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GLOSARIO Y ABREVIATURAS 

Abs: Ab:,orbanci,l. 

Alelo: Una de dos (diploide) copias de un gen en el gcnoma. Si un alelo antes de esto llega a ser mutado es 

llamado premutación alélica. (46) 

Anticipación: El aparente incremento en la severidad de la enfermedad o la edad temprana de 

manifestación en generaciones sucesivas con un desorden hereditario.(8) 

BrEt: Bromuro de etidio. 

cm: Centímetro 

Críptica: Secuencia de trinucleótidos repetidos la cual no es continua y que se encuentra interrumpida por 

otro tipo de repetidos. 

DM: Disrrofía miotónica. 

DMPK: Gen de la proteína serina-treonina Clnasa. 

DNA: Acido dcxocirribonucleico. 

dN1'Ps: Deoxinucleótidos trifosfatados. 

DO: Densidad óptica. 

dsDNk DNA de doble cadena. 

EDTA: Acido etilendiaminotetracético. 

EM: Coeficiente de extinción molar. 

Expansión de triple tes repetidos (o trinucleótidos): Situación donde tres nucleótidos dentro de un gen 

son repetidos un número de veces. Esto puede resultar en un fenotipo de enfermedad. (46) 

FMRl mRNA: El mRNA transcrito del gen X-frágil. (46) 
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FRA llB- Sitio [r;igil .'.ensible ,1 folato localiz,ldo en Ll rcg¡ón C! omosómica 11 q23.3 lig,ldo a la enfermedad 

dcnoll1111.ld.1 .'.índromc dc Jacobscn. 

FRA16A: SItio frágil.'.cnsible al folato localizado en ti región cromosómic.l 16q13.1. 

FRA16B: Este sitio frágil es insensible ,1 folato y esta loc,llizado en 1.1 región cromosóITllca 16q22.1 

Fragmentos de Okazaki: DNA de cortJ longitud formado sobre la cadena retrasada durante 1.1 

replicación del DNA. Estos son rápidamente unidos para formar una cadena de DNA continua; la cadena 

guía es sintetizada continuamente. (46) 

FRAXA: Sitio frágil sensible a folato ubicado en la banda Xq27.3 del cromosoma X. 

FRAXE: Igual que FRAXA pero localizado a 600 Kb de este. 

FRAXF: Igual que FRAXA pero localizado en Xq27 ·28 y a 600 Kb de FRAXE. 

Inestabilidad: El número de (perfecto) repetidos que se incrementan en un alelo, la probabilidad de 

cambiar el número de copias dentro de la premutación o el alineamiento portador, hasta que la expanSIón 

se manifiesta como un sitio frágil y/o un efecto fenotípico. La relación entre el número de copias de 

repetidos y la inestabilidad (manifestada como una predisposición a expansión) es tÍpica del proceso de 

mutación dinámica (49, SO) 

Islas CpG: Regiones del genoma involucradas en el micio de la transcripción que son inusualmente ricas 

en los nucleósidos C y G Y son rodeadas por regiones con un contenido reducido de C y G.(46) 

mA: Miliamperes. 

¡.tg: Microgramos. 

¡.tL Microlitros 

~M: Micromolar. 

MgCI2: Clomro de magnesio. 

mL Mililitro. 
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mM. Milimobr. 

Mutación dinámica: Es un término que 11.1 sido intlodllcido P,lfJ. distinguir diferencias en el número de 

copi,ls de secuenCIas repetid,ts de DNA de otros tipm de 1HlIuCJón, siendo éste un proceso de cambio de 

material genético que puede ocurrir a través de varias generaclones y solo ha sido encontrada en la especie 

humana. (49, 50) 

nm: Nanómetros. 

No criptica: Secuencia pura e ininternnnpida de trinuclcóttdos repetidos. 

pb: Pares de bases. 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 

Polimorfismo: Es 1.1 variación en el número de copias repetidas de cromosoma a cromosoma. (49,50) 

Premutación o alelos portadores: Son aquellos que muestran inestabilidad más allá de la transtrÚsión, 

pero son de insuficiente nÚmero de copias para causar enfermedad y/o sitios frágiles. (49, 50) 

RNAm: Acido ribonllcleico mensajero. 

SCA1: Gen relacionado con la ataxia espinocerebral tipo 1 localizado en el cromosoma 6, produce un 

RNAm que codifica para una proteína de función desconocIda denominada ataxina 1. 

SSC: Solución salina de citratos. 

ssDNA: DNA de cadena sencilla. 

Tdndem : copias mítltiplcs de la misma secuencia consecutivas o adyacentes. (49, 50) 

TBE: Tris-boratos EDTA. 

TE: Tris-EDTA 

Tm: Temperatura de fusión. 
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Trinuc!eótidos repetidos (1R): Son secuencias de tres nuc!eóudos que,\e plT,\enL,1l1 lH1<I vez y otra ve¿ en 

fOnlM consecutlv,l lUSt,l Jlc,ll1Z,lr expansiones que pueden lleg,l[ J. ser hast.l de miles de repetidos. Los 

repetidos eXpJndldos son inestJ.blc,<, entre generaciom',<, y SOll1,luc.unentc. (49,50) 

UTR. Región no codificJ.ntc en el DNA. 

UV: Ultraviolet,l. 

V. Volts. 
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RESUMEN 

Fo el gC!loma de los scrc~ V\VOS C'(l~tcn Sl'cuenClat> tcpctlda~ amplt,uncntc dlc,pcl;,at> () en ancglo:, t><':IlClllos 

en túnckm, entre éó.tas se encuentran los tnnuclc{lI1do:, repetido::, (1'1\.) tJllC son secuenCla __ de \tes 

nuc1cótldos que Ó1C presentan una ve'! y otra \'CZ en fOIBU cotlt>ecutn'a r CXlt>tcn en un tango de entle 5 y 

aplo:<ll1laclameotc 40 repetidos e11 cr0111()t>omas humano:, llormalct>, :,,111 cmbatgo, baJO un proceso de 

mutación dlt1ámlCa éstos pueden sufrir un Ulcrcmento en e1númcro de coplas y :1lcan:.rar expansiones que 

pueden llegar a ser hasta de ¡mies de repetIdos. (49,50) 

Lo::, TR se han a:o>oclaclo a cnfenncdadc.'> nCllrológlcas y su estucho se complIca dcblCio al alto grado de 

pohmorfismo que presentan y en alguno.'> casos a la ric]ue¿a de e y G encontradas en las ~CCllcnClas de los 

inlSmos. (3-5,40) Por esta razón en el presente trabaJO, ~e rccuruó a la sínteSiS zn mIro de larga,> e:;:pansl0ne~ 

de TR de las secuenctas (CCC/GGC)¡'i' ([Te/ AAC)¡S' (el e/ i\GC)¡S asoCiadas a enfennedades humanas 

y la secuencia (TCG IC; AC) 1<; no asoClada a enfermedad, éstas se lea]¡nron l.It1Jinndo la reaccIón en cadcna 

de la polimerasa O)CR) la cual tamb1én se empleó para achclOnar el s1t10 de restncclón 1~1:;/ 1I. Se lograron 

expans10nes scmejantes a hs encontradas en enfennedade~ hutnana~ slencto estas de 702 a 1371 pb (49,50) 

Con esto se busca facI!Jtar el c~tuclto y entendll111cl1to de la,> base~ moleculares <.]ue conduccn a 

cnfcnnedadc~ por expansIOnes de secuencIas de TR entando depende1 del uso dclmatenal blolúglCo, por 

otro lado, Cé, una valiosfl hcrramit:nta que puede ser utlh7ada para estudIar como st: \T :1fectada la 

cé,tabl1tdad del mRNA dentro dc la célula o blCl1 pueden CJCalSC sondas para efectuar un chagnÓé,tlco 

tnolecl.llar directo y oportuno en paCientes predispuestos a presentar alf-,mna enfermedad asouaeb a '1'R. 
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1.- INTRODUCCiÓN 

1.1.- Generalidades 

En el gcnOIll,l de los :,cres vivos eXIsten sccucncia~ repetid,ls que pueden encontrar<;e .1mpllamcntc 

dispclsas o en arreglos senCillos en tándem (copia,'" mllltiples de la misma secuencia que son adyacentes) 

(32). En los últimos ,\ños se ha descubierto un nuevo mecanismo de enfermedad genética en la que 

participan secuencias de tres nuc!eótidos o trinucleótidos (TR), los cuales se repiten y se presentan una y 

otra vez en forma consecutiva hasta alcanzar expansiones que llegan a tener una longitud de miles de 

repetidos de tal forma que pueden intermmpir o comprometer un gen (47). Estos se han estudiado en el 

humano, además de otras especies animales, en éste se han detectado expansiones de 5 o más tripletes 

repetidos (IR) relacionados con al menos 50 genes diferentes. (9, 30, 34, 46, 49, 50). La variación en el 

número y longiwd de unidades repetidas en tándem ocurre en diferentes escalas y estas se clasifican en: 

a) Secuencias nllcrosatélite ó repetidos cortos en tándem (simples): arreglos de nucleótidos repetidos 

cortos que comprenden de 2 a 6 pb. Estos se han encontrado en genomas de vertebrados, insectos y 

plantas, al menos 30 000 localizaciones de microsatélites están presentes en el gen ama humano, 

localizados en la cucromatÍlla. 

b) Secuencias nllnisatélite: arreglos de repetidos más largos, alrededor de 15-200 pb. Se encuentran en 

regiones eucromáticas del gcnoma de vertebrados, hongos y plantas. 

c) Sccuencias satélnc: Unidades que pueden tener una longitud sunilar a las micro ó minisatélites ó ser 

mucho más largas, aproximadamente 140-200 pb de longitud y pueden ser extendidos hasta megabascs. 

Se encuentran agmpados en regiones heterocromáticas de cromosomas cercanos a los centrómeros, 

telómeros y en el cromosoma Y. (9, 24, 34, 46) 
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.Entre los repclidos consecutivoS simples, esdn los TR sin emb,lrgo ,¡lm no se ,lCbrJ. Ctl,l! es su [unci()B 

blOlóg¡Cl, é~tos pueden sufrir un H1cremento en el número de COpi,lS por un proceso de mutación 

di¡úmicJ, que es UI1 cambio en el llute¡úl genético que ocurre a trav¿'~ de vanas generaClones generando 

cnfcrmcdad.( 49,50) 

Los arreglos expandidos de 1R se han asociado con enfermedades genéuus, en las cuales un TR 

normalmente polimórfico sufre un cambio mutacional donde el repetido expande su longitud, a veces 

extraordinariamente (Tabla 1). Esta mutación dinámica es diferente a las mutaciones convencionales 

porque el repetido puede sufrir cambios con las generaciones siguientes (expansión continuada). La 

magnitud de la expansión se relaciona en parte a la longitud del repetido emparentado. En aquellas 

expansiones que resultan en fenotipo, la expansión siguiente del repetido en la generación descendiente 

puede llevar a patrones de herencia no Mendeliana fenómeno clínicamente referido como "anticipación" 

debIdo a la penetrancia incompleta y/o a la expresividad variable, la cual puede ser directamente 

correlacionada con la longitud de la expansión, en un nivel molecular, la "anticipación" genética es 

acompañada por un incremento en el número de TR dentro dellocus de la enfermedad. (5, 11, 17,28,29, 

35, 42, 49) 

1.2.- Mecanismo de expansión 

El mecanismo de expansión de TR es completamente desconocido. Para explicarlo se han propuesto varias 

hipótesis que involucran replicación aberrante o recombinación de cadenas intermedias en las que ocurre 

un pequeño deslizamiento dentro de los TR que gradualmente permite expansiones más largas, seguida por 

la formación de estructuras tallo~burbuJa II horquilla y un rápido incremento de la expansión a gran escala 

(Fig.1). Por ejemplo, pueden ocurrir expansiones largas cuando la longitud de 'IR incremenu más allá del 

tamaño de un fragmento de Okasaki, de tal forma que los extremos 3' y 5' de un fragmento naciente sufren 

deslizamiento cuando están dentro de la región de repetidos de DNA. (35, 46) 
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Tabla 1. Ex~_nsión de trinuclcótidos repetidos en humanos 
Alelos repetidos 

LoctlS Enfermedad Normal Mutante Localización ConsecuencIa· 
del repetido funcional de la 

expansión. 
FMRI Síndrome del X (CGG)6'2 (CGG)60.200 51J1R Pérdida de función del 
(FRAXA) frágil (previa) sitio frágil. 

(CGG)210.lOoo 
I icomplet~) 

FRAXE Retardo mental (GCC)735 (GCC)1l0.150 ND' Perdida de función del 
frágil XE (previa) sitio frágil 

I i:CC)23~aí50 completa 
FRAXF Ninguno (GCC)6.29 (GCC)JOO.1000 ND Sitio frágil 

FRAI6A Ninguno (ceG)!6.4' (CCG) lOoo.!9oo ND Sitio frágil 

FRAI1B Predisposición (CGGlso (previa) 
(CBL2) hacia el síndrome (CGG)ll (CGG)roo.!OOO 5'UTR Sitio frágil 

Jacobsen en la (completa) 
descendencia 
(llq-) 

AR Atrofia muscular (CAG)ll.31 (CAG),"."" Codificante Ganancia y pérdida 
bulbar y espinal. I parcial de función 

SCAI Ataxia (CAG)639 (CAG)41-8t Codificante Ganancia de función 
espinocerebellar 
tipO lAtaxia 
espinocerebellar 
tipo I 

I-Idh Enfermedad de (CAG)!o.)5 (CAG),6.t2t Codificante Ganancia de función 
(lT15) Huntington 
B37 Atrofia (CAG)725 (CAG)"." Codificante Ganancia de función 
(DRPLA) Dentatoribral-

pallidoluysiana, 
(CAG)6J.68 

Síndrome de Haw 
River (variante 
fenotípica) 

MJDI Enfermedad de (CAG)r'.l7 (CAG)6t."4 Codificante Ganancia de función 
(SCA3) Machado-Joseph 
DMPK Distrofia (CTG)'.J7 (efG)so.,ooo 3'UTR Proce~am.iento del 

miotónica mensaje DMPK 
anormal. 

"No deterIlllnado. (Tomado dü referenCla 5) 
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Fig.l Un modelo para la inestabilidad dependiente de la orientación de TR durante la 
replicación. A) Deleóón: la horquilla fuera del molde en la cadena retrasada favorece la 
formación de una estructura de horquilla que es pasada por la DNA polimerasa. B) 
Expansión: la horquilla fuera del DNA nuevamente sintetizado en la cadena retrasada causa 
replicación del repetido en la región que contiene el repetido. C) posibles estructuras de 
horquilla adoptadas por CTG y CAG en DNA de cadena sencilla, (tomado de 46) 

Se ha propuesto que en el mecanismo para la expansión a gran escala de TR ricos en ce (CNG, donde N 

= A, T, G o C) ocurre una variación en la estabilización en las horquillas de la polimerasa. En la 

enfermedad la expansión de TR ocurre en un número limitado de secuencias y requiere una extensión de 

repetidos largos. Las secuencias características de enfermedad para los repetidos tipo CNG pueden ser 

explicadas por la formación de horquillas en el DNA. Las secuencias CNG que se expanden son aquéllas 

que forman estructuras de horquillas m varo. La expansión de 1R CNG m viro, parece requerir un umbral 

de longitud de la horquilla antes de existir una probable expansión significativa. (19) 

Las horquillas se forman más fácilmente en haploupos predispuestos a enfermedad (p. ej. en la enfermedad 

de Huntington) y la Interrupción de secuencias asociadas con alelos estables desestabiliz..a horquillas en 

regiones repetidas; así, las estructuras secundarias explican la selectividad de secuencias de expansiones 

CNG. El deslizamiento de la polimerasa es parte de algunos modelos de mecanismos de la inestabilidad de 

1R, durante la replicación de una secuencia de DNA con 1R, la cadena guía y la cadena molde se separan 

transitonamente y entonces al reasociarse pueden adquirir una configuración mal alineada (Fig. 2). Si las 
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luses no ,lpJ.rcJ.(b~ cst~n en b clclen.1 guLI Lt ~ínte~is cOlltinu.1 resulundo en un ,lbrgamiento de la 

secuenci.l, mientl,IS que <;i est:m en Ll c.\dena molde el resu1t.1<.10 es un.1 eliminaCión. (48) L\ pérdid.l o 

gan.mci,1 de secuenCI.1S repetida,', de DNA ocurre porque lo,', errores resultantes del deslizamiento de 1.1 

caden,l dur.1nle la repliclción del DNA perm.mecen sin corregir como resultado de una reparación 

defectuosa del heterodúplex posterior a la repllcaClém (25) El deslizamiento e~ más probable si la extensión 

de repetidos es largo, sin embargo, la probabilidad de deslizamiento entre 29 y 39 repetidos, en el umbral 

para la inestabilidad de CAG en la enfermedad se lllcrcmenta modestamente, mientras que la frecuencia de 

inestabilidad lo hace dramáticamente en este rango, por ejemplo en la Enfermedad de Huntington. (19) 

