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RESUMEN

El principal interés de la estancia de investigacion fue evaluar la aplicabilidad de la extraccion de material
genetico a partir de muestras parafinadas de cancer colorrectal para su posterior analisis mediante
secuenciacion masiva, utilizando un panel de mutaciones/variantes especificas para CCR que permita la
deteccion e identificacion de dianas terapéuticas y marcadores moleculares que tengan un impacto en el
tratamiento de pacientes oncologicos.
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OBJETIVOS

General:

v' Evaluar la aplicabilidad de las técnicas de
secuenciacion masiva para la deteccion
de mutaciones/variantes especificas que

brindar

pueden oportunidades de

tratamiento para pacientes con cancer.

Especificos:

v Capacitacion en el aislamiento vy

purificacion de material genético a partir

de bloques de parafina

v’ Capacitacion en el andlisis de los datos

provenientes de la secuenciacion masiva

APORTES DE LA INVESTIGACION

v' Se elabor6 un protocolo experimental
donde se detallan todos los pasos a seguir
durante la extraccion del material gendémico
y se definid la estrategia a seguir en
pacientes con CCR.

v Se establecié una colaboracién entre el
GBI - FP-UNA, la UCA-GT - IRYCIS y el
Laboratorio Genpat para proponer vy
ejecutar proyectos de investigacion que
promuevan la competitividad y la
innovacion en Paraguay.

ACTIVIDADES REALIZADAS

1. Extraccion, purificacion y cuantificacion de
ADN a partir de muestras de tejido parafinadas
(FFPE) para preparacion de libreria gendmica.

2. Alineacion de secuencias, identificacion de
variantes y anotacion funcional.
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Preparacion de cortes a partir de bloques de parafina
utilizando un micrétomo (izquierda) y un bafio flotador
(derecha).

RESULTADOS OBTENIDOS

Se prepararon tubos de 1,5 ml con tres cortes
de 10 um y portaobjetos con muestras de 5 um
de espesor de cada espécimen usando un
microtomo. Se llevd a cabo el aislamiento y
purificacion de material genético a partir de las
muestras parafinadas empleado el un Kkit
especifico para DNA FFPE. La concentracion y
pureza de las muestras se determindé mediante
dos equipos: Qubit y Nanodrop, los resultados
obtenidos se muestran a continuacion:

Analisis cuantitativo de las muestras

Cédigo | Qubit | Nanodrop| ., ., 1»50| A260/230 | Volumen
origen | ng/ul ng/ul .
final
2213355 | 17,8 103 1,82 1,65 20 ul
2219697-A| 31 118 1,79 1,54 20 ul
2220787 41 233,8 1,87 1,94 20 ul
2219260-1 | 18,5 88,6 1,8 1,46 20 ul

Como paso previo a la preparacion de la
libreria gendmica, se analizo la integridad de
las muestras empleando el Genomic DNA
ScreenTape, que permite separar muestras
de ADN de 200 a mas de 60 000 pares de
bases en menos de 2 minutos por muestra, v,
mediante el Software TapeStation 4.1.1, nos
permiti6 obtener una medida numérica

denominada Numero de integridad del ADN
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Finalmente, se selecciond un panel especifico
para cancer de colorrectal para poder

identificar mutaciones/variantes
CONCLUSION

Se determind la estrategia para llevar a cabo la
preparacion del material gendmico a partir de
muestra parafinadas (FFPE). Para obtener una
muestra ADN gendmico en dptimas condiciones
para su posterior andlisis mediante NGS, se
utilizaran tres cortes de 10 um de espesor, fijadas
en formol al 4-10%.
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