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En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro y cinco de la tarde del dfa primero de 

Agosto del dos mil catorce, en el auditorio de la Facultad de Ciencia Biologicas de la 

Universidad National de San Cristobal de Huamanga, reunidos los miembros del jurado 

evaluador con la finalidad de recepcionar en acto publico, la tesis presentada por la 

Bach: en Farmacia y Bioqui'mica Lucero Amparo ARANGO PALOMINO, cuyo titulo es 

Estandarizacion de la reaction en cadena de la polimerasa XL-PCR para el gen CYP2D6 a 

partir de linfocito humano. Ayacucho 2013, integrada por los profesores Mg. Jose 

Manuel Diez Macavilca como presidente del jurado evaluador y a su vez como miembro, 

la encargatura es mediante memorando N5 285- 2014- UNSCH- FCB e integrada por el 

Mg. Saturnino Martin Tenorio Bautista y el BIgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich e 

integrada como secretario docente por el BIgo. Elbert Hermoza Valdivia. 

Una vez apuntada la documentation que sustenta el acta Mg. Jose Diez Macavilca en 

calidad de presidente (e) del jurado evaluador autoriza a la Srta sustentante de inicio a 

la exposicion de su tema en el tiempo no mayor de 45 minutos, lo cual es hecho por la 

sustentante. 

Concluida la sustentacion el presidente (e) invita a los miembros del jurado puedan 

realizar sus preguntas y asi como solicitar las aclaraciones necesarias. Dando respuesta a 

ellas la Srta sustentante. 

Concluida con esta parte se invita al publico asistente puedan hacer abandono del 

ambiente con la finalidad efectuar las discusiones y realizar la calificacion respectiva, 

hecho lo cual se tiene el resultado siguiente: 

Jurado evaluador Exposicion Respuesta Promedio 

Mg. Jose Manuel Diez Macavilca 18 18 18 

Mg. Saturnino M. Tenorio Bautista 18 18 18 

BIgo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich 19 20 20 

Promedio: 19 

Con lo que se despende que ha obtenido una nota de diecinueve (19) que es 

aprobatoria. 



Una vez realizada esta parte se invita a la sustentante y publico para que pueda 

ingresar al auditorio con la finalidad de dar a conocer el resultado, y en fe de lo que 

firman al pie del documento. 

El acta de sustentacion culmina siendo las cinco de la tarde con cuarenta y cinco 

minutosv 
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R E S U M E N 

L a prescription de los farmacos s e formula sobre la base de las caracterist icas 

farmacologicas y la posibilidad de obtener resultados clmicamente reproducibles. 

Sin embargo, muchos de los farmacos son ef icaces en solo 2 5 % a 6 0 % de los 

pacientes, por lo tanto, muchos pacientes no responden a los tratamientos e 

incluso experimentan reacciones adversas e intoxicaciones. Existen variaciones 

individuales en las respuestas a farmacos que pueden deberse a diversos 

efectos y predetermination genetica segun la poblaci6n y etnia, como gen 

CYP2D6 e s importante en el metabolismo de farmacos; s e planteo como 

objetivo estandarizar la react ion en cadena de la polimerasa X L - P C R para el 

gen CYP2D6 a partir de ADN genomico de linfocito humano y determinar las 

condiciones fisicas y quimicas de los componentes para la reacci6n. P a r a el 

estudio se utilizo se is unidades de bolsa colectora de sangre "cuadruple" 

fraccionada, conteniendo el paquete de globulos blancos (para descarte) de 

personas que habitan en la ciudad de Ayacucho, s e sometieron a prueba las 

concentraciones de los diferentes compuestos del mix, as i como las 

temperaturas y tiempo para el proceso de X L - P C R , y amplificar e l gen CYP2D6 

con el uso de un termociclador Eppendorf Master C ide r P lus, electroforesis, 

coloration en gel de agarosa y S is tema de registrador de imagenes Biometra 

UVsolo TS. 

S e determinaron las condiciones fisicas y quimicas de los componentes de la 

react ion en cadena de la polimerasa X L - P C R para amplificar un fragmento del 

gen CYP2D6; contenido del "mix" para un volumen final de 50 uL: buffer 1X, 

M g S 0 4 1,5 mM, desoxirribonucleosidos trifosfatos (dNTPs) 0,2 mM, primer Fw 

0,5 uM, primer R v 0,5 uM y K O D polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,5 U, ADN 

molde 100 ng/uL; programa de amplificacion: desnaturalizacion inicial a 95°C 

por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s , 65,0°C por 45 s y 70°C por 2 min, 

seguidos por 10 min a 70°C para la extension final. S e concluye que con es tas 

condiciones fisicas y quimicas determinadas, e s posible la amplif ication de un 

segmento del gen CYP2D6 mediante X L - P C R , en la poblacion humana de 

Ayacucho, que permitira desarrollar otros trabajos de investigation con este gen. 

Palabras c laves: gen CYP2D6, X L - P C R CYP2D6, farmacogenetica CYP2D6. 
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I. INTRODUCCION 

E n la practica clfnica s e observan pacientes tratados con la misma dosis de un 

farmaco, variabilidad, en respuesta terapeutica y en los efectos adversos. E s t a 

variabilidad puede se r debida a factores farmacodinamicos o farmacocineticos. 

E l metabolismo e s un proceso farmacocinetico determinante en la elimination y 

por tanto de las concentraciones plasmaticas del farmaco y metabolitos. 1 

Es ta ampliamente aceptado que factores genetico - ambientales pueden 

modificar la actividad de es tas enz imas y ser causantes de diferencias en la 

concentration plasmatica, por tanto, en la respuesta terapeutica de los 

farmacos. 2 

C a d a enzima P450 e s codificada por un gen. Existen un gran numero de es tas 

enz imas en humanos (actualmente m a s de 50), y estan divididas en 18 famil ias. 

L a division esta basada en el grado de homologia de la secuenc ia de los genes. 

Los genes que presentan un 4 0 % o m a s de homologia s e clasif ican en la misma 

familia y s e denominan con el prefijo CYP seguido de un numero arabigo, que s e 

refiere a la famil ia. 2 

" C Y P " e s la abreviatura de citocromo P-450, un subgrupo de enzimas 

relacionadas o isoenzimas situados en e l reticulo endoplasmico y expresado 

principalmente en el higado. Tambien es ta presente en otros organos, tales 

como el intestino y el cerebro. 3 
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L a s enzimas C Y P s participan en la elimination de xenobioticos ( farmacos, 

carcinogenos, pesticidas, etc.) y en la degradacion de sustanc ias producidas por 

el propio organismo (esteroides, sa les biliares, vitaminas liposolubles A y D, 

alcaloides endogenos, etc . ) . 2 

C a d a afio las personas sufren las complicaciones de las reacciones adversas a 

los medicamentos, pero con Jos estudios de la biologia molecular hay esperanza 

para evitar que miles de es tas personas sufran o mueran innecesariamente. E l 

gen CYP2D6 e s responsable de metabolizar una gran parte de farmacos. Debido 

a la importancia de este gen, s e han adoptado estudios de diversos enfoques 

para analizar el gen CYP2D6.2 

E l descubrimiento del gen CYP2D6 ha creado un nuevo interes en el papel de la 

farmacogenetica y en la farmacologia cl inica. E l polimorfismo genetico s e ha 

vinculado a tres c l ases de fenotipos basados en la medida de la metabolizacion 

del farmaco. Metabolismo Extensivo (EM) , cuando un medicamento e s 

caracteristico de la poblacion normal; Metabolismo Lento (PM) s e asoc ia con la 

acumulacion espet i f ica de sustratos de drogas y e s tipicamente una enfermedad 

autosomica con un rasgo recesivo que requiere la mutation y/o detection de 

ambos alelos para la expresion fenoti'pica, y Metabolismo Ultra Extensivo (UEM) 

cuando s e traduce en el aumento del metabolismo de las drogas y surge un 

rasgo autosomico dominante del gen amplif icado. 3 

Otros autores lo clasifican en cuatro fenotipos: Metabolizadores Pobres (MP) 

cuando ia actividad enzimatica e s nula, Metabolizadores Ultrarrapidos (UEM) 

cuando la actividad enzimatica es ta incrementada debido a la existencia de 

multiples copias del gen. Metabolizadores Extens ivos ( M E ) a individuos con 

actividad normal y Metabolizadores Intermedios aquellos que tienen actividad 

enzimatica disminuida (Ml) . 4 
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E l gen CYP2D6 codifica la enz ima monooxigenasa perteneciente a l citocromo 

P 4 5 0 , la cual esta involucrada en la biotransformacion de un gran numero de 

drogas como antidepresivos, antineopl£sicos y antihipertensivos. Algunos 

efectos adversos, as i como falla terapeutica esta relacionado con la actividad 

anormal de CYP2D6 producto de polimorfismos en el gen de dicha enz ima. 2 

El Centro de Investigation en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad 

de Ciencias Biologicas de la Universidad National de S a n Cristobal de 

Huamanga, cuenta con el proyecto de investigation regional: Caracterizacion 

molecular y f recuencias alel icas de los genes CYP2D6, CYP2C9 y CYP2C19 en 

poblaciones nativas y mest iza de Ayacucho - P e r u , para cuya ejecuci6n s e 

requiere la estandarizacion de la reaccion en cadena de la pol imerasa X L - P C R 

motivo por el que formulamos el presente trabajo que s e desarrolld durante cinco 

meses, e l mismo que s e inicio en setiembre d e 2013 y culminandose en e l m e s 

de Marzo del ano 2014 en la ciudad de Ayacucho. 

Objetivo General: 

• Estandarizar la reaccion en cadena de la polimerasa X L - P C R para el gen 

CYP2D6 a partir de A D N genomico de linfocitos humano. 

Objetivos Especi ' f icos: 

• Obtener acido desoxirribonucleico (ADN) de linfocito humano mediante 

extraction organica. 

