidad de la citologia clasica para la deteccidon de areas histologicas sospechosas,
han sido introducidas nuevas estrategias de analisis basadas en técnicas de la biologia
molecular aplicadas a la identificacion de VPH para la deteccion de CaCu (Koidl C. et
al., 2008).

Extraccién de ADN
El procedimiento basico de la extraccion del ADN puede dividirse en 5 pasos,
algunos se utilizan simultaneamente dependiendo del protocolo a utilizar.

1. Ruptura de las células:
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a) Detergentes: Los detergentes anionicos se utilizan basicamente para extraer
ADN de parasitos, células en cultivo y tejido, siendo el dodesil sulfato de sodio
(SDS) uno de los mas usados para la ruptura de la membrana celular.

b) Enzimas: Se utilizan especialmente para la extracciéon de ADN bacteriano, total o
plasmidico, siendo la lisozima la enzima de eleccidn. La lisozima actua
desestabilizando la pared celular de las bacterias Gram negativas, ya que rompe
las uniones glucosidicas entre los polisacaridos N-acetil (NAG) y el acido N-
acetilmuramico (NAM).

c) Agentes desnaturalizantes: Se utilizan para extraer ADN de diferentes tipos
celulares y tejidos, siendo el cloruro de guanidina uno de los mas empleados.

2. Eliminacion de proteinas:

Se lleva a cabo mediante el uso de enzimas proteoliticas tales como la
proteinasa K. algunos protocolos de extraccion realizan la lisis con detergentes
como el SDS en presencia de la proteinasa K en un solo paso. Adicionalmente la
digestion se acomparia del uso de sal disddica del acido etilén-diamino-tetra-
acético (EDTA) para inhibir la accion de las DNasas.

3. Eliminacion de ARN: Se realiza mediante la digestion de ARN con ARNasas como la
ribonucleasa A de pancreas de bovino. Este paso en algunos protocolos se lleva a
cabo después de la extraccion dl ADN.

4. Eliminacion de proteinas: la desproteinizacion se lleva a cabo con solventes
organicos tales como el fenol y el cloroformo, los cuales tienen la propiedad de
desnaturalizar las proteinas. El fenol debe ser bidestilado, equilibrado y protegido
contra la oxidacion mediante la adicién de 8-hidroxiquinolina. Por su parte, al
cloroformo se le adiciona alcohol asoamilico en proporcion 24:1 volumen a volumen
(v: v) con el fin de prevenir la produccion de espuma y facilitar la separacion de d las
fases acuosas y organicas. Estos solventes se utilizan en una relacion de 1:1 (v: v)
de la muestra que se pretende limpiar, quedando las proteinas desnaturalizadas en
la interfase y el ADN en la fase acuosa. Generalmente se recomienda realizar la
extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y, finalmente, una ultima
extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico para limpiar toda traza de fenol.

5. Concentracion del ADN
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Se logra mediante la precipitacion con etanol en presencia de cationes
monovalentes en concentraciones desde 0.1 a 0.5 M. el etanol en la presencia de
estos cationes induce un cambio estructural en el ADN que causa la agregacion y
precipitacion del mismo. Adicionalmente, con este tratamiento se remueven los
residuos de fenol y cloroformo del paso anterior. Entre las sales mas utilizadas se
encuentran el acetato de sodio, acetato de potasio, acetato de amonio y cloruro de
litio.

El procedimiento de extraccidon de ADN a partir de muestras bioldgicas tiene un
impacto significativo sobre la sensibilidad y reproducibilidad de la prueba de
diagnostico molecular. En la actualidad existen kits comerciales de extraccion de
ADN o el total de los acidos nucleicos los cuales son utilizados para remover
proteinas y otras sustancias inhibitorias de las muestras (Dauphin LA et al., 2008).

Material
1. Material necesario para recoleccion de muestras bioldgicas endocervicales:
cepillos citrobrush
2. Aplicadores de madera
3. Guantes y cubrebocas
4. Tubos Eppendoff de 1.5 mi

Reactivos
1. Solucién amortiguadora salina homogenizada estéril (0.4M NaCl, 10mM tris-HCI
pH 8 y 2mM EDTA pH 8.0).
SDS al 20 %
NaCl 6 M
Proteinasa K 20mg/ml.
Isopropanol absoluto
Etanol al 70 %
Solucion amortiguadora TE (Tris-HCI pH 8.0 10 mM, EDTA pH 8.0 1 mM)

N o ok~ e
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Equipo

1.

I T

Centrifuga refrigerada con velocidad hasta 14,000 rpm y cabezales multiples.
Rotor

Vortex

Bafio de agua con control de temperatura

Pipetas automaticas de 0 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 ul

Espectrofotometro UV-Vis

Procedimiento

1.

Con ayuda de aplicadores de madera, despegar del cepillo el material obtenido y
pasarlo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml

2. Centrifugar durante 10 minutos a 4,500 rpm y a 4°C. Decantar el sobrenadante.

3. Adicionar al material biologico proveniente de endocérvix 400 pl de solucion

amortiguadora salina homogenizada estéril (0.4M NaCl, 10mM tris-HCI pH 8 y
2mM EDTA pH 8.0), mezclando de 10 — 15 seg.

. Agregar 80uL de SDS al 10% (concentracion final 2%) y 8 yL de proteinasa K

20mg/ml (concentracion final 400ug/ml); mezclar bien e incubar a 55-65° C por 1
hora.

Adicionar 300 yL de NaCl 6 M (NaCl saturado en agua), mezclar en vortex 30
segundos a la maxima velocidad y centrifugar a 13,000 rpm durante 30 min.
Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml adicionandole el mismo
volumen de isopropanol a cada muestra, mezclar bien e incubar a -20° C durante

1 hora.

7. Centrifugar los tubos durante 20 min. a 13,000 rom a 4° C

8. Desechar el sobrenadante y lavar el boton de DNA con etanol al 70% dos veces

centrifugando 5 min. a 10,000 rpm. durante cada lavado.
Secar el boton y resuspenderlo en 100-300 yL de solucién amortiguadora TE

incubandolo a 37° C por una hora.

10.La solucion de ADN obtenida se conserva a 4°C.

11.Hacer la cuantificacion del DNA obtenido de la misma manera que para el DNA

sanguineo.
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Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que las muestras endocervicales estan
clasificadas como Residuos Peligrosos Biologicos infecciosos; debera procederse a su
identificacion y envasado, almacenamiento temporal, recoleccién y transporte externo,

tratamiento y disposicion final, de acuerdo a lo estipulado en esta norma vigente.

Preguntas
1. ¢Qué precauciones deben tenerse al tomar la muestra para obtener resultados
confiables?
¢, Cual es la funcion del SDS en esta practica?
¢ Para que se agrega la proteinasa K?
¢ Por qué es necesario lavar el ADN obtenido con etanol al 70 %?

Al S A

¢, Cual es la composicion del buffer TE?
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PRACTICA No. 10

Deteccion de Virus de Papiloma Humano en muestras endocervicales

Objetivo
Que el alumno aplique la reaccién en cadena de la polimerasa para la determinacion de

la presencia del virus del papiloma humano en muestras de tejido endocervical.

Sustento teérico

El Virus del papiloma humano (VPH) constituye el agente etiolégico de
transmision sexual mas frecuente del mundo. Actualmente la evidencia epidemioldgica
relaciona al VPH con el cancer del cérvix. Por ello el estudio de los papilomavirus
humanos (VPHs) es de enorme importancia médica ya que se encuentran presentes en
mas del 90% de los tumores genitales malignos asociados a CaCu, ocupando el primer
lugar en incidencia y mortalidad en la mujer mexicana (Lazcano-Ponce et al., 2001).

El cancer invasor del cuello del utero (CaCu) es un problema de salud publica,
se estima que cada afio se diagnostican 500 000 casos nuevos en el mundo, es
responsable de 275 000 muertes anuales, de las cuales 78% ocurren en los paises en
desarrollo, donde es la causa principal de muerte por cancer en mujeres (Schiffman et
al., 2007; Bosch FX 2003, 2008). Son los paises latinoamericanos los que informan las
tasas de incidencia mas altas. Dentro de éstos, México ocupa el primer lugar de
mortalidad por esta enfermedad (Carrillo et al., 2004).

En México una de cada 10 mujeres es portadora del VPH, segun estadisticas del
Instituto Nacional de Cancerologia de la SSA. En los analisis de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se indica que desde la edad madura hasta la vejez, una de
las principales causas de muerte en las mujeres es el cancer, y las cardiopatias en los
hombres. Asimismo, dentro del grupo de tumores malignos que afectan a ambos sexos,
el cancer de pulmon, traquea y bronquios, tiene mayor incidencia en los varones vy, los

de tipo ginecoldgico, en la poblacion femenina (INEGI: 2005).
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El virus de Papiloma humano (VPH) es un grupo de virus que infecta epitelios y
mucosas del ser humano y se clasifica en tipos de acuerdo con homologias en su
material genético. En la actualidad, se reconocen mas de 230 tipos diferentes (Fuessel
Haws et al.,, 2004). Por los trabajos de Mufioz et al., 2003 se conocen distintos
genotipos del VPH. Un total de 15 fueron clasificados en tipos de alto riesgo oncogénico
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82); 3 de probable alto riesgo
oncogeénico (26, 53 y 66), y 12 de bajo riesgo oncogeénico (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70,72, 81y 88).

La infeccion por VPH tiene su iniciacidn en las células basales del epitelio
estratificado escamoso, donde a partir de la combinacion de factores celulares en
combinacion con la region reguladora no codificante, se inicia la transcripcion de los
oncogenes E6 y E7 (Tomison et al., 2008).

El VPH infecta la capa basal del tejido epidérmico y el virus experimenta tres
etapas. Dentro de la capa basal y la primer capa suprabasal epidermal, el DNA viral es
propagado hasta que haya cerca de 50-100 copias en cada célula. Durante la segunda
etapa, la etapa de mantenimiento, la replicacién viral es llevada a cabo en sincronia con
el ciclo celular de la célula huésped, solo ocurre en la fase S del ciclo celular de la
célula huésped. Tanto en la primera como en esta segunda etapa el ADN del HPV se
mantiene como un plasmido episomal en el nucleo de las células infectadas. La tercera
y etapa final, es el estado vegetativo de la replicacion viral, la etapa vegetativa solo se
desarrolla en tejidos diferenciados terminales, e incluye ambas un incremento en el
numero de copies del genoma viral, tanto como la expresion de genes tardios y el
ensamblado del nuevo virus. El requerimiento de la diferenciacion celular para que el
ciclo viral sea completo ha sido un impedimento para el estudio completo de la
replicacion del VPH.

