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Resumen

Los genes de la familia de las Glutation S-transferasas juegan un papel importante
en el metabolismo de sustancias genotoxicas incluyendo metabolitos de
carcindégenos. La Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) pertenece a esta familia de
genes y tiene variantes polimorficas en el codones 105 (1105V) que sustituye
Isoleucina por Valina 'y el codon 114 (A114V) que sustituye Alanina por Valina. En
este trabajo se estandarizo la técnica para identificar el polimorfismo genético de
GSTP1 en 65 muestras de ADN de personas del Sur-Occidente Colombiano
mediante las técnicas de PCR y RFLPs. La master mix optimizé la PCR y los
RFLPs obteniendo mejores resultados. La frecuencia preliminar de mutaciéon para
GSTP1-1105V (I/V + VIV) fue del 60%; dicha frecuencia se asemeja a las de las
poblaciones Noruega, Euro-Americana, Afro-Americana, Alemana, Australiana y
Portuguesa, y difiere de las poblaciones Taiwanesa, Francesa, Japonesa,
Caucésica y ltaliana. La frecuencia preliminar de mutacion para GSTP1-A114V
(A/V+VIV) fue del 43% en la poblacidén estudiada. Dicha frecuencia difiere de las
de las poblaciones Euro-Americana, Afro-Americana, Francesa, Inglesa, Alemana
e Italiana.

Abstract

The Glutathion S-transferase genes play an important role in the metabolism of
genotoxic compounds including metabolites of carcinogens. Glutathione S-
transferase P1 (GSTP1) gen belongs to this family and has a polymorphic variant at
codon 105 (1105V) has been identified the mutant causes a substitution from
Isoleucine to Valine. In this research we standarized the tecnique to identify the
genetic polymorphism of GSTP1-1105V in 65 DNA from a southwest Colombian
population using PCR and RFLPs techniques. Our master mix optimized PCR and
RFLPs procedures to obtain the best results. The mutation preliminary frequency to
genotype GSTP1-1105V (I/V + V/IV) was 60 % . This frequency is similar to the
observed in Norway, Euro-American, Afro-American, German, Australian and
Portuguese populations, and it is different to the frequency in Taiwanese, French,
Japanese, Caucasian and Italian populations. The mutation preliminary frequency
to genotype GSTP1-Al114V (A/V+VIV) was 43% in population studied. This
frequency is different to the observed in Euro-American, Afro-American, French,
England, German and Italian populations.
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INTRODUCCION

El mecanismo de detoxificacion celular es de vital importancia en el mantenimiento
de la salud, porque protege a la célula contra numerosos agentes toxicos que se
encuentran en el ambiente (Hayes y Strange, 2000).

El polimorfismo en los genes del metabolismo, que participan en la detoxificacién
celular, ha sido ampliamente estudiado en muchos grupos étnicos para determinar
su importancia en el estudio de enfermedades por exposicion ambiental (Katoh et
al, 1999). Lo anterior permite identificar individuos y poblaciones mas susceptibles
a desarrollar problemas de salud por exposicion a agentes genotoxicos.

La superfamilia del gen de la Glutation S-transferasa (GST) representa el mayor
grupo de enzimas de detoxificacion y actian en la segunda fase del metabolismo
catalizando la conjugacion del glutation con sustratos electrofilicos. La conjugacion
con el glutation incrementa la solubilidad de las sustancias toxicas en el agua y
facilita su salida, generalmente en la orina (Boyland y Chasseand, 1969).

La GSTP1 pertenece a esta superfamilia de genes y tiene dos polimorfismos: en el
codon 105 una transicion A/G cambia Isoleucina por Valina y en el codon 114 una
transicion cambia Alanina por Valina, ambos polimorfismos reducen la efectividad
de la enzima (Board et al, 1989). La Glutation S-transferasa P1 (GSTP1)
metaboliza una gran variedad de carcindgenos potenciales, incluyendo quimicos
derivados del humo del cigarrillo tales como el benzo(a)pireno diol epdxido y
acroleina (Hayes y Pulford, 1995).

Para estandarizar la técnica de identificacién de los polimorfismos del gen GSTP1
en los codones 105 y 114 se utilizaron técnicas de biologia Molecular como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el Polimorfismo de la Longitud en
los Fragmentos de Restriccion (RFLPs). Estas técnicas mejoraron el desarrollo
investigativo por cuanto permiten conocer molecularmente las diferencias
genéticas que existen entre individuos y poblaciones; ademas, se encontraron
frecuencias genotipicas preliminares en el Sur Occidente Colombiano que fueron
comparadas con otras poblaciones étnicamente diferentes.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicion a agentes genotoxicos y la variabilidad genética son factores
determinantes en el desarrollo de enfermedades ambientales (Janice, 2002). Los
genes del metabolismo cumplen una funcion muy importante en la
biotransformacién de compuestos téxicos exdgenos (xenobidticos) y enddgenos.

Dentro de la Epidemiologia Molecular, hay estudios que van encaminados a
comprender las relaciones existentes entre gen y ambiente, se piensa que las
personas con genes favorables, tienen menos riesgo de padecer problemas de
salud, mientras que los que tienen una condicion genética desfavorable y ademas
se encuentran expuestos a agentes genotdxicos tienen un mayor riesgo de
padecer a futuro enfermedades como el cancer.

La Biotransformacion de compuestos toxicos se agrupa en dos fases: en la fase |
se presentan reacciones de oxidacion, volviendo mas hidrdéfilo al xenobiotico y
transformando sus grupos funcionales en sitios en los que se pueden llevar a cabo
reacciones de la fase Il; esto también se logra adicionando nuevos grupos
funcionales como hidroxilo, amino y carboxilo, entre otros (Pefia et al, 2001).

En la fase Il se presentan reacciones de conjugacion donde se adiciona un grupo
polar a los grupos funcionales del metabolito del xenobiético; el resultado es el
incremento de su solubilidad en el agua para ser finalmente excretado (Pefia et al,
2001).

Los genes del metabolismo juegan un papel importante en la detoxificacion de
agentes téxicos y su polimorfismo, es decir, las diferentes formas en las que se
presenta el gen en una poblacion, puede alterar la eficiencia para eliminar dichas
sustancias o sus metabolitos del organismo.

La Glutation S-transferasa (GST) es la familia de genes del metabolismo que mas
interviene en la detoxificacion de xenobidticos y su polimorfismo genético ha sido
ampliamente estudiado en muchos grupos étnicos para determinar su importancia
en el estudio de enfermedades por exposicion ambiental.

Las Glutation S-transferasas actuan en la segunda fase del metabolismo
catalizando la conjugacion del glutation con sustratos electrofilicos, la accién futura
por peptidasas y transferasas remueven los residuos glutamico y glicina, y con la



subsecuente acetilacidon de la cisteina, el glutation conjugado puede ser degradado
a acido mercapturico, incrementando su solubilidad para finalmente ser excretado
en la orina (Boyland y Chasseand, 1969; y Board et al, 1990).

Las GST detoxifican muchos sustratos que pueden ser sustancias carcindgenas y
genotoxicas como el oxido de etileno, metil bromuro, diclorometano, ciclofosfamida
y adriamicina (Longuemaux, 1999; y Allan, 2001).

La Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) pertenece a esta familia de genes y tiene
dos polimorfismos de relevancia biolégica: el primero es una transicion A/G que
cambia Isoleucina por Valina en el codén 105 y el segundo es una transicion C/T
gue cambia Alanina por Valina en el codén 114. En ambos casos, el alelo mutado
reduce la actividad de la enzima.

Varios estudios de Epidemiologia Molecular han demostrado que existe una
relacion significativa entre el polimorfismo del gen GSTP1 y la susceptibilidad a
desarrollar problemas de salud como el cancer (Nakagawa et al, 1990; Puchalski y
Fahl, 1990; Harries et al,1996; Ryberg et al,1997; Lee et al,1997; Kristensen et
al,1998; Katoh et al,1999; Hayes y Strange, 2000; Mitrumen et al, 2001).

Por todo lo anterior, fué de gran interés estandarizar la técnica para identificar el
polimorfismo genético de GSTP1 en los codones 105 y 114; ademas, conocer
cudles eran las frecuencias genotipicas preliminares encontradas para el gen
GSTP1 en la poblacién del Sur - Occidente Colombiano estudiada y si dichas
frecuencias eran similares o diferian de otras poblaciones.

En este documento se describe como se estandarizO el procedimiento para
identificar el polimorfismo genético de GSTP1-1105V y A114V, utilizando las
técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el Polimorfismo de la
Longitud en los Fragmentos de Restriccion (RFLPS).

Esta técnica de biologia Molecular mejorara el desarrollo investigativo por cuanto
permite conocer molecularmente las diferencias genéticas de GSTP1 que existen
entre individuos y poblaciones, para relacionarlas con efectos biolégicos.

Ademas, se describe la frecuencia preliminar de distribucién del polimorfismo
genético de GSTP1-1105V en una poblacién del Sur-Occidente Colombiano y su
andlisis comparativo con las frecuencias del mismo gen encontradas en otros
grupos poblacionales.

Este trabajo de investigacion forma parte de una fase de estandarizacion de
técnicas de Epidemiologia Molecular en el laboratorio de Toxicologia Genética y
Citogenética de la Universidad del Cauca para determinar las frecuencias alélicas
de genes (GSTM1, GSTT1, GSTP1 Y CYP2E1) que intervienen en el metabolismo
de las sustancias psicoactivas.