• Determinar las condiciones f is icas y quimicas de los componentes de la 

reaccion en cadena de la polimerasa X L - P C R para amplificar el gen 

CYP2D6. 
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II. M A R C O T E O R I C O 

2.1 Antecedentes 

E l descubrimiento de los polimorfismos de CYP2D6 s e describe como un evento 

de serendipia (hallazgo afortunado e inesperado), cuando un individuo, a l tomar 

una dosis de prueba de debnsoquina (un farmaco bloqueador adrenergico usado 

para el tratamiento de la hipertension), sufrio un colapso con hipotension 

vascular. Los estudios en es te individuo demostraron que los efectos observados 

se debian a una metabolizacion lenta de la debrisoquina causada por un 

polimorfismo en el gen CYP2D6 que producia una enzima defectuosa en la 

hidroxilacion. 5 

L a variabilidad s e atribuye en parte a factores geneticos, pero tambien a otros 

factores tales como los factores ambientales y fisiologicos que pueden influir en 

los parametros farmacocineticos, concentraciones plasmcrticas y la respuesta 

terapeutica a los farmacos. Entre los factores m a s importantes que pueden influir 

en estos parametros s e encuentra el genero. E n un estudio previo en mujeres 

voluntarias s a n a s s e encontraron diferencias en la capacidad metabolica de 

CYP2D6 durante las diferentes f a s e s del ciclo menstrual y tambien despues de 

una ovariectomia. 6 

Tambien existen diferencias por la edad. L o s antipsicoticos s e usan 

frecuentemente en personas jovenes. Los ancianos pueden presentar niveles 
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plasmaticos de farmaco mayores que los pacientes jovenes, como s e ha 

demostrado despues de la administration de una dosis unica de tioridazina. 7 S in 

embargo, la actividad de la enzima C Y P 2 D 6 no parece estar influenciada por la 

e d a d . 8 9 

L a actividad de la enzima C Y P 2 D 6 influye en la concentrat ion plasmatica de 

algunos farmacos antipsicoticos y s u s metabolitos. E n individuos (PM) las dosis 

normales de farmacos podrian causa r de improvise al tas concentraciones 

plasmaticas y a s i podrian aparecer efectos secundarios dependientes de la 

dosis, o s intomas tox icos 1 0 . Por otro lado en ( M U E ) la disposit ion de los 

farmacos podria estar incrementada en comparacion con sujetos "normales"; por 

tanto, despues de la administration de una dosis media diaria, las 

concentraciones plasmaticas del farmaco podrian se r inferiores y dar lugar a un 

f racaso terapeutico. 1 0 

E n la actualidad estan disponibles en el mercado dos test farmacogeneticos, 

aprobados para s u uso elmico, que pueden s e r utiles en la prescription de 

antipsicoticos. Uno de el los e s el Amplichip C Y P 4 5 0 (Roche , Base l , Switzerland), 

que estima la capacidad metabolica del paciente basandose en polimorfismos 

del CYP2D6 y CYP2C19. Otro caso e s el de P G x Predict (Clinical Data, Inc., 

New Haven, C T ) para la clozapina, que predice e l riesgo de aparicion de 

agranulocitosis como efecto secundario de este antipsicotico. Tambien s e esta 

intentando obtener test geneticos que s e a n coste - efectivos, para que en un 

futuro s e puedan implementar en la practica clmica como pruebas de rutina. 

Todos estos esfuerzos pretenden cristalizar en la creacion de modelos 

predictivos basados en factores geneticosy ambientales que serviran como una 

herramienta util e n la se lect ion de las dosis y los farmacos m a s adecuados . 1 1 

Segun estudios realizados en E s p a n a , los individuos portadores de alelos nulos 

de enzima C Y P 2 D 6 presentarian una protection contra esquizofrenia y a que 
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presentarian menores niveles de dopamina en el cerebro. Los resultados han 

sido negativos, sin encontrar relation entre los polimorfismos y la susceptibilidad 

a sufrir esta enfermedad. 1 2 E s t o s resultados estan de acuerdo con otros estudios 

en los que no s e llega a demostrar dicha re la t ion. 1 3 

E n lo que respecta al cancer del pulmon hay numerosos estudios publicados. 

(Bouchardy y col. 1996), encontraron que aquellos fumadores con actividad alta 

de la enzima C Y P 2 D 6 y alto consumo de tabaco presentaban un riesgo mas alto 

de sufrir un cancer de pulmon. E s t a asociacion podria deberse a que la enz ima 

C Y P 2 D 6 puede activar un componente del tabaco denominado 4-(N-metil 

nitrosamina) - 1 - (3 piridil) - 1 - butanona (NNK), que e s mutag6nico. 1 4 

E n un caso de un estudio de tuberculosis pulmonar; en India, e s probable que el 

gen CYP2D6 este estrechamente vinculada en combinaciPn con otros genes y 

factores del huesped que pueden influir en el metabolismo de los farmacos 

antituberculosos durante el tratamiento. Debido a la alteration del farmaco en el 

metabolismo, algunas de las bacterias pueden someterse a latencia y m a s tarde 

ser reactivada despues de la finalizacion del tratamiento. 1 5 

E n Mexico el estudio realizado, (Banuelos y col. 2007) , sobre las frecuencias de 

las variantes alel icas del gen CYP2D6 en menonitas, resultaron se r con mayor 

frecuencia los alelos *4 y *10, los cua les fueron similares a las reportadas en los 

c a u c a s i c o s . 1 6 

E n E s p a n a estudios, (Rodriguez y col. 2010) , sobre el papel del citocromo en la 

farmacocinetica y en la farmacogenetica de los farmacos antidepresivos, resulto 

que el estudio de polimorfismo en los genes del citocromo P450 puede contribuir 

a una terapia individualizada en el tratamiento antihipertensivo. 1 7 

E n Cuba , (Barbara y col . 2005) , s e realizo el estudio farmacogenetico del 

polimorfismo metabolico de la debrisoquina (CYP2D6) en la poblacion cubana en 

relation con la espanola, demuestran que s e observan diferencias interetnicas en 
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el polimorfismo geneiico del CYP2D6 en la poblacion cubana y en la frecuencia 

de Metabolizadores Ultrarrapidos respecto a los espano les . 1 8 

E n Ecuador existe gran variabilidad interindividual en el metabolismo de 

dextrometorfano en la poblacion de voluntarios sanos mest iza. Ex is ten 

diferencias en el fenotipo metabolico de dextrometorfano entre la poblacion 

ecuatoriana y la espanola. E l porcentaje de (PM) e s mucho menor que en 

E s p a n a (0 ,9%/10%). E n e l resto de la poblacidn ( E M ) , la capacidad metabolica 

evaluada (CYP2D6) en la poblacion ecuatoriana es ta disminuida en comparacion 

con la espanola. Adicionalmente, no s e han descrito (UM) en Ecuador, cuya 

frecuencia e s e levada en la poblacion espanola; trabajo realizado (Es ther Machm 

Garc ia , 2 0 1 2 ) . 1 9 

Igualmente en Japon estudios (Lay KekTeh , y Leif Berti lsson, 2012) con e l tema 

de Farmacogenomica de CYP2D6: Genet ica Molecular, Diferencias interetnicas 

e importancia cl inica; indica que el gen CYP2D6 e s altamente polimorfico y 

heterogeneo cuyos alelos muestran especrficidades etnicas, donde el impacto 

clinico del metaboiismo enzimatico de los farmacos e s mayor comparado con 

farmacos de estrecho margen terapeutico. Es to aumentar ia la toxicidad en la 

poblacion. 2 0 

E l gen CYP2D6 e s un genotipo ci inicamente para la prediccidn de la respuesta a l 

tamoxifeno, medicamentos psicotropicos y otros medicamentos. Estudiado en un 

arti'culo por (Jennifer M Sk ie rka y col. 2012 ) . 2 1 

E n un estudio realizado, (Christine M Walko& Howard McLeod, 2012) y ( J o s e 

Luis Salcedo, 2012) , de ajuste de dosis de tamoxifeno, el gen CYP2D6 e s muy 

necesario en la conversion al metabolito activo conocido como endoxifeno, para 

ejercer s u s efectos ant icancerosos; y s e ajusto la dosis de acuerdo a la variat ion 

genetica entre individuos, donde resultaron posit ivos. 2 2 2 3 E l Fenotipo de 

prediction depende de genotipado exacto. S in embargo las concentraciones 

7 



plasmat icas de endoxifeno en pacientes tratadas con tamoxifeno no solo estan 

relacionadas con el genotipo dela paciente para CYP2D6 sino tambien con la 

toma de otros farmacos de conocida actividad inhibidora del citocromo 

CYP2D62* 

Si se pierde el gen o, por el contrario, s e producen var ias copias de el, lo que s e 

traduce en ausenc ia o exces ivas cant idades de enzima y, en consecuenc ia , el 

portador sera un Metabolizador Lento o Ultrarrapido de los farmacos sustratos de 

la enz ima. 2 5 

L a consecuencia cl inica del polimorfismo del CYP2D6 puede ser la aparicion de 

reacciones adversas a los medicamentos o de disminucion de fa respuesta. Los 

medicamentos m a s afectados por los polimorfismos CYP2D6 son normalmente 

aquellos en los que representa una v ia metabolica importante, tanto en la 

activation para formar metabolites act ivos o de adaramiento del fa rmaco . 2 5 

L a detection del genotipo CYP2D6 antes del tratamiento antiemetico puede 

permitir la modification de la dosis de an t iemet i cos 2 6 

Hasta la fecha, el impacto clfnico de la presencia de los alelos CYP2D6 no ha 

Ilagado a ser evaluado de forma sistematica para los farmacos de mayor 

importancia clinica que s e metabolizan principalmente por el CYP2D6, Segun 

una exhaust iva revision reciente de (Ferr iols y col, 2 0 0 9 ) . 2 7 

E n Madrid E s p a n a s e realizo un estudio, (Antoni S i c ras Mainary col. 2010) , sobre 

combinaciones de medicamentos mediadas por la isoenzima C Y P 2 D 6 , 

resultando un negativo impacto clmico y economico, que s e debe tener en cuenta 

el potencial de las interacciones farmacologicas cuando s e prescriben 

antidepresivos inhibidores o sustratos del CYP2D6.28 

A nivel National, un estudio realizado, (Youn Ho Kim, 2014) ; de la Universidad 

de S a n Martin de Porres. S e presento una frecuencia de individuos con genotipo 

metabolizador lento que represento el 13 %, asimismo, s e resalta la presencia de 
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un 87 % de individuos sin fenotipo metabolizador definido. Tambien s e detecto la 

presencia de alelos y genotipos Metabolizadores Lentos en pobladores peruanos 

de Andoas - Loreto, Chachapoyas - Amazonas , Abancay - Apurimac, Uros -

Puno, S a n J o s e - Lambayeque, y L ima - L i m a . 2 9 

2.2 Description del gen CYP2D6 

E l gen CYP2D6 s e localiza en el cromosoma 22q13.1 , presenta variabilidad 

interindividual en forma de variantes alel icas, s e han descrito 50 alelos. 

