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RESUMEN

Las mitocondrias son indispensables para las células eucari otas debido
principalmente a q ue realizan la sintesis de ATP atrav és de la f osforilacion
oxidativa, poseen su propio material genético y participan en otros procesos como
el metabolismo y la apoptosis. El deterioro en las funciones de la mitocondria ha
sido implicado en una amplia variedad de patologias humanas incluyendo el
cancer. En los ultimos diez afos se han encontrado mutaciones en el AD N
mitocondrial (mtADN) en distintos tipos de cancer y algunas de estas mutaciones
han sido propuestas como biomarcadores moleculares de ciertos tipos de cancer.
El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad del analisis de alta resolucion de
la curva de dis ociacion (HRM) en la d eteccion de mutaciones puntuales en el
mtADN utilizando fragmentos de alrededor de 300 paresd e base (pb). Se
utilizaron muestras de ADN de sangre y de biopsia de 3 pacientes de cancer
cervicouterino (CaCu), ademas de muestras de ADN de sangre de dos individuos
sanos pertenecientes a dos haplogrupos mitocondriales distintos. Estos ultimos se
utilizaron para est andarizar las condici ones necesarias para la deteccion de
mutaciones puntuales mediante HRM. Se realizé una busq ueda inicial de
mutaciones mediante la secu enciacion de algunas regiones del mtADN de las
muestras. Ademas, se diseid un setde primers para realizar la busqueda de
mutaciones mediante HRM. De este set de primers, fueron seleccionados 3 pares
para buscar algunas polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs) diagndsticas de
los haplogrupos mitocondriales, y compararlo con los res ultados obtenidos
mediante secuenciacion. Se evaluaron 3 distintas concentraciones iniciales de
templado y 3 grados de pureza de primers. Mediante secuenciaciéon no se detecto
ninguna mutacidn en las reg iones secuenciadas del mtADN de pacientes de
CaCu. De estas mu estras se determiné el haplogrupo mitocondrial mediante la
busqueda de SNPs caracteristicos, y se lograron detectar estas mutaciones
puntuales mediante HRM utilizando un fragmento de 105 pb. En fragmentos con
un tamafo superior a los 200 p b no fue posible detectar mutaciones puntuales
bajo las condiciones evaluadas.
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1. ANTECEDENTES

1.1 MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organelos celulares que miden aproximadamente 0.2
a 10 um de diametro transversal y de 1 a 4 um de longitud, estan presentes en la
mayoria de las células eucariotas, las mitocondrias son indispensables para las
células ya que llevan a cabo la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) a través de la
fosforilacion oxidativa (Attardi y Schatz,1988). Ademas las mitocondrias participan
en otras funciones como el metabolismo, la homeostasis del calcio, apoptosis,
sefialamiento y diferenciacion celular (Czarnecka y Bartnik 2011 ). Las
mitocondrias poseen su propio material genético, y la maquinaria necesaria para
realizar la sintesis de las proteinas codificadas en su genoma. Cada célula posee
multiples mitocondrias y éstas a su vez poseen cientos o miles de copias de ADN
mitocondrial (mtADN). Aproximadamente el 97.5% de las 1500 proteinas que
conforman a la mitocondria estan codificadas enel genoma nuclear, son
traducidas en el citopl asma y transportadas a la mitocondria, el otro 2.5% de lo s

genes esta codificado en el genoma mitocondrial (Baysal, 2006).

1.1.1. Fosforilacion Oxidativa

Una de las principales funciones de la mitocondria es la sintesis de ATP a
partir de la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS), acoplada a la cadena de transporte
de electrones o cadena respiratoria, ésta es la principal forma en que las células
obtienen energia. EI metabolismo de los carbohidratos es completado en la
mitocondria, cuando el piruvato, proveniente de la glicolisis, es oxidado a CO; y
agua. La fosforilacidon oxidativa es una via celular muy eficiente para la obtencion
de energia, ya que por cada molécula de glucosa oxidada, se obtienen 36 ATPs,
mientras que en la glicolisis por cada molécula de glucosa se obtienen 2 ATPs.



Las proteinas involucradas en la fosforilacién oxidativa y el transporte d e
electrones estan localizadas dentro de la membrana mitocondrial interna e
incluyen los complejos |, Il, Il y IV de la cadena del transporte de electrones, y la
ATP sintasa (complejo V). En el g enoma mitocondrial se encuentran codificadas
13 subunidades de los complejos |, lll, IV y V del transporte de electrones. En este
proceso los electrones provenientes del ciclo de Krebs son combinados con
oxigeno molecular produciendo agua y protones que son expulsados fuera de la
membrana hacia la m atriz mitocondrial. Posteriormente los p rotones entran
nuevamente al es pacio intermembranal hasta la A TP sintasa, este flujo de
protones lleva ala condensacién de a denosin difosfato (ADP)y unf osfato
inorganico (Pi) para producir ATP, el cual posteriormente es exportado al citosol.
(DiMauro & Bonilla 1997, Wallace 1997).

1.1.2. Genoma Mitocondrial

El ADN mitocondrial humano (mtADN) es una molécula de doble cadena,
circular de 16,569 pares de bases (pb). El mtADN se encuentra unido a ciertas
proteinas de union (binding proteins), formando un complejo denominado
nucleoide (Malyarchuk et al. 2002). Contiene 37 genes que codifican: 13 proteinas
de la cadena de fosforilacion oxidativa, 7 subunidades para el complejo I, 1 para
la subunidad lll, 3 subunidades del complejo IV y 2 subunidades del complejo V;
asi como 22 ARN de transferencia y dos ARN ribosomales (12S y 16S) esenciales

para la sintesis de proteinas dentro de la mitocondria (Shen et al. 2011) (Figura 1).

Las cadenas del mtADN reciben el nombre de cadena H (pesada o heavy)
por su alto contenido en guanina (G), y la cadena L (ligera o light). La mayor parte
de las secuencias codificantes (28 genes) se encuentran en la c adena pesada,
estas secuencias se distribuyen de forma muy compacta, llegando incluso a
sobreponerse. La cadena ligera solamente contiene la informacion para la
subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa y ocho tRNA (Attardi, 1988).
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Figura 1. Genoma mitocondrial. Se muestran los genes que codifican: rRNA 12S y 16S,
tRNA sefalados conl a abreviatura del aminoacido g ue transportan, y secuencias
codificadoras de proteinas: 3 subunidades de la Citocromo C O xidasa (CO |, COX I,
COlll), 1 para el Citocromo B (Cyt. b), 6 subunidades de la NADH Des hidrogenasa (ND1,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6)y 2dela ATP sintasa (ATPasa 6 y ATPasa 8).
Ademas se observan las cadenas ligera y pesada, el origen de la replicacién de la cadena
pesada (Oy), el origen de la replicacion de la cadena ligera, y los promo tores dela
transcripcion Ty T,

El asa de desplazamiento o D-loop, es una estructura donde las 2 hebras
de la doble cadena de la molécula de ADN estan separadas por una tercera hebra
de ADN. La tercera hebra tiene una secuencia que es complementaria a una de
las hebras pri ncipales y se apareac on ella, desplazando al a otra cad ena
principal, la cual formau na estructura enform a de horquilla por
complementariedad de bases (Shen et al, 2011). El D-loop es la regién mayor no
codificante, ocupa 1122 pares de bases y se situa entre los genes que codifican

para los tRNAs de prolina y el de fenilalanina.

