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RESUMEN

El ADNCcf se precisa como un conjunto de moléculas de cadena sencilla o doble,
cuya longitud abarca desde menos de 500 hasta 21 mil pares de bases. EI mismo se
encuentra circulando en los distintos liquidos corporales siendo de mayor alcance la
sangre. El objetivo de esta investigacion es analizar la correspondencia de los niveles
de ADNCcf utilizando Espectrofotometria UV-Visible en muestras de sangre de
pacientes oncoldgicos e individuos que no presentan esta patologia. El tipo de
investigacion es analitica y el disefio de: Campo, laboratorio, experimental,
transeccional y univariable. En este estudio se utilizan muestras de sangre de
pacientes oncoldgicos e individuos aparentemente sanos (que no sufren de céncer).
La muestra estd representada por 8 pacientes oncologicos y 54 individuos
aparentemente sanos que no presentan dicha patologia, pero que pueden presentar
otras alteraciones patoldgicas tales como dislipidemia, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, entre otras. La obtencion de la sangre se realizé por medio
de venopuncién y posteriormente fue extraido y purificado el ADNcf a partir de
plasma por el método propuesto por Lahiri y Nurnberger en 1991 (Lahiri y cols.,
1991). La determinacion de los niveles de ADNcf se realiz6 mediante el uso de
Espectrofotometria Uv-Visible. La encuesta fue el instrumento de recoleccion de
datos, los cuales fueron registrados en una hoja de célculo Excel para la realizacion
de la prueba estadistica t de student. En la mayoria de los casos no se presentan
diferencias significativas en la media de los grupos estudiados, excepto en la
comparaciéon de los grupos etarios de 20-35 afios y 36-55 afios. En cuanto a las
concentraciones de ADNct en individuos aparentemente sanos, los resultados
obtenidos difieren de los reportados por otros autores. Iguales resultados se obtienen
en los pacientes oncologicos, donde las concentraciones de ADN tienden a disminuir.

Palabras clave: ADNcf, Espectrofotometria UV-Visible, pacientes oncolégicos,
sangre, extraccion.
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad genética, aunque en la mayoria de los casos no es
hereditaria. En estas ultimas, el defecto se transmite a través de las células sexuales al
cigoto. En contraste, los trastornos que originan la mayor parte de los tumores
malignos afectan el ADN de las células somaticas. Esto provoca la proliferacion
celular incontrolable, con invasion del tejido adyacente sano y metéastasis, diferencia
principal entre el cancer y los tumores benignos. Su elevada incidencia y mortalidad,
unida al sufrimiento que provoca en los pacientes, convierten al cancer en un serio
problema de salud mundial y un reto para los servicios sanitarios. Todavia los
tratamientos actuales como la quimioterapia y la radioterapia, presentan serios efectos
indeseables, por lo que la comprension de la genética molecular de esta enfermedad
podria tener un favorable impacto sobre su diagndéstico, tratamiento y prondstico,
(Karp., 2009).

Al mismo tiempo el uso de biomarcadores en el cancer ha revolucionado la
medicina oncoldgica al permitir una deteccion temprana mas precisa, una seleccion
de tratamientos mas efectiva y un seguimiento mas detallado de la respuesta al
tratamiento. Algunos biomarcadores también pueden ayudar a identificar subtipos
especificos de céancer, lo que es fundamental para ofrecer terapias personalizadas y
mejorar los resultados clinicos. Es resumen, los biomarcadores desempefian un papel
crucial en la lucha contra el cancer al proporcionar informacién valiosa que guia a los
profesionales de la salud en la toma de decisiones clinicas (Lopez., 2021).

De ahi que el estudio del ADNcf (ADN Circulante) como biomarcador en el
cancer ha revolucionado la forma en que se diagnostica, trata y monitorea esta
enfermedad. EI ADN liberado por las células tumorales en la sangre (necrosis) puede
proporcionar informacién crucial sobre la presencia de cancer, su evolucion y la
respuesta al tratamiento. Al analizar este material genético, los investigadores pueden
identificar mutaciones especificas relacionadas con el céancer, lo que permite una

deteccion temprana mas precisa y un seguimiento mas efectivo de la enfermedad,



gracias a estas innovaciones, el uso del ADNcf como biomarcador se ha convertido
en una herramienta prometedora en la lucha contra el cancer (LOpez., 2021).

Por lo antes mencionado es conveniente aclarar que el ADNct constituye una
pequefia proporcion del ADNcf libre total, menor al 1%. Y gracias a la mejora de la
sensibilidad de las técnicas analiticas utilizadas, esta siendo rapidamente aceptado
como una herramienta de confianza en Oncologia, ofreciendo un método mas
sensible para la deteccion de malignidad en comparacion con las técnicas de imagen u
otras aproximaciones convencionales en algunos tipos tumorales (Dasari., y cols.,
2020).

Por lo que respecta a las bases moleculares del cancer consiste en la acumulacion
de mutaciones (cambios) en el genoma de una Unica célula que causa su
transformacion neoplésica. Estas mutaciones confieren una ventaja proliferativa a la
célula, se rompe el equilibrio de las sefiales celulares y se produce una division
celular incontrolada de las células genéticamente dafiadas. Las mutaciones afectan
fundamentalmente a tres tipos de genes: Protooncogenes, genes supresores de
tumores y genes de reparacion de ADN vy, para entender esta nueva era de
investigacion en el cancer y el desarrollo de las nuevas terapias, es preciso conocer a
fondo la estructura, organizacion y funcion del material hereditario el ADN
(Calasanz., 2006).

Con este mayor conocimiento del genoma humano, asi como el desarrollo de
importantes avances técnicos, se abre una nueva era que incluye el desarrollo de
nuevos biomarcadores que no sean invasivos y sobre todo que permitan evaluar el
estado del paciente en tiempo real, en este orden de ideas sin duda el ADNCcf se
encuentra entre los nuevos posibles biomarcadores con alto potencial clinico, sin
embargo es necesario estudiarlo mas a profundidad, es por ello que en este proyecto
los autores buscan analizar el comportamiento de la concentracion de ADNCcf en
pacientes oncoldgicos e individuos que no presentan esta patologia, puesto que en la
actualidad no existen estudios que abarquen los valores normales de ADNCcf en
poblaciones mestizas si bien se han realizado reportes en otros paises existen

diferencias poblacionales asi como estilos de vida diferentes que pueden conllevar a



la variacion de los valores de la concentracion entre poblaciones sanas como
oncoldgicas. Razones por las cuales es necesario realizar mas estudios sobre estos
valores asi como las técnicas empleadas para extraccion y purificacion de dicha
molécula. En definitiva, las nuevas estrategias de investigacion biomédica suponen
un mayor conocimiento de la patogénesis, de la terapia de numerosas enfermedades
oncoldgicas ademas tienen un gran impacto tanto en la investigacion béasica en

cancer, y cada vez con mayor frecuencia, en la practica clinica, (Calasanz., 2006).



CAPITULO |

EL PROBLEMA.

Planteamiento del Problema.

El ADN, o &cido desoxirribonucleico, es una molécula fundamental en la genética
y la biologia. Contiene la informacidn genética que determina las caracteristicas
hereditarias de los seres vivos. Ademas permite la sintesis de proteinas y el
funcionamiento adecuado de las células. El estudio del ADN no solo ha
revolucionado campos como la medicina y la biotecnologia, sino que también ha
permitido comprender mejor la evolucion y diversidad de los organismos en nuestro
planeta. A su vez el ADNCcf se refiere al ADN liberado por células en el torrente
sanguineo, y su estudio ha ganado importancia en la investigacion biomédica, este se
puede encontrar en el torrente sanguineo y en otros fluidos corporales, como la saliva
o0 la orina. Se ha descubierto que el ADNcf puede provenir de diferentes fuentes en el
organismo, como células tumorales, sanguineas y normales que liberan fragmentos de
su ADN. En el contexto clinico, se distinguen dos tipos principales de ADN
circulante: el ADN tumoral circulante (ADNct) y el ADN derivado de células
normales. ElI ctDNA se libera de células tumorales y lleva consigo mutaciones
genéticas especificas que pueden ser utilizadas para detectar y monitorear la
progresion del cancer. Por otro lado, el ADN derivado de células normales puede
proporcionar informacion sobre procesos fisioldgicos o patoldgicos en el organismo,
abriendo nuevas posibilidades en el campo de la medicina personalizada y la
investigacion biomédica, (Alberg., y cols., 2003).

El ADN y el ADN circulante (ADNCcf) estan estrechamente relacionados en el
campo de la biologia y la medicina. EI ADN, como molécula portadora de la
informacidn genética en las células, desempefia un papel crucial en la determinacion

de las caracteristicas hereditarias y el funcionamiento celular. Por otro lado, el



ADNCcf, liberado al torrente sanguineo y otros fluidos corporales, ofrece una ventana
Unica para el estudio no invasivo de procesos fisiologicos y patoldgicos en el
organismo, (Mouliere., y cols., 2018).

Por otro lado el cancer es una enfermedad caracterizada por el crecimiento
descontrolado de células anormales que pueden invadir tejidos circundantes y
propagarse a otras partes del cuerpo. Esta condicién puede tener maltiples causas, que
van desde factores genéticos y ambientales hasta el estilo de vida de una persona. El
cancer se ha convertido en un desafio global para la salud, con diferentes tipos de
cancer que afectan a millones de personas en todo el mundo, (Diaz., y cols., 2014).

En relacion con el ADN circulante, se ha descubierto que el analisis de fragmentos
de ADN liberados por células tumorales en la sangre, conocido como ADN tumoral
circulante (ctDNA), puede proporcionar informacion valiosa para la deteccion
temprana, el seguimiento y la personalizacion del tratamiento del cancer. La
presencia y caracteristicas del ctDNA en el ADN circulante pueden revelar
mutaciones genéticas especificas asociadas con el cancer, lo que abre nuevas
posibilidades para la medicina de precision y la mejora de los resultados clinicos en
pacientes oncoldgicos, (Bettegowda., y cols., 2014).

A pesar de los numerosos estudios que se han realizado acerca del cancer, pocos
han sido enfocados con respecto a la asociacion que tiene el ADN circulante con esta
enfermedad. Con la realizacion de este proyecto se pretende conocer y proporcionar
informacidn sobre la relacion que podria tener esta molécula con el estadio de la
enfermedad y la variacion de los niveles de ADN circulante en pacientes ya
diagnosticados si los comparamos con los niveles en personas sanas.

Para la determinacion del ADN circulante no existen técnicas estandarizadas de
laboratorio que permitan una facil determinacion y cuantificacion de él, ya que las
técnicas gque se han desarrollado son de alto costo, indirectas y poco sensibles; en este
proyecto se pretende desarrollar una técnica espectrofotométrica para determinar los
niveles de ADN circulante en pacientes oncoldgicos y en personas sanas.

En el mismo orden de ideas con respecto al problema de investigacion algunos

autores han realizado la investigacion con otros procedimientos tales como citometria



de flujo, andlisis molecular (técnicas moleculares) aunque esta se encuentra en
desarrollo, asi como la espectrofotometria uv-visible obteniendo a su vez resultados
similares lo que ha llevado a estos autores a estudiar la presencia de ADN circulante
en los diferentes tipos de enfermedades intensificando el estudio en pacientes que
padecen de cancer como otros tipos de enfermedades, (Chavez., y cols., 2016).

Por consiguiente la cuantificacion de las células tumorales ha demostrado su
utilidad como valor pronostico. Segin Rodriguez el andlisis con radiacion ultravioleta
presento muy buena sensibilidad en la medida de ADN comercial, el instrumento de
medida utilizado presenta una buena resolucion y sensibilidad en un amplio rango de
longitudes de onda. De esta forma se puede concluir que el uso de técnicas
espectrofotométricas como uv- visible para la obtencion de ADN circulante
relacionada con patologias complejas del ser humano sera automatico y de mayor
eficiencia, (Rodriguez., 2006).

Justificacion e Importancia de la Investigacion

La justificacion debe responder a los por qués o razones de la investigacion.
Especificamente, estas razones pueden ser categorizadas como necesidades,
curiosidades y preocupaciones, motivaciones, intereses. También, valores,
potencialidades, oportunidades, tendencias, contradicciones (Hurtado., 2010).

La autora de esta investigacion identifico necesidades tales como: Las personas
con cancer presentan variaciones de la enfermedad entre individuos esto implica que
cada tratamiento debe ser especifico para cada tumor por ello es necesario encontrar
métodos de diagndstico con alta sensibilidad para lograr la deteccion temprana de
dicha enfermedad y poder hacer mas eficiente el tratamiento (American Cancer
Society, 2020). Ademas, (Moss., y cols., 2020) detectaron ADNct de mama, antes
del tratamiento en pacientes con enfermedad localizada con una sensibilidad del 80 %
y una especificidad del 97 %. Lo que despertd el interés de la autora por la alta

sensibilidad y especificidad antes indicada implicando un aspecto importante para la



vida y el desempefio profesional. Las razones anteriores justificaron porque se
escogio al objeto de estudio.

La investigadora de este estudio identifico razones que le interesaron y mostraron
tendencias. Entre ellas la prevalencia del aumento de los niveles de ADNct segun el
estadio de la enfermedad, en el cancer de pulmoén la cantidad total de ADNct fue
mayor en los que tenian metastasis a distancia que en los que no. En particular, la
cantidad de ADNct de fragmentos largos fue significativamente mayor en esos
pacientes. (Jaraba., y cols., 2021).

La investigadora decidi6 focalizar su interés sobre el evento de estudio niveles de
ADN circulante utilizando espectrofotometria Uv-visible por varias razones. Primero
los conocimientos tedricos sobre los niveles de ADN circulante en muestras de sangre
de pacientes oncologico y personas sanas deben ser mostrados a profundidad con la
intencion de permitirnos distinguir con claridad la potencialidad para el diagnostico,
prondstico y monitoreo de distintas condiciones clinicas en particular enfocado
principalmente en pacientes con céncer, esto debido al aumento en los valores de
ADN circulante presentes en pacientes con dicha enfermedad. Segundo es importante
revisar las aproximaciones tedricas ya que el mismo puede implicar un cambio en la
vida del ser humano principalmente en personas con esta enfermedad debido a su tasa
de mortalidad. Tercero esto constituye una opcion para el personal del area de salud.

Al considerar los por qués anteriores, la autora también encontré razones con
categoria de potencialidad. Por eso, los niveles de ADNcf representaron una
potencialidad que motivo la realizacion de esta investigacion. Especificamente, que
las concentraciones de ADNcf son mayores en personas con cancer que en personas
sanas. (Rodriguez., y cols., 2021), ademas, La deteccion de los diferentes niveles de
ADNCcf pueden llevarse a cabo a través de la técnica de espectrofotometria Uv-
visible, la cual es una practica analitica que permite establecer la concentracién de un
compuesto en solucion (Abril., y cols., 2010).

Mediante esta técnica se puede obtener una cuantificacion precisa del ADN, ARN
y proteinas utilizando pequefias cantidades de muestra lo que refiere un gran avance

en el diagnostico del céancer tanto por lo antes mencionado como por su facil



obtencion debido a que dicho ADN se puede obtener de una muestra de Sangre. La
misma tiene la particularidad de poder absorber luz ultravioleta, teniendo su méaximo
de absorcidn en 260nm en estado puro logrando calcular la concentracion del ADN
(Maldonado., y cols., 2018).

Objetivos de la Investigacion.

Obijetivo General.

Determinar los niveles de ADN circulante en muestras de sangre de pacientes
oncoldgicos y una muestra poblacional de individuos que no presentan esta patologia,
utilizando espectrofotometria UV-Visible.

Obijetivos Especificos.

e Preparacion de control positivo de ADN nuclear a partir de Leucocitos

e Establecer la longitud de onda a la cual el ADN circulante presenta mayor
absorbancia (Barrido Espectral) (ver Anexo 7 pag 116).

e Optimizacion de condiciones de trabajo para la determinacion de ADNCcf en
sangre.

e Comparar los valores de ADNcf de pacientes oncoldgicos con personas que no
presenten esta patologia.

e Evaluar si se presentan cambios en la concentracion de ADNcf en los individuos
controles, considerando grupos etarios, sexo, algin tipo de patologia

cardiovascular y estilo de vida.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion.

El alcance de una investigacion esta representado por la amplitud y profundidad
del conocimiento que se quiere aprender (Hurtado, 2010). Por tal motivo, el verbo del
objetivo general es la cuspide del conocimiento que se va a adquirir durante la
realizacion de la investigacion, ya que el mismo se refiere a la profundidad del
estudio a realizar. Al respecto, el alcance de esta investigacion estuvo representado
por la deteccion de los niveles de ADN circulante en muestras de sangre de pacientes

oncoldgicos e individuos sanos, mediante espectrofotometria UV-Visible

Limitaciones de la Investigacion.

En cuanto a las limitaciones de la investigacion, es importante considerar los
aspectos relacionados con las teorias y los trabajos previos que la sustentan. También,
existen limitaciones sobre como hacer los procedimientos y el presupuesto disponible
para realizar la investigacion. Estas limitaciones corresponden con las mencionadas
por Herndndez, Ferndndez y Batista, 2014. Tales como: teéricas, técnicas y de
presupuesto. Especificamente, en esta fase de proyecto, existen limitaciones en
cuanto a la disponibilidad de trabajos previos, pues se han encontrado pocos articulos
actualizados. Otra limitacion es de tipo técnica, ya que los instrumentos utilizados en
ocasiones han presentado fallas. También, limitaciones en cuanto a los Pacientes
encontrados dispuesto a participar del estudio, por ultimo limitaciones de presupuesto

secundaria a la crisis econdmica.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

La situacion actual del problema de estudio ha sido divulgada por varios autores
en los ultimos 5 afios. Al respecto Moss y cols. En su trabajo titulado EI ADN
circulante derivado de la mama permite la deteccion y el seguimiento universales del
cancer de mama localizado, en el afio 2020, Describieron un ensayo basado en la
metilacion del ADN capaz de detectar el ADNcf de una manera especifica y sensible,
para ello adoptaron un enfoque alternativo, confiando en loci genémicos con un
patron de metilacion exclusivo del epitelio mamario (normal y canceroso), en
comparacion con otros tejidos de salud. Concluyendo que los niveles de ADN
circulante libre de células de mama estan elevados en el cancer de mama y reflejan la
biologia del tumor.