En dicho estudio se pretendera a futuro hacer un analisis del polimorfismo genético
de los genes del metabolismo estudiados en conjunto y compararlos con la
frecuencia de dafos inducidos al material genético y determinar si la genotoxicidad
de las drogas psicoactivas se encuentra modulada por los genes del metabolismo.



2. JUSTIFICACION

Existe una variedad de causas que han llevado a la contaminaciéon ambiental a
nivel mundial. EI compromiso hacia la comunidad por parte del grupo de
Investigacion en Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca
(GITGC) nos llevé a investigar las sustancias téxicas a las que actualmente
estamos expuestos.

El grupo fue creado hace un poco mas de diecisiete afios por el departamento de
biologia y su objetivo principal es el de investigar como y bajo que condiciones las
sustancias toxicas afectan las poblaciones. Inicialmente se trabajé con pruebas in
vitro y luego se introdujeron estudios de monitoreo genético en poblaciones
expuestas (pruebas in vivo).

La comunidad cientifica internacional trabaja actualmente en estudios de
Epidemiologia Molecular, una nueva ciencia que estudia la influencia que tienen
los factores genéticos y la exposicion ambiental en el desarrollo de enfermedades.

La necesidad de obtener resultados mas claros sobre la relacion gen-ambiente
llevd a introducir nuevas metodologias moleculares que permiten detectar
poblaciones con condiciones genéticas desfavorables y que se supone son mas
susceptibles a tener problemas de salud. Todo esto para prevenir a la comunidad
sobre los riesgos potenciales de adquirir enfermedades por exposicion a
sustancias cancerigenas.

El grupo de investigacion realiz6 un estudio titulado “Evaluacion del efecto
citotoxico y genotoxico de las drogas psicoactivas en consumidores del Cauca”.
Los resultados de este trabajo de investigacion mostraron que la exposicion a
Sustancias Psicoactivas ilegales causa un incremento de dafios genéticos en la
poblacion de drogadictos al compararlos con sus controles (Hoyos, et al. 2001).

En una segunda fase del estudio se estandarizaron de técnicas de epidemiologia
molecular utilizando el material genético de las poblaciones de estudio para
conocer a futuro como la exposicion a sustancias psicoactivas y la condicion
genética de las poblaciones podrian incrementar el riesgo de padecer una
enfermedad.



Entre las técnicas moleculares que se estandarizaron para este trabajo se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen GSTP1-105 y
GSTP1-114, y los fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLPS).

La estandarizacion de la técnica de identificacion del polimorfismo genético de
GSTP1 servirh también para estudiar dicho gen en otros proyectos de
investigacion que ya se estan desarrollando dentro del grupo de investigacion.



3. IMPACTO

Las frecuencias genotipicas preliminares de GSTP1 se relacionardn con la
frecuencia de marcadores biolégicos como Aberraciones Cromosomicas (AC),
Micronudcleos (Mn) e Intercambio de Crométides Hermanas (ICHs) evaluados en la
primera fase de la investigacion en la misma poblacion. Con lo anterior se
determinara si existe una asociacion significativa entre el polimorfismo de GSTP1y
la respuesta bioldgica de la poblacién expuesta a sustancias psicoactivas.

Los resultados de ésta investigacion seran divulgados a la comunidad cientifica por
medio de congresos y simposios; ademas, se espera que los resultados de éste
trabajo sean publicados en una revista cientifica nacional.



4. MARCO TEORICO

4.1 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

La epidemiologia molecular es una ciencia que surge de la integracion de la
biologia molecular y la epidemiologia tradicional. Tiene como objetivos principales:
evaluar mediante estudios descriptivos y analiticos las interacciones entre el
individuo y el ambiente como causas de enfermedad, desarrollar estrategias de
prevencion para el control de enfermedades producidas por factores ambientales y
evaluar el riesgo para la identificacion de poblaciones susceptibles a desarrollar
enfermedades (Perera, 1982).

Se sabe que muchas enfermedades son causadas por interacciones
multifactoriales, especialmente entre factores genéticos y ambientales (Norppa,
1997; Perera, 1997 y 1998; y Au et al, 1999). Los factores medioambientales
como el humo del cigarrillo, la dieta y sustancias contaminantes juegan un papel
importante en el desarrollo del céncer, sin embargo, nuevas evidencias
moleculares indican que grupos especificos caracterizados por su condicion
genética, etnicidad, edad o género pueden tener un riesgo incrementado ante la
exposicion a determinado agente téxico como por ejemplo los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH) y las aminas aromaticas (Perera, 1997).

El cancer es una de las enfermedades mas estudiadas dentro de la Epidemiologia
Molecular. La identificacion e incidencia de factores de riesgo ambiental y las
alteraciones genéticas que se producen para el desarrollo del cancer son de gran
interés debido al alto costo de vidas humanas que se pierden en el mundo entero.
Los muestreos epidemiolégicos permiten establecer poblaciones de riesgo en
donde se puede intervenir de manera preventiva y evitar la incidencia de
enfermedades (Janice, 2002).

Las investigaciones enfocadas hacia el estudio de la relacion exposicion ambiental-
enfermedad requieren del uso de biomarcadores, es decir, indicadores de eventos
moleculares y celulares que ocurren en sistemas biologicos (Perera, 2002). Los
biomarcadores se dividen en tres grupos: exposicion, efecto y susceptibilidad.

Los biomarcadores de exposiciéon detectan sustancias exdgenas Yy/o sus
metabolitos en los individuos; también detectan productos de la interaccion entre
un agente xenobidtico (extrafio al organismo) y células o moléculas.



Los biomarcadores de efecto determinan la respuesta de un organismo a una
exposicion; definen si la exposicion a genotoxicos ambientales induce dafios
genéticos tempranos precursores de un proceso de enfermedad .

Los biomarcadores de susceptibilidad son indicadores de la limitacién heredada o
adquirida de la habilidad de un organismo para responder a la exposicion de una
sustancia xenobidtica.

Varios biomarcadores de susceptibilidad usados en estudios de cancer por
exposicion ambiental corresponden a genes del metabolismo que cumplen un
papel especifico en la activacién/detoxificacion de un agente genotoxico
determinado; algunos ejemplos de estos genes pertenecen a las familias del
Citocromo P450 (CYP), Paraxonasa (PON), Mieloperoxidasa (MPO), Hidrolasa
Epoxida (EH), N-Acetil Transferasa (NAT) y Glutation S-Transferasa (GST)
(Perera, 1998 y 2002; Husgafvel, 2002).

El polimorfismo en los genes del metabolismo juega un papel importante en el
proceso de carcinogénesis, ya que modulan las diferentes respuestas bioldgicas
ante la exposicion de agentes genotdxicos ambientales (Ingelman, 2001).

En la tabla 1 se numeran algunos genes del metabolismo utilizados como
biomarcadores de susceptibilidad en epidemiologia molecular y su relacion con
algunas sustancias a las que las poblaciones se encuentran expuestas, de las
cuales algunas (como hidrocarburos aromaticos policiclicos, plaguicidas, solventes
organicos, etc) incrementan el riesgo de padecer una enfermedad.



Tabla 1. Funcién de algunos biomarcadores usados en la epidemiologia molecular

del cancer.

Biomarcador Funcién Bibliografia
Molecular
CYP450 Fase I. Tiene cerca de 80 sustratos Ronis et al, 1998,
(1A1, 2D6, diferentes  (sustancias pequefias e Longuemaux et al,
2E1) hidrofébicas) Ej. Etanol, aldehidos, 1999.
solventes  organicos, N-nitrosaminas,
compuestos  aromaticos  policiclicos,
éteres, acidos grasos, cafeina, etc.
MPO Fase |. Activa aminas arométicas, Trush et al,1985;
feniltoina, drogas anticonvulsivas y PAH. Corbett et al, 1988;
Presente en lisosomas de neutrofilos y Williams et al
monocitos (bactericida). 1998; y Pefa et al,
2001.
PON Fase |Il. Detoxifica organofosforados y La Du, 2003.
carbamatos
GST Fase Il. Detoxifica PAH, plaguicidas, Tan et al, 2000.
(M1, T1,P1) drogas anticancer, acroleina, agentes Allan eta al, 2001,
guimioterapéuticos, etc. Protege la célula Piipari et al, 2003;
contra el estrés oxidativo. Activa Longuemaux et al,
haloalcanos y haloalquenos. Preferencia 1999. Tashiro, et
por los sustratos electrofilicos. Se al, 2001.
relaciona con la susceptibilidad a padecer
Céancer.
Groven et al, 1980;
EH Fase Il. Detoxifica epoxidos, intermediarios Carmichael et al,
inestables muy reactivos y PAH. 1996.
NAT Fase Il. Se conjuga con una variedad de Longuemaux et al,

aminas aromaticas transfiriendo un grupo
acetilo.

1999.

PAH: Hidrocarburos aromaticos policiclicos.



4.2 METABOLISMO Y BIOTRANSFORMACION

Se conoce como metabolismo al conjunto de procesos bioquimicos por medio de
los cuales se sintetizan todos los compuestos que conforman la célula y se
produce la energia necesaria para las necesidades de la misma (Pefia et al.,
2001).