En el D-loop se encuentran el origen de replicacion de la cadena H (Oy),
los promotores para la transcripcion de la cadena pesada (Py) y de la cade na

ligera (P.), ademas de dos lugares de unidén a factores de transcripcion (Tfam),

3



tres bloques de secuencias conservados asociados con el inicio de la replicacion
(CSB I, CSB Ily CSB Ill) y las secuencias asociadas a la terminacion de cadenas
(TAS) (Coskun et al. 2003) (Figura 2). Esta region destaca por su elevada tasa de
mutacion, aproximadamente 10 veces mayor que en las reg iones codificantes y
por su elev ada variabilidad intrapoblacional (Vigilant et al. 1991), la cual se

concentra entresr egiones o seg mentos hipervariables (HVS): la region

hipervariable | (H VSI) abarca las posiciones 16,024-16,365), la regidn
hipervariable Il (HVS 1l) las posiciones 73-340 y la region hipervariable Il (HVS III)
las posiciones 438-574. La regidon mas polimoérfica es la region HVS |, por lo que
ha sido utilizada en estudios de genética, paleogendmica, antropologia y la

medicina forense.
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Figura 2. Esquema de la re gién control o asa de desplazamiento (D-loop) del mtADN
desde la posicion 16,000 a la 570. Los numeros designan la posicion en el mt ADN y las
cajas de col ores representan elementos reguladores. Lareg ion control incluye los
promotores de las cade nas L (ligera) y H (pesada), los sitios de uni6é n del factor A de
transcripcién mitocondrial (mtTFA), los bloques de secuencia conservada (CSB) I, Il y lll, y
los origenes dereplicacion 1y 2delacade na H(O ys y Op,). TAS: Secuencia de
asociacion y terminacion.

La secuencia completa de un humano se publicd por primera vez en 1981
(Anderson et al. 1981). Desde entonces se emplea como la secuencia de
referencia (CRS) con la que se comp aran las diferencias encontradas en otros
genomas mitocondriales. No obstante, en 1999 (Andrews et al. 1999) se publicé
una version corregida de esta secuencia (revised Cambridge Reference
Sequence, (rCRS) manteniendo la numeracion original, por lo g ue es la q ue se
utiliza actualmente como referencia en todos los estudios en los que se analiza
mtADN humano.



1.1.2.1. Caracteristicas

El genoma mitocondrial posee ciertas caracteristicas especiales que lo
distinguen del genoma nuclear. Entre las principales esta lo compacto que es
dicho genoma, casi todos sus g enes se encuentran uno inmediatamente después
del otro, aunque existen pequefias secuencias intergénicas, siendo la mayor el D

loop.

1.1.2.1.1. Herencia Materna

La herencia del mtADN no responde a la genética mendeliana, el mtADN es
esencialmente heredado via materna (Brandon et al., 2006), el ovocito, con mas
de 100,000 moléculas de mtADN, es quién aporta la mayoria de mitocondrias
durante la fecundacion, ya que las mitocondrias paternas se encuentran en la cola
del espermatozoide y ésta se pierde en el momento de la fecundacién, por lo que
la cantidad de mitocondrias aportadas via paterna es muy baja. L as pocas
mitocondrias paternas aportadas suelen eliminarse als er reconocidas vy
ubiquitinadas para su degradacion (Sutovsky et al. 1999). Ademas, recientemente
en C.elegans se demostré que las mitocondrias paternas y el mtADN paterno son
eliminadas en el ovocito fertilizado, mediante autofagia por degradacion lisosomal
(Sato & Sato 2011, Al Rawi et al. 2011).

1.1.2.1.2. Haplogrupos

Debido al as caracteristicas de here ncia del mt ADN las po blaciones
humanas pueden ser divididas en base ala v ariacion de secue ncia en ciertas
posiciones del genoma mitocondrial, conocidas como polimorfismos de
nucleodtidos simples (SNPs). Estas mutaciones acumuladas en periodos de tiempo
relativamente cortos, seag rupan secuencialmente formando linajes
independientes conocidos como haplotipos (Torroni et al. 1996). En el proceso de
la evolucion y migraciones humanas, los d escendientes de un haplotipo original
podrian acumular posteriormente mutaciones adicionales y generar un g rupo
relacionado de haplotipos que es conocido como haplogrupo (Rui et al. 2011). El

analisis de la distribucidon de los SNPs en la poblacion permite la reconstruccion de



las antiguas migraciones humanas. En la actualidad existen arboles filogenéticos

basados enlas sec uencias de los disti ntos haplogrupos,

especificos a nivel de continente (van Oven & Kayser. 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de la hipdtesis de las mi graciones humanas, basada en el origen y
dispersién de los haplogrupos del ADN mitocondrial (Genetics Ltd., 2004).

1.1.2.1.3. Diferencias en el Cédigo Genético Mitocondrial

El cddigo genético mitocondrial humano (Tabla 1) difiere del nuclear en

algunos codones: UGA codifica triptéfano en lugar de ser un codén de paro, AGA

y AGG son codones de paro en lugar de codificar arginina, AUA y AUU codifican

metionina en vez de isoleucina, éstos dos junto con el codén AUG son los tres

codones de inicio posibles.




Tabla 1. Codigo genético mitocondrial humano.

Phe uuu Thr ACU Asp GAU
F uucC T ACC D GAC
ACA
ACG
Leu (1) UUA Ala GCU Glu GAA
L (UUA/G) uuG A GCC E GAG
GCA
GCG
Leu (2) Ccuu Tyr UAU Cys uGuU
L (CUN) Ccuc Y UAC Cc uGC
CUA
CUG
lle AUU* Ter UAA Trp UGA
I AUC UAG w UGG
Met AUA His CAU Arg CGU
M AUG H CAC R CGC
CGA
CGG
Val GUU GIn CAA Ser (2) AGU
\% GuUC Q CAG S (AGU/C) AGC
GUA
GUG
Ser (1) uUCu Asn AAU STOP AGA
S (UCN) ucc N AAC AGG
UCA
UCG
Pro CCu Lys AAA Gly GGU
P CcC K AAG G GGC
CCA GGA
CCG GGG

Tabla 1. El cddigo genético mitocondrial humano difiere del cédigo genético universal,
UGA codifica para triptéfano enlug ar de ser un codén de paroy AUA codifica para
metionina en lug ar de isol eucina. *AUU codifica para isol eucina durante la el ongacion
pero puede codificar para metionina para el inicio de ND2 ( Fearnley & Walker, 1987;
Peabody,1989). Temperley (2010) demostré que la mitocondria humana usa solamente
UAA y UAG como codones de paro.