Del mismo modo, Tomonori y colaboradores en el 2020, en su trabajo sobre el
Origen del ADN libre circulante en pacientes con cancer de pulmén. Fraccionaron
medios acondicionados aislados de lineas celulares de céncer de pulmon,
recolectando muestras de sangre periférica en tubos que contenian citrato de sodio al
3,2 %. Los autores demostraron que, en pacientes con cancer de pulmén, la cantidad
total de ADNCcf fue mayor en los que tenian metastasis a distancia que en los que no.
En particular, la cantidad de ADNcf de fragmentos largos fue significativamente
mayor en esos pacientes.

Por su parte Romero y colaboradores en el 2021 realizaron un trabajo titulado: El
analisis de ADNct revela diferentes patrones moleculares a medida que progresa la
enfermedad en pacientes tratados con osimertinib. Para lo cual recogieron 326
muestras de plasma seriadas y las analizaron mediante PCR digital (dPCR) y

secuenciacion de nueva generacion (NGS). Dichos autores identificaron tres patrones
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moleculares a la progresion del tratamiento con osimertinib en segunda linea, en
pacientes con CPCNP con mutaciones en EGFR. Estos patrones tenian valor
pronostico. Ademas, en estos pacientes el aclaramiento del ADNct a los 3 meses de
tratamiento identificaba a pacientes con mejor supervivencia. Poniendo en evidencia
la utilidad del ADNct para la deteccion de mecanismos de resistencia frente a las tres
generaciones de EGFR-TKIs, poniendo de manifiesto la gran heterogeneidad de
mecanismos moleculares que albergaban los tumores.

De igual importancia, Gil Sabater en el 2021, en su proyecto titulado: Validacion
de nuevos biomarcadores no invasivos para el cancer renal (RCC): ADN libre
circulante en orina. Evaluaron la integridad del ADNcf en orina como biomarcador
para RCC para este proposito, utilizaron una coleccién de muestras de orina de 57
pacientes con RCC con los tres subtipos principales (38 de células claras, 14 papilares
y 5 cromoéfobos) y 27 controles sanos. Después del aislamiento del ADNcf de la
orina, el nivel de expresion de un fragmento corto (potencialmente resultante de la
apoptosis) y uno largo (potencialmente resultante de la necrosis) de los genes ACTB,
AR, BCAS1, MYC y STOX1 los cuantificaron mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (g-PCR). Llegando a la conclusion que algunos de los biomarcadores estudiados
mostraron potencial diagndéstico y clasificatorio en el CCR. La integridad de ACTB y
AR vy los fragmentos cortos de MYC y STOX1 podrian utilizarse para diagnosticar el
CCR de células claras, mientras que para el papilar y el croméfobo podrian utilizarse
el cociente ACTB y el fragmento corto de MYC, respectivamente.

Asi mismo, Ren y colaboradores en el 2024, estudiaron a 53 personas sanas 'y 71
pacientes con NSCLC (Cancer de pulmon de células no pequefias), incluidos los
estadios | (n=23), 1l (n=14), 1l (n=14) y IV (n = 20). Con la finalidad de evaluar el
valor de la deteccion combinada de la concentracién e integridad del ADNcf en
plasma en el diagnostico temprano del NSCLC (Cancer de pulmon de células no
pequefias). Empleando PCR cuantitativa de fluorescencia en tiempo real para
determinar la concentracion y la integridad del ADNcf en plasma. De ahi que la
deteccion combinada de la concentracién e integridad del ADNcf en plasma tuvo un

mayor poder de diagndstico para diferenciar a los pacientes con NSCLC (Céancer de

11



pulmoén de células no pequerias) en estadio I/11 de personas sanas que la deteccion de
la concentracion plasméatica de ADNCcf sola o de la integridad sola.

Antecedentes Historicos

A lo largo de su vida, las personas pueden atravesar por distintos escenarios
clinicos, enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico; infecciones bacterianas y virales, como la tuberculosis y la
hepatitis, respectivamente; el embolismo pulmonar y otras condiciones, como el
infarto y el embarazo. Todas ellas, a simple vista, parecen no compartir caracteristica
alguna. Sin embargo, quienes presentan estas condiciones si tienen algo en comun: la
presencia de acido desoxirribonucleico (ADN) fuera de sus células, que circula
libremente en su sangre. Curiosamente, la existencia del ADN circulante fue
reportada por primera vez por Mandel y Métais en 1948, s6lo cuatro afios después de
la demostracion de que el ADN es el material de la herencia y cinco afios antes del
articulo de Watson y Crick sobre la estructura en doble hélice del ADN.

Esto provocd que, a pesar de la naturaleza innovadora del trabajo de Mandel y
Métais, quienes observaron la presencia de ADN extracelular en la sangre de
personas sanas y con distintas enfermedades, no se le tomara en cuenta sino hasta
finales de 1960, cuando el ADN extracelular se redescubrié en suero y plasma de
personas con lupus eritematoso sistémico.

Desde entonces, se ha demostrado la presencia del ADN circulante en personas
sanas, personas con distintas enfermedades y pacientes con cancer, principalmente en
forma de mononucleosomas u oligonucleosomas (los nucleosomas son estructuras
repetitivas, formadas por ADN y proteinas, que constituyen la unidad fundamental de
la cromatina, forma de organizacion del ADN en las células eucariontes, es decir, las
que tienen un ndcleo delimitado por una membrana), esta conformacion
probablemente contribuye a proteger al ADN de la accion de las nucleasas (enzimas
que destruyen los acidos nucleicos), esto, en primera instancia, ha hecho posible su

deteccion en plasma y suero sanguineo (Ezquerro., y cols., 2008).
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En el afio 2009 en la linea de la revista Molecular Nutrition and Food Research,
Ruth Chan y colaboradores publican una revision sobre el cancer de préstata y el
consumo de vegetales. Hay datos que sugieren que una dieta rica en verduras puede
reducir su riesgo. El principal mecanismo de este efecto de defensa vegetal es la
proteccion antioxidante contra el ADN y el dafio celular.

Estos autores identificaron que los tomates y sus derivados contienen el
carotenoide antioxidante licopeno. Dos estudios de cohortes informaban que este
fruto disminuia el Céancer de prostata (CaP) y 3 estudios de cohorte sefialaban no
haber encontrado alguna asociacion significativa. Ademas, una investigacion sugeria
que el beneficio potencial es mayor en el CaP avanzado, en comparacion con el
localizado. En general, los estudios con tomates y licopenos muestran resultados
inconsistentes sobre la reduccién de riesgo del CaP, si bien los alimentos a base de
licopenos probablemente sean protectores para otras patologias (Chan., y cols., 2009).

Los estudios basados en la poblacion son limitados y el beneficio de proteccién de
determinados vegetales sobre el cancer de prostata aun queda por dilucidar. En todo
caso, a pesar de los resultados de esta revision, deberian promoverse los beneficios
generales de la alimentacion en base a vegetales para la prevencion del cancer en
general y de otras enfermedades relacionadas con la dieta. En los Estados Unidos, los
canceres diagnosticados con mayor frecuencia son los de préstata, pulmdn/bronquios
y colon/recto en los hombres y los de mama, pulmén/bronquios y colon/recto en las
mujeres (Chan., y cols., 2009).

En el afio 2013 Dawson y sus colegas (Universidad de Cambridge, Reino Unido)
compararon radiografias de tumores con analisis de ADN libre, CA 15-3 y células
tumorales circulantes en 30 mujeres con cancer de mama metastasico que estaban
recibiendo terapia sistémica. La secuenciacion del genoma identifico alteraciones
gendémicas somaticas y ensayos personalizados cuantificaron el ADN tumoral
circulante (ADNcf) en muestras de plasma recolectadas en serie.

En el 2016 Underhill y colaboradores de diversas universidades de Estados
Unidos, definieron las diferencias de longitud de los fragmentos del ADN circulante

tumoral (ADNct) y el ADN libre proveniente de células normales. Analisis previos
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realizados con modelos animales para el estudio de glioblastoma mostraron que
piezas de ADN tumoral tienen un tamafio inferior que los correspondientes a células
sanas. Particularmente los primeros son entre 20 y 50 pares de bases mas cortos. Este
hallazgo fue posteriormente revalidado en ratas modelo de cancer de higado, lo que
sugirié a los autores que dicha diferencia de longitud podria ser una constante para
los diversos tipos de cancer, sin embargo, ain era desconocido si esto se replicaba
para los casos de seres humanos.

Para averiguarlo, los investigadores compararon el ADNct de pacientes con
melanoma y el material genético de personas sanas, evidenciando que la variabilidad
nucleotidica también era una caracteristica distintiva entre ambos componentes,
adicionalmente, mediante técnicas de secuenciacion se observo que los fragmentos de
ADN que poseen mutaciones, son mas pequefios que las secuencias libres de tales
anomalias (Underhill., y cols., 2016).

Posteriormente, gracias al desarrollo tecnoldgico, se ha logrado observar un
aumento en los niveles del ADN circulante de personas con distintas condiciones
patologicas, incluyendo inflamacién, infeccién, insuficiencia cardiaca, insuficiencia
respiratoria severa, embolismo pulmonar, enfermedades autoinmunes y cancer, en
comparacién con los niveles que presentan las personas sanas. (Gil., y cols., 2017).
En cuanto a los métodos posteriores se evidencia que intentan eliminar artefactos
durante la secuenciacion para aumentar la sensibilidad analitica bioinformética de la
deteccion de alelos mutantes, las técnicas anteriores explotan las aparentes diferencias
de tamafio entre el ADNct y el ADNcf, en particular, estudios previos basados en
amplicones demostraron que el ADNct esta muy fragmentado y ocurre con mayor
frecuencia en tamafos de 400 pb (Husain., y cols., 2017).

Durante la muerte celular, el ADN que no esta contenido dentro de una membrana
(es decir, ADN libre de células) ingresa a la circulacion. La deteccion de ADN libre
de células procedente de tumores solidos (es decir, ADN tumoral circulante, ADNCct),
particularmente tumores sélidos que no han metastatizado, ha demostrado ser un
desafio debido al fondo relativamente abundante de ADN libre de células que se

produce normalmente y se deriva de células sanas (Husain., y cols., 2017).
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En el 2017 Jillian Phallen y especialistas del Centro de Cancer Kimmel de la
Universidad Johns Hopkins, desarrollaron una aproximacion llamada secuenciacion
dirigida de correccion de errores (TEC-Seq) que permite la evaluacién directa
ultrasensible de los cambios de secuencia en el ADN circulante libre de células
usando secuenciamiento masivo paralelo, mediante la evaluacién de pacientes con
cancer colorrectal, de mama, pulmonar, o de ovario, se detectaron mutaciones
somaticas en més del 58% de los individuos quienes se encontraban en estadio | o II.

Los analisis de las mutaciones del ADN circulante revelaron una alta concordancia
con alteraciones en los tumores de estos pacientes. En los afectados con cancer
colorrectal resecable, elevadas cantidades de ADN tumoral circulante preoperatorio
se asociaron con la recurrencia de la enfermedad y disminuyeron globalmente la
supervivencia (Phallen., y cols., 2017).

En conclusion, estos resultados proporcionan evidencia convincente respecto a que
el aislamiento y caracterizacion experimental de un subconjunto especifico de
fragmentos de ADN en estado libre proveniente de células anomalas puede mejorar la
deteccion sanguinea del material genético tumoral para otorgar un diagndstico
temprano del cancer. Ademas la Organizacion de Naciones Unidas pronosticé durante
el ultimo cambio de siglo que la poblacion mundial llegaria a 8,3 millones en 2030.
Esta informacion ha permitido prever que para el 2040 el namero de casos incidentes
de cancer alcanzara los 29,5 millones, y las muertes relacionadas alcanzarian los 16,4
millones cada afio. El desarrollo del cancer sigue la senda de la humanidad (Phallen.,
y cols., 2017).

El pasado, como el futuro, es indefinido y existe s6lo como un espectro de
posibilidades, dentro de ellas, la oncologia ha abierto las puertas para la formulacién
de vacunas terapéuticas hechas a la medida, capacitadas para reformular mutaciones
aleatorias propias de cada individuo. Comparando las secuencias de ADN tumoral
con las de células sanas, se pueden seleccionar aquellas alteraciones que tienen una
mayor probabilidad de provocar fuertes reacciones inmunoldgicas en el hospedero.
La mayoria de estas vacunas son particulas de ARN mensajero capaces de forjar

instrucciones para crear proteinas especificas, en este caso un antigeno tumoral que
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prepara al sistema inmune adaptativo contra el tumor (Global Oncology Trends
2019).

En el afio 2020, 1,8 millones de personas murieron de cancer de pulmén en todo el
mundo. En Ameérica del Sur la situacion es alarmante por el incremento en la
incidencia de la enfermedad y la mortalidad exagerada de la cual no se vislumbra un
descenso, a diferencia de lo que sucede en algunos paises como Estados Unidos y
Canada donde la enfermedad ha alcanzado una fase de meseta (Organizacion de
Naciones Unidas., 2021).

El cancer y la diabetes se diagnostican en el mismo individuo con mas frecuencia
de lo que se esperaria por casualidad, incluso después de tomar en cuenta la edad de
los pacientes. Ambas enfermedades son complejas, con multiples subtipos. La
diabetes generalmente se divide en dos subtipos principales, tipo 1 y tipo 2, junto con
tipos menos comunes, mientras que el cancer generalmente se clasifica seglin su
origen anatomico (de los cuales hay méas de 50, linfoma, leucemia, cancer de pulmon
y de mama), dentro de los cuales puede haber multiples subtipos (p. ejm, leucemia).
Ademas, las fisiopatologias subyacentes tanto al cancer como a la diabetes no se
comprenden completamente (con raras excepciones), (Instituto Nacional del Cancer.,
2021).

Cabe resaltar que una mayor cantidad de ADN libre de células en la circulacién se
ha asociado con tumores sélidos malignos, estudios longitudinales han informado
reducciones en la cantidad de ADN libre de células en respuesta a la terapia y
elevaciones asociadas con la recaida, lo que sugiere que la cuantificacion del ADN
libre de células puede ser til para monitorear el estado de la enfermedad. (Jaraba., y
cols., 2021).

Sin embargo, la cuantificacién del ADN libre de células como marcador de
enfermedad y su extension ha sido limitada. La cantidad de ADN libre de células no
se ha correlacionado bien con el estadio y el subtipo histologico. Ademas, se han
descrito grandes variaciones entre sujetos en la cuantificacion del ADN libre, lo que
Ileva a una superposicién entre enfermedades malignas, tumores benignos y controles

sanos, ademas una mayor cantidad de ADN libre de células no es especifica del
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cancer y se ha asociado con otras afecciones, como enfermedades autoinmunes y
exposiciones ambientales (Jaraba., y cols., 2021).

Es de destacar que excepto en pacientes con enfermedad metastasica avanzada, el
ADN libre de células derivado de tumores (es decir, ADN tumoral circulante,
ADNCct) forma sélo una pequefia minoria del ADN libre de células en circulacion en
un contexto de fragmentos derivados en su mayoria de células normales. Por lo tanto,
la cuantificacion del ADN libre por si sola tiene poco valor pronostico. Los enfoques
emergentes para mejorar la deteccion de ADNCct incluyen estrategias basadas en
amplicones (Fragmento de ADN amplificado por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) o cualquier otro proceso que dé lugar a la produccion de diferentes
copias de ese fragmento), (Jaraba., y cols., 2021).

Por otro lado, estudios epidemioldgicos observacionales demuestran que niveles
mas altos de actividad fisica se asocian con un menor riesgo de cancer de colon,
mama posmenopausico y endometrio. La actividad fisica también puede ayudar a
prevenir otros canceres, incluido el de pulmon y el de prostata agresivo, pero hasta la
fecha no se ha establecido un vinculo claro. Alguna evidencia también sugiere que la
actividad fisica después del diagnostico puede mejorar la supervivencia de algunos
canceres, incluidos los de mama y colorrectal. Actualmente se estan llevando a cabo
investigaciones para proporcionar una comprension mas clara de estos posibles
vinculos, y esta informacion puede ser relevante para la prevencion y el manejo
optimo del paciente (Parra., y cols., 2021).

Estos avances han sido el resultado de extraordinarios adelantos en la
investigacion clinica basica. La medicina traslacional ha llevado el conocimiento del
laboratorio a la practica clinica y requiere una estrecha interaccion entre
investigadores y médicos. La descripciéon de los genes, proteinas y microambiente
que caracterizan a los tumores proporciona informacion especifica para facilitar el
diagnostico y proporcionar el tratamiento mas eficaz, implementando la medicina
personalizada (Parra., y cols., 2021).

Al concluir que el Cancer es curable cuando se diagnostica a tiempo y se trata

en etapas tempranas, entonces es l6gico y deseable realizar un programa de
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deteccion precoz o tamizaje al contar con la tecnologia, prestar un servicio de
salud gratuito, asi como tener identificada la poblacion de riesgo a través de los
programas que existen en la atencion primaria como primer eslabon de atencién

en el sistema nacional de salud.

Bases Teoricas

1. El Acido Desoxirribonucleico (ADN)

El ADN, o &cido desoxirribonucleico, es el material que contiene la informacién
hereditaria. Casi todas las células del cuerpo de una persona tienen el mismo ADN.
La mayor parte del ADN se encuentra en el nacleo celular (0 ADN nuclear), pero
también se encuentra una pequefia cantidad de ADN en las mitocondrias (ADN
mitocondrial o0 ADNmt), estas son estructuras dentro de las células que convierten la
energia de los alimentos para que las células la puedan utilizar (Rodriguez., y col.,
2021).

La informacion en el ADN se almacena como un cddigo compuesto por cuatro
bases quimicas, adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). EIl ADN humano
consta de unos 3 mil millones de bases, y méas del 99 por ciento de esas bases son
iguales en todas las personas. El orden o secuencia de estas bases determina la
informacion disponible para construir y mantener un organismo, similar a la forma en
que las letras del alfabeto aparecen en un cierto orden para formar palabras y
oraciones (Martinez., 2010).

Una propiedad importante del ADN es que puede replicarse o hacer copias de si
mismo, cada hebra de ADN en la doble hélice puede servir como patron para duplicar
la secuencia de bases. Esto es fundamental cuando las células se dividen, porque cada
nueva célula necesita tener una copia exacta del ADN presente en la célula antigua
(Maston., y cols., 2006).
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El ADN codifica la informacion genética mediante combinaciones de las bases, de
forma que cada secuencia correlativa de 3 bases (triplete), que se denomina coddn,
gue codifica un aminoacido. Asi, el codon AUG corresponde a la metionina, y
también es el que marca el sitio donde se inicia la lectura para el ARN mensajero
(ARNm), copiara el mensaje de los genes para trasladarlo al citoplasma, donde se
formara la proteina que codifica cada gen. También hay 3 grupos de tripletes (UAA,
UGA, UAG) que constituyen codones de parada. Como las bases son 4, se pueden
producir 4°=64 combinaciones diferentes. Sin embargo, como los aminoacidos son
20, el codigo geneético es redundante porque varias combinaciones de tripletes

codifican un mismo aminoacido (Martinez., 2010).