Los papilomavirus tienen una organizacién genémica comun. Una sola de las dos
cadenas de ADN puede codificar para la produccién de proteinas virales, sin embargo
los tres marcos abiertos de lectura (ORF, del ingles Open Reading Frame) con los que
cuenta, son utilizados por el virus para la sintesis proteica. Los ORF pueden ser
separados en tres regiones: 1) la region URR (por Upstream Regulatory Region)
contiene elementos reguladores de la replicacion y de la transcripcion; 2) una region
precoz o “E” (del ingles Early), y 3) una region tardia o “L” (por Late). La URR tiene un
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tamano variable segun el tipo de VPH y contiene el origen de la replicaciéon viral y lo
esencial en cuanto a sefales de regulaciéon de la expresion de su propio genoma
(promotores, activadores, supresores, etc.) (Figura 1). La region E representa el 50 %
del genoma y contiene 6 ORF (E1 a E7), que codifica proteinas implicadas en la
estimulacién de la proliferacion celular (E5, E6 y E7), la replicacion del propio ADN viral
(E1 y E2) o la regulacién de la transcripcion del genoma viral (E2), asi como otra
proteina, E4, expresada a todo lo largo de la fase tardia del ciclo viral y que interviene
en la maduracién de la particula viral (Figura 1). Sélo 5 de ORF (E1, E2, E4, E5, E6, y
E7) se encuentran en todos los papilomavirus; la region L comprende dos genes
presentes en la totalidad de los papilomavirus que codifican las proteinas estructurales
o de la capside L1y L2, respectivamente (Syrjanen KJ y Syrjanen ST, 2000).

« Alteracion del control del
ciclo celular

Larga Regién de Regulacion (LRR) e e .
E6 E7 ° Inestabilidad genética

Origen de la replicacion

- N
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T
7906/1
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» Replicacion del ADN
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Estimulacién de la proliferacién

Figura 1. Estructura del Genoma viral del Virus VPH 16

Los genes tempranos (E) se expresan cuando el virus entra en la célula del
huésped y codifican funciones importantes para establecer la infeccion e iniciar la
replicacion viral. E1 y E2 desempefian un papel destacado en la replicacion del ADN
virico y en la conservacion del episoma (estado latente). E2 también es importante para
la regulacidon de la region larga de control, y la represién del promotor p53. E4 esta
implicado en la desestabilizacién de la estructura de citoqueratina para la liberacion de
particulas virales (Syrjanen KJ y Syrjanen ST, 2000).
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ES5, E6 y E7 tienen actividad que estimula la proliferacion celular. La célula
huésped recibe el estimulo de iniciar la fase en la que se replica su propio ADN, lo que
conduce a la produccidn de enzimas necesarias para la sintesis del ADN. A
continuacion se replica el ADN viral. E5 es una oncoproteina que interacciona con
factores de crecimiento y actua de mediadora en sefales mitogenas activando la (MAP)
(proteina activadora de mitogenos) cinasa. Los oncogenes E6 y E7 estan implicados en
la transformacion maligna debido a sus interacciones con proteinas celulares que
regulan la progresion del ciclo celular. E6 interacciona con la proteina supresora
tumoral p53 y bloquea su actividad, lo que produce resistencia a la apoptosis (muerte
celular programada) y aumento en la inestabilidad cromosomica. E7 interacciona y
degrada otra proteina supresora tumoral, la pRB (proteina del retinoblastoma), lo que
produce una cascada de actividad. El resultado neto es la aneuplodia (generacioén de
multiples cromosomas de las células que expresan E7, lo que contribuye a la
oncogénesis.

Los genes tardios (L) se expresan para encapsular el virion. Codifican las
proteinas de la capside viral (L1 yL2), cuya expresion normalmente se retrasa hasta
después de la amplificacion del ADN viral. Sin embargo, la expresion génica tardia
desaparece o disminuye sustancialmente en lesiones oncogénicas de alto grado. A
continuacion se muestran en la tabla 2 las funciones mas importantes de las proteinas

virales presentes en los VPH's (Syrjanen KJ y Syrjanen ST, 2000).

Region larga de control (URR).

Ademas del origen de la replicacion, en esta region también se encuentran los
elementos que regulan la expresion de los oncogenes virales, entre ellos encontramos
la caja TATA y CAAT, por lo que se dice que tienen los elementos en cis para la
regulacion de la transcripcion, cuenta con secuencias de ADN que son blanco de
factores proteicos virales y celulares, posee entonces sitios de union para la proteina
viral E2 que funciona como activador y represor de la transcripcion viral (Jastreboff y
Cymet, 2002).

Posee un intensificador tejido-especifico el cual es activado en células epiteliales
de origen humano, sin embargo esta actividad es soélo dependiente de factores
transcripcionales celulares y no de proteinas virales. Se han descrito sitios de union
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para otros factores celulares los cuales juegan un papel funcional en la regulacion
transcripcional de los VPH, notablemente se pueden mencionar: NF-1, SP-1, AP-1, el
receptor de glucocorticoides, asi como sitios de union para Octa y YY1 que son otros
factores celulares que interfieren de manera negativa en la expresion de ARN's

tempranos.

Genes tempranos (E): Proteinas E1y E2

E1 Es una fosfoproteina de 68 kDa, homodlogo funcional del antigeno T grande
de SV40, que esta involucrada de manera muy importante en la iniciacion y elongacion
durante la fase replicativa del ADN. E1 se asocia como trimero o hexamero a sus sitios
de union con baja afinidad y especificidad, presenta actividad de helicasa y NTPsa.
Ademas, E1 puede interactuar con la histona H1 56, lo que sugiere que E1 promueve el
inicio de la replicacidén alterando la estructura de la cromatina viral y la ruptura del
nucleosoma en la horquilla de replicaciéon. E1 también interactua con las subunidades
p70 y p180 de la ADN polimerasa alfa-primasa y la recluta al origen de la replicacion
(Pefia and Laimins, 2002).

El producto complemento del marco de lectura de E2, es una proteina de 50 kDa,
la cual posee una estructura conservada de tres dominios. La proteina E2, es un
transactivador transcripcional esencial para la replicacion del ADN in vitro. Se une como
un dimero con alta afinidad a su sitio de unién en el genoma viral, incluyendo varios
sitios en el origen de replicacion. Ademas, E2 se une a la proteina E1 y, como E2
presenta una afinidad de union al ADN y especificidad mas fuerte, puede reclutarla al
origen de replicacion. Una vez que la primera molécula de E1 se une al origen de
replicacion a través de E2, se libera a la proteina E2 del origen para permitir que E1
pueda multimerizar en una forma competente para la replicacion.

Uno de los dominios esta localizado en el extremo N-terminal, con una longitud
de 200 aminoacidos y una funcion de trans-activacion. El otro dominio con una longitud
de entre 90-100 aa esta en el extremo C-terminal, es esencial para la dimerizacion y la
unién al ADN. Una region flexible llamada regién de bisagra separa el dominio
transactivador del dominio de union al ADN, esta region varia entre los tipos virales por
su tamafo y su secuencia de aa, se cree que posee una funcion meramente estructural,

dando union y flexibilidad a los dominios.

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 69



Practica No. 10

Proteina E4

El marco de lectura de E4 esta localizado en la region de expresidon temprana,
pero se expresa como un gen tardio en una infeccion productiva. En general, la
proteina E4 no estd muy conservada entre los distintos papilomavirus. La forma
principal de la proteina E4 es una proteina en fusion E1-E4 de 17 kDa y una especie de
16 kDa que carece de 5 aminoacidos de E1 y algunos residuos de E4. Estos 5
aminoacidos de E1 son de gran importancia para la interaccion de las proteinas E4 con
filamentos intermedios de citoqueratinas.

La proteina de fusién E1-E4 de VPH1 y VPH16 se expresa en lesiones que van
desde NICI hasta NICIIl, y puede llenar a comprometer entre un 20 y un 30 % del total
de las proteinas celulares. La proteina E1-E4 forma una red de filamentos
citoplasmaticos que colocalizan especificamente con redes de filamentos intermedios
de citoqueratina y, solamente E1-E4 de VPH 16 puede provocar un colapso total de la
red de filamentos. Esto sugiere que la ruptura de la matriz de citoqueratina podria
relacionarse con la liberacion de los viriones (Syrjanen KJ y Syrjanen ST, 2000).

Proteina E5.

El gen E5, cuya expresion es inhibida por la proteina E2 en BPV, codifica para
una proteina hidrofobica de 10 kDa, que se expresa, en cultivos organotipicos,
fuertemente en las capas basal y granular.

La proteina E5 es la principal proteina transformante en papilomavirus bovino. En
contraste, la proteina E5 de Papilomavirus Humano presenta una baja actividad
transformante. Esta proteina puede: a) causar transformacion tumorigénica en
queratinocitos de raton y humanos, b) estimular el crecimiento en células de ratén y en
queratinocitos humanos inmortalizados, independientemente de una superficie de
anclaje y, c) estimula el crecimiento de cultivos primarios de células epiteliales de rifidon
de rata en cooperacién con E7 de VPH 16.

Por otra parte, la proteina E5 se asocia con una ATPasa dependiente de H (+)
unida a una membrana que forma parte del complejo de uniones-Gap. Ademas, E5
también interactua con la subunidad formadora de poros de 16 kDa de la ATPasa
vacuolar dependiente de H (+) (V-ATPasa), provocando que el complejo de Golgi

presente un pH alcalino.
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Proteina E6

La proteina E6, es considerada una oncoproteina, al igual que E7, es una
pequena proteina basica de 151 aminoacidos que se localiza en la matriz nuclear. La
principal caracteristica estructural de EG es la presencia de 2 “dedos de zinc”, que estan
conservados entre todos los tipos de VPH’s. La proteina E6 de papilomavirus de alto
riesgo, presenta funciones similares a las de E1B de Adenovirus y antigeno T grande
de SV40, aunque no existe tiene la homologia clara en la secuencia de los aminoacidos
de estas tres proteinas virales, pueden formar complejos con p53 (Thomas et al., 2002).

Genes tardios (L): Proteinas L1y L2

Como ya se menciono, todos los VPH's tienen dos marcos de lectura tardios,
uno designado L1, que codifica para la mas abundante de las proteinas estructurales
con un peso molecular de aproximadamente 54-58 kDa. El segundo designado como
L2, codifica para una proteina menos abundante de peso molecular entre los 63-78
kDa. Ambas proteinas son sintetizadas en el citoplasma de los queratinocitos
diferenciados, esta expresion no aparenta estar asociada con un estado particular de
diferenciacion celular (Syrjanen KJ y Syrjanen ST, 2000). Poco después de la sintesis,
son transportados al nucleo donde se llevan a cabo el ensamblaje viral. El transporte
de las proteinas L1 y L2 al nucleo, es mediado por una Sefial de Localizacion Nuclear
(SLN). Tipicamente la SLN es una secuencia corta de 8 a 10 aa conteniendo una alta
proporcion de cargas positivas (lisinas y argininas).

En imagenes de microscopia electronica de la capside de VPH, se
observa la proteina L1 formando capsdmeros pentaméricos que incluyen un agujero
central en cada uno de ellos. En las resoluciones de estas imagenes, la localizacion de
la proteina L2 no puede ser claramente definida. Sin embargo se han propuesto una
serie de funciones para esta proteina: forma un complejo L1-L2 en el citoplasma
participando entonces en el transporte de L1 al nucleo (Jastreboff-Cymet, 2003)

Los métodos basados en la amplificacion de ADN (PCR) muestran un gran
potencial como herramienta diagndstica, considerada hoy en dia imprescindible en el
Laboratorio de Biologia molecular e Ingenieria Genética, el objetivo de esta técnica es
la amplificacion directa de un gen o un fragmento de DNA, o indirecta de un ARN (En

este caso a través de su DNA complementario, o cDNA), presentes en mezclas de muy
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diversas fuentes, sin necesidad de una purificacion previa de la muestra integra original.
Su utilidad es que, tras la amplificacién, resulta mucho mas facil identificar con una alta
probabilidad virus o bacterias causante de una enfermedad, identificar personas
(cadaveres) o hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado. Estos usos
derivados de la amplificacion han hecho que se convierta en una técnica muy
extendida, con el consiguiente abaratamiento del equipo necesario para llevarla a cabo.