1.1.2.1.4. Elevada Tasa de Mutacion

La tasa de mutacién del mtADN, es de 5 a 10 veces mayor en comparacion
con el ADN nuclear (Ritcher, 1988), esto se debe principalmente a que el genoma
mitocondrial se e ncuentra asociado por c ercania alam embrana mitocondrial
interna, la cual es el sitio principal de produccion de especies reactivas de oxigeno

(ROS). Esto hace al mtADN mas susceptible a dafio por ROS comparado con el
7



ADN nuclear. Anteriormente se creia que otra de las causas principales de la
elevada tasa de mutacién del mtADN con respecto al ADN nuclear era la carencia
de reparacion recombinante y reparacion por escision como en el genoma nuclear
(Ritcher. 1988), pero actualmente se sabe que la mitocondria es capaz de reparar
la mayoria de las les iones del mtADN (Larsen et al, 2005). La reparacién de
rompimiento de doble cadena en el mtADN puede ser conducido por
recombinacion homologa, debido a la presencia de multiples copias de mtADN; o
la unién de extremos no homodlogos, como ocurre en el nucleo (Bacman et al.
2009). Sibien ciertas mutaciones del mtADN podrian no ser reparadas y
acumularse a lo largo de la vida, aun no se logra clarificar si las mutaciones en el

mtADN son una causa o una consecuencia del proceso de tumorigénesis.

1.1.2.1.5. Heteroplasmia y Efecto Umbral

Normalmente todas las copias delmt ADN en una célulason iguales,
condiciéon conocida como homoplasmia, pero en pacientes con enfermedades
mitocondriales debido a mutaciones en el mtADN, con frecuencia se e ncuentra
una mezcla de mtADN mutante y normal, condicion conocida como heteroplasmia,
(Shen et al. 2011). Se ha observado que la heteroplasmia forma parte del proceso
evolutivo normal del mtADN, presentandose también en individuos sanos. En un
estudio de 210 individuos espafoles se determind que solo el 30% er an
homoplasmicos, el resto presentaron algun grado de heteroplasmia. Las formas
prevalentes de heteroplasmia fueron mutaciones en las secuencias poli C de las
regiones hipervariables | y |l (Santos et al. 2008). Este efecto también ha sido

reportado para otras poblaciones caucasicas (Brandstatter et al. 2004).

El fenotipo de una célula, tejido o individuo heteroplasmico depende del
porcentaje de mtADN mutante. Si el numero de moléculas mutantes es bajo, se
producira una complementacién funcional por parte d e las moléculas normales
dentro de la célula. Ala umentar la proporcibn de moléculas mutantes la
complementacion de la funcidén por parte de las moléculas normales se hace mas

dificil, de forma que se llega a un momento donde no es posible suplir la funcion;



es entonces cuando se manifiesta un fenotipo patoldgico. Lo previamente descrito
se conoce como efecto umbral, por lo que la condicién patolégica no se hace
aparente en los tejidos hasta que se haya sobrepasado el umbral de cada tipo
celular especifico, debido a los diferentes requerimientos de ATP de los distintos

tipos celulares (Hsui-Chen et al. 2010).

1.1.2.1.6. Segregacion Replicativa

Durante la mitosis y meiosis las mitocondrias se distribuyen al azar entre las
células hijas, lo que se conoce como segregacion replicativa (Wallace 1986). La
consecuencia de este proceso es que el porcentaje de moléculas mutantes puede
variar entre tejidos y también puede ir cambiando a lo largo del tiempo, inclusive

puede llegar a un estado de homoplasmia de moléculas de mtADN mutantes.

1.2. DISFUNCION MITOCONDRIAL EN EL CANCER

El deterioro de las funciones mitocondriales ha sido implicado en una
amplia variedad de patologias humanas incluyendo cancer yen fermedades
relacionadas con la edad tales como diabetes mellitus tipo I, Alzheimer, artritis

degenerativa, entre otras (Czarnecka y Bartnik, 2011).

1.2.1. Efecto Warburg

En 1956 Otto Warburg propuso que a diferencia de las células normales, las
células cancerosas son dependientes de la glicolisis para la obtencién de ATP, en
lugar de utilizar la cadena de fosforilacion oxidativa para dicha funciéon, como
sucede en las célula s normales. A este proceso sele con oce como efecto
Warburg o “glicolisis aerdbica”, este cambio en la forma de producir energia es un
paso indispensable hacia la malignidad celular, ya que la glicolisis aerdbica otorga
a las células cancerosas una ventaja de crecimiento, y el daho a la cadena de
fosforilacién oxidativa, les provee una v entaja de proliferacion (Simonnet et al.
2002).



1.2.2. Especies Reactivas de Oxigeno y Carcinogénesis

Existen diferentes mutaciones en el mt ADN reportadase n una gran
variedad de canceres que se piensa contribuyen a una disfuncion de la respiraciéon
oxidativa y ala sobr eproduccion de especies reactivas de ox igeno (ROS) y
finalmente a un aumento en la desregulacién de vias de sefalizacion asociadas

con la maduracion, proliferacién y la apoptosis (Carew et al. 2002)

Estas mutaciones pueden causar una variacion en las ecuencia de
aminoacidos de las subunidades codificadas en el mtADN y podrian comprometer
la funcién de la cadena respiratoria y estimular una sobreproduccién de ROS. Una
excesiva senalizacion asociada a ROS puede disminuir el potencial apoptético de
la célula, contribuyendo asi a su inmortalizacion; iniciar vias de sefializacion entre
el nucleo y la mitocondria que promueven un fenotipo celular invasivo (Amuthan,
2002) y regular modificaciones epigenéticas en el nucleo y afectar la estabilidad

cromosomica (Desler, 2007).

La generacion excesiva de ROS dentro de la mitocondria y el constante
estrés oxidativo en el ambiente mitocondrial, puede provocar un amplio dafo a los
genes de lacad ena de fosforilacién oxidativa y aumentar la di sfuncién en la
respiracion y por lo tanto provocar la dependencia en la glucolisis para la sintesis
de ATP. Ad emas con elfallo delacad ena de respiracion y la subsecu ente
disminucién en la sintesis de ATP y acumulacién de especies reactivas de oxigeno
en la m atriz mitocondrial, se crea un cicl 0 en do nde se pro mueven aun mas
mutaciones debido al dafo que las especies reactivas de oxigeno pueden

ocasionar al mtADN.

1.2.3. Heteroplasmiay Desarrollo del Cancer

En un estu dio basado en laresistencia a rotetona,u n inhibidor de
respiracion celular, se desarroll6 una técnica para aislar lineas celulares con
mutaciones resultantes en una fosforilacion oxidativa deficiente (Bai et al. 2004).
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En tales c ondiciones selectivas, las célul as para cubrir sus requerimientos
energéticos se adaptaron ala glicolisis para realizar la sintesis de ATP, lo que
crea una condicion bioenergética similar a la que se observa durante el desarrollo
del cancer (Efecto Warburg). Analizando las clonas resistentes a rote nona, se
aislaron y caracterizaron lineas celularesq ue portaban mutaciones
homoplasmicas y heteroplasmicas en el mtADN ademas de una fosforilacion
oxidativa deficiente. Entre ellas dos lineas celulares portaban una mutacién tanto
en condiciones heteroplasmicas (76% mutante) como cercanas a la homoplasmia,
la mutacion observada provoca un cambio en el marco de lectura del gen ND5.
Dicha mutaciéon es idéntica a una encontrada en lineas celulares de cancer de
colon. En este estudio se observd que cuando la mutacion estaba en condiciones
heteroplasmicas el cr ecimiento tumoral aumentaba, e intere santemente la
formacién del tumor era relativamente menor o inhibida cuando la mutacién era
cercana al 100% (Shen K et al. 2010). Aun se desconoce como intervienen las

condiciones heteroplasmicas mutantes en el desarrollo y progresién del cancer.