—— ) e

Guanina Citosina Adenina Timina

Nucle6tidos

Figura 1: Estructura de doble hélice del ADN.
Fuente: U.S National Library of Medicine.
El codigo genético posee una serie de caracteristicas basicas, que son:

e Universalidad: Los organismos vivientes comparten el codigo genético, desde
virus y bacterias hasta las personas, plantas y animales. Esto significa que un
coddn especifico estd asociado a un mismo aminoacido, sin importar de qué
organismo se trate. Se conocen 22 codigos genéticos diferentes, que son
variantes del codigo genético estandar en apenas uno o dos codones,
(Martinez., 2010).
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e Especificidad: Es sumamente especifico, es decir, ningun coddn codifica mas
de un aminoacido, sin que se produzcan solapamientos, aunque en algunos
casos puede haber distintos codones de inicio, que permiten sintetizar
proteinas diferentes a partir de un mismo cédigo, (Martinez., 2010).

e Continuidad: Es continuo y no posee interrupciones de ningun tipo, siendo
una larga cadena de codones que siempre se transcribe en el mismo sentido y
direccidn, desde el codon de inicio al de parada, (Martinez., 2010).

e Degeneracion: Posee redundancias, pero nunca ambigiiedades, es decir, dos
codones pueden corresponder a un mismo aminoacido, pero nunca un mismo
coddén a dos aminoacidos distintos. Asi, hay méas codones distintos de lo
minimamente necesario para almacenar la informacion genética, (Martinez.,
2010).

El codon de inicio determina el marco de lectura, es decir la manera en que la
secuencia del ARNm se divide en grupos de tres nucleotidos dentro del ribosoma,
asegurando que se produzca el polipéptido correcto. Las proteinas se componen a
veces de cientos de aminoacidos. Asi que el codigo de una proteina podria contener
cientos, a veces incluso miles, de tripletes. Los 64 codones que codifican 20
aminoacidos incluyendo el codon de inicio y los codones de parada se observan en la
figura 2, (lllana., 2014).

Segunda letra
u c A G

uuu UCu) UAU UGU U

G vue JPhe | uee S vact [oectors [E

UUA}Leu UCA UAA Alto|UGA Alto| A

| |uue UCG J UAG Alto UGG Trp |G |

| |cuu CCU) CAU}HiS CcGU u |
e lelcuc | o, [ ccC lp | CAC ceCl,.|Cle
1% cua CCA CAA}GIn cGA [ | Al g
<! |cue cCG CAG CGG Gl
gl |auu ACU) AU pgp [AGULse, ul
T |alAuC tie |Acc [ |AAC AGC cl @

AUA ACA AAA } Lys |AGA } Arg |A

AUG~ Met | ACG | AAG AGG G

GUU GCU) GAU}ASp GGU ul

lalouC L\, [eccl,, |GAC eec i | C

12 Gua GCA GAA}Glu GGA [©Y | A

GUG GCG) GAG GGG G|

| '

Figura 2: Tipos de Codones y Aminoacidos
Fuente: "The genetic code", de OpenStax College, Biologia (CC BY 3.0).
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1.1 Proporciones de las Bases Nitrogenadas: Reglas de Chargaff

Al principio se pensaba que los &cidos nucleicos eran la repeticion monétona de
un tetranucleétido, de forma que no tenian variabilidad suficiente para ser la molécula
biolégica que almacenara la informacion. Sin embargo, Chargaff demostré que las
proporciones de las bases nitrogenadas eran diferentes en los distintos organismos,
aunque seguian algunas reglas. Estas reglas de Chargaff se cumplen en los
organismos cuyo material hereditario es ADN de doble hélice y son las siguientes,
(Chargaff., y cols., 1950):

« La proporcion de Adenina (A) es igual a la de Timina (T). A= T, por lo tanto la
relacion entre ambas es igual a la unidad (A/T = 1).

« La proporcién de Guanina (G) es igual a la de Citosina (C). G= C, por lo tanto la
relacion entre ambas es igual a la unidad (G/C=1).

« La proporcion de bases puaricas (A+G) es igual a la de las bases pirimidinicas
(T+C), por lo tanto, (A+G) = (T + C). Esto indica que la relacion entre (A+G) y
(T+C) es igual a la unidad (A+G) / (T+C) =1.

« Ademas, la proporcion entre (A+T) y (G+C) es caracteristica de cada organismo,
pudiendo tomar por tanto, diferentes valores segin la especie estudiada. Este
resultado indica que los acidos nucleicos no son la repeticion monétona de un
tetranucledtido. Si no que existe variabilidad en la composicion de bases
nitrogenadas.

1.2. Propiedades Fisicoquimicas De los Acidos Nucleicos
Entre las propiedades fisicoquimicas del ADN encontramos la densidad, y la

Absorbancia.

1.2.1. Densidad: Existe una relacién lineal entre el contenido en G+C y
la densidad del ADN determinada en un gradiente de densidad. A mayor contenido en
G+C mayor densidad posee el ADN, (Smith., 1951).

1.2.2. Absorbancia a 260 nm: El estado fisico de los &cidos nucleicos

esta relacionado con su capacidad de absorcién de la luz ultravioleta (UV) a 260 nm.
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El menor grado de absorcion se produce en estado de doble hélice, la absorcion
aumenta cuando se produce la desnaturalizacién pasando a estado de hélice sencilla
(efecto hipercrémico, aumento de la absorbancia) y, por ultimo, si degradamos este
ADN de hélice sencilla a nivel de nucleétidos libres, de nuevo aumenta la
absorbancia, (Smith., y cols., 1951).

Por tanto, la absorbancia a 260 nm se puede utilizar como una medida del estado
fisico de la molécula de ADN. Las curvas de fusion tienen forma de S observandose
un aumento brusco de la absorbancia al llegar a una temperatura determinada llamada
temperatura de fusion en la cual el 50% del ADN tiene sus hebras separadas
conllevando a la desnaturalizacion, la proporcion A+T/C+G esta relacionada en
primer lugar con la estabilidad de la molécula de ADN de doble hélice. Cuanto mayor
es el contenido en G+C de una molécula, mayor cantidad de pares G-C presentard,
como consecuencia tendra una mayor cantidad de triples enlaces y, por consiguiente,
sera necesario suministrar una mayor cantidad de energia a esa doble hélice para
separar sus dos hebras (desnaturalizacion o fusion del ADN), (Smith., y cols., 1951).

Lo anterior indica que cuanto mayor es el contenido en G+C, mayor es la cantidad
de calor que hay que suministrar a un ADN de doble hélice para desnaturalizarlo. La
temperatura de fusién necesaria para desnaturalizar la mitad del ADN de una mezcla
(punto medio de la reaccion ADN doble hélice ® ADN hélice sencilla) esta
directamente relacionada con el contenido en G+C, a mayor contenido en G+C mayor
temperatura de fusion (Smith., y cols., 1951).

2. Funciones del ADN.

Entre las principales funciones que presenta el ADN encontramos: Almacenar
informacion (genes y genoma completo), producir proteinas (transcripcion vy
traduccion) y duplicarse para garantizar que la informacion se transmita a las células

hijas durante la division celular (lllana., 2014).

2.1. Estructura del ADN.
El ADN estd organizado en cromosomas. En las células eucariotas los

cromosomas son lineales, mientras que los organismos procariotas, como las
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bacterias, presentan cromosomas circulares. Para cada especie, el numero de
cromosomas es fijo. Por ejemplo, los seres humanos tienen 46 cromosomas en cada
célula somatica (no sexual), agrupados en 23 pares, de los cuales 22 son autosomas y
un par es sexual. Una mujer tendra un par de cromosomas sexuales XX y un varén
tendra un par XY, (lllana., 2014).

Cada cromosoma tiene dos brazos, ubicados por arriba y por debajo del
centrdmero. Cuando los cromosomas se duplican, previo a la division celular, cada
cromosoma estd formado por dos moléculas de ADN unidas por el centrémero,
conocidas como cromatidas hermanas, (lllana., 2014).

El ADN se compone de dos cadenas, cada una formada por nucleoétidos. Cada
nucledtido, a su vez, estd compuesto por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y
una base nitrogenada. Las bases nitrogenadas son cuatro: adenina (A), timina (T),
citosina (C), y guanina (G), y siempre una A se enfrenta a una T y una C se enfrenta a
una G en la doble cadena. Las bases enfrentadas se dice que son complementarias. El
ADN adopta una forma de doble hélice, como una escalera caracol donde los lados
son cadenas de azucares y fosfatos conectadas por “escalones”, que son las bases
nitrogenadas. La molécula de ADN se asocia a proteinas, llamadas histonas, y se
encuentra muy enrollada y compactada para formar el cromosoma, (lllana., 2014).

La doble hélice de ADN con las bases nitrogenadas complementarias que se
ubican hacia dentro y establecen uniones no covalentes (o fuerzas de atraccion) entre
si que mantienen la estructura de la molécula. Las desoxirribosas (azlcares) y los
grupos fosfato constituyen las columnas de la molécula, (lllana., 2014).

Cuando la célula se divide, cada nueva celula que se forma debe portar toda la
informacion genética, que determine sus caracteristicas y funciones. Para eso, antes
de dividirse, el ADN debe replicarse, es decir generar una copia de si mismo. Durante
la replicacion, la molécula de ADN se desenrolla, separando sus cadenas. Cada una
de estas servira como molde para la sintesis de nuevas hebras de ADN. Para eso, la
enzima ADN-polimerasa coloca nucle6tidos siguiendo la regla de apareamiento A-T
y C-G. El proceso de replicacion del ADN es semiconservativo, ya que al finalizar la

duplicacion, cada nueva molécula de ADN estard conformada por una hebra “vieja”
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(original) y una nueva. ;Como se interpretan las instrucciones escritas en el ADN?,
(MMana., 2014).

La informacion esta guardada en el ADN en el cddigo de secuencia de bases A, T,
C y G que se combinan para originar “palabras” denominadas genes. LoS genes son
fragmentos de ADN cuya secuencia nucleotidica codifica para una proteina, es decir
que a partir de la informacién “‘escrita” en ese fragmento de ADN se fabrica
(sintetiza) un tipo particular de proteina. Aunque, en realidad, los genes también
llevan la informacion necesaria para fabricar moléculas de ARN (ribosomal y de
transferencia) que intervienen en el proceso de sintesis de proteinas, el ARN (acido
ribonucleico) es una molécula con una estructura similar al ADN, (lllana., 2014).

Un gen no es una estructura que se vea sino que se define a nivel funcional, es una
secuencia que va a empezar en algun lugar del cromosoma y va a terminar en otro,
para conocer un gen, se determina la cantidad de los nucleétidos que lo forman vy el
orden en que se ubican, (Illana., 2014).

Todas las células de un organismo tienen el mismo genoma, o conjunto de genes.
Pero, en cada célula se expresan los genes que se usan, por ejemplo, aunque una
célula de la piel tiene toda la informacion genética al igual que la célula del higado,
en la piel solo se expresaran aquellos genes que den caracteristicas de piel, mientras
que los genes que dan caracteristicas de higado, estaran alli “apagados”. Por el
contrario, los genes que dan rasgos de “higado” estaran activos en el higado e
inactivos en la piel, lo que no se usa se encuentra mayormente compactado, este

empaquetamiento puede ser temporal o definitivo, (lllana., 2014).

2.2. La sintesis de proteinas.
Las proteinas son macromoléculas que cumplen funciones variadas, hay proteinas
estructurales, otras son enzimas, otras transportan oxigeno como la hemoglobina, hay
proteinas involucradas en la defensa inmunitaria, como los anticuerpos y otras que

cumplen funciones de hormonas como la insulina, (Pérez., 2003).
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Asi como el ADN estd compuesto a partir de nucleotidos, las proteinas estan
compuestas a partir de aminoacidos. Hay 20 aminodacidos diferentes, y cada proteina
tiene una secuencia de aminoéacidos particular, (Pérez, y cols., 2003).

El proceso de sintesis de proteinas consta basicamente de dos etapas: la
transcripcion y la traduccion, en la primera etapa, las “palabras” (genes) escritas en el
ADN en el lenguaje de los nucleétidos se copian o transcriben a otra molécula, el
ARN mensajero (ARNm). Luego, en la etapa siguiente, el ARNm se traduce al
idioma de las proteinas, el de los aminodcidos, este flujo de informacion se conoce

como el “dogma central de la biologia” (Pérez., y cols., 2003).

2.3. ¢Donde se encuentra el ADN?
El ADN se encuentra en dos lugares dentro de cada célula: en mayor medida, en el
nucleo de la célula (concretamente, en los cromosomas) y en una menor medida, en
las mitocondrias. De ahi los términos ADN nuclear y ADN mitocondrial,

respectivamente, (Piro., 2014).

3. Tipos de ADN.

3.1. Lineal Vs Circular:

Por la forma que puede presentar se podria encontrar en forma circular como en
las bacterias o lineal en algunos tipos de virus, en cada una de nuestras células se
encuentran estos dos tipos de ADN, en el nucleo tenemos ADN lineal y en las
mitocondrias el ADN es circular. Encontrar ADN circular en el nucleo o
extracelularmente puede tener serias implicaciones relacionadas a la homedstasis
celular. En tal sentido en recientes estudios, se ha comprobado que el ADN circular
en células tumorales promueve de una manera mas rapida la expresion de oncogenes,
siendo mas resistentes ante diferentes tratamientos. (Instituto Nacional del Cancer.,
2021).

Esta inestabilidad ocurre en muchos tipos de cancer, la causa de la inestabilidad

gendmica son defectos en determinados procesos que controlan la forma en que la
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célula se divide. Ejemplos de estos defectos son las mutaciones en determinados
genes que participan en la reparacion del dafio al ADN, o los errores que no se
corrigen cuando el ADN se copia en la célula. Otros defectos son cromosomas rotos,
faltantes, cromosomas en anillo, reordenados o adicionales (Instituto Nacional del
Cancer., 2021).

3.2. Los tipos de ADN segun la estructura:

Por la estructura que presenta el ADN, también se podria obtener una clasificacion
ya sea monocatenario (formado por una sola hebra) o bicatenario (formado por dos
hebras). De acuerdo a su estructura, también se pueden encontrar diferentes
categorias, segun su conformacion se logra distinguir 3 tipos de ADN por tener
determinadas secuencias que se enrollan algo diferente o fuera de lo normal. Es decir,
que en zonas en las que hay muchos pares de bases repetidos, y estas abultan mas
unas que otras, pueden afectar la armonia del giro teoérico perfecto (Piro., 2014).

ADN-B: Es el mas comun entre los seres vivos. Sigue una estructura regular
con la forma de doble hélice mencionada anteriormente.

ADN-A: es propio de condiciones secas, carentes de humedad y con bajas
temperaturas. Las proporciones de los surcos varian, presentando una estructura mas
abierta.

ADN-Z: se trata de una doble hélice mas fina y larga que las otras dos.

Hasta ahora se ha mencionado los Tipos de ADN méas comunes y abundantes en la
célula. Sin embargo, en los ultimos afios se han publicado un conjunto de evidencias
que demostraron la presencia de un tipo de ADN con caracteristicas particulares en

liquidos extracelulares y se denomin6 ADN circulante.

3.3. ADN Circulante
El ADN circulante se precisa como un conjunto de moléculas de cadena sencilla o
doble, cuya longitud abarca desde menos de 500 hasta 21 mil pares de bases. Se
encuentra circulando fuera de las células en distintos liquidos corporales. El

amniotico (que rodea a un feto en el atero), el pleural (que lubrica la pleura,
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membrana que recubre la cavidad toracica y rodea los pulmones), el sinovial (que
reduce la friccion entre las articulaciones) y la orina, aunque la mayoria de los
estudios al respecto se han enfocado en su deteccion en el plasma y suero sanguineos.
El andlisis del ADN circulante es una técnica poco invasiva por lo que numerosos
estudios se centran en sus aplicaciones clinicas. (Torres., Pérez, 2018).

3.3.1 ADN circulante normal: Formado por fragmentos de ADN
degradados que provienen del proceso de apoptosis 0 necrosis de las células
nucleadas normales del organismo, principalmente las células hematopoyéticas
(Ezquerro., 2008)

3.3.1.1 Aplicaciones del ADN circulante normal

El ADN circulante normal puede ser utilizado para hacer un seguimiento de la
evolucién de un 6rgano tras su implantacion en el paciente. Para ello se parte de la
base de que un rechazo provocara una reaccion inmune del receptor contra el érgano
implantado, que llevara a una alta tasa de muerte en las células del 6rgano
implantado. Como consecuencia de esta muerte celular se libera ADN al torrente
sanguineo. Para realizar el seguimiento se hace una cuantificacion del ADN libre del
injerto, permitiendo detectar episodios de rechazo en estadios tempranos, cuando
otras técnicas de diagnostico no son efectivas. Se trata de un método no invasivo que
permite la monitorizacion a intervalos deseados para detectar rechazos en los
primeros pasos Yy evitar un rechazo posterior total. Por ende este biomarcador podria
ser particularmente valioso para minimizar la inmunosupresiéon. En la actualidad se
estan llevando a cabo estudios en higado, corazon y rifion para establecer este
seguimiento en las clinicas (Beck., y cols, 2015).

3.3.1.1.1. Monitorizacion del tratamiento del Lupus
Eritematoso Sistémico (LES).

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune crénica. Al igual
que en otras enfermedades autoinmunes, estudios recientes han demostrado
porcentajes elevados de ADN circulante en los pacientes con LES. También se ha
observado una disminucion del nivel de ADN circulante después de la terapia en

aquellos pacientes que respondieron al tratamiento, esto abre la posibilidad de que

27



este ADN sea utilizado como marcador del seguimiento del tratamiento (Hendy y
col., 2016).