En esta practica la amplificacion del genoma viral se realiza en ADN extraido de
muestras endocervicales mediante PCR utilizando los oligonucléotidos universales para
VPH MY09 5CGT CCA AAA GGA AAC TGA TC-3’ para el sentido y MY11 5'GCA CAG
GGA CAT AAC AAT GG 3' para el antisentido, los cuales generan un fragmento de 450
pb en presencia del gen del virus en la regidon L1. Se utilizan oligonucledtidos para Rsal

como control.

Material

Matraz Erlenmeyer de 250 ml

Tubos de centrifuga de 50 ml, de polipropileno, fondo conico
Papel de aluminio

Espatula de plastico

Tubos Eppendoff de 0.65 ml estériles

Puntas para micropipeta estériles

N o g ks~ o Ddh =

Bano de hielo

Reactivos

1. Equipo de reactivos para PCR

2. Primers para el HPV : MYO9 5CGT CCA AAA GGA AAC TGA TC-3' para el
sentido y MY11 5" GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG 3' para el antisentido
Primers control para Rsa /

Agua inyectable

Agarosa

TAE 1X

Azul de bromofenol

©® N o g kW

Bromuro de etidio 10 ug/ul
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9. Marcador de 100 pares de bases

Equipo

Termociclador
Transiluminador
Fotodocumentador
Microcentrifuga
Vortex

Balanza analitica
Horno de microondas

Camara de electroforesis horizontal con fuente de poder

© © N o Ok~ 0N =

Pipetas automaticas de 0 a 20 ul, 20-200 ul

Procedimiento

1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En bafo de hielo, preparar una mezcla de reactivos (pool) de acuerdo al numero de
muestras a trabajar, considerando que para cada muestra se requieren las siguientes

cantidades de reactivos:

Componente Volumen Concentracion
final
Solucion de MgClz 25 mM 1.5 ul 1.5 mM
Solucion buffer 10 X libre de MgCl» 2.5 ul 1.0X
Mezcla de nucleotidos para PCR (10 mM 0.5ul 200 uM cada
cada uno) uno
Oligonucledtidos del HPV MY09 sentido 5 ul 0.8 uM
Oligonucledtidos del HPV MY 11 antisentido 5 ul 0.8 uM
Oligonucledtidos de Rsa | sentido. Tu 0.8 uM
Oligonucledtidos de Rsa | antisentido. Tu 0.8 uM
Taq polimerasa 0.125 ul 1.25 u
ADN molde variable 0.5a1ug
Agua libre de nucleasas para un volumen 25 ul
final de

En un microtubo de 0.65 ml colocar el DNA molde y el pool de reactivos. Agregar

15 ul de aceite y colocarlo en el termociclador bajo el siguiente programa:
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5.0 minutos a 94°C Desnaturalizacion del ADN
1.0 minutos a 94°C Desnaturalizacion final

1.0 minutos a 55°C  Alineacion

1.0 minuto a 72°C Elongacion de la cadena
Repetir 40 ciclos a partir del punto 2

10 minutos a 72°C Elongacion final

w0 4°C

N o o bk~ wDdhd =

2. Electroforesis

Una vez terminada la reaccion proceder a verificar la obtencion de los fragmentos de
450 pb mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Los primer control deben
dar un fragmento de 510 pb.

3. Interpretacion
La amplificacion del fragmento de 450 pb indica la presencia del virus de papiloma

humano en la muestra analizada.

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos
infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a

lo estipulado en esta norma vigente.

Por otra parte la investigacion del area médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Estas normas estan contenidas en la DECLARACION DE
HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL (anexo 3), la cual también debe

observarse al realizar esta practica.

Preguntas
1. ¢Qué importancia tiene la deteccion de VPH en muestras endocervicales?
2. Explica la estructura del genoma viral del VPH
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3. ¢A que se refiere el termino de “oligonucledtidos universales” para el VPH?
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PRACTICA No. 11
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS
Objetivo
Que el alumno realice un corrimiento electroforético en condiciones reductoras para

separar una mezcla de proteinas

Sustento tedrico

La electroforesis de proteinas en geles con una matriz de poliacrilamida,
comunmente denominada electroforesis en poliacrilamida (PAGE, 'polyacrilamide gel
electrophoresis') es sin duda alguna una de las técnicas mas ampliamente usada para
caracterizar mezclas complejas de proteinas. La electroforesis en poliacrilamida es un
meétodo conveniente, rapido y econdémico a nivel de muestra pues se requieren soélo
cantidades del orden de microgramos de proteina.

Las proteinas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio
que tenga un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de
desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La velocidad de migracion es
proporcional a la relacién entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto mayor
carga por unidad de masa mas rapida sera la migracién. Empleando geles de silice o
de acetato de celulosa y aplicando las proteinas en una zona estrecha en torno a los
electrodos se pueden determinar diferencias de carga neta (carga total/masa) entre
proteinas. Este método se denomina electroforesis zonal. La matriz de poliacrilamida no
es un buen soporte para este método pues la migracion de las proteinas en su seno no
s6lo es proporcional a la carga neta sino también al tamafio y forma de las proteinas.
Una ventaja importante de los geles de poliacrilamida es que son quimicamente inertes,
transparentes y estables en un rango amplio de pHs, temperatura y fuerza ionica.

Algunas caracteristicas destacables de la electroforesis en geles de

poliacrilamida son:
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a) Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién de la acrilamida
por accion de un agente entrecruzador ('crosslinking'), la bis-acrilamida en presencia de
un iniciador y un catalizador. Como iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N,N'-
tetrametilnediamina) y como catalizador el ion persulfato (S208-) que se afade en
forma de persulfato amoénico. En algunas situaciones, como por ejemplo en el
isoelectroenfoque en el que la presencia de persulfato puede interferir con la
electroforesis se emplean riboflavina y TEMED.

b) Las soluciones de acrilamida se desgasifican pues el oxigeno es un inhibidor
de la polimerizacion. Ademas, durante la polimerizacion se libera calor que podria
provocar la formacion de burbujas en el seno del gel.

c) La velocidad de polimerizacion viene determinada por la concentracion de
persulfato (catalizador) y TEMED (iniciador).

d) La porosidad del gel la determina las proporciones relativas de poliacrilamida y
bis-acrilamida, siendo menor el poro cuanta mas bisacrilamida vs. acrilamida se use.

e) El porcentaje total de acrilamida/bisacrilamida determina el rango de
separacion del gel. Habitualmente los geles se denominan en funcién del % de
acrilamida/bisacrilamida que contienen. Asi, la mayoria de las proteinas se separan
bien en el rango de 5 a 10%. Un menor porcentaje (mayor tamafio de poro) es mejor
para separar proteinas de gran tamano.

f) En funcidn del estado de las proteinas (nativo o desnaturalizado) a lo largo del
proceso electroforético éstas se clasifican en electroforesis nativas o desnaturalizantes:

1) una electroforesis desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a las
proteinas a migracion asegurando la completa desnaturalizacion (pérdida de la
estructura tridimensional). En esta situacion la migracion es proporcional a la carga y al
tamano de la molécula pero no a su forma. El agente desnaturalizante mas empleado
es el dodecilsulfato de sodio o SDS, un detergente.

2) una electroforesis nativa es la que somete a las proteinas a migracion sin
desnaturalizacion. En esta situacion las proteinas migran en funcién de su carga, de su
tamano y de su forma. Ademas se mantienen en ciertos casos las interacciones entre
subunidades y entre proteinas, separandose los complejos. Los sistemas tampodn
(buffer) empleados en estos caso son: tris-glicina (rango de pH 8.3 a 9.5), tris-borato
(rango de pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato (rango de pH 7.2 a 8.5).
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La electroforesis en geles de acrilamida se puede realizar empleando sistemas
de uno o mas tampones, en estos casos se habla de sistemas tampodn continuos o
discontinuos. En los sistemas discontinuos el primer tampon asegura la migracion de
todas las proteinas en el frente de migracion, provocandose la acumulacion de todas
las que se han cargado en el pocillo. La separacion realmente comienza a partir del
momento en el que el frente de migracion alcanza la frontera del segundo tampdn. El
primer gel (‘'stacking') es de mayor poro (menor porcentaje de acrilamida+bisacrilamida)
y tiene un pH mas acido que el segundo gel que es el que realmente separa las
proteinas. Este sistema es especialmente adecuado para analizar muestras diluidas sin
perder resolucion.

Existen numerosos dispositivos en el mercado para hacer electroforesis en geles
de acrilamida. Es la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada. Su nombre
significa la electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza en presencia de SDS
('SDS-polyacrilamide gel electrophoresis'). Fue descrito por Laemmli. Se trata de un tipo
de electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan por calor en
presencia de agentes desnaturalizantes (beta-mercaptoetanol, que destruye los
puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a la proteina con cargas netas
negativas), y se separan como cadenas polipeptidicas aisladas. En general se emplean
sistemas de dos tampones (discontinuos). Este sistema permite la separacion de
volumenes relativamente grandes de muestra sin pérdida de resolucion. La
concentracion se produce por isotacoforesis de la muestra en el primer gel (‘stacking'’).
El efecto de estrechamiento de las bandas se basa en el hecho de que los iones
glicinato, relativamente cargados negativamente (en el depdsito de tampdn superior)
tienen una movilidad electroforética inferior que los complejos de proteinas-SDS que a
su vez tienen menor movilidad que los iones Cl - de los tampones de carga en el gel de
apilamiento ('stacking'). Cuando se conecta la diferencia de potencial todas las especies
han de migrar a la misma velocidad para mantener el circuito eléctrico. Los iones
glicinato sélo se pueden desplazar a la misma velocidad que los iones ClI - si hay una
region de 'field strenght'. 'Field strenght' es inversamente proporcional a la
conductividad que es a su vez proporcional a la concentracion, El resultado es que las
tres especies de interés ajustan sus concentraciones de forma que [Cl -] > [proteina-
SDS] > [glicinato]. Como sdlo hay una pequefia concentracion de proteina-SDS las tres

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 78



Practica No. 11

se concentran en una banda muy delgada entre las fronteras de migracion del Cl- y del
glicinato. Cuando el glicinato alcanza el borde del gel de separacion adquiere una
mayor carga en el nuevo medio, con un pH superior, e incrementa su movilidad. A partir
de ese momento la interfase entre el glicinato y el Cl- deja atras a los complejos de
proteina-SDS que se desplazaran a su propia velocidad. El SDS es un detergente de
accion desnaturalizante que se une a las cadenas polipeptidicas desnaturalizadas con
una relacién de 1.4 g de SDS por g de proteina, uniéndose aproximadamente una
molécula de SDS por cada dos aminoacidos de la cadena. Esta unién masiva de
moléculas de SDS bloquea la carga propia de la molécula de proteina y le confiere al
complejo una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas las
proteinas acomplejadas con SDS viajen hacia el anodo. La separaciéon de los complejos
SDS-proteina es proporcional sélo a la masa de la proteina pues todas tienen la misma
carga por unidad de masa. Se puede entonces determinar el peso molecular aparente
de cualquier proteina por comparacion con un patron de proteinas de pesos
moleculares conocidos. Las movilidades de las proteinas en los geles de SDS-PAGE

son funciones lineales del logaritmo de su peso molecular.

