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RESUMEN

El cáncer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de muerte por neoplasia 
en países sudamericanos. Las formas hereditarias de CCR son, poliposis adenomatosa 
familiar (FAP) y cáncer colorrectal hereditario sin poliposis (HNPCC) o Síndrome de Lynch 
(SL), que es la forma más común. La detección de mutaciones en los genes de reparo de 
ADN (MMR) y en el gen APC permite el desarrollo de estrategias de prevención. Algunas 
de estas metodologías de diagnóstico molecular son aplicadas para la investigación y 
detección de mutaciones en estos genes, tales como el Test de la Proteína Truncada (PTT), 
Análisis de polimorfismos de conformación de cadena simple (SSCP), Cromatografia liquida 
desnaturante de alta performance (DHPLC) y Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
en tiempo real (qPCR).
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SUMMARY 

Colorectal cancer (CRC) is one of the main causes of death in South American countries. 
The hereditary forms of CRC are, familial adenomatous (FAP) and hereditary nonpolyposis 
colorectal cancer (HNPCC) or Lynch Syndrome (LS), which is the most common form. The 
detection of mutations in the DNA repair genes (MMR) and in the APC genes enables the 
development of prevention strategies. Some of these methods for molecular diagnosis 
are applied in research and the detection of mutations of these genes, such as the partial 
thromboplastin time test (PTT), the single strand conformational polymorphism test (SSCP), 
the Denaturing High Performance Liquid Chromatography test (DHPLC) and the Polymerase 
Chain Reaction (PCR) in real time (qPCR).
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INTRODUCCIÓN

L
as mutaciones constitucionales deletéreas en 
genes involucrados en el reparo del ADN o 
control de la proliferación celular están fre-
cuentemente asociadas a un alto riesgo de cán-
cer hereditario (1,2). La poliposis adenomatosa 
familiar (FAP) y el cáncer colorrectal heredita-

rio sin poliposis (HNPCC) o Síndrome de Lynch (SL) son 
síndromes de cáncer colorrectal (CCR) asociados a defectos 
hereditarios en genes que regulan la proliferación celular 
y adhesión, APC, MUTYH, o genes de reparo de  ADN 
(MMR), MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y PMS1 (3,4,5).

En familias FAP, la mutación en el gen APC está aso-
ciada a numerosos pólipos adenomatosos, con un riesgo de 
aproximadamente 100% de desarrollar CCR durante la vida 
y con una edad media de 40 años. El fenotipo atenuado de 
FAP se presenta en un inicio tardío, con pocos pólipos, pre-
sencia de tumores en el lado derecho y está asociado a mu-
taciones en el exón 9 y terminaciones 5´o 3´ del gen APC, o 
también con alguna mutación bialélica del gen MUTYH. Los 
portadores de mutación en el gen APC presentan un riesgo 
incrementado de desarrollar otros tumores, principalmente 
tumores desmoides benignos (5).

Mutaciones en los genes MMR ligados a SL, están 
asociados con el desarrollo temprano de CCR (<50 años) 
e instabilidad de microsatélites (IMS) en tejidos malignos, 
como consecuencia de la pérdida del alelo de  tipo salva-
je durante la oncogénesis. Un amplio espectro tumoral es 
frecuentemente observado en el contexto de las mutaciones 
de los genes MLH1 y MSH2, principalmente cáncer de es-
tómago, endometrio, pelvis renal, intestino delgado, entre 
otros. El gen MSH2 representa aproximadamente 40% de 
las mutaciones de los genes MMR asociados a CCR, en-
tre  mutaciones puntuales y grandes deleciones genómicas. 
Raros homocigotos de inicio temprano de CCR han sido 
observados para los genes MLH1, MSH2 y PMS2. Estos 
homocigotos podrían presentar fenotipos adicionales, entre 
malignidades hematológicas y neurológicas en la infancia, y 
señales intermediarias de neurofi bromatosis en homocigotos 
del gen MLH1. Dobles heterocigotos también han sido ob-
servado en diferentes combinaciones de genes, como: APC 
más MSH6, MSH6 más MUTHY, y MSH6 más PMS2, y 
un caso conocido de APC más MSH2. En estos casos, el  
diagnóstico de cáncer de colon se debe realizar en una edad 
más temprana (3).