Algunas enzimas metabdlicas participan también en otro conjunto de reacciones
qgue transforman los compuestos toxicos exdégenos (xenobibticos) o endégenos en
metabolitos que se pretende sean facilmente eliminados en la orina, en toxicologia,
a este proceso se le llama Biotransformacién.

La Biotransformacion de un toxico consiste en convertir un xenobiético no polar
(insoluble en agua) en un compuesto soluble en agua que sea facilmente eliminado
del organismo, generalmente en la orina. La Biotransformacion se agrupa en dos
clases: fase | y fase Il

En la FASE | se presentan reacciones de oxidacion haciendo al xenobi6tico mas
hidréfilo y transformando sus grupos funcionales en sitios en los que se pueden
llevar a cabo reacciones de la fase Il; esto también se logra adicionando nuevos
grupos funcionales como hidroxilo, amino y carboxilo, entre otros.

Posiblemente la oxidacion es la reaccibn mas comudn en esta fase y las enzimas
encargadas de mediar en esta reaccion son las Amino-oxigenasas Yy los
Citocromos P450, ambas ubicadas en el reticulo endoplasmico.

Las primeras oxidan aminas y compuestos sulfurados mientras que los Citocromos
tienen doble funcion ya que poseen dos proteinas: una tiene funcion de reductasa
(el NADPH dona iones hidruro y forma radicales libres cuando hay poco oxigeno
en la célula) y la otra es una hemoproteina con actividad de oxigenasa (oxidando al
xenobiodtico). Los Citocromos también exponen grupos funcionales catalizando
reacciones de desalquilacion, desaminacion y deshalogenacion.

En la FASE Il se presentan reacciones de conjugacion donde se adiciona un
grupo polar a los grupos funcionales del metabolito del xenobidtico; el resultado es
el incremento de su solubilidad en el agua para ser finalmente excretado. Los
donadores de los grupos polares tienen que ser compuestos de alta energia, ya
gue las reacciones de conjugacion no son termodinamicamente favorables. Las
principales reacciones que intervienen en esta fase son:

Glutathionizacion: catalizada por la Glutathion S-transferasa que adiciona
glutathion (GSH) a través de su grupo sulfhidrilo (nucleofilico) a un carbon
electrofilico del xenobidtico.



Sulfataciéon: las enzimas Sulfotransferasas transfieren un grupo sulfato a un grupo
hidroxilo 0 amino del xenobidtico.

Glucuronidacion: la UDP glucuronil transferasa adiciona un grupo glucuronil (del
acido glucurinico) en un grupo hidroxilo, amino o sulfhidrilo del xenobidotico.

Aminoacidacion: union peptidica entre un aminoacido (generalmente glicina) y un
carboxilo en el xenobiético.

Metilacion: las metiltransferasas catalizan la transferencia de un grupo metilo
(donado por la S-metil-metionina) a un hidroxilo, amino o sulfidrilo del toxico.

Debido a la variedad de los sustratos y de las enzimas que los transforman se
pueden presentar reacciones que afectan la toxicidad de | xenobidticos cuando
ingresan a un organismo; es asi como varias enzimas de la fase | o Il pueden
bioactivar un xenobibtico volviéndolo mas toxico, algunos xenobidticos son
detoxificados directamente en la fase Il sin pasar por la fase | mientras que otros
s6lo son metabolizados por esta dltima.

La biotransformacion de un xenobibtico depende del sustrato y de los genes
involucrados en el proceso; los genes del metabolismo, junto con otros genes
como los de respuesta inmune y de reparacién estan estrechamente ligados al
desarrollo de enfermedades por exposicion ambiental (Tabla 2).

Tabla 2. Genes de susceptibilidad y enfermedades medioambientales.

Gen Actividad Exposicion Enfermedad
CYP1Al Activa Humo cigarrillo Cancer de pulmoén
NAT2 Detoxifica Humo cigarrillo Cancer de vejiga
PON Detoxifica Plaguicidas Toxicidad sistema
nervioso central
PON Factor de Humo cigarrillo Paladar hendido
crecimiento
GST Detoxifica Humo cigarrillo Cancer de pulmon
ALAD Biosintesis Plomo Envenenamiento

Au, 2001



4.3 GLUTATION S-TRANSFERASAS

El mecanismo de detoxificacion celular es de vital importancia en el mantenimiento
de la salud, porque protege a la célula contra numerosos agentes toxicos que se
encuentran en el ambiente (Hayes y Strange, 2000).

La superfamilia del gen de la Glutation S-transferasa (GST) representa el mayor
grupo de enzimas de detoxificacion. Todas las especies eucariotas poseen
multiples isoenzimas GST unidas a la membrana y en el citosol (Katoh et al, 1999).

Estas isoenzimas fueron descubiertas en el citosol del higado de rata a comienzos
de los afios 60 por su habilidad para catalizar la conjugacion del glutation reducido
(GSH) con sustancias téxicas como el 1,2-dicloro-4-nitrobenceno vy
bromosulfoptalein (Hayes et al, 2000; Both et al, 1961 y Coombes et al, 1961).

La conjugacion con el glutation incrementa la solubilidad de las sustancias toxicas
en el agua. Como resultado, la accidén futura por peptidasas y transferasas
remueven los residuos glutamico y glicina; y con la subsecuente acetilacion de la
cisteina, el glutation conjugado puede ser degradado a acido mercaptarico y
excretado en la orina (Board et al, 1990; y Boyland y Chasseand, 1969).

Existen dos subfamilias de la superfamilia del gen de la GST:. la primera
comprende proteinas microsomales, probablemente triméricas en su estructura y
se encuentran involucradas en el metabolismo del acido araquiddnico (Jakobsson
et al, 1999; Jakobsson et al, 1999; y Hayes et al, 2000.).

La segunda subfamilia comprende enzimas del citosol, solubles, diméricas en su
estructura y son las principalmente involucradas en la biotransformacion de los
xenobiodticos y endobidticos toxicos (Hayes y Strange, 1995; Whalen y Boyer,
1998; y Hayes et al, 2000).

En humanos, ésta subfamilia comprende al menos 16 genes divididos en ocho
clases denominadas Alfa, Kapa, Mu, Pi (P), Sigma, Teta, Zeta, y Omega (Hayes y
McLellan, 1999; y Hayes et al, 2000).

Por pruebas de hibridacion in situ se ha identificado al gen GSTP1l en el
cromosoma 11 locus 11913 (Figura 1) y al parecer tiene una copia 0 un pseudogen
en el cromosoma 12 locus 12g13-14 (Moscow et al, 1988; ; Board et al, 1989; y
Board et al, 1990). EIl tamafio aproximado del gen es de 2.841 bases (Human
Gene Nomenclature database, 2002).



Figura 1. Ubicacién del gen GSTP1 en el Cromosoma 11q13
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El gen GSTP1 tiene dos polimorfismos genéticos de relevancia bioldgica: el
primero se encuentra en el codon 105 donde el cambio de A por G introduce valina
en la enzima en lugar de isoleucina; el segundo cambio se da en el codén 114
donde C es cambiada por T y se introduce valina en lugar de alanina; en ambos
casos, el alelo mutante reduce la actividad de la enzima para catalizar el glutation
con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (Ali-Osman et al. 1997).

Dependiendo de los sitios de mutacion encontrados se han identificado cuatro
alelos en el gen GSTP1: el alelo tipo silvestre GSTP1*A (llel%-Alal!4), el alelo
GSTP1*B (Val'®-Alal'#) que tiene una transicion en el nucleétido +313; el alelo
GSTP1*C que ademéas de la anterior tiene otra transicion C/T en el nucleétido +341
(Val'%>-valt*4); y el alelo GSTP1*D (lle'%-val''4) con una transicion C/T en el
nucledtido +341 (Terrier et al, 1990; Ali-Osman et al, 1995; Harris et al, 1998; y
Strange et al, 2000;).

La enzima Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) de la clase Pi metaboliza una gran
variedad de sustancias, incluyendo quimicos derivados del humo del cigarrillo tales
como el benzo(a)pireno diol epoxido y acroleina (Hayes y Pulford, 1995), el 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (Ali-Osman et al, 1995) y metabolitos reactivos de agentes
guimioterapéuticos como ifosfamida, busulfan, clorambucil, antraciclina, alcaloide
vinca y epipodopilotoxin entre otros (Tew, 1994; y Allan et al, 2001)

El polimorfismo genético de GSTP1 provoca diferencias en la actividad de su
enzima. La condicién mutante (Val) en los codones 105 y 114 alteran la estructura
de la enzima y pueden afectar las estructuras a-helical y/o superhelical. El cambio
lle — Val en el coddon 105 causa un movimiento significativo en los aminoacidos
cercanos al sitio activo (sitio H) creando una restriccion estérica y restringiendo el
acceso (por tamafo) al sitio activo. Como resultado, los sustratos de mayor
tamafio pueden ajustarse mejor a la enzima cuando 1le105 esta presente, mientras
gue los sustratos pequefios se unen mejor al sitio activo en presencia de Vall105
(Ali-Osman et al, 1995). Las enzimas con Vall05 tienen hasta siete veces mayor
eficiencia para detoxificar Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos Diol Epoxidos que
las enzimas con 1le105; en contraste, La enzima Vall05 es tres veces menos
efectiva usando 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (Harris et al, 1997). Valll4 produjo
cambios de menor magnitud ya que se encuentra mas alejada del sitio activo
(hidrofobo) cercana a la region hidrofilica de la enzima (Ali-Osman et al, 1995).