Individuos con ciertos alelos presentan actividad del gen que v a de normal a 

disminuida o aumentada. 3 0 

E l citocromo P450 2D6 ( C Y P 2 D 6 ) , e s una de las m a s importantes enz imas 

involucradas en e l metabolismo de los xenobioticos en el cuerpo. E l gen 

CYP2D6 codifica para una enzima perteneciente al citocromo P-450. E l 

citocromo P-450 e s una familia de hemoproteinas que juega un papel muy 

importante tanto en e l metabolismo endogeno como exogeno. 3 0 

L a s familias 1 , 2 y 3 ( C Y P 1 , C Y P 2 y C Y P 3 , respectivamente) son 

particularmente act ivas en la biotransformacion de xenobioticos, mientras que el 

resto (familias comprendidas desde la 4 hasta la 51) intervienen en la biosintesis 

y el metabolismo de compuestos endogenos, como esteroles, esteroides, acidos 

grasos, acidos biliares, e t c . 3 1 

E l CYP2D6 e s responsable del metabolismo mediante procesos de hidroxilacion 

o de alquilacion a l menos de 2 0 % de los medicamentos de importancia cl inica, 

como antidepresivos y antipsicoticos, neurolepticos, algunos antiarritmicos, 

bloqueadores p y opioides (analgesicos en el manejo del dolor moderado a 

severo). S e expresa en el higado, en el intestino y en el cerebro de forma muy 

var iable 3 2 . Individuos con ciertos alelos presentan actividad del gen que v a de 

normal a disminuida o aumentada 3 0 , afectando la v ia metabolica de la elimination 

de las drogas, mostrando una falla en la respuesta terapeut ica. 3 1 
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Tabla 1 : Actividad enzimatica de los diferentes alelos del CYP2D6 

Alelo Actividad enzimatica 
CYP2D6*1 Actividad normal 
CYP2D6-2 Actividad normal* 
CYP2D6*3 Ausencia total de actividad metabolica 
CYP2D6*4 Ausencia total de actividad metab6lica 
CYP2D6*5 Ausencia total de actividad metabblica 
CYP2D6*6 Ausencia total de actividad metabolica 
CYP2D6*8 Ausencia total de actividad metabGlica 
CYP2D6'9 Disminucibn de la actividad enzimatica frente a determinados sustratos 
CYP2D6'10 Disminuci6n de ia actividad enzimatica frente a deteiminados sustratos 
CYP2D6'14 Ausencia total de actividad metab6lica 
CYP2D6*17 Disminuci6n de la actividad enzimatica frente a determinados sustratos 
CYP2D6*35 Aumento de la actividad enzimatica 

frente a determinados sustratos 
CYP2D6'41 Disminucion de la expresi6n genica 

L a s diferencias en la actividad de la enz ima C Y P 4 5 0 , independientemente de la 

causa (variaciones genet icas u otros factores ambientales, tales como 

alimentaciPn, medicaciPn concomitante, sexo , edad, estado de salud, hormonas, 

enfermedad hepatica, inflamacion, nutrition, embarazo, etc.), pueden afectar a la 

disponibilidad del farmaco en el organismo. E n otras palabras, las diferencias en 

la actividad de la enz ima C Y P 4 5 0 pueden ser responsables de s i el farmaco 

a lcanza los niveles sangufneos terapeuticos deseados, a s ! como de s u perfil de 

aclaramiento del organismo. E n consecuencia, los pacientes pueden 

experimentar diferencias notables con respecto a s u respuesta a los farmacos, 

especialmente si e l paciente recibe tratamiento simultaneo con muchos 

fa rmacos . 3 0 

2.2.1 Variabilidad genoti'pica y fenotipica 

L a actividad del CYP2D6 e s extremadamente variable debido a la existencia de 

un gran numero de variantes alel icas que definen cuatro niveles principales de 

actividad (fenotipos): Metabolizadores Ultrarrapidos (MUR) , son los individuos 

que presentan multiples copias act ivas de CYP2D6 y por lo tarrto presentan 

actividad aumentada, Metabolizadores Rapidos (MR) que son los individuos que 
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t ienen actividad normal o ievemente reducida del gen, Metabolizadores 

Intermedios (Ml) s e asoc ia a la presencia de un alelo CYP2D6 no funcional y a la 

de un alelo que codifica para una enzima con actividad disminuida son 

susceptibles a la inhibition por otros medicamentos, y Metabolizadores Lentos 

(ML), que son los individuos con actividad pobre o ausente del gen. S e considera 

que un individuo (MUR) tiene tres o mas copias del gen activo CYP2D6 por lo 

que muestra una actividad enzimatica e l e v a d a . 3 3 E n los c a s o s de (ML) y (MR) , 

por afectarse la v i a metabolica de la elimination de las drogas, s e presentan 

c a s o s adversos o falla en la respuesta terapeutica. A s i mismo, esto puede 

explicar las diferencias interindividuales e interetnicas en la respuesta a los 

fa rmacos. 3 4 

2.3 L a reaccion en cadena de la polimerasa P C R 

E n 1985 una ingeniosa tecnica denominada Reacc ion en Cadena de la 

Pol imerasa ( P C R ) introdujo nuevas altemativas para la investigation cientifica y 

el diagnostico ch'nico. E s t a tecnica fue desarrol lada por el Dr. Kary B, Mullis 

(Nobel de Quimica en 1993), quien tuvo la brillante idea de realizar la duplication 

del ADN in vitro. L a idea initial la tuvo una noche de 1983, cuando conduciendo 

su auto por California, pensaba en nuevas estrategias para mejorar la tecnica de 

secuenciacion del ADN. E l Dr. Mullis penso que usando dos oligonucleotidos 

iniciadores de orientation opuesta con la enz ima ADN polimerasa permitiria 

generar in vitro un numero ilimitado de copias de un fragmento de A D N de 

interes. E s asf que las primeras amplif icaciones in vitro de A D N s e realizaron en 

forma manual empleando tres banos de agua termo controlados y aplicando una 

enzima termo sensible (Fragmento de Klenow de la ADN pol imerasa ais lada de 

Eschehchia coli). S in embargo, es te s is tema necesi taba la adicion de la enz ima 

cada ciclo debido a que esta s e inactivada durante la etapa de desnaturalizacion 

del A D N . 3 5 
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Desde 1983, numerosas investigaciones s e han reaiizado en la optimization de 

la P C R . As i , e l primer avance importante fue el descubrimiento de S a i k i 3 5 de las 

enz imas ADN polimerasa termo estable ais lada de bacterias termofilas cuya 

actividad optima s e encuentra cercana a la temperatura de desnaturalizacion 

empleada durante el P C R . Inicialmente la enzima Taq ADN pol imerasa, ais lada 

de la bacteria Thermus aquaticus, fue la mas usada. Otro gran avance fue el 

diseno de termocicladores automatizados que hacen a la tecnica menos 

labor iosa. 3 5 

Definition. 

L a Reaccion en Cadena de la Pol imerasa, m a s conocida como P C R por l as 

siglas derivadas del ingles (Polymerase Chain React ion), e s una tecnica in vitro 

de amplificacion exponencial enzimatica de un segmento especif ico del ADN. 

Mediante fa P C R s e puede tener mil lones de copias de secuenc ias de ADN 

especi f icas. E l proceso de amplif ication e s rapido, sensible y analogo al 

fenomeno in vivo de la duplication del ADN. E n principio solo s e necesi ta una 

copia de la secuenc ia original (molde, d iana, bianco) para obtener un resultado 

pos i t i ve 3 5 

Componentes: 

E l ADN molde (diana, bianco). E s el A D N del cual queremos copiar e 

incrementar la concentrat ion. E l ADN de la muestra puede ser amplificado 

teoricamente a partir de una copia intacta del segmento de interes. Un gran 

numero de copias del ADN molde aumenta la probabilidad de una amplificacion 

del ADN. E l ADN molde s e puede obtener de organismos vivientes unicelulares o 

pluricelulares (microorganismos, animates, vegetales, etc.). Por ejemplo del 

humano se puede obtener de sangre, suero, orina, heces , esputo u otros 

fluidos. 3 5 

Dependiendo del ADN a amplificar y el tipo de P C R a utilizar, las caracter ist icas 
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de pureza y concentracion var ian. E s importante que el A D N este libre de 

impurezas para que fa actividad de la A D N pol imerasa s e a eficiente y la 

sensibilidad del ensayo no s e vea disminuida. A s i , las muestras biologicas 

obtenidas de humanos son sometidas a un procesamiento previo con la finalidad 

de eliminar o diluir posibles inhibidores de la react ion tales como: hemoglobina, 

heparina, detergentes, metales pesados, formaiina, acidos y agentes 

quelantes. 3 5 

Iniciadores o cebadores. Los iniciadores son los oligonucleotidos pequenos de 

cadena simple que s e disenan de tal manera que sean complementarios a los 

extremos 3' y 5' de las hebras del segmento de ADN que s e desea amplif icar. 2 2 

L a longitud de cada uno de los cebadores debe estar comprendida entre 15 y 24 

bases ya que s e ha comprobado que cebadores de mayor longitud (30-35 bases) 

no aumentan el rendimiento y los cebadores cortos carecen de suficiente 

especificidad. L a distancia entre los iniciadores e s muy flexible puede se r desde 

0,1 Kb hasta m a s de 10 K b . 3 5 

S e recomienda utilizar una concentracidn de oligonucleotidos iniciadores entre 

0,1 a 0,5 uM. Concentraciones m a s e levadas de las indicadas pueden 

promover la formation de productos no espec i f i cos . 3 5 

ADN polimerasa. L a ADN polimerasa usada en P C R sintetiza ADN a partir de 

un oligonucleotido iniciador y una hebra de A D N molde. S u importancia radica 

en que son enz imas termoestables y termoactivas, e s decir que soportan 

exposi t iones repetitivas a altas temperaturas requeridas por la desnaturalizacion 

del ADN y que son act ivas a temperaturas a las cua les la hibridacion de los 

iniciadores del A D N a amplificar ocurre con alta r igurosidad. 3 5 

L a primera enzima termoestable que fue utilizada para propositos de 

amplification fue la a is lada de Thermus aquaticus, comunmente denominada 

Taq ADN polimerasa. Posteriormente otras ADN pol imerasas termoestables han 
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sido generadas por ingenieria genetica y presentan caracter ist icas adicionaJes 

tales como capacidad de correction de errores y mayor tiempo de vida media. 