1.2.4. Mutaciones del mtADN y Cancer

La participacion de la mitocondria y el ADN mitocondrial (mtADN), en varios
procesos celulares han hecho de este organelo celular el centro de atencion de
multiples estudios debido a la relevancia de la informacién que podrian aportar
estos estudios, particularmente en el proceso de tumorigénesis y progresion del
cancer. La asociacion entre el mtADN y el cancer ha sido discutida desde
principios del siglo pasado y mas recientemente, ha ganado atencion debido a los
reportes de mutaciones somaticas del mtADN en div ersos tipos de t umores
sélidos, incluyendo carcinomas y sarcomas, y también en leucemias y linfomas.
(Carew y Huang, 2002).
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1.2.4.1. Mutaciones Comunes como Marcadores de Tumorigénesis

En algunas revisiones, entre ellas la de Santos et al. (2008) se ha sugerido
que algunas de estas mutaciones podrian ser candidatos para ser utilizadas como
biomarcadores en cancer, y ademas merecen estudios mas amplios para conocer
coémo esta involucrado el mtADN en esta enfermedad, a través de la utilizacion de
modelos experimentales y mediante el uso de analisis de tumores de distintas
etapas de av ance para determinar: si las mutaciones aparecen en e tapas
tempranas durante la tumorigenesis; si dichas mutaciones se conservan a lo largo
del desarrollo del cancer hasta etapas tardias de invasion a 6rganos lejanos al
sitio tumoral inicial; si éstas propician otras mutaciones en etapas avanzadas; y la
relacion de estas mutaciones con la falla de la cadena respiratoria en etapas

avanzadas del cancer, solo por mencionar algunas interrogantes.

Todavia queda mucho por compre nder acerca de com o el m tADN esta
involucrado en una enfermedad tan compleja como el cancer. Unadel as
incertidumbres es silas mutacio nes somaticas en el genoma mitocondrial son
determinantes para el inicio de la tum origénesis, provocando una falla enla
cadena de respiraciéon, como fue propuesto por Warburg, o si dichas mutaciones
en elmt ADN son una consecuencia dela tumorigénesis por inestabilidad del
genoma nuclear o por una deficiente o dafiada interaccion entre el nucleo y la

mitocondria.

1.2.4.2. Haplogrupos Mitocondriales Asociados a Riesgo de Cancer

Las variaciones de secuencia en el mtADN de los diversos haplogrupos
mitocondriales parecen conferir susceptibilidad genética a distintas enfermedades
entre ellas la neuropatia Optica h ereditaria de L eber (LHON), el Alzheimer y el
cancer. Se ha demostrado que los individuos con haplogrupos J y K tienen riesgo
de desarrollar LHON, mientras que el haplogrupo H tiene un efecto protector de
dicha enfermedad conferido por los polimorfismos en su mtADN (Brown et al.
2002).
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Uno de los primeros polimorfismos descritos en el mtADN y su asociacion al
cancer fue el A10398G, polimorfismo asociado al haplogrupo N. Fue el primer
polimorfismo descrito como un factor asociado al desarrollo del cancer de mama
en la poblacién polaca, 23% de pacientes con cancer de mama eran portadores de
la mutacion (Darvishi et al. 2006). Ese mismo poli morfismo fue encontrado por
Canter et al. (2005) con una alta frecuencia en mujeres afroamericanas con cancer
de mama invasivo. En hombres ha sido asociado en la severidad del cancer de
prostata en afroamericanos, al igual que los polimorfismos 6221 y 7389 (Ray et al.
2009).

1.2.4.3. Inestabilidad de Microsatélites Mitocondriales

Las regiones microsatélite mitocondriales son regiones cortas repetitivas de
secuencia en el mtADN, un ejemplo es la region de poli C en las posiciones 303-
315. Se ha prop uesto que mutaciones o incluso v ariantes presentes enl a
poblacién en general en este tipo de regiones, podrian conferir predisposicion a
ciertos tipos de cancer o participar en el proceso de tumorigénesis, aunque aun

permanece sin ser clarificado de qué forma intervienen (Yu et al. 2008).

En un estudio donde se utilizaron muestras de tumor y se compararon con
muestras de sangre y tejido normal de pacientes de carcinoma maligno de tiroides
y bocio nod ular, se encontré inestabilidad del microsatélite mitocondrial en la
regiéon 303-315 en 2 de las 19 muestras de bocio nodular (10.53%), y 8 de 77
(10.39%) de las m uestras de pacientes con carcinomas malignos de tiroides. La
mayoria de las mutaciones detectadas fueron inserciones heteroplasmicas. Los
resultados indicaron que las alteraciones en el D-loop podrian ocurrir antes de la
tumorigénesis en la tiroides, y éstas posteriormente podrian acumularse durante el
desarrollo del cancer, por lo que se le confiere un rol tumorigénico al mtADN (Ding
et al. 2009).
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Se han hecho diversos estudios en los que se re portan cambios enla
longitud de las sec uencias cortas de b ases repetidas que conforman los
microsatélites, principalmente cambios en el microsatélite 303-315, y que han sido
asociados a diversos tipos de cancer, aunque ha sido reportado que esta variacion

se encuentra en la poblacion sana (Santos et al. 2006, Santos et al. 2008).
1.2.4.4. Inserciones

También se han hecho estudios en animales modelo en los cuales se han
encontrado mutaciones en el genoma mitocondrial asociados con cancer. Uno de
estos estudios fue realizado utilizando ratas bufalo con sarcoma de Yoshida, un
tipo de ca ncer hepatico (Taira et al. 1983). En dicho est udio se encontraron
diferentes tipos de mutaciones, entre ellas una insercion en el loop T¥C del
tRNA para cisteina. Dicha mutacion provoca cambios en la estructura secundaria
del tRNA, por lo g ue podria existir una sintesis de proteinas deficiente o incluso
ser inhibida, provocando cambios fenotipicos en las ¢ élulas con este tipo de

mutacion.

1.2.4.5. Deleciones

Se han reportado mas de 100 deleciones que han sido asociadas con
varias enfermedades (http://www.mitomap.org). Entre estas deleciones, existe una
de 4,977 pb que ocurre entre dos repeti ciones directas de 13 pares de bases
(ACCTCCCTCACCA) enlas posiciones 13,447-13,459 y 8470-8482, y hasido
llamada la d elecion comun debido aq ue se h a encontrado en di ferentes
enfermedades esporadicas, tales como el Sindrome de Pearson, el sindrome de
Kearns-Sayre y la of talmoplegia externa crénica progresiva (Taylor et al.2005).
Esta delecion también se acumula en varios tejidos durante el envejecimiento, y

ha sido utilizada como un biomarcador del dafio al mtADN (Meissner et al. 2008).

En un estudio de pacientes con cancer de colon se observd que de 104
pacientes, 20 (19.23%) presentaban la delecion de 4,977 pb en el tejido tumoral o
en el tejido vecino al tumor y, de éstos, 10 presentaron la delecion en ambos

tejidos, se concluyd que la delecidn de 4,977 pb puede jugar un papel importante
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en etapas tempranas del cancer de col on, y también que esta involucrado en la
alteracion del numero de copias de mtADN en células cancerosas. Y los autores
proponen dicha delecibn como un p osible marcador para cancer de colon en

algunos pacientes (Chen et al. 2011).