Deteccion de proteinas en el gel
Las proteinas que se han separado en un gel de poliacrilamida (u otros soportes)
pueden ser detectadas por diferentes métodos, entre los que destacan los colorantes y
la tincién con plata.
Colorantes

La tincidn con azul de Coomasie permite detectar hasta 0.2 a 0.6 mg de proteina,
y es cuantitativo (lineal) hasta 15 a 20 mg. Se emplea habitualmente en soluciones de

metanol-acético y se destifie por difusidn en soluciones de isopropanol-acético.

Tincion con plata

Es una alternativa a la tincidn rutinaria de geles de proteinas (asi como de acidos
nucleicos y lipopolisacaridos) por su facilidad de uso y su gran sensibilidad (entre 50 y
100 veces mas sensible que la tincion con Azul de Coomasie). Es una técnica de tincion
especialmente recomendable para la tincion de geles bidimensionales y de
isoelectroenfoque.
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Deteccion de proteinas radiactivas mediante autorradiografia

La autoradiografia es una técnica de deteccion de moléculas marcadas
radiactivamente que emplea emulsiones fotograficas sensibles a la particula radiactiva
o a la luz producida por una molécula intermediaria. La emulsion que contiene plata es
sensible a la radiacion particulada (alfa, beta) o electromagnética (radiacion gamma,
luz), de forma que se precipita en forma de plata metalica. El revelado de la emulsion
revelara en forma de precipitados oscuros la region en la que se localizan las proteinas
radiactivas.

Cuando las proteinas se marcan con isétopos como P32 o 1125 que emiten
respectivamente radiacion beta fuerte o radiacion gamma, con una gran capacidad de
penetracion, una gran cantidad de particulas atraviesan el gel y la pelicula sin provocar
la precipitacion de la plata. En esas condiciones es necesario exponer durante periodos
de tiempo mas largos para conseguir una buena sefal. Con la finalidad de reducir el
tiempo de exposicion, e incrementar la sefal, se emplean las llamadas pantallas
amplificadoras. Se trata de unas placas de plastico recubiertas de un material plastico o
ceramico denso que tiene una gran capacidad de captar emisiones radiactivas, y que
como consecuencia de la captura de una particula radiactiva emite fotones que al
impactar en la pelicula fotografica provocaran la precipitacion de plata.

Las placas autoradiograficas permiten la cuantificacion de la senal, mediante
densitometrado de las bandas empleando un scaner. Existen en el mercado numerosos
programas desarrollados al efecto. Sin embargo este método adolece de una limitacion
muy importante y es la falta de linealidad de respuesta de la pelicula en un rango
minimamente amplio de diferencias de intensidad. Asi pues es util para detectar
diferencias de intensidad pero debido a su pronta saturacién no sirve en rangos
amplios.

Para solventar este problema se han desarrollado algunos métodos alternativos
que se basan en la utilizacién de pantallas de materiales ceramicos que tienen la
propiedad de capturar las particulas radiactivas, y por ello cargarse de energia, que
liberan especificamente cuando se iradian con luz de una determinada longitud de

onda. Las pantallas de captacion de radiacién presentan una respuesta lineal en la
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captura y emision de energia en un rango de 5 a 6 ordenes de magnitud (permiten
diferenciar una sefial entre 1 y 10E5).

Deteccion de proteinas radiactivas mediante fluorografia

Las proteinas marcadas con isétopos de emisién mas débil como H3, C14 o S35
se detectan mucho mas facilmente si se impregna el gel con una solucion de centelleo y
posteriormente se expone ante pelicula fotografica (autoradiografica). Los componentes
de la solucion de centelleo responden emitiendo fotones a la captura de una particula
radiactiva. Las emisiones beta débiles son incapaces de atravesar todo el espesor de la
muestra y por ello no puden llegar a impresionar la pelicula sino existen moléculas

centelleadoras proximas que emitan fotones que si abandonan la muestra.

Material
= Tubos Eppendoff de 0.65 ml estériles

= Puntas para micropipeta estériles

= Pipetas automaticas de 0.1 a 2.5 ul, 2 a 20 ul, 20-200 ul, 200 a 1000 ul
= Espatula de plastico

= Vaso de precipitados de 250 ml

*= Matraz Erlenmeyer de 50 ml

= Bandejas de plastico para tenido

Reactivos
= Buffer para muestras

= Solucién de Acrilamida/bisacrilamida 29:1
= Buffer de corrida 1X pH 8.3

= Buffer pH 6.8

= Buffer pH 8.8

» SDSal10 %

= Persulfato de amonio al 10 %

= TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina)
= Marcador de P.M.

= FEtanol al 70 %
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= Solucién de Azul de Coomasie
= Solucién de destefido
Nota: La acrilamida es neurotoxica. Al pesar el reactivo sdlido debe usarse guantes y
mascarilla. Limpiar cualquier residuo de acrilamida en la balanza y sus alrededores,
pues la inhalacion es tan nociva como el contacto con la piel. Al preparar geles es
necesario usar guantes e igualmente limpiar cualquier derrame.
Los sobrantes de solucion de mondmeros no deben ser vertidos en el desague, es
mejor polimerizarlos y descartarlos en forma de gel, ya que el polimero pierde la
toxicidad.
Equipo
= Parrilla eléctrica
= Camara de electroforesis vertical con aditamentos y fuente de poder
= Transiluminador
= Fotodocumentador

= Microcentrifuga

Procedimiento

PREPARACION DE MUESTRAS PARA SDS-PAGE.
1. Determinar el volumen (ul) que contengan 100 ug de proteina (volumen 1).
2. En un tubo Eppendoff colocar el 50% del volumen 1 y agregar un volumen igual
de buffer para muestra.
3. Colocar el tubo en agua hirviendo por 5 min y centrifugar15 seg a 3000 r.p.m.
4. Del sobrenadante, tomar el volumen que contenga la cantidad de proteinas en ug

que se desea cargar en el carril del gel correspondiente a esa muestra.

PREPARACION DE GELES PARA SDS-PAGE
1. Limpiar vidrios y peines con alcohol al 70%, para eliminar impurezas. Secar al
aire.
2. Colocar el soporte para preparar los geles sobre una superficie plana y ponerle

las gomas de hule en la parte inferior.
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3. Alinear los vidrios (uno grande y uno pequefo) y fijarlos dentro del marco
correspondiente. Colocarlos en el soporte, alineandolos bien con la goma

inferior.

4. Llenar el espacio de los geles con agua destilada para verificar que no haya
fugas, en cuyo caso deberan armarse nuevamente. Eliminar el agua destilada

por decantacién.

5. Agregar el gel de resolucion (inferior), hasta 3/4 de la altura del vidrio
delantero. Evitar la formacién de burbujas.

M.C. Clara Elena Yerena Aguilar, M.C. Juana Ramirez Aguilera 83



Practica No. 11

Llenar con agua.
Dejar que gelifique (20-30 min).
Retirar el agua por decantacion.

© ©® N

Agregar el gel de concentracion (superior) hasta el borde y enseguida colocar el
peine rapidamente, evitando burbujas.

10. Dejar gelificar (20-30 min).

11.Retirar los peines y lavar los pozos con buffer de corrida 1 X.

12.Hacer el montaje de los vidrios con los geles en el corazén del sistema, el vidrio
pequeno debe ir hacia adentro. Inmediatamente deslizarlos dentro de la camara,

cuidando que queden bien alineados en la parte inferior y fijarla con los seguros.

13.Llenar la camara con buffer de corrida 1X
14.Cargar las muestras en cada uno de los pozos. En un carril cargar 5 ul del
marcador de P.M.

15.Colocar la camara dentro del tanque y agregar un poco de buffer de corrida.
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Tapar el tanque, conectarla y encender la fuente de poder. Hacer el corrimiento a
100 volts.

16.Cuando el frente de corrida este a 1 cm del final del gel apagar la fuente de
poder.

17.Tefir el gel con azul de Coomasie

18.Visualizar los resultados en el transiluminador, procediendo a digitalizar la
imagen del gel.

PREPARACION DE GELES
GEL INFERIOR:
(Nota: Este volumen es suficiente para preparar 2 geles)

% GEL AGUA ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA | BUFFER | SDSal
BIDESTILADA pH 6.8 (ml) | 10% (ml)
6 (gllt) 2.0 2.5 100
8 47 2.7 2.5 100
10 4.1 3.3 2.5 100
12 3.4 4.0 2.5 100
14 2.7 4.7 2.5 100

Colocar al vacio por 15 minutos.
Adicionar 20 ul de TEMED y 120 ul de APS (persulfato de amonio)
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GEL SUPERIOR
% GEL AGUA ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA | BUFFER | SDS al
BIDESTILADA pH 6.8 (ml) | 10% (ml)
(ml)
4 6.1 1.3 2.5 100

Colocar al vacio por 15 minutos.
Adicionar 20 ul de TEMED y 120 ul de APS (persulfato de amonio)

PREPARACION DE BUFFER DE CORRIDA 1X Ph 8.3

Tris base 39
Glicina 1449
SDS 19

Aforar a 600 ml con agua desionizada.

TINCION CON AZUL DE COOMASIE
« Solucion de Azul de Coomasie: 0.2 g de azul Coomasie en 90 ml de metanol:
agua 1:1 v:vy 10 ml de acido acético glacial.
« Tincién: sumergir el gel en 5 vol. de colorante al menos 1 h con agitacion suave
(el maximo se consigue en 3 h).
« Destincion: hacer cambios repetidos de 10% acético en 20% metanol:agua. Se

puede conseguir muy rapidamente mediante electroforesis.

Normas

Durante esta practica se debera observar la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 (anexo 1), ya que la sangre y sus componentes (en este caso
la solucibn de ADN) estan clasificados como Residuos Peligrosos Bioldgicos
infecciosos; debera procederse a su identificacion y envasado, almacenamiento
temporal, recoleccion y transporte externo, tratamiento y disposicion final, de acuerdo a
lo estipulado en esta norma vigente.

Por otra parte la investigacion del area médica esta sujeta a normas éticas que
sirven para promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Estas normas estan contenidas en la DECLARACION DE
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HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL (anexo 3), la cual también debe

observarse al realizar esta practica.

Preguntas

1. ¢ Por qué se utilizan dos tipos de gel?
¢, Cual es el propésito de colocar la muestra a ebullicién?
¢ De qué depende la velocidad de migracion de las proteinas?

¢ De que depende la cantidad de acrilamida/bisacrilamida a utilizar?

o & 0D

Interpreta los resultados
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PRACTICA No. 12

Deteccion de las variantes alélicas del CYP2C9 mediante PCR en tiempo
real.