Esta enzima es expresada ampliamente en el tejido epitelial normal; ademas es
abundante particularmente en el tracto respiratorio, digestivo y urinario (Katoh et al,
1999; Terrier et al, 1990). En la figura 2 se indican las concentraciones de la
enzima en diferentes 6rganos del cuerpo humano.



Figura 2. Expresion de la enzima GSTP1 en tejido normal humano.
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4.4 BIOLOGIA MOLECULAR

La genética es la ciencia que estudia la herencia y a través de la histéria se han
utilizado enfoques experimentales en poblaciones, organismos, células vy
moléculas. Este ultimo enfoque sélo ha sido posible luego de que se descubriera
al ADN como la macromolécula que transporta la informacion genética (estudio
realizado por Avery, Macleod y Mc Carty en 1944) y posteriormente el modelo de la
estructura del ADN por Watson y Crick en 1954.

A partir de estos estudios se desencadendé una serie de investigaciones que
dieron origen a la Genética Molecular y permitieron conocer las bases moleculares
del codigo genético, la transcripcion, traduccion y regulacion geénica; y finalmente
utilizar la tecnologia del DNA recombinante para beneficio del hombre (Klug W. y
Cummings M., 1999).



Los estudios en Epidemiologia molecular comprenden una serie de técnicas que
utilizan el acido desoxirribonucleico (ADN) para identificar en él polimorfismo de
genes implicados en el metabolismo de xenobidticos.

Las técnicas que revolucionaron los estudios de analisis genético fueron la
reaccion en cadena de la polimerasa (conocida como PCR por sus siglas en inglés,
Polymerase Chain Reaction) y los fragmentos de restriccibon de longitud
polimérfica (conocida como RFLPs por sus siglas en inglés, Restriction Fragment
Length Polymorphisms).

4.4.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): la técnica de PCR se
conocié por primera vez en 1.983 cuando el Doctor en bioquimica Kary Mullis
anuncié las grandes posibilidades de la enzima polimerasa de una bacteria
resistente a altas temperaturas (Thermus Acuaticus). Esta enzima, mas conocida
como Tag polimerasa es la esencia de la técnica de la PCR que permite amplificar
hasta cien mil veces un ADN de una region seleccionada del genoma.

Esta técnica revolucioné completamente la Biologia Molecular y en 1983, Science
selecciondé la PCR como el principal desarrollo cientifico y la enzima Taq
Polimerasa como la molécula del afio. En 1993, Kary Mullis recibié por este
descubrimiento el Premio Nobel de Quimica (Gomez, 2003).

La reaccién en cadena de la polimerasa se lleva a cabo en una serie de ciclos,
cada uno de los cuales incluye tres pasos:

Desnaturalizaciéon: inicialmente se requiere que el ADN se encuentre en forma
de cadena sencilla y para esto se aplican temperaturas de 90 a 95°C produciendo
una rotura en los puentes de hidrogeno intercatenarios (Figura 3). Como la
molécula de ADN inicial es demasiado grande, es necesario que permanezca a
esta temperatura por unos minutos, de lo contrario éste se renaturalizara
rapidamente con su cadena complementaria y la hibridacion de los cebadores no
sera eficiente (Lafez, 2003).

Hibridacion: esta fase también llamada emparejamiento o annealing se lleva a
cabo a una temperatura comprendida entre los 40 y 60°C para favorecer la union
de los cebadores (o primers en inglés) a las secuencias flanqueantes del fragmento
gue se va a amplificar (Figura 3). La temperatura de annealing (Tm, “melting
temperature”) es especifica para cada gen y depende de factores como la longitud
de los cebadores y su secuencia.

Para encontrar la Tm ideal para cada cebador se utiliza la formula:

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



Ademas, es necesario hacer una serie de estudios experimentales. Sila Tm es
muy baja el emparejamiento sera inespecifico, de lo contrario el alineamiento sera
incompleto.

Extension: se realiza a una temperatura de 72°C en la cual la Taq polimerasa
alcanza su maxima actividad incorporando nucleétidos en el extremo 3' del
cebador utilizando como molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada
(Figura 3).

El ciclo se repite de 26 a 35 veces y el producto amplificado final tendr4 hasta un
millén de copias del ADN molde. El termociclador es la maquina que hace posible
pasar de una temperatura a otra reduciendo al minimo el tiempo de rampa o
tiempo transcurrido entre cada fase.

4.4.2 Componentes de la PCR:

- Buffer de amplificacion y MgCl2: los buffer de PCR que se utilizan
normalmente contienen KCI, Tris y MgClz. ElI MgClz influye en la especificidad y
rendimiento de la reaccién ya que los iones Mg?* son necesarios para la actividad
de la Taq polimerasa, es decir, actian como cofactores de la enzima.

La concentracion 6ptima de MgClz es de 1.5 mM si se emplean concentraciones de
200 mM de cada uno de los dNTPs. ElI Mg en exceso origina una acumulacion de
productos inespecificos y una cantidad insuficiente del mismo hace que disminuya
el rendimiento de la amplificacion.

- Cebadores o primers: son secuencias de oligonucleétidos complementarios a
las zonas flanqueantes de la region que se quiere amplificar. La longitud de cada
cebador debe estar comprendida entre 18 y 24 bases ya que a mayor longitud (30-
35 bases) no aumenta el rendimiento y los primers cortos carecen de suficiente
especificidad.

Ambos cebadores deben tener una Tm similar y la relacion bases pduricas y
pirimidinicas debe ser 1:1 aproximadamente. La secuencia de los cebadores debe
comenzar y terminar con 102 bases puricas y para evitar la formacion de dimeros
de cebadores es necesario comprobar que estos no contengan secuencias
complementarias entre si.



- Desoxinucledtidos trifosfatos: Las concentraciones de dNTPs que suelen
usarse estan en torno a 200 uM para cada uno de ellos. La concentracion de
dNTPs y de MgClz va relacionadas ya que el Mg se une a los dNTPs con lo que
concentraciones elevadas de dNTPs inhibirian la reaccion al no tener la Taq
polimerasa suficiente Mg como para incorporar dNTPs. Para una concentracion de
200 pM de cada dNTP se suele afiadir MgCl2 a una concentracion de 1.5 mM.

- Tag-polimerasa: las cantidades Optimas de Taq polimerasa necesarias para la
sintesis de ADN estan alrededor de 2 unidades en 25 pl de volumen final de
reaccion. La actividad de este enzima se ve influenciada por la concentracion de
dNTPs, de Mg?* y de algunos iones monovalentes de manera que concentraciones
elevadas de los mismos inhiben dicha actividad.

- ADN molde o “template”: es el ADN del cual queremos amplificar un
determinado fragmento. La cantidad de ADN necesaria para la PCR depende de
factores como la region a amplificar y la calidad del ADN. Cuando se trabaja con
ADN cuya calidad es oOptima no suele haber problemas en la amplificacion y
cantidades de ADN de 5 ng dan buenos resultados. El problema aparece cuando la
calidad del ADN obtenido no es la idénea, bien porque esté degradado o bien
porque dicho ADN vaya ligado a una serie de contaminantes que pueden inhibir la
actividad de la Tac polimerasa.

Si el ADN esta degradado por la accion de enzimas de restriccion el que
obtengamos o no un resultado en la amplificaciéon va a depender de que el
fragmento a amplificar haya sido dafiado o no. En el caso en el que tengamos ADN
sin degradar pero unido a una serie de contaminantes habria que intentar purificar
dicho ADN o diluir al maximo la muestra para disminuir contaminantes, pero
siempre dentro de un rango de ADN que no esté por debajo del limite de
sensibilidad de la PCR.

- Ayudantes de la PCR: son elementos que mejoran el rendimiento y la
especificidad de la PCR y los mas conocidos son el BSA, el DMSO vy el glicerol.
En este estudio no se utilizé ninguna sustancia para mejorar la reaccion de PCR.

Cuando se trabaja con muchas muestras de ADN se utiliza una mezcla madre,
mas conocida como master mix para facilitar y homogenizar las reacciones de
PCR. La master mix consiste en adicionar en solo un vial los volimenes de todos
los reactivos (excepto el ADN) necesarios para todas las reacciones de PCR o
RFLPs de un experimento; luego, se distribuye uniformemente la solucion en los
tubos de PCR y se contintia con el procedimiento.
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4.4.3 Electroforesis: uno de los métodos mas utilizados para el estudio de ADN es
la electroforesis, que ha revolucionado la investigacién en genética molecular. La
electroforesis consiste en la migracion de moléculas cargadas al ser sometidas a
un campo eléctrico (Figura 4). La técnica fue empleada por primera vez por Tiselius
en 1937 para separar proteinas; y se fue perfeccionando utilizando diferentes
matrices y soluciones para mejorar la sensibilidad, poder de resolucién y
versatilidad. La electroforesis se utiliza para separar mezclas complejas de acidos
nucleicos, proteinas y otras biomoléculas aportando un potente criterio de pureza;
también para determinar peso molecular, punto isoeléctrico y caracteristicas acido-
basicas (Garcia, H.M. 2000).

Los productos de PCR son secuencias de ADN especificas; si la mezcla de PCR
se realiza para amplificar un Unico segmento de ADN, su corrida en la
electroforesis revela una sola banda ya que las moléculas tienen similar tamafio,
forma y carga; si la mezcla de PCR se realiza para amplificar varios segmentos
(PCR-Multiplex), la electroforesis de dicha mezcla revela varias bandas de
diferente peso molecular.