1.2.4.6. Mutaciones en el D-loop

El D-loop es la unica region no codificante que contiene elementos cruciales
para la replicacion y la transcripcion del mtADN, porlo g ue mutaciones en esta
region pueden afectar de forma significativa la repli cacion o tr anscripcion del

genoma mitocondrial (Coskun et al. 2004).

En un estudio en la poblacion china de pacientes con cancer de estomago,
se evaluod la asociacion de polimorfismos comunes detectados en una region del
D-loop conocida como D310, lac ual esun a region depoli -C
(CCCCCCCTCCCCC) localizada entre las posiciones 303 y 315. D310 es parte de
una secuencia conservada dentro del D-loop y esta involucrada en la formacion de
un hibrido de ARN y ADN con el que se inicia la replicacion de la cadena pesada
del mtADN (Sanchez-Cespedes et al. 2001). El analisis para D310 consistié en la
busqueda de alteraciones de bases en esta region de poli C pord elecion o
insercion de pares de bases. Se mostré la asociacién de alteraciones en el primer
tracto poli C de laregiéon D310 y elriesgo de c ancer de estbmago tanto de
hombres como en mujeres y principalmente en individuos de mas de 55 afos.
Ademas en este mismo estudio se busco la asociacién de otra mutacion puntual
en el D-loop en la posicion 16,521 y se demostré que estadisticamente hay una
asociacion entre el c ancer de estbmago y la het eroplasmia de moléculas de
mtADN con el polimorfismo C/T en 16,521 (Wei et al.2011).

Se ha demostrado que en pacientes con cancer de mama, con multiples
polimorfismos en el D-loop del mtADN, se tiene un mal prondstico de recuperacion

del cancer (Y e et al. 2008). Enlam ayoria de los mtADN analizados en este
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estudio de pacientes de cancer de mama se encontraron las mutaciones T239C,
A263G y C16207, todas presentes en el D-loop.

En varios estudios donde se evaluo el D-loop del mtADN, incluyendo cancer
de mama (Czarnecka et al. 2009), adenocarcinoma de endometrio (Czarnecka et
al. 2010) y carcinoma vulvar (Klemba et al. 2010), las m utaciones fueron
detectadas tanto en la region hipervariable | (posiciones 16024-16383) como en la

region hipervariable Il (posiciones 57-333).

1.2.4.6.1. Mutaciones en el D-loop Reportadas en Cancer Cervicouterino

En un estudio en pacientes hindues de cancer cervicouterino, se detectaron
mutaciones en el D-loop en el 95% de los pacientes (18 de 19), las mutaciones se
encontraron en 55 diferentes posiciones a lo largo de las regiones hipervariables 1
y 2, aungue ninguna de estas mutaciones se encontré en mas de 2 muestras
diferentes. También se hizo un andlisis entre las m utaciones encontradas y el
grado histopatolégico del teji do tumoral sin encon trar una aso ciacion con las

mutaciones encontradas en el D-loop (Sharma et al., 2005).

1.3. CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda neoplasia maligna mas
comun entre las mujeres alrededor de todo el mundo. Globalmente hay cerca de
500,000 nuevos casos anualmente. EI 8 0% de los casos corr esponden alos
paises en vias de desarrollo. En México, en el aino 2009, se diagnosticaron cerca
de 10 mil casos de CaCu, de los que se registraron cinco mil fallecimientos, asi
como otros 10 mil casos de lesiones tempranas del cérvix (Lizano-Soberon. 2009).
En los afios 90 esta enfermedad fue la primera causa de muerte entre las mujeres
mexicanas con cancer, ocupando un 16.6% de los casos de cancer. La mayoria
de las mujeres que desarrollan este cancer tienen entre 40 y 50 afios de edad. Sin

embargo, cada vez es mas comun ver a mujeres jovenes infectadas con virus del
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papiloma humano (VPH), que a edades de entre 20 y 30 afos se les diagndstica
CaCu.

1.3.1. Virus del Papiloma Humano y Factores de Riesgo

En 1976 zur Hausen propuso que existe un vinculo entre la infeccion con el
virus del papiloma humano (VPH) y el riesgo a desarrollar este tipo de cancer (zur
Hausen, 1976). Actualmente se sabe que la infeccion es esencial pero no es el
factor determinante en el des arrollo del cancer, existen otros factores c omo

alteraciones en protooncogenes, represores tumorales y la respuesta inmune.

De acuerdo con su capacidad de provocar carcinogénesis, a los VPH se les
clasifica en VPH de alto riesgo y VPH de bajori esgo. A este ultimo g rupo
pertenecen virus como el VPH 6 y 11 que afectan a cerca del 1% de la poblacion
sexualmente activa, estando generalmente asociados con p apilomas benignos.
Los virus de alto ri esgo, como los VPH 16 y 18, causan lesi ones en la m ucosa

genital que pueden progresar a lesiones neoplasicas de alto grado y cancer.

La mayoria (99.8%) de los casos de CaCu tienen su origen en la infeccion
del virus, transmitido por via sexual, por lo que los factores de riesgo del CaCu,
siguen un patro n tipico de en fermedades transmitidas sexualmente. Hay una
fuerte asociacion entre el numero de parejas sexuales que ha tenido tanto la mujer
como su pareja a lo largo de la vida y la adquisicion del VPH. Otros factores son la
actividad sexual a edadte mprana, tener historial de otras e nfermedades de
transmision sexual, verrugas genitales otest papanicolau con resultados

anormales.

La edad también es un factor importante ya que la infeccion es mas comun
en mujeres entre los 18 y 30 afios de edad, después de los 30 afios la prevalencia
decrece. El CaCu es mas comun después de los 35 a fios, lo que sugiere una
infeccion a edades tempranas y una progresion lenta hacia cancer.

17



El uso prolongado de anticonceptivos orales es otro factor importante en el
desarrollo de CaCu, ya que el genoma viral contiene elementos que responden a
glucocorticoides como la progesterona, que es un co mponente activo de los
anticonceptivos orales, e ind uce la re plicacion viral (Lopez-Saavedra, 2006). La
predisposicion genética afecta la susceptibilidad a la infeccion por VPH, la
capacidad de res olverla y el tiempo de d esarrollo de la en fermedad (Lopez-
Saavedra, 2006).

1.3.2. Etapas del Cancer Cervicouterino

Las etapas del cancer cervicouterino estan numeradas de 1 a 4, de acuerdo
al grado de malignidad celular e invasividad del cancer hacia tejidos circundantes

o distantes, cada etapa es dividida en Ay B.

Etapa 1. El cancer ha empezado a crecer en el tejido mas profundo del cérvix, sin
diseminarse al tejido circundante.

Etapa 2. El cancer ha empezado a diseminarse fuera del cérvix hacia el t ejido
circundante.

Etapa 3. El cancer se ha diseminado lejos del area circundante al cérvix. Tal vez
ha crecido en la parte baja de la v agina y hacia los musculos y ligamentos que
limitan la pelvis (pared de la pelvis). Puede crecer hasta bloquear las uretras.
Etapa 4. Esla etapa avanzada del ca ncer cervicouterino. El cancer se ha

diseminado a otros érganos del cuerpo fuera del cérvix y el utero.