Las horquillas pueden estabilizar un evento de deslizamiento. Es posible que repetidos largos expandidos 

se requieran para formar horquillas de estabilidad suficiente. Sin embargo, si la inestabilidad ocurre por un 

sencillo evento de estabilidad de horquillas largas ¿Por qué la expansión no esta tÍpicamente asociada con 

regiones palindrómicas que también pueden formar horquillas? Alternativamente, la expansión puede ser la 

suma de muchos pequeños eventos de deslizamiento, también pequeñas formaciones de horquillas en 

palíndromas. Sin embargo, si horquillas cortas forman varios deslizamientos a lo largo de un repetido largo, 

entonces, la inestabilidad puede ocurrir en repetidos largos que tienen un cambio de valor por debajo de 29 

a 35 repetidos CNG. Expansiones de repetidos cortos y secuencias palindrómicas pueden teóricamente 

formar horquillas pero ninguno se expande típicamente, además, la capacidad del DNA para formar 

estructuras secundarias es necesaria pero no suficiente para explicar las características de expansión en 

enfermedades humanas. El DNA dúplex repetido puede tener por sí mismo propiedades únicas que 

pueden contribuir a la expansión. Alternativamente, horqUIllas formadas de TI, largos pueden interactuar 

de forma diferente con su medio ambiente (mcluycndo cadenas complementarias) o tienen propiedades 

estructurales {micas que dirigen la expansión. Si el deslizamiento ocurre, entonces, la cadena deslizada 

compite con la unión por sí misma (formación de horquilla) o con su pareja heterodúplex para el 

realineamiento del dúplex. (19) 
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FIg. 2 Modelo para la expan:'lón de TR. Las líneas gruesas representan reglOnes de TR, las linea:. 
delgadas rcprc:,CTll:lll secuenClas de DN.\ al a/al t1anquuíndolas. N representa nuclcóndm T () 

G, N' representa tluclcóudos (\ () c:. Pos (5 y Ncg () mdlca ~upcrcnrrollamlCnto pO'>1tlvo y 
negatIvo respectivamente. 1 ~n el pa~o . \, la magulllaua s111téuca del DNA 
(pnmasa/hehcasa/polimcrasa) avanza a lo largo del IY\L-\ en un prom_edlo BotInal de 
aplOximadamcntc 1000 nuc!cóudos por cadena En el paso B, sobre el alargamienro de la 
longItud óptIma de TR con la más alta cOlltolé>lÓn el complejo cnzunático C1ca reglOnes de 
~upclcnrrol1atnlcnto positivo dcnso haCia el flcntc ) una den~ldad ncgatIY:I hana auás del 
cmamblc. J ,:1 acumulacIón de las guias antenore,> al hlperennollanl1ento de h hélice enftente del 
compleJo, Impide a las top01~olnerasas remover efiCientemente el superel111011amlcnro positIVO. 
J ':sto en su momento puede causar el estancatnlcnto del complejo (paso C) o el separamlcnto de 
su ~nsttato pal a hb¡;rar la tensión (paso U) 1 ':n el caso antel101, la pausa en la maqulOana 
S1t1tétlca tendería a dlSm1t1Ult su proce~l\'ldad r pot consIguIente la fidehdad en la sínrels del 
DNA, lo cual, en cambio, [aClhtatía el p10111edlo de Síllt('~IS reltelatlYa de UNA, en el segundo 
ca'>o la expaO';tón (paso E) oCU1nría como resultado de un lt1cremenlo en la denSIdad negativa 
de la superhéhcc delrás del compleJo (delwlo a la mhClente contorSIón dentro de los TR largos, 
la energía creada con esto VIaja a lo largo de la h¿·lIce de UNA) en cambIO, esto faohtará 11. 
fustón local de poco~ TR y el subsecuente real1l1eamlento ctea un dúplex mal aparcado (paso D 
y E). En el acoplamiento de los TR los repetldm deshzados serán expandidos por la pohmcrasa. 
(tomado de 20) 
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Caey y McMurr,lY encontr,lron que las eSlructur,lS dc horquilLl en repeudo,> l<lrgo~ inhiben el porcentaje de 

forlll,lCión del hcterodúplex pOi arrib,\ de do:. órdcllcs de ll1.lgnitud comp,u ado con secuencias que son 

Il1capJ.ces de for111,1r horquillas estables, todavLl b~ estructur,lS dE' horqutlbs no J.lterdn la cmética de 

[orn1.lción reLltlv,\ del dúplex ,11 azar en secuenci,ls sin estructura. Sus datos sugieren un modelo en el cual 

el tiempo de vida del estado estable más que la C.lpacidad para formar horquil1a~ es la fuerza principal que 

conduce la expansión. Adicionalmente el modelo provee una razón p,ua los repetidos largos pero no para 

la expansión de repetidos cortos o palíndromas. Fig. 3 (19) 

Hay dos clases generales de expansiones de TR. La primera son expansiones relativamente pequeñas (2 a 3 

veces la longitud normal). Por ejemplo en los repetidos CAG/CTG dentro de una región codificante de un 

gen se expande de un rango normal de 5 a 35 copias hacia un rango de aproximadamente de 40 a 100 

copias, resultando en un tramo expandido de poliglutamina en la proteína. Esta categoría de expansión de 

1R se ha encontrado en 5 desórdenes neurodegenerativos, incluyendo la Enfermedad de Huntington. 

Existen evidencias que sugieren que la patología dominante de estas enfermedades se debe a una estrecha 

Interacción entre la proteína con el tramo de poliglutamina extendido y otras proteínas en el cerebro. (5, 

16) 

La segunda clase de expansiones de TI\. involucra grandes expansiones (10-100 veces la longitud normal), 

en algunos casos tantos como 2000 o mas repetidos, en regiones no codificantes, estas grandes expansiones 

de repetidos disminuyen la producción de proteínas de un gen cercano, ya sean a nivel transcripcional o 

postranscripcional, con la disminución, se causa el fenotipo de la enfermedad. Por ejemplo, la expansión de 

un tramo de CTG/CAG localizado en la región 3' no codificante del gen de la proteína serina-treonina 

cinasa (DMPK) es responsable de la distrofia miolónica (DM), un desorden autosómico dominante que es 

la forma más común de la distrofia muscular del adulto. (5, 16) 
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1.3.- Propiedades biofisicoquímicas 

ESllldios bioquímico:, y biofí",icos recientes revelan que es m:.s probable que ocurro, la cxp,msión de los 

TR cuando adoptan estructurJ.':> he1icoidales lnusli<llcs de DNA, horquilla.;; en ccldena ",encilla y estructuras 

de cadena desliucL, en molécubs de DNA dllplex y triplex intramoleculares, éstas se forman en 

condiciones (¡siológicls de osmolaridad, temperatura y estabilidad; además pueden actuar como un 

Illterruptor estmctural que ofrece un nuevo modo para la modulaClón de la expresión génica. (1,2,7,29) 
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Figura 3: Formación de horquillas en TR. Solo repetidos largos están probablemente formando horquillas 
durante la replicación. (Panel 1) Competición para la formación de horquilla durante (A) la replicación o 
por la unión a proteínas de la cadena sencilla (B) si la horquilla se forma en la cadena retardada (C) o si la 
horquilla se forma en la cadena complementaria sobre una cadena guía replicada o en la cadena retrasada 
replicada. (Panel II) La probabilidad de formación de estructuras durante la replicación. (A) una larga 
extensión de repetidos puede rápidamente formar una horquilla, debido a la degeneración de posibles 
apareamientos. Una vez formada, esta regresará lentamente al estado de cadena sencilla (B) una extensión 
de repetidos cortos puede rápidamente formar una horquilla pero también regresará rápidamente al estado 
de cadena sencilla, (C) una región palindrómiea formará lentamente una horquilla debido al apareamiento 
exacto requerido para la formación. Una vez formada, sin embargo, ésta será estable y lentamente 
regresará al estado de cadena sencilla (tomado de 19) 
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Dur,l!ue b rephuci¿m del dsDNA ocurre la separaci6n de las caJel1.1S moldes en la horquilla de 

¡ep!tcación, durante este evento se pueden formar estructurd<; ~ecundari,ls ele ssDNA, compuestas de 

secuencias de TR, v,mando de ,lCuerdo al trtplete de que se trate, una o más de est,l~ estructuras inmualcs o 

foullas alternativas del DNA pueden ser responsables de la ine~tabilidad genética de estos repetidos 

facilitando los errores durante la replicación, reparación o recombinación del DNA. Al realizar estudios 

bioquímicos y biofísicos de dichas secuencias como oligonucleótidos de cadena sencilla se lograron 

determinar las siguientes características (11, 28, 29, 42): 

(CTG),,: Las estructuras tallo-burbuja que contienen (CTG)" tienen apareamientos erróneos de T-T, 

los cuales están bien apilados en la hélice y contienen 2 puentes de hidrógeno formados 

entre el 02 Y N3 Y N3 Y N4 (Fig. 4), (29, 38) 

(GTC),,: Al igual que el anterior tiene apareamientos erróneos de T -T bien apilados en la hélice, pero 

son estructuras más inestables, a pesar de que el apareamiento es idéntico al de (CTG)". La 

inestabilidad de la horquilla puede ser causada por una disminución de energía en las bases 

apiladas intracadena (Fig.4). 

Fig.4: Apareamientos incorrectos de pares de bases en estructuras de horquillas que 
contienen secuencias de repetidos d(CTG) y d(GTC). Las líneas gruesas indican los 
apareamientos correctos y las líneas delgadas entre los pares de bases claros 
denotan apareamientos incorrectos. En la representación molecular se muestra 
como se establecen las umoneS por puentes de hidrógeno entre las bases mal 
apareadas. (tomado de 29) 
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(GAC),,: En e:.te C1SO los apare,uniemos erróneo:, contenidos en las e\tructuras tallo-burbuja son A-

A Y también c:.t,ln bien apilados en la hélice. Las secuencias de DNA que contlCncn (GAe)" 

pueden adoptar una estructura de doble Cddelu paralela en condiciones áCida:., en 

condiciones neutras se hvorece la estructura tallo-burbuja. Los apareamientos erróneos 

entre A-A contiene un puente de hidrógeno formado entre Nl y N6 (Fig. 5) 

Fig.5: Apareamientos incon·ectos de pares de bases en estructuras de horquillas que contienen 
secuencias de repetidos d(GAe). Las líneas gruesas indican los apareamientos correctos y las 
líneas delgadas entre los pares de bases claros denotan apareamientos incorrectos. En la 
representacIón molecular se muestra como se establecen las uniones por puentes de hidrógeno 
entre las bases mal apareadas. (tomado de 29) 

(CAGL: Las estntcturas formadas por estos repetidos son menos estables que las formadas por 

(GAC)" , además los aparcamiento A-A no están bien apilados en la hélice, son 1111 poco 

flexibles y no contienen puentes de hidr6geno. (29, 38) 

(CGG),,: Estos repetidos forman estructuras tallo-burbuja y estructuras de 4 cadenas, esta estructura 

es muy estable debido a que los apareamientos G-G formados causan una rrÚnima 

distorsión en la hélice de DNA. En horquillas adyacentes que contienen secuencias de 

repetidos (CGG)n se pueden formar puentes de hidrógeno entre las citosinas :- las guaninas 

formando así apareamientos correctos entre C-G formando estructuras de cuatro cadenas 

(Fig.6).(29, 58, 59) 
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(CCGL: I ,as esU·uclt1rc\~ tc\llo-burbujc\ c\doptadas por estos repctldm ~on difcrcntes, dc Lls H 

posihiliel.ldes de c\parccunientos elTóneos los e-e de csUs seCllcnCLas son Icp,lrado<; con 

mCllor eficienClc\ por b,teterias ó m,unlrerosj sc sugiere quc estas cito~in,1s mal ,lpareadas \on 

muy flexibles porque no se han descubierto puentes de hidrógeno en este par. (29, 58) 

Las citosinas esdm localizadas simétricamente en el surco menor de la hélice formada, pero 

fuera de ella. Debido a la naturaleza de éstas, la estructura [(CCG)2]l se ha denominado 

"arreglo e" ó extra-hélice, en esta estructura para lograr el acomodo de las citosinas el 

esqueleto de azúcar-fosfato esta muy distorsionado, de esta forma las ciLosinas pueden 

interactuar con algunas oLras citosinas en el surco menor. 

Fig.6: Apareamientos incorrectos de pares de bases en estructuras de horquillas que contienen secuencias 
de repetidos d(CGG), Las líneas gruesas indican los apareamientos correctos y las líneas delgadas entre los 
pares de bases claros denot,m aparcamientos incorrectos. En la representación molecular'se muestra como 
se establccen las uniones por puentes de hidrógeno entre las bases mal apareadas. (tomado de 29) 

La formaCión de horquillas o dúplex en cadenas ricas en G depende del número de TR, de la secuencia del 

DNA Y la concentración de sal. A concentraciones bajas de sal (5mM de NaCl) predomina la conformación 

de horquilla y a 200 mM de NaCl la principal conformación encontrada es la dúplex. Sin embargo, a 

concentraciones de sal de 5 y 200 mM de NaCl las cadenas ricas en e solo presentan estructuras de 
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horquill.l. Lo que demuestra que las cadenas ricas en e forman m:ls fácilmente estrllctur,lS de horquilbs 

que las c,ldcn,l.'> rie,ls en G y por lo lal1l0 pueden expandirse preferentemente dULlnte la replicación m Vllm. 

Se ha visto también que lO.'> repetidos menores a 50 pb son más estables y la incst.lbilid,td de repetidO.'> es 

cuando llegan ,1 presentar una longitud de mas de 50 pb (58, 59), en donde pueden formar estructuras más 

complejas con dO.'> o tres horquillas de t.tmaño similar. Una posible explicación c<; que las caden,ls con más 

TR tienen más grados de libertad y contribuyen a formar varias horquillas más cortas en lugar de una sola 

más larga. (38) 

(GAA).,: La estructura tallo-burbuja formada por este repetido parece contener pares de bases A-G; 

adicionalmente es posible que esta secuencia se estabilice por las interacelOnes con los 

apareamientos erróneos A-A. 

La secuencia (TTe)" complementaria de (GAA)" y las secuenCIas (GA 1)" Y (A Te)n no muestran una 

estructura secundaria predominante al ser analizados por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida, 

modificación química y digestión con nlldeasa P1.(Datos no publicados por Mitas). 

Por otro lado la movilidad electroforética de las cadenas de DNA simula un movimiento de reptación de 

una serpiente debido a que las cadenas migran a lo largo de su eje, por lo que la movilidad electroforética 

depende en gran medida de la longitud de la cadena; cuando en la secuencia del DNA se encuentran TR 

formando estlUcturas especiales el comportamiento de la movilidad electroforética de éstas es anonnal, por 

ejemplo fragmentos de DNA con TI\. CfG migran 20% más rápido de lo esperado esto se considera como 

un 20% de incremento en la longitud del DNA y que esto quizá se deba a que existen doblamientos de la 

cadena cuando hay secuencias que contienen CTG o CGG. Por ejemplo, un fragmento de repetIdos 

(CTG)"de 164 pb migra como de 156 pb. (10) 
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POI otra parte, las diferenci,ls elltre bs sccucllci,lS repetidas dinucleótidos y los TR wn. los cambio.'> en las 

secuencias de 10<; dinucleótidos (elimmaciones o incrcmentos) son más pequeños, ocurren a través del 

genoma y son C,lUs,lda,<, por defectos en el sistenu de reparación; mientras que 10,<, cambios en el número 

de secuencias de '1'1\ ,lsociados con enfermedad son más grandes, se localizan en genes específicos y no 

involucran el sistema de reparación. En conclusión los mecanismos que llevan ,1 la expansión de TR son 

diferentes de los que llevan a la inestabilidad de los dinucleótidos; una implicacIón de la expansión de 

secuencias repetidas es conducida por la capacidad de ciertos TR para formar las estructuras inusuales de 

DNA antes mencionadas. (29) 

Aunque teóricamente pueden fonnarse estructuras de cadena deslizada dentro de corrimientos de 1R 

largos, no hay evidencias concluyentes de que tales estructuras estén presentes. Usando oligonucleótidos 

cortos, recientemente se ha demostrado que cadenas sencillas de CTG, CAG, CGG o CCG pueden 

formar estructuras de horquilla dúplex intracadena y que cadenas sencillas conteniendo CGG forman 

estructuras cuadrúplex, para la formación de DNA-no*B por 1R CAG, se ha descrito una dependencia de 

Zn" y Co". (12, 13, 24, 35) 

Otras estructuras alternativas de DNA (no B) tales como las cruciformes, DNA-Z levógiro, y estructuras 

triplex intramoleculares in Uw pueden formar elementos de DNA en el orden de la secuencia definida: 

repetidos invertidos, fragmentos pUlina-pirimidina [(GC) o (Ae) ] alternados y fragmentos de 

homopurina·homopiridina conteniendo repetidos simétricos (espejo) [ejemplo:(GA)n y (G)n] 

respectivamente. Mutaciones espontáneas en células procarióticas y eucarióticas (incluyendo al humano) 

frecuentemente son asociadas con elementos de la secuencia del DNA que pueden formar estructuras 

alternativas de DNA-no-B (35). Se ha descrito que los 1R no presentan las mismas propiedades del DNA

B, Primero porque las secuencias de TR CTG muy grandes facilitan el ensamble del nucleosoma el cual 
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puede reprimir la u<U1scripción. Segundo, la síntesis ue DNA tnvltm de fragmentos que contienen TR elc 

yCGe en U1U loc,tli7,ación especifica es pausada. Tercero, fragmentos L\rgos de TR MG Y AGG fonn,m 

tripletes imramoleculares que detienen la síntesis de DNA. Cuano, los TR CTG Y CGG migran un 30% 

más rápidamente de lo esperado en una electroforesis en gel de poliacrilamida, mientras que es normal en 

geles de agarosa. QUlllto, los TR CfG son preferentemente expandidos en Eschmchta colz comparados con 

los otros nueve TR. Sexto, la frecuencia de expansiones y eliminaciones en E. cdz esta influida por la 

dirección de replicación sugiriendo la formación de horquillas estables en la cadena guía o en la síntesis de 

la nueva cadena naciente. (6, 19) 

Entendiendo la formación, estructura y estabilidad de las estructuras de cadena deslizada en los TR podría 

contribuir a la comprensión de los mecanismos moleculares responsables de su inestabilidad. El proceso 

donde DNAs de cadena sencilla es realineado para formar doble cadena ocurre en una variedad de 

procesos biológicos tales como, transcripción, recombinación, reparación y replicación. Imitando este 

proceso por desnaturalización y realineamiento del DNA se han detectado nuevas estructuras de DNA 

formadas dentro de fragmentos (CTG)n y (CGG)n de las localizaciones de la Distrofia Muscular y 