3.3.1.1.2. Prondstico y monitorizacion de traumas

El ADN circulante es un posible marcador de muerte celular por lo que existe la
posibilidad de usar las altas concentraciones de ADN libre que teéricamente resulten
de las lesiones y muerte celular ocasionadas por algin trauma. Por ejemplo, se han
estudiado concentraciones de ADN en la sangre de personas a las que se les
diagnostico infarto de miocardio, condicién que se inicia con una falta de oxigeno y
que si se prolonga resulta en necrosis. En ellos se observaron niveles mas altos de
ADN circulante que los encontrados en personas sanas, ademas, las concentraciones
elevadas de ADN circulante pudieron relacionarse con la severidad de la lesion y el
desarrollo de complicaciones post-traumaticas. Por tanto, el ADN circulante tiene el
potencial clinico para ser utilizado en el prondstico y supervision de personas que han

padecido algun tipo de lesion fisica (Bronkhorst., y cols., 2015).

3.3.2. ADN circulante fetal: Es el ADN proveniente del feto y que circula
libremente en el torrente sanguineo de la madre. Este ADN es de origen
mayoritariamente placentario y se ha demostrado su presencia en etapas tempranas
del desarrollo (a las 6 semanas de gestacion) cuando aln no existe unién de la

circulacién feto-materna (Ezquerro., y cols, 2008).

3.3.2.1. Aplicaciones del ADNCcf fetal
El ADNCcf fetal permite diagnosticar y estudiar diferentes mutaciones puntuales,
sin la necesidad de realizar procedimientos invasivos que pongan en riesgo la salud
de la madre o del nifio. Este ADN comienza a estar presente en la sangre materna a
partir de la sexta semana de embarazo. A pesar del alto grado de fragmentacion, todo
el genoma fetal se encuentra representado en el plasma materno, esto implica que, a
priori, cualquier defecto genético puede ser estudiado en el ADN libre fetal presente

en la sangre materna.
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En la actualidad a través del analisis del ADN circulante fetal se determina por
ejemplo el sexo del feto, el factor RhD fetal cuando la madre es Rh- con el fin de
descartar la enfermedad hemolitica del recién nacido, enfermedades monogénicas,
enfermedades de herencia dominante, enfermedades de herencia recesiva y estudio de

aneuploidias fetales (Rodriguez., y col., 2012).

3.3.3. ADN circulante tumoral: Se origina directamente desde el
tumor o las células tumorales circulantes. EI ADN tumoral circulante aumenta en
cantidad conforme avanzan los estadios del cancer y sus alteraciones moleculares

permiten diferenciarlo del ADN circulante normal (Ezquerro., y cols, 2008).

3.3.3.1. Aplicaciones del ADN circulante tumoral.

La biopsia liquida se basa en el analisis del ADN circulante tumoral en sangre.
Respecto a la biopsia de tejido, presenta grandes ventajas como la facil obtencion de
la muestra, la reduccidn de costos, menor tiempo de procesamiento, posibilidad de
estudios seriados a lo largo del proceso, posibilidad de mantener las muestras durante
largos periodos de tiempo, posibilidad de estudiar la heterogeneidad tumoral,
facilidad para la evaluacién de la respuesta al tratamiento, entre otros (Crowley., y
cols., 2013).

Sus aplicaciones mas relevantes son la deteccion temprana de cancer, la deteccion
de recurrencia en cancer localizado, la prediccion de la respuesta al tratamiento en
cancer metastasico, la identificacion de mecanismos de resistencia en canceres
refractarios y la monitorizacion de la respuesta en cancer metastasico. A lo largo del
ultimo afio, numerosos estudios han evaluado la utilizacion del ADN tumoral
circulante en el diagnostico y pronostico del cancer, bajo las conocidas biopsias
liquidas. Un nuevo estudio, dirigido por investigadores de la Universidad de
Washington y el Howard Hughes Institute, podria abrir el camino hacia su utilizacion
en otros tipos de condiciones clinicas, al identificar marcas en el ADN libre asociadas

a su origen celular y tisular (Husain., y cols, 2017).
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4 El Cancer

El cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades
que pueden afectar a cualquier parte del organismo, cuya caracteristica definitoria es
la multiplicacion rapida de células anormales de forma coordinada y autbnoma, que
se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del
cuerpo propagarse a otros érganos, o diseminarse por todo el organismo. Es una
enfermedad heterogénea que no se limita a variaciones entre individuos, sino,
presenta diferencias dentro de una misma persona, dentro de un mismo tumor
(Organizacion Mundial de la Salud, 2022).En condiciones normales, las células
humanas se forman y se multiplican (mediante un proceso denominado division
celular) para formar células nuevas a medida que el cuerpo las necesita, cuando las
células envejecen o se dafian, mueren y las células nuevas las reemplazan, (American
Cancer Society., 2020).

A veces el proceso no sigue este orden y las células anormales o células dafiadas
se forman y se multiplican cuando no deberian, estas células tal vez formen tumores,
que son bultos de tejido, los tumores son cancerosos (malignos) 0 no cancerosos
(benignos).

Los tumores cancerosos se diseminan por los tejidos cercanos, también podrian
viajar mas lejos a otras partes del cuerpo y formar tumores, proceso denominado
metastasis. Hay muchos tipos de cancer que forman tumores solidos, pero los
canceres de la sangre, como la leucemia, en general no forman tumores sélidos.

Los tumores benignos no se diseminan a los tejidos cercanos, cuando se extirpan,
no suelen volver, mientras que los tumores cancerosos a veces vuelven. Los tumores
benignos en ocasiones son bastante grandes. Algunos podrian causar sintomas graves
0 poner en peligro la vida de las persona, como los tumores benignos en el cerebro o
el encéfalo (Instituto Nacional del Cancer., 2021).

El cancer es esencialmente una enfermedad de division celular incontrolada. Su
desarrollo y progresion suelen estar vinculados a una serie de cambios en la actividad
de los reguladores del ciclo celular. Por ejemplo, los inhibidores del ciclo celular

evitan que las células se dividan cuando las condiciones no son las adecuadas, por lo
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que la reduccion de la actividad de estos inhibidores puede promover el cancer. Del
mismo modo, los reguladores positivos de la division celular, pueden conducir al
cancer si son demasiado activos. En la mayoria de los casos, estos cambios en la
actividad se deben a mutaciones en los genes que codifican proteinas reguladoras del
ciclo celular. Los cambios genéticos llevan al cancer si alteran la forma en que las
células se multiplican y diseminan (Cheng., y cols., 2012).

La mayoria de los cambios en el ADN ocurren en los genes, que son secciones de
ADN que contienen las instrucciones para crear proteinas o acido ribonucleico
(ARN), como el microARN. En concreto, algunos cambios en el ADN suben las
concentraciones de las proteinas que avisan a las células que se sigan multiplicando,
otros cambios en el ADN bajan las concentraciones de las proteinas que avisan a las
células que dejen de multiplicarse. Y algunos cambios en el ADN frenan las proteinas
que avisan a las células que se autodestruyan cuando estan dafiadas (Leary., y cols.,
2012).

Los cientificos piensan que, para que una célula sana se vuelva cancerosa, se
necesita mas de un cambio en el ADN, en las personas que heredan un cambio
genético relacionado con el cancer, se necesitan menos cambios adicionales para que
se forme el cancer. Pero quizas nunca tengan estos cambios 0 nunca tengan cancer. A
medida que las células cancerosas se multiplican, adquieren mas cambios de ADN
con el tiempo. Dos células cancerosas en el mismo tumor podrian presentar diferentes
cambios de ADN. Ademas, cada persona con cancer posee una combinacion Unica de
ADN en el cancer (Trujillo., 2020).

Hay muchos tipos de cambios genéticos que conducen al cancer, un cambio
genético, que se llama mutacién o variante genética en el ADN, es un cambio en el
codigo del ADN, como si fuera una falta ortografica en la secuencia de letras del
ADN. Algunas variantes solo afectan a una letra del ADN, que se llama nucleétido.
A veces falta un nucleétido o lo reemplaza otro nucle6tido. Estas se conocen como
mutaciones puntuales, por ejemplo, alrededor del 5 % de las personas con cancer
tienen una mutacién puntual en el gen KRAS que reemplaza la letra G por la A en el

ADNDnotificacion de salida. Este cambio de una sola letra crea una proteina KRAS
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anormal que ordena a las proteinas que se multipliquen todo el tiempo (Mufioz.,
1997).

Los cambios genéticos que causan cancer también ocurren cuando los segmentos
de ADN (que a veces son muy grandes) se reordenan, eliminan o copian. Estos se
[laman reordenamientos cromosémicos. Por ejemplo, la mayoria de las leucemias
mieldgenas cronicas son por un reordenamiento cromosémico que coloca parte del
gen BCR al lado del gen ABL. Este reordenamiento produce una proteina anormal,
Ilamada BCR-ABL, que lleva a las células de la leucemia a multiplicarse sin control
(Martinez., y cols., 2001).

Algunos cambios en el ADN que causan cancer ocurren fuera de los genes, en
secciones de ADN que actian como interruptores de "encendido” y "apagado™ (que
activan o desactivan) los genes cercanos. En el caso de, las células cancerosas de
encéfalo algunas poseen numerosas copias de los interruptores de encendido al lado
de los genes que estimulan el crecimiento celular. Otros cambios en el ADN son los
cambios epigenéticos, que también causan céncer. A diferencia de las variantes
genéticas, los cambios epigenéticos (epimutaciones) no afectan el codigo del ADN y
quizas sean reversibles. Estos cambios epigenéticos afectan la forma en que el ADN
se empaqueta o pliega dentro del nacleo. Al cambiar el empaquetamiento del ADN,
los cambios epigenéticos alteran la cantidad de proteina que produce un gen
(Juvenal., 2014).

Algunos cambios y sustancias quimicas en el ambiente que generan cambios
genéticos también causan cambios epigenéticos, estas sustancias incluyen el humo del
tabaco, metales pesados como el cadmio y el virus de Epstein-Barr. EI ADN cambia
por un error aleatorio o por un carcindgeno. Estos cambios aparecen en cualquier
momento de la vida, incluso estando en el vientre de la madre. Aunque la mayoria de
los cambios genéticos no son dafiinos por si solos, la acumulacion de cambios
geneticos a lo largo de los afios podria hacer que las células sanas se vuelvan
cancerosas, la gran mayoria de los cénceres surgen asi, por casualidad, como

resultado de este proceso a lo largo del tiempo (Huanca., 2013).
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4.1. Diferencias entre las células cancerosas y las células normales.

Las células cancerosas son muy distintas de las células normales. Las células

cancerosas se caracterizan por:

v' Se originan sin recibir sefiales de que se deben formar. Las células normales
solo se forman cuando reciben estas sefiales.

v No hacen caso a las sefiales que indican a las células que dejen de
multiplicarse o que deben destruirse. Este proceso se llama muerte celular
programada o apoptosis.

v' Invaden areas cercanas y se diseminan a otras areas del cuerpo. Las células
normales dejan de multiplicarse cuando se encuentran con otras células, y la
mayoria de las células normales no se mueven a otras partes del cuerpo.

v Hacen que los vasos sanguineos crezcan en direccién a los tumores. Estos
vasos sanguineos llevan oxigeno y nutrientes a los tumores y quitan los
productos de desecho de los tumores.

v" Se esconden del sistema inmunitario. El sistema inmunitario suele destruir las
células dafiadas o anormales.

v Engafian al sistema inmunitario para seguir vivas y multiplicarse. Algunas
células cancerosas logran que las células inmunitarias protejan el tumor en
vez de atacarlo.

v" Se ha descrito el fendmeno conocido como Inestabilidad Genémica donde las
celulas cancerosas incorporan numerosos cambios en los cromosomas como
partes del cromosoma que se repiten o faltan. Algunas células cancerosas
tienen el doble de cromosomas normales.

v' dependen de nutrientes que son distintos a los que necesitan las células
normales. Ademas, algunas células cancerosas crean energia de los nutrientes
de formas diferentes a las que usan la mayoria de las células normales, Lo

que permite que se multipliquen mucho mas rapido.

Muchas veces, las células cancerosas adquieren comportamientos anormales y no

pueden sobrevivir sin estos, por eso los investigadores aprovechan para idear terapias
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que apuntan a las caracteristicas anormales de las células cancerosas. De esta forma
algunas terapias de cancer evitan que los vasos sanguineos crezcan en direccion a los
tumores, y esto evita que el tumor consiga los nutrientes que necesita (Alberg., y
cols., 2003).

En la figura 3 se observan algunos cambios en los genes, que son la unidad fisica
béasica de la herencia, causantes del cancer. Estos cambios en los genes controlan el

funcionamiento de las células, en especial, como se forman y multiplican
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Figura 3: Serie hipotética de mutaciones que llevan al cancer.
Fuente: Cancer Research UK, 2017.

4.2 ;Como se forma el cancer?
4.2.1 Entre los cambios genéticos que causan cancer se
encuentran:
e Errores que ocurren cuando las células se multiplican.
e Dafios en el ADN por sustancias perjudiciales en el medio ambiente, como las

sustancias quimicas en el humo del tabaco y los rayos ultravioleta del sol.
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e Alteraciones hereditarias de genes que van de generacion en generacion.

En general, el cuerpo elimina células con dafios en el ADN antes de que se
vuelvan cancerosas. Pero la capacidad del cuerpo disminuye a medida que las
personas envejecen. Por eso el riesgo de cancer aumenta con la edad (Soca., y cols.,
2007)

La teoria de Knudson 1971 (Teoria Multi Hits) establece que el cancer de cada
persona es una combinacién Unica de cambios genéticos. A medida que el cancer
sigue creciendo, ocurren otros cambios. Incluso dentro del mismo tumor, es posible

que las diversas células tengan cambios genéticos distintos.

4.3 Cambios no cancerosos en los tejidos.

No todos los cambios en los tejidos del cuerpo son cancerosos, pero sin
tratamiento, algunos cambios en los tejidos se podrian volver cancerosos. A
continuacién se incluyen ejemplos de cambios no cancerosos en los tejidos, que se
vigilan porque podrian convertirse en cancer.

4.3.1 Hiperplasia: Aumento, mas rapido de lo normal, del namero
de ceélulas en un tejido del cuerpo que hace que se acumulen demasiadas células. Sin
embargo, las células y el tejido se ven normales cuando se observan al microscopio.
Hay varias causas de hiperplasia, como la irritacion cronica.

4.3.2 Displasia: Afeccion mas avanzada que la hiperplasia. En la
displasia, también se acumulan demasiadas células. Las cuales se ven anormales y
cambia la estructura del tejido.

En general, mientras mas anormal se vean las células y el tejido, mas probable es
gue se convierta en cancer. Algunos tipos de displasia se deben vigilar o tratar y otros
no. Un ejemplo de displasia es el nevo displasico, un tipo de lunar anormal que
aparece en la piel. Aunque en la mayoria de los casos no ocurre, a veces el nevo
displésico se convierte en melanoma, un tipo de cancer de piel.

4.3.3 Carcinoma in situ: enfermedad avanzada localizada. Aunque a

veces se llama cancer en estadio 0 (cero), no es cancer porque las células anormales
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no se diseminan al tejido cercano, como ocurre con las células cancerosas. Pero por lo
general se trata porque es posible que algunos carcinomas in situ se conviertan en

cancer (Instituto Nacional del Cancer., 2021).

5  Tipos de cancer.

Hay mas de 100 tipos de cancer, en general los tipos de cancer llevan el nombre
de los 6rganos o tejidos donde se forma el cancer. Por ejemplo, el cancer de pulmon
se inicia en el pulmon, y el cancer de encéfalo se inicia en el encéfalo. A veces el
cancer se describe por el tipo de células que lo formaron como las células epiteliales o
las células escamosas. A continuacion se describen algunos tipos de cancer que se
nombran segun las células especificas en donde comienza el cancer (Yang., 2009).

Los més comunes son osteosarcoma, leucemia, linfoma, melanoma, tumores de
encéfalo y médula espinal, tumores neuroendocrinos, y tumores carcinoides. Los
Sarcomas son canceres que se forman en el hueso y tejidos blandos, como los
masculos, la grasa, los vasos sanguineos, los vasos linfaticos y el tejido fibroso. Las
leucemias se encuentran en el tejido de la médula 6sea roja y se transforma en células
sanguineas estas pueden ser agudas que son de crecimiento rapido, mientras que las
cronicas son de crecimiento lento. Por otro lado los linfomas se inician en los
linfocitos, y melanomas se inician en células especializadas que producen melanina,
(Yang., 2009).

En cuanto a los tumores de encéfalo y médula espinal hay distintos tipos, estos
tumores llevan el nombre de las células en que se forman y el sitio donde aparece el
tumor en el sistema nervioso central. Asi mismo los tumores de células germinativas
se inician en las células que luego forman el esperma o los dvulos. Hay que
mencionar, ademas que los tumores neuroendocrinos surgen de células que liberan
hormonas en la sangre y causan diferentes sintomas. Por otro lado los tumores
carcinoides son tumores neuroendocrinos de crecimiento lento que se encuentran en

el aparato digestivo, el recto y el intestino delgado, (Yang., 2009).
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5.1. Carcinoma.

Los carcinomas son el tipo mas comun de cancer, consisten de células epiteliales,
que son las células que recubren las partes internas y externas del cuerpo. Hay
muchos tipos de células epiteliales, las cuales cuando se observan al microscopio,
parecen pequefias columnas, (Romero., y cols., 2021).

Los carcinomas tienen nombres distintos segun el tipo de célula epitelial donde se
inician:

5.1.1. Adenocarcinoma: Cancer que se forma en las células epiteliales
que producen liquido o moco. El tejido con este tipo de células epiteliales a veces se
Ilama tejido glandular. La mayoria de los canceres de seno (mama), colon y prostata
son adenocarcinomas, (Romero., y cols., 2021).

5.1.2. Carcinoma de células basales: Cancer que se forma en la capa
inferior o de base de la epidermis, que es la capa de piel externa de una persona,
(Romero., y cols., 2021).

5.1.3. Carcinoma de células escamosas: Es un cancer que se forma en
las células epiteliales que estan justo debajo de la superficie externa de la piel. Las
células escamosas también recubren muchos otros 6rganos, como el estomago, los
intestinos, el pulmon, la vejiga y los rifiones. Cuando se observan en el microscopio,
las células escamosas se ven planas, como si fueran escamas de un pez. Los
carcinomas de células escamosas en ocasiones se denominan carcinomas
epidermoides, (Romero., y cols., 2021).

5.1.4. Carcinoma de células transicionales: Es un tipo de cancer que se
inicia en un tejido que se llama epitelio transicional o urotelio. Este tejido tiene
muchas capas de células epiteliales que se agrandan y achican. Se encuentra en el
revestimiento de la vejiga, los uréteres, la pelvis renal, y en otros érganos. Algunos
canceres de vejiga, uréter y rifion son carcinomas de células transicionales (Romero.,
y cols., 2021).