Objetivo
Que el alumno reconozca la importancia de los genotipos de la variante CYP2C9 y

aplique la técnica de PCR en tiempo real (gQPCR) para su identificacion.

Sustento Teorico

Se han descrito diversas variantes alélicas de CYP2C9, de las cuales las 3 mas
representativas y que se presentan con mayor frecuencia son: CYP2C9*1 considerada la
variante silvestre  (Argl44Ile359), CYP2C9*2 (Cys144Ile359) vy CYP2C9*3
(Arg144Leu359). Estas 2 Ultimas variantes codifican para enzimas con menor actividad
enzimatica. Los portadores del alelo CYP2C9*2 presentan una actividad enzimatica del
12% respecto a la variante silvestre, mientras que CYP2C9*3, la enzima solo presenta
una actividad del 5% (Fricke-Galindo et al., 2015).

Los portadores de polimorfismos CYP2C9*2 y CYP2C9*3, cuando son tratados
con dosis estandar de un farmaco que sea sustrato de la enzima afectada, suelen
presentar niveles plasmaticos mas elevados, cifras de aclaramiento mas bajas y un
incremento en la frecuencia y severidad de reacciones adversas medicamentosas al uso
de dicho farmaco (Martinez et al., 2006).

La PCR cuantitativa se realiza en un termociclador con capacidad de hacer incidir
sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda determinada y de detectar la
fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado. Este termociclador es un aparato con
capacidad para calentar y enfriar rapidamente las muestras, de modo que se
aprovechen las cualidades fisicoquimicas de los acidos nucleicos y las enzimaticas de la

ADN polimerasa.
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El proceso de PCR, por lo general, consiste en una serie de cambios de
temperatura que se repiten 25-40 veces, llamados ciclos, cada uno con un minimo de
tres etapas: la primero, en torno a los 95 °C, permite la separacién de los acidos
nucleicos de doble cadena; la segunda, a una temperatura en torno a los 50-60 °C,
permite el alineamiento de los cebadores al ADN molde;5 la tercera, a 68-72 °C, facilita
la polimerizacion por parte de la ADN polimerasa. Dado el pequeiio tamafio de los
fragmentos amplificados usualmente en este tipo de PCR puede omitirse el ultimo paso,
pues la enzima es capaz de amplificar durante la rampa entre la temperatura de
alineamiento y la de desnaturalizacion. Ademas, algunos termocicladores afiaden a cada
ciclo unos segundos a otra temperatura, por ejemplo 80 °C, a fin de reducir el ruido por
la presencia de dimeros de cebadores cuando se emplea un colorante inespecifico. Las
temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran variedad de
parametros, tales como la enzima usada para la sintesis de ADN, la concentracién de
iones divalentes y desoxirribonucledtidos (dANTPs) en la reaccion o la temperatura de
union de los cebadores.

Podemos clasificar las técnicas de PCR cuantitativa segin el empleo de

fluorocromos no especificos o bien de sondas moleculares dependientes de la secuencia.

En las técnicas basadas en fluorocromos inespecificos se detecta la generacion
exponencial de ADN de doble cadena empleando un fluorocromo que se une
inespecificamente a aquel. Un ejemplo de colorante que permite esta deteccion es el
SYBR Green (Verde SYBR) que, excitado mediante luz azul (Amax = 488 nm) emite luz
verde (Amax = 522 nm). Posee la ventaja de requerir solo un par de cebadores para
efectuar la amplificacion, lo que abarata su coste; sin embargo, solo es posible
amplificar un producto en cada reaccién.

Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan al menos un oligonucleétido
marcado fluorescentemente. Tipicamente esta sonda estd unida a dos fluorocromos e
hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo (forward) y el inverso (reverse);
esto es, en el amplicon. De este modo, cuando la sonda estd intacta, presentan una

transferencia energética de fluorescencia por resonancia (FRET). Dicha FRET no se
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produce cuando los dos fluorocromos estan distantes debido a la degradacion de la
sonda mediante la actividad 5'-3' exonucleasa de la ADN polimerasa, o bien debido a la
separacion fisica de los fluorocromos por un cambio en la conformacion de la sonda.
Esto permite monitorizar el cambio del patrén de fluorescencia y deducir el nivel de

amplificacion del gen.

Material

Pipetas automaticas de 0.1 a 2.5 ml, 2 a 20 ml, 20-200 ml, 200 a 1000 ml
Puntas para micropipeta estériles

sello adhesivo p/ termociclador piko

Espatula de plastico

Tubos Eppendoff de 0.2 ml estériles

placas blancas de 96 pozos,para termociclador piko 96 pozos thermo scientific.
Bafio de hielo

NounbhwnN =

Reactivos )
1. AGUA INYECTABLE ESTERIL
2. TAQMAN FAST ADVANCE MMIX

3. OLIGONUCLEOTIDOS
5 -GTATTTTGGCCTGAAACCCATA-3"  CYP2C9*2 Sentido
57-GGCCTTGGTTTTTCTCAACTC- 3" CYP2C9*2 antisentido
4. SECUENCIAS DE HIBRIDACION.

CYP2C9*2/CYP2C9*1

56-FAM/CATTGAGGA/ZEN/CCGTGTTCAAGAGGAA /3IABKFQ/
5TEX615/CCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAG/3BHQ_2/

Equipo
1. Centrifuga clinica
2. Vortex
3. Campana de flujo laminar

Procedimiento

En bafio de hielo, preparar una mezcla de reactivos (pool) de acuerdo al nUmero de muestras a
trabajar, considerando que para cada muestra se requieren las siguientes cantidades de
reactivos:

Componente Volumen Concentracion
final
-TagMan® Fast Advanced Master Mix (2X) 5uL 1X
-Secuencias de hibridacion 10 uM 0.2 uL 0.2uM

FAM/CATTGAGGACCGTGTTCAAGAGGAA
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-Secuencias de hibridacion 10uM 0.2 uL 0.2uM
TEX 640 -CCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAG

-oligo antisentido 10uM CYP2C9*2 Sentido 0.5pL 0.5uM
-oligo antisentido 10uM CYP2C9*2 antisentido 0.5 puL 0.5uM
-Agua libre de nucleasa 2.6 pL

-ADN 1 pL (100ng) 10-100ng
Volumen Total por reaccion 10 pL -

En un microtubo de 0.2 ml colocar el pool de reactivos y el ADN molde, mezclando bien con la
misma pipeta. Colocarlo en las placas blancas, centrifugar 2500 rpm por 3 min. Revisar que no
lleve burbujas y colocarlo en termociclador PIKO REAL, bajo el siguiente programa:

Initial denaturation 95 ooC for 10 min
Amplification (45 cyles)

Denaturation 95 ooC for 5 s
Annealing at 67 coC for 10 s
Extension at 72 ooC for 15 s

Melting curve 20°C 40°C to 85°C.

Una vez teniendo el programa se procede a colocar las muestras en el termociclador Piko Real,
el cual se muestra a continuacion.
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Thermo Scientific PikoReal Real-time PCR System
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Thermo Scientific PikoReal Real-time PCR System
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Thermo Scientific PikoReal Real-time PCR System

Thermo Scientific PikoReal Real-time PCR System
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Una vez terminada la reaccién proceder a verificar el Andlisis de la curva de fusién de la variante
CYP2C9 * 2 en los diferentes genotipos del CYP2C9. Como se muestra en la figura.

Tm=585°C
M —
Tm=65.6°C
E—

Fluorescence (-dF/dT)

mt/wt

\VZ A

65 70 75 80

45 50 55 60

Temperature (°C)
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Andlisis de la curva de fusion de la variante CYP2C9 * 2 en los diferentes genotipos del CYP2C9. Para un
analisis mas féacil de los picos de fusion, se representa la curva de temperatura de fusion como el primer
derivado negativo de la fluorescencia frente a la temperatura (- dF / dT). En presencia de ADN de tipo
salvaje (wt), las sondas de hibridacién forman una coincidencia exacta con el objetivo, dando como
resultado una mayor estabilidad del complejo y la Tm mas alta (65,6 © C). Se observé una menor Tm en
el caso de la falta de coincidencia (58,5 °C), que denota la variante CYP2C9 * 2 (mt). Las muestras
heterocigotas (mt / wt) mostraron dos picos de fusion distintos a Tm de 58,5 - C y 65,6 - C. El control
negativo sin plantilla no muestra ninguna sefial fluorescente.

Cuestionario

1.- éQue es PCR en tiempo Real?

2.- Conceptos importantes en PCR en tiempo Real
3.- Que significa Baseline?

4.-Que significa Threshold

5.- Que significa No-template Control (NTC)

6. Que significa Quantification cycle (CQ o CT)
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ANEXO 1.

NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos biolégico-
infecciosos - Clasificacion y
especificaciones de manejo.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos
Mexicanos.- Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.

CASSIO LUISELLI FERNANDEZ, Presidente del Comité Consultivo
Nacional de Normalizacibn de Medio Ambiente y Recursos Naturales, y
ERNESTO ENRIQUEZ RUBIO, Presidente del Comité Consultivo Nacional
de Normalizacién, de Regulacién y Fomento Sanitario, con fundamento en lo
dispuesto en los articulos 32 bis fracciones |, Il, IV, V y 39 fracciones |, VIl y
XXl de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; 4 de la Ley
Federal de Procedimiento Administrativo; 5 fracciones V, VI y XIX; 15, 36,
37, 37 Bis, 150, 151, 151 Bis, 160 y 171 de la Ley General del Equilibrio
Ecologico y la Proteccion al Ambiente; 3 fracciones Xlll y XIV, 13, apartado
A) fraccion |, 45, 116, 117, 118, 128, 129 y 393 de la Ley General de Salud;
38 fraccion I, 40, fracciones |, lll, V, IV, Xy Xl, 41, 43, 44 y 47 de la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 10., 20. y 4o0. fracciones I, Il y
IV, 50., 60. y 58 del Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecolbgico y
la Proteccién al Ambiente en materia de Residuos Peligrosos; 2 fraccion |
incisos a) y ¢), y 70. y 66 del Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servicios; 10 del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
Prestacion de Servicios de Atencion Médica; 28, 31 fraccion 11, 33 y 34 del
Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 8 fraccion
V del Reglamento Interior de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales; 2 literal C fraccion 1l del Reglamento Interior de la Secretaria de
Salud y 2, fracciones |, Il, I, VII, VIl y IX, 7 fraccién XVI, y 12 fraccion VI del
Decreto por el que se crea la Comision Federal para la Proteccién contra
Riesgos Sanitarios, ordenan la publicacion en el Diario Oficial de la
Federacidon de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos biologico-

infecciosos-Clasificacidn y especificaciones de manejo, y
CONSIDERANDO

Que en cumplimiento a lo establecido en la fraccién | del articulo 47 de la
Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, con fecha 1 de noviembre de
2001 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién, con caracter
de proyecto la Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-087-ECOL-SSA1-2000,
Proteccion ambiental- Salud ambiental-Residuos peligrosos biologico-
Infecciosos-Clasificacibn y especificaciones de manejo, mismo que fue



elaborado de manera conjunta con la Secretaria de Salud, con el fin de que
dentro de los 60 dias naturales siguientes a su publicacion, los interesados
presenten sus comentarios ante el Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion para la Proteccibn Ambiental, sito en bulevar Adolfo Ruiz
Cortines numero 4209, piso 50., colonia Jardines en la Montafa, cddigo
postal 14210, Delegacién Tlalpan, Distrito Federal o se enviaron al correo
electronico o al fax que se sefalaron. Durante el citado plazo, la
Manifestacion de Impacto Regulatorio correspondiente estuvo a disposicidon
del publico en general para su consulta en el citado domicilio, de
conformidad con el articulo 45 del citado ordenamiento.