FRAXA, respectivamente. (35) 

Las cstmcturas de DNA alternativas, las cuales son determinadas S-DNA tienen las siguientes 

caracterÍsticas:1) Los nuevos productos son compuestos de cadenas complemenlarias, 2) pueden formarse 

de igual longitud de TR en las dos cadenas, 3) la estructura anormal ocurre dentro del fragmento de 

repeudos, es subdirigida por DNA lineal dúplex, su formación no requiere tensión superhelicoidal, y las 

cstmcturas están remarcadamente estables bajo condiciones fisiológicas, 4) en !as nuevas estructuras, las 

cadenas CAG tienen una mayor caracterización de cadena sencilla que la complementaria CTG, como lo 

indica la reactividad preferente de la nudeasa rnungkan de la cadena conteniendo CAG. (35-37) 
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Los Ic:.tdudos son cOllSi<¡tentes con b formación de udenas dcsliada:. en las estructuras ele DNA. (Pigura 

7 A). Est.ls estructuL1S son conústentcs con lA po<¡ibilid,td de que en cromosomas humanos estas 

estructurJ.S ,lltern.ativas pueden form,lfse dentro de los T1-\ en un loctls particular. Debido a la naturaleza de 

lds unidades repctid<ls las cuales pueden formar múltiples formas de malos apareamientos, se espera un alto 

grado de variabilidad estructural en la cadena deslizada de la estructura de DNA dentro de un corrimiento 

de TR. Estos están en contraste a las conformaciones definidas como cruciformes, DNA-Z, o estructuras 

triplex intramoleculares en las cuales la estructura hélice alternativa es claramente definida por la secuencia 

primaria del DNA. (35) 

En fragmentos de TR largos, la longitud del deslizamiento hacia fuera de las reglOnes, así como, su 

posición puede variar como se ilustra en la figura 7 A. La variación de la extensión del deslizamiento puede 

ocurrir ya sea en dirección 3' o 5' (Figura 7 A) y el número de regiones deslizadas por repetido contenido en 

la cadena también puede variar (Figura 7 B, C). El modelo complejo de múltiples productos indican un alto 

grado de polimorfismo conformacional siguiendo las reacciones de redúplex eTG o CGG. (35) 

Las estructuras alternativas S-DNA, presumiblemente DNA de cadena sencilla, pueden estar involucradas 

en la inestabilidad de TR y su expansión dentro de la célula (36, 37), otra funCIón biológica posible de las 

estructuras alternativas puede existir. El DNA deslizado en repetidos en tándem ha sido hipoterizado por 

participar en diferentes procesos biológicos incluyendo evolución genética, mutagénesis vía pequeñas 

1I1serciones y/o eliminaciones, también como enfermedades genéticas humanas involucrando eliminaciones 

ylo expansiones. Estas estructuras pueden ser reconocidas por proteínas celulare!: en una fase de estructura 

específica e influenciar en la transcripción o replicación. Es posible que fragmentos de TR largos 

conteniendo estructuras alternativas alteren la estrUctura cromosomal de tal fomu que hay una metilación 

alterada retardando la replicación, disminuyendo la transcripción o fragilidad cromosómÍca. (35) (Fig. 8 Y 

9). 
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Fig. 7. Posibles modelos de mecanismos de protección de interrupciones en repetidos.(A) Para SCAl y 
FRAXA, los círculos abiertos representan repetidos (CAGl'(CTG) y (CGGl'(CCG) respectivamente, 
mientras los círculos llenos representan las interrupciones (CA1}(ATG) y (AGGl'(CCI) (B) La 
reducción en isómeros S~DNA formados en los fragmentos interrumpidos pueden ser debidas a la 
limitación de las posiciones y por lo tanto el número de repetidos deslizados hacia fuera.(C) El 
fragmento puro puede tener deslizamientos hacia fuera en puntos nucleares através del fragmento de 
repetidos, también como un número mayor de repetidos contenidos en un deslizamiento hacia fuera, 
En B y e los círculos llenos en los extremos representan secuencias no repetitivas flanqueando, 
(tomado de 36) 
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El descubrimiento de .')ccuenci,l.') repetidas ,lltamente polimórfícas en genomas eucdrióticm. ha permitido 

el des,lrrollo de nucv.l') y valiosa.') tecnologíd.') pard identificdr polimorfismos dentro de genomas, basándosc 

inicialmente en el descubrimiento y uso de secuencids repetidas dentro de regiones no codificantes del gen 

de la mioglobina humana. Estas secuencias repetidas expandidas se denominan ahord minisatélites porque 

su secuencia de repetición distorsiona localmente el promedio de bases AT ICG. El estudio de DNA 

genómico digerido con enzimas de restricción con esas secuencias repetidas inesperadamente reveló que el 

número de copias de los repetidos difiere ampliamente entre los individuos. (55) 

B. Tripletes intramo
leculares tipo Hy3 

3¡~ , . e..~~~).¡~: .. :", ~\ "",," 

G' " -'r.f'-:; 
. rJ""'T • :.i/ 3 ' , , " fIé¡,.J'" 

5' i+-.I( 
~7' I~I ~ I"r 

D. Estructura de 
cadena deslizada 

c;;-, 

--, (CTG)n 

'1 

Fig. 8. Estructuras alternativas de DNA que pueden ser formadas por 'IR 
asociados con enfermedades genéticas humanas. A) estructuras de horquilla, B) 
Tripletes intramoleculares, C) Estructura de cuadruplete y D) Estructura de 
cadena deslizada. (tomado de 45) 
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Figura 9: Modelos para estmctura S-DNA. 
A. Debido a la naturaleza repetitiva de las secuencias de tripletes, una variedad de estructuras de (S--DNA) 

DNA de cadena deslizada puede formarse dcntro de un fragmento de TR. Un número de estructuras 
diferentes son posibles en las cuales la posición y longitud de la región deslizada hacia fuera varía. En 
las estmcturas mostradas, la longitud de la cadena deslizada hacia fuera en ambas cadenas 
complementarias son idénticas, aunque esto puede no ser un requerimiento para estructuras alternativas 
de TR. Las líneas delgadas representan TR, donde las barras sólidas o líneas interrumpidas representan 
flanqueados, secuencias únicas de DNA. 

B. Posible S-DNA con múltiples regiones deslizadas hacia fuera en ambas cadenas complementarias. 
C. Estructuras con múltiples regiones deslizadas hacia fuera en una cadena y un bra7.D de horquilla sencilla 

en la cadena opuesta. 
D. Posibles estructuras alternativas de TR en los cuales una horquilla se ha formado solamente en una 

cadena. La cadena opuesta puede estar inapareada (o en un colapso pero no una estructura con 
apareamiento de bases). (tomado de 35) 

1.4.- Trinucleótidos Repetidos y Enfermedades 

1.4.1.- Trinucleótidos CGG/GCC asociados a sitios frágiles en los 

cromosomas 

La secuencia CGG/GCC por lo regular se localizan en las regiones no codificadoras de distintos genes y 

cuando se expanden, se asocian con sitios frágiles en los cromosomas. Al menos siete sitios frágiles en 

cromosomas humanos han sido caracterizados, los cuales son visibles citogenéticamente como un 

adelgazamiento en regiones específicas de los cromosomas en metafase. (3-5, 8), las patologías y los 

trinudeótidos asociados a sitios frágiles se describen acontinuación. 
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1.4.2.- Síndrome del cromosoma X frágil 

El síndrome se caracteriza por un "itia frágil sensible ,1 folato ubicado en la banda Xq27.3 del cromosollu 

X, denominado FRAXA, que esta asociado al retraso mental hereditario más frecuente en los seres 

humanos. Alteraciones craneofaci,Jes y macroorquidismo son otras de las características asociadas al 

síndrome. Esta enfermedad presenta un patrón de herencia dominante ligado al X, con penelrancia 

incompleta en las mujeres y tiene una incidencia de 1 por cada 1,250 hombres nacidos vivos y 1 en cada 2, 

500 - 3, 000 mujeres. (3-5, 8) 

Mediante la técnica de clonaje posicional, se aisló el gen F1v1Rl en 1991, responsable del síndrome del 

cromosoma X frágil. El gen tiene en su extremo 5', una región polirnórfica de repetidos crípticos CGG 

interrumpidos por tripletes AGG principalmente en las posiciones 10 y 20. El número de repetidos es de 6 

a 52 en personas no afectadas, en portadores se presentan de 180 a 200 copias (540~600 pb) 

denominándose premutación y de más de 200 en los enfermos, en donde se denomina mutación completa 

(5, 20). Hay un tercer grupo de individuos que presentan lo que se denomina premutación, en donde el 

número de los trinucleótidos está entre los valores normales y los de mutación completa. No existen en 

estos últimos sujetos alteraciones fenotípicas relacionadas con el síndrome y se les consideran portadores, 

ya que tienen una probabilidad alta de tener individuos afectados en la siguiente generación. La expansión 

de los repetidos en los descendientes de eStos individuos solamente se ha des(;rito por vía materna. El 

tamaño de repetidos en los afectados depende del número que de éstos tenga la madre, por ejemplo, si la 

madre tiene 90 o más repetidos todos sus hijos de sexo masculino tendrán más de 200 y manifestarán el 

retraso mental asociado con la enfermedad. Se ha descrito en algunos pocos casos, regresión de repetidos 

sólo por vía paterna. El mosaico germinal es común en los individuos con mutación completa. Esto sugiere 

que la expansión de repetidos es un nuevo evento postzigótico, (3~5, 8) 
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Se ha observado metilación cn el promotor del gcn FMRI y en los repetidos cuando el númcIO de éstos es 

mayor de 200, lo que provoCl b inhiblción de la transcripción. Se cree que la <lusencia del mRNl\ es Ll 

causa de la enfermedad La ,lUsencia de expresión del gen FlvlRI en enfermos del síndrome, que tiene 

eliminaciones o mutaciones puntuales en este gen y no tienen expansión de los tripIetes CGG, conftrm,l 

que el gen F1vfRl es el responsable de esta enfermedad (3-5) 

Gracias al análisis de las secuencias de los repetidos del gen FMR en diferentes poblaciones humanas, se 

cree que la secuencia ancestral relacionada con el síndrome fue una secuencia pura de CGG, carente de las 

interrupciones AGG. Esto plantea una posible explicación para la expansión de Jos repecidos, en la que la 

DNA polimerasa, copia equivocadamente varias veces la misma secuencia de repetidos, durante la 

replicaci6n de la hebra rezagada del DNA. (3-5) 

El gen FMRI se localiza en una región de aproximadamente 38 Kb del cromosoma Xq 27.3 y esta formado 

de 17 exones. Su expresión se ha descrito en distintos tejidos, siendo la máxima en el cerebro, testÍculos y 

ovarios. Existe empalme ("splicing") alternativo en el extremo 3' del gen que genera diferentes proteínas 

con pesos comprendidos entre 39-90 Kd. Esta familia de proteínas denominadas FMRP, de las que se 

desconoce su función , se localiza principalmente en el citoplasma, aunque también se han detectado 

señales en núcleo. Existen dos regiones conservadas en las FMRPs de unión a RNA. 

Se estima que aproximadamente 4% de rnRNA de cerebro fetal de rata interactúa con las FJv1RPs. 

Recientemente se demostró que una isoforma de las FMRPs presenta dos señales de exponación: una 

citoplasmácica y otra nuclear y que se asocian a la subunidad ligera del ribosoma, posiblemente al inicio de 

la traducci6n. (3-5) 
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1.4.3.- X Frágil E (FRAXE) 

El descubrimiento de un sitio frágil diferente a FRAXA en el cromOSOtn,1 X, se obtuvo a partir de 

individuos que cilOgelléticamente fueron pOSItivos pard el sitio frágil, pero no presentaban expansión de 

repetidos en el gen FMRl. Este nuevo sitio sensible J. folatos denominado FRAXE se localiza a 600 Kb de 

FRAXA, hacia el telómero y presenta repetidos de GCC. Los límites normales van de 7 a 35, en individuos 

que presentan el sitio frágil son de 230 a 750 y en mujeres portadoras que no manifiestan el sitio frágil son 

de 130-150. (3-5, 8) 

Más de 150 repetidos correlacionan con una metilación anormal en una secuenCla probablemente 

reguladora, localizada aproximadamente a lKb de la región de los repetidos. La expansión de los repetidos 

en esta región, al igual que en el gen FMRI, se da por vía materna, aunque hay unos pocos casos en los 

cuales ésta se da por vía paterna. Se ha informado que algunos individuos con expansión en esta región 

presentan un coeficiente intelectual subnormal, con valores de IQ de 60 a 80. El gen relacionado con esta 

alteración no se ha aislado aunque se cree que está en una región de aproximadamente 200 Kb de FRAXE. 

(3-5, 8) 

1.4.4.- X Frágil F (FRAXF) 

Es el tercer sitio frágil sensible al folato en la región del cromosoma Xq27 ~28. Se encuentra 

aproximadamente a 600 Kb de FRAXE y presenta repetidos CGG. Los inruviduos con el sitio frágil tienen 

de 300 a 1000 repetidos GCC metilados. Los rangos en los repetidos en los individuos sin el sitio frágil van 

de 6-29 y no están mediados. Hasta el momento no se han detectado alteraciones fenotÍpicas en los 

individuos con la expansión, probablemente por que no existen genes en esa región genómica. (3~5, 8) 
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1.4.5.- Sitio Frágí/16A (FRA 16A) 

Se localizó un sitio frágil sensible al folato en L:t región cromosómica 16q13.1, con repetidos CGG. Los 

rangos de estos tnpietes en individuos que expresan el sitio frágil van de 1000 a 1900 y en los que no lo 

tienen van de 16-49. Como se da en el caso del gen F1v1Rl asociado al síndrome del cromosoma X frágil, 

los repetidos también se encuentran metilados, cuando son más de 1000 Y la expansión se da 

preferentemente por vía materna, No se han descrito alteraciones fenotípicas asociadas a la expansión de 

estos repetidos, aunque esto puede deberse a la falta de individuos homocigotos. (3-5, 8) 

1.4.6.- Sitio Frágí/16B (FRA 16B) 

Este sitio insensible a folato se localiza en la región cromosómica 16q22.1. Se induce por los fármacos 

antivirales y antitumorales Distamicina A y Netropsina, que interactúan con regiones ricas en AT o por 

bromodeoxiuridina, el cual sustituye a la timina en el DNA. Esta región se aisló recientemente mediante 

clonaje posicional y está formada por un repetido rico en AT de 33 nucleótidos, aunque también se han 

encontrado repetidos con tamaños de 26 a 37 nucleótidos. En los individuos que no manifiestan el sitio 

frágil, el repetido de 33 nucleótidos varía de 7 a 12 copias. En los individuos que manifiestan el sitio frágil, 

el número de copias del repetido de 33 nucleótidos es de más de 2000. No se han descrito alteraciones 

fenotÍpicas asociadas a la expansión de este minisatélitc. (3-5, 8) 
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1.4.7.- Sitio Frágí/11B (FRA 11B) 

En la legión Cfoll1osómica llq23.3 se encontró otr.1 fl?gión fr:\gil sensible ,11 folato, que esta ligada ,\ ti 

enfermedad denominada síndrome de Jacobsen. Este síndrome Qe eliminación cromosómica en llq se 

caracteriza por un gr.lVe retraso mental en los individuos afectados. (3-5, 8) 

Los puntos de rompirruento para la eliminación relaClonada con el síndrome de Jacobscn y el sitio frágil 

locali7..aJ1 en la banda llp23.3, donde se encuentra el proto-oncogene CBL-2. Este gen presenta repetidos 

CGG en su extremo 5', y en los individuos que expresan el sitio frágil hay más de 100 repetidos metilados. 

(3·5, 8) 

En aproximadamente un tercio de las familias con el síndrome de Jacobsen con la eliminación l1g, se 

encontró expansión de los repetidos CGG del proto-oncogen. Esto sugiere que la expansión podría inducir 

la eliminación que ocasiona el síndrome. Por otro lado, no esta claro si la metilación de los repetidos afecta 

la expresión de CBL-2, corno sucede en el caso del gen FMR1. De ser así, no sería posible que CBL-2 

ocasionara lID tipo de cáncer, ya que un oncogen se comporta como dominante. (3-5, 8) 

1.4.8.- Sitios frágiles en los cromosomas y minisatélites 

Se ha demostrado que en al menos cinco sitios frágiles sensibles al folato en los cromosomas humanos, la 

presencia de 1R del tipo CGG está relacionada con la inducción del sitio frágil. Recientemente se demostró 

que en un sitio frágil sensible a Distamicina A, la secuencia involucrada es un repetido de 33 nucleótidos. 

Por lo tanto, el fenómeno de expansión también puede ser ocasionado por minisatélites. (3-5, 8) 
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1.4.9.- Enfermedades neurodegenerativas y repetidos CAGICTG 

Se han descrito hasta el momento cinco padecimientos neurodcgcncratlvos relacionados con la expansión 

de repetidos CAG. Todos ellos tienen en común que la expansión no es tan grande como en el caso de los 

sitios frágiles, y que los repetidos se encuentran en la regIón codificadora de los genes. Esto ocasiona que 

en estas alteraciones exista una ganancia de función y no una pérdida, como sucede en el síndrome del 

cromosoma X-frágil. (3-5, 8), los padecimientos se describen a continuación. 

1.4.10.- Atrofia muscular espinobulbar o enfermedad de Kennedy 

Es una neuropatÍa motora de adultos que presenta un patrón de herencia recesivo ligado al cromosoma X. 

