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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a la memoria y

la capacidad de generar nuevos recuerdos de las personas que la padecen. Se ha visto una relación

entre los diferentes alelos que codifican la proteína APOE y la EA de aparición tardía. El presente

trabajo busca amplificar y estandarizar la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

específicamente el polimorfismo rs429358 que se encuentra ubicado en el exón 4 del locus

19q13.32 (APOE4). La estandarización de esta prueba de PCR es crucial para los estudios

genéticos y clínicos. La capacidad de detectar y analizar el polimorfismo rs429358 de manera

eficiente abre nuevas vías para la investigación y potencialmente para mejorar la calidad de vida de

aquellos en riesgo de desarrollar EA. Metodología: Se realizó el diseño de primers/cebadores con

corridas de prueba in silico en donde se demostró la amplificación y especificidad, posterior a esto

se enviaron a síntesis en la empresa INVITROGEN. En la estandarización de la PCR, se trató de

optimizar las condiciones para asegurar la amplificación específica y reproducible del exón 4 de

APOE. Esto incluye ajustar la concentración de los reactivos y primers, la temperatura de

hibridación, la duración y el número de ciclos. Resultados: Los primers/cebadores sintetizados y

comprobados in silico no fueron específicos en la amplificación in situ dado a la

autocomplementariedad de los mismos.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that affects memory and the ability to

generate new memories in people with AD. A relationship has been found between the different

alleles encoding the APOE protein and late onset AD. The present work seeks to amplify and

standardize the Polymerase Chain Reaction (PCR) specifically the rs429358 polymorphism located

in exon 4 of the 19q13.32 locus (APOE4). Standardization of this PCR test is crucial for genetic

and clinical studies. The ability to detect and analyze the rs429358 polymorphism efficiently opens

new avenues for research and potentially for improving the quality of life of those at risk of

developing AD. Methodology: Primers were designed with in silico test runs where amplification

and specificity were demonstrated, after which they were sent to INVITROGEN for synthesis. In

PCR standardization, we tried to optimize the conditions to ensure specific and reproducible

amplification of APOE exon 4. This included adjusting the concentration of reagents and primers,

hybridisation temperature, duration and number of cycles. Results: The primers synthesized and

tested in silico were not specific for in situ amplification due to their self-complementarity.

Author Keywords:genetic mutation, neurodegeneration, primer design
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Lista de abreviaturas

ADN: Ácido desoxirribonucleico.

APOE: Apoliproproteína E.

EA: Enfermedad de Alzheimer.

EOAD: Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano.

LOAD: Enfermedad de Alzheimer de inicio tardío.

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional para la Información

Biotecnológica).

OMS: Organización Mundial de la Salud.

OPS: Organización Panamericana de la Salud.

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.

RM: Resonancia magnética.

PET de FDG: Tomografía por emisión de positrones (PET) de fluorodesoxiglucosa.

DCL: Deterioro cognitivo leve.

SNP: Polimorfismo de un solo Nucleótido.
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Glosario de términos

ADN: ADN es el nombre químico de la molécula que contiene la información genética en todos los

seres vivos. La molécula de ADN consiste en dos cadenas que se enrollan entre ellas para formar

una estructura de doble hélice. Cada cadena tiene una parte central formada por azúcares

(desoxirribosa) y grupos fosfato. Enganchado a cada azúcar hay una de las siguientes 4 bases:

adenina (A), citosina (C), guanina (G), y timina (T). Las dos cadenas se mantienen unidas por

enlaces entre las bases; la adenina se enlaza con la timina, y la citosina con la guanina. La secuencia

de estas bases a lo largo de la cadena es lo que codifica las instrucciones para formar proteínas y

moléculas de ARN.

ADN Polimerasa: El ADN Polimerasa es una enzima de suma importancia en el proceso de

replicación de ADN. Es la encargada de agregar los nucleótidos correspondientes para crear una

nueva hebra de ADN a partir de una preexistente. Los nucleótidos agregados suelen ser referidos

como desoxinucleósidos trifosfatos (dNTP). Al agregar nucleótidos se forman enlaces fosfodiéster

y, las bases nitrogenadas se unen por puentes de hidrógeno. La enzima sintetiza en un sentido 5’-3’

ADN Polimerasa HiFi: El ADN polimerasa G-HiFi es una nueva ADN polimerasa recombinante

modificada genéticamente adecuada para secuencias ricas en GC que son difíciles de amplificar.

Alelo: Un alelo es cada una de las dos o más versiones de un gen. Un individuo hereda dos alelos

para cada gen, uno del padre y el otro de la madre. Los alelos se encuentran en la misma posición

dentro de los cromosomas homólogos. Si los dos alelos son idénticos, el individuo es homocigoto

para este gen. En cambio, si los alelos son diferentes, el individuo es heterocigoto para este gen.

APOE: La apolipoproteína E, es una molécula de la familia de apolipoproteínas y la principal

apoliproteínas de los quilomicrones. Tiene afinidad por un receptor específico que se encuentra en

los hepatocitos y otras células del organismo.

Autosómico Dominante: La dominancia autosómica es un patrón de herencia característico de

algunas enfermedades congénitas. 'Autosómico' significa que el gen en cuestión está localizado en

uno de los cromosomas no sexuales (es decir, del cromosoma número 1 al 22). 'Dominante'

significa que una sola copia de la mutación relacionada con una enfermedad ya es suficiente para

causar dicha enfermedad.

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.
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Autosómico Recesivo: carácter recesivo (en vez de dominante), donde se necesita que ambas

copias del gen en cuestión estén alteradas, o mutadas, para que se produzca la enfermedad. La

enfermedad de Huntington es un ejemplo de un trastorno genético autosómico dominante.

Cromosoma: Un cromosoma es un paquete ordenado de ADN que se encuentra en el núcleo de la

célula. Los diferentes organismos tienen diferentes números de cromosomas. Los humanos tenemos

23 pares de cromosomas - 22 pares autosómicos, y un par de cromosomas sexuales, X e Y. Cada

progenitor contribuye con un cromosoma de su par de autosomas y uno del par sexual, de manera

que la descendencia obtenga la mitad de sus cromosomas de su madre y la mitad de su padre.

Electroforesis: La electroforesis es una técnica utilizada para separar el ADN, el ARN, o

moléculas o proteínas en base a su tamaño y carga eléctrica. Se utiliza una corriente eléctrica para

mover las moléculas y que se separen a través de un gel. Los poros del gel actúan como un colador,

permitiendo que las moléculas más pequeñas se mueven más rápido que las grandes. Las

condiciones utilizadas durante la electroforesis se pueden ajustar para separar moléculas en el rango

de tamaño que se desee.

Exón: Región del ADN que se mantiene en el ARN mensajero (ARNm) maduro. En los genes que

codifican proteínas, son los exones los que contienen la información para producir la proteína

codificada por el gen.

Gen: Secuencia de ADN que constituye la unidad funcional para la transmisión de los caracteres

hereditarios.

Heterocigoto: Heterocigoto se refiere a haber heredado dos formas diferentes de un gen en

particular, una de cada progenitor. Lo contrario es un genotipo homocigoto, donde un individuo

hereda formas idénticas de un gen en concreto del padre y de la madre.

Hibridación: La hibridación es un proceso por el cual se combinan dos cadenas complementarias

simples de ácidos nucleicos (ADN o ARN) y se permite que formen una única molécula de doble

cadena por apareamiento de sus bases. Y el proceso inverso, una doble cadena de moléculas de

ADN (o ARN o ADN/ARN) puede ser calentada para romper el apareamiento de las bases y separar

las dos hebras. La hibridación es parte de muchas técnicas importantes en el laboratorio como la

reacción en cadena de la polimerasa y la hibridación de Southern.

Homocigoto: Organismo que tiene 2 alelos iguales o idénticos en un locus particular en un genoma

diploide.

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.
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Intrón: Región del ADN que forma parte de la transcripción primaria de ARN, pero a diferencia de

los exones, son eliminados del ARNm maduro, previamente a su traducción.

Locus: Un locus es el lugar específico del cromosoma donde está localizado un gen u otra

secuencia de ADN, así como su dirección genética. El plural de locus es "loci".

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica de biología molecular cuyo objetivo es

obtener un gran número de copias de un fragmento de ADN específico partiendo de una mínima

cantidad de material de partida.

Polimorfismo: El polimorfismo, en lo que se refiere a la genómica, es la presencia de dos o más

formas variantes de una secuencia específica de ADN que puede producirse entre diferentes

personas o poblaciones. El tipo más frecuente de polimorfismo implica la variación en un

nucleótido único (también denominado polimorfismos de nucleótido único, o SNP). Otros

polimorfismos pueden ser mucho más grandes y abarcar segmentos más largos de ADN.

Polimorfismo de un Solo Nucleótido (SNP): Tipo de polimorfismo que produce una variación en

un solo par de bases. Se refiere a los lugares en el genoma donde las personas son diferentes en un

lugar específico. Aproximadamente en una de cada 1.000 letras del código se encuentra uno de

estos lugares.

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.
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Capítulo I

1. Introducción

1.1 Antecedentes

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por la

formación de placas extracelulares de β-amiloide y ovillos neurofibrilares intracelulares de Tau

(Knopman et al., 2021). Suele manifestarse principalmente con un deterioro cognitivo de tipo

amnésico, aunque en algunos casos menos comunes puede presentarse con un deterioro cognitivo

no amnésico (Caffò et al., 2022). La dificultad más común en los pacientes es la pérdida de

memoria a corto plazo, pero también pueden experimentar problemas en el habla expresiva, el

procesamiento visuoespacial y las funciones ejecutivas (Foxe et al., 2020). La mayoría de los casos

no se heredan de forma dominante, y la genética juega un papel complejo e importante en la

aparición de la enfermedad en muchas personas (Andrade-Guerrero et al., 2023).

La etiología de la EA es muy compleja dado que tiene relación con factores genéticos, epigenéticos

y ambientales, la aparición de la EA puede ser temprana o tardía. Según Blumenfeld et al. (2024),

la EA de inicio temprano constituye al menos un 1% de los casos reportados a diferencia de EA de

inicio tardío que representa alrededor de 90% de los casos y guarda relación con alteraciones

genéticas en el locus de la apolipoproteína E (APOE)., los alelos de este gen derivan en isoformas

que aumentan el riesgo de padecer la enfermedad, siendo la isoforma APOE4 la más significativa,

su presencia deriva en la producción de citoquinas proinflamatorias, como el Factor de Necrosis

Tumoral alfa (TNF-α), que representa una de las citoquinas proinflamatorias clave y desencadena la

producción de IL-1, IL-6 e IL-8, promoviendo la inflamación crónica, a menos que sea

contrarrestada por citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 (Plantone D. et al., 2023). Esta

situación lleva a la gliosis y formación de placas amiloides, lo que a su vez contribuye a la

neurodegeneración (Blumenfeld et al., 2024).

La apolipoproteína E es una glicoproteína producida en el hígado y los astrocitos, y se encarga de

regular los lípidos en el cuerpo (Lumsden, et al., 2020). Esta proteína, que consta de 299

aminoácidos, se encuentra en el locus 19q13.2. El gen que la codifica tiene 4 exones y 3 intrones,

con una longitud total de 3597 nucleótidos (Martínez, et al., 2020). Se sabe que esta proteína es

polimórfica y presenta tres alelos diferentes: ε2, ε3 y ε4, cuyas combinaciones generan seis

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.
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genotipos distintos (3 homocigotos y 3 heterocigotos) (Mateo et al., 2023). El alelo ε4 está asociado

con un mayor riesgo de sufrir ciertos trastornos mentales, neurológicos y cerebrovasculares,

destacando una relación particularmente fuerte con la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Mateo et al.,

2023). El alelo de la ApoE tipo 4 (E4) se ha visto como un factor de riesgo para la EA, con un

riesgo atribuible estimado de 45 a 60% (Robledo et al., 2011).