La identifi cación de mutaciones germinativas mediante 
la técnica de  secuenciación directa consume mucho tiempo 
y no es  aplicable para protocolos o estudios clínicos a gran 
escala. Por tanto, estrategias de investigación molecular, 
comprendiendo el test de la proteína truncada (PTT), análisis 
de polimorfi smo de conformación de cadena simple (SSCP), 
cromatografía liquida desnaturante de alta performance (DH-
PLC) y Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiem-
po real (qPCR) han sido descritos para facilitar la detección 
de mutaciones. Idealmente, estos métodos son usados para 
el análisis de mutaciones de un gran número de fragmentos 
de ADN y son caracterizados por presentar una alta sensibili-
dad, especifi cidad, y ser considerados como métodos inofen-

sivos, relativamente baratos y totales o semi-automatizados 
para minimizar costos y tiempo (6).

En el presente estudio, nosotros revisamos 4 métodos 
de investigación para mutaciones germinativas en SL y FAP, 
tales como PTT, SSCP DHPLC, y  qPCR. 

MÉTODOS DE SCREENING

Test de la proteína truncada  (PTT)

El PTT está basado en la transcripción  y traducción in vitro 
de una región amplifi cada de un gen o mRNA alvo median-
te PCR de transcripción reversa (RT-PCR), seguido de un 
análisis para fragmentos de polipeptideos menores a partir 
del produto de PCR (7). Las proteínas de bajo peso molecular 
surgen como consecuencia de un truncamiento (framsehift) 
o por mutaciones de parada (stop códon) en el gen analiza-
do, las cuales difi eren de las proteínas de tamaño completo 
esperado. El PTT está compuesto por 4 pasos: el primero, 
la separación de ácidos nucleicos: genómico, ARN total o 
poly (A)+ ARN Segundo, amplifi cación de una región es-
pecifi ca del gen de interés. Tercero, transcripción y traduc-
ción in vitro del producto de reacción de amplifi cación; y 
fi nalmente el cuarto paso, detección de los productos tradu-
cidos. Los productos proteicos truncados (alelos mutantes) 
son fácilmente distinguidos del producto proteico de tamaño 
completo (alelo normal) (Figura 1) (8). Adicionalmente, PTT 
facilitó la detección de nuevos tipos de mutación, debido a 
que un cambio en la secuencia genera una  región altamente 
mutable y detectable en la superfi cie del ARN (9). 

Figura 1. Representación gráfica de los 4 pasos de la metodología de PTT 
(a) Separación de los ácidos nucleicos (b) amplificación, (c) transcripción y 
traducción (d) detección de los productos traducidos..
(Adaptada del Protocolo Promega (8)

Las primeras mutaciones publicadas en los genes 
PMS1 y PMS2 en pacientes HNPCC fueron originalmente 
detectadas por PTT. Tao y colaboradores, (2001) utilizaron 
la técnica de detección basada en RT-PCR acoplada a PTT 
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como punto de partida. Rastrearon 84 familias no relacio-
nadas para el análisis de mutaciones germinativas en los ge-
nes PMS1 y PMS2. No fueron encontradas mutaciones en 
el gen PMS2. Cinco bandas aberrantes fueron identifi cadas 
para el gen PMS1 en siete familias (seis de  Finlandia y una 
de Italia). La secuenciación de cDNA reveló una deleción 
en todas esas familias (10). Recientemente, Hes y colabora-
dores (2008) utilizaron la metodología de PTT para elucidar 
la magnitud de la mutación en el gen APC en familias FAP. 
Mediante el PTT, fue encontrado 5% de casos nuevos de 
FAP identifi cados como mosaicos, probablemente debido al 
número signifi cativo de mutaciones en el gen APC. Estos es-
tudios demuestran que PTT es una importante herramienta 
para rastrear mutaciones de sospecha de neoplasia (11,12,13).

Análisis de polimorfi smo de conformación de 
cadena simple (SSCP)

El principio de SSCP se basa en la conformación secundaria 
a partir de moléculas de ADN de cadena simple basadas en 
secuencias específi cas sobre condiciones no desnaturantes. 
Las moléculas de tamaño normal pueden diferenciarse de 
las pequeñas con una simple substitución de base, formando 
diferente conformación y migración en un gel de poliacrila-
mida no desnaturante (Figura 2) (14).