5.1.5. Mieloma multiple: EI mieloma multiple es un cancer que se inicia
en las células plasmaéticas, otro tipo de célula inmunitaria. Las células plasmaticas

anormales, llamadas células de mieloma, se acumulan en la médula 6sea y forman
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tumores en los huesos de todo el cuerpo. EI mieloma mdltiple también se llama

mieloma de células plasmaticas o enfermedad de Kahler (Charlot., y cols., 2012).

6 El ADN circulante y el Cancer.

Existen varios métodos para la deteccion del cancer pero los mismos son
invasivos, por ello en los ultimos afios se ha estudiado el potencial clinico del ADN
circulante, ya que su medicion cuantitativa se ha planteado como un marcador que
permitiria detectar tumores, a partir de que se demostré que las concentraciones de
ADN circulante son mayores en personas con cancer gque en personas Ssanas
(Martinez., 2010).

Estos rasgos, que actualmente pueden detectarse en el ADN que circula en la
sangre de personas con cancer mediante el empleo de tecnologias basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés; técnica con la que
se pueden detectar, cuantificar y analizar cantidades muy pequefias de acidos
nucleicos), pueden reflejar tanto el tamafio del tumor (a mayor masa tumoral, mayor
cantidad de ADN tumoral circulante) como el Ilamado grado histoldgico (los cambios
en la diferenciacion celular que van de la mano con los cambios en la actividad de los
genes: Activacion de oncogenes, inactivacion de genes supresores de tumores), la
eficacia del tratamiento y el riesgo de recurrencia del cancer (Gonzales., y cols.,
2007).

A medida que crece un tumor, las células mueren y son reemplazadas por otras
nuevas. Las células muertas se descomponen y su contenido, incluido el ADN, se
libera al torrente sanguineo. La cantidad de ADNCct varia entre las personas y depende
del tipo de tumor, su ubicacion y, para los tumores cancerosos, la etapa del cancer
(Huanca., 2013).

La deteccion de ADNct puede ser util para detectar y diagnosticar un tumor
debido a que el ADN del tumor ha pasado por varios cambios genéticos (variantes),
lo que lleva al desarrollo del tumor, el ADNCct no coincide con exactitud con el ADN
de la persona. Encontrar ADN con diferencias genéticas ayuda a la deteccién de

tumores. El diagndstico del tipo de tumor mediante el ADNct puede disminuir la
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necesidad de obtener una muestra del tejido tumoral (biopsia del tumor), lo que puede
ser complejo cuando un tumor es de dificil acceso, como es el caso de un tumor
cerebral o pulmonar (Riva., y cols., 2017).

Dicho lo anterior, el analisis del genoma de las células tumorales mediante ADNct
puede ayudar a los profesionales de la salud en la clasificacion del tipo de cancer (en
condiciones ideales el tratamiento se define segin las mutaciones presentes en el
tumor). Habria que decir también que en el seguimiento del tratamiento una
disminucion en la cantidad de ADNCct sugiere que el tumor se esta reduciendo y el
tratamiento esta funcionando. Asi mismo la falta de ADNct en el torrente sanguineo
indica que el cancer no ha regresado (Riva., y cols., 2017).

En el cancer de pulmén se conocen muchas mutaciones genéticas, y hay una serie
de tratamientos dirigidos a estas mutaciones para intentar detener el crecimiento del
tumor. Una biopsia o un anélisis del ADNct en plasma ayudaran a los médicos a
conocer la composicion genética de las células de cancer de pulmén a través de
pruebas moleculares. Estas pruebas moleculares pueden detectar mutaciones
genéticas reconocidas presentes en las células cancerosas para ayudar a determinar el
mejor tratamiento para cada paciente (Abe., y cols., 2020).

Con respecto a la monitorizacion del paciente, puede ser necesario realizar pruebas
diagndsticas en diversos momentos a lo largo del proceso de tratamiento mas alla del
diagndstico inicial, las células de cancer de pulmén cambian con el tiempo y pueden
sufrir nuevas mutaciones que hagan que responda peor al tratamiento inicial; como
consecuencia, suele ser necesario realizar mas pruebas para identificar los cambios
especificos y establecer un nuevo plan terapéutico (Abe., y cols., 2020).

Cuando se tienen que realizar biopsias cada vez que el cancer evoluciona, los
pacientes se someten a un proceso que suele ser incomodo y en ocasiones dificil; en
algunos casos, ni siquiera se puede tomar la biopsia del tumor. La extraccion de una
muestra de sangre para determinar el ADNct puede proporcionar una forma mas
rapida y menos invasiva de detectar las mutaciones adquiridas por los tumores y

determinar qué tratamiento puede ser adecuado como tratamiento futuro.
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No obstante, cabe destacar que el andlisis de mutaciones en el ADNct esta
asociado con un riesgo de producir falsos negativos. Por lo tanto, si se obtiene un
resultado negativo, este deberd confirmarse analizando una muestra de tumor, la
capacidad para mapear mutaciones tumorales en todos los estadios de la enfermedad
no solo puede mejorar el conocimiento sobre la evolucion de los tumores, sino que
también puede mejorar enormemente la terapia dirigida, emparejando al paciente
correcto con el tratamiento correcto. Estos recientes desarrollos en las pruebas
diagnosticas junto a los nuevos tratamientos que estan surgiendo, tienen el potencial
de cambiar el curso del tratamiento contra el cAncer de pulmén en los proximos afos
(Jiménez., 2015).

7 Técnicas de Deteccion de ADN circulante.

Este ADN circula por el cuerpo portando los marcadores genéticos del tumor.
Actualmente hay pruebas que pueden identificar y analizar este ADN para detectar
mutaciones genéticas con solo una muestra de sangre. Esta nueva tecnologia ofrece
una alternativa importante a las biopsias, que son el método tradicional de analisis de
mutaciones y que, ademas, requieren la extraccion invasiva de tejido o células del
area tumoral (Macher., y cols., 2012). Entre las técnicas de deteccion se pueden

mencionar las siguientes:

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Electroforesis

Fluorimetria.

Espectrofotometria UV-Vis

7.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio
utilizada para amplificar secuencias de ADN. EI método utiliza secuencias cortas de
ADN, llamadas primers o cebadores, para seleccionar una secuencia especifica del
genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se aumenta y disminuye

repetidamente para ayudar a la ADN polimerasa a duplicar la secuencia del ADN que
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estd siendo copiado. Con esta técnica se pueden producir millones de copias de la
secuencia en estudio en s6lo unas pocas horas, la amplificacion del ADN permite
estudiar la molécula del ADN en detalle a nivel de laboratorio, ademas es importante
resaltar que la gPCR no requiere electroforesis para genotipificar o cuantificar

(National Human Genome Research Institute., 2022).

7.2 Electroforesis:

Esta técnica se basa en el movimiento de las moléculas cargadas eléctricamente a
través de la superficie hidratada de un gel u otra matriz. Al hacer pasar una corriente
sobre el medio, las moléculas con una carga negativa, se mueven hacia el &nodo (+),
mientras que las moléculas con carga positiva, se ven atraidas hacia el catodo (-).
Mayormente se usa para separar moléculas de ADN, ARN o proteinas. Los poros del
gel o la matriz actian como un tamiz, lo cual permite que las moléculas mas
pequefias se muevan mas rapido que las moléculas méas grandes. Para determinar el
tamafio de las moléculas de una muestra, se usan estandares de tamafos conocidos
que se separan en el mismo gel y luego se comparan con la muestra, (Fierro., 2014).

La electroforesis es una técnica interesante en el &mbito de la Oncologia, ya que
durante el desarrollo del cancer, pueden producirse fallos en la replicacion del ADN,
que lleven a la multiplicacion de ciertos microsatélites Unicamente en las células
cancerosas. A este concepto se le conoce como “inestabilidad de microsatélites” y
puede servir para monitorear la progresion de un tumor. En el caso del ADN, el ADN
es una molécula muy larga, asi que no se puede hacer un gel de una molécula entera
de ADN de una célula, por ende se debe fragmentar haciendo uso de las enzimas
adecuadas, sin embargo la electroforesis por si sola no es util, su poder resolutivo

requiere amplificar por PCR las zonas de interés, (Fierro., 2014).

7.3 Fluorimetria:
También se le llama Espectroscopia de Fluorescencia. Se utiliza para identificar y
determinar las concentraciones de analito en una muestra. Los mecanismos implican

la excitacion de un haz de luz ultravioleta en las moléculas de un analito especifico y
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les permiten emitir luz visible. A una longitud de onda, es la absorcion molecular de
energia luminosa y su reemision casi instantanea a una longitud de onda mas larga y
distinta. Varias moléculas son inherentemente fluorescentes, y otras deben
modificarse por fluorescencia, (Martinez., y cols., 2006).

Su fundamento es la fluorescencia que es la emision de radiacion por electrones
excitados. En el fendmeno de fluorescencia, una molécula absorbe radiacién
electromagnética y debido a ello los electrones pasan de un estado basal a otra fase de
excitacion (Martinez., y cols., 2006).

7.4 Espectrofotometria UV-Vis:

Es una técnica analitica que mide las longitudes de onda discretas de luz UV o
visible que son absorbidas o transmitidas a través de una muestra en comparacion con
una muestra de referencia o un blanco. Esta propiedad esta influenciada por la
composicion de la muestra, proporcionando informacion sobre lo que hay en la
muestra y en qué concentracion (Matheus., y cols., 2016).

Un espectrofotometro UV-Vis se basa en el proceso de absorcion de la radiacion
ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda comprendida entre los 190 y 750
nm) por una molécula. La absorcion de esta radiacion causa la promocién de un
electron a un estado excitado, los electrones que se excitan al absorber radiacion de
esta frecuencia son los electrones de enlace de las moléculas, por lo que los picos de
absorcién se pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace presentes en el
compuesto. Debido a ello, la espectrofotometria UV-Vis se utiliza para la
identificacion de los grupos funcionales presentes en una molécula. Las bandas que
aparecen en un espectro UV-Vis son anchas debido a la superposicién de transiciones
vibracionales y electronicas. La luz tiene una cierta cantidad de energia que es
inversamente proporcional a su longitud de onda. Por lo tanto, las longitudes de onda
mas cortas de la luz transportan mas energia y las longitudes de onda mas largas

transportan menos energia (Matheus., y cols., 2015).

42



Se necesita una cantidad especifica de energia para promover los electrones de una
sustancia a una energia mas alta, estado que podemos detectar como absorcion. Los
electrones en diferentes entornos de enlace en una sustancia requieren una cantidad
especifica diferente de energia para promover los electrones a un estado de energia
mas alto, es por eso que la absorcion de luz ocurre para diferentes longitudes de onda
en diferentes sustancias (Abril., y cols., 2010).

El principio de la espectrofotometria UV- Visible involucra la absorcion de
radiacion ultravioleta-visible por una molécula, causando la promocion de un electrén
de un estado basal a un estado excitado, liberandose el exceso de energia en forma de
calor. La longitud de onda (A) comprende entre 190 y 750 nm la cual esta dividida en
diferentes tipos de radiacién entre las que se encuentran: El ultravioleta extremo (<
200 nm), ultravioleta cercano (entre 200 y 400 nm), luz visible (entre 400 y 750 nm)
e infrarrojo cercano (> 750 nm). En la figura 5 se observa el espectro de absorcion
(Abellan y Torres., 2012).

Espectro visible por el ojo humano (Luz)
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Figura 4: Espectro electromagnético.
Fuente: Abellan y Torres, 2012.
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En esta técnica cada atomo es capaz de emitir o absorber radiacion
electromagnética, aunque solamente en algunas frecuencias que son caracteristicas
propias de cada uno de los diferentes elementos quimicos, (Abellan y Torres., 2012).

Cuando se suministra energia calorifica, se estimula un determinado elemento en
su fase gaseosa, y sus atomos emiten radiacion en cierta frecuencia del visible, que
constituyen su espectro de emision. Si el mismo elemento, también en estado de gas,
recibe radiacion electromagnética, absorbe en cierta frecuencia del visible,
precisamente las mismas en las que emite cuando se estimula mediante calor. Este
sera su espectro de absorcion (Abellan y Torres., 2012).

Segun lo anterior, se cumple, la llamada ley de Kirchoff, que indica que todo
elemento absorbe radiacion en las mismas longitudes de onda en las que emite.
Puesto que el espectro, tanto de emisién como de absorcidn, es caracteristico de cada
elemento, sirve para identificar cada uno de los elementos de la tabla periddica, por
simple visualizacion y analisis de la posicion de las lineas de absorcion o emision en
su espectro. Estas caracteristicas se manifiestan ya sea que se trate de un elemento
puro o bien combinado con otros elementos, por lo que se obtiene un procedimiento
de identificacion bastante fiable (Abellany Torres., 2012).

Cuando un haz de radiacion UV- Visible atraviesa una disolucion conteniendo un
analito absorbente, la intensidad incidente del haz lo es atenuada hasta I. Esta fraccion
de radiacion que no ha logrado traspasar la muestra se denomina tramitancia (T)
(T=I/10). Por aspectos practicos se empleara la absorbancia (A) en lugar de la
tramitancia (A= -logT), por estar relacionada linealmente con la concentracién de la
especie absorbente segun la ley de Beer- Lambert. Esta ley relaciona la concentracion
de un analito absorbente con el espesor de muestra y con su absorbancia. Es necesario
considerar una serie de limitaciones quimicas e instrumentales a la hora de aplicar
dicha ley, se debe tener en cuenta que el valor del coeficiente de absorcién a varia
segun los materiales absorbentes y con la longitud de onda para cada material en
particular. La ley tiende a no ser valida para concentraciones muy elevadas,
especialmente si el material dispersa mucho la luz. En la figura 6 se muestra el

diagrama de bloques para un espectrofotémetro (Abellany Torres., 2012).
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muestra
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ON/OFF
Ajuste 0% T

Figura 5: Diagrama de bloques (espectrofotometro).
Fuente: Caballero y cols., 2018.

Definicion Operacional de Términos.

Tumor

Masa anormal de tejido que aparece cuando las células se multiplican mas de lo
debido 0 no se mueren cuando deberian. Los tumores son benignos (no cancerosos) o
malignos (cancerosos). Las masas benignas a veces crecen mucho pero no se
diseminan y tampoco invaden los tejidos cercanos ni otras partes del cuerpo. Las
masas malignas suelen diseminarse o invadir los tejidos cercanos, y también es
posible que se diseminen a otras partes del cuerpo a través de la sangre y el sistema
linfatico. También se Ilama neoplasia y tumoracion, (Instituto Nacional del Cancer.,
2024).

Biomarcador

El National Institutes Health (NIH) establecié la definicion de biomarcador como
aquellas caracteristicas bioldgicas, bioquimicas, antropométricas, fisiologicas, entre

otras, objetivamente mensurables, capaces de identificar procesos fisiolégicos o
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patoldgicos, o0 bien una respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica.
Existen diferentes tipos de biomarcadores: diagnésticos, prondsticos, o terapéuticos.
El biomarcador ideal debe ser especifico, sensible, predictivo, rapido y econdémico,
estable in vivo e in vitro, no invasivo, y que tenga suficiente relevancia preclinica y
clinica como para modificar las decisiones relativas al proceso patoldgico en que se
aplica, (Torres y Perez 2016).

Sangre

La sangre es un tejido liquido que recorre todo el organismo a traves de los vasos
sanguineos gracias a la fuerza de bombeo del corazon. En la sangre se trasportan
células y sustancias necesarias para las funciones vitales. Entre sus funciones se
encuentran: Aportar oxigeno y nutrientes a todo el cuerpo, recoger los productos
metabdlicos, servir como sistema de defensa, detener hemorragias e integrar las
funciones del cuerpo. Se compone de: Liquido plasma 55%, elementos celulares:
Globulos rojos o eritrocitos globulos blancos o leucocitos, plaquetas o trombocitos
45%,( Bahsas., 2022).

Plasma

Parte liquida de la sangre, constituye aproximadamente el 55% de su volumen
total. Estd compuesto principalmente por agua, pero también contiene proteinas,
sales, nutrientes, hormonas, gases y desechos metabdlicos. El plasma es fundamental
para el transporte de sustancias a través del cuerpo y para mantener el equilibrio de

liquidos en el organismo, (Cortina y Lopez., 2000).
Absorbancia
Medida de cuanta luz es absorbida por una sustancia cuando la luz pasa a través de

ella. Se utiliza cominmente en espectroscopia para cuantificar la cantidad de una

sustancia presente en una muestra, ya que la cantidad de luz absorbida esta
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directamente relacionada con la concentracion de la sustancia, (Brunatti y Martin.,
2010).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion.

Hernandez, Fernandez vy Baptista en el 2014 refirieron que el conocimiento
generado por un proceso investigativo define el alcance y el tipo de investigacion.
Adicionalmente, Hurtado en el 2010 refirio que existen diferentes tipos de
investigacion: Exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa,
predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa. Especificamente, la
investigacion analitica tiene como fin el estudio de la estructura interna de un
fendmeno, utilizando un criterio de analisis. Al respecto, esta investigacion sera
analitica ya que se analizaran los niveles de ADN circulante en muestras de sangre en

correspondencia con el siguiente criterio de andlisis: Espectrofotometria Uv-Visible.

Disefio de investigacion

Para la recoleccion de los datos se requiere un disefio de investigacion
representado por las estrategias pertinentes. Al respecto, Hurtado refirié que tales
estrategias estan representadas por el donde, cuando y la amplitud de la informacion
que se quiere recolectar (Hurtado., 2010). Especificamente, el dénde en esta
investigacion esta representado por el Laboratorio de la Unidad de Genética Médica
perteneciente al Instituto Autdbnomo Hospital Universitario de Los Andes; por lo
tanto, el disefio sera de campo y de laboratorio. Respecto al cuando, el disefio sera
contemporaneo Y transeccional, ya que la informacién se recolectara en el presente y
una sola vez en cada unidad de investigacion. En cuanto a la amplitud de la
informacion, el disefio sera univariable, ya que el evento de estudio esta constituido

por el objeto y un solo sujeto de estudio.
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Poblacion y Muestra

Unidad de investigacion

El grupo de estudio esta representado por los pacientes oncolégicos que acudieron
al Laboratorio General y a la unidad de Urologia del Instituto Auténomo Hospital
Universitario de Los Andes (IAHULA), Asi como, los estudiantes de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Previo consentimiento
informado ingresaron al estudio los pacientes e individuos que cumplieron con los

siguientes criterios:

» Muestras Controles.
Criterios de Inclusion:

e Estudiantes de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis Sanos cuyas
edades estan comprendidas entre 20 y 30 afos.

e Personas aparentemente sanas de diferentes grupos etarios que acudan
al Laboratorio General del Instituto Autonomo Hospital Universitario
de Los Andes.