1.3.2.1. Carcinoma in situ (Etapa 0)

Se denomina carcinoma in situ cuando las células del cérv ix muestran
cambios cancerosos. Pero estas células anormales estan contenidas dentro de
una superficie de la capa del cérvix. El carcinoma in situ no se considera cancer,
pero en algunas mujeres los cambios c elulares provocados por el carcinoma in

situ llevan al desarrollo de cancer en anos posteriores.
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1.3.2.2. Etapal

El cancer se encuentra en el cuello del utero, se divide en etapa 1A y etapa 1B.
En la etapa 1A el crecimiento es muy pequefio solo puede observarse conun
microscopio 0 un colposcopio. Se subdivide en etapa 1A1 y 1A2, en la etapa 1A1
el cancer ha crecido menos de 3 mm dentro de los tejidos del cérvix y menos de 7
mm de ancho. La etapa 1A2 es cuando el cancer ha crecido entre 3 y 5 mm dentro

de los tejidos del cérvix pero es aun mas pequefio de 7 mm de ancho.

Etapa 1B: las areas cancerosas son mas grandes, pero el cancer aun se
encuentra solo en los tejidos del cérvix y usualmente no se ha diseminado. En la
etapa 1B1 el cancer no es mas grande que 4cm. En la etapa 1B2 el cancer es mas

grande que 4 cm (Figura 4).

Figura 4. Se muestran las etapas 1A 1, 1A2, 1B1, 1B2 del canc er cervicouterino
(Modificado de Cancer Help UK, 2010).

1.3.2.3. Etapa?2

En la etapa 2, el cancer ha iniciado a diseminarse fuera del cuello del utero
hacia los tejidos circundantes, pero aun no crece en los muscul os o ligamentos
que limitan la pelvis o0 a la parte baja de la vagina (Figura 5). La etapa 2 se divide
en 2Ay 2B.

En la etapa 2A el cancer se ha diseminado hacia abajo del utero e iniciado
a crecer en la parte superior de la vagina. En la etapa 2A el tamano del tejido
canceroso es de 4 cm o menor. En la Eta pa 2B se ha dise minado a los tejidos
alrededor del cérvix.
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El cancer ha

crecido en la El cancer ha
parte crecido en el
superior de la tejldp vecino
vagina al cérvix

Figura 5. Se muestran las etapas 2A y 2B del cancer cérv icouterino (Modificado de
Cancer Help UK, 2010).

1.3.2.4. Etapa3

El cancer se ha diseminado lejos del cérvix y del tejido circundante en el
area de la pelvis. Pudiendo llegar hacia la parte mas baja de la vagina y los
musculos y ligamentos que limitan la pelvis y puede crecer hasta bloquear la
uretra (Figura 6). Se divide en etapa 3A y 3B.

En la etapa 3A el cancer se ha diseminado hacia el tercio mas bajo de la
vagina pero no hacia la pared pélvica. En la etapa 3B el tumor ha crecido a traves
de la pared pélvica y puede estar bloqueando una o ambas de las uretras renales.

El cancerha
crecido en
el tercio
inferior de la
vagina

Figura 6. Se muestran las etapas 3A y 3B del cancer cérv icouterino (Modificado de
Cancer Help UK, 2010).
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1.3.2.5. Etapa4

Es la etapa mas avanzada del cancer. El cancer se ha diseminado a otros
organos del cuerpo lejos del cérvix (Figura 7). Se divide en 4A y 4B.

La etapa 4A es cuando el cancer se ha diseminado a 6rganos vecinos al
cérvix como la v ejiga o el rect 0. Enla etapa 4B el cancer se ha diseminado a
organos lejos del cérvix, por ejemplo hacia los pulmones.

4A 48
El cancer se
ha
i diseminado
Utero alos
Vejiga ‘Recto puimones
Vagina

Figura 7. Se muestran las etapas 4A y 4B del cancer c ervicouterino (Modificado de
Cancer Help UK, 2010).
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1.4. ANALISIS DE ALTA RESOLUCION DE LA CURVA DE DISOCIACION

(HRM) EN LA BUSQUEDA DE MUTACIONES

Para realizar todos los estudios que pueden aportar conocimiento acerca
del mtADN vy su partici paciéon en el d esarrollo y progresién del cancer , son
necesarias herramientas y técnicas que sean sim ples y confiables.
Particularmente, que faciliten la busqueda de mutaciones enel mtADN que
puedan ser candidatas para esclarecer la p articipacion del genoma mitocondrial y
sus caracteristicas particulares, tales como la heteroplasmia y el efecto umbral, en
esta enfermedad. Ademas técnicas que puedan ser utilizadas como herramientas

de diagndstico temprano.

Para evaluar la presencia de mutaciones se han utilizado diversas técnicas,
entre las cu ales se e ncuentra la cr omatografia liquida desnaturalizante de alta
resolucién (Denaturing High-Performance Liquid Chromatography DHPLC por las
siglas en inglés) (Hsiu-Chuan, et al. 2010), la electroforesis en gel con gradientes
temporales de temperatura (Chen, et al. 1999), entre otras. Estas técnicas han
sido desplazadas en los ultimos afios por la secuenciacidon, que ha sido una gran
herramienta para este fin, aunque con un costo muy superior. Otra opcion utilizada
para la busqueda de mutaciones es la técnica de analisis de alta resolucién de la
curva de disociacion (HRM, por las sig las en inglés de High Resolution Melting).
Esta técnica de bajo costo, ha sido utilizada como una alternativa para buscar

mutaciones en fragmentos de ADN (Krypuy, et al. 2006, Dobrowolsky, et al. 2009).

El analisis mediante HRM es un meétodo para detectar variaciones de
secuencia en el ADN , esta basado en la reaccion e n cadena de la p olimerasa
(PCR, por las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) y la temperatura de
disociacion (Tm) de la cadena de ADN. Un fragmento de ADN disocia a una
determinada temperatura de acuerdo a su secuencia de nucledtidos, por lo tanto
mutaciones en un determinado fragmento de ADN provocaran una distinta Tm.
Este tipo d e analisis es simpley confiable, ademas disminuye el ri esgo de
contaminacion de la muestra, ya que para realizarla solo es necesario extraer ADN
y amplificar, no se requieren de pasos posteriores a la a mplificacion como en la

secuenciacion o en las otras técnicas mencionadas. Una vez estandarizadas las
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condiciones para la amplificacion de las regiones que seran evaluadas, el analisis
por HRM se acopla a la amplificacion en el mismo ensayo, ademas de que se
tiene la ventaja de poder evaluar al mismo tiempo tantas muestras como se tenga
capacidad para amplificar en el mismo equipo. Todo sin necesidad de tener que
destapar los tubos o de realizar estudios posteriores a la amplificacion, evitando

asi varios pasos donde existe el riesgo de contaminacion de la muestra.