Figura 4. Separacion electroforética de una mezcla de fragmentos de ADN de 10 y
20 nucleotidos de longitud
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Como se menciond antes, el tamafio del poro de la agarosa es esencial para
obtener una buena resolucién de las bandas. Cuando las moléculas de ADN que
se desean separar son grandes se utliza un tamafio de poro grande y la
concentracion de agarosa disminuye (0.5 a 1%) mientras que para moléculas de
ADN de tamafios moleculares pequefios se emplean concentraciones de agarosa
de 1.5 a 3.5%.

Para formar el campo eléctrico es necesario aplicar un voltaje (60 a 120 voltios) y
tener una soluciéon conductora de electricidad; el Tris-Boro-EDTA (TBE) 1X es la
solucion mas comunmente usada para este fin. Otra sustancia muy utilizada es el
Buffer de carga 6X que se mezcla con el ADN para facilitar su descenso y
observacion (por sus colorantes) mientras se aplica voltaje continuo.

El Bromuro de Etidio por su afinidad con el ADN es necesario para identificar las
bandas por iluminacion con luz ultravioleta. Finalmente se utiliza un marcador de
peso molecular que contiene ADN con determinado namero de bandas, cada una
con un peso molecular conocido para tomarlo de referencia al comparar los
productos amplificados (Madigan, et al. 1999).

4.4.4 Fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLPs): un RFLP es
una secuencia de ADN que posee un sitio de corte por una determinada enzima de
restriccion (Davidson College, 2001).

La tecnologia del ADN recombinante surgié en 1971 cuando Hamilton Smith,
Daniel Nathans y Walter Arber publicaron un articulo donde se describia el
aislamiento en una bacteria de una enzima usada para cortar ADN virico. Los
RFLPs aparecieron cuando estas enzimas denominadas endonucleasas de
restriccion se utilizaron para cartografiar los genes humanos y han permitido
grandes avances cientificos en la genética moderna (Klug W. Y Cummings M.,
1999).

Existen variaciones aleatorias de secuencias nucleotidicas que pueden formar o
destruir sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion; cuando esto sucede
se altera el patron de cortes que dichas enzimas producen en el ADN, es decir si
uno o mas nucledtidos (A, T, G o C) del sitio de restriccibn o “blanco” estan
alterados por algun cambio, delecion o insercién de base se pueden producir dos
situaciones:

- Que se pierda el sitio de corte y la enzima que normalmente debe cortar el ADN
no lo pueda realizar.



- Que se forme un sitio de restriccion que normalmente no existe y el ADN sea
cortado por la enzima.

Si un sitio de restriccion esta presente en el ADN de un cromosoma y otro ausente
en su homologo se puede distinguir el caracter heterocigoto en el gen mediante
técnicas de PCR y RFLPs. En el genoma humano se han detectado varios miles
de RFLPs; estas variaciones se heredan de manera mendeliana como alelos
codominantes y se distribuyen aleatoriamente en el genoma humano (Klug W. y
Cummings M., 1999).

Lo anterior ha permitido que los RFLPs se usen como marcadores genéticos en el
campo de la Epidemiologia Molecular. Gracias a ellos se pueden detectar
mutaciones puntuales en genes implicados en el metabolismo de sustancias
genotoxicas y dichas mutaciones reflejan diferencias en la funcionalidad de la
enzima que producen.

Las enzimas de restriccion son aisladas de bacterias que evitan infecciones viricas
al cortar el ADN invasor. Hay dos tipos de enzimas de restriccion: las enzimas de
tipo | que cortan las cadenas del ADN en una posicion aleatoria y las enzimas de
tipo 1l que cortas secuencias palindromicas, osea secuencias que en direccién 5'-
3’ se leen igual que en direccion 3’-5’ de su cadena complementaria. Las enzimas
de restriccion pueden cortar ADN formando extremos “pegajosos” cuando el corte
se produce de manera escalonada, o formar extremos “romos” cuando cortan el
ADN en forma transversal (Figura 5)

Figura 5. Enzimas de restriccion a) EcoRl de E.coli con un patrén de corte
pegajoso; b) Alul de Arthrobacter luteus con un patrén de corte romo.
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Las enzimas BsmA | (de Bacillus stearothermophilus) y Aci | (de Arthrobacter
citreus) son utilizadas para analizar el polimorfismo del gen GSTP1 en los codones
105 y 114 respectivamente. El patron de corte de las enzimas BsmAl y Acil es
pegajoso Y las secuencias de los sitios de restriccion que son cortadas por estas
enzimas no son palindromicas (endonucleasas de restriccion de tipo I) (Figura 6).
El buffer utilizado para ambas enzimas es el NEB 3 ya que mejora el porcentaje de
actividad hasta el 100% (New England- BioLabs, 2003)

Figura 6. Enzimas de restriccion con sus sitios de reconocimiento: a)BsmA | y

b)Aci I. La letra N indica que cualquier base purica o pirimidinica puede ubicarse
en ese sitio y los subindices indican la cantidad de bases.

a) b)

5. GTCTC(Nur... 3 5..CMCGC..3
3...CAGAG(N)"... 5 3..GGC'G..5

New England BioLabs, 2003



5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Estandarizar la técnica de identificacion del polimorfismo genético de la glutation S-
transferasa P1 (GSTP1).

5.2 ESPECIFICOS

5.2.1Estandarizar las técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y los
fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLPs) para GSTP1.

5.2.2 Establecer las frecuencias genotipicas preliminares del gen GSTP1 en la
poblacién de estudio y compararlas con las frecuencias de otras poblaciones
reportadas en la literatura.



6. DISENO EXPERIMENTAL

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

El Grupo de Investigacion en Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca realizé un estudio titulado: “Evaluacion del efecto citotdxico
y genotoxico de las drogas psicoactivas en consumidores del Cauca”. EIl estudio
caso-control fue realizado con un grupo de personas expuestas a sustancias
psicoactivas ilegales (SPI) y un grupo control.

El primer grupo pertenecia a la Fundacion el SHADDAI, un centro de rehabilitacion
para drogadictos; los controles fueron obtenidos de diferentes instituciones
educativas, la policia y el ejército en la ciudad de Popayan. La poblacién de
estudio en general pertenece al Sur-Occidente Colombiano.

Luego de explicar a la poblacion en que consistia el trabajo investigativo a realizar
y cuales eran sus objetivos, se realizd una encuesta para colectar informacion
demografica, habito de fumar, estilo de vida, exposicibn ambiental a agentes
genotoxicos e historia familiar y de salud. A partir de estos datos se seleccioné una
poblacion de estudio y con el consentimiento informado y voluntario se tomo6 una
muestra de sangre, que sirvid para realizar los diferentes protocolos programados,
incluido el de extraccion de ADN. Ninguno de los individuos presentaba patologias
o problemas congénitos.

Se obtuvieron muestras de ADN de linfocitos humanos por el método de “salting
out” (Miller, 1988) y fueron almacenadas en 200«<L de una solucion Ttris EDTA y
guardadas en el refrigerador para posteriores estudios. Del banco de ADN
obtenido a partir de dicho estudio se tomaron 65 muestras ADN gendmico humano
para estandarizar los polimorfismos genéticos de GSTP1.



7. METODOLOGIA

7.1 PREPARACION DE REACTIVOS

La mayoria de los reactivos utilizados en este trabajo de investigacion provenian
de casas comerciales (Sigma, BioLabs y Scientific Products) que los fabricaron
como soluciones de trabajo listas para usar. Los reactivos que requirieron una
preparacion adicional se muestran a continuacion.

7.1.1 Reactivos para purificar ADN:

- Buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA): se disolvieron 0.3 g de Tris HCI (Sigma
T3253) en 150 mL de agua destilada estéril. Aparte se disolvieron 0.33 g de EDTA
(Sigma E5134) en 70 mL de agua destilada estéril y se agregd NaOH hasta
alcanzar un pH de 8.0. Se adicionaron 25 mL de la solucién de EDTA a la solucion
de Tris HCl y se llevé a un pH de 7.5 con HCI. Se completo la solucion con agua
hasta 250 mL y se llevo a 75°C de temperatura antes de usarlo.

7.1.2 Reactivos para PCR

- Cebadores o primers: fueron sintetizados por Genosys y se crearon soluciones
stock y de trabajo a partir de los cebadores liofilizados tomando como base la
informacion que aparece en sus viales de almacenamiento (Tabla 3) y los

volimenes y concentraciones que necesitamos para preparar la PCR (Tabla4).

Tabla 3. Informacion de los primers en los viales de almacenamiento.

Unidad Primers GSTP1-105 Primers GSTP1-114
R F R F
Peso molecular 5505 7452 6655 6616
Microgramos (ug) 250.6 309.2 421.6 461.5
Nanomoles 38.5 41.5 63.4 69.7
T° Media (Tm) 68.7 69.8 68.8 70.2
oD 8.1 10 12.7 15
ug/oD 31.3 30.9 33.1 30.7

New England BioLabs, 2003



La concentracion final en la reaccion de PCR fue de 0.4 uM por cada primer y el
volumen final de la reaccion fue de 25 uL de manera que se preparé una
concentracion de 10uM para usar un volumen de 1 uL por reaccion.

Tabla 4. Valores calculados para obtener soluciones stock y de trabajo.