Ejemplo, la Pfu polimerasa (Pyrococcus furiosus), la cual presents una actividad 

termoestable y de correct ion (actividad exonuc leasa 3' - 5', la cual corrige 

cualquier error producido durante la si'ntesis del A D N ) . 3 5 

L a actividad de es tas enz imas de ADN pol imerasas depende de la 

concentration de iones Mg * 2 fibres, de los desoxirribonucleotidos y del pH del 

buffer de reaccion. L a cantidad de ADN polimerasa a usar en la reaccion e s uno 

de los factores m a s importantes que debe ser optimizado. P a r a la mayoria de 

ensayos usados en P C R la cantidad optima de enz ima fluctua entre 0,5 y 2,5 

unidades en un volumen final de reaccion de 2 0 - 1 0 0 p L . 3 5 

Ion magnesio (Mg + 2 ) . L a P G R requiere iones de magnesio divalentes. L a 

concentration del ion M g 4 2 libre (en Ja reaccion e s importante porque afecta la 

union entre los oligonucleotidos iniciadores y el molde de ADN, e s decir, actuan 

como cofactores de la pol imerasa y en la temperatura de hibridacion. E s 

necesario, ademas considerar que los nucleotidos secuestran iones Mg + 2 del 

medio, por lo que la concentrat ion milimolar de este ion debe ser superior a la 

concentration de los nucleotidos. Algunas ADN pol imerasas utilizan el ion 

M n + 2 e n lugar del ion M g + 2 . L a concentrat ion optima de M g C I 2 e s de 1,5 mM si 

s e emplean concentraciones de 200 pM de cada uno de los d N T P s , no obstante, 

a v e c e s e s necesario probar con diferentes cantidades de M g + 2 y a que un 

exceso del mismo origina una acumulacion de productos inespecif icos y una 

cantidad insuficiente hace que disminuya el rendimiento de la ampl i f icat ion. 3 5 

Desoxirribonucleotidos trifosfatos (dNTPs). L o s desoxirribonucleotidos 

trifosfatos libres (A, T , C , G ) son esenc ia les para la react ion de smtesis de ADN. 

L a concentration debe estar en el rango de 50 - 200 pM para cada 
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desoxirribonucleotido a fin de tener una especif icidad y fidelidad optima a altas 

velocidades de incorporation. Cuando s e tiene 200 uM de cada d N T P , hay 

suficiente material como para sintetizar 12,5 ug de ADN y sobra aun la mitad de 

los d N T P s . L a concentration de cada uno de el los en la mezc la de la react ion 

debe ser equimolar para minimizar los errores de una fa lsa incorporation de 

nucleotidos. Los d N T P s s e quelan con el magnesio cambiando la concentracion 

efectiva optima del magnesio. Una concentration final superior a 50 mM de 

d N T P s en la P C R inhibe la actividad de la T a q ADN p o l i m e r a s a 3 5 

Buffer de reaccion. E l buffer usado en la react ion de P C R debe ser elegido de 

acuerdo a la enzima a usar. Los componentes del buffer de reaccion incluyen 

Tr is -HCI , gelatina o albumina ser ica bovina (100 ug/mL) y detergentes no 

ionicos como el Tween 20 6 Triton X . Es tos componentes pueden se r 

utilizados a fin de estabil izar la actividad de la T a q ADN pol imerasa. 3 5 

Agua. Un factor muy importante en P C R e s la calidad del agua utilizada en la 

reaccion. S e sugiere utilizar unicamente agua de alta pureza, tridestilada, libre de 

ADN contaminante o de A D N a s a s . Todo lote de agua a utilizar debe guardarse 

en al icuotas. 3 5 

Adyuvantes de la P C R . Son elementos que mejoran el rendimiento y la 

especif icidad de la P C R . L o s m a s usados son D M S O , glicerol, B S A . E s t e ultimo 

a concentraciones por encima de 0,8 ug/uL incrementa la eficiencia de la P C R 

por incrementar la estabilidad de la T a q pol imerasa. 3 5 

Etapas . 

E n la actualidad, grac ias a los adelantos tecnologicos s e ha podido lograr una 

automatization del s istema de P C R , fundamentalmente debido a l desarrollo de 

enzimas termoestables y termocicladores sofisticados que facilitan el p roceso. 3 4 

L a s copias del ADN molde s e realiza bajo condiciones apropiadas requiriendo 

tres etapas termicas, que constituyen un ciclo de amplif ication: 
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Etapa I Desnaturalizacion 

E tapa II Hibridacibn 

E tapa ill Extension 

Durante los primeros ciclos de reaccion, el A D N s e desnatural iza por calor. 

Posteriormente, los oligonucleotidos iniciadores s e unen selectivamente a las 

hebras del ADN por complementariedad y ocurre la "extension de las cadenas" . 

L a s nuevas hebras generadas durante la reaccion poseen regiones 

complementarias a los iniciadores, generando a s i en cada ciclo de amplificacion 

la sintesis exponencial del fragmento de ADN esperado. Debe indicarse que 

durante los primeros ciclos de amplificacion s e generan productos de longitud 

indefinida y solo a partir del tercer ciclo s e empiezan a obtener los productos de 

longitud esperada . 3 5 

Desnaturalizacion inicial. E i tubo conteniendo la mezc la de reaccion de P C R 

e s sometido a a l tas temperaturas de 90 a 95 °C durante 4 a 10 minutos a fin de 

desnaturalizar todo el ADN e inactivar proteasas y A D N a s a s . 3 5 

Desnaturalizacion (etapa 1). Consiste en incubar el tubo de reaccion a una 

temperatura de aproximadamente 94°C y por 45 segundos (el tiempo depende 

del tamano del ADN a amplificar). E l objetivo de es ta etapa e s obtener moleculas 

de A D N de una sola hebra para que los oligonucleotidos iniciadores puedan 

unirse a las secuenc ias complementarias del ADN molde. L a separat ion 

completa de las hebras del A D N durante es ta etapa e s critica para la estabilidad 

y por ende para la actividad de la e n z i m a . 3 5 

E l tiempo total que la enzima estara a es tas temperaturas despues del numero 

de ciclos elegidos, no debe superar el tiempo de vida media de la enz ima . 3 5 

S i el ADN solo s e desnatural iza parcialmente este tendera a renaturalizarse 

rapidamente, evitando a s i una eficiente hibridacion de los cebadores y una 
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posterior extension. 

Hibndacion (etapa 2). L o s oligonucleotidos s e unen a s u s secuenc ias 

complementarias espet i f icamente con la hebra de ADN molde previamente 

desnaturalizada. Una vez que e l ADN es ta desnaturalizado s e disminuye la 

temperatura hasta un rango comprendido entre los 40 y los 60°C para que se 

pueda producir la union de los cebadores a las secuenc ias f lanqueantes del 

fragmento que s e v a a amplificar (depende de las caracteri 'sticas de los 

oligonucleotidos). 3 5 

E s critico que los cebadores hibriden en forma especi f ica a l molde. Los 

oligonucleotidos iniciadores con contenido ( G - C relativamente bajo 50%) 

requieren generalmente temperaturas de hibndacion inferiores a 55°C. Por otro 

lado, los oligonucleotidos iniciadores con un alto contenido de G - C , pueden 

requerir temperaturas de hibndacion m a s a l ias . L a temperatura de hibndacion e s 

uno de los parametros criticos en la optimization de un ensayo de P C R . L a 

temperatura hibridacion (Tm, melting temperature) s e puede determinar en forma 

empi'rica utilizando la siguiente formula: 

Tm = 2 (A + T) + 4 (G + C ) 

A, numero de adeninas. 

T , numero de timinas. 

G , numero de guaninas. 

C , numero de citosinas. 

Sin embargo, s e recomienda determinar experimentalmente el T m de c a d a set 

de oligonucleotidos iniciadores. Por tanto, la especificidad de la hibridacion de 

los oligonucleotidos iniciadores con el ADN a amplificar e s dependiente de la 

temperatura, concentration de ADN, oligonucleotidos iniciadores y Mg + 1 3 5 

Cabe mencionar, que al inicio de la reaccion, la concentrat ion de los 
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oligonucleotidos iniciadores e s e levada aumentando a s ! la probabilidad de 

unirse a l ADN a amplificar. Debe tenerse en considerat ion que temperaturas 

al tas generalmente no permiten la union de los oligonucleotidos iniciadores con 

e l A D N a amplificar, debido a que el calor no permite la formation de puentes de 

hidrogeno entre las bases nitrogenadas complementarias; mientras que si la 

temperatura e s baja, los iniciadores s e hibridaran en forma inespec l f ica . 3 5 

Polimerizacion (etapa 3). E l ADN polimerasa termoestable anade 

sucesivamente nucleotidos al extremo 3 ' hidroxilo del oligonucleotido iniciador, 

teniendo como molde la hebra de ADN complementaria en sentido 5' a 3'. L a 

temperatura a la que s e lleva a cabo es te paso suele se r de 72°C ya que e s la 

temperatura a la que la Taq pol imerasa a lcanza s u maxima actividad. 

Normalmente una extension de 20 segundos e s suficiente para fragmentos 

menores de 0,5 Kb y 40 segundos para fragmentos por encima de 1,2 K b . 3 5 

Polimerizacion final. Despues del ultimo ciclo de P C R s e realiza a 72° C 

durante 10 minutos. E s t a etapa permite que los productos de amplificacion 

partial termrnen de complementarse. 3 5 

Finalmente, las muestras pueden ser a lmacenadas a 4° C hasta s u posterior 

ana l i s is . 3 5 

Cic los de amplificacion. E l numero de c ic los a usar durante la P C R s e 

determina en base a la concentracion del ADN molde, los oligonucleotidos 

iniciadores, los desoxirribonucleotidos y la enz ima termoestable. Generalmente, 

estos ciclos s e repiten entre 30 a 4 0 v e c e s para obtener un producto que pueda 

ser facilmente detectado en U V gel de agarosa o por hibridacion. 3 5 

Los ciclos repetidos de amplification teoricamente conllevan a una smtesis 

exponential de los fragmentos de ADN y estan expresados en la siguiente 

formula: 
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N c = ( 2 " - 2 n ) x 

Nc numero de ciclos. 

n numero de ciclos 

2n producto de extension de tamano determinado 

X numero initial de copias del ADN molde 

Un numero de ciclos exces ivos conlleva al agotamiento temprano de los 

oligonucleotidos iniciadores y desoximbonucleotidos. Mientras que un numero 

deficiente de los mismos no permite la obtenci6n del producto de ampli f icacion. 3 0 

Visualizat ion de los productos de amplificacion. Los productos de 

amplificacion son separados por electroforesis en ge ies de agarosa y luego 

visual izados por tincion con bromuro de estudio. 3 5 

Variantes de P C R : X L - P C R . 