1.2 Planteamiento del problema

La demencia es una de las principales enfermedades que causan discapacidad y dependencia en

adultos mayores a nivel mundial, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que

aproximadamente 55 millones de personas viven con esta enfermedad, y se calcula que para el

2050 se registren 139 millones de casos, afectando principalmente a ciudadanos mayores a 65 años

de países en vías de desarrollo pudiendo llegar a afectar a población joven. La demencia puede estar

causada por patologías que afectan al cerebro como la apoplejía, lesiones cerebrales, alzheimer

siendo esta última la más común representando entre el 60 - 70 % de casos registrados, siendo las

personas de sexo femenino las mas afectadas (OMS, 2023).

Según la Organización Panamericana de Salud (OPS) en América se estima que 10 millones de

personas viven con demencia, siendo la población de América Latina y el Caribe la más afectada

pudiendo llegar a duplicar la cifras actuales hasta el 2030, el aumento de casos y la deficiente

atención por casas de salud especializadas ha elevado la morbimortalidad colocándose como la

tercera causa de muerte más frecuente en el continente Americano (OPS, 2023). En Ecuador las

cifras no son prometedoras, según la Junta de Beneficencia de Guayaquil (2020), 120 mil personas

han sido diagnosticadas con Alzheimer. Así mismo estudios publicados por (Mejia et al., 2021)

reporta que en la ciudad de Cuenca 24 de cada 1000 pacientes mayores a 65 años atendidos son

diagnosticados con demencia con predominio en población femenina con incidencia de casos de

hasta un 57,14%.

La enfermedad de alzheimer es la causa mas prevalente de demencia senil, los factores involucrados

en la aparición de la enfermedad son los genéticos y ambientales. Entre los factores genéticos

emergentes de la EA está la mutación genética del gen que codifica la Apolipoproteína E (APOE)

ubicado en el cromosoma 19 el cual presenta 3 polimorfismos, APOE2, APOE3, APOE4, siendo la
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de mayor importancia el polimorfismos APOE4 dado a que se relaciona con efectos tóxicos a nivel

cerebral que predispone a la persona portadora de la mutación a desarrollar EA (Safieh et al., 2019).

El riesgo de desarrollar la EA aumenta con cada copia de la variante APOE4 en comparación con el

genotipo APOE3/APOE3: el odds ratio (OR) es 2,6 (APOE2/APOE4) y 3,2 (APOE3/APOE4) con

una copia del alelo APOE4. y el OR aumenta a 14,9 con dos copias del alelo (APOE4/APOE4). Por

otro lado, el alelo APOE2 de APOE protege contra la Enfermedad de Alzheimer, con un OR = 0,6

para individuos APOE2/APOE2. APOE4 se asocia con una edad de inicio más temprana, siendo 68

años la edad media de inicio clínico para los homocigotos APOE4 frente a 84 años de edad media

de inicio clínico para los sujetos que no portan el alelo APOE4 (Urfer & Urfer, 2017). Aunque la

EA actualmente es incurable, las intervenciones tempranas y el tratamiento oportuno podrían

ayudar a los pacientes a retrasar la progresión de la enfermedad aumentando la calidad de vida,

existen evidencias que son efectivas para mejorar la función cognitiva, tratar la depresión, mejorar

el estado de ánimo del cuidador y retrasar la institucionalización. Algunas de estas intervenciones

sólo funcionan, o funcionan mejor, cuando se inician en una etapa más temprana del curso de la

enfermedad (Chau et al., 2022).

1.3 Justificación

La incidencia de la EA aumenta con el paso de los años debido al envejecimiento de la población,

las condiciones de vida de la misma y los hábitos poco saludables. Entre los factores de riesgo

genético asociados a la EA de aparición tardía, está la variante APOE4 que predispone

significativamente a la aparición de la enfermedad de inicio tardío. El propósito fundamental de este

estudio radica en la estandarización de la metodología de la PCR para la amplificación del

segmento que codifica la APOE4, específicamente focalizado en el fragmento rs429358 del exón 4.

Aunque este polimorfismo genético no constituye un diagnóstico definitivo de la EA, su presencia

incrementa considerablemente la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad. Por ende, la detección

temprana de esta mutación mediante la metodología estandarizada permitirá a los pacientes conocer

el riesgo de susceptibilidad, siendo importante para incluir cambios en el estilo de vida de los

mismos. Además, la identificación temprana de esta variante genética posibilitará la

implementación de tratamientos precoces que podrían contribuir a mitigar los riesgos asociados y

retrasar el progreso de la enfermedad. En consecuencia, este enfoque no solo ofrece un potencial

beneficio para el paciente en términos de prevención y manejo, sino que también abre la puerta a
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intervenciones terapéuticas más efectivas y personalizadas en el contexto de la EA de aparición

tardía.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivos generales

● Estandarizar la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificación del

segmento rs429358 del gen APOE4, involucrado en el desarrollo de la enfermedad de

Alzheimer.

1.4.2 Objetivos específicos

● Identificar la secuencia del segmento rs429358 del polimorfismos APOE4, asociado a la

patología de estudio.

● Diseñar y sintetizar cebadores específicos para la amplificación del segmento rs429358.

● Evaluar los resultados obtenidos por electroforesis en gel de agarosa.

Capítulo II

2. Marco teórico

2.1 Fisiopatología

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la disfunción sináptica que afecta tanto

a nivel molecular como celular, así como a los circuitos corticales más amplios, especialmente en la

corteza cognitiva, este enfoque unificador de la fisiopatología sináptica integra observaciones sobre

genética, biología celular, neuropatología y manifestaciones clínicas (Golde et al., 2018).

La patología se manifiesta en lesiones visibles, como ovillos neurofibrilares con Tau, placas

con β-amiloide, glía activada y endosomas agrandados, que se pueden observar mediante

microscopía (Zlokovic et al., 2020). También incluye fenómenos invisibles, como la pérdida de

homeostasis sináptica, la muerte neuronal y la degradación de la integridad de la red neuronal,

aunque se ha destacado la importancia de las proteínas precursora de amiloide y Tau, la hipótesis de

la cascada amiloide no considera muchos otros mecanismos ocultos que podrían ser relevantes

(Golde et al., 2018).
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2.2 Epidemiología

Se proyecta que a mediados de este siglo habrá 152 millones de personas con demencia a

nivel global, con el incremento más significativo en países de ingresos bajos y medios (Patterson,

2018). En América, según las cifras de 2020 sobre la enfermedad de Alzheimer, se prevé que el

número de pacientes mayores de 65 años aumente drásticamente de 5.8 millones a 13.8 millones

para 2050. Estudios en Japón y China han revelado un aumento significativo en la prevalencia en

las últimas décadas (Ohara et al., 2017).

De acuerdo con Zhang et al. (2021), la prevalencia específica por edad en mujeres es 1,17

veces mayor que en hombres, y la tasa de mortalidad ajustada por edad también es más alta en

mujeres, lo que indica que factores distintos a la mayor esperanza de vida contribuyen al

predominio femenino. Además, entre 2000 y 2018, las muertes por Alzheimer aumentaron un

146,2%, convirtiéndose en la quinta causa principal de muerte entre las personas mayores en

Estados Unidos.

En estudios publicados por Paschalidis et al. (2023), entre el 2000 - 2019 en Brasil se

reportaron alrededor de 211 658 muertes por demencia, con aumento en los últimos años. Por otro

lado Zurique et al, (2019), se estima que en latinoamérica la prevalencia de pacientes

diagnosticados con demencia es de un 11 % comparado con otras partes del mundo esta cifra es

mayor.

2.3 Herencia genética

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una fuerte predisposición genética que se

manifiesta en dos tipos principales según la edad de inicio. La enfermedad de Alzheimer de inicio

temprano (EOAD) se hereda de padres a hijos con un 50% de probabilidades y suele manifestarse

antes de los 65 años, con una progresión rápida y está vinculada a mutaciones en los genes APP,

PSEN1 y PSEN2 (Liang et al., 2023).

Por otro lado, la enfermedad de Alzheimer de inicio tardío (LOAD) tiene una herencia más

compleja, no puramente dominante, y está influenciada por múltiples genes y factores ambientales.

Aparece a partir de los 65 años, generalmente progresa más lentamente que la EOAD y está

principalmente asociada con la variante APOE e4 del gen APOE, aunque otras mutaciones también

pueden estar involucradas (Yang et al., 2021).
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2.4 Métodos de diagnóstico

2.4.1 Estudios de imagen

Resonancia Magnética

La resonancia magnética (RM) volumétrica del hipocampo es un método esencial para

evaluar la enfermedad de Alzheimer, ya que permite medir la atrofia hipocampal, indicativa del

daño neuronal característico de la enfermedad. Los escaneos de RM proporcionan una poderosa

herramienta para evaluar el volumen hipocampal, con mediciones que se correlacionan

estrechamente con los números neuronales, validando así su utilidad anatómica. Además, las

reducciones en el volumen del hipocampo detectadas por RM sirven como indicadores tempranos

de la patología de la EA, facilitando la detección precoz y el seguimiento de la enfermedad (van

Oostveen & de Lange, 2021).

En la figura 1, se puede observar la diferencia entre una RM para un cerebro sano y uno con

la enfermedad.

Figura 1.

Resonancia magnética estructural.

Fuente: (van Oostveen & de Lange, 2021).
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Tomografía por emisión de positrones (PET) de fluorodesoxiglucosa (FDG)

El PET de FDG, que mide las tasas metabólicas cerebrales de la glucosa, se ha establecido

como un biomarcador relevante y altamente específico para el diagnóstico temprano de la

enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas. Los estudios han demostrado

que es capaz de detectar sujetos con una alta sensibilidad y especificidad, incluso en etapas

tempranas de la enfermedad. Además, se ha encontrado que es superior a la resonancia magnética

estructural en el diagnóstico, ya que los cambios anormales en el metabolismo cerebral preceden a

los cambios detectables en la estructura cerebral (Henriques et al., 2018).

En la figura 2 se puede apreciar que el PET de FDG evalúa la captación de un compuesto

similar a la glucosa marcado con radioisótopos, el cual se relaciona con el metabolismo cerebral y

la actividad de las sinapsis.

Figura 2.

Imagen de PET de FDG.

Fuente: (van Oostveen & de Lange, 2021).

Los biomarcadores de imagen, como la tomografía computarizada (TC), el PET de

fluorodesoxiglucosa (FDG) y la resonancia magnética (RM), inicialmente empleados en la

evaluación del deterioro cognitivo, presentan limitaciones de especificidad y sensibilidad para la

enfermedad de Alzheimer, lo que dificulta su integración en el modelo conceptual de la

enfermedad. La introducción del PET de amiloide beta (Aβ) en 2004 permitió clarificar el papel del

PET de FDG y la RM como marcadores de neurodegeneración, relegando la TC en investigaciones

posteriores. Los criterios diagnósticos de la Asociación de Alzheimer del Instituto Nacional del

Envejecimiento en 2011 establecieron un modelo de diagnóstico basado en biomarcadores de

amiloide y neurodegeneración para caracterizar la relación con la enfermedad en diferentes etapas

del deterioro cognitivo (Knopman et al., 2016).
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La Figura 3 muestra que las imágenes de PET de Aβ concuerdan estrechamente con la

neuropatología. Los escaneos de PiB (Pittsburgh Compound B) muestran diferentes niveles de

captación en una región global de interés, reflejando la carga de Aβ post-mortem evaluada según la

"fase de Thal", que clasifica la acumulación de Aβ en cinco niveles. La señal relevante de PiB se

encuentra en la superficie cortical, mientras que la unión en la materia blanca subcortical y el tronco

cerebral representa la unión no específica del marcador (Knopman et al., 2021).