Unidad Primers GSTP1-  Primers GSTP1-
105 114
R F R F
Picomoles 38500 41500 63400 69700
Solucion stock (uM) 77 83 126.8 139.4
pL Sin. Stock para 32.5 30.1 19.7 17.9

crear SIn. Trabajo

7.1.3 Reactivos para electroforesis:

- TBE 10X (Tris-Boro EDTA) — Solucién Madre: Se pesaron 7.45 g de EDTA (peso
molecular: 372.2 g) y se completé con agua destilada estéril hasta 40 mL (EDTA
0.5M). En un recipiente aparte se diluyeron 108 g de base Tris con 700 mL de
agua, una vez diluido se adicionaron lentamente 55 g de acido borico y los 40 mL
de EDTA 0.5 M. Finalmente se aforo la solucién con agua hasta un litro.

- Gel de agarosa 3%: se pesaron 1.2 g de agarosa nusive y se diluyeron en 40 mL
de TBE 0.5X a 100°C de temperatura. Al enfriarse hasta 65°C aproximadamente se
adicionaron 4 <L de bromuro de etidio. Se virti0 la solucion en el molde (caja y
peinetas) de la camara de electroforesis.

7.2 CUANTIFICACION DE ADN

Se tomaron 10 muestras aleatorias del total de las poblaciones de estudio. Se
realizé una dilucion en agua con factor de dilucion 1:100 y se tomd como blanco
una solucion de 10 <L de TE y 990 <L de agua. EIl blanco y cada muestra se
introdujeron en el espectrofotometro para medir la absorbancia a 260 y 280 nm
para determinar la cantidad y pureza de los mismos. Para calcular la
concentracion y pureza de ADN se utilizaron las siguientes formulas:

[ADN <g/mL]= 50 x Absorbancia a 260 nm / factor de dilucion

Pureza de ADN = Absorbancia a 260 nm
Absorbancia a 280 nm

Valores entre 1,7 y 2 son ¢ptimos para trabajar en reacciones de PCR.



7.3 PURIFICACION DE ADN

Cerca del 40% de las muestras tuvieron que ser purificadas porque la amplificacion
de ADN no resultd o fue deficiente. Para purificar estas muestras de ADN se
siguieron las recomendaciones del kit de purificacion utilizado (QlAamp DNA Blood
Kit 100 No. Catalogo 51185) que contenia un buffer de extraccion, un buffer de
lavado, un tubo colector y una columna con afinidad i6nica para ADN.

7.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El polimorfismo del gen GSTP1 (105 y 114) fue determinado por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y los fragmentos de restriccibn de longitud
polimorfica (RFLP) de acuerdo con Mengon et al, 1998. Los primers que se
utilizaron en PCR (a una concentracion de 5<M o 5pmol/«L) fueron:

GSTP1-105: P1-105-F - 5-CTC TAT GGG AAG GAC CAG CAG GAG-3

P1-105-R — 5’-CAA GCC ACC TGA GGG GTA AGG-3

GSTP1-114: P1-114-F-5-GTT GTG GGG AGC AAG CAG AGG-3

P1-114-R — 5’-CAC AAT GAA GGT CTT GCC TCC C-3’

Todos los reactivos usados en la amplificacién fueron previamente resuspendidos
en vortex. Este es un paso esencial para que la PCR tenga buenos resultados.
Para los polimorfismos GSTP1-105 y GSTP1-114 se elaboraron master mix
generalmente para 12 muestras con volimenes que se muestran en la Tabla 5.

La mezcla madre contenia todos los reactivos adicionados en orden de acuerdo a
la tabla 5 a excepcién del ADN (1,5«<L). Esta mezcla se dividi6 en volimenes
iguales (23,5«<L) para los tubos de PCR previamente rotulados; y finalmente se
adicion6 a cada uno de ellos la muestra de ADN resultando un volumen final de
25«<L.



Tabla 5. Reactivos utilizados en la reaccion de PCR.

Reactivo Concent. Trabajo Concent. Trabajo  Volumen 1 Volumen 12
recomendada Utilizada muestra (<L) muestras
(<L)
Agua - - 14.1 169.2
DNTPs 200<=M de cada  200<M de cada 0.5 6
nucleétido nucleoétido
**Primer 105-R 10&M 10&=M 1 24
**Primer 105-F 10=M 10<M 1 24
**Primer 114-R 10<=M 10&=M 1 24
**Primer 114-F 10<=M 10=M 1 24
Buffer 10X 1X 1X 2.5 30
MgClI2 0.5-25mM 2.5mM 2 24
Taq polimerasa 1lunid./25«L 0.4 unid./25«L 0.4 4.8
*DNA 0,02ng — 0,018 «<g/<=L 1.5 -
0,02«<=g/<=L

Total - - 25 282/12 =235

Concentraciones recomendadas por Coyne et al, 2001 y Menegon et al, 1998.
*Concentracion final de ADN
**a PCR se realiza de forma independiente para cada polimorfismo (GSTP1-105y GSTP1-114)

La mezcla madre contenia todos los reactivos adicionados en orden de acuerdo a
la Tabla 5 a excepcion del ADN (1,5«<L). Esta mezcla se dividi6 en volimenes
iguales (23,5«<L) para los tubos de PCR previamente rotulados; y finalmente se
adicion6 a cada uno de ellos la muestra de ADN resultando un volumen final de
25<L.

Los tubos con la reaccién de PCR se llevaron a un termociclador Gene AMP PCR
System 2700 (Applied Biosystems, Singapur) previamente calibrado en las
siguientes condiciones: Temperatura inicial: 95°C por 10 minutos; 35 ciclos de
95°C por 40 segundos, 63°C por 45 segundos y 72°C por 1 minuto; y Temperatura
final:  72°C por 10 minutos. EI termociclador tardé cerca de 2 horas en cumplir
con las condiciones de temperatura de la PCR.

7.5 ELECTROFORESIS DE PCR

Se mezclaron 10<L del producto amplificado con 1«<L de buffer loading 6X. y se
llevé la solucién a cada pozo del gel de agarosa, previamente cubierto de buffer
TBE 0,5X en la camara electroforética. 5<L del marcador de peso molecular se
adicionaron en el primer pozo del gel. La fuente de poder fue calibrada a 80 voltios
durante 40 minutos. Las bandas del producto amplificado contenidas en el gel
fueron observadas bajo una ldmpara de luz ultravioleta (UV). Se confirmé la
presencia de bandas de 193pb para GSTP1-105y 217pb para GSTP1-114.



7.6 FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE LONGITUD POLIMORFICA (RFLPs)

Para los dos polimorfismos (GSTP1-105 y GSTP1-114) se realizaron master mix
generalmente para 12 productos amplificados como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Reactivos utilizados en RFLPs

Reactivo GSTP1-105 (<L) GSTP1-114 (<L) Master mix
12 muestras («=L)
Producto 12 12 -
amplificado
Enzimas de 1<L (5U) BsmAl 1<L (10 U) Acil 12
restriccion
Buffer NEB3 1X 3 3 36
BSA 0.2 - 2.4 (para P1-105)
Agua - 15 180 (para P1-114)
Total 16.2 31 -

Para GSTP1-105 se adicionaron 4,2<L de la master mix sobre cada producto
amplificado; se resuspendi6 con vortex y se mantuvieron a 55°C por toda la noche.

Para GSTP1-114 se adicionaron 19<L de la master mix sobre cada producto
amplificado; se resuspendié con vortex y se mantuvieron a 37°C por toda la noche.

7.7 ELECTROFORESIS PARA RFLPs

Se mezclaron 10<L del producto digerido con 1<L de buffer loading 6X. y se llevo
la solucion a cada pozo del gel de agarosa, previamente cubierto de buffer TBE
0,5X en la camara electroforética. 5<L del marcador de peso molecular se
adicionaron en el primer pozo del gel.

La fuente de poder fue calibrada a 80 voltios durante 40 minutos. Las bandas del
producto digerido contenidas en el gel de agarosa fueron observadas bajo una
lampara de luz ultravioleta (UV). Se confirmé la presencia de bandas como se
muestra en la Figura 7.



Figura 7. Representacion esquematica de la presencia de bandas en el gel de
agarosa bajo una lampara de luz UV.
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7.8 REGISTRO DE DATOS

Una hoja de registro (Ver anexos 2 y 3) se usO para anotar los datos del
polimorfismo genético del gen GSTP1. Para el polimorfismo GSTP1-105 se
registraron tres condiciones genotipicas: lle/lle (una banda de 193pb), lle/Val (tres
bandas de 193, 110 y 88pb) y Val/Val (dos bandas de 110 y 88pb). Para el
polimorfismo GSTP1-114 se registraron tres condiciones genotipicas: Ala/Ala (dos
bandas de 123 y 96pb), Val/Ala (tres bandas de 217, 110 y 96 pb) y Val/Val (una
banda de 217pb).

7.8.1Criterios para el registro de bandas: para registrar la presencia de bandas
en el gel se cumplieron con los siguientes requisitos:

- Las bandas correspondian al peso molecular esperado, y el sefialado por el
marcador de peso molecular.

- Las bandas fueron claras y nitidas.

- No se admitieron muestras con bandas diferentes a las esperadas.

- Cuando las bandas no se observaron claras se repitid el experimento para esa
muestra.

- Las bandas estaban claramente separadas en los productos digeridos por
endonucleasas de restriccion que cortaron el ADN.