Criterios de Exclusion:

e Personas que padezcan de cancer

e Estudiantes de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis cuyas edades
superen el rango comprendido entre 20 y 30 afios.

» Muestras de Pacientes Oncoldgicos.
Criterios de Inclusion:
e Personas adultas que hayan sido diagnosticadas con cancer.

e Personas que se encuentre en tratamiento o no.
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Seleccién del tamarfio de la muestra

La "n” muestral en esta investigacion esta representada por la muestra de sangre
de 62 personas en las que se incluyen 54 controles negativos de cancer y 8 pacientes
oncoldgicos que asistieron a la Unidad de Urologia y al Laboratorio General del
Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) en Mérida
Venezuela. Asi como estudiantes de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes.

Sistema de variables

Las variables de esta investigacion estan representadas por los niveles de ADN
circulante y la Espectrofotometria UV- Visible. Las dimensiones son: Rango de
ADN circulante (bajo, normal, elevado), longitudes de onda mediante
Espectrofotometria UV- Visible (260 nm, 280nm).

Instrumento de Recoleccién de Datos

Sistema de Recoleccion de Informacion.

Los medios por los cuales se recolecto la informacion acerca de lo que confiere a la

elaboracion tedrica y experimental de este proyecto se realiz6 por medio de:

¢ Revision bibliogréafica: Con la finalidad de recopilar informacién ya existente
sobre el problema.

¢ Realizacion de encuesta: Se ejecutd a cada paciente la encuesta anexa a este
trabajo (ver anexo 1, pag 110), la cual permitio obtener la informacién de ciertas
variables que pueden o no influir al momento de obtener los resultados.

e Toma y andlisis de las muestras: Luego de obtenida la informacion de cada
paciente se procedié a la toma de la muestra sanguinea, la cual se analizd
utilizando la Técnica de Espectrofotometria, mediante la cual se determinaron los

niveles de ADN circulante.

50



Procedimiento de la Investigacion

La Metodologia utilizada en esta investigacién obedece al Procedimiento adaptado
del propuesto por Lahiri y Nurnberger en 1991 (Lahiri y Nurnberger., 1991).
12.2. Materiales y Equipos.
e Espectrofotometro UV-Visible LAMBDA 3B Perkin Elmer.
e Centrifuga HERMLE Z 360 K (Capacidad para 24 tubos eppendorf y 8
Falcon).
e Matraces Pyrex de 100 y 50 mL.
e Pipetas Volumétricas (100-1000 ul, 100-500 ul , 10- 100 ul).
e Puntas para pipetas volumétricas (azules y amarillas).
e Bafio de Maria Precision PS scientific con termémetro de 10°C a 150°C
e Nevera
e Tubos Falcon.
e Tubos Eppendorf (1,5 ml).
e Celda de cuarzo (500 ul).
e Alcohol.
e Algodon.
e Inyectadoras de 5 cc
o Guantes
e Scalp N°23
e Tirro
e Mechero
e Agua destilada

e Cronometro
Espectrofotometro UV-Visible.

Para la determinacion de los niveles de ADN circulante en las muestras de sangre,

se utilizo un espectrofotometro LAMBDA 3B Perkin Elmer en la region UV-Visible
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a una longitud de onda de 260nm, las celdas utilizadas fueron de cuarzo, de forma
rectangular y transparentes, con capacidad de 500 ul de muestra (Ver Anexo 3y 4,
pag 113).

Reactivos:

Anticoagulante EDTA: es el anticoagulante de eleccion en los Laboratorios de
Hematologia para la conservacion de la muestra de sangre total. Es una sustancia
guimica que se adhiere a los iones de ciertos metales como el Calcio, Magnesio,
Plomo e Hierro. Se emplea en medicina para prevenir los codgulos de sangre, para
extraer el Calcio y el Plomo del cuerpo. Ademas se usa para evitar que las bacterias
formen biopeliculas (capas delgadas que se adhieren a la superficie). Actiia como un
tipo de quelante (Instituto Nacional del Cancer, 2021).

TKM2: Buffer con altas concentraciones de sales para preservar el plasma
compuesto por Tris HCI 10 mM: 0,2422¢gr; KCI 10 mM: 0,149gr; MgCl, 10mM:
0,4066gr; EDTA Na; 10mM: 0,13448gr; NaCl 0,4 M: 4,576gr.

Solucion Saturada de Cloruro de Sodio: Deshidrata y precipita las proteinas
dejando el ADN en sobrenadante. Compuesto por NaCl 5.3 M: 15,4892¢gr

Etanol Absoluto: Deshidrata y precipita el ADN.

Metodologia Esquematica

1. Preparacion de Control Positivo de ADN.

Para el Control positivo de ADN se extrajo a partir de leucocitos. Para esto se
siguio el protocolo modificado de extraccion salina de Lahiri y Nurnberger en 1991,
el cual se describe a continuacion.

Para llevar a cabo la extraccion del ADN se extrajo la capa de leucocitos de la
muestra de sangre periférica mediante ciclos de lavados con solucion salina,
centrifugando a 1.800 rpm por 10 min. Los leucocitos se trasvasaron a un tubo con
5mL de TKM1 (10mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM de KCI, 10 mM MgCl,, 2 mM
EDTA). Luego se le agrego 150 pL del detergente no ionico nonidet al 15%, se agitd
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fuertemente con vortex y se centrifugd a 2.200 rpm por 15 min. Se decanto el
sobrenadante y se realizaron lavados con TKM1 centrifugando a 2.200 rpm por 10
min. Posteriormente se le agregd 800 uL del tampon TKM2 (10mM Tris-HCI pH 7,6,
10 mM de KCI, 10 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 0,4 M NaCl) y se resuspendio el taco
obtenido en el paso anterior. Se agregd 55 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al
10%, se agitd fuertemente con vlrtex y se incub6 a 65 °C por 15 min., se dejé enfriar
y se adicion6d 300 puL de NaCl 5,3 M, se homogenizd y se centrifug6é a 12.000 rpm
por 10 min. Para obtener la malla de ADN del sobrenadante obtenido se agreg6 a 2
mL de Etanol absoluto frio. La malla fue trasvasada a un tubo con 1mL de etanol al
75%.

2. Barrido Espectral

Se determind la absorbancia del control positivo de ADN a diferentes longitudes
de onda en un rango de 230 a 295 nm, para la busqueda de una longitud optima
donde el analito absorbe mas luz.

3. Estandarizacion de la Técnica de Purificacion:

Los primeros pasos del protocolo original se omitieron puesto que en estos se
separan los leucocitos de la sangre. Inicialmente se realizaron diferentes
modificaciones al procedimiento propuesto por Lahiri y Nurnberger 1991, el dia
05/04/2024, con la finalidad de evaluar cual procedimiento proporcionaba mayor
grado de pureza en la extraccion de ADN.

Pruebas Realizadas.
¢ Sin usar el SDS con 300 pL de plasma + 800 uLL TKM2

¢ Sin usar el Dodecilsulfato Sodico (SDS) con 400 uL de Plasma + 400 pL de
TKM2
e Usando 400 pL de Plasma + 400 puL de TKM2 + 55 uL de SDS
e Usando 800 pL de plasma + 55 pL de SDS
Obteniendo mayor rendimiento en la técnica donde no se utilizé el SDS con 300 uL
de plasma + 800 uL TKM2.
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4. Metodologia General.
Consentimiento Informado:

Los individuos sanos y pacientes oncoldgicos fueron informados del estudio de
manera verbal y luego de haberles explicado con detalle el propdsito de la
investigacion y la importancia de la misma, ellos aceptaron aportar la muestra de
sangre necesaria para que se llevaran a cabo los analisis pertinentes y asi determinar
los niveles de ADN circulante.

Extraccién de ADNcf a partir de plasma:

Se empled el método modificado de extraccion a partir de sangre periférica
propuesto por Lahiri y Nurnberger en 1991 (Lahiri y Nurnberger en 1991). Para
llevar a cabo la extraccion del ADN se extrajo 300 pL de plasma de la muestra de
sangre periférica obtenidos por centrifugacion a 1800 rpm durante 10 minutos. Este
se trasvaso a un tubo eppendorf con 800 uL de TKM2 (10mM Tris-HCI pH 7,6, 10
mM de KCI, 10 mM MgCl,, 0,4 M NaCl, 10 mM EDTA). Luego se incubo a 65 °C
por 15 min, se dejo enfriar y se adicion6 300 puL de NaCl 5,3 M; se homogeniz0 y se
centrifug6 a 12.000 rpm por 10 min. Para obtener la malla de ADN, del sobrenadante
obtenido se tom6 700 uL y fue trasvasado a un tubo con 700 uL de etanol absoluto
frio, se mezcld y se llevo a la nevera por 48 horas. Posteriormente se centrifugo a
1800 rpm durante 1 minuto, se tomé 500 uL del sobrenadante y se colocé en un tubo
eppendorf nuevo; nuevamente se llevd a centrifugar a 12.000 rpm durante 8
minutos. Se procede a extraer el etanol y se deja secar en el mechero por 20 minutos
con la finalidad de eliminar los residuos de etanol. Finalmente se agregan 10 uL de
agua destilada y se incuba a 80 °C por 10 minutos para disolver bien. Por Gltimo se
centrifuga por 1 minuto a 1.800 rpm.

Toma de muestra de Sangre:

Una vez que cada participante habia firmado el consentimiento y proporcionado la

informacion necesaria, se le extrajeron 5 mL de sangre periférica por puncion venosa

gue se recolectaron en un tubo con 100 uL. de EDTA al 15%.
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Procedimientos para la extraccion de ADN
Toma de Muestra

"\ Identificacién, Realizacién de encueta y
2l g -... Consentimiento informado

"

>3 ¢

Seleccionar el mejor sitio
para realizar la toma -

Limpiar el area seleccionada con
s Antiséptico

—

—

Colocar el torniquete en la parte
Superior del brazo

g L - : .
&>, | Centrifugar por 1 minuto a 1800 rpm
= ~. Para obtener el plasma

2
all

V/

Realizar el protocolo de extraccion
Con 300 ul de Plasma

Figura 6. Toma de Muestra

Fuente: Archivo Personal

Primera parte de extraccion de ADN:
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Mezclar y llevar a nevera por 48 horas UE’

Figura 7. Primera parte de extraccion de ADNcf

Fuente: Archivo Personal
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Segunda Parte de extraccion de ADN:

"=
~ g

Tomar 500 ul del Sobrenadante y

5

Colocarlo en un tubo nuevo

Centrifugar a 12000 rpm por 8 minutos

Dejar secar por 20 minutos en el Mechero

Incubar a 80 °C por 10 minutos
para disolver bien

Figura 8. Segunda parte de extraccion de ADNcf
Fuente: Archivo Personal
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5. Determinacion de concentracion de ADN circulante por
Espectrofotometria.
Control Negativo:
Los controles se prepararon siguiendo el mismo protocolo de extraccién de ADN

antes mencionado empleando agua estéril en lugar de plasma.

Deteccion y Cuantificacion de Niveles de ADN Circulante:

La medicion de diferentes niveles de ADN circulante se realizo utilizando la
técnica de espectrofotometria UV-Visible, con un sistema dotado de una fuente de
radiacion ultravioleta centrada en 260 nm y 280 nm. El espectrofotometro utilizado
en este trabajo, fue un equipo de LAMBDA 3B marca Perkin Elmer. La medida del
espectro de absorbancia, que registra el espectrofotometro obedece a la ley de
Lambert-Beer. EI ADN contiene bases nitrogenadas, las cuales son aromaticas lo que
indica que el ADN tiene la particularidad de poder absorber luz ultravioleta. Su
maximo de absorcion se encuentra a 260 nm logrando calcular la concentracion del
ADN vy evaluando su pureza por medio de la relacion 260/280. Su deteccion se
realiz de la siguiente manera:

e Obtencion de Absorbancia en controles de ADN positivo (puro) a partir de

Leucocitos. (Barrido Espectral)

Preparacion de controles negativos que contenian todos los reactivo y agua

estéril en lugar de plasma.

Medicion de niveles de ADN en muestras de sangre de personas sanas y de
pacientes oncoldgico en longitudes de onda de 260 nm y 280 nm.

Correccion de la concentracion de ADN restando el valor de los controles

negativos.

Obtencion de Concentracion real de ADN por medio de la relacion de pureza
260/280
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Tubo eppendorf l:> Agregar 1 mL de ;J> Mezclar antes de
con ADN extraido agua destilada realizar la medicion

Configurar el
espectrofotometro
en la region UV

Colocar 400 pL de la
muestra en una celda de
cuarzo

Muestra Blanco
Agua destilada

Muestra Problema

Control Negativo

Medir a 260 y 280 nm

Evaluar la pureza por medio
de la relacion 260/280

Resultados y
Discusion

Conclusiones
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Determinacion de Concentracion Real de ADN segun su Pureza

Para la obtencion de la concentracion de ADN real se emplea la relacion 260/280

obteniendo el indice de pureza y por medio de la tabla “absorbancia de acidos

nucleicos y proteinas” se determind el porcentaje real de acidos nucleicos presentes

en la muestra.

Tabla 1. Absorbancia de acidos nucleicos y proteinas

PrROTEIN  NUCLEIC ACID

100
95

90

o/
Jo

o/
o

30

10
45

a0

OD

260°
e
1.06
1.32
1.48

1.59

1.67

1.78
1.81
1.84

1.87

oD

280

o/
o

PROTEIN

5
40
35
30
25

20

10

[§)
(1]

NUCLEIC

100

ACID

oD

:0D

260°

.89
1.91
1.93
1.94
1.95
1.97
1.98
1.98
1.99

2.00

280

Fuente: Saambrook, J., & Russell, D. (2001). Molecular Cloning,

6. Estadistica: Analisis de grupos por t student.

Para el analisis de los resultados, los datos obtenidos se almacenaron en una base

de datos y se procesaron de acuerdo a la prueba estadistica t student, utilizada para

determinar si la media de una muestra es estadisticamente diferente de una media

poblacional conocida o hipotética. Esta prueba se utiliza cuando la poblacion no sigue

una distribucién normal o cuando el tamafio de la muestra es pequefio.

Varones y Mujeres Respecto de sus Concentraciones de ADN.

Grupos etarios de 20-35 Afios y 36-55 Afios. Respecto de sus Concentraciones

de ADN.

Grupos etarios de 20-35 afios y 36-55 afios. Respecto de sus Concentraciones

de ADN.
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Grupos etarios de 36-55 afios y 56 afios en adelante. Respecto de sus
Concentraciones de ADN.

Individuos sedentarios y individuos que se ejercitan respecto de sus
Concentraciones de ADN

Individuos con antecedentes familiares de cancer e individuos sin
antecedentes con respecto de sus Concentraciones de ADN.

Individuos Hipertensos e individuos sanos con respecto de sus
Concentraciones de ADN.

Pacientes Oncoldgicos e Individuos sanos que pertenezcan al mismo grupo

etario que los Pacientes Oncologicos.
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CAPITULO IV

Resultados y discusiones

Resultados

A continuacion se detallan los resultados obtenidos en la recoleccion de los datos
de manera simple y objetiva a modo de proporcionar una vision precisa de lo que se
encontrd en el estudio, al mismo tiempo la discusion por su parte interpreta el

significado de los resultados.

Establecimiento de las condiciones pre-analiticas

Existen diversos factores pre-analiticos que pueden afectar los resultados
obtenidos durante el estudio como son el tiempo transcurrido entre la extraccion de la
sangre y la centrifugacion de la muestra, las condiciones de centrifugacién, las
condiciones de almacenaje de la muestra y el método de extraccién del ADN
circulante.

Este Gltimo factor resulta especialmente relevante ya que existen en el mercado
numerosos kits manuales y automatizados que permiten la extraccion de ADN
circulante, y diversos estudios han demostrado que la eleccidn entre uno y otro puede
afectar de forma significativa al rendimiento de la extraccion y al contenido de ADN
circulante.

En las tablas 2 y 3 se encuentran las caracteristicas fenotipicas tales como edad,
sexo, actividad fisica, habitos alimenticios, antecedentes médicos entre otros, de los
individuos sanos y los pacientes con cancer que se deben tener en cuenta en el

andlisis de los resultados.
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Tabla 2. Caracteristicas Fenotipicas de los individuos sin cancer

Codigo Descripcion Edad | Sexo Ejesriita A;;Taer?ct:g(ljzn Agfr%ﬁﬂZ?te OPNT | ECV
C-001 | Control Negativo 27| M Si No Si No No
C-002 | Control Negativo 26| M No No No No No
C-003 | Control Negativo 25| F No No Si No No
C-004 | Control Negativo 27 |F No Si No No No
C-005 | Control Negativo 30| F Si Si Si No No
C-006 | Control Negativo 26| F Si No Si No No
C-007 | Control Negativo 27 |F Si Si Si No No
C-008 | Control Negativo 28| M Si No Si No No
C-009 | Control Negativo 27| M Si No Si No No
C-017 | Control Negativo 25| F Si No Si No No
C-018 | Control Negativo 30| M No No No No No
C-020 | Control Negativo 26| M No Si Si No No
C-022 | Control Negativo 31|M Si Si No No No
C-025 | Control Negativo 25| F No No Si No No
C-026 | Control Negativo 28| M Si No No No No
C-027 | Control Negativo 29| F No Si Si No No
C-028 | Control Negativo 27| M Si No No No No
C-031 | Control Negativo S0|M No No Si No Si
C-033 | Control Negativo 70| F Si Si No No Si
C-034 | Control Negativo 22 |F No No Sabe Si No No
C-035 | Control Negativo 48| F Si No No No No
C-036 | Control Negativo 34| M Si No Si No No
C-039 | Control Negativo 24 | F No Si No No No
C-042 | Control Negativo 24 | F No Si Si No No
C-045 | Control Negativo 27| M Si Si Si No No
C-046 | Control Negativo 24| F Si Si No No No
C-047 | Control Negativo 25|F No No Si No No
C-050 | Control Negativo 58 | F No Si Si No Si
C-051 | Control Negativo 59| F No Si No No No
C-052 | Control Negativo 53| F No Si Si No No
C-053 | Control Negativo 45| F Si Si Si No No
C-054 | Control Negativo 44| F Si Si No No No
C-055 | Control Negativo 49| F No No No No Si
C-056 | Control Negativo 27 | F Si No Si No No
C-058 | Control Negativo 55| F Si No Si No Si
Continua. ..
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Cadigo Descripcion Edad | Sexo Ejesriita Alggr;r?::;é%n Ar;t:r;eitljizr;te OPNT | ECV

C-059 | Control Negativo 37| F Si No No No No

C-060 | Control Negativo 70| M Si No No No Si

C-061 | Control Negativo| 55|F No No No No No

C-062 | Control Negativo 33|F No Si Si No No

C-063 | Control Negativo 60| F Si Si Si No Si

C-065 | Control Negativo 40| F Si Si No No No

C-066 | Control Negativo 28 | F No Si Si No No

C-067 | Control Negativo 41| F No Si Si No No

C-068 | Control Negativo 23| M No Si No No Si

C-069 | Control Negativo 26 | M No Si Si No No

C-070 | Control Negativo 25|F No Si Si No No

C-072 | Control Negativo 24| F No Si Si No No

C-073 | Control Negativo 23 |F Si Si No No No

C-074 | Control Negativo 31|F No Si Si No Si

C-075 | Control Negativo 24 | F No Si No No No

Tabla 3. Caracteristicas Fenotipicas de los Pacientes Oncol6gicos.