Figura 3.

Imagen de PET Aβ correlacionada con neuropatología

Fuente: (Knopman et al., 2021).

2.4.2 Estudios genéticos

Los estudios genéticos son una herramienta valiosa para diagnosticar la enfermedad de

Alzheimer. Identificar loci genéticos asociados con biomarcadores específicos puede proporcionar

una comprensión más profunda de los componentes fisiopatológicos (Stevenson-Hoare et al., 2023).

Los estudios de asociación del genoma completo (GWAS) han identificado loci en genes como

GEMC1 y OSTN, además de los más comúnmente reportados en el clúster TREM, APOE, APOC y

TOMM40 (Cruchaga et al., 2013).

No obstante, estos estudios suelen centrarse en un número limitado de biomarcadores,

principalmente P-Tau181 y Aβ42. Por ejemplo, los GWAS de niveles plasmáticos de P-Tau181 y

NfL han identificado loci principalmente en la región genómica de APOE, únicamente para

P-Tau181. La investigación de la relación entre la puntuación de riesgo poligénico (PRS) para

Alzheimer y los niveles plasmáticos de P-Tau181 ha mostrado asociaciones significativas con PRS

que incluyen la región de APOE, y asociaciones moderadas cuando se excluye APOE (Lord et al.,

2021).
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Además, estudios de GWAS sobre la relación de los niveles plasmáticos de Aβ40 y Aβ42 en

participantes no dementes han identificado variantes significativas en los genes APOE, BACE1,

APP, PSEN2, CCK y ZNF397. Estas investigaciones subrayan la relevancia de los estudios

genéticos en la identificación y comprensión de los biomarcadores (J.-Q. Li et al., 2018).

2.4.3 Estudio de líquido cefalorraquídeo

El líquido cefalorraquídeo (LCR) es esencial en el diagnóstico de la enfermedad de

Alzheimer, debido a su contacto directo con el cerebro, lo que permite reflejar fielmente los

procesos metabólicos cerebrales, tienen una correlación más alta con los resultados de la PET

realizada con el compuesto B de Pittsburgh marcado con 11C, lo que les otorga un mayor valor

predictivo y precisión diagnóstica, especialmente en fases prodrómicas o presentaciones atípicas de

la enfermedad. Actualmente, los biomarcadores principales en el LCR utilizados para diagnosticar

la enfermedad son Aβ42, t-Tau y p-Tau (Janeiro et al., 2021).

Los péptidos Aβ como Aβ42, Aβ40, Aβ37, Aβ38, sAPPα, y sAPPβ fueron los primeros

biomarcadores moleculares identificados. En particular, Aβ42 se asocia con la enfermedad de

Alzheimer, debido a sus niveles reducidos en el LCR de los pacientes afectados, mientras que Aβ40

también muestra una relación, aunque con menor impacto diagnóstico. Aβ37 y Aβ38 podrían

diferenciar la enfermedad de otras demencias, pero no son suficientemente fiables para el

diagnóstico clínico (Robinson et al., 2017).

Los productos de la escisión de la proteína precursora amiloide, sAPPα y sAPPβ, no son

útiles por sí solos para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer debido a la falta de diferencias

significativas entre pacientes y controles. No obstante, combinados con otros biomarcadores,

pueden mejorar la precisión diagnóstica (Magdalinou et al., 2015). Los biomarcadores t-Tau y

p-Tau en el LCR están sobreexpresados en Alzheimer, con t-Tau asociado a la pérdida neuronal y

p-Tau a la formación de ovillos corticales, siendo este último específico de la enfermedad

(Robinson et al., 2017).

La determinación conjunta de Aβ42, t-Tau y p-Tau mejora la especificidad y sensibilidad

diagnóstica en comparación con su evaluación individual. Estos marcadores también pueden

predecir la progresión del déficit cognitivo leve a Alzheimer, aunque la falta de valores de

referencia estandarizados entre laboratorios es un desafío (Olsson et al., 2016).
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Estudios recientes han identificado nuevos biomarcadores, como la cadena ligera de

neurofilamentos (NFL), que se libera al LCR y al torrente sanguíneo durante la degeneración

axonal. Niveles elevados de NFL indican daño axonal y desmielinización, mostrando una relación

significativa con la gravedad del Alzheimer y ayudando a diferenciar esta enfermedad de otras

demencias, como la demencia con cuerpos de Lewy (Janeiro et al., 2021). YKL-40, relacionado con

la activación glial y astrocítica, junto con proteínas como carnosinasa I, cromogranina A y NCAM,

podría ser útil para el diagnóstico precoz del Alzheimer, aunque con efecto moderado (Robinson

et al., 2017).

Biomarcadores prometedores como la neurogranina y el TREM-2 han mostrado resultados

alentadores en el diagnóstico del Alzheimer. Varios estudios recientes han demostrado que los

pacientes con Alzheimer presentan niveles elevados de neurogranina, una proteína postsináptica

específica en regiones afectadas por la EA, lo que indica degeneración sináptica (Wellington et al.,

2016). Además, el TREM-2, un receptor inmune en la microglía, también está elevado en la EA y

se relaciona con niveles altos de Tau y p-Tau en el LCR, sugiriendo su utilidad en la detección

temprana de la enfermedad antes de la aparición de la demencia (Suárez‐Calvet et al., 2016).

En la tabla 1, se observan los biomarcadores t-Tau, p-Tau y Aβ42 en el LCR, con una

precisión del 85-90%, son los más consistentes y deben usarse en la práctica clínica y la

investigación. Además, la NFL y la neurogranina en el LCR han mostrado ser prometedores,

aunque se necesitan más estudios para confirmar su precisión y utilidad.

Tabla 1.

Biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer en LCR.

Biomarcadores Descripción LCR
Aβ42 Marcador del metabolismo del

APP
↓ niveles en pacientes con
Alzheimer. Gran tamaño del
efecto

Aβ40 Marcador del metabolismo del
APP

↓ niveles en pacientes con
Alzheimer. Pequeño tamaño
del efecto

Aβ38 Marcador del metabolismo del
APP

No hay diferencias entre
grupos

sAPPα Producto de escisión de la APP No hay diferencias entre
grupos

sAPPβ Producto de escisión de la APP No hay diferencias entre
grupos
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t-Tau y p-Tau
(Thr 181)

Marcadores relacionados con
problemas de memoria

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Gran tamaño del
efecto

NFL Marcador relacionado con la
neurodegeneración

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Gran tamaño del
efecto

NSE Marcador relacionado con la
neurodegeneración

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Tamaño del efecto
moderado

VLP-1 Marcador relacionado con la
neurodegeneración

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Tamaño del efecto
moderado

HFABP Marcador relacionado con la
neurodegeneración

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Tamaño del efecto
moderado

Ratio de
albúmina

Marcador de la función de la
barrera hematoencefálica

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Pequeño tamaño
del efecto

YKL-40 Marcador de la activación de
las células gliales

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Tamaño del efecto
moderado

MCP-1 Marcador de la activación de
las células gliales

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Pequeño tamaño
del efecto

GFAP Marcador de la activación de
las células gliales

No hay diferencias entre
grupos

Neurogranina Marcador de la degeneración
sináptica

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Gran tamaño del
efecto

sTREM2 Marcador relacionado con la
neurodegeneración

↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Tamaño del efecto
moderado

α-sinucleína Proteína neuronal presináptica ↑ niveles en pacientes con
Alzheimer. Tamaño de efecto
mínimo.

Fuente: (Janeiro et al., 2021).

2.4.4 Análisis de sangre

El diagnóstico mediante biomarcadores en sangre es menos invasivo que la punción lumbar,

pero presenta desafíos debido a la baja y heterogénea presencia de proteínas cerebrales en el

plasma. Estas proteínas pueden ser degradadas o eliminadas antes de su detección, lo que complica

su identificación. A pesar de algunos estudios sobre Aβ y Tau plasmáticos, la precisión de los
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biomarcadores sanguíneos para reflejar los cambios cerebrales aún no está bien establecida

(Blennow & Zetterberg, 2015).

Niveles de Aβ

La variabilidad en los niveles de Aβ42 y Aβ40 en plasma entre pacientes con Alzheimer y

controles sanos dificulta su uso como biomarcadores. Aunque se ha sugerido que niveles elevados

de Aβ42 pueden aumentar el riesgo de Alzheimer, otros estudios indican que una baja proporción

de Aβ42/Aβ40 está asociada con un mayor riesgo de deterioro cognitivo leve y Alzheimer. Sin

embargo, estos biomarcadores carecen de sensibilidad y especificidad para el diagnóstico precoz

(Nabers et al., 2018).

No hay una correlación evidente entre los niveles de Aβ en el LCR y en plasma, lo que

sugiere que los niveles plasmáticos de Aβ podrían reflejar la producción periférica en lugar de la

patología cerebral. Estos niveles son variables entre individuos y pueden ser influenciados por

factores externos como medicamentos y la presencia de Aβ en las plaquetas. Además, la unión a

otras proteínas y la captura en plaquetas pueden afectar los niveles plasmáticos de Aβ (Janeiro

et al., 2021).

Los métodos de detección como ELISA pueden tener limitaciones debido a la interacción de

los péptidos de Aβ con varias proteínas en el plasma, lo que podría dificultar su reconocimiento en

los inmunoensayos. Esto podría llevar a una falta de precisión en la medición de los niveles de Aβ

en los pacientes (Pérez-Grijalba et al., 2016). Para abordar este problema, en 2011, el equipo de

Zetterberg desarrolló un nuevo método basado en la técnica de Simoa, que utiliza matrices para

detectar moléculas individuales. Este método permite una cuantificación precisa de los niveles de

Aβ42 en el plasma con alta sensibilidad, reduciendo las interferencias de la matriz (Janeiro et al.,

2021).

Se ha demostrado que los pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) o enfermedad de

Alzheimer tienen proporciones más bajas de Aβ42 en comparación con sujetos control. Además, se

ha desarrollado un método de monitorización mediante espectrometría de masas por

inmunoprecipitación para cuantificar Aβ42 y Aβ40 en el plasma, que también muestra diferencias

entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles. Esto sugiere que estos métodos podrían

ser útiles para la detección temprana y el seguimiento de la enfermedad de Alzheimer (Ovod et al.,

2017).
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Proteína Tau

El t-Tau es el único biomarcador sérico o plasmático que distingue a los pacientes con

enfermedad de Alzheimer de los controles, pero su solapamiento con los controles limita su utilidad

diagnóstica (Olsson et al., 2016). Sin embargo, estudios longitudinales han mostrado correlaciones

entre niveles plasmáticos de Tau y deterioro cognitivo posterior, así como atrofia cerebral y cambios

en el metabolismo cerebral (Fiandaca et al., 2015). Además, técnicas analíticas que se centren en

fragmentos específicos de Tau podrían mejorar su rendimiento como biomarcador, como el análisis

de preparaciones de exosomas enriquecidas con neuronas (Janeiro et al., 2021).