La alteración se manifiesta entre la tercera a quinta década de la vida y se caracteriza a nivel clínico por 

temblores de los músculos terminales, disfagia, reducción de fertilidad, atrofia testicular y ginecomastÍa en 

hombres y degeneración de neuronas motoras. (3~5, 8) 

En 1991 se descubrió el gen del receptor a andrógeno (AR) en Xq12, relacionado con la enfermedad. En 

su primer exón existe una región variable de repetidos CAG, que codifica para glutaminas. Los lúnites 

normales de repetidos van de 11 a 30 y de 38 a 66 en la expansión. La inestabilidad en un 75% de los casos 

es por expansión yel resto por contracción en el número de repetidos. En esta enfermedad se presenta el 

fenómeno de "anticipación", ya que existe una alta correlación entre el número de repetidos y la edad de 

aparición de la enfermedad. Se cree que el exceso de glutaminas en el producto del gen AR, que es un 

factor de transcripción, modifique la expresión de distintos genes, lo que ocasionaría la degeneración 

neuronal. (3-5, 8) 
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1.4.11.- Ataxia espinocerebral tipo 1 

Esu enfellnedad ncurodegeneratlva, con un patrón de herenCIa autosómico dominante se caracteriza por 

ataxia, disfagia, ncuropalLl periférica y degeneración muscular. La cnfermed,ld tiene una manifestación 

variable que oscila de los 4 a los 70 años. En familias con la alteración, la manifestación temprana de la 

enfermedad ocurre en la::. generaciones finales, lo cual confirma un fenómeno de "anticipación". 

En 1994 se aisló el gen SCAl relacionado con la enfermedad,localizado en el cromosoma 6. Las personas 

que no tienen la enfermedad presentan en la región codificadora del gen de 6 a 39 repetidos de CAG, los 

afectados tienen de 41 a 81 tripletes. El fenómeno de "anticipación" se ha comprobado a nivel molecular, 

pues existe una relación inversa entre la edad de manifestación de la enfermedad y el número de repetidos y 

una correlación entre la gravedad de la enfermedad y el número de repetidos. La expansión se ha descrito 

solamente por vía paterna. Es interesante notar que la secuencia de repetidos CAG en los individuos no 

afectados por esta ataxia es críptica (con tripletes diferentes) en 98% de los casos estudiados, puesto que 

hay dos interrupciones en las posiciones 13 y 15 con el triplete CATy no es críptica (con tripletes iguales) 

en 100% de los alelas con expansión. La falta de las interrupciones en los alelas con la expansión podría 

favorecerla de una forma similar a la del gen FMRI. (3-5, 8) 

El gen SCAl esta formado de nueve exones distribuidos sobre 450 Kb del cromosoma 6. Produce un 

rnRNA de distribución ubicua formado de 10, 660 nucleótidos. Sorprendentemente el marco de lectura del 

transcrito es de solamente 2448 nucleótidos y codifica para una proteína de función desconocida 

denominada ataxina 1, con un peso molecular de 87 KD. Mediante inmunohistoquímica se ha localizado 

esta proteína en el núcleo de neuronas, en el citoplasma de células de músculo estriado y en núcleo y 

citoplasma de células de Purkinje. También se demostró la presencia de ataxina normal y mutante en 

células de enfermos de esta ataxia. (3-5, 8) 
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1.4.12.- Enfermedad de Huntington 

Esta alteración autosóm¡ca dominante tiene incidencia de uno por cada lO, 000 individuos en la población 

caucásica y se caracteriza por transtamos en el movimiento. Las característic,l.'> clínicas asociadas a la 

enfermedad son un declinamiento cognoscitivo progresivo y corea que generalmente se manifiestan en la 

edad adulta, aunque también se han descrito casos juveniles. En 1993 se aisló el gen ITIS, relacionado con 

la enfermedad. Se localiza en el cromosoma 4p16.3 y tiene una región pohmórfica de repetidos CAG en el 

exón 1, con valores de 10 a 35 en personas no afectadas y de 36 a 121 en las que tienen la enfermedad, La 

amplificación de repetidos es por vía paterna preferenciahnente y en las familias afectadas que se han 

estudiado existe el fenómeno de la "anticipación" . (3-5, 21) 

El gen IT15 está formado de 8 exones distribuidos en una región genórruca de 180 a 200 Kb del 

cromosoma 4p 16.3. Su transcrito se ha encontrado en el cerebro y otros tejidos y produce una proteína de 

340 KD de función desconocida denominada hungtintina, que se encuentra principalmente en el 

citoplasma. Los individuos afectados por esta enfermedad expresan el transcrito y la proteína normal y 

mutada. Se demostró en fecha reciente que la hungtintina es sustrato de la apopaina, una cistein-proteasa 

involucrada en la muerte celular programada o apoptosis. Esta proteasa utiliza corno sustrato a la glutamina 

de la hungtintina. En estudios m vitro se demostró que a mayor cantidad de este aminoácido en la 

hungtintina hay más digestión por la apopaina. Este dato es importante porque podría explicar la conexión 

entre el número de repetidos en exceso en los individuos con expansión y la degeneración neuronal, lo que 

sería resultado de un problema con la apoptosis, (3-5, 21) 
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1.4.13.- Atrofía dentatorubral-palidoliusíana y síndrome del río Haw 

Esta neurop,Hologi,l ,llItosómic,l dOl11ll1antc se car,lC!cri'-'<l por ataxia ccrebetlf y demencia Los enfermos de 

menos de 20 ,1I10S presentan epilepsia miodónica progresiva y retardo mental. E,., una alteración rafa con 

una prcvalenci.l de 1/1 millón en japón. Se aisló en 1994 un gen relacionado con la enfermedad 

denominado DRPLA, localizado en el cromosoma 12p y tiene repetidos de CAG en su región 

codificadora. Los límites normales van de 7 a 2S y los de expansión de 49 a 75. Esta se ha observado 

solamente por vía paterna y en las familias estudiadas con la alteración se ha descrito el fenómeno de 

"anticipación". (3-5, 8) 

El gen DRPLA produce un rnRNA ubicuo de 4.5 Kb, presente principalmente en cerebro, ovarIOS, 

testículos y próstata. La proteína producida por el transcrito es de 1184 aminoácidos. Los individuos 

afectados presentan una proteína normal y una mutada de mayor tamaño debido a un mayor número de 

glutaminas. (3·5) 

El síndrome del río Haw es un padecimiento ncurodegenerativo, autosómico dominante, parecido a la 

atrofia dentatorubral, se ha informado en una sola familia afroamericana. Este padecimiento se diferencia 

de la atrofia dentatombral por la ausencia de epilepsia mioclónica. Probablemente esta alteración es una 

variedad alélica de la atrofia dentatorubral, pues los individuos afectados por el síndrbme presentan 

expansi6n de CAG en el gen DRPLA. (3·5, 8) 

Mediante un estudio de la frecuencia de repetidos CAG en el gen DRPLA en distintas poblaciones 

humanas se demostró que el alelo normal con 19 repetidos es más frecuente en la población japonesa 

(7.4%) que en la afroamericana (1%) y en la caucásica (0%). Esto podría explicar la mayor prevalencia de 

los alelos con expansión en esta población asiática. (3-5, 8) 
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1.4.14.- Enfermedad de Machado-Joseph o ataxia espinocerebral 

tipo 3 

Esta enfermedad se hereda de manera aUlOsómÍca dominante y se caracteriza por una degeneración 

espinocerebral El gen MDJ1 relacionado con la alteración. se localiz.l en el cromosoma 14q32.1 y presenta 

en su región codificadora una región polimórÍlca de repetidos CAG cuyos límites en personas no 

afectadas va de 12 a 37 y en los que presentan la expansión de 61 a 84. El fenómeno de expansión se ha 

observado tanto por vía materna como paterna, sin embargo, el número de repetidos es mayor por vía 

paterna. La proteína producida por el gen 1v1NJl tiene 359 aminoácidos y no se conoce su función. 

1.4.15.- Enfermedades neuromusculares y repetidos CTG/GAC 

Hasta el momento sólo se ha descrito una alteración neuromuscular relacionada con la expansión de 

repetidos CTG, la distrofia miotónica. El fenómeno de expansión en esta enfermedad tiene varias 

diferencias respecto a la de los sitios frágiles y a las enfermedades neurodegenerativas. (3-5) 

1.4.16.- Distrofia miotónica 

Esta miopatÍa se hereda en forma autosómica dominante. Es la distrofia muscular más común en los 

adultos. Las características fenotlpicas relacionadas con esta alteración son muy variables, pudiéndose 

presentar miotonía, debilidad muscular progresiva, alteraciones cardiacas, cataratas, atrofia testicular o 

calvicie frontal. En las formas congénitas se presenta retraso mental. Se ha descrito el fenómeno de 

"anticipación" en las familias afectadas. (3~5, 56). El gen DM responsable de la enfermedad se localiza en el 

cromosoma 19q 13.3, presenta una región polimórfica de repetidos CTG en su región 3', con valores de 5 a 
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37 en personas Ha ,l{cct,ldas y de 50 a m}\s de 3000 en los a(ecudos. La expamiéll1 de 'n, sc (Ü pOI vía 

n1c\terna y pocos casos se 11.111 descrito por Ví,l patcllu. Debido ,1 que existe mos'lico som:ltico p,lr,\ los TI\. 

eTC; en Jos mdivlduos ,,(ect'ldos, se Clee que la expallsJón es un suceso postUgótlCO. (J-5, 8) 

El gen DM est,1 formado de 15 exones y su transcrito se ha localizado en músculo esquelético y cardíaco. 

La proteína que produce es del tipo protein-cinas.1 SerlTre y se localiza en las uniones neuromusculares. 

Existe controversia respecto al efecto de los repetidos CTG en la expresión del gen DM; en algunos 

trabajos se ha informado que los repetidos en exceso no afectan la transcripción y en otros se demostró lo 

contrario. Wang y colaboradores demostraron que la cantidad de RNAs poliA en células musculares de 

enfermos por esta mioparÍa, es menor que en células musculares de individuos sin la enfermedad. Este dato 

sugiere que el producto del gen DM podría tener un efecto negativo en la regulación genética de muchos 

genes.(3-5, 56) 

1.4.17.- Ataxia de Friedreich y repetidos GAA/CTT 

La ataxia de Friedreich es la más frecuente, con una prevalencia de 1/ 50,000 recién nacidos vivos y una 

estimación de 1170 a 11110 posibles portadores. Tiene un patrón de herencia autosómico recesivo y se 

caracteriza por deformaciones esqueléticas, cardiomiopatía y diabetes mellitus en aproximadamente 10% de 

los enfermos; aparece antes de los 25 años y muestra una amplia variabilidad fenotípica y edad de 

manifestación, lo que sugiere un fenómeno de "anticipación". (3-5, 15,43) 

En 1996 se aisló el gen responsable de esta alteración denomidado X2S, localizado en el cromosoma 9q13. 

El gen produce una proteína de 210 aminoácidos conocida como frataxina, de función desconocida. En el 

intrón de 1 de este gen existe una región de repetidos variables de GAA (Fig. 10). Los límites normales van 
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de 7-22 Y en la expansión van de 200 a 1186, ésta se h,1 determinado en linfocitos de los enfermo.'>, mJs no 

se sabe si existe en l.IS célu1.1S de los órganos bLmcos como cor,li',ón, hígado, músculo esquelético, pJncrc,\s 

y cerebro. Se ignor,1 de qué manera el exccso de TI<. en un ¡!ltrón de este gen podría Oc.lSlOlur l., 

enfermedad, aunque est,1 demostrado que los mvcles de mRNA P,lnl la frat.1xma son menores en los 

enfermos de esta ataxia (27,43) 