E l X L - P C R , e s un tipo especial de P C R denominado a s i por el gran tamano de 

segmento de ADN a amplificar, normalmente s e replican segmentos de ce rca de 

1 000 pb, aquellos que tengan mayor tamano s e denominan X L - P C R y 

obviamente s e requiere de una A D N pol imerasa potenciada con ingenieria 

genetica que pueda sintetizar la hebra complementaria de tamano grande y en 

tiempo aproximado de un m inu to . 3 6 , 3 7 , 3 8 
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UK M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

3.1 Ubicacion del trabajo de investigacion 

E l presente trabajo de investigacion s e desarroilo en el Centra d e Investigacion 

en Biologia Molecular y Bioinformatica de la Facultad de C ienc ias Biologicas de 

la Universidad Nacionai de S a n Cristobal de Huamanga, durante los meses de 

setiembre de 2013 a marzo de 2014. 

3.2 Definition de poblacion y muestra 

3.2.1 Poblacion: L a poblacion estuvo constituida por las personas que habitan 

en la ciudad de Ayacucho. 

3.2.2 Muestra: L a muestra estuvo conformada por s e i s unidades de bolsa 

colectora de sangre "cuadruple" fraccionada, conteniendo el paquete de globulos 

blancos (bolsa para descarte) de personas ayacuchanas donantes de sangre. 

E l material biologico fue ADN genomico de linfocitos humanos. 

3.3 Diseno metodologico para la recoleccion de datos 

3.3.1 Recolecc ion e identification de la muestra 

L a s se is unidades de bolsa colectora de sangre "cuadruple" fraccionada, 

conteniendo el paquete de globulos blancos, para descarte, s e consigui6 en 

donation del Banco de Sangre del Hospital Regional de Ayacucho "Miguel Angel 

Mariscal Llerena", para la obtencion del ADN genomico de linfocitos. 
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3.3.2 Obtersciort del ADN genom ico de i in foc i tos h u m a n o s 

S e desarrollo con el siguiente protocolo modificado por Miranda. 3 9 

1. S e transfirio 1 ml de sangre (paquete globular) a un tubo de centrifuga con 

tapa rosca y s e adiciono 9 ml del tampon T r i s - H C L 50 mM <pH 7,7) 

precalentado a 37 °C. 

2. S e homogenizo e incubo a 37 0 C por 30 minutos, s e centrifugo a 2500 rpm 

por 10 minutos para sedimentar los Iinfocitos. 

3. S e descarto el sobrenadante aspirandolo con una micropipeta, dejando 1 ml 

del centrifugado en la parte inferior del tubo. 

4 . S e repitio dos veces , el procedimientos 3 (esta vez con 5 ml de tamp6n Tr is 

- H C I 5 0 mM (pH 7,7), 4 y 5 hasta tener un preparado claro. 

5. S e adiciono 1 ml de centrifugado, 9 ml de solucion sal ina (NaCI al 0 ,85%) s e 

homogenizo y centrifugo a 2 500 rpm/10 minutos. 

6. S e aspiro y descarto el sobrenadante dejando solo el sedimento, s e 

resuspendio el paquete celular en 0,4 ml de la solucion "high T E " (Tr is-HCI50 

mM, pH 8,0; E D T A 100 mM), luego s e transfirio a un tubo de microcentnfuga 

de 1,5 ml. 

7. S e adiciono 0,4 ml de solucion de lisis (Tr is-HCI 10 mM, pH 8,0; E D T A 40 

mM; S D S at 1 % ; NaCHO mM) precalentada a 50 °C. 

8. S e agrego 7 pL de la solucion de proteinasa K (20 mg/ml) y s e incubo por 

una noche a 53 °C. 

9. Luego s e adiciono 750 uL de la solucion cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) 

y homogenizo por inversion, delicadamente durante 10 minutos. 

10. S e instate el tubo en la microcentrifuga por 10 minutos a 14 000 rpm para 

separar tas f ases , luego s e aspiro la f ase superior acuosa que contiene el 

DNA y transfirio a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1,5 ml. 
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11 . A la fase acuosa, s e adiciono 750 uL de la solucion de cloroformo: alcohol 

isoamilico (24:1) y homogenizo por inversion durante 5 minutos. Nuevamente 

s e centrifugo por 10 minutos a 14 000 rpm, s e aspiro la fase acuosa que 

contiene e! DNA y transfirio a un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 ml. 

12. S e adiciono la solucion de acetato de sodio 3M, pH 5,2; en cantidad de 20 uL. 

13. S e agrego 600 uL de alcohol isopropilico helado y dejo en reposo por 1 hora 

en hielo. Luego s e centrifugo por 15 minutos a 14 000 rpm. 

14. S e elimino cuidadosamente el sobrenadante y enjuago el sedimento con 1 ml 

de etanol a l 70%. 

15. S e centrifugo nuevamente por 10 min a 14 000 rpm. Eliminando el alcohol y 

dejando secar el sedimento a temperatura ambiente. 

16. S e resuspendio el sedimento con 80 uL de la solucion "low T E " (Tr is HCI50 

mM, pH 8,0; E D T A 1 mM) y s e guardo en la nevera a 4°C. 

3.3.3 Cuantificacion de ADN genomico de linfocito humano extraido 

3.3.3.1 Por espectrofotometria ultravioleta - Eppendorf BioPhotomer Plus, 

Absorbancia a 260 y 280 nm. 

Procedimiento: 

1 . Homogenizo las muestras de ADN con una micropipeta de 100 uL, 

manteniendo el tip dentro de la muestra, luego presionando y retrocediendo 

el pulsador lentamente de manera uniforme unas 20 v e c e s . 

2. S e prepare el espectrofotometro U V marca Eppendorf BioPhotometer Plus, 

con la option de cuantificacion de ADN. 

3. P a r a limpiar la superficie de muestra del adaptador s e deposito 2 uL de 

agua P C R por un minuto y s e absorbio el agua utilizando papel t issue. 

4. Nuevamente s e deposito 2 uL de agua P C R sobre la superficie del 

adaptador, s e coloco la tapa de 10 - Lp 0,2 mm y s e presiono la option 

B L A N K para calibrar y obtener "cero de Absorbancia" (0,00 A ) . 
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5. S e absorbio el agua utilizando papel t issue, luego s e deposito 2 pL de la 

muestra de ADN, s e coloco la tapa y presiono la option S A M P L E para ver 

el resultado de la cuantificacion de ADN a 260A, proteinas a 280A y 

determination de la pureza de ADN las que aparecen en la pantalla del 

equipo; luego s e absorbio la muestra con papel "t issue". 

6. S e repitio los pasos 4 y 5 para la cuantificacion de cada muestra de ADN. 

7. Terminada la cuantificacion de A D N , s e depositd 2 pL de agua P C R , s e 

dejo por un minuto luego s e seco con papel "t issue" y apago el equipo. 

3.3.3.2 Por electroforesis 

Procedimiento: 

1 . S e homogenizo las muestras de ADN con una micropipeta de 100 pL, 

manteniendo el tip dentro de la muestra, luego presionandoy retrocediendo el 

pulsador lentamente de manera uniforme unas 20 v e c e s . 

2. S e preparo el volumen de carga de cada una de las se is muestras con: 

muestra (4 pL) + loading (2 pL) + agua P C R (2 pL) = 8 pL. 

3 . S e cargo todo el contenido de c a d a una de las mezc las a cada uno de los 

pocillos del gel de agarosa de 1 % , para s u s respectivos carri les. 

4 . Luego s e instalo la camara de electroforesis a la fuente de poder y s e dejo 

correr a 80 voltios por 30 minutos. 

5. S e coloreb el gel de agarosa con bromuro de etidio al 1 % por 10 minutos y 

dos enjuagues s u a v e s con agua corriente, luego s e visualizo por radiacion en 

UV en el s is tema de registrador d e imagenes marca Biometra U V solo T S . 

Adicionalmente s e tomo fotografias con una camara digital Canon 20x de 

12,1 mega pixeles full HD, sobre un transiluminador U V marca Ultra Lum; en 

ambos casos para visualizar las bandas de ADN genomico obtenidos. 
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3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) . 

3.4.1. P a s o s para la reaccion en cadena de la polimerasa. 

E n un tubo eppendorf esteril de 2 ml s e prepare la mezcla para P C R "mix P C R " , 

agregando los componentes de cada formula planteada para el presente estudio 

en el siguiente orden: agua P C R ( N F W ) , Buf fe r ,MgS0 4 , d N T P s , Primer F w 

(forward) 5 C C A G A A G G C T T T G C A G G C T T C A 3 ' , Primer R v (reverse) 

5 ' G G C T G G G T C C C A G G T C A T A C 3 ' y K O D pol imerasa (Hot Start Master Mix); s e 

agito el tubo del "mix" en un vortex y s e centrifugo ligeramente, luego s e repartio 

el "mix" a cada tubo de P C R previamente rotulados, con el volumen 

correspondiente s in tomar en cuenta el volumen del A D N molde. 

S e retiraron estos tubos de P C R fuera de la cabina de p r e - P C R , y en la m e s a de 

trabajo s e agrego el ADN molde respectivo a cada tubo. S e colocaron los tubos 

en el termociclador y programando el equipo con los datos planteados para cada 

caso, se puso en marcha la replication de los fragmentos de ADN. 

3.4.2. Deteccidn de los amplicones del gen CYP2D6. 

S e detectaron los productos del X L - P C R con cada una de las condiciones f is icas 

y quimicas ensayadas , fueron corridas por electroforesis en gel de agarosa al 

1,5% a 80 voltios durante 30 minutos, luego los geles de agarosa s e tineron con 

bromuro de etidio al 1 %. L a s bandas s e visualizaron en un transiluminador UV y 

captadas en un s istema de digitalizacion de imagenes. 

3.4.3 Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R con 

50ng/uL de ADN genomico de linfocito humano. 

S e prepare el "mix" para un volumen final de 50uL, conteniendo las siguientes 

concentraciones finales: buffer 1X, M g S 0 4 1,0 mM, desoxirribonucleosidos 

trifosfatos (dNTPs ) 0,2 mM, primer F w 0,3 uM, primer R v 0,3 uM y K O D 

polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,0 U. Concentrat ion final de A D N molde 50 

ng/uL. 
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L a s condiciones de amplification fueron las siguientes: un paso initial de 

desnaturalizacion a 95°C por 2 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s , 62,4°C por 30 s 

y 70°C por 75 s , seguidos por 2 min a 70°C para la extension final. 

3.4.4 AmpHficacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R c o n 

100ng/uL de ADN genomico de linfocito humano. 

S e preparo el "mix" para un volumen final de 50 pL, conteniendo las siguientes 

concentraciones f inales: buffer 1X, M g S 0 4 1,0 mM, desoxirribonucledsidos 

trifosfatos (dNTPs) 0,2 mM, primer F w 0,3 pM, primer R v 0,3 pM y K O D 

polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,0 U. Concentrat ion final de ADN molde 100 

ng/pL. 