Codigo | Descripcion | Edad | Sexo Ejesr?:ita g:;::ﬁ?;:g?n Ar;ger;eiﬂgr;te OPTN |ECV
Paciente

P-001 | Oncoldgico 56| F No Si Si| No| No
Paciente

P-002 | Oncoldgico 55| F Si Si Si| No| No
Paciente

P-003 | Oncoldgico 67| F No No No| No| No
Paciente

P-004 | Oncoldgico 52| M No Si Si| No| No
Paciente

P-005 | Oncoldgico 69| M No Si Si| No| No
Paciente

P-006 | Oncoldgico 66| M No Si No| No| No

p-go7 |Faciente. 80| M No Si Si| No| si
Oncoldgico
Paciente

P-008 | Oncologico 59| M No Si No| No| No

Continua...
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Cédiao Tipo de Cancer | Fechade Recibe Estado de la
g que Padece |Diagnéstico | Tratamiento | Enfermedad
P-001 Mama 4 meses Si Grado 3
P-002 Mama 01-03-2024 Si Grado 2
Mieloma ~ .
P-003 Multiple 1 Afo Si No
P-004 CA-Préstata 1 Afo Si Grado 1
P-005 CA-Préstata Hace 1 mes No No sabe
P-006 CA-Prostata Ha? 84 Si No sabe
ANOS
Metastasis no
P-007 conoce foco 1 Mes No Metastasis
principal
P-008 Mama 1 Afo No Grado 1

En la grafica 1 se observan las concentraciones reales de ADN de cada uno de los
individuos con la barra de error de una desviacion estandar.

Graéfica 1. Concentracion Real de ADN en general.
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Los valores presentados en las tablas 4 y 5 muestran los valores de absorbancia
corregida a longitudes de onda de 260 y 280 nm asi como la concentracion real de
ADN, ademas en las gréaficas 2 y 3 se presenta estas concentraciones de forma gréafica
junto con la barra de error de desviacion estandar. En el control poblacional y en los

pacientes oncoldgicos.

Tabla 4. Controles Poblacionales (Individuos sin cancer).

Cédigo DO 2§0 D028_0 Concentracion Pureza
Corregida Corregida Real de ADN
C-001 0,089 0,071 22,13 1,25
C-002 0,033 0,026 8,13 1,25
C-003 0,040 0,035 10,00 1,16
C-004 0,052 0,050 12,88 1,04
C-005 0,092 0,088 23,00 1,05
C-006 0,032 0,032 8,00 1,00
C-007 0,084 0,067 20,88 1,25
C-008 0,162 0,15 40,38 1,08
C-009 0,033 0,026 8,13 1,25
C-017 0,026 0,023 6,38 1,11
C-018 0,035 0,035 8,75 1,00
C-020 0,087 0,064 43,25 1,36
C-022 0,085 0,089 21,25 0,96
C-025 0,111 0,119 27,75 0,93
C-026 0,113 0,108 28,25 1,05
C-027 0,121 0,125 30,25 0,97
C-028 0,106 0,108 26,38 0,98
C-031 0,200 0,208 49,88 0,96
C-033 0,099 0,104 24,63 0,95
C-034 0,129 0,129 32,25 1,00
C-035 0,122 0,129 30,38 0,95
C-036 0,141 0,145 35,13 0,97
C-039 0,094 0,068 46,75 1,39
C-042 0,125 0,13 31,25 0,96
C-045 0,111 0,117 27,63 0,95
C-046 0,17 0,164 42,50 1,04
C-047 0,089 0,072 22,13 1,23
Continda...
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Cédigo DO 2§0 D028_0 Concentracion Pureza
Corregida Corregida Real de ADN

C-050 0,182 0,180 45,38 1,01
C-051 0,117 0,119 29,13 0,98
C-052 0,137 0,143 34,25 0,96
C-053 0,195 0,162 48,63 1,20
C-054 0,243 0,185 121,50 1,32
C-055 0,120 0,125 29,88 0,96
C-056 0,359 0,309 89,63 1,16
C-058 0,405 0,357 101,13 1,13
C-059 0,546 0,471 136,50 1,16
C-060 0,606 0,526 151,38 1,15
C-061 0,613 0,522 153,13 1,17
C-062 0,133 0,112 33,25 1,19
C-063 0,162 0,146 40,38 1,11
C-065 0,455 0,368 113,75 1,24
C-066 0,172 0,172 42,88 1,00
C-067 0,419 0,374 104,63 1,12
C-068 0,055 0,038 27,25 1,45
C-069 0,371 0,342 92,75 1,08
C-070 0,141 0,129 35,25 1,10
C-072 0,209 0,193 52,13 1,08
C-073 0,439 0,407 109,75 1,08
C-074 0,586 0,556 146,50 1,05
C-075 0,224 0,215 56,00 1,04

Gréfica 2. Concentracion Real de ADN en el Control Poblacional
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Tabla 5. Pacientes Oncoldgicos.

Cddigo | DO 260 Corregida | DO280 Corregida C;:;Ieg:r;lgﬁln Pureza
P-001 0,091 0,072 22,63 1,27
P-002 0,161 0,159 40,25 1,01
P-003 0,242 0,240 60,5 1,01
P-004 0,055 0,061 13,63 0,90
P-005 0,055 0,047 13,63 1,16
P-006 0,055 0,047 13,63 1,17
P-007 0,053 0,053 13,25 1,00
P-008 0,049 0,050 12,25 0,99

Grafica 3. Concentracion Real de ADN en Pacientes Oncologicos.
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Prueba Estadistica t de student 2 Colas Varianzas lguales Eventos

Independientes

Los valores presentadas en la tabla 6, muestran el estudio estadistico que compara
grupos de varones y de mujeres respecto a las concentraciones de ADN Circulante
con una media en varones de 44,18 ng/ml y en mujeres de 55,22 ng/ml, media que
también se observa en la gréfica 4, mediante el estadistico de la Prueba t de student

obteniendo una p de 0,40 y un valor critico de t de 2,01.

Tabla 6. Prueba t de student de Comparacion entre Varones y Mujeres respecto de

sus Concentraciones de ADN.

Varones Mujeres
Media 44,18 55,22
Varianza 1448,21 1659,76
Observaciones 13,00 36,00
Varianza agrupada 1605,75
Diferencia hipotética de las medias 0,00
Grados de libertad 47,00
Estadistico t -0,85
P(T<=t) dos colas 0,40
Valor critico de t (dos colas) 2,01
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Gréfica 4. Media de concentraciones de ADN de Varones Vs Mujeres con error

estandar.
Media de Concentraciones de ADN
70,00
60,00
T T

50,00 |
40,00 44_,_18 55,22
30,00 ng/ml ng/ml ® Media
20,00
10,00
0,00 ]

Varones Mujeres

Hipotesis especifica 1.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
Varones y Mujeres

Ha: existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre

Varones y Mujeres

Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se ha determinado que
no existen diferencias significativas entre los varones y mujeres (p > 0,05). Por lo
tanto, no se puede rechazar la hipdtesis nula y se concluye que no hay evidencia
suficiente para afirmar que exista una diferencia significativa entre los grupos
mencionados.

Los valores presentados en la tabla 7, muestran el estudio estadistico que compara
los grupos etarios de 20-35 Afios y 36-55 Afios respecto a las concentraciones de
ADN Circulante con una media en el grupo de 20-30 afios de 41,75 ng/ml y el grupo
de 36-55 afios de 75,19 ng/ml media que también se observa en el grafica 5, mediante
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el estadistico de la prueba t de student obteniendo una p de 0,01 y un valor critico de t
de 2,02.

Tabla 7. Prueba t de student de Comparacion entre grupos etarios de 20-35 Afios y

36-55 Arfios. Respecto de sus concentraciones de ADN.

20-35 Afios | 36-55 Aios
Media 41,75 75,19
Varianza 972,76 2258,24
Observaciones 29 13
Varianza agrupada 1358,40
Diferencia hipotética de las medias 0,00
Grados de libertad 40,00
Estadistico t -2,72
P(T<=t) dos colas 0,01
Valor critico de t (dos colas) 2,02

Grafica 5. Media de concentraciones de ADN 20-35 Afios Vs 36-55 afios con error

estandar.
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Hipotesis especifica 2.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
los grupos etarios de 20-35 afios y 36-55 afios.

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre los

grupos etarios de 20-35 afios y 36-55 afios.

Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se pudo constatar la
presencia de diferencias significativas entre los grupos estudiados con un valor
de p inferior a 0,05, lo que indica una alta probabilidad de que dichas
disparidades no hayan ocurrido por azar. Por lo tanto, se puede rechazar la
hipdtesis nula y se concluye que hay evidencia suficiente para afirmar que existe

una diferencia significativa entre los grupos mencionados.

Los valores presentados en la tabla 8, muestran el estudio estadistico que compara
los grupos etarios de 20-35 Afios y 56 afios en adelante respecto sus concentraciones
de ADN circulante con una media en el grupo de 20-35 afios de 41,75 ng/ml vy el
grupo de 56 afios en adelante de 53,43 ng/ml media que también se observa en el
grafica 6, mediante el estadistico de la Prueba t de student obteniendo una p de 0,42y

un valor critico de t de 2,03.
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Tabla 8. Prueba t de student de comparacion entre grupos etarios de 20-35 Afios y
36-55 Arfios. Respecto de sus Concentraciones de ADN.,

20-35 afos | 56 afos en adelante
Media 41,75 53,43
Varianza 972,76 2041,32
Observaciones 29 7
Varianza agrupada 1161,33
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 34
Estadistico t -0,81
P(T<=t) dos colas 0,42
Valor critico de t (dos colas) 2,03

Gréafica 6. Media de concentraciones de ADN de 20-35 Afios Vs 56 afios en adelante

con error estandar.
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Hipdtesis especifica 3.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
los grupos etarios de 20-35 afios y 56 afios en adelante.

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre los

grupos etarios de 20-35 afios y 56 afios en adelante.
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Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se ha determinado que
no existen diferencias significativas entre los grupos etarios de 20-35 afios y 56
afos en adelante (p > 0,05). Por lo tanto, no se puede rechazar la hipotesis nula 'y
se concluye que no hay evidencia suficiente para afirmar que exista una
diferencia significativa entre los mencionados.

Los valores presentados en la tabla 9, muestran el estudio estadistico que compara
los grupos etarios de 36-55 afios y 56 afios en adelante respecto sus concentraciones
de ADN circulante con una media en el grupo de 36-55 afios de 75,19 ng/ml vy el
grupo de 56 afios en adelante de 53,43 ng/ml media que también se observa en la
grafica 7, mediante el estadistico de la Prueba t de student obteniendo una p de 0,33y

un valor critico de 2,10.

Tabla 9. Prueba t de student de Comparacion entre grupos etarios de 36-55 Afios y

56 afnos en adelante. Respecto de sus Concentraciones de ADN.

36-55 Aos | 56 afios en adelante
Media 75,19 53,43
Varianza 2258,24 2041,32
Observaciones 13 7
Varianza agrupada 2185,93
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 18
Estadistico t 0,99
P(T<=t) dos colas 0,33
Valor critico de t (dos colas) 2,10
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Grafica 7. Media de concentraciones de ADN de 36-55 Afios Vs 56 afios en

adelante con error estandar.
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Hipdtesis especifica 4.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
los grupos etarios de 36-55 afios y 56 afios en adelante.

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre los
grupos etarios de 36-55 afios y 56 afios en adelante.

Tras realizar el analisis estadistico correspondiente, se ha determinado que
no existen diferencias significativas entre los grupos etarios de 36-55 afios y 56
afios en adelante (p > 0,05). Por lo tanto, no se puede rechazar la hipétesis nula 'y
se concluye que no hay evidencia suficiente para afirmar que exista una
diferencia significativa entre los mencionados.

Los valores presentados en la tabla 10, muestran el estudio estadistico que
compara los grupos de individuos sedentarios y otro grupo de individuos que se
gjercitan respecto sus concentraciones de ADN Circulante con una media en el grupo

de sedentarios de 47,46 ng/mly el grupo que se ejercitan de 58,22 ng/ml media que
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también se observa en el grafica 8, mediante el estadistico de la Prueba T de Student

obteniendo una p de 0,35 y un valor critico de t de 2,01.

Tabla 10. Prueba t de student de Comparacion entre grupo de individuos sedentarios

y otro grupo de individuos que se ejercitan respecto de sus Concentraciones de ADN.

Sedentario | Si hace ejercicio
Media 47,46 58,22
Varianza 1333,48 1931,37
Observaciones 27 22
Varianza agrupada 1600,62
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 47
Estadistico t -0,94
P(T<=t) dos colas 0,35
Valor critico de t (dos colas) 2,01

Grafica 8. Media de concentraciones de ADN de un grupo de individuos sedentarios

y otro grupo de individuos que se ejercitan con error estandar.
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Hipotesis especifica 5.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
los individuos sedentarios y los que se ejercitan.

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre los

individuos sedentarios y los que se ejercitan.

Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se ha determinado que
no existen diferencias significativas entre los individuos sedentarios y los que se
ejercitan (p > 0,05). Por lo tanto, no se puede rechazar la hipdtesis nula y se
concluye que no hay evidencia suficiente para afirmar que exista una diferencia
significativa entre los mencionados.

Las valores presentados en la tabla 11, muestran el estudio estadistico que
compara un grupo de individuos con antecedentes familiares de cancer y otro grupo
de individuos sin antecedentes con respecto sus concentraciones de ADN Circulante
con una media en el grupo de individuos con antecedentes familiares de cancer de
45,41 ng/ml y el grupo de individuos sin antecedentes de 62,27 ng/ml media que
también se observa en el grafica 9, mediante el estadistico de la Prueba T de Student

obteniendo una p de 0,15 y un valor critico de 2,01.

Tabla 11. Prueba t de student de Comparacion entre grupo de individuos con
antecedentes familiares de cancer y otro grupo de individuos sin antecedentes con

respecto de sus Concentraciones de ADN.

Antecedentes + de Cancer | Sin Antecedentes
Media 4541 62,27
Varianza 1017,30 2357,09
Observaciones 29 20
Varianza agrupada 1558,92
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 47
Estadistico t -1,47
P(T<=t) dos colas 0,15
Valor critico de t (dos colas) 2,01
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Gréafica 9. Media de concentraciones de ADN de grupo de individuos con
antecedentes familiares de cancer y otro grupo de individuos sin antecedentes, con

error estandar.

Media de Concentraciones de ADN
70,00
T T
60,00
50,00
40,00 -
45,41
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30,00 ng/ml ]
20,00
10,00
0,00 . .
Antecedentes + de Cancer Sin Antecedentes

Hipdtesis especifica 5.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
los individuos que tienen antecedentes familiares positivos de cancer y los que no
tiene antecedentes

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre los
individuos que tienen antecedentes familiares positivos de cancer y los que no tiene

antecedentes.

Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se ha determinado que
no existen diferencias significativas entre los individuos con antecedentes
positivos de familiares con cancer y los individuos sin antecedentes (p > 0,05).
Por lo tanto, no se puede rechazar la hipdtesis nula y se concluye que no hay
evidencia suficiente para afirmar que exista una diferencia significativa entre los
mencionados.

Los valores presentados en la tabla 12, muestran el estudio estadistico que

compara un grupo de individuos hipertensos y otro grupo de individuos sanos con
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respecto sus concentraciones de ADN Circulante con una media en el grupo de
individuos hipertensos de 68,49 ng/ml y el grupo de individuos sanos de 48,65 ng/ml
media que también se observa en el grafica 10, mediante el estadistico de la Prueba t

de student obteniendo una p de 0,18 y un valor critico de 2,01.
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Tabla 12. Prueba t de student de Comparacion entre grupo de individuos Hipertensos
y otro grupo de individuos sanos con respecto de sus Concentraciones de ADN.

Hipertensos Sanos
Media 68,49 48,65
Varianza 2600,97 1357,28
Observaciones 9 40
Varianza agrupada 1568,97
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 47
Estadistico t 1,36
P(T<=t) dos colas 0,18
Valor critico de t (dos colas) 2,01

Grafica 10. Media de concentraciones de ADN de grupo de individuos Hipertensos

y otro grupo de individuos sanos, con error estandar.
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Hipotesis especifica 6.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
los individuos Hipertensos y los Sanos

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre los
individuos Hipertensos y los Sanos

Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se ha determinado que
no existen diferencias significativas entre los individuos hipertensos y los sanos
(p > 0,05). Por lo tanto, no se puede rechazar la hipotesis nula y se concluye que
no hay evidencia suficiente para afirmar que exista una diferencia significativa
entre los mencionados.

Los valores presentados en la tabla 13, muestran el estudio estadistico que
compara un grupo de Pacientes Oncoldgicos y otro grupo de individuos sanos
pertenecientes al mismo grupo etario que los pacientes con respecto a sus
concentraciones de ADNCcf con una media en el grupo de Pacientes Oncoldgicos de
27,38 ng/ml y el grupo individuos sanos pertenecientes al mismo grupo etario que los
pacientes de 69,92 ng/ml media que también se observa en el gréfica 11, mediante el
estadistico de la Prueba T de Student obteniendo una p de 0,08 y un valor critico de
2,16.

Tabla 13. Prueba t de student de Comparacion entre grupo de Pacientes Oncolégicos
y otro grupo de individuos sanos pertenecientes al mismo grupo etario que los

pacientes con respecto de sus Concentraciones de ADNCcf.