7.9 ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias del gen GSTP1 fueron analizadas como variables dicotomicas asi:
para GSTP1-1105V: I/l y IIV+V/IV; y para GSTP1-A114V: AIAy A/V+V/V. La prueba
de similitud entre las frecuencias encontradas en este estudio y las frecuencias de
otras poblaciones se hizo con base en el intervalo de confianza (IC) del 95% (p<
0,05).



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 CUANTIFICACION Y PUREZA DE ADN

En la Tabla 7 se observa que la absorbancia promedio de ADN a 260 nm fue de
0.0621 I" 0.0133. Aplicando las formulas para obtener la concentracién promedio
de las muestras de ADN se tiene:

[ADN] = 0,0621 x 50 = 310,5<g/mL = 0,3105<g/<L
1/100

Con base en la lectura de la absorbancia a 260 nm de las 10 muestras de ADN
analizadas se presume que para las reacciones de PCR se trabajé con una
concentracion final aproximada de 18,6 ng/<=L de ADN; dicha concentracién se
encuentra dentro del rango recomendado por Coyne et al (2001) (entre 0,02 ng y
20 ng/<L); sin embargo los estudios de analisis polimorfico del gen GSTP1
reportan concentraciones inferiores a la utilizada en este trabajo (aprox. 2ng/<L)
por lo cual se considera que la estandarizacion para GSTP1 puede mejorarse a
futuro incrementando la pureza y reduciendo la concentracién del ADN, ya que lo
ideal en biologia molecular es trabajar con pequefias cantidades sin perder la
confiabilidad de los resultados.

Tabla 7 : Lectura en espectrofotometro a 260 y 280nm e indice de pureza de las
muestras de ADN.

Muestra Promedio Promedio Indice de Pureza:
Absorbancia a 260 Absorbancia A.280/A.280 nm I' DE*
nm I DE* 280 nm I"' DE*
ADN 0,061 T 0,013 0,0357T 0,017 1,908 I" 0,54

* Desviacion estandar



El indice promedio de pureza de ADN fue de 1,908 I" 0,54 (Tabla 7) y se encuentra
en el rango de calidad 6ptima recomendado (1,7 — 2,0) para reacciones de PCR.
La desviacion estdndar (I' 0,54) esta indicando que existen datos que no se
encuentran en el rango de calidad recomendado y se puede asumir que la calidad
del ADN es muy variable en las muestras analizadas. Lo anterior puede dar la
explicacion de por que el 40% del total de las muestras de ADN exigieron un
proceso adicional de purificacion para lograr 6ptimos resultados.

La cantidad de ADN a utilizar en la técnica de PCR tiene un rango muy amplio de
aceptacion, de manera que es facil obtener concentraciones adecuadas para
trabajar; sin embargo, la calidad del ADN es un requisito mas dificil de adquirir ya
gue la contaminacion, especialmente por proteinas, es muy comun en las técnicas
de extraccion de ADN.

La contaminacion del ADN interfiere en la amplificacién por cuanto no permite que
la molécula de ADN abra sus cadenas con facilidad y se introduzca toda la
maquinaria necesaria para comenzar la reaccién en cadena de la polimerasa.

La extraccion de ADN es un paso fundamental para que su calidad sea Optima;
actualmente existen técnicas como las de columnas con afinidad iénica por el
ADN, que son un buen tamizaje para evitar la contaminacion.

8.2 POLIMORFISMO DE GSTP1

La técnica de identificacion del polimorfismo genético de GSTP1-1105V mostro
unas bandas de excelente calidad. Los mejores resultados se observaron al
utilizar una master mix, es decir, la mezcla de todos los reactivos (excepto el ADN)
de la PCR de varias muestras para luego ser dividido equitativamente en los tubos
de PCR y finalmente adicionar el ADN; de manera semejante se realizaron master
mix para RFLPs obteniendo buenos resultados. La master mix es un
procedimiento que optimiza los resultados de la PCR y RFLPs ya que asegura que
la concentracion de los reactivos es igual para todas las muestras, reduce tiempo,
costos y fuente de error en la manipulacion de los reactivos.

Durante los ensayos existieron diferencias en la nitidez de las bandas entre las
muestras de estudio, posiblemente causado por la diferencia en la calidad del ADN
extraido por “Salting Out”. Para asegurarse de que la técnica diera resultado se
hizo una repeticion de varias muestras de ADN y al compararlas no se presento
ninguna disparidad.

Al menos dos personas estuvieron presentes en la lectura de las bandas para la
identificacion del polimorfismo de GSTP1-1105V; se repitid el experimento para dos



muestras de ADN porque el producto amplificado dio bandas inespecificas.
Inicialmente se trabajé con un volumen total de PCR de 50 uL pero dada la
efectividad del procedimiento fue posible reducir el volumen de la PCR a 25 pL sin
perder la calidad de las bandas.

Las concentraciones de los reactivos utilizados para el estudio fueron 6ptimas y no
fue necesario calibrar (en el termociclador) la temperatura de alineamiento
(aniling). Las enzimas de restriccion utilizadas (BsmAl y Acil para GSTP1-105 y
GSTP1-114 respectivamente) funcionaron perfectamente ya que se obtuvieron las
bandas esperadas y todas las posibles variantes polimérficas.

La electroforesis para las mezclas de PCR y RFLPs se realiz6 a 80 voltios para
gue las muestras de ADN se desplacen por la matriz de agarosa sin dejar un rastro
por su recorrido y sin el efecto “sonrisa”, que se presenta cuando, al aplicar
voltajes mayores, la region central se desplaza mas rapido que los extremos de la
banda.

La concentracidén del gel de agarosa es muy importante para obtener una buena
resolucion de bandas. Dado que el peso molecular de las bandas que se
esperaban obtener se encontraban entre 217 pb y 88 pb, el gel de agarosa se
realizd a una concentracion alta (3%) para que el diametro del poro disminuya, se
dificulte el paso del ADN por la matriz y finalmente las bandas se separen
adecuadamente.

La Figura 8 muestra claramente la separacion de bandas con los pesos
moleculares esperados para cada una de ellas asi: para el polimorfismo GSTP1-
105 hay una banda a 193 pb que corresponde al genotipo normal (lle/lle), dos
bandas de 110 pb y 83 pb para el genotipo mutado (Val/Val) y tres bandas de 193
pb, 110 pb y 83 pb para el genotipo heterocigoto (lle/Val).

En el polimorfismo GSTP1-114, para el genotipo normal (A/A) se presentan dos
bandas de 123 pb y 94 pb; para el genotipo mutante (V/V) una sola banda de 217
pb y para el genotipo heterocigoto (A/V) tres bandas de 217 pb,123 pb y 94 pb.

Figura 8. Fotografia de un gel de agarosa con el polimorfismo genético de GSTP1.
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El tamafio de la poblacién de estudio (n = 65) no fue lo suficientemente grande
para estimar las frecuencias genotipicas (normal, heterocigoto y mutante) del
polimorfismo genético del gen GSTP1-105 y mas aun para el GSTP1-114 (porque
su frecuencia de mutacion es reducida).

Para comparar los resultados obtenidos con otras poblaciones se trabajé con las
frecuencias del genotipo normal y con el genotipo que tiene al menos una
mutaciéon (heterocigoto y homocigoto mutante) mencionado aqui como alelo
mutante.

Los datos de frecuencias obtenidos en este trabajo son solo resultados
preliminares, para encontrar las frecuencias genotipicas de GSTP1 es necesario
incrementar el tamafio de la muestra de estudio a 200 o mas muestras de ADN
para que los resultados tengan mayor poder estadistico.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas de GSTP1-1105V en la poblacién estudiada.

GSTP1 Poblacién n (%)
lle/lle 26 (40)
lle/Val 33 (1)

Val/Val 6 (9)

lle/Val + Val/Val 39 (60)

La frecuencia del alelo mutante (I/V + V/V) para GSTP1-105 es del 60% en las
muestras analizadas (Tabla 8); con base en este dato se puede estimar que la
frecuencia preliminar del alelo mutante se encuentra entre el 48 y 72% de la
poblacién estudiada (IC del 95%), error estandar de 0,061.

La frecuencia preliminar del alelo mutante antes mencionado no difiere
significativamente de las frecuencias encontradas en otras poblaciones como la
Noruega, Euro-americana, Afro-americana, Alemana, Australiana y Portuguesa; sin
embargo si difiere de poblaciones como la Taiwanesa, Francesa, Japonesa,
Inglesa, Caucasica e Italiana (Tabla 9).

Es de esperar que por cercania genética haya una proximidad relevante entre las
frecuencias del alelo mutante GSTP1-105 de las poblaciones Euro-americana y
Afro-Americana y la frecuencia preliminar de la poblacion de este estudio, ya que
éste ultimo pertenece a la poblacion Colombiana y a su vez a la Latino-americana
(Tabla 9).



Grupos poblacionales como los Taiwaneses, Franceses, Japoneses, Ingleses,
Caucasicos e lItalianos que no se relacionan con el origen de la mezcla étnica
Latino-americana, tienen frecuencias alélicas de GSTP1-105 muy distantes de la

poblacion estudiada.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas del gen GSTP1-105 en poblaciones humanas.