 

Figura 2. Representación gráfica de la metodología de SSCP. Mutaciones 
puntuales de una única base puede causar grandes diferencias en la forma 
de acoplamiento del DNA de cadena simple. Estas diferencias pueden ser 
detectadas en la movilidad electroforética. TS: Tipo salvaje, M: mutante, SM: 
salvaje+mutante
(Adaptado de http://nationaldiagnostics.com)

La sensibilidad de SSCP varía dramáticamente de 
acuerdo al tamaño del fragmento de ADN. Por lo tanto, el 
producto de PCR tiene que ser preferentemente pequeño 
(aproximadamente 150pb) para aplicar satisfactoriamente 
esta metodología en la detección de mutaciones. Otro re-
quisito importante, es la selección de cebadores de PCR 
(fl anquean la región de interés) o la digestión de productos 
grandes de PCR en sitios de internos de restricción. Cuando 
la investigación para polimorfi smos no es crítica, el análisis 
de fragmentos tamaño grande puede ser realizado. La sensi-
bilidad de SSCP es de aproximadamente 80 a 90%, siempre 
y cuando se cumplan con todas las condiciones (15). 

Isidro y colaboradores (2003) detectaron mediante 
SSCP y DHPLC, 4 mutaciones nuevas en el gen MLH1 y 
un nuevo polimorfi smo silencioso en el gen MSH2 en fami-
lias portuguesas de Lynch (16). De la Fuente y colaboradores 
(2007) detectaron 87% de mutaciones en el gen APC por 
SSCP; de las cuales, más del 50% no habían sido descritas. 
El alto porcentaje de mutaciones nuevas encontradas puede 
ser por la composición genética de la población chilena, la 
cual, es una mistura de amerindios y españoles (17). 

En la población española, la mutación en el codón 
1061 del gen APC  es una de las más comunes en las Islas 
Baleáricas. Aunque este codón sea un hot-spot, el análisis de 
haplotipo de estas familias es consistente con la presencia 
del efecto fundador de la deleción de 5pb en el codón 1061 
en familias FAP de  las Islas Baleáricas españolas (18). La re-
levancia de estos estudios es tener un mayor conocimiento 
de la susceptibilidad al cáncer hereditario, y la posibilidad de 
identifi car mediante el diagnóstico molecular a los familiares 
de alto riesgo (19).

El número de pólipos rectales y las regiones de las mu-
taciones en el gen APC están siendo utilizados para direccio-
nar el tratamiento quirúrgico en pacientes con FAP familiar. 
Por lo tanto, la identifi cación de mutaciones germinativas 
en los genes APC o MYH puede direccionar la selección del 
tratamiento quirúrgico (20). 

Cromatografi a Líquida Desnaturante de Alta 
Performance (DHPLC)

En sus inicios, esta metodología presentó una efectiva aplica-
ción para la separación de oligonucleotidos, fragmentos de 
PCR y análisis de productos formados a partir de RT-PCR 
para determinar los niveles de expresión génica.

Esta técnica está basada en la detección automatizada 
de segmentos de DNA mediante una cromatografía liquida 
de alta performance de fase íonica-pareada reversa. El prin-
cipio de DHPLC se basa en la desnaturación y reanelamien-
to de amplicones de tipo salvaje y mutado y  la comparación 
entre sus perfi les (21).

Para alcanzar  resultados más confi ables, se sugiere un 
análisis preliminar de la cualidad de los amplicones a tempe-
raturas  no desnaturantes de 50ºC. En estas condiciones, la 
presencia de mutaciones de pequeñas repeticiones también 
puede ser detectadas (Figura 3).

 

Figura 3. Representación gráfica del análisis de DHPLC. Dos (PCR 
amplificados) cadenas de ADN que difieren en un único nucleótido son 
desnaturados y anelados, formando un heteroduplex, el cual puede ser 
distinguido de un homoduplex mediante  HPLC. 
(Adaptado de www.transgenomic.com)
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Los productos de PCR no necesitan ser purifi cados para 
el análisis por DHPLC. El analizador  de DHPLC (Transge-
nomic Wave) presenta una manipulación automatizada de  
96 muestras simultáneamente, lo que disminuye la mano de 
obra del operador. Aproximadamente, 10ul (50-200ng) de 
producto de PCR son utilizados para el análisis mediante 
DHPLC y consecuentemente, el producto remanente de 
PCR (20-50ul) puede ser usado para purifi cación, secuencia-
ción u otro procedimiento experimental. 

En conclusión, esta metodología parece ser adecuada 
para el análisis de mutaciones como rutina de laboratorio (22,23).