L a s condiciones de amplification fueron las siguientes: un paso initial de 

desnaturalizacion a 95°C por 2 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s , 62,4°C por 30 s 

y 70°C por 75 s , seguidos por 2 min a 70°C para la extension final. 

3.4.5 AmpHficacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R a 

diferentes concentraciones de Primer. 

S e preparo el "mix" para un volumen final de 50 pL, conteniendo l as siguientes 

concentraciones f inales: buffer 1X, M g S 0 4 1,0 mM, desoxirribonucleosidos 

trifosfatos (dNTPs) 0,2 mM y K O D polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,0 U. 

Concentrat ion final de ADN molde 100 ng/pL. 

L a s concentraciones de cada iniciador fueron: 0,15 pM; 0,2 pM; 0,25 pM; 0,3 pM 

y 0,5 pM. 

L a s condiciones d e amplification fueron las siguientes: un paso inicial de 

desnaturalizacion a 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s , 62,4°C por 30 s 

y 70°C por 3 min, seguidos por 5 min a 70°C para la extension final. 

3.4.6 AmpHficacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R a 

diferentes concentraciones de K O D Polimerasa. 
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S e preparo el "mix" para un volumen final de 50 pL, conteniendo las siguientes 

concentraciones finales: buffer 1X, M g S 0 4 1,0 mM, desoxirribonucleosidos 

trifosfatos (dNTPs) 0,2 mM, primer F w 0,5 pM, primer R v 0,5 pM y concentracion 

final de ADN molde 100 ng/pL. 

L a s concentraciones de K O D polimerasa (High Fidelity Platinum) fueron: 1,5 U; 

2,0 U y 3,0 U. 

L a s condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso initial de 

desnaturalizacion a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s , 62,4°C por 45 s 

y 70°C por 2 min, seguidos por 10 min a 70°C para la extension final. 

3.4.7 Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R con 

gradiente de temperatura de hibridacion. 

S e preparo el "mix" para un volumen final de 50 pL, conteniendo las siguientes 

concentraciones f inales: buffer 1X, M g S 0 4 1,0 mM, desoxirribonucleosidos 

trifosfatos (dNTPs) 0,2 mM, primer F w 0,5 pM, primer R v 0,5 pM y K O D 

polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,5 U. Concentracion final de ADN molde 100 

ng/pL. 

L a s temperaturas de hibridacion (Th) fueron: 63,3°C; 63,8°C; 64,3°C; 65,0°C y 

65,6°C. 

L a s condiciones de amplification fueron las siguientes: un paso initial de 

desnaturalizacion a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s , T h por 4 5 s y 

70°C por 2 min, seguidos por 10 min a 70°C para la extension final. 

3.4.8 Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R P a 

diferentes concentraciones de MgS04. 

S e preparo el "mix" para un volumen final de 50 pL, conteniendo las siguientes 

concentraciones finales: buffer 1X, desoxirribonucleosidos trifosfatos ( d N T P s ) 0,2 

mM, primer F w 0,5 pM, primer R v 0,5 pM y K O D pol imerasa (Hot Start Master 

Mix) 1,5 U. Concentracion final de ADN molde 100 ng/pL 
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L a s concentraciones de M g S 0 4 fueron 0,0 mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 1,5 mM; 

2,0 mM; 2,5 mM; 3,0 mM y 3,5 mM. 

L a s condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de 

desnaturalizacion a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s , 65,0°C por 45 s 

y 70°C por 2 min, seguidos por 10 min a 70°C para la extension final. 

3.4.9 Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R para 

la reproducibilidad 

S e preparo el "mix" para un volumen final de 50 pL, conteniendo las siguientes 

concentraciones f inales: buffer 1X, M g S 0 4 1,5 mM, desoxirribonucleosidos 

trifosfatos (dNTPs) 0,2 mM, primer F w 0,5 uM, primer R v 0,5 pM y K O D 

polimerasa (Hot Start Master Mix) 1,5 U. Concentrat ion final de ADN molde 100 

ng/pL. 

L a s condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso initial de 

desnaturalizaci6n a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s , 65,0°C por 4 5 s 

y 70°C por 2 min, seguidos por 10 min a 70°C para la extensi6n final. 

3.5. Interpretation de los resultados. 

S e procedio a interpretar los registros fotograficos, del gel de agarosa 

conteniendo los productos de amplificacion de un fragmento del gen CYP2D6, a 

razon de la presencia, ausencia e intensidad de las bandas de acidos nucleicos. 
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IV. R E S U L T A D O S 

Tab la 2. Cuantif icaci6n mediante espectrofotometria ultra violeta - Eppendorf 
BioPhotometer P lus, con absorbancia a 260 y 280 nm, de A D N gen6mico 
extraido de linfocitos humano. 

Muestra 
Concentracidn 

ADN ug/mL 

ADN PROTEINAS 
PUREZA DE 

ADN 

A 260 A 280 A 260/A 280 

1 1067,6 0,427 0,215 1,98 

2 1125,6 0,450 0,219 2,05 

3 1294,6 0,518 0,285 1,82 

4 1288,5 0,515 0,250 2,06 

5 688,7 0,275 0,152 1,81 

6 622,6 0,295 0..60 1,84 

Leyenda: 

A 260 : Absorbancia a 260 nm de longitud de onda. 

A 280 : Absorbancia a 280 nm de longitud de onda. 
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1 2 3 4 5 6 

Figura 1 . Electroforesis en gel de agarosa al 1,0% de se is muestras ADN 
genomico extraido de Iinfocitos humano. 

Leyenda: 
Carril 1: ADN de la bolsa colectora N° 1 . 
Carri l 2 : ADN de la bolsa colectora N° 2. 
Carri l 3: ADN de la bolsa colectora N° 3. 
Carri l 4 : ADN de la bolsa colectora N° 4. 
Carri l 5: ADN de la bolsa colectora N° 5. 
Carri l 6: ADN de la bolsa colectora N° 6. 
Volumen de carga: Muestra (4 uL) + loading (2 uL ) + agua P C R (2 ut_) = 8 uL. 
Condiciones de electroforesis: 80 voltios por 30 minutos. 
Coloracion de A D N : Bromuro de etidio al 1 % por 10 minutos. 
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2 3 5 

Figura 2: Productos de X L - P C R del gen CYP2D6 con 50 ng y 100 ng de ADN 
genomico de linfocitos humano, en gel de agarosa al 1,5%. 

Tabla 3. Leyenda de la figura 2: 

CONCENTRACION CARRILES DEL G E L DE AGAROSA 
DE COMPONENTE 1 2 3 4 5 

AON "molde" (ng) 50,0 50,0 100,0 100,0 0,0 

Volumen de carga: Muestra (4 pL) + loading (2 pL) y agua P C R (2 pL) = 8 pL 
Condiciones de electroforesis: 80 voltios por 1 hora. 
Coloraci6n de A D N : Bromuro de etidio al 1 % por 10 minutos. 

30 



Figura 3: Productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de A D N genomico de linfocitos 
humano con diferentes concentraciones de "primer", en gel de agarosa al 1,5%. 

Tabla 4 . Leyenda de la figura 3: 

CONCENTRACION CARRILES DEL G E L DE AGAROSA 
DE COMPONENTE 1 2 3 4 5 

Primer (pM) 0,15 0,2 0,25 0,3 0,5 

Volumen de carga: Muestra (15 pL) + loading (2 pL) = 17 pL 
Condiciones de electroforesis: 80 voltios por 30 min. 
Coloraci6n de A D N : Bromuro de etidio a l 1 % por 10 minutos. 
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2 3 

Figura 4 : Productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN genbmico de linfocitos 
humano con diferentes concentraciones de K O D Pol imerasa, en gel de agarosa 
al 1,5%. 

Tabla 5. Leyenda de la figura 4: 

COCENTRACION DE CARRILES DEL G E L DE AGAROSA 
COMPONENTE 1 2 3 4 

K O D Polimerasa 
(U) 1,5 2,0 3,0 0,0 

Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 pL) = 17 uL. 
Condiciones de eiectroforesis: 80 voltios por 30 min. 
Coloracion de ADN: Bromuro de etidio al 1 % por 10 minutos. 
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2 3 5 

Figura 5: Productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de A D N genomico de Iinfocitos 
humano, con gradiente de temperatura de hibridacibn, en gel de agarosa al 
1,5%. 

Tab la 6. Leyenda de la figura 5: 

GRADIENTE DEL CARRILES DEL G E L DE AGAROSA 
COMPONEIMTE 1 2 3 4 5 

Temperatura (°C) 63,3 63,8 64,3 65,0 65,6 

Volumen de carga: Muestra (15 pL) + loading (2 pL)= 17 pL 
Condiciones de electroforesis: 80 voltios por 30 min. 
Coloracion de A D N : Bromuro de etidio a l 1 % por 10 minutos. 
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1 2 3 5 6 7 8 

Figura 6: Productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN gendmico de linfocitos 
humano, con diferentes concentraciones de MgSCM, en gel de agarosa al 1,5%. 

Tab la 7. Leyenda de la figura 6: 

CONCENTRACION CARRILES DEL GEL DE AGAROSA 
DE COMPONENTE 1 2 3 4 5 6 7 8 

MgS0 4(mM) 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 

Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 uL)= 17 pL 
Condiciones de electroforesis: 80 voltios por 30 min. 
Coloracion de A D N : Bromuro de etidio al 1 % por 10 minutos. 
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Figura 7: Reproducibilidad de la tecnica de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN 
genomico de linfocitos humano, con las concentraciones y volumenes de los 
componentes estandarizados, en gel de agarosa a l 1,5%. 

Leyenda: 
Carri l 1 : Marcador de tamano molecular, Ladder 1 Kb 
Carr i les 2, 3 , 4 y 5: Productos del X L - P C R . 
Carri l 6: Blanco, sin ADN molde. 
Volumen de carga: Muestra (15 uL) + loading (2 pL) = 17 uL. 
Condiciones de eiectroforesis: 80 voltios por 30 min. 
Coloracion de A D N : Bromuro de etidio al 1 % por 10 minutos. 
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V. D ISCUSION 

L a s concentraciones de ADN genomico de linfocitos humanos, cuantif icados con 

espectrofotometro U V marca Eppendorf BioPhotometer plus, segun la tabla 2, 

extraidos de se i s unidades de bolsa colectora de sangre "cuadruple" fraccionada, 

conteniendo el paquete de globulos blancos; los valores obtenidos fueron de 

622,6 pg/mL a 1294,6 pg/mL yla relation entre las medidas de A 260 y A 280 

proportiona un estimado de la pureza de todas las muestras obtenidas, dentro 

del rango de 1,8 a 2,0; estos resultados reflejan la eficiencia del protocolo de 

extraction de ADN utilizado, pues en todas las muestras procesadas s e obtuvo 

ADN con concentrat ion y pureza que garantizo el desarrollo de la 

estandarizacion del X L - P C R 4 0 ' 4 1 . 