Existen diversos estudios enlos c uales se hau tlizado el HR M en la
busqueda de mutaciones en fragmentos pequefios de ADN menores de 100 pb.
En un estudio realizado en pacientes con encefalomiopatia mitocondrica, acidosis
lactea y episodios semejantes a la apoplejia (Sindrome MELAS) y pérdida del oido
aminoglicosidica, de los cuales se conocia la presencia de diversas mutaciones en
el mtADN por secuenciacion, se eligieron las mu taciones A8344G y A1555G
respectivamente, para evaluar la capacidad del HRM de detectarlas en
fragmentos pequefios de alrededor de 65 pares de base. El resultado fue que el
100% de las mutaciones fueron detectadas utilizando este método (Dobrowolski,
et al. 2009).
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2. JUSTIFICACION

Para realizar los estudios relacio nados con el desarrollo y progresion del
cancer, son necesarias herramientas y técnicas que sean simples, confiables y
que faciliten dichos estudios, particularmente en la busqueda de m utaciones
puntuales en el mMtADN humano relacionadas con esta patologia, ya que en los
ultimos afios se han descrito mutaciones en el mtADN con una alta frecuencia en
distintos tipos de cancer, aunque no es del todo claro la forma en que participa el
genoma mitocondrial en el proceso de carcinogénesis. Debido a las ventajas que
ha demostrado tener el analisis por HRM frente a otros métodos utilizados, es de
importancia evaluar la utilidad de esta técnica en la deteccion de mutaciones, ya
que entre los b eneficios que otorga esta técnica se encuentra la rapidez enla
obtencién de resultados y el impacto costo-beneficio. La finalidad de la evaluacion
del analisis por HRM, es estandarizar esta técnica para realizar la deteccion en el
mtADN de  mutaciones puntuales relevantes en pacientes concanc er y
posteriormente estas mutaciones puedan sercan didatas a utilizarse como
biomarcadores moleculares de distintos grados de desdiferenciacion celular e n
funcién de la deteccion en etapas tempranas de esta patologia y se pueda ofrecer

un mejor tratamiento a los pacientes.
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3. HIPOTESIS

Debido alacap acidad de d eteccibn de cambios enla secu encia de
nucleotidos del ADN que posee la técnica de analisis de alta resolucion de la curva
de disociacion es posible detectar mutaciones puntuales en elg enoma

mitocondrial en muestras de pacientes con cancer cervicouterino.

25



4. OBJETIVO

Evaluar la utilidad de la técnica de analisis de alta resolucion de la curva de
disociacion (HRM), particularmente el pico de la temperatura de disociacién (Tm)
utilizando amplicones de alrededor de 300 pb, en la b Usqueda de m utaciones

puntuales en el mtADN en pacientes de cancer.

4.1.0BJETIVOS PARTICULARES

e Buscar mutaciones en el genoma mitocondrial de 3 pacientes de CaCu con

distintas etapas de la enfermedad.

e Determinar mediante HRM el haplogrupo mitocondrial de los pacientes de

CaCu y de los 2 individuos sanos.

e Evaluar la utilidad de fragmentos de alrededor de 300 pb en la deteccion de
mutaciones puntuales mediante HRM utilizando distintas concentraciones

de templado y distintos grados de pureza de primers
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Muestras

Se utilizaron muestras de lesiones de cancer cervicouterino, las cuale s
fueron donadas, bajo consentimiento informado, por pacientes del Hospital
General Regional de Leén (HGRL) de la ciudad de Leén Guanajuato, en el periodo
noviembre 2009 a marzo del 2010. El protocolo fue revisado y aprobado por el
Departamento de Ensefanza e Inv estigacion en co njunto con el Com ité de
Investigacion de dicho hospital. Se utilizaron 2 muestras por paciente, una de
sangre obtenida por puncién venosa, colectada en tubo vacutainer con EDTA (1.8
mg/ml) y otra proveniente de biopsia; se utilizaron las muestras de 3 pacientes,
cada uno con diferente etapa de avance del cancer (Tabla 2). La toma de muestra
fue realizada por la Dra. Patricia Ortega y el Dr. Adalberto Vazquez del HGRL y se
conté con el apoyo de la Dra. Silvia Quintana, de la Direccion de Investigacion de
la Secretaria de Salud del Estado de Guanajuato, para la organizacion del circuito

de colecta y envio de las muestras al LANGEBIO.

Tabla 2. Relacion de las muestras de lesiones de cancer cervicouterino, cada una de ellas
con diferente etapa de avance del cancer: lesion intraepitelial de bajo grado (LBG, etapa
1), carcinoma in situ (CIS) y metastasis (Invasor, etapa 4). Se muestra la edad de las
pacientes, si se detectd virus del papiloma humano (VPH) en e studios de citologia, los
antecedentes hereditarios, el diagndstico clinico y el diagndstico histopatolégico.

Deteccion de

Muestra | Edad Antecedentes Hereditarios VPH en Dlagrlc.)stlco .Dlagnostlc?
) ) Clinico Histopatoldégico
Citologia
103 24 Diabetes Si LBG LBG
89 47 Diabetes Cancer No CIS CIS
98 53 Negados No Invasor Invasor

También se utilizaron 2 muestras de individuos sanos para realizar la
estandarizacion de las condici ones necesarias parala amplificacion,

secuenciacion y analisis de alta resolucion de la curva de disociacion.
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5.2. Extraccién de ADN de Sangre

A partir de 3 ml de sangre colectada en tubos vacutainer conteniendo 7.2
mg de EDTA, se afadio soluciéon de NaCl al 0.9% hasta un volumen de 15 ml en
tubos coénicos estériles de polipropileno de 15 ml y se mezclé suavemente por
inversion. Posteriormente se centrifugdé a 2,000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.
Se descartd la fase superior con pipeta Pasteur, con cuidado de no tomar la
interfase de leucocitos. Se afiadié solucion de lisis de eritrocitos (TRIS HCI 0.02M
pH 7.5 y MgCl, 0.005 M) hasta un volumen de 15 ml y se agité6 suavemente.
Después se centrifugd a3500r. p.m. 15 minutos a 4°C. Se descarté el
sobrenadante por decantacion. Se anadié el buffer de lisis de eritrocitos cuantas
veces fue necesario hasta tener una solucion de eritrocitos. Posteriormente se
afiadid 3 ml de solucion de lisis de | eucocitos (TRIS pH 8.5 0.025M, NaCl 1M;
EDTA pH 8.0 0.005 M), 200 ul de SDS al 10% y 128 nl de solucién de proteinasa
K del kit de extraccion Quick Gene DNA tissue kit S (Life Science, Fuijifilm, No.
Cat. DT-S). Se agitd hasta que la muestra tuviera un as pecto homogéneo. Se
incubd a 37°C en ag itacion durante toda la noche (16 horas). Se ai adi6 1 mide
NaCl 5.5My se agitd. Posteriormente se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 15
minutos a 4°C. Se traspasé el so brenadante a un nuevo tubo y se centrifug 6
nuevamente para eli minar el max imo de sales, q ue podrian interferir enl a
amplificacion del ADN. Se anadié cloroformo (V/V) y se mezcl6. A continuacion se
centrifugd a 3500 r.p.m. 15 minutos a 4°C. Se recuperd con pipeta Pasteur la fase
superior y se traspasé a untub o coénico de polipropileno nuevo y limpio. Se
afiadieron 2 volumenes de etanol absoluto frio y se mezclé lentamente. EI ADN se
recuperd utilizando una pipe ta Pasteur de cristal y setraspas6auntu bo
eppendorf de 2 ml nuevo y estéril, posteriormente se lavé con etanol al 70 % y se

dejo secar.

Una vez seco se ag regaron 500 ul de agua MilliQ estéril. Finalmente se
corrio una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 8 volts/cm durante 30 minutos

para evaluar la integridad del ADN extraido.
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5.3. Extraccion de ADN de Biopsias.