Que en el plazo de los 60 dias antes sefalado, los interesados
presentaron sus comentarios al proyecto en cuestion, los cuales fueron
analizados por el citado Comité, realizandose las modificaciones
procedentes al mismo. La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales publico las respuestas a los comentarios recibidos en el Diario
Oficial de la Federacion el dia 20 de enero de 2003.

Que habiéndose cumplido con el procedimiento establecido en la Ley
Federal sobre Metrologia y Normalizacion, el Comité Consultivo Nacional de
Normalizacion para la Proteccibn Ambiental aprob6é la Norma Oficial
Mexicana  NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccibn  ambiental-Salud
ambiental-Residuos  peligrosos  biolégico-infecciosos-Clasificacion vy
especificaciones de manejo, misma que abroga a su similar NOM-087-
ECOL-1995 y su aclaracion publicada en el citado érgano informativo el 12
de junio de 1996, Que establece los requisitos para la separacion,
envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento vy
disposicién final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos que se
generan en establecimientos que presten atencion médica, actualizando el

afno de su expedicion. Por lo expuesto y fundado se expide la siguiente:
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
PROTECCION AMBIENTAL-SALUD AMBIENTAL-RESIDUOS
PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS- CLASIFICACIONY
ESPECIFICACIONES DE MANEJO
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las normas mexicanas tomadas como base para su elaboracion
8. Bibliografia
9. Observancia de esta Norma

Apéndice normativo
0. Introduccién

La Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccidon al Ambiente,
define como residuos peligrosos a todos aquellos residuos que por sus
caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, tdxicas, inflamables y
biolégico-infecciosas, que representan un peligro para el equilibrio ecologico
o el ambiente; mismos que seran manejados en términos de la propia ley,
su Reglamento y normas oficiales mexicanas que expida la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales previa opinibn de diversas
dependencias que tengan alguna injerencia en la materia,
correspondiéndole a la citada SEMARNAT su regulacion y control.

Con fecha de 7 de noviembre de 1995, se public6 en el Diario Oficial
de la Federaciodn la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995, Que
establece los requisitos para la separacion, envasado, almacenamiento,
recoleccion, transporte, tratamiento y disposicién final de los residuos
peligrosos biolégico-infecciosos que se generan en establecimientos que
presten servicios de atencibn médica.

Los establecimientos de atencion médica son regulados por la Secretaria
de Salud por lo que en la revision de la norma mencionada, se incluye a los
representantes del sector.

Esta revisidbn consideré las caracteristicas de los diferentes tipos de
unidades médicas que prestan atencion a poblaciones rurales.

Los residuos peligrosos biologico-infecciosos se han venido manejando
en términos de las regulaciones ambientales antes senaladas, sin embargo
fue necesario actualizar la NOM-087-ECOL-1995, tomandose en
consideracién las experiencias y competencias de los sectores involucrados
en su cumplimiento, con el fin de que sus disposiciones sean operativas y
adecuadas para proteger el medio ambiente y la salud de la poblacién en
general.

1. Objetivo y campo de aplicaciéon

La presente Norma Oficial Mexicana establece la clasificacién de los
residuos peligrosos bioldgico-infecciosos asi como las especificaciones para
Su manejo.

Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria para los
establecimientos que generen residuos peligrosos biologico-infecciosos y
los prestadores de servicios a terceros que tengan relacién directa con los

mismos.
2. Referencias

Norma Oficial Mexicana NOM-052-ECOL-1993, Que establece las



caracteristicas de los residuos peligrosos, el listado de los mismos y los
limites que hacen a un residuo peligroso por su toxicidad al ambiente,
publicada en el Diario Oficial de la Federacidn el 22 de octubre de
1993. Esta Norma contiene la nomenclatura en términos del Acuerdo
Secretarial publicado el 29 de noviembre de 1994, por el cual se actualiza la

nomenclatura de 58 normas oficiales mexicanas.
3. Definiciones y terminologia

Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana, se consideran las
definiciones contenidas en la Ley General del Equilibrio Ecologico y la
Proteccion al Ambiente, su Reglamento en materia de Residuos Peligrosos,
la Ley General de Salud, sus Reglamentos, y las siguientes:

3.1 Agente bioldgico-infeccioso

Cualquier microorganismo capaz de producir enfermedades cuando esta
presente en concentraciones suficientes (indculo), en un ambiente propicio
(supervivencia), en un hospedero susceptible y en presencia de una via de
entrada.

3.2 Agente enteropatbgeno

Microorganismo que bajo ciertas circunstancias puede producir
enfermedad en el ser humano a nivel del sistema digestivo, se transmite via
oral-fecal.

3.3 Bioterio

Es un éarea o departamento especializado en la reproduccién,
mantenimiento y control de diversas especies de animales de laboratorio en
Optimas condiciones, los cuales son utilizados para la experimentacion,
investigacion cientifica y desarrollo tecnoldgico.

3.4 Carga util

Es el resultado de la sustracciéon del peso vehicular al peso bruto
vehicular.

3.5 Centro de acopio

Instalacion de servicio que tiene por objeto resguardar temporalmente y
bajo ciertas condiciones a los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos para
su envio a instalaciones autorizadas para su tratamiento o disposicion final.

3.6 Cepa

Cultivo de microorganismos procedente de un aislamiento.

3.7 Establecimientos generadores

Son los lugares publicos, sociales o privados, fijos 0 méviles cualquiera
que sea su denominacién, que estén relacionados con servicios de salud y
que presten servicios de atencibn médica ya sea ambulatoria o para
internamiento de seres humanos y utilizacidbn de animales de bioterio, de
acuerdo con la tabla 1 del presente instrumento.

3.8 Irreconocible



Pérdida de las caracteristicas fisicas y biolégico-infecciosas del objeto
para no ser reutilizado.

3.9 Manegjo

Conjunto de operaciones que incluyen la identificacibn, separacion,
envasado, almacenamiento, acopio, recoleccion, transporte, tratamiento y
disposiciédn final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.

3.10 Muestra bioldgica

Parte anatomica o fraccibn de O6Organos o tejido, excreciones o
secreciones obtenidas de un ser humano o animal vivo 0 muerto para su
analisis.

3.11 Organo

Entidad morfolégica compuesta por la agrupacién de tejidos diferentes
que concurren al desempefo de un trabajo fisioldgico.

3.12 Prestador de servicios

Empresa autorizada para realizar una o varias de las siguientes
actividades: recoleccién, transporte, acopio, tratamiento y disposicion final
de residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

3.13 Residuos Peligrosos Biolégico-Infecciosos (RPBI)

Son aquellos materiales generados durante los servicios de atencion
médica que contengan agentes bioldgico-infecciosos segun son definidos en
esta Norma, y que puedan causar efectos nocivos a la salud y al ambiente.

3.14 Sangre

El tejido hematico con todos sus elementos.

3.15 SEMARNAT

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.

3.16 SSA

Secretaria de Salud.

3.17 Separacion

Segregacion de las sustancias, materiales y residuos peligrosos de
iguales caracteristicas cuando presentan un riesgo.

3.18 Tejido

Entidad morfoldégica compuesta por la agrupacidén de células de la misma
naturaleza, ordenadas con regularidad y que desempehan una misma
funcion.

3.19 Tratamiento

El método fisico o quimico que elimina las caracteristicas infecciosas y

hace irreconocibles a los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
4. Clasificacion de los residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos

Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana se consideran residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos los siguientes:



4.1 La sangre

4.1.1 La sangre y los componentes de ésta, sblo en su forma liquida,
asi como los derivados no comerciales, incluyendo las células progenitoras,
hematopoyéticas y las fracciones celulares o acelulares de la sangre
resultante (hemoderivados).

4.2 Los cultivos y cepas de agentes biologico-infecciosos

4.2.1 Los cultivos generados en los procedimientos de diagnostico e
investigacion, asi como los generados en la produccién y control de agentes
biol6gico-infecciosos.

4.2.2 Utensilios desechables usados para contener, transferir, inocular y
mezclar cultivos de agentes bioldgico-infecciosos.

4.3 Los patoldgicos

4.3.1 Los tejidos, érganos y partes que se extirpan o remueven durante
las necropsias, la cirugia o algun otro tipo de intervencién quirurgica, que no
se encuentren en formol.

4.3.2 Las muestras bioldgicas para analisis quimico, microbiol6gico,
citolégico e histologico, excluyendo orina y excremento.

4.3.3 Los cadaveres y partes de animales que fueron inoculados con
agentes enteropatdégenos en centros de investigacion y bioterios.

4.4 Los residuos no anatébmicos

Son residuos no anatomicos los siguientes:

4.4.1 Los recipientes desechables que contengan sangre liquida.

4.4.2 Los materiales de curacion, empapados, saturados, o goteando
sangre o cualquiera de los siguientes fluidos corporales: liquido sinovial,
liquido pericardico, liquido pleural, liquido Céfalo-Raquideo o liquido
peritoneal.

4.4.3 Los materiales desechables que contengan esputo, secreciones
pulmonares y cualquier material usado para contener éstos, de pacientes
con sospecha o diagnostico de tuberculosis o de otra enfermedad infecciosa
segun sea determinado por la SSA mediante memorandum interno o el
Boletin Epidemiolégico.

4.4 .4 |Los materiales desechables que estén empapados, saturados o
goteando sangre, o secreciones de pacientes con sospecha o diagnostico
de fiebres hemorréagicas, asi como otras enfermedades infecciosas
emergentes segun sea determinado por la SSA mediante memorandum
interno o el Boletin Epidemiologico.

4.4.5 Materiales absorbentes utilizados en las jaulas de animales que
hayan sido expuestos a agentes enteropatdgenos.

4.5 Los objetos punzocortantes

4.5.1 Los que han estado en contacto con humanos o animales 0 sus
muestras biologicas durante el diagnostico y tratamiento, Unicamente: tubos



capilares, navajas, lancetas, agujas de jeringas desechables, agujas
hipodérmicas, de sutura, de acupuntura y para tatuaje, bisturis y estiletes de
catéter, excepto todo material de vidrio roto utilizado en el laboratorio, el cual
debera desinfectar o esterilizar antes de ser dispuesto como residuo

municipal.
5. Clasificacion de los establecimientos generadores de
residuos peligrosos biolégico-infecciosos

5.1 Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana, los establecimientos
generadores se clasifican como se establece en la tabla 1.