Pacientes Individuos Sanos de 50
Oncoldgicos anos en Adelante
Media 23,72 69,92
Varianza 310,59 2674,64
Observaciones 8 9
Varianza agrupada 1571,42
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -2,40
P(T<=t) dos colas 0,03
Valor critico de t (dos colas) 2,13
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Grafica 11. Media de concentraciones de ADN de grupo Pacientes Oncoldgicos y
otro grupo de individuos sanos pertenecientes al mismo grupo etario que los

pacientes, con error estandar.
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Hipotesis especifica 7.

Ho: No existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre
el grupo de Pacientes Oncoldgicos y el grupo de individuos sanos pertenecientes al
mismo grupo etario que los pacientes

Ha: Existen diferencias en las medias para las Concentraciones de ADN entre el
grupo de Pacientes Oncoldgicos y el grupo de individuos sanos pertenecientes al
mismo grupo etario que los pacientes

Tras realizar el andlisis estadistico correspondiente, se pudo constatar la
presencia de diferencias significativas entre los grupos estudiados con un valor
de p inferior a 0,05, lo que indica una alta probabilidad de que dichas
disparidades no hayan ocurrido por azar. Por lo tanto, se puede rechazar la
hipdtesis nula y se concluye que hay evidencia suficiente para afirmar que existe

una diferencia significativa entre los mencionados.
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DISCUSIONES

En el presente trabajo de investigacion “Niveles de ADNcf Utilizando
Espectrofotometria Uv-Visible en muestras de sangre de Pacientes Oncoldgicos”,
participaron 62 personas adultas de diferentes grupos etarios que comprenden desde
los 22 afios hasta los 70 afios de edad. EI grupo de 20 a 30 afios fueron estudiantes de
la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes que se
encontraban sanos. El grupo etario correspondiente a los 31 afios en adelante fueron
individuos que acudieron al Laboratorio General del Instituto Autdbnomo Hospital
Universitario de Los Andes y 8 Pacientes Oncoldgicos que acudieron al Laboratorio
General y a la Unidad de Urologia del Instituto Autonomo Hospital Universitario de
Los Andes. Se prepararon controles positivos de ADN nuclear a partir de leucocitos
empleando el método Lahiri y Nurnberger., 1991 obteniendo una concentracion de
ADN en estado puro de 3569,5 ng/ul con un porcentaje de pureza del 90% lo que
indica una alta eficiencia. Se establecié medir a 2 longitudes de onda (260 y 280 nm)
puesto que en estas los acidos nucleicos y proteinas absorben mayor cantidad de luz
uv.

Por otra parte en la optimizacion de condiciones de trabajo para la determinacion
de ADNcf en plasma, los resultados mostraron que es posible utilizar el
procedimiento adaptado del propuesto por (Lahiri y Nurnberger., 1991). Las
concentraciones obtenidas por este método se pueden utilizar como una aproximacion
de los valores. A pesar de que se probaron diferentes condiciones la contaminacién
con proteinas, las cuales son muy frecuentes en plasma no se pudo optimizar, por lo
que la aplicacion de esta técnica en futuros trabajos requeriria pruebas adicionales
gue permitan establecer las mejores condiciones preanaliticas. Es importante destacar
que el protocolo inicial fue disefiado para extraer ADN nuclear a partir de leucocitos,
por lo que los primeros pasos dedicados a la separacion celular fueron omitidos.

Adicionalmente, seria importante explorar métodos de extraccion basados en
extraccién con solventes organicos, el cual ha sido el principal método (sin el uso de

kit comerciales) que ha sido empleado para este propdsito. Muchos autores informan
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que la fase preanalitica tiene la mayor frecuencia de errores asociados con las pruebas
de laboratorio, (Wallin., y cols., 2008). Segun los criterios utilizados para determinar
los errores asociados a cuestiones pre-analiticas, estos pueden representar mas del
90% del error total, lo que indica la necesidad de centrarse en este paso en la
planificacion del estudio del ADN libre en plasma ya que no existe consenso sobre
los resultados de concentraciones y métodos analiticos en estudios de pacientes con
cancer. Seria importante desarrollar un método estandarizado para la recoleccion de
muestras y el aislamiento del ADN para evitar errores preanaliticos y valores que van
desde concentraciones apenas detectables hasta unos pocos nanogramos por mililitro,
y donde jugaria un papel muy importante la técnica utilizada para la cuantificacion,
por la sensibilidad del método.

Existe una considerable controversia sobre las concentraciones de referencia de
ADN en controles sanos, con valores reportados que van desde concentraciones
apenas detectables hasta unos pocos nanogramos por mililitro, (Koffler., y cols.,
1973). Sin embargo, la mayoria de los autores coinciden en que las concentraciones
de ADN son mayores en personas con diversos trastornos malignos y no malignos
gue en controles sanos, (Pathak y cols., 2006). En individuos sanos, el ADNCcf se
origina a partir de la apoptosis, mientras que en tumores malignos su origen es
producto de apoptosis, necrosis y senescencia, (Szilelgyi., y cols., 2020).

Muchos estudios han abordado el uso de ADN en suero/plasma para el tratamiento
de enfermedades, (Kamm vy Smith.,, 1972). Sin embargo, en términos de
cuantificacion del ADN, no existe un estandar. En el pasado, los ensayos
colorimétricos o fluorométricos utilizaban reactivos como la difenilamina, que
cuando se afiadia al plasma/suero del paciente producia un cambio de color cuyo
grado se correlacionaba con la concentracion de ADN, (Kamm y Smith., 1972). La
escasa especificidad y sensibilidad de los reactivos y sus reacciones secundarias con
otros componentes de las muestras habrian limitado su uso en anélisis cuantitativos.

Varios grupos de investigadores han utilizado diferentes protocolos de extraccion
de &cidos nucleicos para plasma y suero. Ha habido relativamente pocos estudios

cuantitativos que comparen formalmente el rendimiento de estos diferentes
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protocolos de extraccion. Para futuras aplicaciones a gran escala de la tecnologia de
ADN de plasma/suero, sera necesaria la automatizacion de la preparacién de acidos
nucleicos. Varios investigadores en el campo de los &cidos nucleicos circulantes estan
comenzando a evaluar los sistemas de preparacion de acidos nucleicos, (Costa y
Ernault, 2002). También se estdn explorando cuestiones pre-analiticas, como una
comparaciéon formal de plasma y suero y los efectos de diferentes protocolos de
centrifugacion.

La concentracion de ADN se obtuvo mediante Espectrofotometria UV- Visible
aplicando la correccion de la absorbancia de 260 y 280 nm realizando una resta del
control negativo el cual se prepard empleando los reactivos utilizados en la técnica de
extraccion, con agua en lugar de plasma para realizar la correccion y que los reactivos
presentes en la técnica de extraccion no interfirieran en la concentracion de ADNCcf.

Ademas se obtuvo la concentracién real de ADN por medio de la relacion de
absorbancias 260/280 obedeciendo a la tabla 1 segun se detalla en la metodologia. En
la Tabla 4 se observan las concentraciones de ADN en personas sanas con una media
de 53,89 ng/ml empleando como técnica de extraccion el procedimiento adaptado del
propuesto por Lahiri y Nurnberger en 1991 (Lahiri y Nurnberger., 1991). Debido al
reducido nimero de estudios en poblacion general, comparamos nuestros resultados
con los obtenidos en grupos control de otros estudios. Un primer estudio en
poblacion china realizado por Zhong y cols., 2007 reportd 1,121 copias/ml de
ADNCcf, en tanto que Guidi y cols., 2006 en un estudio realizado en Colombia,
encontrd 720 ng/ml de ADNcf. Mientras que Rodriguez y cols., 2021 en un estudio a
una poblacién en México reportd 108.08 ng/ml. En estos tres estudios se utilizé g-
PCR para la amplificacion del ADNCcf, por lo que las diferencias en los resultados
parecen no estar relacionadas con la técnica utilizada, considerando que pueden
existir factores poblacionales o estilos de vida que influencien las variaciones de
concentracion de ADNcf. Al respecto Sedlackova y cols., 2013 sugieren que la
concentracion de ADNcf puede ser subestimada cuando se emplea g-PCR debido a
la presencia de moléculas de ADNcf altamente fragmentadas que no logran

amplificarse.
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Los resultados obtenidos en este estudio son completamente disimiles a los
obtenidos en otras poblaciones. Las razones de estas diferencias podrian ser
maultiples, aunque los procesos metodoldgicos usados probablemente son los mas
importantes. Seguramente, estudios que incluyan una mayor muestra poblacional, con
grupos de edad mas equilibrados, podrian dar resultados méas consistentes y
comparables.

Ahora bien, algunos de los aspectos mas relevantes que podrian explicar estas
diferencias pueden ser debido al tipo y manejo de la muestra o probablemente debido
a lisis celular. Para la extraccion de sangre se utilizan desde tubos convencionales con
EDTA hasta aquellos con factores de proteccion a largo plazo. El tiempo y
condiciones de almacenamiento de muestras también podrian influir en los resultados,
(Guidi., y cols., 2006).

Cabe destacar que los controles negativos pacientes que no padecen de cancer que
participaron en este estudio, eran individuos que asistian al Laboratorio General del
IAHULA, y por ende estos padecian de ciertas enfermedades que pueden alterar los
valores de ADNCcf tales como la dislipidemia, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, enfermedades infecciosas, entre otras. Estas condiciones de salud pueden
desencadenar procesos inflamatorios, estrés oxidativo y dafio celular, lo que a su vez
puede influir en la liberacién de ADN al torrente sanguineo.

Algo semejante ocurre con las concentraciones de ADN en Pacientes Oncoldgicos
que se observan en la Tabla 5 con una media de concentracion 23,72 ng/ml
empleando como técnica de extraccion el procedimiento adaptado del propuesto por
Lahiri y Nurnberger en 1991 (Lahiri y Nurnberger., 1991). Comparando los
resultados con los reportados en este trabajo se observa que los valores obtenidos
difieren con respecto a los reportados, ya que las concentraciones de ADNCcf
disminuyen en lugar de aumentar con respecto a los pacientes control.

En este orden de ideas, Ren y cols., 2024 evaluaron muestras de plasma de 71
pacientes con NSCLC (Céncer de pulmén de células no pequefias), realizando la
extraccion con el kit de &cido nucleico circulante QlAamp (Qiagen, Alemania), Y

empleando como método de cuantificacion la técnica q-PCR. Ellos reportaron una
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media de concentracion de 21,11 ng/ml, evidenciandose que los valores obtenidos por
los autores son similares a los que se obtuvieron en este estudio. Cuando se compar6
la concentracion del ADNcf con los controles del grupo etario correspondiente, se
observé una diferencia significativa. A pesar de tener una muestra pequefia, se puede
evidenciar una tendecia estadistica de que existe diferencia entre los controles y los
pacientes oncoldgicos, aunque es de notar que debido al pequefio tamafio muestral, el
estudio puede limitarse.

Por lo que se refiere a la prueba estadistica t de student, en la mayoria de los casos
no se presentan diferencias significativas en la media de los grupos estudiados,
excepto en la comparacion de los grupos etarios de 20-35 afios y 36-55 afios, lo cual
tiene concordancia con la literatura ya que se reporta que en los grupos etarios
mayores de 40 afios los valores de ADNcf se elevan en comparacion con grupos de
menor edad.

Otro punto importante de resaltar es que las publicaciones en las que se reportan
valores de ADNcf elevados en pacientes oncol6gicos no evidencian la edad del grupo
control o negativo con el cual los comparan, siguiendo este un aspecto importante y
de gran relevancia ya que en este estudio se demostré que la edad es un factor
influyente en el valor de la concentracion de ADNcf.

En definitiva el potencial clinico del ADNcf, especialmente en el campo del
cancer, es verdaderamente fascinante. La capacidad de detectar y analizar fragmentos
de ADN tumoral en la sangre de los pacientes, abre un mundo de posibilidades en
cuanto al diagnéstico temprano, monitoreo de la progresion de la enfermedad,
evaluacion de la respuesta al tratamiento y deteccion de posibles recaidas. Esta
herramienta no invasiva y relativamente sencilla de obtener, puede revolucionar la
forma en que se aborda el cancer, permitiendo una medicina mas personalizada y
precisa. Sin duda, el estudio del ADNcf representa un avance significativo en la
medicina moderna que promete mejorar la calidad de vida y las tasas de
supervivencia de los pacientes con cancer. Sin duda el ADNcf puede representar un

antes y un después en la oncologia.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El protocolo propuesto por Lahiri y Numberger en 1991, permite la extraccion de
ADN nuclear a partir de leucocitos presentando una alta eficiencia (90%).

La adaptacion del Protocolo propuesto por Lahiri y Nurnberger en 1991. Permitid
la deteccion de ADNCcf a partir de plasma de sangre de pacientes oncoldgicos y
personas sanas. Sin embargo es necesario afinar ain méas el protocolo con la
finalidad de disminuir la contaminacion con proteinas.

El analisis con Espectrofotometria UV-Visible present6 buena sensibilidad en la
deteccion y cuantificacion de ADN circulante, ya que los limites de deteccién y
cuantificacion fueron apropiados para el estudio realizado. La Espectrofotometria
UV-Visible demostrd ser una técnica novedosa y una herramienta muy valiosa para
la determinacion cuantitativa de ADN circulante.

Las condiciones preanaliticas del estudio del ADNCcf influyen de forma
determinante en el proceso analitico, por lo que su implantacion y control debe
realizarse de forma rigurosa.

Existen diferencias significativas entre los pacientes oncoldgicos y los individuos
que no presentan esta patologia. Ademas se debe resaltar que la edad es un factor
determinante en la concentracion de ADNcf

Otras Patologias como dislipidemia, infecciones y enfermedades cardiovasculares

pueden influir en el valor de la concentracion de ADNcf

88



Recomendaciones.

Emplear otras técnicas de extraccion de ADN como por ejemplo, las técnicas con
solventes organicos.

Es de suma importancia establecer valores de referencia de ADN circulante en una
poblacion control numerosa, que habite en la ciudad de Mérida y donde las personas
tengan similitudes en cuanto a varios parametros, por ejm., habitos alimenticios,
estilo de vida, sexo, edad, entre otros.

A nivel global es necesario generar una estandarizacion de la técnica de extraccion
de ADNCcf con la finalidad de que se empleé la misma a nivel universal y poder
comparar los valores, asi como analizar otros factores tales como: Poblaciones, estilos
de vida entre poblaciones mestizas y caucasicas.

Aumentar el tamafio de la muestra en futuros estudios sobre todo en cuanto a los
pacientes oncoldgicos.

Determinar el tamarfio de los fragmentos de ADNcf por técnicas como gPCR entre
otros.

Entre los objetivos principales que trataremos de llevar a cabo con la continuacién
de esta investigacion, podemos mencionar el hecho de que la determinacién
cuantitativa de ADN circulante, sea un marcador para poder diferenciar entre
pacientes sanos y pacientes con céncer. En este orden de ideas, habria que estar
totalmente seguros de que los pacientes sanos no presentan cancer u otras patologias
como: inflamacion, infeccién, insuficiencia respiratoria, embolismo, entre otras, ya
que estas también producen alteraciones del ADN circulante.

Con respecto al punto anterior, al lograr que la concentracién de ADN circulante
sea un marcador, se podria diagnosticar de forma temprana la presencia de un tumor,
cancerigeno o no, y asi evitar los métodos de deteccion del cancer los cuales son muy

invasivos.
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ANEXOS

Anexo 1
REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS

UNIVERSIDAD LABORATORIO DE ANALISIS INSTRUMENTAL
DE LOS ANDES

Cadigo

Apellido: Nombre:

Edad: Sexo:

Lugar y Fecha de nacimiento:

Direccion actual: Teléfono:
Procedencia: Abuela Materna Abuelo Materno

Abuela Paterna Abuelo Paterno
Encuesta
Estilo de vida
1. ¢Hace usted ejercicio?
Si No

2. Cuantas veces a la semana?
Veces

3. ¢Lleva usted una alimentacion balanceada?

Si No No Sabe

Antecedentes de Enfermedad
4. Algun Familiar ha padecido de cancer.

Si No No Sabe

5. Qué tipo de Céncer

6. Es Usted Paciente Oncoldgico
Si No

7. Actualmente recibe tratamiento
Si No
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8. Conoce el Estadio de la enfermedad

Si No

Estadio:

9. Tiene algun érgano trasplantado

Si No

10. Tipo de Céncer que padece

11. Hace cuéanto tiempo fue Diagnosticado.

12. Se ha realizado anteriormente pruebas de ADN circulante.

Si No

13. Sufre de alguna enfermedad cardiovascular

Si No

Cual
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Anexo 2
REPUBLICA BOLIVARIANA DE VENEZUELA
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS
UNIVERSIDAD LABORATORIO DE ANALISIS INSTRUMENTAL

DE LOS ANDES
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Apellidos Nombres:
Edad: Género M(_ )F(_): Lugar y Fecha de Nacimiento:
Direccion:

Teléfono:

El presente trabajo de investigacion tiene como objeto la Determinacion de los
Niveles de ADN Circulante utilizando Espectrofotometria Uv-Visible en Muestras
de Sangre de Pacientes Oncolégicos.

En este trabajo se garantiza la absoluta confidencialidad de los resultados
obtenidos. Los encargados del desarrollo de esta investigacion, Prof. Dr. Pedro
Matheus (Tutor), Prof. Dra. Andrea Avendafio (Cotutora), no reciben beneficios
economicos por la realizacion de este trabajo, salvo los beneficios curriculares que su
publicacidn pueda acarrear y el beneficio social para la comunidad.

Quien suscribe, sefiala que ha leido la informacion y ha tenido la oportunidad de
hacer preguntas sobre el particular, todas han sido contestadas, y por tanto, da su
consentimiento para que su muestra de sangre sea utilizada para el mencionado
estudio. Recibe una copia de este consentimiento.

Mérida, a los dias del mes de 2024
Firma del Paciente Lcda. en Bioanalisis
Tutor Cotutora
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Anexo 3
Espectrofotometro UV-Visible LAMBDA 3B Perkin Elmer.

Anexo 4
Celdas de Cuarzo
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Anexo 5

Otros Equipos y Materiales usados

Centrifuga HERMLE Z 360 K (Capacidad
para 24 tubos eppendorfy 8 Falcon).

Bafo de Maria Precision PS scientific con
termoémetro de 10°C a 150°C

Tubos Falcon y Tubos Eppendorf
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Anexo 6

Pipetas Automaticas

Anexo 7

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Barrido Espectral de ADN en Estado Puro

230

240 250 260 270 280 290 300

Abs
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