Proteína NFL

La proteína NFL es el biomarcador más estudiado en la enfermedad de Alzheimer y se ha

demostrado que su concentración en sangre es mayor en pacientes con esta enfermedad en

comparación con sujetos sanos de la misma edad. Estudios sugieren que la cuantificación de NFL

en sangre podría ser útil como biomarcador de neurodegeneración incluso en etapas preclínicas

(Mattsson et al., 2017).

Aunque la proteína NFL no es específica de la enfermedad de Alzheimer, ya que también se

eleva en otras enfermedades neurodegenerativas y condiciones inflamatorias o traumáticas, su

determinación en sangre de manera semiautomática permite un seguimiento continuo de la

enfermedad y la respuesta al tratamiento. En el futuro, la NFL plasmática podría utilizarse como

parte de un test simple y no invasivo para la evaluación inicial de pacientes con problemas

cognitivos, especialmente para descartar enfermedades neurodegenerativas (Janeiro et al., 2021).

2.5 Prevención

Aunque no hay evidencia sólida de métodos farmacológicos o no farmacológicos para

prevenir el deterioro cognitivo por la enfermedad de Alzheimer, hay motivos para ser optimistas

sobre la efectividad de intervenciones multifacéticas que incluyan ejercicio, cambios en el estilo de

vida y estimulación cognitiva, combinadas con la atención en otros comportamientos modificables

(Butler et al., 2018).

Estrategias médicas y de estilo de vida, implementadas en la mediana edad o antes, pueden

reducir el impacto de lesiones cerebrovasculares en el cerebro. Por ejemplo, un estudio sobre la

reducción agresiva de la presión arterial en personas inicialmente sin problemas cognitivos, en un
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rango de edad de 50 años o más (con un 28% de participantes mayores de 75 años), mostró una

disminución en el desarrollo de deterioro cognitivo leve y demencia (Williamson et al., 2019). Sin

embargo, existe debate sobre la seguridad de reducir la presión arterial a niveles específicos en

personas mayores. Reducir la carga total de enfermedad cerebral en regiones críticas para la

cognición podría retrasar el desarrollo de síntomas relacionados con la enfermedad de Alzheimer

(Knopman et al., 2021).

2.6 Tratamiento

Para pacientes con deterioro cognitivo debido a la enfermedad de Alzheimer, los

tratamientos de las comorbilidades pueden influir en su función cognitiva y actividades diarias. La

depresión y la ansiedad pueden manejarse con medicamentos, pero se deben evitar aquellos con

propiedades anticolinérgicas y utilizar dosis más bajas de fármacos psicoactivos. El tratamiento de

los trastornos del sueño, como la apnea obstructiva del sueño, puede requerir dispositivos orales o

nasales. La pérdida de audición y visión comórbida presenta desafíos adicionales en el manejo de la

enfermedad, ya que los dispositivos para corregirlas pueden ser difíciles de ajustar y usar (Knopman

et al., 2021).

Los trastornos de la marcha y el equilibrio también deben abordarse, considerando otras

posibles causas además del Alzheimer. El manejo del dolor en pacientes con deterioro cognitivo

puede ser complicado debido a la dificultad para comunicar el dolor y las limitaciones en el uso de

analgésicos potentes. En pacientes con demencia moderada o grave, el dolor puede manifestarse

como agitación o irritabilidad, complicando su identificación y tratamiento (Tricco et al., 2017).

Los enfoques farmacológicos específicos para la enfermedad de Alzheimer se limitan a tres

inhibidores de la colinesterasa (donepezilo, rivastigmina y galantamina) y el antagonista del

receptor NMDA, memantina, que han mostrado modestos beneficios en la progresión de los

síntomas por unos 6 meses. Los efectos adversos incluyen malestar gastrointestinal y, en menor

medida, calambres musculares y dolores de cabeza. Sin embargo, ninguno de estos medicamentos

afecta la biología subyacente de la enfermedad (Fink et al., 2018).

2.7 Mutaciones

Durante el desarrollo del cerebro humano, se acumulan mutaciones somáticas, algunas de

las cuales pueden ser silenciosas pero útiles para rastrear linajes celulares. Sin embargo, mutaciones
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que alteran la fisiología celular pueden causar trastornos neurológicos del desarrollo, como

hemimegalencefalia y displasia cortical focal. Estas mutaciones también pueden afectar la fisiología

neuronal, contribuyendo a la epileptogenicidad. Además, las mutaciones somáticas han revelado el

origen celular potencial de ciertos cánceres, como el glioblastoma (Miller et al., 2021).

Los estudios sobre formas hereditarias de la enfermedad de Alzheimer han revelado varios

genes autosómicos dominantes, incluidos APP, PSEN1 y PSEN2, que afectan la producción y el

procesamiento de la proteína precursora de amiloide, aumentando la formación de placas de

amiloide. Sin embargo, estas mutaciones representan menos del 1% de los casos, mientras que

estudios genéticos más amplios han identificado el alelo APOE4 y genes como TREM2 como

factores de riesgo para la enfermedad de inicio tardío (Lodato et al., 2018).

2.8 Mutaciones APOE4 - Polimorfismo rs429358

Más de 600 genes han sido examinados como posibles factores de susceptibilidad para la

enfermedad de Alzheimer. APOE es un polimorfismo de susceptibilidad, destacándose como el

factor de riesgo genético más significativo para la EA de inicio tardío que se manifiesta después de

los 65 años. La presencia del alelo APOE4 incrementa el riesgo de demencia entre 3 y 4 veces en

los individuos heterocigotos y entre 12 y 15 veces en los homocigotos en comparación con aquellos

que portan el alelo APOE3 (Knopman et al., 2021).

El gen APOE codifica la principal apoproteína integrante de los quilomicrones, y las

mutaciones en este gen pueden dar lugar a la disbetalipoproteinemia, una condición caracterizada

por un aumento en la concentración plasmática de colesterol y triglicéridos. Se han identificado tres

variantes alélicas comunes de ApoE, conocidas como ApoE2, ApoE3 (la variante más prevalente) y

ApoE4, definidas por dos SNPs, rs429358 y rs7412, que producen las proteínas ApoE2, ApoE3 y

ApoE4, respectivamente (Defagó & Eynard, 2022). Estos 3 alelos dan origen a 6 genotipos, 3

homocigotos (ε2/ε2, ε3/ε3 y ε4/ε4) y tres heterocigotos (ε2/ε3, ε2/ε4 y ε3/ε4). La tabla 2 muestra los

distintos genotipos que se pueden presentar.
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Tabla 2.

Genotipos resultantes del gen APOE.

RS429358 (CODÓN 112) RS7412 (CODÓN 158) ALELO

T/T T/T ε2/ε2

T/T C/C ε3/ε3

C/C C/C ε4/ε4

T/T T/C ε2/ε3

T/C T/C ε2/ε4

T/C C/C ε3/ε4

Formas alélicas de la APOE debidas a SNPs en los nucleótidos 334 (primer nucleótido del codón

112) y 472 (segundo nucleótido del codón 158), donde se sustituye una base timina (T) por una

citosina (C). Fuente: Martinez et al. 2020.

El alelo más común del SNP rs429358 es el T, y no se asocia con riesgo. Sin embargo,

cuando el alelo es C y también contiene la variante rs7412 (C/C o C/T, denominada alelo APOE4),

aumenta el riesgo de enfermedad de Alzheimer y enfermedad cardiovascular (ECV). Por lo tanto, la

presencia de la isoforma ApoE4 se identifica como un factor de riesgo significativo, mientras que la

isoforma ApoE3 no muestra una asociación con un mayor riesgo de ECV. En cuanto a la ApoE2, su

relación con la ECV ha sido reportada de manera más ambigua, y parece depender de otros factores

genéticos y ambientales (Atis et al., 2016).

En la investigación de Palmer et al. (2021), el análisis de asociación fenotípica amplia

(PheWAS) de APOE rs429358 examinó los efectos de APOE rs429358-T en Biobanco del Reino

Unido y encontró asociaciones con marcadores de deterioro hepático, incluyendo a la alanina

aminotransferasa aumentada, esteatosis hepática en imágenes por resonancia magnética (MRI),

Enfermedad Hepática Grasa No Alcohólica y cirrosis. Además, se observaron asociaciones con un

aumento del índice de masa corporal, circunferencia de cintura, riesgo de diabetes tipo 2,

pancreatitis y colelitiasis, así como niveles reducidos de colesterol total y colesterol de lipoproteínas

de baja densidad y niveles elevados de colesterol de lipoproteínas de alta densidad, proteína

C-reactiva y apolipoproteína A. También confirmó la asociación con un menor riesgo de

enfermedad de Alzheimer y enfermedad cardíaca isquémica. Estos efectos persisten incluso después
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de ajustar por otros dos SNPs relacionados con APOE. En la figura 4 un modelo del efecto de los

alelos T y C de rs429358 en enfermedades y características humanas.

Figura 4.

Modelo de los alelos T y C de rs429358.

Fuente: (Palmer et al., 2021).

2.9 Reacción en cadena de la polimerasa

2.9.1 Fundamento

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para generar

numerosas copias de un segmento específico de ADN de manera rápida y precisa. Esta técnica

permite a los investigadores obtener grandes cantidades de ADN necesarias para varios

experimentos y procedimientos en biología molecular, análisis forense, biología evolutiva y

diagnóstico médico (Lotha, 2024).

La técnica de PCR fue desarrollada en 1983 por Kary B. Mullis, un bioquímico

estadounidense que ganó el Premio Nobel de Química en 1993 por su invención. Antes del

desarrollo de la PCR, los métodos utilizados para amplificar, o generar copias de fragmentos de

ADN recombinante eran lentos y laboriosos. En contraste, una máquina diseñada para llevar a cabo

reacciones de PCR puede completar numerosas rondas de replicación, produciendo miles de

millones de copias de un fragmento de ADN, en solo unas pocas horas (Tayyeb & Basit, 2023).
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Figura 5.

Proceso de la PCR.

Fuente: (Lotha, 2024).

2.9.2 Componentes

● Taq Polimerasa

En el caso de la PCR, la enzima más utilizada es la Taq polimerasa, proveniente de la

bacteria termófila Thermus aquaticus. Esta bacteria habita en ambientes de alta temperatura, como

aguas termales y fuentes hidrotermales, lo que ha dotado a su ADN polimerasa de una característica

crucial: la termoestabilidad (Saghatelyan et al., 2021).

La Taq polimerasa muestra su máxima actividad en temperaturas óptimas para la PCR, las

cuales están por encima de las que serían compatibles con la mayoría de las ADN polimerasas

humanas o de E. coli. Esta característica termoestable de la Taq polimerasa la hace ideal para la

PCR, donde se requieren ciclos de altas temperaturas para la desnaturalización del ADN molde y la

separación de sus cadenas (Turvey et al., 2022).

● ADN molde y Cebadores

En el proceso de PCR, la Taq polimerasa, al igual que otras enzimas ADN polimerasas,

requiere la presencia de cebadores, que son secuencias cortas de nucleótidos que actúan como
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puntos de partida para la síntesis de ADN. Estos cebadores son seleccionados por el investigador y

determinan qué región de ADN será amplificada durante la reacción de PCR (Bhat & Rao, 2020).