TABLA 1
NIVEL | NIVEL II

Unidades hospitalarias de 1 a 5 camas e | Unidades hospitalarias de 6 hasta 60 Unic
instituciones de investigacion con camas; cam
excepcion de los sefalados en el Nivel lll. | Laboratorios clinicos y bancos de Cen
Laboratorios clinicos y bancos de sangre | sangre que realicen analisis de 51 a expe
qgue realicen analisis de 1 a 50 muestras | 200 muestras al dia; infec
al dia. Bioterios que se dediquen a la Labc
Unidades hospitalarias psiquiatricas. investigacion con agentes bioldgico- san
Centros de toma de muestras para infecciosos, 0 200
analisis clinicos. Establecimientos que generen de 25 a | Esta

100 kilogramos al mes de RPBI. 100

5.2 Los establecimientos generadores independientes del Nivel | que se
encuentren ubicados en un mismo inmueble, podran contratar los servicios
de un prestador de servicios comun, quien sera el responsable del manejo

de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos.
6. Manejo de residuos peligrosos biolégico-infecciosos

6.1 Los generadores y prestadores de servicios, ademas de cumplir con
las disposiciones legales aplicables, deben:

6.1.1 Cumplir con las disposiciones correspondientes a las siguientes
fases de manejo, segun el caso:
a) Identificacién de los residuos.
b) Envasado de los residuos generados.
¢) Almacenamiento temporal.
d) Recoleccidn y transporte externo.
e) Tratamiento.
f) Disposicion final.

6.2 Identificacion y envasado

6.2.1 En las areas de generacion de los establecimientos generadores,
se deberan separar y envasar todos los residuos peligrosos biologico-
infecciosos, de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y bioldgicas



infecciosas, conforme a la tabla 2 de esta Norma Oficial Mexicana. Durante
el envasado, los residuos peligrosos biolégico-infecciosos no deberan
mezclarse con ningun otro tipo de residuos municipales o peligrosos.

TABLA 2
TIPO DE RESIDUOS ESTADO FISICO ENVASADC
4.1 Sangre Liquidos Recipientes h
4.2 Cultivos y cepas de agentes Soélidos Bolsas de poli
infecciosos
4.3 Patoldgicos Soélidos Bolsas de poli
Liquidos Recipientes h
4.4 Residuos no anatémicos Solidos Bolsas de poli
Liquidos Recipientes h
4.5 Objetos punzocortantes Solidos Recipientes
rigidospolipro

a) Las bolsas deberan ser de polietileno de color rojo traslicido de calibre
minimo 200 y de color amarillo traslucido de calibre minimo 300,
impermeables y con un contenido de metales pesados de no méas de una
parte por millon y libres de cloro, ademas deberan estar marcadas con el
simbolo universal de riesgo biolégico y la leyenda Residuos Peligrosos
Bioldgico-Infecciosos (Apéndice Normativo), deberan cumplir los valores
minimos de los parametros indicados en la tabla 3 de esta Norma Oficial
Mexicana.

Las bolsas se llenaran al 80 por ciento (80%) de su capacidad,
cerrandose antes de ser transportadas al sitio de almacenamiento temporal
y no podran ser abiertas o vaciadas.

TABLA 3
PARAMETRO UNIDADES ESPECIFICACIO
Resistencia a la tension Kg/cm2 SL: 140
ST: 120
Elongacion % SL: 150
ST: 400
Resistencia al rasgado G SL: 90
ST: 150

SL: Sistema longitudinal.ST: Sistema transversal.

6.2.2 Los recipientes de los residuos peligrosos punzocortantes deberan
ser rigidos, de polipropileno color rojo, con un contenido de metales
pesados de no mas de una parte por millén y libres de cloro, que permitan
verificar el volumen ocupado en el mismo, resistentes a fracturas y pérdidas



de contenido al caerse, destructibles por métodos fisicos, tener separador
de agujas y abertura para depésito, con tapa(s) de ensamble seguro y cierre
permanente, deberan contar con la leyenda que indique "RESIDUOS
PELIGROSOS PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-INFECCIOSOS" y
marcados con el simbolo universal de riesgo bioldgico (Apéndice
Normativo).

a) La resistencia minima de penetraciéon para los recipientes tanto para
punzocortantes como para liquidos, debe ser de 12.5 N (doce punto cinco
Newtons) en todas sus partes y sera determinada por la medicion de la
fuerza requerida para penetrar los lados y la base con una aguja
hipodérmica calibre 21 x 32 mm mediante calibrador de fuerza o
tensiometro.

b) Los recipientes para los residuos peligrosos punzocortantes y liquidos se
llenaran hasta el 80% (ochenta por ciento) de su capacidad, asegurandose
los dispositivos de cierre y no deberan ser abiertos o vaciados.

¢) Las unidades médicas que presten atencion a poblaciones rurales, con
menos de 2,500 habitantes y ubicadas en zonas geograficas de dificil
accceso, podran utilizar latas con tapa removible obotes de plastico con
tapa de rosca, con capacidad minima de uno hasta dos litros, que deberan
marcar previamente con la leyenda de "RESIDUOS PELIGROSOS
PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-INFECCIOSOS".

6.2.3 Los recipientes de los residuos peligrosos liquidos deben ser
rigidos, con tapa hermética de polipropileno color rojo o amarillo, con un
contenido de metales pesados de no mas de una parte por millon y libres de
cloro, resistente a fracturas y pérdidas de contenido al caerse, destructible
por métodos fisicos, debera contar con la leyenda que indique “ RESIDUOS
PELIGROSOS LIQUIDOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS” y marcados con el
simbolo universal de riesgo biolégico (Apéndice Normativo)

En caso de que los residuos liquidos no sean tratados dentro de las
instalaciones del establecimiento generador, deberan ser envasados como
se indica en la tabla 2 de esta Norma Oficial Mexicana.

6.3 Almacenamiento

6.3.1 Se debera destinar un area para el almacenamiento temporal de
los residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

Los establecimientos generadores incluidos en el Nivel | de la tabla 1 de
esta Norma Oficial Mexicana, quedan exentos del cumplimiento del punto
6.3.5 y podran ubicar los contenedores a que se refiere el punto 6.3.2 en el
lugar mas apropiado dentro de sus instalaciones, de manera tal que no
obstruyan las vias de acceso.

6.3.2 Los residuos peligrosos biologico-infecciosos envasados deberan
almacenarse en contenedores metélicos o de plastico con tapa y ser



rotulados con el simbolo universal de riesgo biolégico, con la leyenda
'‘RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS".

6.3.3 El periodo de almacenamiento temporal estara sujeto al tipo de
establecimiento generador, como sigue:
(a) Nivel I: Maximo 30 dias.

(b) Nivel II: Maximo 15 dias.
(c) Nivel lll: Maximo 7 dias.

6.3.4 Los residuos patoldgicos, humanos o de animales (que no estén
en formol) deberan conservarse a una temperatura no mayor de 4°C (cuatro
grados Celsius), en las areas de patologia, o en almacenes temporales con
sistemas de refrigeracion o en refrigeradores en areas que designe el
responsable del establecimiento generador dentro del mismo.

6.3.5 El area de almacenamiento temporal de residuos peligrosos
biol6gico-infecciosos debe:

a) Estar separada de las areas de pacientes, almacén de medicamentos y
materiales para la atencién de los mismos, cocinas, comedores,
instalaciones sanitarias, sitios de reunién, areas de esparcimiento, oficinas,
talleres y lavanderias.

b) Estar techada, ser de facil acceso, para la recoleccion y transporte, sin
riesgos de inundacion e ingreso de animales.

¢) Contar con senalamientos y letreros alusivos a la peligrosidad de los
mismos, en lugares y formas visibles, el acceso a esta area solo se
permitira al personal responsable de estas actividades.

d) El disefio, construccion y ubicacion de las areas de almacenamiento
temporal destinadas al manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
en las empresas prestadoras de servicios, deberan ajustarse a las
disposiciones sefaladas y contar con la autorizacion correspondiente por
parte de la SEMARNAT.

e) Los establecimientos generadores de residuos peligrosos biolégico-
infecciosos que no cuenten con espacios disponibles para construir un
almacenamiento temporal, podran utilizar contenedores plasticos o
metalicos para tal fin, siempre y cuando cumplan con los requisitos
mencionados en los incisos a), b) y ¢) de este numeral.

6.3.6 Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos podran ser
almacenados en centros de acopio, previamente autorizados por la
SEMARNAT. Dichos centros de acopio deberan operar sistemas de
refrigeracién para mantener los residuos peligrosos biol6gico-infecciosos a
una temperatura maxima de 4°C (cuatro grados Celsius) y llevar una
bitacora de conformidad con el articulo 21 del Reglamento en materia de
Residuos Peligrosos de la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la
Proteccion al Ambiente. El tiempo de estancia de los residuos en un centro



de acopio podra ser de hasta treinta dias.

6.4 Recoleccion y transporte externo

6.4.1 La recoleccion y el transporte de los residuos peligrosos biologico-
infecciosos referidos en esta Norma Oficial Mexicana, debera realizarse
conforme a lo dispuesto en los ordenamientos juridicos aplicables y cumplir
lo siguiente:

a) Solo podran recolectarse los residuos que cumplan con el envasado,
embalado y etiquetado o rotulado como se establece en el punto 6.2 de esta
Norma Oficial Mexicana.

b) Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos no deben ser compactados
durante su recoleccion y transporte.

¢) Los contenedores referidos en el punto 6.3.2 deben ser desinfectados y
lavados después de cada ciclo de recoleccion.

d) Los vehiculos recolectores deben ser de caja cerrada y hermética, contar
con sistemas de captacién de escurrimientos, y operar con sistemas de
enfriamiento para mantener los residuos a una temperatura maxima de 4°C
(cuatro grados Celsius).

Ademas, los vehiculos con capacidad de carga util de 1,000 kg 0 méas deben
operar con sistemas mecanizados de carga y descarga.

e) Durante su transporte, los residuos peligrosos biolégico-infecciosos sin
tratamiento no deberan mezclarse con ningun otro tipo de residuos
municipales o de origen industrial.

6.4.2 Para la recoleccién y transporte de residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos se requiere la autorizacion por parte de la SEMARNAT. Dicho
transporte debera dar cumplimiento con los incisos a), b), d) y e) del
numeral 6.4.1 de esta Norma Oficial Mexicana.

6.5 Tratamiento

6.5.1 Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos deben ser tratados
por métodos fisicos o0 quimicos que garanticen la eliminacion de
microorganismos patogenos y deben hacerse irreconocibles para su
disposicion final en los sitios autorizados.

6.5.2 La operaciéon de sistemas de tratamiento que apliquen tanto a
establecimientos generadores como prestadores de servicios dentro o fuera
de la instalacién del generador, requieren autorizacion previa de la
SEMARNAT, sin perjuicio de los procedimientos que competan a la SSA de
conformidad con las disposiciones aplicables en la materia.

6.5.3 Los residuos patoldgicos deben ser incinerados o inhumados,
excepto aquellos que estén destinados a fines terapéuticos, de investigacion
y los que se mencionan en el inciso 4.3.2 de esta Norma Oficial Mexicana.
En caso de ser inhumados debe realizarse en sitios autorizados por la SSA.

6.6. Disposicion final



Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos tratados e irreconocibles,
podran disponerse como residuos no peligrosos en sitios autorizados por las
autoridades competentes.

6.7 Programa de contingencias

Los establecimientos generadores de residuos peligrosos biologico-
infecciosos y los prestadores de servicios deberan contar con un programa
de contingencias en caso de derrames, fugas o accidentes relacionados con

el manejo de estos residuos.