sr Intron sin horquilla el 
espliceosoma no corta. 
Intron Sin remover 

~ 

~~~ ..... -GT AG GT 
Exon1 lnlronl Exon2 

Repetidos GAA 
o ~( 

Horquilla del intron 

! f l! 1I "'" 
AG 

mutación de nucleótido Proceso defectuoso de mRNA 

W 
Traducción en una proteína anormal (Frataxina) 

Fig,.lO. Expresión anormal del gen de la Ataxia de Friedreich La expreslOn del gen requiere el 
procesamiento del transcrito primario (pre-rnRNA), el cual contiene exones e intrones. Como parte de este 
proceso la unión del espliceosoma al DNA y la remoción de jntrones cortando el RNA en las interfaces 
entre exones e intrones. Horquillas de secuencias de intrones son formadas en el curso de esta excisión 
como se muestra en el intron normal 2. En el gen frataxin, la expansión de GAA en el mtran 1 o la 
mutación en un nucleótido del mismo, postula que el proceso de corte y activación del esphceosoma es 
defectuoso, resultando en un proceso alterado del mRNA. El procesamiento defectuoso de éste afecta la 
traducción de la proteína. En este caso el resultado son bajos o indectectables niveles de frataxina en los 
tejidos de los pacientes con Ataxia de Friedreich. (toma.do de 43) 
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1.4.18.- Epilepsia mio clónica tipo I Unverricht-Lundborg (EPM1) y 

minisatélites 

Esta epilepsia presenta un patrón de herenCla rcccsivo dlltosÓnllCo. Se caracteriz<\ por deterioro mental y 

ataxia cerebral, con progresión variable. La enfermedad se manifiesta entre los 6-13 años. Es una 

enfermedad poco común, tiene incidencia de 1 en 20,000 en Finlandia y en ciertas regiones del 

Mediterráneo. El gen cistaun B (CSTB), localizado en el cromosoma 21q22.3 es el responsable de la 

enfermedad. En sólo 14% de los afectados se encontraron mutaciones puntuales que ocasionarían el 

padecimiento; en el resto de los pacientes analizados se demostró que la expansión de una secuencia 

minisatélite de 12 nucleótidos, es la responsable de la enfermedad. Esta secuencia se encuentra 

aproximadamente 70 nucleótidos antes del inicio de la transcripción del gen eSTB. En las personas no 

afectadas de existen de dos a tres copias de la secuencia y en los afectados hay más de 60 copias. El 

transcrito del gen de 0.8 Kb presenta una distribución ubicua. En los afectados sus niveles están reducidos 

en leucocitos pero no en otras líneas celulares, lo que podría provocar la enfermedad. Hasta el momento 

no existe una explicación para la disminución del transcrito del gen CSTB, aunque se demostró que la 

expansión no ocasiona una hipermetilación de la región de los repetidos, como sucede en el gen Rv:IRl y 

que ocasiona la inhibición de su transcripción. (3-5, 8) 

1.4.19.- Características de las mutaciones por expansión 

Existen al menos dos tipos de mutaciones por expansión en los TR Una genera una expansión corta y la 

otra una larga. La primera se caracteriza por la presencia de repetidos CAG, localizado en regiones 

codificadores de diversos genes que se expanden por vía paterna. En la segunda los repetidos pueden ser 

CGG o CTG, se encuentran en regiones no codificadoras y se expanden por vía materna. Debido a que se 
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11.1 demostrado mos,tico som,ítico en la expansión larg,l, se 11.1 sugerido que estas mutaClones se inician 

como expansiones COl"l<lS durante la meiosis, y tl exp,Ulsión larg,l de los repeudos eTG o CGG continúa en 

la enbriogénesls temprana. (3-5, 8) 

Se ha sugerido que la expansión corta se origina por problemas durante la replicación de la hebra rezagada 

del DNA. Secuencias puras de 38 repetidos o más son inestables; sorprendentemente este es el tamaño 

aproximado de los fragmentos de Okazaki. Esto sugiere que secuencias puras de 38 repetidos o más, 

pueden tener problemas durante su replicación, ya que la DNA polimerasa los podría copiar varias veces. 

Otra alternativa que se ha sugerido para explicar la expansión corta, plantea que los repetidos forman 

estructuras secundarias que ocasionan inestabilidad. (3-5,8) 

El efecto de los repetidos a nivel molecular depende del tipo de secuencia y de su tamaño. Los repetidos de 

CGG se metilan cuando son más de 200, esto ocasiona la inhibición de la transcripción. Cuando los 

repetidos de CAG se expanden, hay una ganancia o alteración de la función, pues existe mayor cantidad de 

glutarninas en la proteína mutante, lo que puede ocasionar, al menos en el mal de Huntington, una posible 

activación del programa apoptótico de la célula. Por lo que respecta a la expansión de los repetidos CTG, 

no está claro el efecto de la expansión a nivel molecular, sin embargo Wang y colaboradores sugieren un 

efecto a nivel de regulación genética. (3-5, 8) 

En fecha reciente se logró reproducir el fenómeno de expansión con los repetidos CTG y CAG en ratones 

transgénicos. Algunas conclusiones importantes obtenidas de estos trabajos fueron: a) la neceSidad de otras 

secuencias que flanqueen a los repetidos para que se dé el fenómeno de expansión. En al menos un caso 

fue necesario que los repetidos CTG localizados en el· extremo 3' del gen DM estuvieran flanqueados por 

otros dos genes que se encuentran de manera natural asociados a este gen, para que se diera la expansión, y 
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b) el ¡Hpcl del :,eXQ en 1., expansión: la exp,msi/m de repetido:. eTC s610 se d.l en ratones transgénjcos 

machos. (3-5, 8) 

LJ ,-\taXI,' de FriedrelCh e,r" la primer,l enfermedad ,llltosómica receslva relacionada con este fen6meno de 

expansJón. Los repetidos asociJdos con la enfermedad son dj[erentes a los anteriormente descritos, tanto 

en el tipo como en su localización. Es interesante notar que éstos se encuentran en el intrón 1. Hasta e! 

momento se ignora de qué manera, un exceso de repetidos en un intrón pueden ocasionar la enfermedad. 

Sm embargo, algunos de los afectados además de tener expansión en uno de los alelas, presentan una 

mutación puntual con sentido equivocado en el otro. (3-5,8) 

El fenómeno de expansión no está limitado a las secuencias de TRi recientemente se demostró que dos 

secuencias minisatélites están relacionadas con la generación de un sitio frágil y con EMP1, como resultado 

de su expansión. En la actualidad no está claro cómo se expande este tipo de secuencias y está en discusión 

si realmente son mutaciones dinámicas, debido a que no se ha demostrado un fenómeno de "anticipación" 

para EMP1, y ambos minisatélites no pueden formar estructuras secundarias que ocasionarían inestabilidad 

en la región y podrán favorecer la expansión. (3-5, 8) 

Es posible que el efecto más claro a nivel fenotÍpico de la expansión de repetidos, sea el fenómeno de 

"anticipación" que describió por primera vez Augusto More! en 1857, en lo que él llamó la teoría de la 

degeneración. Esta fue retomada por Penrose en 1948 y le dlO el nombre de "anticipaCión". Antes del 

descubrimiento de la expansión de repetidos la "anucipación" se explicaba como un forma de herencia 

multifactorial o bien por un manejo estadístico inadecuado. Ahora la "anticipación" se observa como un 

aumento de penetrancia en el síndrome del X frágil, como manifestación temprana de la enfermedad en el 

mal de Huntingron o como aumento de severidad en el caso de la distrofia IllÍotónica. En los tres casos la 

"anticipaci6n" presenta correlación directamente proporcional con el número de repetidos. (3-5, 8) 
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El [eIl¿mleno de Ilanticipación" se 11.1 descrito en al menos otras U enfermedades. Hasta imomento sólo 

en Lt csqui¡;o[rellla se ha encontrado una posible "soci,lción entre la cXfwl,>ión de lo,> repetidos CAG/CTC 

y la en[ertlle<-hd, aunque la expansión de esto,> repetidos no sería Lt únlC,' caU<¡J que explicaría la 

"anticipación" en este desorden mental. (3-5, 8) 

El conOcllmento molecular del fenómeno de expansión ha permitido conocer las causas de distintas 

enfermedades genéticas. Esto ha facilitado la implantación de diferentes pruebas diagnósticas de la 

enfermedad y de posibles portadores con una certeza muy alta, lo que permite ofrecer asesoramiento 

genético a las familias en riesgo. La implantación de diagnósticos presintomáticos para estas alteraciones, 

tienen implicaciones ético-sociales muy importantes, que deben ser tomadas en cuenta, pues plantean la 

necesidad de contar con claros principios que normen la realización de estos estudios, más aún cuando en 

este momento no existen alternativas terapéuticas. Por otra parte, el conocimiento molecular de estas 

alteraciones permitirá plantear estrategias novedosas para corregirlas mediante terapia génica. Por último, el 

descubrimiento de esta nueva forma de herencia ha reforzado la noción de que el DNA es una molécula en 

constante cambio, aún en un mismo organismo. (3-5, 8) 

1.5.- Fundamentos 

1.5.1.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR es una amplificación enzimática mediada por un iniciador de secuencias de DNA. El proceso 

requiere una serie repetitiva de los tres pasos fundamentales que definen un ciclo: Desnaturahzación del 

dsDNA molde, alineamiento de dos oligonucleótidos iniciadores al molde de cadena sencilla y la e}.1:ensiÓn 

enzimática de los iniciadores para producir copias doble cadena que pueden servir como molde en ciclos 

subsecuentes y están unidas por sitio de alineamiento de los iniciadores incorporados. Los e}.'tremos 3' de 
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los 1luCladolt's deben Sl'l ullnp1cnIClllarl()o.; c:-.actatnl'nj{' alll101dc, 11l'1() l(l'> l',tlellH)'> 5' pUl·dlll ser Ulla C(l!a 

lit) C<lInplc!lwnlalta con S1110c. d" lec.11ICCH')11 CIlZlIll;íllca y/n c.[(H)c. Pl(llll(l1()1T'> l[ll(' 1;\11l1)1(~11 c.clún 

11lC()1pOl<ldo~, (57) 

J,a desllaluclluaclún OCUrll' a lJ4-9(j°C: l-:! almcamlcnl0 de los !Il1ctadOIl'c. depende su tempcratula de 

fusión ('rm), llUl' eS la ll'!l1pCTatu ra a la Cl\nlla ¡mIad de la" moléculas son cadena c.cnnlla y la otra es cadena 

doble, (;eneralmcnte se Ué>:l un ~ofl\Val(, tIlle caleula las Tm baslÍndoé>e en la secuellCla de los 100C1adoreé>, su 

concentraCión de apareanuento y soble todo la concentracIón de sales, I.a mejor temperatura de 

almealnlento es deternunada por optimiZaCIón usualmente es escogida con pocos ,Q;rados (de 2 a 4°C) ahajO 

del consenso de temperaturas de ahncanl1cnto de los imCL'ldorcs. l.a extensión OClll1e a 72°C para mucho,; 

moldcs.(57) 

El método estú ln~aclo en la extcmlón de dos oligonucleótldos 1l1iCladores pOI una DNA polunela"a 

rermoestablc (rae¡ DNA poI) que es repetido durante 30-35 Ciclos de r('aeClón J ':sto conduce haoa una 

reacCión en cadena que dobla la cantidad de productos extendld()~ de doble cadena en cada clclo y produce 

sufiCiente DNA pala cualqUier apltcaClón Los Clclos pueden ser lcahzados p01 un cambIO automátlCo en la 

temperatura en un incubador programable. 1 -:n pnnclpIo, solamente una molécula de molde es necesana 

para imclar la peR, (26) 

1.5.2.- Reacción de fosforilación 

Los iniciadores u oligos que se uuhzan en la PCR generalmente son Sl11tctlzados dcsfosfonladob por ello es 

necesariO realtzar la reacción de fosfonlación en donde la pohnucleóudo C1l1asa del bacterwfago '1'4 catahza 

la transferenCia del fosfato y del ATP al extremo 5' del DN,\ o RN,\ I':n la reacción de Forward el fosfato 

gama es transfendo al extremo 5' de UNA desf{)~[onlado, de Cé>ta forma el grupo fosfato puede formar 

enlaces y puede por tanto conectar dos compue..<¡tos. (44, 51) 
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1.5.1.- Reacción de Ligación 

()t!'a de la" rcaCClollc:-, l¡tlC ]1l'111111C la ()htcllclún de gl:\IH\c" c,CtUCI)(.I;\,> de [)N,\ puede hacl'l"c ulll1/:lndo b 

(cnn1llaCloncs complemcntall:lc. ~a1tcnt('" S' () 3' l,a ¡<-,acCión e" catah:tada por NAl) '. (4't) J os enlaces que 

s(' f01111an a partir de los fosfato" (enlaces fosfodiéstcl) tIenen la propiedad :HJlclonal de :-\('1 estables, 

aunque Se pueden rompcl fáclltncntc por lutlróh"ls enzHnátlca, pero los lc .. ;¡duos de lluc1cúttc!os pueden ser 

chnunad()~ pata conscJYatlos en diversos procr:soc. de lcpltcaclón y rcpat:lc¡ón. Cuando se separa un 

nuclcótido, no es desauido dutante el proceso, Una ve? que se ha formado el enlace fosfodiéstcr, un 

átomo de oxígeno del grupo fosfato taJaYÍa ('sta lOnizado ncgauvamcntc Esta propiedad es 

extremadamente importante porque hace llue sea menos ptobablc el hecho de que el enlace fosfocliéstcr se 

tOmpa espontáneamente (una carga negatiYa plOtegc frente a un ataque nuc1eofíl1co) y la IotUzación 

negatIva mantiene a los nucleóudos )' al DNA dentro de las membranas, e",pccíficamelltc la membrana 

nuclear de los eucartotes )' la membrana celular de los procanotes. Como los compuestos cargados 

negativamente son muy ltlsoJubles en HpIdos, los fosfato:-. se mantienen dentro de memblanas por su 

IOni:mclón (51) 

En el presente trabajo se utilizaron estas reaCCiones para lograr expanslOncs de TR !fl f!tlro de una longitud 

semejante a la quc se rcporta asoctada a enfermedades causadas por TR llue es el objetivo ptlOClpal de este 

trabaJo. 
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2.- JUSTIFICACiÓN 

En este trabajo se pretende realizar la expansión m ulm de secuencias de TR y sus complementarios, de 

una longitud similar ,1 la que se ha reportado que está asociada con enfermedades humanas y con esto tener 

una herramienta para tratar de demostrar las hipótesis que han sido planteadas por diferentes 

investigadores, así como también tener material que no dependa de la obtención de muestras clínicas y que 

sirva para realizar diversos estudios. 

3.- OBJETIVOS 

3.1.- GENERAL 

3.1.1. Sllltctizar in vitro expansIones de los trinucleótidos repetidos que se han asociado a 

enfermedades humanas. 
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2.- JUSTIFICACiÓN 

En este trabajo se pretende realizar la expansión m ulro de seCUenClJS de TR y sus complementarios, de 

una longitud similar a la que se ha reportado que está asociada con enfermedades humanas y con esto tener 

una herramienta para tratar de demostrar las hipótesis que han sido planteadas por diferentes 

investigadores, así como también tener material que no dependa de la obtención de muestras clínicas y que 

sirva para realizar diversos estudios. 

3.- OBJETIVOS 

3.1.- GENERAL 

3.1.1. Sintetizar in vitro expanSiOnes de los trinucleótidos repetidos que se han asociado a 

enfermedades humanas. 
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3.2.- ESPECíFICOS 

3.2.1. Rc,llizar Lts reacciones de <Ilincamiemo de los oligonuclcólldos de 15 b,l~CS que contengan 

las secuenCias CdUS.tl1tcS de cnfermcd,ld d(CAG), d(CGG), d(GAA), y ~us odenas complementarias 

respectivas d(CTG), d(CCG), d(TTC) y el control de repelidos no c,\Usanlc de enfermedad d(GAC) y 

su secuencia complementaria d(GTC), para obtener DNA de doble cadena. 

3.2.2. Realizar la reacción de ligación al DNA de doble cadena obtenido a través de la alineación 

de los oligonucleótidos para obtener secuencias expandidas de repetidos de diferentes longitudes 

utilizando la enzima T4 DNA ligasa. 

3.2.3. Realizar la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando las secuencias expandidas 

obtenidas por la reacción de ligación para producir secuencias mayores de 500 pares de bases (Pb), 

utilizando como iniciadores las secuencias de 15 pb correspondientes. 

3.2.4. Adicionar el sitio de restricción Bgl II a los productos de la PCR inicial. 

4.- HIPÓTESIS 

Sí, se utilizan oligonucleótidos de 15 bases cuya secuencla esta constituída de TR relacionados a 

enfermedades huma.t1JS y se optimizan las condiciones de lIgación y PCR entonces, será posible sintetizar 

mvrtm expansiones de TR de longitud semejante a la reportada en enfermedades asociadas a éstos. 
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3.2.- ESPECíFICOS 

3.2.1. lZc,llinr 1.1.<, reacciones de alincdmicnto Je 10.<, olig,onuclchtido.<, de 15 b,l'<'CS que contengan 

IJS secuencias CllI.<"UllC.<, de enfermedad d(CAG), d(CGG), J(CAA), y su.', cadenas complementarias 

respectivas d(CTG). d(CCG), d(TTC) y el control de repetidos no causame de enfermedad d(GAC) y 

su secuencia complementaria d(GTC), par,l obtener DNA de doble cadena. 

3.2.2. Realiz.lf la reacción de ligación al DNA de doble cadena obtenido a través de la alineaClón 

de los oligonucleótidos para obtener secuencias expandidas de repetidos de diferentes longitudes 

utilizando la enzima T 4 D NA ligasa. 

3.2.3. Realizar la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando las secuencias expandidas 