Por lo general, los cebadores son fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla, con una

longitud típica de unos pocos nucleótidos. En cada ciclo de PCR se utilizan dos cebadores

diseñados específicamente para flanquear la región de interés, lo que significa que se unen a

cadenas complementarias del molde de ADN sólo en los extremos de la región a amplificar (Figura

6). La unión de los cebadores al molde de ADN se basa en la complementariedad de bases, y una

vez unidos, la Taq polimerasa extiende los cebadores, lo que resulta en la amplificación de la región

de ADN situada entre ellos.

Figura 6.

Cebadores y ADN molde.

Fuente: (Khan Academy, 2018).

En la figura 7 se puede observar que ambos cebadores se alinean "hacia el interior" al

unirse, es decir, en dirección de 5' a 3', hacia la región objetivo a replicar. Al igual que otras

polimerasas de ADN, la Taq polimerasa únicamente puede sintetizar ADN en la dirección de 5' a 3'.

Cuando los cebadores se extienden, la región ubicada entre ellos es duplicada (Khan Academy,

2018).

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.



34

Figura 7.

ADN molde y dirección de cebadores.

Fuente: (Khan Academy, 2018).

● Nucleótidos

Los nucleótidos constituyen los componentes básicos del ADN y se componen de cuatro

bases nitrogenadas: adenina, guanina, citosina y timina. Por lo tanto, para la síntesis de nuevas

moléculas de ADN, es imprescindible disponer de estos cuatro tipos de desoxirribonucleótidos

trifosfato. Estas bases nitrogenadas actúan como los ladrillos fundamentales para la construcción de

la doble hélice del ADN durante la replicación y la síntesis de nuevas cadenas de ADN. La

combinación específica de estas bases determina la secuencia genética única de un organismo y es

fundamental para la transmisión de información genética de una generación a otra (Esiobu et al.,

2021).

● Magnesio

En la técnica de PCR, se emplean iones divalentes de magnesio como cofactores

indispensables para la actividad de la ADN polimerasa. La presencia de estos cationes de carga

positiva es crucial para el correcto funcionamiento de la enzima polimerasa. Por lo general, se

adiciona cloruro de magnesio a la mezcla de reacción, y al disociarse, este compuesto libera iones
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de magnesio con una carga eléctrica de +2, los cuales son necesarios para la catalización de la

reacción de amplificación del ADN (Zhussupova, 2022).

● Termociclador

Un termociclador es un dispositivo que controla y regula la temperatura durante cada ciclo

de la PCR. Este equipo es fundamental para acelerar significativamente el proceso de PCR, ya que

permite modificar la temperatura de la solución de reacción en múltiples ocasiones de manera

automatizada. Gracias al termociclador, se logra realizar la técnica de PCR de manera más eficiente

y rápida, lo que resulta en una amplificación precisa y reproducible del ADN objetivo. Este control

preciso de la temperatura es esencial para llevar a cabo los diferentes pasos de la PCR, como la

desnaturalización del ADN, la hibridación de los cebadores y la extensión de las cadenas de ADN

(Cruz et al., 2021).

2.9.3 Etapas

Desnaturalización

En la figura 8, se presentan las fases de la PCR. Primero, es esencial desnaturalizar el ADN,

lo que significa separar las dos hebras de la molécula. Esta fase inicial, conocida como

desnaturalización, se realiza elevando la temperatura a aproximadamente 94°C. Este incremento

térmico permite que las hebras se separen completamente, preparando el ADN para la siguiente

etapa del proceso. Sin esta separación, la amplificación del ADN no sería posible (Bhat & Rao,

2020).

Hibridación

El segundo paso implica reducir la temperatura para que los cebadores puedan unirse de

manera complementaria al ADN molde. Esta etapa, denominada hibridación, usualmente se lleva a

cabo a temperaturas que varían entre 35 y 60°C. Durante esta fase, los cebadores se alinean con las

secuencias específicas del ADN molde, permitiendo la formación de nuevas hebras de ADN en las

siguientes etapas del proceso (Chauhan et al., 2022).

Elongación

Finalmente, durante la fase de elongación o extensión, la enzima polimerasa añade

nucleótidos complementarios comenzando desde el extremo 3' libre donde los cebadores se han

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.



36

unido al ADN molde. La temperatura requerida para esta etapa varía según la polimerasa utilizada;

en el caso de la Taq polimerasa, esta fase generalmente se realiza a 72ºC (Pérez, 2018).

Figura 8.

Fases de la PCR.

Fuente: (Pérez, 2018).

La PCR se lleva a cabo repitiendo las tres fases mencionadas anteriormente entre 25 y 35

veces, es decir, realizando entre 25 y 35 ciclos. Si observamos lo que ocurre desde el primer ciclo,

notamos que después de varios ciclos se generan fragmentos de ADN cuyo tamaño está definido

por los puntos de unión de los cebadores (ver figura 9). De hecho, tras algunos ciclos adicionales,

los fragmentos predominantes serán aquellos que tienen sus extremos delimitados por los cebadores

(Pérez, 2018).
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Figura 9.

Representación esquemática de los productos de amplificación de PCR.

Fuente: (Pérez, 2018).
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Capítulo III

3. Metodología

3.1 Diseño y tipo de estudio

El presente trabajo es un estudio técnico experimental realizado en el Laboratorio de Biología

Molecular, Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad de Cuenca, utilizando ADN comercial,

durante el ciclo académico Marzo-Agosto 2024.

3.2 Diseño de los primers/cebadores

El diseño de los primers se realizó en la página web del National Center for Biotechnology

Information (NCBI), la cual cuenta con una amplia gama de bases de datos biológicas y médicas,

incluyendo GenBank en la que localizamos la secuencia de ADN de Interés (Figura 10).

Figura 10.

Secuencia de 860 Nucleótidos Ubicada en la Región 19q13.32 del ADN que Codifica Parte de la
Proteína APOE.

En azul el inicio y fin del exón 4. En amarillo la posición del polimorfisfo rs429358 que permite

identificarel alelo APOE4 y en verde el polimorfismo rs7412 que permite identificar el resto de
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alelos (APOE2 y APOE3). Fuente: (NCBI, 2024).

Para el diseño de los primers se buscó el polimorfismo rs429358 en el que el alelo silvestre cuenta

con el nucleótido de Timina (T) y en el mutante hay un cambio de este por una Citosina (C).

Además, para el diseño de los primer/cebadores se tuvo en cuenta la temperatura (considerando que

no puede haber diferencia entre el forward (F) y el reverse (R) de 2%, el % de citosinas y guaninas

inferior al 50%, y que la autocomplementariedad sea baja.

Figura 11.

Posición en el Genoma del Polimorfismo rs429358.

Fuente: (NCBI, 2024).

Para que la investigación abarque los demás polimorfismos de la APOE y no sólo el APOE4 se

decidió también incluir la variante que se encuentra en la posición 40908822 del Genoma en la que

existe una mutación en el que el alelo silvestre cuenta con una Citosina (C) y la mutante una Timina

(T) lo que nos permitirá diferenciar entre la APOE2 y APOE3.

Figura 12.

Posición en el genoma del polimorfismo rs7412.
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Fuente: (NCBI, 2024).

Después de verificar que cumpla con las consideraciones expuestas anteriormente se optó por los

siguientes primers/cebadores.

Tabla 3.

Primers/cebadores diseñados para el fragmento rs429358 y rs7412.

Primer Secuencia (5`-3`) Conc. %G-C ™ 1M ™ 50 nM

R1 TGCCCATCTCCTCCATC 37,9 nm 58,82% 79 °C 58 °C

F1 TGGAGGAACAACTGACCC 32 nm 55.56% 78 °C 57 °C

R4 GCCCATCTCCTCCATCC 37 nm 55,85% 80 °C 59 °C

F4 GGAACTGGAGGAACAACTG 39,8 nm 55,43% 77 °C 56 °C

Nota: Conc: Concentración de primers. %G-C: Porcentaje de Guaninas-Citosinas. ™ 1M:

Temperatura de fusión a 1 molar. ™ 50 nM: Temperatura de fusión a 50 nanomolar.

3.3 Verificación de la especificidad in SILICO

Posterior al diseño de de primers se realiza una análisis computacional (análisis in silico) en la

plataforma UCSC Genome Browser donde se verifica la especificidad de los primers al fragmento

rs429358.

3.4 Cuantificación de la cantidad de ADN

Para la estandarización del fragmento rs429358, se utilizaron seis muestras de ADN comercial
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(Human HCT116 DKO Non-Methylated DNA Marca Zymo). La concentración de cada muestra de

ADN comercial se determinó con un equipo de la marca Bioevopeak, mediante la medición de

absorbancias para obtener las concentraciones de ADN como se indica en la Tabla 13.

3.5 Estandarización de PCR

En el diseño experimental original se seleccionaron primers/cebadores que amplifican la fracción

rs429358. Sin embargo, durante la fase de amplificación se observó la inespecificidad de los

primers/cebadores dado por la autocomplementariedad de los mismos, lo que resultó en la

formación de estructuras secundarias no específicas, esto impide la correcta hibridación de la

secuencia de interés, en consecuencia la amplificación del polimorfismo rs429358 no se llevó a

cabo como se plantean en los objetivos generales a pesar de las diferentes condiciones a las cuales

fueron sometidos los primers/cebadores sintetizados y probados in silico. En el presente trabajo se

presentan todas las condiciones a las cuales fueron sometidas las muestras de ADN comercial

siguiendo los protocolos del fabricante en donde se puede observar los resultados obtenidos.

3.5.1 Reconstitución de Primers

Previo a la estandarización se reconstituyeron los primers liofilizados. Para ello se debe pipetear un

volumen de agua destilada, el cual se obtiene al multiplicar por 10 la concentración inicial, se

obtiene de esta manera una concentración final de 100 mol. Luego se homogeneiza en el vortex yμ

se centrifuga. Los primers reconstituidos se deben almacenar a -20°C.

Tabla 4.

Reconstitución de los primers.

Primer Concentración Vol. de Agua bidestilada Concentración Final

F1 32,0 nmol 320 Lμ 100 molμ

R1 37,9 nmol 379 Lμ 100 molμ

F4 39,8 nmol 398 Lμ 100 molμ

R4 37 nmol 370 Lμ 100 molμ

En el diseño experimental se establecieron cinco protocolos en donde se buscó las mejores

condiciones para que se amplificaba el segmento de interés.
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3.5.2 Protocolo 1

En la tabla 5 se presentan las concentraciones de los diferentes reactivos, para este protocolo se

emplearon los primers F1 y R1.

Tabla 5.

Condiciones para el protocolo 1, primers F1 y R1.

1 MUESTRA x 6 MUESTRAS Muestras de ADN utilizado

PCR master mix 22,5 uL 135 uL R1F1:
1 a
2 b
3 c
4 d
5 e
6 f

F1 0,5 uL 3 uL

R1 0,5 uL 3 uL

ADN 1 uL 1 uL

H2O 0,5 uL 3 uL

Total 25 uL 150 uL

3.5.3 Protocolo 2
Para este protocolo se emplearon los primers F1, R1 y F4, R4. En este protocolo se aumentó el

número de ciclos de 25 a 35 ciclos.

Tabla 6.

Condiciones para el protocolo 2 del par de primers F1, R1 y F4, R4.

1 MUESTRA x 3 MUESTRAS Muestras de ADN utilizado

PCR master mix 22,5 uL 67,5 uL R1F1:
1 a
2 b
3 c
R4F4:
4 d
5 e
6 f

F1 0,5 uL 1,5 uL

R1 0,5 uL 1,5 uL

ADN 1 uL 1 uL

H2O 0,5 uL 1,5 uL

Total 25 uL 75 uL

3.5.4 Protocolo 3

Para este protocolo se decide utilizar rampas de temperaturas como se detalla en la tabla 10.
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Tabla 7.