7. Grado de concordancia con normas y lineamientos
internacionales y con las normas mexicanas tomadas como
base para su elaboracién

7.1 Esta Norma Oficial Mexicana no concuerda con ninguna Norma
Internacional por no existir referencia en el momento de su elaboracién, ni

existen normas mexicanas que hayan servido de base para su elaboracion.
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9. Observancia de esta Norma



9.1 La SEMARNAT, a través de la Procuraduria Federal de Proteccion al
Ambiente y la SSA, a través de la Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios en el ambito de sus respectivas atribuciones y
competencias, vigilaran del cumplimiento de la presente Norma Oficial
Mexicana de conformidad con las Bases de Colaboracion que celebren
entre SSA y SEMARNAT, mismas que se publicaran en el Diario Oficial
de la Federaciodn. Las violaciones a la misma se sancionaran en los
términos de la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al
Ambiente, y su Reglamento en materia de Residuos Peligrosos, la Ley
General de Salud y sus Reglamentos, asi como los demas ordenamientos
juridicos aplicables.

9.2 Los gobiernos del Distrito Federal, de los estados y de los
municipios, podran realizar actos de vigilancia para la verificacién del
cumplimiento de esta Norma Oficial Mexicana, previa la publicacion en el
Diario Oficial de la Federacidn de los Acuerdos de Coordinaciéon que
se celebren con la SEMARNAT.

9.3 Dentro del marco de los Acuerdos de Coordinacion para la
Descentralizacion Integral de los Servicios de Salud, las entidades

federativas verificaran el cumplimiento de esta Norma Oficial Mexicana.
TRANSITORIOS

PRIMERO.- Provéase la publicacion de esta Norma Oficial Mexicana
en el Diario Oficial de la Federacion.

SEGUNDO.- La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor a los
60 dias posteriores al de su publicacion en el Diario Oficial de la
Federacion.

TERCERO.- Los establecimientos generadores de residuos peligrosos
biolégico-infecciosos deben cumplir con la fase de manejo senalada en el
punto 6, a los 90 dias posteriores al de la entrada en vigor de la presente
Norma, tiempo en el cual seguira surtiendo sus efectos legales en lo
conducente la NOM-087-ECOL-1995.

CUARTO.- La presente Norma Oficial Mexicana ABROGA a su
similar NOM-087-ECOL-1995, Que establece los requisitos para la
separacion, envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento
y disposicion final de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos que se
generan en establecimientos que presten atencion médica, publicada en el
Diario Oficial de la Federacidn el 7 de noviembre de 1995y su
aclaracidn publicada en el citado 6rgano informativo el 12 de junio de
1996.

México, Distrito Federal, a los veintidés dias del mes de enero de dos mil
tres.- El Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de
Medio Ambiente y Recursos Naturales, Cassio Luiselli Fernandez.-



Rubrica.- El Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion,
de Regulacion y Fomento Sanitario, Ernesto Enriquez Rubio.- Rubrica.
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SIMBOLO UNIVERSAL DE RIESGO BIOLOGICO
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ANEXO 2.

Declaracién de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial
Recomendaciones para guiar a los médicos en la investigacion biomédica
en personas

Adoptada por la 18 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio de 1964 y
enmendada por la 29 Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japon, octubre de 1975, la 35
Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre de 1983 y la 41 Asamblea Médica
Mundial, Hong Kong, septiembre de 1989.

Introduccion

Es misién del médico salvaguardar la salud de las personas. Su conocimiento y
conciencia estan dedicados al cumplimiento de esta mision. La.Declaracion de Ginebra
de la Asociacion Médica Mundial vincula al médico a la aseveracién: «La salud de mi
paciente sera mi empefio principal», y el Cédigo internacional de Etica Médica declara
que «cuando un meédico proporcione una asistencia médica que pudiera tener un
efecto de debilitamiento del estado fisico y mental del paciente el médico debera
actuar unicamente en interés del paciente».La finalidad de la investigacién biomédica
que implica a personas debe ser la de mejorar los procedimientos diagndsticos,
terapéuticos y profilacticos y el conocimiento de la etiologia y patogénesis de la
enfermedad.

En la practica médica actual, la mayoria de los procedimientos diagnésticos,
terapéuticos o profilacticos implican riesgos. Esto rige especialmente en la
investigaciéon biomédica.

El progreso médico se basa en la investigacion que, en ultima instancia, debe
apoyarse en parte en la experimentacion realizada en personas. En el campo de la
investigacion biomédica, debe efectuarse una diferenciacién fundamental entre la
investigacion médica en la cual el objetivo es esencialmente diagndstico o terapéutico
para los pacientes y la investigacion médica cuyo objetivo esencial es puramente
cientifico y que carece de utilidad diagndstica o terapéutica directa para la persona que
participa en la investigacion.

Deben adoptarse precauciones especiales en la realizacion de investigaciones que
puedan afectar al medio ambiente, y debe respetarse el bienestar de los animales
utilizados en la investigacion. Puesto que es esencial que los resultados de las
pruebas de laboratorio se apliqguen a seres humanos para obtener nuevos
conocimientos cientificos y ayudar a la humanidad enferma, la Asociacion Médica
Mundial ha preparado las siguientes recomendaciones como guia para todo médico
que realice investigaciones biomédicas en personas. Esta guia deberia revisarse en el
futuro. Debe destacarse que las normas tal como se describen constituyen Gnicamente
una guia para los medicos de todo el mundo. Los médicos no quedan exonerados de
las responsabilidades penales, civiles y éticas que recogen las leyes de sus propios
paises.




l. Principios basicos

1. La investigacién biomédica que implica a personas debe concordar con los
principios cientificos aceptados universalmente y debe basarse en una
experimentacién animal y de laboratorio suficiente y en un conocimiento minucioso de
la literatura cientifica.

2. El disefio y la realizacion de cualquier procedimiento experimental que implique a
personas debe formularse claramente en un protocolo experimental que debe
presentarse a la consideracion, comentario y guia de un comité nombrado
especialmente, independientemente del investigador y del promotor, siempre que este
comité independiente actue conforme a las leyes y ordenamientos del pais en el que
se realice el estudio experimental.

3. La investigacion biomédica que implica a seres humanos debe ser realizada
Unicamente por personas cientificamente cualificadas y bajo la supervision de un
facultativo clinicamente competente. La responsabilidad con respecto a las personas
debe recaer siempre en el facultativo médicamente cualificado y nunca en las
personas que participan en la investigacion, por mucho que éstas hayan otorgado su
consentimiento.

4. La investigacién biomédica que implica a personas no puede llevarse a cabo
licitamente a menos que la importancia del objetivo guarde proporcién con el riesgo
inherente para las personas.

5. Todo proyecto de investigacion biomédica que implique a personas debe basarse en
una evaluacién minuciosa de los riesgos y beneficios previsibles tanto para las
personas como para terceros. La salvaguardia de los intereses de las personas debera
prevalecer siempre sobre los intereses de la ciencia y la sociedad.

6. Debe respetarse siempre el derecho de las personas a salvaguardar su integridad.
Deben adoptarse todas las precauciones necesarias para respetar la intimidad de las
personas y reducir al minimo el impacto del estudio sobre su integridad fisica y mental
y su personalidad.

7. Los médicos deben abstenerse de comprometerse en la realizacion de proyectos de
investigacion que impliquen a personas a menos que crean fehacientemente que los
riesgos involucrados son previsibles. Los médicos deben suspender toda investigacion
en la que se compruebe que los riesgos superan a los posibles beneficios.

8. En la publicacién de los resultados de su investigacion, el médico esta obligado a
preservar la exactitud de los resultados obtenidos. Los informes sobre experimentos
que no estén en consonancia con los principios expuestos en esta Declaracion no
deben ser aceptados para su publicacion.

9. En toda investigaciéon en personas, cada posible participante debe ser informado
suficientemente de los objetivos, métodos, beneficios y posibles riesgos previstos y las
molestias que el estudio podria acarrear. Las personas deben ser informadas de que
son libres de no participar en el estudio y de revocar en todo momento su




consentimiento a la participacién. Seguidamente, el médico debe obtener el
consentimiento informado otorgado libremente por las personas, preferiblemente por
escrito.

10. En el momento de obtener el consentimiento informado para participar en el
proyecto de investigacion, el médico debe obrar con especial cautela si las personas
mantienen con él una relacion de dependencia o si existe la posibilidad de que
consientan bajo coaccién. En este caso, el consentimiento informado debe ser
obtenido por un médico no comprometido en la investigacion y completamente
independiente con respecto a esta relacién oficial.

11. En el caso de incompetencia legal, el consentimiento informado debe ser otorgado
por el tutor legal en conformidad con la legislacion nacional. Si una incapacidad fisica o
mental imposibilita obtener el consentimiento informado, o si la persona es menor de
edad, en conformidad con la legislacion nacional la autorizacion del pariente
responsable sustituye a la de la persona. Siempre y cuando el nifio menor de edad pueda
de hecho otorgar un consentimiento, debe obtenerse el consentimiento del menor
ademas del consentimiento de su tutor legal.

12. EI protocolo experimental debe incluir siempre una declaracion de las
consideraciones éticas implicadas y debe indicar que se cumplen los principios
enunciados en la presente Declaracion.

ll. Investigacion médica combinada con asistencia profesional (Investigacion
clinica)

1. En el tratamiento de una persona enferma, el médico debe tener la libertad de
utilizar un nuevo procedimiento diagndstico o terapéutico, si a juicio del mismo ofrece
una esperanza de salvar la vida, restablecer la salud o aliviar el sufrimiento.

2. Los posibles beneficios, riesgos y molestias de un nuevo procedimiento deben
sopesarse frente a las ventajas de los mejores procedimientos diagndsticos vy
terapéuticos disponibles.

3. En cualquier estudio clinico, todo paciente, inclusive los de un eventual grupo de
control, debe tener la seguridad de que se le aplica el mejor procedimiento diagndstico
y terapéutico confirmado.

4. La negativa del paciente a participar en un estudio jamas debe perturbar la relacion
con su médico.

5. Si el médico considera esencial no obtener el consentimiento informado, las razones
concretas de esta decisidon deben consignarse en el protocolo experimental para
conocimiento del comité independiente (v. Principios basicos, punto 2).

6. El médico podra combinar investigacion médica con asistencia profesional, con la
finalidad de adquirir nuevos conocimientos médicos, Unicamente en la medida en que




la investigacion médica esté justificada por su posible utilidad diagndstica o terapéutica
para el paciente.

lll. Investigacion biomédica no terapéutica que implique a personas
(Investigacion biomédica no clinica)

1. En la aplicacion puramente cientifica de la investigacibn médica realizada en
personas, es deber del médico seguir siendo el protector de la vida y la salud de la
persona participante en la investigacion biomédica.

2. Las personas participantes deben ser voluntarios, o bien personas sanas o
pacientes cuya enfermedad no esté relacionada con el protocolo experimental.

3. El investigador o el equipo investigador debe suspender la investigacion si
estimasen que su continuacién podria ser daiina para las personas.

4. En investigaciones en el hombre, el interés de la ciencia y la sociedad jamas debe
prevalecer sobre consideraciones relacionadas con el bienestar de las personas.