obtenidas por la reacción de ligación para producir secuencias mayores de 500 pares de bases (Pb), 

utilizando como iniciadores las secuencias de 15 pb correspondientes. 

3.2.4. Adicionar el sitio de restricción Bgl II a los productos de la PCR inicial. 

4.- HIPÓTESIS 

Sí, se utili7.atl oligonucleótidos de 15 bases cuya secuencla esta constituída de TR relaclonados a 

enfermedades humanas y se optimizan las condiciones de ligación y PCR entonces, ser:, poslble sintetizar 

mvztro expansiones de 1R de longitud semejante a la reportada en enfermedades asociadas a éstos. 

46 



5.- METODOLOGíA 

Alineamiento de oligonucleótidos de 15 pb 
Z en solución salina de citratos (SSC)1 X a 100 o C 

~r 

Ligación utilizando la enzima T4 ONA ligasa 

Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 
tilizando el par de iniciadores correspondiente 

a cada secuencia. 

rS;;C.~nda PCR utilizando el par de iniciadnn",,,,, 
~ correspondiente a cada secuencia adicionad 

Lc.z~",. del sitio de restricción B9."I_I,*IM_c.~ ____ mw_-ll 

Fig. 1 L Plan de trabajo general. 

5.1.-Construcción de Trinucleótidos repetidos 

Se diseñaron oligollucleótidos de 15 bases conteniendo los tripIetes patógenos d(CAG), d(CGG), 

d(GAA), Y sus respectivas cadenas complementarias d(CTG), d(CCG), dCITC) y el control de repetidos no 

patógenos d(GAC) y su secuencia complementaria d(GTC), los cuales fueron sintetizados en la unidad de 

ácidos nudcicos del CINVESTAV lPN, en el secuenciador ABI PRISM I
),1 Mod. 310 Genetic Analyzer 

(Perkin Elmer). En la tabla 2 se muestran los oligonucleótidos utilizados y la enfermedad a la que se 

encuentran asociados: 

NOTA: Durante el trabajo con DNA, se tuvo la precaución de mantenerlo en hielo. 
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TABL!l2. OLIGONUCLEÓTIDOS DE TRIPLE TES REPETIDOS 
EMPLEADOS Y LA ENFERMEDAD ASOCIADA 

Pares I 
Oligonucleótido de Enfennedad asociada 

f------ .----- --
bases 1 

----- -----------

O::gCCgCCgCCgCCg 

-j--
Síndrome del X-Frágil 

C;gCggCggCggCggC 

--- -- TrCTICITCrrCTrC 
._-----

15 Ataxia de Friedrich 
AagAAgAAgAAgAAg 

cr gCTgCTgCT gCTg 
. __ .------- .-

15 Distrofia :tvllotónica 
AgCAgCAgCAgCAgC 

TCgTCgTCgTCgTCg 
15 Ninguna 

C;ACgACgACgACgAC 

5.2.- Preparación de Oligonucleótidos 

En los apéndices 1 y 2 aparecen los reactivos utilizados y las técnicas empleadas. 

1.- Los oligonucleótidos liofilizados se resuspendieron en 500 ,uL de amortiguador Tris-EDTA (TE) pH 

8.0 Y perfectamente homogeneizados. 

2.- Se realizó una electroforcsis en gel de agarosa de bajo punto de fusión a12% con BrEt en concentración 

de 1.0 ftgl ¡tL Y se observó con luz UV para confirmar que el DNA se encontraba en buenas condiciones; 

empleando par,l ello de 5-8 ,uL de cada oligonucleótido, el avance de la muestra en el gel fue de 

aproximadamente 1.0 cm y se corrió bajo las siguientes condiciones de electroforesis: 105-108 V, 20 mA, 

durante 20 minutos. 

3.- Los ohgonucleóudos se purificaron por el método de extracción fenol-cloroformo, precipitados con 

etanol y resuspendidos en TE pH 8.0, pues estos fueron obtenidos sin desalinizar. 
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4.- La cuantificación de los oligonucleóLidos se n:alizó por el método espectrofotométnco utilizando un,l 

longitud de ond,l de 260 nm y ,<,c determinó S\l concemr.lC¡Ón con base en el ,<,iguieme procedimiento: 

Primero se rea[¡z,uon diferentes diluciones de cada ohgonucleótido de las cu,l1es ,<,e obtuvo su DO a 260 

nm) estas fueron cOlIegidas a tr,wés del método de regresión lineal. 

Con la DO corregida de cada oligonucleótido y la dilución empleada se calculó la concentración de cada 

uno empleando el f,1Ctor de corrección para DNA de cadena sencilla que dIce 1 Abs2'lO= 33 ¡.¡,g/rnL, y 

también con la siguiente fórmula: 

Coeficiente de extinci6n molar ~ EM ~ #A (16000) + # G(12000) + # C(7000) + # T (9600) 

# A = Número de Adeninas en el oligonucleótida # C= Número de Citacinas en el oligonucleótido 

# G = Número de Guaninas en el oligonucleótido # T = Número de Timinas en el oligonucleótldo 

Sustituir en la siguiente fórmula la concentración de cada uno de los oligonucleótidos: 

(Abs~(Factor de dilución)_C'Dncentración ¡.¡,M 
EM 

Nota: Estos son los cálculos que realiza el software llamado aligo. 

5.3.- Alineamiento 

1.- El DNA de doble cadena se obtuvo a través de la reacción de alineamiento la cual se realizó colocando 

en una proporción 1: 1 molar el par de oligonuc1eótidos complementarios en un tubo eppendorf de 1.5 mL 

y se adicionó solución salina de citratos (SSC) 20X a una mezcla de reacción de 50 ¡.¡,L. La SSC 20X debe 

estar a una concentración final de IX en la reacción. Se mezcló en agitador tipo vónex y se centrifugó 

rápidamente. Los tubos con la mezcla de reacción fueron colocados en un termo block a una temperatura 

de 100"C durante 15 minutos al cabo de este tiempo se dejó que la temperatura disminuyera hasta alcanzar 

la temperatura ambiente. 
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2.- El UNA se 1l1,mtuvo en hielo y se comprobó b eficiencia del <llincmliento de los oligolludeótidos en 

un gel de agaroSJ de bajo punto de fusión al 4(}\¡ con BrEt (1.ug/ ¡AL). La electroforesis se f{\,l!zó bajo las 

sIguientes condIciones: 100V, 46 mA, dur,l11tc 15 11111lUtoS y se observó el corrimiento electroforético con 

un transiluminador con luz U.V. Glda <,lineamiento llevó como control una muestra del oligonucleóudo de 

cadena sencilla que le corresponde. 

3.- El DNA almeado se purificó mediante extracción fenal-cloroformo, se precIpitó con etanol y fue 

resuspendido en TE pH 8.0, para eliminar las sales. 

4.- El DNA alineado se cuantificó por el método espectrofotométrico utilizando una longitud de onda de 

260 nm y se determinó la calidad del alineamiento observando el retraso del DNA de doble cadena en el 

gel de agarosa y el remanente sin alinearse comparado con las cadenas sencillas. 

5.4.- Ligación 

1.- Los oligonudeótidos no tenían el extremo 5' fosforilado por lo cual se utilizó la T4 polinudeótido 

cinasa que cataliza la transferencia del fosfato y del ATP al extremo 5' del DNA desfosforilado (también 

tiene actividad en el RNA). Con el DNA alineado (DNA de doble cadena) se realizó una reacción de 

fosforilación y ligación utilizando las enzimas T4 polinucleótido cinasa y la T4 DNA ligasa respectivamente. 

Esta reacción de fosforilación se realizó en un volumen de 40 .uL, variando la concentraCión del DNA 

utilizando 46, 92, 231 Y 355 ¡.tM. Se usaron 10 U de enzima T4 polinudeótido cinasa la temperatura 

empleada fue de 37°C con un tiempo de reacción de 2 horas y el A TI) ajustado a lmM. Esta reaCCión se 

realizó en un amortiguador de reacción de ligación sin ATI) y también en el regulador comercial. La T4 

DNA ligasa cataliza la formación de enlaces fosfodiéster entre los extremos 3' hidroxilo y 5' fosfato 

adyacentes del DNA. 
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Al termin,¡r el tiempo de fo::.foriLlCióll en la IllI:'l1U I1lC:.-',d,l de rC,l(tiÓl1 ::.e ,1dICI0I1,m)!l 6U de !J enzim,¡ '1', 

DNA IIg,l<'.l (Unittldcs Wciss), el volumen final de rC.lcC!()!l fue de 46 ,uL 1 ,1 rc,KClón de ligación se efec\ lI() 

duuntc 4 horJs ,1 J7"Cy la concentración ¡Hui de glicerol fue de 7.7(}k (44) 

L\ re,Kción de ligación se realizó tres veces consccutiv,uncntc, limpiando c,lda reacción de ligacIón por 

extracción fenol-cloroformo, precipitación con eono1 y resuspensión en TE pH 8.0. Se mantuvieron las 

condiClones de reacción de 46 ,uL, ATP 1.0 mM, 6U T 4 DNA ligasa, 4 horas a 37"C ye! glicerol disminuyó 

a 6.5 %. 

2.- La eficiencia de la fosforilación y ligación de los 1R se analizó en geles de agarosa de bajo punto de 

fusión al 2 Y 4 % Y cuantificados por método espectrofotométrico. 

5.5.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

1.- La primera expansión in VltrO de las secuencias de lR se realizó utilizando la PCR, empleando como 

DNA molde los 1R expandidos a través de ligaciones consecutivas y como iniciadores los 

oligonucleótidos de cadena sencilla de 15 pb; se preparó una me7cla de reacción incluyendo los dNTPs 

(deoxinucleótidos trifosfatados) : dATP, dCTP, dGTP, dTTP, la enzima Taq DNA polimerasa 

recombinante, el amortiguador lOX para PCR y MgCl2 de B6ehringer en un volumen final de 100,uL. 

P Jra la reacción de PCR se usaron las condiciones en la tabla J: 
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TABLA 3. CONDICIONES DE REAC'CIÓN DE PCR. 
Elementos de-la reacción 

._._--- . ----.--
Concentración final en la 

~, 
reacción. 

---_. ... _--

lOX peR a1l1orllgu.1dor lX 
10 niM dNTPs mczcb 

.. .. 
2 mM Od,l dNTP 

---

10 ,uM inici,ldOl 1 
._---... ----¡;;M-----... 

10 ,uM iniciador 2 
--._- ---.. 

lf'M --
DNAmoldc 1.0 f'g 
25 mM MgCI, 

---
1.5 - 9.0 mM 

5 UI f'L Taq DNA pohmerasa 2.5 U 
--

H20 bidestilada estéril cbp 100 f'L 

5.6.- Programa de PCR 

El programa inicia con una desnaturalización previa a 9S"C durante 1 minuto. El programa consta de 

desnaturalización a 9S
o
C/ 30 segundos, alineamiento a una temperatura de aproximadamente 2"C rebajo de 

la Tm menor de los iniciadores durante 30 segundos, extensión a 7XC/l minuto durante 35 ciclos y un 

paso final de 7tC/15 minutos para permitír que la enzima termine de polimerizar; después se programó 

una temperatura de 4°C/lO minutos para detener la reacción. 

La Tabla 4 muestra las T m utilizadas en el PCR para cada par de oligonucleótidos correspondientes: 

TABLA 4. TM DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS y LA UTILIZADA EN LA 
REACCIÓN DE PCR 

Secuencia de oligonucleóLidos T.r.nf9 Tm utilizad"l'.ara PCR("C 
Aa~ gl0J; ....... __ 23.9 22.0 . , , . ~--
TTCITCITCITCITC 24.3 
CCf!(. Cf!!.- Cf!!.-C~ ___ . __ 69.5 66.5 

----~-_.- --._._-
Gg-ºru¡;C~gL 68.5 --- -----~--~ ... -._---- ------
!>~Af!P\gCAgCAgC 44.9 41.0 
C'T gCT gCT gC 'T gC 'Tg 43.0 
TCgTCgTCgTCgTCg 45.9 38.3 
GACgACgACgACgAC 40.3 
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Los producto':> de peR se puriric.\ron por CXlr,lCClÓn [cnol.cloro!onno, prcClplLlCi/m con etanol y 

resu,pemhJos en 20 I'L Je TE pI-l 8 O. Se eonGrllló la oblcnciim Je cxp,ll1sión y Jlllplific<lCión de los TR 

en gcle~ de ,1g<lfO~,1 ,d ltl{) con BrEt (1 p.g/ flL) Y ob~erv,ldos en un tr,ll1silullutl,ldor con luz lJV. 

Se determinó Id COllcentr,lClón óptimd de MgCl2 para la expamlón por peR de los TR v,lriando la 

concentración de 15 mM ,l 9.0 mM COIl intervalo.<. de 1.5 mM y se CUJ.l1tlficó el DNA por método 

espectrofotométrico. 

El DNA obtenido de la primera expansión por PCR a la concentractón de 9.0 mM de MgClz se utilizó 

como DNA molde para realizar una segunda reacción de PCR en la cual se utiliz.'lron como iniciadores las 

secuencias correspondientes de los TR que además llevan adicionado el sitio de restricción Bgl n, estos 

iniciadores fueron sintetizados de 25 pb en el lugar y forma antes mencionado. La reacción se efectuó en 

las condiciones indicadas en la tabla 5: 

TABLA 5. CONDTClONES DE REA CCION DE PCR, __ 
Componentes de la reacción Concentración 

. --rfi.nal en la reacción 
10X PCR amortiguador . __ '._ 1X 

f-----~--
10 mM dNTPs mezcla t-- O.2mM 

._~---~-._-""-

5 ¡.tM iniciador 1 O.5I'M 
5 ¡.tM iniciador 2 .,---.---------,,-

f--.~~-
DNAmolde _~...lQl:Ii __ 
ts6mM~'- _.-_._-_. 

5.0·13,5 mM __ 
S VI ¡tL Taq DNA rolimerasa(Gibco l?l\Id.. 2.5 U 
H 20 bidestilada estéril . cbp 100l'L 

Para esta PCR se preparó la reacción sin enZlma, esta se adicionó hasta que la reacción alcanzó una 

temperatura de 95°C El programa de PCR se inició con un precalentamiento de platina del termociclador a 

9S
0

C/4_6 minutos, en el momento en que alcanzó la temperatura de 9S
Q

C se colocaron los tubos de 

reacción abiertos, hasta la adición de la enzima (debe ser rápido para evitar evaporación en la reacción). 

Posteriormente se inició al programa de PCR ya establecido, que inicia con una desnaturalización a 9S"C/1 
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mmuLO, el prognl11.l es de 35 ciclo:, de dcsl1atm,lliz,lClón J. 95"(:/30 segundos, ,\linc,llHicnto ,\ LHU Tm de 

tc debajo de 1.\ Tm menor de los in!Ci,ldorc:. durallU> 30 segundos, extensión 7te/l minuto y un pdSO 

final de 72"C/15 nUllutos PM,\ permitir que la enzim,\ termine de polimenzar, después Id rC,leClÓn es 

detenida a una temper.ltura de 4"cYlO minutos. LIS Tm utthzadas en la reacción de PCR para adicionar el 

sitio Bgl II son las slguientes (tabla ú). 

TABLA 6. TM DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS CON EL SI110 BGL JI Y LA 
~ ~ ____ ~U11LIZAqA El!...f~JI.EACCIÓN DEPCR __ . ___ ~ 
Oligonucle6tidos con sitio llgl II ~ I . ___ T"'----. _ ~_ Tm (:2"C) .. ~_~ 
GggAAgATCTTTCTTCTTCrrCIiC~~~::~~ __ ~._ -= 
~gATCTAAgAAgAAF~g~ __ 5~ ______ ~ __ _ 

IrG~g~~~~gA~TaC~T~A~gC~A~gC~A~gCA~gCA~~gC~~~j6~3J.4~~~~~~'~~~6~1!.4.~~~_1 G TCTCTgCfgcrgcrgC'Tg 64.3 _ 
G TCTTCgTCgTCgTCgTCg 65.6 61.8 
G TCTgACgACgACgACgAC 63.8 

Las letras en nE':gyitas indican el sitio de restricción enzimática Bil n. 

~J\AAgATCTCCgCCgCCgCCgCCg 790_t---__ ~~_7~~_._ 
G oAAqATCTo' c:oorooCggCggC 79.1 

Se confirmó la exp,msión y amplificación de los TR en geles de agarosa a11% con BrEt (1 Ilg/IlL), así 

como, la mejor concentración de MgC12 para cada una de las secuencias. 

5.7.- Tercera Reacción de PCR 

Se realizó una tercera reacción de PCR para mejorar la eficiencia de expansión de los TR con el sitio de 

restricción Bglll utilizando en ésta como molde el DNA obtenido en la expansión realizada en la segunda 

reacción de PCR se utilizÓ el mismo programa de la segunda PCR estandarizando nuevamente la 

concentración de MgC12 correspondiente a cada secuencia de TR La eficiencia de expansión de los TR se 

analizó en gel de agarosa ai1 % Y ·se observó en un transiluminador con luz UV. 

54 



G.- RESULTADOS 

Antes de 1U1etar el proceso de alineamIento se comprobó utilizando un gel de agarosa al 2% teñIdo con 

bromuro de etlclio que toelas las secuenCias de ohgonuclcótrclos de 1S pb de cadena sencilla no estuvieran 

degradadas. Se determinó la concentrac1ón de cada una por espectro fotometría, las cuales se muestran en la 

Tabla 7 Y están expresadas en ~lg/!J.L y pmolcsl!-I.L Todas las concentrac1üncs fueron calculadas como se 

mellea en la metodología. 

TABLA 7. CONCEI\lTRACIONES FINALES DE CADA OLIGONUCLEOTIDO 
Secuencia del oligo Concentración (~g/ IJ..L) Concentración 

pmoles/IlL 
eTG 2.79 572.3 

._-----

CCG 2.574 528.0 

f------ "\GC 2.689 551.5 
._~ -

GGC 2.821 578.6 -- --_ .. - --~_._- .--
G·\C 2442 500.9 _. __ .---
TCG 2.755 565.1 ---- ---
TrC 1.9635 402.7 .- -- .. 
l\L\G 3.036 622.7 

El resultado de ahneamlcnto para cada Ufh'1 de las secuenCias se muestra en las figunls 12, 13, 14 Y 15. 

Pig 12: Gel de agarosa de baJO punto de fus1ón al 4% teñido 
con RrEt (1¡..tg/,ul). ~-\lJneamlcnto de las secuencias CTG/AGC 
dsDNAr\ de 15 pb en el carnl 2, carnl 1 el control de la 
secuenC1a CTC de 15 pb de cadena sencIlla y carril 3 el control 
de la secuenCIa AGC de 15 pb de cadena sencilla. 
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Flg.13: Gel de agarosa de balo punto de fusión al 4% tei'íldo con BrEt (lJ.lg/J.lL) :-\hneamiento de las 
secuencias CCG/GGC en el carri13, se generó dsDN[\ de 15 pb, control de cadena sencilla de lS pb de la 
secuenCia CCG en el carril 1 yel control de cadena sencilla de 15 pb de la secuencia GGC en el camJ 5. 

Fig.14: Gel de agarosa de bajo punto de fusión al 4% tdildo con BrEt (1¡..Lg/Fl). Alineamiento de la 
secuenCia TfC/AAG clsDN~\ de 15 pb en el carnl3; carnl 1 control de la cadena sencula de 15 pb de la 
secuenCia TTC y el control de la cadena senctlla de 15 pb de la secuenC1a ~\.[\G en el carril 5 Las flechas 
indican el trente de corrimiento 

La cadena sencilla de las secuenCias '1"1'C y ~\.:\G no 1I1tercala el bromuro de etidlO. 

Para la secuenCia G¡\C/'l'CC se obtuvo el alineamiento de la misma forma que la secuenCia CTG/AGC. 

Se muestra en la fotografía de la figura 15 
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FIg.15: Gel de agarosa de baJo punto de fusIón al 4% tefíido 
con ErEt (1)J.g/ ¡ .. tI). ~-\hneamiento de la secuenCIa 
GAC/TCG dsDNA de 15 pb en el carn12; carril 1 control 
de la cadena sencilla de 15 pb de la ~ecuenCIa GAC y el 
control de la cadena senCilla de 15 pb de la secuencia TCG 
en el carnl 3. 

Para rea!J7,ar la pnmera ltgac¡ón se determinó la concentracIón de oligonucleótidos a utIhzar en la reacción, 

esta fue de 92 )J.;,\1 de acuerdo a los resultados obtenidos en la Pig.16. 

Ftg,.16: Gel de agarosa de bajo punto de fustón al 4°/\1 teñido con 
BrEt (l)J.g/)J.l). Eficiencia de ligaCIón en funCión de la concentracIón 