L a figura 1 de la electroforesis en gel de agarosa al 1,0% de se is muestras de 

A D N genomico extraido de linfocito humano, nos permite visualizar s u presencia 

grac ias a la refringencia del bromuro de etidio intercalado entre los acidos 

nucleicos, revelando la relation directa de la concentrat ion del ADN con la 

intensidad de la refr ingencia 3 9 , por efecto de la incidentia de los rayos ultra 

violeta; es tas observaciones cualitativas, concuerdan con las cifras cuantitativas 

determinadas por espectrofotometria presentadas en la tabla 2. 
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L a figura 2, representa el primer ensayo realizado para ia estandarizacion de 

X L - P C R del gen CYP2D6, tomando como "ADN molde" las concentraciones de 

50 ng y 100 ng de ADN genomico de Iinfocitos humanos, cada uno de ellos por 

duplicado; los carri les 1 y 2 con A D N a 50 ng muestran s u s productos 

esparcidos en la trayectoria del carril, con fragmentos de diversos tamafios, 

reflejando una reaccion inespet i f ica, probablemente por la poca cantidad de 

"ADN molde", mientras que en los carr i les 3 y 4 con ADN a 100 ng, muestra s u s 

productos con una ser ie de bandas algo definidas en esca le ra , revelando que 

para el X L - P C R e s necesario incorporar en el "mix" concentraciones de "ADN 

molde" de 100 n g 4 2 , cada vez que e l producto de amplif ication e s bastante 

grande de aproximadamente 2 900 pb. E l carril cinco no manifiesta ningun 

producto de la reaccion, e s el "bianco" sin "ADN molde", senalando que los 

reactivos del "mix" no estan contaminados y funcionan, siempre y cuando 

cuenten con "ADN molde". 

L a figura 3, muestra el ensayo de amplification del gen CYP2D6 con 100 ng de 

A D N genomico de Iinfocitos humanos como molde, a diferentes concentraciones 

de "primer" 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 y 0,5 en gel de agarosa al 1,5%; las bandas 

productos del X L - P C R , aparecen paulatinamente a como aumenta la 

concentracion de primer, siendo notorio a partir de 0,2 pM, los carri les 3 y 4 

muestran bandas bien definidas, pero d iversas; mientras que en el carril cinco 

aparece bandas que s e aproximan a l tamano del producto buscado de 2 900 pb, 

evidenciando que la concentracion apropiada de los primer para la amplification 

de este segmento de ADN debe ser a 0,5 pM 1 8 . Todas es tas condiciones f is icas 

y quimicas fueron modificadas sistematicamente para optimizar la concentracion 

adecuada de los iniciadores. 
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L a figura 4 expone los productos de X L - P C R del gen CYP2D6 con diferentes 

concentraciones de K O D Pol imerasa y 100 ng de ADN genomico de linfocitos 

humanos como molde, en gel de agarosa al 1,5%; Los tres carri les, que 

representan a cada concentracion de la enz ima, muestran s u s productos de 

amplificacion; el carril uno con bandas a suficiente concentracion y refringencia 

para evidenciarlo, mientras que los carri les 2 y 3, aun cuando las bandas son 

m a s refringentes, hay una mayor amplificacion de segmentos inespecif icos, que 

puede deberse al exceso de K O D polimerasa presente en e l s is tema, que estar ia 

reaccionando de manera inespecif ica, por la elevada concentracion de esta 

enzima. Por es tas razones consideramos que la concentracion adecuada para 

esta reaccion fue de 1,5 U 1 8 . 

E l carril cinco no muestra ninguna banda porque e s el tubo "bianco" sin "ADN 

molde", para garantizar que los reactivos del s is tema no estan contaminados con 

ADN foraneo. 

L a figura 5 de gel de agarosa al 1,5%, presenta los productos de X L - P C R del 

gen CYP2D6 de ADN genbmico de linfocitos humanos, con gradientes de cinco 

temperaturas de hibridacion 63,3 ; 63,8; 64,3 ; 65,0 y 65,6 °C; este ensayo s e 

realizo para determinar la temperatura adecuada de hibridacion y obtener una 

maxima eficiencia en la amplificacion de la reaccion. Como podemos observar 

en los carri les 1 , 2 y 3 genera una banda de 2 900 pb muy nitida, pero 

acompanada de otras inespecif icas, debido a que e s a s temperaturas estan 

permitiendo que los primer puedan pegarse a otros destinos inespecif icos, 

mientras en los carri les 4 y 5 presentan una sola banda visible del tamario de 2 

900 pb, pero el carril cuatro tiene una banda mas concentrada y refringente, por 

tanto la temperatura de hibridacion eficiente para es ta reaccion de X L - P C R e s de 

65,0 °C. E n el trabajo de investigation realizado por Dorado y col. , especif ica 

que la temperatura optima e s de 62,4 °C 1 8 ; sin embargo en el proceso de la 
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estandarizacion, la temperatura optima fue 65°C, es ta variacion probablemente 

s e debe a condiciones ambientales que var ia de un lugar a otro. 

L a figura 6 muestra los productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN 

genomico de linfocitos humanos, procesados con diferentes concentraciones de 

MgS04, en gel de agarosa al 1,5%. E l carril uno corresponde al bianco en la que 

no muestra ningun producto, pero indica que los reactivos no estan 

contaminados y que el s is tema no funciona sin MgSCU, los carr i les 3 a 8 

presentan mayor numero de bandas que el carril dos, debido a que este ultimo 

s e desarroilo con baja concentrat ion de MgS04 (0,5 mM), sin embargo el carril 

cuatro muestra una banda claramente distinta a las demas, con una fuerte 

refringencia que indica mayor concentrat ion del producto amplificado, que 

corresponde a l segmento del CYP2D6 con 2 900 pb, por tanto la concentration a 

1,5 mM e s la adecuada para optimizar el X L - P C R y visual izar una banda bien 

nitida, sobre todo cuando hay productos inespecif icos en la reaccion. Es te 

resultado concuerda con Dorado y co l . 1 8 

E n la figura 7. Muestra los productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN 

genomico de linfocitos humanos, procesados con las diferentes concentraciones 

y volumenes estandarizados, obtenidos de los resultados anteriores, en el carril 

1 , 2 y 3 revela la presencia de A D N a 2 900 pb y el carril cuatro e s el bianco, sin 

ADN molde. Con ello obtenemos el protocolo final de la estandarizacion del gen 

CYP2D6, con el cual s e realizaran investigaciones como el proyecto de 

investigacion regional: caracterizacion molecular a le l icas de los genes CYP2D6, 

CYP2C9 y CYP2C19 en poblaciones nativas y mest iza de Ayacucho - Peru ; y 

demas investigaciones a nivel regional. 
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VI. C O N C L U S I O N E S 

• S e estandarizo la reaccion en cadena de la pol imerasa X L - P C R para el gen 

CYP2D6 a partir de A D N genomico de linfocito humano. 

• S e logro obtener acido desoxirribonucleico (ADN) genomico de linfocito 

humano mediante extract ion organica hasta una concentrat ion de 1 294,6 

pg/mL, y pureza de 1,82. 

• S e determinaron las condiciones f is icas y quimicas de los componentes de 

la reaccion en cadena de la pol imerasa X L - P C R para amplificar un 

fragmento del gen CYP2D6; contenido del "mix" para un volumen final de 

50 pL: buffer 1X, M g S 0 4 1,5 mM, desoxirribonucle6sidos trifosfatos (dNTPs) 

0,2 mM, primer F w 0,5 pM, primer R v 0,5 pM y K O D polimerasa (Hot Start 

Master Mix) 1,5 U, ADN molde 100 ng/pL; programa de 

amplificaci6n:desnaturalizaci6n inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C 

por 30 s , 65,0°C por 45 s y 70°C por 2 min, seguidos por 10 min a 70°C para 

la extension final. 
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VII. R E C O M E N D A C I O N E S 

• Ampliar las muestras poblacionales e incluir mas regiones del Peru , a fin 

de conocer con mayor precision el caracter genetico CYP2D6 como de 

otros genes de implicancia cl inica. 

• Real izar la genotipificacion para determinar los diferentes polimorfismos 

del gen CYP2D6, en diferentes poblaciones humanas y personas que s e 

encuentren en tratamiento con antidepresivos, antipsicoticos, 

neurolepticos, antituberculosis, etc. 
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Anexo 1 

ADN a SOng 

Extraccidn de ADN genomico 
de linfocito humano 

Cuantificacion del ADNI 

Por espectrofotometria 

Por eiectroforesis 

'XL-PC R'J 

Cork ADN genomico de 
linfocito humano 

ADN a 1 DO rig 

Ensayos de XL-PCR 

Flujograma para la estandarizaci6n de la reacci6n en cadena de la polimerasa X L - P C R para el gen CYP2D6 a partir de ADN genbmico de linfocito 

humano. 
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A n e x o 2 

Figura 9. Preparacion de reactivos para la extraccion de ADN genomico de 
linfocitos humano. 
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A n e x o 3 
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A n e x o 4 

Figura 11 . Cuantificacion mediante espectrofotometria ultra violeta del ADN 
genomico de Iinfocitos humano extraido. 
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A n e x o 5 

Figura 12. Cabina pre-PCR, preparacion del "mix" para X L - P C R del gen 
CYP2D6 de ADN genomico de linfocitos humano. 
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A n e x o 6 

Figura 13. Programacion del termociclador para la reaccion X L - P C R del gen 
CYP2D6 de ADN genomico de linfocitos humano. 
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A n e x o 7 



A n e x o 8 

Figura 15. Sembrando los productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN 

genomico de linfocitos humano en la camara de eiectroforesis. 
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A n e x o 9 

Figura 16. Coloracion del ge! de agarosa conteniendo los productos de X L - P C R 

del gen CYP2D6 de ADN genomico de Iinfocitos humano, con bromuro de etidio 

al 1,0%. 
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A n e x o 10 

Figura 17. Sistema de registrador de imagenes Biometra UV solo TS del gel de 

agarosa con los productos de X L - P C R del gen CYP2D6 de ADN genomico de 

linfocitos humano. 
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A n e x o 11 

Tabla 8.Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante XL- PCR con 

50ng/uL de ADN genomico de linfocito humano. 