El análisis mediante DHPLC también puede ser usa-
do satisfactoriamente para  la detección de mutaciones y 
polimorfi smos en el cromosoma Y, factor IX, genes de la 
neurofi bromatosis tipo 1, regulador de conductancia trans-
membrana de la fi brosis quística (CFTR), homólogos de la 
fosfatasa y tensina en el cromosoma 10 (PTEN) y en los 
genes BRCA1 y BRCA2 (24,25,26).

PCR en tiempo real (qPCR)

La metodología de PCR en tiempo real (qPCR) direcciona 
un análisis de datos cuantitativos de expresión génica en es-
tudios biológicos, de medicina, biotecnología, microbiología 
y diagnóstico de enfermedades (27). qPCR utiliza colorantes 
reporter fl uorescentes para combinar la amplifi cación y los 
pasos de detección de la reacción de PCR en un único paso 
(28,29). El ensayo mide el incremento de la señal fl uorescen-
te, la que es proporcional a la cantidad de ADN procesado 
durante cada ciclo de PCR (27) (Figura 4).

 

Figura 4. Representación gráfica de la metodología de qPCR, los dos sets de 
hibridización son de aproximadamente 100 bp (específicos para cada región). 
La prueba de LightCycler-Red 640 es usada para la detección de mutación en 
la posición A; y la de Light-Cycler-Red 705 es usada para la posición B. Note 
que ambas mutaciones se encuentran en el mismo amplicon (Adaptado de 
Roche Molecular Biochemicals no. 2 1999).

Los instrumentos requeridos en un ensayo de qPCR  
consisten de un termociclador y un fl uorimetro de micro-
volumen que permite la rápida detección de mutaciones con 
una alta acurácia. Las alteraciones de múltiples bases  son 
discriminadas mediante el uso de pruebas de hibridización 
y curvas de melting fl uorescentes. A través del análisis de 
estas curvas, este sistema proporciona una única e innova-
da aproximación para detectar polimorfi smos de una única 
base  (SNPs). El análisis de la curva de melting monitora 
la hibridización, que se trata de la temperatura-dependiente 
de una única cadena. Las pruebas de hibridización se ligan 
perfectamente al ADN alvo marcado, requiriendo una alta 

temperatura de  melting (Tm) para separar las pruebas de 
hibridización unidas al ADN que contiene errores de des-
estabilización, es esta diferencia la base de  la detección de 
mutaciones. La prueba de hibridización, comprendiendo la 
región de una mutación potencial (mutation probe), tiene un 
bajo Tm que la prueba adyacente (anchor probe), aseguran-
do el señal fl uorescente generado durante la curva de mel-
ting, ( que es determinado sólo por la prueba de mutación). 
Los híbridos Probe/ADN contienen el melt de error a ba-
jas temperaturas que los híbridos marcados perfectamente. 
Esto refl eja las diferentes Tms durante el análisis de la curva 
de melting. Por lo tanto, el tipo salvaje, mutante, la mezcla 
de ellos (por ejemplo, genotipo heterocigoto) pueden ser 
distinguidos mediante las diferencias que presentan en sus 
respectivas temperaturas de melting. El análisis de la curva 
de melting es realizada inmediatamente después del paso de 
amplifi cación (30). 

Por lo tanto, qRT_PCR es aplicado para una rápida 
detección de genes involucrados en neoplasias humanas y 
enfermedades infecciosas. En la investigación de la selección 
de de métodos, este es el principal método para una  cuan-
tifi cación de la expresión génica. La disponibilidad práctica 
y el análisis son simples y puede ser fácilmente extendible 
al ambiente clínico a diferencia de aquellas técnicas de PCR 
tradicionales (Figura 5).

 
Figura 5. Revisión de los métodos basados en PCR para investigación de 
variación genética. 
(Adaptado de  Hoffmann et al. 2008 (31))

En CCR, la mutación V600E del gen BRAF, codifi ca-
dor de quinasas pertenecientes a la vía de señalización RAS/
RAF/MAPK, sugiere un origen esporádico de esta enferme-
dad, excluyendo los criterios para cáncer colorrectal heredi-
tario  (tipo FAP y SL).

La combinación de las pruebas de TaqMan MGB con 
las condiciones de un ensayo universal permite un efi ciente 
fl ujo de trabajo para el análisis de grandes números de dife-
rentes SNPs en laboratorios clínicos (32).

DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN

El análisis de mutaciones en pacientes con padrón  here-
ditario de CCR, generalmente se basa en el análisis de la 
secuencia genómica de ADN, las que pueden ser rastreadas 
por diferentes metodologías. La identifi cación, acurácia e in-
terpretación de mutaciones de los portadores son esenciales 
para el manejo clínico de los pacientes con CCR, y para 
investigaciones científi cas (2).
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Una de las primeras metodologías desarrolladas en esta 
área es PTT, la cual presenta varias características importan-
tes como una alta sensibilidad y un bajo porcentaje de falsos 
positivos. El principal problema técnico de esta metodología 
está relacionado con el hecho que, generalmente PTT usa 
un alvo de ARN, presentando difi cultades en la potencial 
expresión génica diferencial y estabilidad de los transcritos 
resultantes de los alelos estudiados. Esta desventaja puede 
ser como consecuencia de las modifi caciones en el tipo cap-
tura del gen así como el uso de PTT digital, que disminuye el 
límite de detección de mutaciones y permite el uso de PTT 
en la detección de mutaciones de fl uidos corporales (9). Otra 
desventaja de PTT convencional es el uso de marcadores 
radioactivos para la detección de proteínas. Recientemen-
te, modifi caciones en el tipo marcadores fl uorescentes o el 
uso de epitopes alvos fueron establecidos, lo que permite 
la detección del producto traducido no radioactivo. Cuando 
varios epitopes son usados en diferentes campos de lectura, 
el espectro de detección de mutación puede ser expandido 
para todas las posibles mutaciones del tipo frameshift (10). 
Estas modifi caciones permiten que PTT sea una poderosa 
técnica no radioactiva que permite detectar mutaciones con 
una alta sensibilidad.

Clínicamente, utilizar técnicas de rastreamiento tal 
como SSCP y DHPLC es más aceptable en el análisis ge-
nético de familias FAP y HNPCC (16). La mayor ventaja de 
DHPLC es la facilidad de rastrear un gran número de mues-
tras evitando el uso de electroforesis, preparación y análisis 
de gel. Este sistema es idealmente utilizado para detección 
de los genes MLH1 y MSH2 en la rutina laboratorial, debi-
do a que (a) es rápido, tomando aproximadamente de 5-7 
minutos por muestra, (b) presenta una alta acurácia, (c) es 
económico, costando aproximadamente $0,7 por muestra y 
(d) es menos laborioso, DHPLC presenta la ventaja de geno-
tipar una gran cantidad de muestras sin supervisión humana 
y puede funcionar durante la noche, generando resultados 
automáticamente.

Si las condiciones de PCR son cuidadosamente optimi-
zadas y la inyección del amplicón es única y pura, el padrón 
de análisis muestra un único y reconocible pico, previniendo 
así la necesidad de ser analizados por dos observadores in-

dependientes (21). Comparando DHPLC y otras metodologías 
para el mismo propósito, DHPLC tiene la ventaja de presen-
tar una facilidad en el manejo de las muestras y tiene proble-
mas signifi cantemente mínimos de interpretación de datos. 
Además de sus aplicaciones para la detección de mutaciones 
en los genes MLH1 y MSH2, DHPLC es una herramienta 
poderosa para análisis clínicos y poblacionales de MMR en 
general (25,26).

Otra metodología recientemente descrita para el ras-
treamiento de mutaciones, es qPCR. Desde su introducción, 
qPCR revolucionó el campo del diagnóstico molecular y 
está siendo aplicada en un número cada vez mayor de ex-
perimentos clínicos. Las ventajas de este procedimiento en 
comparación a  los métodos convencionales incluyen, su alta 
sensibilidad, rango dinámicamente grande, y su acurácia en 
la cuantifi cación, lo que incrementa su sensibilidad (27,28,29). 
Esta metodología es simple, rápida y reproducible para uso 
en aplicaciones clínicas, laboratoriales. La alta tecnología 
de qPCR ha permitido el rastreamiento de mutaciones no 
conocidas o modifi caciones de ADN (31,32). Actualmente, la 
detección de mutaciones es realizada mediante el análisis de 
tamaño de fragmento de restricción (33), PCR de alelo espe-
cífi co (35), análisis de SSCP (34), y secuenciación automatizada 
directa. Estos últimos métodos son ampliamente aceptados 
como estándar, a pesar de consumir bastante tiempo. 

La metodología de qPCR presenta ventajas en costo 
y labor, y es una alternativa de la técnica de secuenciación 
directa automatizada, debido a sus medidas seriales, pesar de 
la secuenciación directa sea más efi ciente, es más laboriosa, 
más cara en términos de reactivos y análisis de datos y no es 
100% efi ciente.
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