POBLACION n 11 (%) IV + VIV (%) BIBLIOGRAFIA
P. de estudio 65 40 60 -
*Noruega 297 51,5 48,5 Ryberg, et al, 1997
*Euro-americana 287 42,5 58,5 Watson, et al, 1998
*Afro-americana 137 35 65 Watson, et al, 1998
Taiwanesa 116 67,2 32,8 Watson, et al, 1998
Francesa 211 69 31 Longuemaux et al, 1999
Japonesa 122 79,2 24 Katoh, et al, 1999
Inglesa 178 67 33 Welfare, et al, 1999
*Alemana 64 50 50 Stanulla, et al, 2000
*Australiana 292 46 54 Joanne, et al, 2000
Caucasica 482 55,3 44,7 Mitrumen, et al, 2001
ltaliana 21 66,55 33,45 Tozzi, et al, 2002
*Portuguesa 141 43.3 56.7 Jerénimo et al., 2002

Tabla 10. Frecuencias genotipicas de GSTP1-A114V en la poblacion de estudio.

GSTP1 Poblacion n (%)
Ala/Ala 16 (57)
Ala/Val 11(39,3)
Val/Val 1(3,6)
Ala/Val + Val/Val 12 (43)

La frecuencia del alelo mutante (A/V + V/V) para GSTP1-A114V es del 43% en las
muestras analizadas (Tabla 10); con base en este dato se puede estimar que la
frecuencia preliminar del alelo mutante se encuentra entre el 34 y 52% de la
poblacién estudiada (IC del 95%), error estandar de 0,094.



Tabla 11. Frecuencias genotipicas de GSTP1-A114V en poblaciones humanas.

POBLACION n  AIA (%) AN+ VIV (%) BIBLIOGRAFIA
P. de estudio 28 57 43 -
Euro-americana 287 82 18 Watson, et al, 1998
Afro-americana 137 95 5 Watson, et al, 1998
Francesa 211 100 0 Longuemaux et al, 1999
Inglesa 178 90 10 Welfare et al, 1999
Alemana 64 75 25 Stanulla, et al, 2000
Italiana 21 93,7 6,3 Tozzi, et al, 2002

La frecuencia preliminar del genotipo mutante antes mencionada no se asemeja
significativamente (1.C.95%, p>0,05) a ninguna de las frecuencias poblacionales
para el gen GSTP1-A114V reportadas en la Tabla 11.

Sin una aparente cercania genética entre la poblacion de este estudio y las
poblaciones de Noruega, Alemana, Australiana y Portugal, la frecuencia preliminar
del alelo mutante para GSTP1-1105V es similar en todos los casos; por otro lado,
aunque las poblaciones Euro-Americana y Afro-Americana se acercan
genéticamente a la poblacion de este estudio, las frecuencias del alelo mutante
para GSTP1-A114V no son similares.

Lo anterior puede explicarse porque el tamafio de la muestra de estudio de este
trabajo y el de varias investigaciones citadas es reducido;, ademas, las
caracteristicas de seleccion de los sujetos de estudio podrian estar cesgadas (en
cuanto a edad, sexo y estado de salud) a grupos particulares, ya que los estudios
son de tipo caso-control.

La literatura reporta que el gen GSTP1-105 se encuentra asociado a multiples tipos
de cancer como cancer de pulmén (Miller, et al, 2002), cancer de seno (Maugard,
et al. 2001; Mitrumen, et al. 2001; Vessela, et al. 1998; y Gudmunsdottir, et al.
2001), cancer de cabeza y cuello (Olshan, et al. 2000), cancer de vejiga, testiculo y
préstata (Harries, et al. 1997), cancer de rifidon (Longumaux, et al. 1999) y leucemia
(Allan, et al. 2001).

Sin embargo, existen otros estudios que no indican asociacién alguna entre cancer
y el polimorfismo genético de GSTP1-105, por ejemplo: cancer de eséfago (Tan, et
al. 2000), adenocarcinoma de prostata (Jeronimo, et al. 2002), cancer colorectal
(Welfare, et al. 1999), cancer de ovario (Spurdle, et al. 2001), cancer de seno
(Zhao, et al. 2001), cancer de laringe (Jourenkova, et al. 1999) y cancer epitelial,
oral, pulmonar, gastrico, colorectal y urotelial (Katoh, et al, 1999).



En la literatura revisada se encontraron pocas asociaciones entre algun tipo de
cancer y el polimorfismo para GSTP1-114; un estudio realizado por Park, et al, en
el 2000 reportd un incremento en el riesgo de cancer oral en individuos con el
genotipo mutado para la combinacion de los polimorfismos GSTP1-105 y GSTP1-
114.

Por el contrario, Welfare en 1999 no mostré diferencias significativas entre las
frecuencias de GSTP1-105 y GSTP1-114 y la predisposicion al cancer colorectal
en personas del nor-este de Inglaterra. Un estudio similar con la poblacion Norte-
Americana realizado por Watson, et al en 1998 no mostré ninguna asociacion entre
los polimorfismos GSTP1 (1105V y A114V) y el riesgo de padecer cancer colorectal
o de pulmon.

Lo anterior indica una dispariedad en la comunidad cientifica acerca del papel que
cumple el gen GSTP1 en el riesgo de adquirir cancer. Algunos estudios que
reportan una asociacion entre el polimorfismo GSTP1-105 y el cancer muestran un
nivel de significancia moderado, pero al combinarlo con genotipos mutantes de
otros genes como GSTM1, GSTT1, NAT, CYP2E1l o CYP1Al el nivel de
significancia se incrementa y se considera que el riesgo de padecimiento de cancer
es mayor (Olshan, et al. 2000; Longumaux, et al. 1999; De Roos, et al, 2003 y
Miller, et al, 2002).

Por el contrario, estudios en cancer de seno realizados por Vessela, et al. 1998 y
Gudmunsdottir, et al. 2001 no reportan un incremento del riesgo de cancer con la
combinacion de GSTP1-105 con otros genotipos; conclusiones similares en un
estudio de leucemia fueron reportados por Allan et al en el 2001.

En los estudios de Epidemiologia molecular del cancer por exposicion ambiental es
importante tener en cuenta el juego de genes que esta interactuando en el
metabolismo de xenobiodticos, ya que la sumatoria de condiciones genéticas
desfavorables puede ocasionar un efecto sinergistico de problemas de salud.

A futuro se espera que las frecuencias del polimorfismo genético de GSTP1
encontradas en la poblacion del sur-occidente colombiano se puedan comparar
con la frecuencia de aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatides
hermanas y micronucleos; y la frecuencia de otros genotipos como GSTML1,
GSTT1y CYP2EL1 evaluados previamente en la misma poblacion. Lo anterior para
determinar si el polimorfismo genético de GSTP1 incrementa el riesgo del
padecimiento de una enfermedad como el cancer y si ese incremento se encuentra
asociado a la combinacion de otros genotipos implicados en el metabolismo de
xenobioticos.



CONCLUSIONES

La técnica de identificacion del polimorfismo genético de la Glutation S-transferasa
P1 se estandarizo satisfactoriamente en el laboratorio de Toxicologia Genética y
Citogenética de la Universidad del Cauca. Esta técnica se aplicara a futuros
proyectos de investigacion para tratar de encontrar una asociacion entre el
polimorfismo de GSTP1 y la susceptibilidad a padecer problemas de salud por
exposicion ambiental.

La técnica de identificacion del polimorfismo genético de GSTP1-1105V mostro
unas bandas de excelente calidad. Los mejores resultados se observaron al
utilizar master mix, un procedimiento que optimiza los resultados de la PCR y
RFLPs ya que asegura que la concentracion de los reactivos es igual para todas
las muestras, reduce tiempo, costos y fuente de error en la manipulacion de los
reactivos.

La calidad y concentracion de los reactivos y la pureza de las muestras de ADN
son un requisito indispensable para obtener buenos resultados.

En GSTP1-1105V la frecuencia preliminar del alelo mutante (I/V+V/V) se encuentra
entre el 48 y 72% de la poblacion estudiada y es similar a las frecuencias
encontradas en otras poblaciones como la Noruega, Euro-americana, Afro-
americana, Alemana Australiana y portuguesa; sin embargo si difiere de
poblaciones como la Taiwanesa, Francesa, Japonesa, Inglesa, Caucésica e
Italiana.

En GSTP1-Al114V la frecuencia preliminar del alelo mutante (A/V + V/IV) se
encuentra entre el 34 y 52% de la poblacion estudiada y difiere significativamente
de las frecuencias encontradas en poblaciones como la Euro-americana, Afro-
americana, Francesa, Inglesa, Alemana e Italiana.

Incrementando el tamafio de muestra se podra confirmar o refutar la distribucién
del polimorfismo de GSTP1 que se reporta en este estudio.



RECOMENDACIONES

Para mejorar la técnica de identificacion del polimorfismo genético de GSTP1 es
necesario reducir la concentracion de ADN pues lo ideal en la técnica de PCR asi
como otras técnicas de biologia molecular es trabajar con pequefias cantidades
gue permitan obtener resultados confiables. La calidad de las muestras de ADN es
un requisito fundamental para que la PCR resulte de manera satisfactoria y para
ello, los reactivos utilizados para su extraccion deben ser de excelente calidad y a
las concentraciones recomendadas.

Para encontrar las frecuencias genotipicas de GSTP1 en el Sur Occidente
Colombiano es necesario incrementar el tamafio de la muestra de estudio, a 200
muestras 0 mas, para obtener resultados con mayor poder estadistico.
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