de ohgonucleótidos. Se utilIzó la secuenCia TTC/ AAG; carril 1 
control de DNA de doble cadena de 15 pb en concentración de 46 
)J.M, SIn ligar, en los slgUlentes carnles se observa la eficIenCia de 
lig'.-Ición de esta secuenCla a concentracIones de: carnl 3, 46 ,uM, 
carnl 5, 92 flivI, caml 7, 231 fl.'-\1 Y carril 9, .)55 flM. La punta de 
Oecha en el carril 1 señala la pos1Clón del DN¡\ Sin ltgar. 

,\1 comparar el efecto del amortiguador sin .IY l'P Y el regulador comercIal dc la enZIma T ¡ DN A ligasa en la 

reacc1ón de ligaCión, no eX1stló chferencla alguna. 

La prlmera ligaCIón se rea]¡7,ó con la enZIma T~ DN. \ ltgasa, los resultados de la misma se mucstran cn la 

Fig.17. 
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1 2 345 

Flg 17- Gel de agarosa de baJo punto de fnslón al 4% teñido con 
BrFt (1!J-gil-d) Carnl 1 control de DNA de doble cadena de 15 pb 
de la secuencia C'l'GI-AGC, carril 2 secuencia CTG/AGC, carnl 3 
secuencia G~.-\C/TCG, carril 4 secuencia CCG/GGC y carril 5 
secuenCia 1TCj.!\..o\G. La flecha indiCa la posicIón del DNA sin 
hgar. 

En las figuras 18 y 19 se muestra el resultado de la 2a y y reaCCión de hgación de las secuencias en estudio. 

500 

125 
100 
75 

50 

Ftg. 18: Gel de agarosa de bajo punto de fus1ón a14% teñido 
con ErEt (1¡..tg/¡..tl). ComparaClón de la eficIenc1a de la 2a y 3" 
ligación. Carril 1 y 6 marcador de peso molecular de 25-500 
pb, 2" Y 3a ligación de la secuencia CTG/ AGC en el carril 2 
y 3, carril 4 y 5, 2a y y ligación de la secuenCla G}~_C/TCG. 

Como se observa en el gel, ya no se mejora la efiClenna de ltgaCión en la Y puesto que no hay mucha 

diferencia en el tamaño de los productos obtentdos respecto a la 2~ ltgaclón 

El tamal10 máxImo de las expansIOnes para estas secuencIas es de .100 pb. 
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500 pb 

125 pb 

50 pb 

25 pb Flg.19: Comparación de la cUClcncla de lIgación Za y 3". 
Gel de agarosa de bajo punto de fusión al 4% teñido 
con BrEt (1~g/ML). Carriles 1 y 8 marcadores de peso 
molecular de 25-500 pb, carriles 2 y 3 ligaciones 2" y 3" 
de la secuenCia G.'\.C;TCG, carriles 4 y 5 lIgacIOnes 2a y 
3~ de la secuencia CCG/GGC y 6 Y 7 ltganones 2a y y 
de la secuenC1a 'lvrC/ AAG. 

A diferenCia de la secuenC1a GACjTCG que presenta una expansión máxima de 500 pb, la secuenCia 

ceG/GGe Uene una expansión mayor de 125 pb Y menor de 500 pb Y la secuencia TrC!~-\AG solo 

presenta expanSión cntre valores de 50 a 125 pb. 

La::. eXpHI1S10neS utilizando la enZima T4 DNI\ ltgasa permítieron obtener dsDN.:\ con un tamaüo de 500 

rb. Se estudiaron las condiCiones más adecuadas para realIzar la PCR de este producto y obtener DNA de 

mayor longHud (702 pb, 1371 pb, 8454 pb), como se obsenTa en la FIg.20 el cloruro de magnesio (MgCl~ 

es un factor determinante en la reaCCIón. 

Plg.20: Gel de agarosa de bajo punto de fustón al 1% 
teñido con BrEt (1f-lgjf-ll). Efecto dell\1gC12 en la PCR de la 

secuenCia TTejA.AG. Carr.ill y 8 DN~\ del fago A. cortado 
con BstE n. Carnl 2 MgC12 1.5 mM, carnl 3 },.1gCl~ 3 mM, 
carn! 4 MgC12 4.5 m.\1, caínl 5 MgC12 6 mM, carril ti MgC12 

7.5 mM y carril 7 i\!gCl, 9 mi\!. 
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Como se observa en la figura 20, conforme aumenta el cloruro de magnesio '>c favorece la reacnón 

obteniéndose productos del DN~\ ampl1ficados y expandidos (el DNA molde fue de 500 pb), con la PCR 

se lograron expandll' en su mayoría hasta 1371 pb, S1n descartar que hay producto que supera el valor más 

alto dado por el marcador de peso molecular DNl\ del fago A cortado con BrtE II que es de 8454 po y hay 

producto que entra en el valor lOfenor del m1smo marcador que es de 702 pb. Puede observarse que la 

eficiencia de la expansión y ampl1ficación inicia con una concentración de :l\lgCl2 de 7.5 mM y la máxuna 

se da a 9.0 mM de MgCl2• Aprovechando el efecto pOS1t1VO que tiene el ;\,fgCl2 en la reaCCión de PCR para 

expandir y amplificar el DN¡\ de 500 po de las secuenCias expandidas con la T4 DNA ligasa se realizó la 

PCR para todas éstas balO las mismas condiciones de la secuenCia 'ITC/¡\.i\G. Fig.21. 

pb 
pb 
pb 

Fig. 21: Gel de agarosa de bajo punto de fusión al 1 % tel1ido 
con BrEt (1J.lg/) .. tl). Expansiones y amplificaciOnes de los TR 
con la PCR utilizando una concentración de 1'vfgC12 de 9.0 

mM. Carril 1 y 6 UNA del fago "A cortado con BstE Ir, carril 
2 secuencias CCG/GGe, carril 3 TIC/.f\i\G, carril 4 
CTG/AGC y carril S G~-\C/TCG. 

La secuencia CCG/GGC no presenta expansión solo ampl1ficaclón el tamaño del DN~\ obtenido es menor 

a 702 pb La secuenCia 'lTC/.f\AG es la mejor expandida, el tamaüo de DN~ .. \ es de 1371 pb en su mayoría 

y llega a expandirse a más de 8454 pb, el menor valor de expansión es de 702 pb. La secuenCia CTG/AGC 

y GAC/TCG son expandidas mayormente hasta 702 pb, también presentan expansiones menores a este 

valor y el mayor tamal10 de expanSión alcan7.ado es de 1371 pb aprox1madamente. 
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_Aunque no todas las exp~,nsiones presentan la misma efiClcnoa puede decirse que la expansión cs mucho 

mejor que la obtemda con la '1'4 DN.i\ ltgasa, adcmás de obtener una buena concentracIón. La secuencia 

CCG/GGC presentó dificultad para su expanSión, Se ensayaron chferentes condiciones de PCR que 

permitieran mejorarla, además de insertar un sitlO de restncoón BgllI al DNA de todas las secuencias Para 

esto se partió de las secuencias expandidas de 500 pb. FIg 22 

pb 
pb 
pb 

Ftg.22: Gel de agarosa de bajo punto de fusión al 1 % teñido con 
BrEt (1!-Lg/!-L1). Expansiones y amplificaciones de los TR 

adicionados del sitio B~IIL Carril 1 y 6 DNA del fago A cortado 
con B,!/} ~ 1I, carrtl 2 secuencia eTG / AGC, carnl 3 secuenCIa 
CeG/GGe, carrt! 4 secuenCia G~\C/TCG, carrJi 5 secuenCia 
TTC(HC. 

La mejor expanSión se obtiene para las secuenCias lTC/AAG-Bg! II en donde la mayor cantidad de DNA 

presenta un peso de 1371 pb Y las secuenCiaS Cre/AGC Ilgl11, TCG/GACllgllI y CCG/GGC-B~llI 

presentan una expanSión de 702 pb, aunque ~lguC eX1stiendo DN_-\ de menor peso la expanSión se ve muy 

favorecIda para las cuatro secuenCIas logrando expanSiones de un peso molecular mayor a las 8454 pb que 

es el peso molecular máXimo que mdica el marcador, y se observa también que hay DNA de un peso más 

elevado que ya no entra al gel. La expans1ón fue muy sausfactona para las cuatro secuencias de TR 

especialmente para la secuencia CCG/GGC-B;iIL 
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7.- DISCUSION 

PJ.r,l d,tr inicio ,( Lt sínlc~ls mVltrv de secuencia!> de Ltrgos 'J'R, primero \c sltltcli/,lron oligonuclcótidos de 

cadena senóll,l de 15 pb para las sccuenci,ls CCG, TTe, CTG y TCG, así como, sus respectivas cadenas 

complcmentJri,ls GGC, AAG, AGC y GAC Po.\teriormente se obtuvo por alineamiento de 

oligol1ucleótidos complementarios el DNA de doble cadena, obteniendo así: (CCG/GGC) 15' 

(TTC/ AAG),,, (CTG/ AGC)" y (J'CG/GAC)". En el ,¡lineamiento de los oligonucle6tidos de cadena 

sencilla de 15 pb llama la atención el hecho de que las secuencias de cadena sencilla TIC y AAG no 

intercalen el BrEt en comparación con las otras secuencias como se muestra en la figura 14; muy 

probablemente esto se debe a la habilidad de las secuencias de 1R de cadena sencilla para formar 

estructuras de horquillas m vltrv que facilitan que el BrEt se intercale en la formación del dúplex 

interactuando con las moléculas de la horquilla en dos formas diferentes: unión por intercalación de un 

ligando en el centro del tallo y por una asociación de dos ligandos en el asa (14), de esta manera en el 

análisis del gel pueden ser visibles, sin embargo, los estudios sobre 1R han mostrado que las secuencias 

TIC/ AAG no son capaces de formar estmcturas de horquillas como cadena sencilla por lo cual no 

intercalan el ErEt, puesto que éste solo se intercala en DNA de doble cadena si en el gel de agarosa las 

cadenas sencillas de DNA de las secuencias TIC y AAG se encuentran en carriles adyacentes pueden tener 

interacciones moleculares que faciliten la formación del DNA de doble cadena y de esta forma el ErEt se 

intercala en el DNA haciéndola visible, sin embargo, si éstas se encuentran alejadas en el gel no serán 

observadas y :'010 se verá el frente del corrimiento del azul de bromofenol. (22) 

Cada par de 15 pb de TR alineados correspondientemente presenta un retraso en el corrimiento 

electroforético del dsDNA en comparación al ssDNA, esto debido al aumento en peso de la cadena doble 

del DNA (fíg. 1, 2 Y 3), a su vez, este mismo DNA sirvió como molde para la enzima T4 DNA ligasa. 
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Para re,llizar L\ prU11Cl\1 lig,lclón prlmero.'>é' COI1S1(Jc¡ó que 1m ohgollucleóudos no poseen el P5' por lo cual 

fue ,lñddido ,1 tr.lvé,<, de una re,lCción de fos[oriLKi/m con la en/'Jm,l T4 DNA polinudeótldo cin,lsa yen 

eS,l nusnu mC7,cb de reacción después de b fosfonbcióll sc rcalizó id lig,lCión. Es importante deterlmnar 

cual es la mejor concentracIón de oligonucleótidos alinc,ldm para llevar a c,lbo la ligación, en este estudio 

se demostró que la mejor concentración p,lra ésta c,<, de 92 ¡uM (fig 16), con dicha concentración y bajo las 

condiciones establecidas de reacción se obtiene una ligación de! DNA alineado mas eficiente puesto que 

conforme se aumenta la concentración de oligonucleótido la eficiencia de la ligación se ve disminuida, se 

observa mayor producto ligado de menor peso para las concentraciones de oligos de 231 ,uM Y 355 ,...M, 

esta última concentración es la máxima concentración de oligonucleótido que puede ser utili7.ada en las 

condiciones de reacción establecidas, ya ql.le si se utiliza más, el volumen de reacción superaría 40 ,uL 

impidiendo la comparación con las demás reacciones y también se modificaría la reacción de ligación, así 

mismo, puede observarse en ésta, una cantidad de DNA alineado que corresponde al tamaño del control 

de oligonucleótidos sin ligar, lo cual indica que la enzima llegó a un punto máximo de actividad (fig. 16). 

Para la ligación también se consideró el tiempo de reacción y se observó que después de 4 horas ya no 

aumentaba la eficiencia de ligación; la temperatura óptima fue de 37°C dado que la enzima trabaja mejor a 

esta temperatura, por otro lado al comparar el uso de un arnOltiguador de ligación preparado en el 

laboratorio y el comercial no existió ninguna diferencia en cuanto a su funcionalidad, por lo tanto para 

todas las reacciones de ligación se utilizó el amortiguador preparado Cn e! laboratorio. 

Como se observa en la fig. 17 la primcra ligación de las secuencias fue muy eficiente siendo escasa la 

cantidad que queda sm ligar en todas ellas. El empleo de la T4 DNA ligasa permitió obtener expansiones 

de los TR hasta de 500 pb, determinados al realizar la comparación con el marcador de peso molecular de 

25~500 pb, para lograr esta longitud se hicieron tres ligaciones consecutivas (fig. 18 Y 19), es posible que el 

polimorfismo de los TR dificulte la actividad de la enzima impidiendo así su capacidad de seguir 

expandiéndolos, sin embargo, se han realizado estudios con diferentes DNA poJimerasas en donde se ha 
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observ.1do su eficienci,\ p,\r,\ exp,Uldir ~ccuenci,\s ,dl.1mcntc IcpetltlY.\~ y entre é~tJs ~e cncuentr,m !J T.lq 

DNA polimerJsa, 1.1 DNA poll!ncr.1~a 1 (fngmenlo Klcllow), DNA sequerusJ, DNA polimcras,Hx, DNA 

polimer,\s,\-r3 y b HIV -tr,Ulscripws" rCVCl S,l, tod,l'l C'st.lS (·¡Ii'Jm.l~ cxpal1lheron repetidm GGC:CX:C pero la 

expansión m{ls gr,ll1de fue re.1lizad,l por 1.1 T.lq DNA polimerasa, !J cual sintetizó un producto de 

aproximádamcnte 250 pb y con el resto ~e obtuvieron productos de mCilor longitud, esto demuestra que la 

T aq DNA polimerasa tiene mejor eficicnci" de expansión p,lra secuenCias de TR. (23) 

Debido a que las enfermedades asociadas a expansiones de TR son generadas por miles de unidades de 

repetidos, se ha recurrido a la síntesis in varo de largas expansiones de estos empleando la técnica de PCR y 

aprovechando la capacidad de la enzima T aq DNA polimerasa para generar productos de alto peso 

molecular favorecidos por altas concentraciones de MgCI]. (52) Para elaborar esta reacción se variaron 

concentraciones de MgCI] de 1.5 a 9.0 mM con intervalos de 1.5 mM de MgCI] para la expansión de los TR 

TIC/ AAG, observándose que conforme aumenta la concentración de MgCl2 la expansión de esta 

secuencia comienza a ser significativa a una concentración de 7.5 m1v1 de MgCl] en donde alcanza un 

tamaño de 702 pb en promedio y la expansión aumenta a la concentración de 9.0 m1v1 MgC12 obteniéndose 

una mayor cantidad de DNA que presenta un tamaño de 1371 pb Y hay menor cantidad de DNA que logra 

expandirse hasta 8454 pb (fig. 20). Esta variación de MgCl2 se realizó para las secuencias CTG/ AGC, 

TCG/GAC y CCG/GGC para todas la mejor expansi6n fue a la concentraci6n de 9.0 mM MgC12 las dos 

primeras secuencias presentan un tamaño de expansión alrededor de 702 pb y poca es la cantidad de DNA 

que es de menor o mayor a este tamaño (fig. 21). Para la secuencia CCG/GGC solo se amplificó el DNA 

de 500 pb obtenido por expansión de la ligación, con la PCR no se logró expandir satisfactoriamente y se 

encuentra en un tamaño menor de las 702 pb en comparación con el marcador de peso molecular. Por otro 

lado, las diferentes conformaciones estructurales que pueden adoptar cadenas de repetidos GGC y GCC zn 

utnJ pueden incluir horqUIllas, estructuras de triple o cuádruple cadena de DNA, además se ha sugerido una 
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[ormolCión de tetnhélice de d(CGG)n m v/U) debido ,ti ,lIto contenido dc gUJ.ninJ.s, csto puede obstruir b 

transcripción y replic,lCión del DNA; csLls son 1,,~ posibles Llzonc" por 1.1~ que la" secuenCl,lS cee y GGC 

no son expandidas tan eficientemcnte como las dem:ls SCCllcnCl,lS estlldi,lcLts adem,ls de presentar UIU 

temperatura de desnaturalización de 90"C/1O minutos, pero .)e contlllUO con la busqueda de las mejores 

condiciones de reacción para lograr su expansión. (1,2, 18,22,23,53,54) 

Para adicionar un sitio de restricción enzimática Bgl II al DNA expanilldo en la primera PCR se utilizaron 

iniciadores que contenían las secuencias de TR correspondientes más el sitio Bgl Il. Se buscaron las mejores 

condiciones de reacción pero las expansiones tuvieron poca eficiencia (no se muestran fotografías); 

utilizando el poco DNA expandido obtenido de cada una se realizó una tercera peR. De esta manera la 

enzima Taq DNA polimerasa solo amplifIca el DNA de alto peso molecular que ya contenía el sitio Bgl II, 

en estas reacciones utilizaron las siguientes concentraciones de MgC12: para los 1R TIC/ AAG-Bgl Il 5.5 

mM Y 9.5 mM para la secuencia CCG/GGC-Bgl n, 9.0 mM para TCG/GAC-Bgl n y 10.5 mM para la 

secuencia CTG/ AGC-Bgl n. Con esto se mejora la eficiencia de la expansión de los 1R TIC/ AAG, 

CCG/GGC, CTG/ AGC, TCG/GAC con un sitio de restricci6n Bgl n. (Iig. 22) 

El éxito de la expansi6n de los 1R con el sitio Bgl Il se debe en gran parte a que los tubos de reacción 

permanecieron aproximadamente 6 minutos a 9S"C en el proceso de adición de la enzima Taq DNA 

polimerasa antes de dar inicio al programa de PCR previamente establecido lo cual brinda oportunidad a 

que las cadenas de 1R se desnaturalicen y de esta forma la enzima Taq DNA polimerasa pueda expandirlas 

y amplificadas ya que especialmente la secuencia CCG/GGC-Bgl Ir es la que presenta mayor polimorfismo 

y es más difícil de expandir, con esto .)e garantiza que la formación de triples o cuádruples cadenas 

adoptadas por esta secuencia se disminuyan en gran proporción facilitando el trabajo de la 

enzima.(7,52,53). 
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L,s CXp.1nsiollcs obtenidJ.s servu':m par.l eSluLk,r el proc('.'.o de de?,t ,,,bción del mENA en células 

cuuriotes, ,1.'.Í corno, conocer si influyen en b estabilidad de un mRNA el cu,,1 normalmente es muy est,lblc 

y t,ullbién .1l1aliz,lr ,,1 la presenci,\ de estos '1'1\ pueden modifIcar 1,1 lou]¡uClón delI1lH,NA en L\ célula, 

Esto es importante debIdo a que varios de estos TR cstJ.n asociados con la ffiJ.lllfc.'.taCJón clínica de algunas 

enfermedadesj y el saber de que manera modifican al mRNA, podrid ayuddr J conocer parte del mecanismo 

involucrado en estas enfermedades. Por otro lado, L obtención de estJS secuencias expandidas ofrece una 

nueva herramienta que los investigadores pueden emplear para estudtar m vltm como es afectada la 