Preparacion del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 

REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 RX(ML) 2 Rx(pL) 

PCR Buffer 10x 1x 5,0 10,0 

MgS04 25 mM 1,0 mM 2,0 4,0 

dNTP's 2.5 mM 0,2mM 5,0 10,0 

Primer Fw 10 uM 0,3 uM 1,5 3,0 

Primer Rv 10 uM 0,3 uM 1,5 3,0 3,0 

KOD polimerasa 1 U/UI 1,0 U 1,0 2,0 

ADN molde 2,5 5 , 0 

H20 PCR 31.5 63.0 

TOTAL 5 0 . 0 1 0 0 . 0 

Desnaturalizacion Inicial 95°C x2min 

Desnaturalizacion 95°C x 30s 
Programa 30 Cieios Hibridaci6n 62.4°C x 30s 

X L - P C R Extensi6n 70°C x 75s 

Extension Final 70°C x 2min 

4°C 

58 



A n e x o 12 

Tabla 9.Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante XL- PCR con 

100ng/uL de ADN genomico de linfocito humano. 

Preparation del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 

REACTIVOS Nniciall TFinall 1 Rx(pL) 2 RX(ML) 1 Rx(pL) 2 RX(ML) 

PCR Buffer 10x 1x 5,0 10,0 

MgS04 25 mM 1,0 mM 2,0 4,0 

dNTP's 2.5 mM 0,2mM 5,0 10,0 

Primer Fw 10 uM 0,3 uM 1,5 3,0 

Primer Rv 10 uM 0,3 uM 1,5 3,0 

KOD polimerasa 1 U/UI 1,0 U 1,0 2,0 

ADN molde 5,0 10,0 

H20 PCR 29,0 58,0 

TOTAL 50,0 100,0 

P r o g r a m a 

X L - P C R 

Desnaturalizacidn Initial 95°C x2min 

P r o g r a m a 

X L - P C R 

30 Ciclos 

Desnaturalizacion 

Hibridacion 

Extension 

95°C x 30's 

62.4°C x 30s 

70°C x 75s 

P r o g r a m a 

X L - P C R 

Extension Final 70°C x 2min 

4°C 
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A n e x o 1 3 

Tabla 9.Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante XL- PCR a 

diferentes concentraciones de Primer. 

Preparacion del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 

REACTIVOS [Inicial] [Final] 0,15 uM 0,2 uM 0,25 uM 0,3 uM 0,5 uM 

PCR Buffer 10x 1x 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

MgS04 25 mM 1,0 mM 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 

dNTP's 2,5 mM 0,2mM 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Primer Fw 10 pM 0,75 1,0 1,25 1,5 2,5 
Primer Rv 10 uM 0,75 1,0 1,25 1,5 2,5 

KOD 1 U/UI 1,0U 1,0 1,5 1,5 1,5 1,5 
polimerasa 

ADN molde 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

H20 PCR 29,0 29,5 29,0 28,5 26,5 

TOTAL 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 

Desnaturalizacibn Inicial 95°C x 2min 

P r o g r a m a 30 Ciclos 

Desnaturalizacibn 95°C x 30s 
P r o g r a m a 30 Ciclos Hibridacion 62.4°C x 30s 

X L - P C R Extension 70°C x 3min 

Extension Final 70°C x 5min 

4°C 
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A n e x o 14 

Tabla 11.Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante XL- PCR a 

diferentes concentraciones de KOD polimerasa (Hot Start Master Mix). 

Preparacion del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 

REACTIVOS [Inicial] [Final] 1.5 U 2.0 U 3.0 U 

PCR Buffer 10x 1x 5,0 5,0 5,0 

MgS04 25 mM 1,0 mM 2,0 2,0 2,0 

dIMTP's 2,5 mM 0,2mM 5,0 5,0 5,0 

Primer Fw 10 uM 0,5 uM 2,5 2,5 2,5 

Primer Rv 10 uM 0,5 uM 2,5 2,5 2,5 

KOD polimerasa 1 U/UI 1,5 2,0 3,0 

ADN molde 5,0 5,0 5,0 

H20 PCR 26,5 26,0 25,0 

TOTAL 50,0 50,0 50,0 

Desnaturalizacion Inicial 95°C x 5min 

Programa 

X L - P C R 

35 Ciclos 

Desnaturalizacion 

Hibridacibn 

Extension 

95°C x 30s 

62.4 DC x 45s 

70°C x 2min 

Extension Final 70°C x 10min 

4°C 
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A n e x o 15 

Tabla 12. Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante X L - P C R con 
gradiente de temperatura de hibridacion. 

Preparacion del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 

REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 Rx (|iL) 5Rx(nL) 

PCR Buffer lOx I x 5,0 25,0 

MgS04 25 mM 1,5 mM 3,0 15,0 

dNTP's 2,5 mM 0,2mM 5,0 25,0 

Primer Fw 10 \iM 0,5 uM 2,5 12,5 

Primer Rv 10 uM 0,5 uM 2,5 12,5 

KOD Polimerasa 1 U/UI 1,5 U 1,5 7,5 1,5 7,5 

H20 PCR 5,0 25,0 

NFW 25,5 127,5 

TOTAL 50,0 250,0 

Desnaturalizacion Inicial 95°C x 5min 

P rog rama 

X L - P C R 

35 Ciclos 

Desnaturalizacion 

Hibridacion (63,0; 65,0) 

Extension 

95°C x 30s 

—°C x 45s 

70°C x2min 

Extension Final 70°C x 10min 

4°C 
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Anexo 16 

Tabla 13. Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante XL- PCR P a diferentes concentraciones de MgSQ4. 

Preparation del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 
REACTIVOS [Initial] [Final] MgS04 MgS04 MgS04 MgS04 MgS04 MgS04 MgS04 MgS04 

0,0 mM 0,5 mM 1,0 mM 1,5 mM 2,0 mM 2,5mM 3,0mM 3,5mM 
PCR Buffer 10x 1x 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
WlgS04 25 mM 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 
dNTP's 2,5 mM 0,2mM 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Primer Fw 10 pM 0,5 uM 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
Primer Rv 10 uM 0,5 uM 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
KOD 1 U/UI 1,0 U 1,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
polimerasa 
ADN molde 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
H20 PCR 28,5 27,5 26,5 25,5 24,5 23,5 22,5 21,5 
TOTAL 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 

Desnaturalizaci6n Inicial 95°C x 5min 

Desnaturalizaci6n 95°C x 30s 

Programa 35 Ciclos Hibridacion 65°Cx45s 

X L - P C R Extension 70°C x 2min 

Extension Final 70°C x 10min 

- 4°C 
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A n e x o 17 

Tabla 14. Amplificacion de fragmento del gen CYP2D6, mediante XL- PCR 

para la reproducibilidad 

Preparation del "mix" para amplificacion de fragmento 

del gen CYP2D6 

REACTIVOS [Inicial] [Final] 1 Rx (iiL) 4Rx(nL) 

PCR Buffer lOx l x 5,0 20,0 

MgS04 25 mM 1,5 mM 3,0 12,0 

dNTP's 2,5 mM 0,2mM 5,0 20,0 

Primer Fw 10 U.M 0,5nM 2,5 10,0 

Primer Rv 10 uM 0,5nM 2,5 10,0 

KOD 1 U/UI 1,5 U 1,5 6,0 

polimersa 
ADN molde 5,0 40,0 

H20 PCR 25,5 102,0 

TOTAL 50,0 200,0 

Prog rama 

X L - P C R 

Desnaturalizacion Inicial 95°C x 5min 

P rog rama 

X L - P C R 

35 Ciclos 

Desnaturalizaci6n 

Hibridaci6n 

Extension 

95°C x 30s 

65°C x 45s 

70°C x 2min 

P rog rama 

X L - P C R 

Extensi6n Final 70°Cx 10min 

4°C 
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A n e x o 18 

Figura 18. Escala del marcador tamano de fragmentos de ADN del "ladder 1 kb" 
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A n e x o 19 
Tabla 15. Matriz de consistencia 

TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOL OGIA 

Estandarizacion 
de la reaccion 
en cadena de la 
polimerasa XL -
P C R para el gen 
CYP2D6 a partir 
de linfocito 
humano. 
Ayacucho, 2013. 

iCua les seran las 
condiciones fisicas y 
quimicas para la 
estandarizacion de la 
reaccion en cadena 
de la polimerasa XL-
P C R del gen 
CYP2D6 a partir de 
linfocito humano. 
Ayacucho, 2013? 

G E N E R A L 
• Estandarizar la reaccion en 

cadena de la polimerasa XL-
P C R para el gen CYP2D6 a 
partir de ADN genomico de 
linfocito humano. 

E S P E C I F I C O S 
• Obtener acido 

desoxirribonucleico (ADN) 
de linfocito humano 
mediante extraccion 
organica. 

• Determinar las condiciones 
fisicas y quimicas de los 
componentes de la reaccion 
en cadena de la polimerasa 
X L - P C R para amplificar el 
gen CYP2D6. 

-Aspectos teoricos de 
Gen CVP2D6, fenotipos 
metabolizadores. 
-Reaccion en cadena 

de la polimerasa.XL-
P C R . 

Las condiciones 
fisicas y quimicas 
estandarizadas de 
la reaccion en 
cadena de la 
polimerasa XL-
P C R permiten 
amplificar el gen 
CYP2D6 a partir de 
ADN genomico de 
linfocito humano. 
Ayacucho, 2013. 

Variable Principal: 
El gen CYP2D6 a partir de 
ADN genomicode linfocito 
humano. 
Indicador: 
- Concentraciones de la 

muestra biologica y de 
ADN humano. 

Variable secundaria: 
Las condiciones fisicas y 
quimicas estandarizadas 
de la reaccion en cadena 
de la polimerasa X L - P C R . 
Indicador: 
Temperaturas de reaccion 
y concentraciones de los 
componentes de X L - P C R . 

Tipo de investigacion : 
Basica - descriptivo. 

Nivel de investigacion: 
Basico. 
Poblacion: La poblacion estuvo 
constituido por las personas que habitan 
en la ciudad de Ayacucho. 
Muestra: La muestra estuvo conformada 
por seis unidades de bolsa colectora de 
sangre "cuadruple" fraccionada, 
conteniendo el paquete de globulos 
blancos, de personas ayacuchanas 
donantes de sangre, la misma que fue 
determinada a "juicio de expertos". 
El material biologico fue ADN genomico 
de linfocitos humanos. 
Disefio Experimental: 
Los ensayos se realizan con un modelo 
in vitro para estandarizar la tecnica XL -
P C R a partir de ADN genomico de 
linfocito humano. 
Analisis estadistico: 
Los datos se presentan en tablas, 
registros fotograficos y figuras que 
explican mejor los hallazgos. La 
estandarizacion de la tecnica X L - P C R 
se evalua mediante las diferentes 
concentraciones de sus componentes. 
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