Condiciones para el protocolo 3 del par de primers F1, R1..

1 MUESTRA x 7 MUESTRAS Muestras de ADN utilizado

PCR master
mix

22,5 uL 157,5 uL R1F1:
1 a
2 b
3 c
4 d
5 e
6 f

F1 0,5 uL 3,5 uL

R1 0,5 uL 3,5 uL

ADN 1 uL 1 uL

H2O 0,5 uL 3,5 uL

Total 25 uL 175 uL

3.5.5 Protocolo 4

Se emplearon los primers: R1F1., R4F4 y se aumentó la concentración del primer a 50 % (50 umol:

5 uL de solución madre y 5 uL de agua bidestilada).

Tabla 8.

Condiciones para el protocolo 4 de primers F1, R1.

1 MUESTRA 1 MUESTRA Muestras de ADN utilizado

PCR master mix 22 uL 22,5 uL R1F1:
6 f
R4F4:
6 f

F1 1 uL 1 uL

R1 1 uL 1 uL

ADN 1 uL 0,5 uL

Total 25 uL 25 uL

3.5.6 Protocolo 5

Se emplearon los primers: R1F1., R4F4 y se aumentó la concentración del primer al 100 % (100

umol: primers sin diluir).
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Tabla 9.

Condiciones para el protocolo 5 el par de primers F1, R1 y F4, R4.

1 MUESTRA 1 MUESTRA Muestras de ADN utilizado

PCR master
mix

22 uL 22,5 uL R1F1:
6 f
R4F4:
6 fF1 1 uL 1 uL

R1 1 uL 1 uL

ADN 1 uL 0,5 uL

Total 25 uL 25 uL

3.5.7 Temperaturas y tiempos óptimos para la PCR

Durante la estandarización se emplearon distintas temperaturas de hibridación que se resumen en la

tabla 10.

Tabla 10.

Temperaturas y tiempos para la marcha experimental de los distintos protocolos.

Temperaturas y tiempos

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5

Desnaturaliz-
ación

94°C por 4
minutos.

94°C por 4
minutos.

94°C por 4
minutos.

94°C por 4
minutos.

94°C por 4
minutos.

Ciclos 25 ciclos,
94°C por 15s.

35 ciclos,
94°C por 15 s.

35 ciclos,
94°C por 15 s.

35 ciclos,
94°C por 15 s.

35 ciclos, 94°C
por 15 s.

Hibridación 57 °C por 30
segundos.

57 °C por 30
segundos.

Rampas:
°C por 30 s.
1-2: 55 °C.
3-4: 56 °C.
5-6: 57 °C.
7-8: 58 °C.
9-10: 59 °C.
11-12: 60 °C.

58 °C por 30
segundos.

58 °C por 30
segundos.

Extensión 72 °C por 1
minuto.

72 °C por 1
minuto.

72 °C por 1
minuto.

72 °C por 1
minuto.

72 °C por 1
minuto.
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Finalización 4 °C. 4 °C. 4 °C. 4 °C. 4 °C.

Resultado No se observa
un amplicón,
por lo que se
aumentan los
ciclos. No se
usa bromuro
de etidio.

Se aumentan
los ciclos y se
tiñe con
bromuro de
etidio sin
embargo el
amplicón
obtenido no
es específico.

Se agregan
rampas de
temperatura
en la
hibridación
partiendo
desde 55 °C
en el carril
1-2 hasta
llegar a 60 °C
en el carril
11-12.

Se cambió la
concentración
del primers
(50 %),
además se
modificó la
concentración
de ADN
utilizando 1ul
por cada
corrida.

Se cambió
únicamente la
concentración
del primers
hasta llegar a un
100 % con esto
se determinó la
autocomplemen
tariedad y la
inespecificidad
para el
segmento de
interés.

3.6 Verificación del amplicón mediante Electroforesis

En los protocolos, dos, tres, cuatro y cinco se usó gel de agarosa en concentración de 1,2%, teñido

con 4 ul de bromuro de etidio (Anexo 3). La separación del resultado de la PCR se realizó en la

cámara de electroforesis de la marca Enduro, con un voltaje de 90-15V durante 45 minutos para

posterior verificar las bandas en cámara UV, en el mismo gel se corrió un marcador de peso

molecular de 100 pares de bases (pb) de la marca INVITROGEN (Figura 13).

Al revelar el resultado de la electroforesis, se evidenció que no se logró amplificar el segmento de

interés, ya que en todos los geles se observa que las muestras alcanzan la región de 100 pb. Esto nos

permite concluir que no se obtuvo un amplicón, debido a que nuestro segmento de interés debería

encontrarse en la región cercana a los 600 pb (435-439 pb), correspondiente a la banda más brillante

del marcador de peso molecular (Figuras 13, 14 y 17).
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Figura 13.

Marcador de peso molecular de 100pb.

Fuente: (Invitrogen, 2024).

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.



47

Capítulo IV

4. Resultados y discusión

4.1 Resultados

4.1.1 PCR in silico
En el presente diseño experimental se probó la PCR in silico con los primers/cebadores previamente

sintetizados en la plataforma UCSC GENOME BROWSER, en donde se pudo determinar la

amplificación del gen de interés, datos expresados en la siguiente tabla:

Tabla 11.

PCR in silico. Resaltado en amarillo la posición del polimorfismo rs429358 y en verde el rs7412.

Primers PCR in silico pb Temperatura

R1/F1 TGGAGGAACAACTGACCCcggtggcggaggagacgcgggcacggct

gtccaaggagctgcaggcggcgcaggcccggctgggcgcggacatggaggacgtgt

gcggccgcctggtgcagtaccgcggcgaggtgcaggccatgctcggccagagcaccg

aggagctgcgggtgcgcctcgcctcccacctgcgcaagctgcgtaagcggctcctccgc

gatgccgatgacctgcagaagcgcctggcagtgtaccaggccggggcccgcgagggc

gccgagcgcggcctcagcgccatccgcgagcgcctggggcccctggtggaacagggc

cgcgtgcgggccgccactgtgggctccctggccggccagccgctacaggagcgggcc

caggcctggggcgagcggctgcgcgcgcgGATGGAGGAGATGGGCA

435 Forward: 56.8 °C

tggaggaacaactgac

cc

Reverse: 57.9 °C

tgcccatctcctccatc

R4/F4 GGAACTGGAGGAACAACTGaccccggtggcggaggagacgcgggc

acggctgtccaaggagctgcaggcggcgcaggcccggctgggcgcggacatggagg

acgtgtgcggccgcctggtgcagtaccgcggcgaggtgcaggccatgctcggccagag

caccgaggagctgcgggtgcgcctcgcctcccacctgcgcaagctgcgtaagcggctc

ctccgcgatgccgatgacctgcagaagcgcctggcagtgtaccaggccggggcccgcg

agggcgccgagcgcggcctcagcgcgatoccgcgagcgcctggggcccctggtgga

acagggccgcgtgcgggccgccactgtgggctccctggccggccagccgctacagga

gcgggcccaggcctggggcgagcggctgcgcgcgcGGATGGAGGAGAT

GGGC

439 Forward: 55.5 °C

ggaactggaggaaca

actg

Reverse: 58.8 °C

gcccatctcctccatcc

Juan Diego Cárdenas Fajardo - Jorge Luis Jiménez Jiménez.



48

4.1.2 Cuantificación del ADN

El ADN comercial utilizado en este experimento fue Human HCT116 DKO Non-Methylated DNA

de la marca Zymo. Para cuantificar la concentración de ADN en cada muestra, se utilizó un equipo

de la marca Bioevopeak. La absorbancia fue medida a 260 nm, que es la longitud de onda óptima

para evaluar la concentración de ADN. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 13,

proporcionando una visión clara de la cantidad de ADN disponible para su posterior uso en el

análisis experimental.

Tabla 12.

Muestra de ADN cuantificado.

4.1.3 PCR in situ

En el primer protocolo se usaron las muestras de ADN cuantificadas anteriormente (concentración

menor a 25 ng/uL), se inició con 25 ciclos a 94°C por 15 segundos con una temperatura de

hibridación de 57 °C por 30 segundos, posterior a someter a estas condiciones se corrió en gel de

agarosa en una concentración de 1,2 % como se observa en la figura 14. En el gel de electroforesis

se puede verificar con mucha tenuidad un amplicón no especificado entre las posiciones 100 - 200

pares de bases, por esta razón se decidió modificar los parámetros con el fin de obtener una mejor

imagen de las posiciones del amplicón.
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Muestra Concentración del ADN

1a 19,5 ng/uL

2b 24,5 ng/uL

3c 23.4 ng/uL

4d 25,4 ng/uL

5e 19,6 ng/uL

6f 25,5 ng/uL
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Figura 14.

Gel de electroforesis en el primer protocolo (concentración de agarosa 1,2%). Carri B: Control

negativo. Carril 1: muestra 1a. Carril 2: muestra 2b. Carril 3: muestra 3c. Carril 4: muestra 4d.

Carril 5: muestra 5e. Carril 6: 6f. Carril Mpm: Marcador de peso molecular.

En el protocolo dos dado a la tenuidad del amplicón en el protocolo anterior se utilizó como agente

marcador de intensidad al bromuro de etidio, además, se aumentaron los ciclos de

desnaturalización, y se usaron los primers/cebadores R1F1 y F4R4, pasando de 25 a 35 ciclos a 94

°C por 15 segundos, se usó gel de agarosa para la electroforesis a una concentración de 1,2% como

se puede observar en la figura 15. En este protocolo a pesar de que uso marcador de intensidad de

color, el amplicón en este protocolo sigue siendo muy tenue e inespecifico, por lo que se decidio

modificar los parámetros.

Figura 15.

Gel de electroforesis en el segundo protocolo (concentración de agarosa 1,2%). Carri B: Control

negativo. Carril 1: muestra 1a. Carril 2: muestra 2b. Carril 3: muestra 3c. Carril 4: muestra 4d.

Carril 5: muestra 5e. Carril 6: 6f. Carril Mpm: Marcador de peso molecular. En el carril 1, 2 y 3 se

usaron primers/cebadores R1/F1 y en carriles 4,5 y 6 se usaron primers/cebadores R4/F4.
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En el tercer protocolo se usaron solo los primers/cebadores R1/F1 y se decidió utilizar rampas de

temperatura de hibridación que van desde: 55 °C, 56 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C, 60 °C a 35 ciclos para

posterior correr en gel de agarosa a una concentración de 1,2% como se observa en la figura 16. En

este protocolo se evidencia de manera muy tenue la autocomplementariedad de los

primers/cebadores a nivel de las 100 - 200 pb por lo que se decidió modificar condiciones como la

concentración de los primers/cebadores y la concentración de ADN para el protocolo cuatro.

Figura 16.

Gel de electroforesis en el tercer protocolo (concentración de agarosa 1,2%). Carri B: Control

negativo. Carril 1: muestra 1a, 55°C. Carril 2: muestra 2b, 56°C. Carril 3: muestra 3c, 57°C.