estabilidad del rnRNA por secuencias de 1R dentro de la célula, sin que esto tenga que depender de la 

obtención de 1R provenientes de muestras clílllcas las cuale.'. resultan difíciles de obtener ya que puede 

llevar varios años el reunir una cantidad significativa de muestras clínicas para realizar el estudio, por otro 

lado pueden crearse sondas que permitan realizar un diagnóstico molecular directo y oportuno a pacientes 

con posibilidad de presentar las enfermedades asociadas a estos TR (31). También puede facilitarse la 

clonación de estas secuencias a través de la adición del sitio de restricción el cual puede ser variado de 

acuerdo a las necesidades del investigador. Con esto se ofrece una mejor fuente de material de trabajo que 

los investigadores pueden emplear en el campo de la genética para facilitar el entendimiento de las bases 

moleculares que conducen a enfermedades por expansiones de secuencias de TR (39), así como, ayudar al 

entendimiento del mecanismo biológico por el cual los TR son expandidos. 
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8.- CONCLUSIONES 

B.I Se logró stntctlzar 111 fI¡j1(} la:. expansione:. dc la:. '>CCllClluas ,k TR (CCCjCCC)15, (1 "l'C/A;\(;) 15, 

(C J 'C; / ¡\( ;C) 15, que se encuentran asoC1adas a Cl1fct tncdadcs humanas, así como, la secuenCia 

(TCGjCr\C)15 '-¡lIC no esta relacIonada con CllfCl111Cdad e11 humanos, esto se logró con la tl1tcgraclón 

de las ti;cnicas de ahocamiento y hgaC1(')jl, lo tJlle pCUllttlÓ 'lue su expansión se obtUViera hasta un 

tamat'io de 500 pb. 

8,2 La PCR ofreció una mejor alternatIva para logra1 una mayor expanSIón de los TR en estudIO 

permitiendo expansiones que van de un tamaño de 702 pb hasta de 1371 pb en su mayoría, SIn 

descartar que se pueden obtener pesos molccubrcs mayores (8454 pb). Con esto, se demuestra que es 

posible obtener expanSIones grandes de TR en cuya secuencia se encuentra un alto contenido de 

guaninas y clloctnas. 

8.3. La PCR no solo faóhtó la expansión de las Sl'cuenClaS de TR SInO también su amphficaCIón, por otra 

parte hacc más sencilla la adicIón de sitiOS de 1 C'>t11LUón como cs el sItIO l~g¡ 11 pero también pueden 

ser adicionados otros. 

8.4. Sí es posible smtctizar !11 IJI/ro secuenCIas de TR de hasta mtlc~ de ullldades repctldas de tamar10 

scmcJante al que se cncuentra aSOCiado con cnfermclhdes humanas 
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9.-ANEXOS 

9.1.- PREPARACiÓN DE SOLUCIONES Y REACTIVOS. (44) 

9.1.1.-AGUA DESTILADA FILTRADA Y ESTERIL. 

AGUA DESTILADA 3500 mL 

1. El agua se filtra en un sistema :tvfillipore con membranas MSI de acetato con poro de 0.22 - 0.45 ¡,¡.m 

2. Envasar en un matraz de 4000 mL 

3. Etiquetar y esterilizar por calor húmedo a 121°C por 15 minutos. Almacenar a temperatura ambiente. 

9.1.2.-BROMURO DE ETIDIO (10 mg/mL) 

BROMURO DE ETIDIO 

AGUA DESTILADA 

1 g. 

100 roL. 

1. Agregar 1 g de BrEt alOa mL de agua destilada, agite en un agitador magnético por varias horas para 

asegurar que el colorante se disuelva bien, colóquelo en un frasco ámbar y almacene a temperatura 

ambiente. 

9.1.3.-TRIS-HCI2 M pH.8.0 

TRIZMA BASE (SIGMA) 

TRIZMA HIDROCLORADO (SIGMA) 

HCI CONCENTRADO (BAKER) 

AGUADESTILADA c.b.p. 

121.1g 

157.6 g 

para ajustar el pH. 

1000 roL. 

1. En un vaso de precipitado se colocan 800 ruL de agua destilada. 

2. Adicionar el1RIZMA BASE poco a poco hasta solubilizar 

3. Repetir la operación con el TRIZMA HIDROCLORADO. 
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4. AjusL,r el pH ,18.0 con Hel gOL,' ,1 gOLl. 

5. A[Ol,U .1 1000 mL con "gll<l de<;tiLld,1 

6. Filtr.lr en siste111,' Milllpore con membrana MST de .lcetato con poro de O 22 -o 45 pm 

7. Ennsar en frasco de vidno y etiqueta!. 

8. Esterilizar por calor húmedo a 121°C por 15 minutos. Enfria.ry almacenar a temperatura ,lmbientc. 

9.1.4.-ETILEN DIAMINO TETRACÉTICO (EDTA) 1 M pH. 8.0 

EDTA DIHIDRA TADO (CTR) 372.26 g. 

NaOH (QUIROMED) para ayudar a la solubilización del ED'J'A 

AGUA DESTILADA eb.p. 1000 rnL 

1. En un vaso de precipitado se coloca 800 ruL. de agua destilada. Calentar ligeramente. 

2. Adicionar el EDTA. 

3. Adicionar e.l N:lOH en hojuehs hasta solubilizar el primero. 

4. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH. 

5. Aforar a 1000 ruL con agua destilada. 

6. Filtrar en sistema Millipore con membrana MSI de acetato con poro de 0.22 -0.45 pm. 

7. Envasar en frasco de vidrio y etiquetar. 

8. Esterilizar por calor húmedo a 121°C por 15 minutos. Se enfría y se almacena;) temperarura ambiente. 

Nota: El EDTA solubiliza cuando el pH de la solución es ocho o esta muy cercano. 

9.1.5.-S0LUCIÓN AMORTIGUADORA TRIS-BORATOS-EDTA (TBE 5X) 

ÁCIDO BÓRICO 

TRIZMA BASE (SIGMA) 

EDTA 1M pH. 8.0 

AGUA DESTILADA eb.p. 

27.5 g 

54 O g. 

10rnL. 

1000 rnL 
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1. En un V<lSO de prccipiudo.\c colocan 800 mL de ,l?,U¡¡ de<;uLtd,l. 

2. Adicionar el EDTA, ÁCIDO BÓRICO Y TRlZMA BASE 1",,,,, solubdizarlos 

3. Aforar J. 1000 mL con ,l?,ua dcsuLld,l. 

4. Filtrar en sistcma Millipore con membrana MSI de ,Ketato con poro de 0.22 11m. 

5. Envasar en fasco de vidrio y etiquetar. 

6. Esterilizar por calor húmedo a 121°C por 15 minutos. Se cnfría y se almacena a temperahlra ambiente. 

9.1.6.-FENOL-TRIS pH. 8.0 (Equilibrado) 

FENOL GRADO BIOLOGÍA MOLECULAR (SIGMA) 500 g. 

TRIS 1M pH. 8.0 

8-HIDROXIQUINOLINA 

1. Fundir el fenol a temperatura ambiente. 

2. Adir:ionar un agitadol' magnético libre de DNAsas. 

3. Agregar aproximadamente 500 ruL. de Tris 1M pH. 8.0. 

4, Agitar 10 minutos y se deja reposar. 

2000 rnL. 

0.5 g. 

5. Extraer la fase acuosa, a la que se mide el pH. con potenciómetro. 

6. Se repiten los pasos 3, 4, Y 5, de 2 a 3 veces, hasta alcanzar el pH de 8.0. 

7. Adicionar 0.5g de 8-hidroxiquinolina. 

8. Agitar por 10 minutos. Etiquetar y almacenar en obscuridad a 4°C. 

9.1.7.-REGULADOR AZUL DE BROMOFENOL. 

Este regulador sirve para J prop6sitos: Incrementar la densidad de la muestra; asegurarse que el DNA 

quede uniformemente dentro del pozo; proporcionar color a la muestra, además de simplificar el proceso 

de carga. 
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Mezclar 0.25% (pe~o/volul11en) de azul de bJOl11ofenol con 40% (peso/volumen) de sacarOS,l en ,lgU,l. 

Mezclar bien. H<lCer ,llicuou<, y ¿tlm,KCI1.lr ,1 4°(:. 

Nota final: Todos los reactlvOS emple,ldos deber:m ser "Grado BlOlogLt Molecular", si no:,c cuenta con 

ellos, deben emplearse los re,lCtivos de mas alta calidad. 

9.2.- TECNICAS EMPLEADAS. (44) 

9.2.1.-Cuantificación de DNA por el método espectrofotométrico. 

1. Colocar la muestra de DNA en tubos para microcentrifuga, adicionar agua bidestilada para realizar una 

dilución 1 :500. Mezclar en vórtex y dar una centrifugación rápida (10000 g por 5 segundos). 

2. Tomar la mitad de la solución anterior y colocarla en un tubo para microcentrifuga con agua 

bidestilada. Mezclar y dar una centrifugación rápida (10000 g por 5 segundos). Continuar con el 

proceso para obtener diluciones 1:1000, 1:2000 y 1:4000. 

3. Tomar lectura de las diluciones en el espectrofotómetro a una longitud de onda de )~ = 260 nm. 

4. Determinar la concentración de DNA de la siguieme forma: 

5. Hacer una regresión lineal de las densidades ópticas obtenidas de cada una de las lecturas de las 

diluciones utilizando la ccuación de la recta: y = mx + b. 

6. Utilizando los datos obtenidos en la regresión calcular los valores de densidad óptica corregida de cada 

una de las diluciones y con este valor obtener la concentración de la muestra de acuerdo a lo siguiente: 

7. Una densidad óptiu (D.O) ~ 1.0 corresponde a 33 ¡;.g de DNA de cadena sencilla/rnL y a 50 ¡;.g de 

DNA de cadena doble. 
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9.2.2.-Extracción con Fenol: Cloroformo: alcohol isoamílico. 

(25:24:1) 

Para remover proteínas de las prcp,lraciones de ácidos l1uclcicos se emplEa una mezcla de p,Ules iguales de 

fenol equilibr,ldo y cloroformo-alcohol iso,múhco (25:24.1). El cloroformo desnaturaliza las proteínas y 

facilita la separación de las fases acuosa y orgánica, y el alcohol isoamílico reduce la formación de espuma 

durante la extracción. Además, aunque el fenol desnaturaliza proteínas eficientemente, no inhibe 

completamente la actividad de RNAsas y es un solvente para RNA con cadena de poli A grande, este 

problema se soluciona usando la mezcla fenal: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1). La extracción 

subsecuente con cloroformo remueve trazas de fenol de la preparación de ácidos nucleicos, para que en el 

futuro, las trazas de fenol no inhiban a las enzimas (de restricción, polimerasas etc.). El cloroformo y el 

alcohol isoamilico no requieren tratamiento previo para su uso. La mezcla fenol: cloroformo: alcohol 

isoamílico se almacena con Tris-HCl pH 8.0 en frascos ámbar a 4°C hasta 1 mes. 

Técnica. 

Adicionar un volumen igual de fenal: cloroformo: alcohol isoamílico a la muestra de ácidos nudeicos en un 

tubo 1.5 mL de polipropileno con tapa. 

1. Mezclar hasta formar una emulsión. 

2. Centrifugar la muestra a 12000 g por 15 segundos en una rnicrocentrifuga a temperatura ambiente. Si la 

fase orgánica y acuosa no se separaron bien centrifugar otra vez por mayor tiempo y velocidad. 

3. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y descartar la fase orgánica. 

4. Repetir los pasos 1 a 4 hasta que no se obselVcn proteínas en la interfase de las fases acuosa y orgánica. 

5. Adicionar un volumen igual de cloroformo y repetir los pasos 2 a 4. 

6. Recuperar el DNA por precipitación con etanol frío o isopropanol ajustando la concentración de 

cationes monovalemes hasta 0.5 de NaCI, mezclar bien y agregar dos volúmenes del etanol frío o un 

volumen de isopropanol frío y vuelva a mezclar bien. 
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7. Coloc,lr b solución en hielo y permitir que d DNA preCIpite, generalmente se reqUIeren 15 a 30 

minuto~, pero si el t,U1uño dd DNA o su conCe11lr,lCiÓU son pequeños e! período de dlmacenaje debe 

extende¡se,l una hora y adicionar cloruro de nugncsio ,1 un,' concentración final de 0.01 M. 

8. Recuper<1l' e! DNA por centrifugación a O°C, 12000 g por 10 minutos. 

9. Retir,U' e! sobrenadJ.nte, cuidadosamente sin mover la pastilla 0.1 cual puede ser invisible, esto indica 

que el DNA está muy limpio de sales). 

10. Lavar con etanol al 70% agregando éste al tubo y centrifugar como en e! paso anterior. 

11. Repetir el paso 10 y disolver la pastilla que a menudo es invisible en el volumen deseado de TE o Agua 

destilada estéril. 

Notas: 

Si el fenal no esta bien equilibrado el DNA puede pasar a la fase orgánica. 

Normalmente, la fase acuosa se forma en la fase superior, sin embargo, si la fase acuosa es densa a causa de 

sales se forma abajo. La fase orgánica es fácilmente identificable porque contiene el color amarillo de la 

hidroxiquinolina que se adiciona al fenol durante la equilibración. 

Para realizar una mejor recuperación de! DNA, la fase orgánica y la interfase pueden ser reextraidas 

después de que la fase acuosa ha sido transferida a otro tubo, adicione un volumen igual de TE pH 8.0, 

mezcle bien, separe las fases por centrifugación como en el paso 3. Combine esta segunda fase acuosa con 

la anterior.EI DNA puede ser almacenado en solución etanólica a o°c. 

9.2.3.-Preparación de un Gel de Agarosa. (figura 23) 

1. Sellar los bordes de lUla placa de vidrio limpia y seca (o las terminaciones abiertas del dispositivo de 

plástico provisto con el aparato de electroforesis) con cinta adhesiva "maskingtape" para formar el 

molde com~ lo muestra la figura 23.Colocar el molde en una sección horizontal de la mesa, (verificar 

con un nivelador). 
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2. Prep,lr.lr Ll cuuid,1.d suficicnte dc regubdor de dC'nroforcsis (gcner.1lmctllc TAE lX oTEE O.5X) p"ra 

llcIl.1f el t,l1lque de clectro{orcsls y para prcpar,1.r el gel. AdiClO11.1.r b cantlcbd correcta de agaros" en 

polvo de ,1.Cl1erdo " LI cO!1centr-Kión neccs,uia P,U·,1. logLu UIU ~ep,1.r.1.ción adeCll,ld" de I"s molécu!J.~ de 

DNA; medil b C<llllld,ld nece~aria del regulador de clectroforesis en un matraz Erlenmcyer o una 

botella de vidrio con tapa de rose,l, e! regulador no debe OCUp.1f mds del 50% del volumen de! matraz o 

botella 

3. T.1par e! cuello de! matraz con parafilm o si usa la botella asegurar que la tapa esté medio cerrada. 

Caliente la mezcla en un baño de agua hirviendo o en horno de microondas hasta que la agarosa se 

disue!va. 

4. Enfriar la solución a 60°C y adicionar el BrEt (de una solución stock de 10 mg/rnL en agua) a una 

concentración final de 0.5 fJ.g/rnL y mezclar vigorosamente. 

5. Utilizando una pipeta Pasteur selle los bordes del molde con una pequeña cantidad de la solución de 

agarosa, permita que selle; la posición del peine deberá estar de 0.5 a 1.0 mm arriba de la placa para que 

se [arme un pozo completo cuando la agarosa sea adicionada. Si el peine esta muy cerca de la placa de 

vidrio existe el riesgo de que la base del pozo se rompa cuando el peine sea retirado, permitiendo que la 

muestra quede entre el gel y la placa de vidrio. 

6. Verter la solución de agarosa en el molde, el gel deberá ser de 3 a 5 mm de espesor; revisar para ver que 

no haya burbuJ<ls de aire debajo o entre los diemes del peme. 

7. Después de que haya gelificado completamente, cuidadosamente retire el peine y la cinta adhesiva y 

colocar el gel en el tanque de electroforesis. 

8. Adicionar solo la cantidad necesaria de regulador de electroforesis para cubrir el gel a una profundidad 

de 1 mm. 

9. 1vlezclar las muestras de DNA con regulador de muestra (azul de bromofenol más sacarosa) y 

colocarlas en los pozos del gel sumergido. 
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10 Cerrar el unquc de electrofore.si~ y PClll1Jt,l que el DNA migre IUcl,l cl.í.nndo. Aplique un voltaje de 1-

5 V/cm (11mb 1.1 disUl1ci,l rntre los clectrodo~). Correr el gel ll<lst,\ que el ,IZld de brnmofc1101 J¡,lya 

rrugracfo a 1IIl<\ disUllCl" ,1prop¡,ld,1 a lLWés del geL 

11. Examindr el gel uuhz,mdo luz UVy fotografiar el gel. (figura 24) 

Notas: Es impOltante que use el mismo regulador de electroforesls en el tanque y en el gel. 

Pequeñas diferencias en la fuerza iónica o pH crean frentes en el gel que pueden ,lfectar la movilidad de los 

fragmentos de DNA. 

Precaución: El bromuro de ctidio es un poderoso mutágeno, cancerígeno y es tóxico. Se deben usar 

guantes cuando se trabaje con soluciones que contienen este químico. Después de usarse los materiales 

deben desconraminarse antes de desecharlos. 

La solución stock de bromuro de etidio debe protegerse de la luz. 

Cuando prepare geles de agarosa de concentraciones arriba del 2% enfríe rápidamente a 70°C y vierta el gel 

inmediatamente. 

La máxima cantidad de DNA que puede ser aplicado en el pozo del gel depende del número de fragmentos 

en la muestra y sus tamaños. La núnima cantidad del DNA que puede ser detectada por la fotografía en 

geles teñidos con bromuro de etidio es de 2 ng. 

9.2.4.- Descontaminación de soluciones que contienen BrE!. (44) 

Existen diferentes métodos para descontaminar soluciones que contienen BrEt, aqul solo describiremos 

uno; otros pueden consultarse en la referencia ~4. 
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9.2.4.l.-Método de Bensaude (1988) 

1. Adicion,lr 100 mg de urboll ,lCttV,ldCl 1'01 eleLt 100 mL de .<,ulllción. 

2. AlnMCen<lr la solución 1 I-ll' .1 t{,l1lpCr.ltur,l ,unbiclltc. J\gll.lr I.t solución intermitentemente. 

3. Filtrar la solución J. través de pJpcl \X'lutInal1 No, 1. EIJlllll1.lr el flitr,ldo. 

4. C.,o!ocJr el filtro y el carbon activado en una bols,l, .\('11.11 b Y ('luninar \'1 bolsa en un recipiente de 

desechos peligrosos. 

Notas: 

El tratamiento con hipoclorito de sodio a soluciones con BrEt no es recomendable como método de 

descontaminación, esto reduce la actividad mutagénica del ErEt en el ensayo de microsomas en Salmonella 

unas 1000 veces, pero lo convierte en un compuesto mutagénico en ausencia de microsomas. 

El BrEt se descompone a 262°C y es poco probable que sea peligroso después de la incineración en 

condiciones estandares. 

El carbon activado puede ser usado para descontaminar superficie:. contaminadas con BrEt. 
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• 

Flg. 23. Preparación de un gel de agarosa. (tomado de 44) 
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Fig.24. Observaci6n y fotografiado del gel de agarosa (tomado de 44). 
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