Carril 4: muestra 4d, 58°C. Carril 5: muestra 5e, 59°C. Carril 6: 6f, 60°C Carril Mpm: Marcador

de peso molecular.
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En el protocolo cuatro se decidió cambiar la concentración de los primers/cebadores pasando del

10% al que se usaba en los protocolos anteriores a 50 %, además, se decidió hacer dos pruebas, en

donde a una muestra se dejó con la concentración de 1 ul de ADN y en otra muestra la

concentración de 0,5 ul de ADN, se realiza las corridas solo con una muestra de ADN cambiando

los parámetros especificados con anterioridad, se decide dejar la temperatura de hibridación a 58 °C

por 30 segundos, además, se usa los primers F1/R1 y F4/R4 para posterior correr en gel de agarosa

a una concentración de 1,2% como se observa en la figura 17. En este protocolo se puede

determinar con mayor precisión la autocomplementariedad de los primers, además de su

inespecificidad a la cadena de interes por lo que se pasa un protoco cinco aumentado únicamente la

concentración de los primers/cebadores como prueba confirmatoria de la no especificidad de los

mismos.

Figura 17.

Gel de electroforesis en el cuarto protocolo (concentración de agarosa 1,2%). Carri B: Control

negativo. Carril 1: muestra 1a, ADN: 1uL. Carril 2: muestra 1a, ADN: 0,5 uL. Carril 3: muestra
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1a, ADN: 1uL. Carril 4: muestra 1a, ADN: 0,5 uL. Carril Mpm: Marcador de peso molecular.

Carril 1 y 2 primers/cebadores F1/R1. Carril 3 y 4 primers/cebadores F4/R4.

En el protocolo cinco se decidió cambiar únicamente la concentración de los primers/cebadores

utilizando los pares R1/F1 Y R4/F4, pasando de una concentración de 50 % utilizado en el

protocolo anterior a 100 %, además se conservó la temperatura a 58 °C con 35 ciclos, se corrido

cada muestra por duplicado cómo se puede observar en la figura 18. En este protocolo se comprobó

de manera irrefutable la autocomplementariedad y la inespecificidad de los primers/cebadores para

el segmento de interés.

Figura 18.

Gel de electroforesis en el quinto protocolo (concentración de agarosa 1,2%). Carri B: Control

negativo. Carril 1: muestra 1a. Carril 2: muestra 1a,. Carril 3: muestra 1a. Carril 4: muestra 1a,

Mpm: Marcador de peso molecular. Carril 1 y 2 primers/cebadores F4/R4. Carril 3 y 4

primers/cebadores F1/R1.
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Después de establecer cinco protocolos, se determinó que los primers utilizados no lograron

amplificar el segmento rs429358. La causa principal fue la autocomplementariedad y la

inespecificidad de los pares de primers F1/R1 y F4/R4. A pesar de las modificaciones realizadas en

diversas condiciones de la PCR, tales como la temperatura de hibridación, las rampas de

temperatura, el número de ciclos y las concentraciones de ADN y primers, no se logró obtener el

amplicón. Otros factores que pudieron haber influido en el resultado incluyen el uso de agua

bidestilada en lugar de agua ultrapura para la reconstitución de los primers, ya que el agua

bidestilada puede ser una fuente de contaminación e interferencias. Además, se recomienda

experimentar con un rango de temperaturas de hibridación, tanto superiores como inferiores a la

temperatura media recomendada, en lugar de confiar únicamente en la temperatura media sugerida

en los protocolos de los primers.

A lo largo del proceso, se adquirió un profundo entendimiento de los principios fundamentales de la

PCR y se desarrolló la habilidad para diseñar y optimizar primers, aunque se encontraron problemas
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de inespecificidad que impidieron la amplificación del segmento de interés. A pesar de ello, se

implementó la técnica de PCR, ajustando parámetros clave como la temperatura de hibridación, el

número de ciclos y las concentraciones de ADN y primers, lo que permitió mejorar la precisión y el

control de los experimentos.

4.2 Discusión

Los resultados obtenidos en este estudio revelaron que los primers F1/R1 y F4/R4 no lograron

amplificar el segmento rs429358, lo que puede atribuirse a su autocomplementariedad e

inespecificidad. A pesar de realizar cinco protocolos y modificar diversas condiciones de PCR,

como la temperatura de hibridación y la concentración de reactivos, el amplicón esperado no se

obtuvo. Este fenómeno sugiere la existencia de otros factores que podrían estar afectando la

amplificación, como el uso de agua bidestilada en la reconstitución de los primers, que puede haber

introducido contaminantes en la reacción. La calidad del agua es a menudo subestimada, pero puede

impactar significativamente la eficacia de la PCR; por ello, se recomienda utilizar agua ultrapura en

futuros experimentos. Además, es crucial seleccionar primers que sean específicos y que eviten

interacciones no deseadas. Para optimizar la amplificación, sería beneficioso explorar un rango más

amplio de temperaturas de hibridación, tanto superiores como inferiores a las recomendaciones

estándar, para identificar condiciones más favorables.

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica fundamental en la biología molecular,

pero su eficiencia puede variar significativamente dependiendo de los parámetros que se estén

usando. Según Calero et al (2009), existen diferentes métodos de PCR utilizados en la actualidad,

específicamente para amplificar fragmentos polimórficos de la APOE se usa con frecuencia el

método PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism-PCR), sin embargo este y otro

métodos tienen altos costos y son propensos a errores cuando los parámetros tienen una mínima

variación, otros métodos menos utilizados como el PCR-SSP (Simple sequence specific

primer-PCR), ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-PCR) pueden ser altamente

sensibles y de menor costo no obstante tiene limitaciones dado a que se necesita una verificación en

gel de agarosa por electroforesis y el escaso número de muestra analizadas por corrida. El presente

estudio utiliza PCR punto final con el fin de obtener el amplicón a bajo costo para que en

posteriores estudios pueda ser utilizado como método predictor de la enfermedad para la población,
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considerando que los países en vías de desarrollo como el Ecuador la incidencia de casos de EA es

mayor.

Por otro lado estudios realizados en Irán por Najd et al (2023), cuyo objetivo principal es detectar

el polimorfismo rs429358 y el rs7412 segmentos implicados en los polimorfismos ε2, ε3 y ε4 donde

se analizaron 164 pacientes a las cuales previamente se realizó una genotipificación de los

polimorfismos. Se sintetizaron los primers/cebadores en el Software Gen Runner comprobando la

especificidad en la plataforma BLAST de la NCBI como se describe en la tabla 14. Entre los

descubrimientos llevados a cabo en la investigación se determina que usando ADN polimerasa

HiFid se generaba una mejor amplificación del polimorfismo a 25 ciclos, la eficiencia del proceso

se la atribuyó a la Taq polimerasa que contiene el reactivo HiFid, finalmente la verificación del

amplicón se realizó en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio, en el estudio demostró

que los resultados fueron estadísticamente representativos (valor p <0,001). En general, hubo una

consistencia del 91 % y 100 % entre sus métodos optimizados de PCR Tetra-ARMS con RFLP y de

tipificación de chip, respectivamente, en el reconocimiento de los genotipos de interés. En la Tabla

14 se presentan los primers diseñados en el estudio de Najd et al. (2023), quienes elaboraron tres

pares diferentes de primers utilizando la técnica de PCR Tetra-ARMS (Amplificación Refractaria de

Múltiples Alelos), una metodología empleada para la detección de polimorfismos genéticos, como

mutaciones puntuales, SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), y alelos específicos (Medrano RF

& de Oliveira CA, 2014)., como es el caso del APOE. Estos difieren de nuestros cebadores, ya que

en nuestro estudio se diseñaron dos pares de primers (empleando un par a la vez) para abarcar

ambos SNPs en los codones 112 y 158 lo que nos permite obtener fragmentos más grandes pero

menos específicos de cada mutación.

Tabla 13.

Secuencia de los cebadores utilizados en estudio publicado por (Najd et al., 2023).

Nombre Secuencia 5’-3’ pb Tem °C

Comun OF ACTGACCCCGGTGGCGGAGGA 21 69,2

Común OR CAGGCGTATCTGCTGGGCCTGCTC 24 72,1

rs429358-IR1 GCGGTACTGCACCAGGCGGCCTCA 24 73,8
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rs429358-IF1 GGCGCGGACATGGAGGACGGGC 22 73,3

rs7412-IR2 CCCGGCCTGGTACACTGCCAGTCA 24 72,1

rs7412-IF2 CGATGCCGATGACCTGCAGACGC 23 70

En este trabajo de integración curricular se diseño los primers/cebadores en la página NCBI y se

realizó un PCR punto final, a diferencia del estudio comparativo utilizamos “PCR Supermix” , al

utilizar la ADN polimerasa sin la combinación de polimerasa Taq y pfu es posible que la

amplificación/elongación de la cadena por la actividad reducida de la polimerasa no se de con la

eficiencia necesaria, considerando que en este estudio aumentamos los ciclos hasta llegar a 40 a

comparación del estudio citado que utilizo 25 ciclos y se verificó un amplicón.

En otro estudio realizado por Kapur et al (2006), se realizó una genotipificación a 20 pacientes con

diagnóstico de EA mediante la técnica de PCR-RFLP utilizando un conjunto de cebadores y

enzimas de restricción. Los cebadores utilizados fueron 1F 5’ GCG GAC ATG GAG GAC GTG 3’

y 2R 5’ CCA CAC TCA CAG TTT TCT CTT 3’, que producen un producto de PCR de 177 pb.

Los parámetros de ciclado de PCR consistieron en una incubación inicial de 5 minutos a 95°C,

seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 95°C (30 s), alineación a 55°C (30 s) y elongación a

72°C (30 s). La PCR se realizó en un termociclador Eppendorf Mastercycler, en un volumen final

de 20 µl, 2.0 µl (0.1 µg/µl) de ADN genómico, 1.6 µl de cada dNTP (2.5 mM), 0.5 µl de cada uno

de los dos cebadores (10 µM), y 1.2 µl de DMSO. El producto de PCR fue digerido con 10 U de la

enzima de restricción Hin 61 a 37°C durante 2 horas. Los productos de PCR digeridos y no

digeridos se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12% en 1X de tampón Tris-Borato-EDTA

(TBE) utilizando una unidad de electroforesis en gel vertical . El análisis de restricción del producto

de PCR de 177 pb produce tres fragmentos de 92 pb, 67 pb y 18 pb en el caso del genotipo

Apoε2/2; 92 pb, 48 pb, 19 pb y 18 pb en el caso del genotipo Apoε3/3; y 72 pb, 48 pb, 20 pb, 19 pb

y 18 pb en el caso del genotipo Apoε4/4. Así, la presencia o ausencia de bandas de 67 pb, 48 pb y

72 pb distingue los alelos Apoε2, Apoε3 y Apoε4.

En nuestro trabajo por otra parte la incubación inicial fue de 4 minutos en lugar de 5, la

desnaturalización la realizamos a temperaturas muy cercanas pero a la mitad del tiempo que en este

artículo (15 s). Se utilizó “ PCR Supermix” en lugar de los componentes individuales y realizamos

la electroforesis en gel de Agarosa al 1.2% en lugar de Poliacrilamida, no se empleó enzimas de
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restricción ya que nuestro propósito es la estandarización del método de PCR más no la

genotipificación; a relación al estudio publicado por Kapur et al (2006) las enzimas de restricción

aportan mejores condiciones para amplificar el segmento polimórfico de la APOE4.

En un análisis de casos y controles realizado por Pourshaikhaliet et al (2022), se examinaron 90

pacientes con Alzheimer como grupo de casos y 90 individuos sanos como grupo de control. La

genotipificación de APOE se llevó a cabo mediante técnicas de HRM y PCR Multiplex T-ARMS.

Se diseñaron los primers utilizando las herramientas en línea Primer3, la herramienta de diseño de

primers blast de NCBI y las herramientas offline Oligo del software Gene Runner. Se menciona

además que la longitud apropiada del amplicón para los primers de genotipificación de

polimorfismos de nucleótido único (SNP) mediante HRM es de aproximadamente 100 bp. Por lo

tanto, los primers para los dos loci rs429358 y rs7412 se diseñaron por separado. Los primers

amplifican 118 y 94 bp para detectar los alelos rs7412 y rs429358, respectivamente. Los primers

utilizados para el estudio en el caso de la PCR T-ARMS Multiplex fueron seleccionados de trabajos

anteriores, por otro lado se diseñaron primers que amplifican 719 pb del gen APOE que engloba

ambos SNPs (Tabla 15).

Para la HRM se realizó PCR en tiempo real. Para la PCR T-ARMS múltiple la reacción de PCR se

realizó con el termociclador C1000 Touch (BioRad). Cada microtubo contenía en un volumen total

de 31.45 µl con 40 ng de ADN polimerasa, 0.25 unidades de HotStarT taq ADN polimerasa, 6%

DMSO, 1 mM de MgCl2, 15 pmol de cada uno de los cebadores (FO, RO, FI-1, RI-1, FI-2, RI-2),

2.5 µl de buffer AMS, 0.5 µl de DNTP, 0.5 µl de BSA y agua suficiente. El programa de Multiplex

T-ARMS PCR consistió en un paso inicial de desnaturalización a 94 ̊C durante 3 min, seguido de 25

ciclos a 94 ̊C durante 1 min, 55 ̊C durante 30 segundos y 72˚C durante 2 min, seguido de 72˚C

durante 5 min. Los productos de la PCR se diferenciaron en gel de agarosa al 2% y se tiñeron con

un tinte de Invitrogen. La secuenciación se envió a un laboratorio de Corea para confirmar los

resultados de la genotipificación (Pourshaikhali, et al., 2022).

Durante nuestro diseño experimental logramos diseñar dos pares de primers que abarcan ambos

loci rs429358 y rs7412 con tamaños de 435 a 439 pb (R1,F1 y R4,F4 respectivamente) (tabla 12).

Sin embargo, a pesar de que el tamaño del amplicón es relativamente grande no explicaría el hecho

de que no se haya podido amplificar ya que Pourshaikhali, et al (2022), diseñó primers que abarcan

ambos SNPs con un tamaño mayor de pb, específicamente de 719 pb para la secuenciación..
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Otros motivos por los cuales no se haya podido amplificar puede ser el % de GC que es de 55.56

% y 54.95% para F1 y R1 respectivamente y de 52.63% y 64.71% para F4, R4 los cuales son altos

dado que lo recomendable es que sean inferiores al 50%. La autocomplementariedad es baja siendo

de 2 para todos los primers sin embargo la especificidad puede haber constituido el impedimento

para que exista una amplificación adecuada ya que durante el diseño se observó que existía la

posibilidad de que se uniera a otros fragmentos del ADN cercanos a 100 pb.

Tabla 14.

Secuencia de los cebadores utilizados en estudio publicado por (Pourshaikhali, et al., 2022).

Usado para Aplicación Primer
s

secuencia de Primers

HRM
rs7412 (118 pb) F

R
5’-CGATGCCGATGACCTGCAGA-3'
5’- GCGGCCCTGTTCCACCA-3’

rs429358 (94 pb) F
R

5'- GGCACGGCTGTCCAAGGAG-3'
5'- CTCGCCGCGGTACTGCAC-3'

PCR T-ARMS
múltiple

Cebadores externos
comunes

FO
RO

5’-ACTGACCCCGGTGGCGGAGGA-3'
5’-CAGGCGTATCTGCTGGGCCTGCTC-3
'

Cebadores internos en
rs429358

FI-1
RI-1

5'GGCGCGGACATGGAGGACGgGC-3'
5’-GCGGTACTGCACCAGGCGGCCtCA-3
’

Cebadores internos en
rs7412

FI-2
RI-2

5’-CGATGCCGATGACCTGCAGAcGC-3'
5’-CCCGGCCTGGTACACTGCCAGtCA-3
’

PCR-DNA
secuenciación

Ambos SNPs
(719 pb)

F
R

5’-GGACGAGACCATGAAGGAGTT-3'
5’-GCTTCGGCGTTCAGTGATTGT-3'
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Capítulo V

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se logró identificar in silico la secuencia del segmento rs429358 del polimorfismo Apoε4, lo cual es

crucial para entender su rol en la patología de la enfermedad de Alzheimer y durante la realización

de esta tesis se decidió agregar el polimorfismo rs7412 ya que nos permitiría identificar el resto de

alelos homocigotos (ε2/ε2, ε3/ε3, ε4/ε4) y heterocigotos (ε2/ε3, ε2/ε4, ε3/ε4) ya que si bien tener

una o dos copias del alelo ε4 aumenta la susceptibilidad, tener el alelo ε2 tienen un efecto protector

frente a la EA de inicio tardío. Este paso permitió avanzar en el conocimiento específico de la

secuencia objetivo y su relevancia en el contexto de la enfermedad.

Los primers diseñados y sintetizados resultaron ser específicos in silico sin embargo en la marcha

experimental in situ no se pudo obtener amplicones del segmento rs429358 debido en parte a la

autocomplementariedad de los cebadores y a la inespecificidad de los mismos. Este inconveniente

puede deberse a varios factores, como la alta similitud de la secuencia con otras secuencias en la

base de datos, la presencia de estructuras secundarias complejas, la autocomplementariedad de los

primers o limitaciones técnicas en el proceso de diseño de cebadores.

En el diseño experimental se usó PCR punto final una técnica cualitativa o semicuantitativa para

amplificar el segmento de interés, sin embargo presenta limitaciones las cuales pueden disminuir si

usamos PCR en tiempo real u otros tipos de PCR con el fin de tener mayor precisión en la

amplificación del segmento de interés en el estudio.

Se evaluó la amplificación del amplicón mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y se

evidenció que no proporcionó las bandas específicas esperadas, lo que confirma que los cebadores

diseñados no eran adecuados para la amplificación del segmento rs429358. Esta etapa puso en

evidencia la necesidad de revisar y mejorar el diseño de los cebadores para futuros intentos de

amplificación.
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5.2 Recomendaciones

Utilizar herramientas de diseño de cebadores más avanzadas y actualizadas o realizar pruebas

cruzadas entre plataformas para poder considerar la optimización de parámetros como la

temperatura, la longitud del cebador y la ausencia de estructuras secundarias.

Se debe considerar el uso de técnicas complementarias (de soporte) como la PCR en tiempo real

(qPCR) o la PCR digital (dPCR) que puedan proporcionar mayor sensibilidad y especificidad en la

detección del segmento rs429358.

Usar agua ultrapura para diluir los primers/cebadores.

Llevar a cabo ensayos de controles positivos utilizando secuencias conocidas para validar la

eficacia de los nuevos cebadores antes de aplicarlos a muestras experimentales.

Utilizar enzimas de restricción ya que permite identificar los polimorfismos y mejorar los

amplicones en cada corrida.
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Anexos

Anexo A: Diseño de los primers
a) En la página del National Center for Biotechnology Medicine (NCBI), cambiar la opción de

“All Databases” por “SNP”.

b) Con la opción “SNP” ingresar el rs429358 y hacer click en “search” y seleccionar la primera
opción

.
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c) Seleccionar la opción de “flanks”.

d) Una vez encontrado el rs429358 identificamos la posición en el gen “Position: 44908684” y

también la rs7412 “Position: 44908822”.

e) Elegir la opción “Tools", “BLAST and Primer Search” y “Primer BLAST” para que imprima el

rango observado en la pantalla.
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f) En “Primer BLAST” establecer los parámetros recomendados como máximo 500 pb, Tm mínima

50 °C, Optima 55 °C y Máxima de 60°C y la diferencia en la temperatura máxima entre ambos

cebadores de 2°C y seleccionar “Get Primers”.

g) En “Primer BLAST” nos da una advertencia de que “Nuestra plantilla de PCR es muy similar a
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las varias secuencias de la base de datos de búsqueda. Para aumentar la posibilidad de encontrar

cebadores específicos, revise la lista a continuación y seleccione todas las secuencias que sean

objetivos previstos o permitidos”. Seleccionamos a todos ya que corresponden a todos

polimorfismos de la APOE y luego “submit”.

h) Revisar visualmente que pares de primers son los óptimos para nuestra amplificación que

abarquen los dos polimorfismos.

h) Seleccionar el par de primers que cumplan con los parámetros establecidos F1, R1 Y F4, R4. Se

observa que en ambos pares de primers existe la posibilidad de que se amplifiquen otros segmentos

más pequeños (100 pb) o más grandes. Para verificar la especificidad se hará una prueba de PCR in

silico.
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Anexo B: Verificación de la especificidad de los primers diseñados in sílico.

a) Para la prueba in silico se realiza en la plataforma online UCSC Genome Browser Home.

b) Una vez en la página se selecciona la opción “In-Silico PCR”.

c) Pegar los primers diseños en la plataforma teniendo en cuenta cual es el Forward y cuál el

Reverse y hacer click en “Submit”.
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d) Revisar la amplificación de F1R1, en la cual se observa la especificidad de nuestro

fragmento. En azul se encuentra el SNP rs429358 (Posición: 44908684) y en rojo también

la rs7412 (Posición: 44908822).

e) Realizar los mismo con los primers F4R4. En azul se encuentra el SNP rs429358 (Posición:

44908684) y en rojo también la rs7412 (Posición: 44908822).

f) Una vez comprobada la especificidad se envían los primers para su síntesis.
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ANEXO C. Protocolo para preparación del gel de agarosa, las muestras amplificadas y

corrida de la electroforesis.

Protocolo 1 Protocolo
2

Protocolo
3

Protocolo
4

Protocol
o 5

Reactivos - 0,6 g de Agarosa.
- 50 ml de TAE Buffer.

- 0,6 g de agarosa.
- 50 ml de TAE Buffer.

Preparación
del gel

- Mezclar la agarosa con el
TAE.
- Calentar en microondas por
40 s hasta que se haga
transparente (Evitar
ebullición).
- Atemperar y agregar 200 uL
del indicador Green start.
- Poner en el molde junto con
el peine y esperar a que
solidifique.

- Mezclar la agarosa con el TAE.
- Calentar en microondas por 40 s hasta que se
haga transparente (Evitar ebullición).
- Atemperar y agregar 4 uL del indicador de
Bromuro de etidio.
- Poner en el molde junto con el peine y esperar
a que solidifique.
- Desmoldar y poner en la cámara de
electroforesis cubriendo completamente con el
buffer de TAE.

Preparación
de las
muestras

- Mezclar 15 uL de la muestra
del PCR amplificado y 5 uL
de azul de bromofenol.
- Pipetear los 20 uL de cada
muestra en cada pocillo,
- Agregar el blanco y 4 uL
del marcador de peso
molecular en las esquinas.

- Mezclar 10 uL de la muestra del PCR
amplificado y 10 uL de azul de bromofenol

- Pipetear los 20 uL de cada muestra en cada
pocillo.

- Agregar el blanco y 4 uL del marcador de
peso molecular en las esquinas.

Lectura de la
muestra

Cámara de luz azul. Cámara de UV a longitudes de onda baja y alta.
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