El ADN de las biopsias fue ex traido con ayuda del sistema Quick Gene
DNA tissue kit S (Life Science, Fujifilm, No. Cat. DT-S), siguiendo las instrucciones
del fabricante parala extraccion de ADN de tejido ani mal, con las si guientes
modificaciones: no se realizé el tratamiento con ARNasa posterior a la incubacién
de toda la noche a 55°C; se eluy6 el ADN obtenido en 50ul de Buffer de elucion.
Posteriormente se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 8 volts/cm

durante 30 minutos para evaluar la integridad del ADN extraido.

5.4. Evaluacion de la Integridad del ADN

Después de realizar las electroforesis en geles de agarosa para evaluar la
integridad del ADN, dichos geles se observaban con la ayuda del equipo Chemi
Doc™ XRS (BIO-RAD) y el software Quantity One 4.6.1 Basic (BIO-RAD).

5.5. Cuantificacién de la Concentracién del ADN

Para cuantificar el ADN obtenido después de su extraccion, amplificacion,
concentracion y/o purificacion siempre se utilizaron 2ul de muestra y se utilizdé un
espectrofotometro NanoDrop 8000 (Thermo SCIENTIFIC) y el software ND-8000

V2.1.0 proporcionado por el fabricante junto con el equipo.

5.6. Amplificacién Muestras

A partir del ADN extraido de sangre y biopsias se amplificé el ADN
mitocondrial usando la enzima Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity
(Invitrogen No. Cat. 11304-029), esta poli merasa permite la ampli ficacion de
fragmentos de hasta 20 kilopares de bases (kb), porloc ual se eli gi6 para
amplificar el ADN mitocondrial en 2 fragmentos que se sobreponen de

aproximadamente 8.5 kb cada uno, denominados fragmento Ay B; los primers
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utilizados fueron los descritos por Fendt et. al. (2009) (Tabla 3). El fragmento A
abarca desde la posicion 2669 hasta la 10937 y el fragmento B desde 10672 hasta
la posicion 2499, segun lan umeracion delasec uencia de referencia
(rCRS)(Andrews et al. 1999). El extremo 3’ del fragmento B se sobrepone con el
extremo 5’ del fragmento A en 170 pares de bases (pb), en tanto que el extremo 3’
del fragmento B se sobrepone con el extremo 5 del fragmento A en 265 pares de
bases (Figura 8). Los productos de PCR fueron observados en gel de agarosa al

1.5%, dejandose correr 35 minutos a 8 volts/cm en camara de electroforesis.

Figura 8. Genoma mitocondrial humano, se
muestran los fragmentos Ay B, a mbos de
aproximadamente 8.5 kb, conlos cuales fue
amplificado el ADN mitocondrial, el fragmento A

abarca desde |la posicion 2499 ala 10837, vy el
S fragmento B de la posicién 10672 hasta 2499.

mt Genome

10837

~ fragment A
85kb

Tabla 3. Lista de primers utilizados parala amplificacion del ADN mitocondrial. Se
muestra el nombre del primer, su secuencia en sentido 5 a 3’ y el fragmento al que
pertenece (Fendt et al. 2009).

Nombre del Primer Secuencia 5’ ¥ Fragmento
FampA AAATCTTACCCCGCCTGTTT A
RampA AATTAGGCTGTGGGTGGTTG A
FampB GCCATACTAGTCTTTGCCGC B
RampB GGCAGGTCAATTTCACTGGT B

5.7. Purificacion de los Amplicones

Los amplicones fueron purificados con el kit PureLink PCR Purification Kit
(Invitrogen No.Cat. K3-100-02 L ote 404110) siguiendo el protocolo descrito por el

fabricante, obteniendo un total de 50 ul de muestra purificada.
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5.8. Concentracion de los Amplicones

Debido a que con la concentracion de ADN obtenida después del a
amplificacion de las muestras por PCR y su posterior purificacién no era suficiente
para secuenciar, las muestras fueron concentradas utilizando el kit Amicon R Ultra
Centrifugal Filter Units (Tubos de 0.5ml, Membrana Ultracel® de 30 K) (Millipore).

5.9. Disefo de Primers

Se disefaron un total de 69 primers para el analisis de Alta Resolucion de la
Curva de Disociacién (High Resolution Melting, o HRM, por sus siglas en inglés),
todos los primers utilizados fueron disefiados con el programa Primer Premier 5
(PREMIER Biosoft International Version 5.00), utilizando como molde la secuencia
del genoma mitocondrial de referencia (rCRS) (Andrews et al. 1999). La
temperatura de disociacion de los primers fue entre 59°C y 61°C y el contenido de
GC entre 4 0-60%. Los criterios para el d isefio de primers se ajustaron alas
siguientes condiciones: concentracion de ADN 250.0 pM, concentracién de lones

monovalentes 17.0 mM, concentracion de Mg?®* Libres 1.5 mM.

5.10. Secuenciacién

Las muestras se mandaron secuenciar al area de Servicios Genomicos del
Laboratorio Nacional de Gendmica Para La Biodiversidad. Se necesitaron 165 pl
de cada muestra a una concentracion de 40 ng/ul (2.5 ul porreaccion). L as
muestras fueron secuenciadas en placas de 96 pozos, cada muestra en una placa
(ambos fragmentos: A y B), se utilizd el método de Sanger (secuenciacién por
capilares), utilizando 66 primers reportados por Ramos et. al. (2009) y Fendt et al.
(2009), 32 primers para el fragmento A (16 forward y 16 reverse) y 34 primers (17
forward y 17 reverse) para el fragmento B (Tabla 4. Figura 9).
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Tabla 4. Primers utilizados para secuenciar el genoma mitocondrial humano. Se muestra
el nombre del primer, su secuencia de 5’ a 3’ y el fragmento al que pertenece. Los primers
marcados con un asterisco pertenecen a los re portados por Fendt et al. (2009) el resto
fueron reportados por Ramos et al. (2009).

Primer Secuencia 5'-3' Secuencia 5'-3' Fragmento
FampA * | aaatcttaccccgectgttt A FampB* gccatactagtctttgecgce B
RampA * | aattaggctgtgggtggttg A RampB * ggcaggtcaatttcactggt B

411for | cggtatgcacttttaacagtc B 16281rev gttggtatcctagtgggtgag B

909for | gattaacccaagtcaatagaa B 15825rev gtgaagtatagtacggatgct B
1404for | acttaagggtcgaaggtggatt B 15349rev gtgcaagaataggaggtggagt B
2028for | gatagaatcttagttcaactt B 14838rev catcatgcggagatgttggat B
2646for | ggttcagctgtctcttacttt A 14325rev aactttaatagtgtaggaagc B
3239for | gcagagcccggtaatcgeata A 13830rev aagtcctaggaaagtgacagcega B
3734for |aagtcaccctagccatcattcta A 13297rev ggttgatgccgattgtaacta B
4346for | gaacccatccctgagaatcca A 12763rev cgatgaacagttggaataggt B
4896for | taccaaatctctccctcacta A 12226rev cagttcttgtgagctttctcgg B
5468for | cacgctactcctacctatctc A 11673rev gtttggatgagaatggctgtt B
5995for | cagctctaagcctccttattc A 11163rev cgggtgatgatagccaaggtg B
6511for | ctgctggcatcactatactacta A 10648rev ggcacaatattggctaagaggg A
7111for |acaccctagaccaaacctacg A 10154rev ttctatgtagecgttgagttg A
7713for | tcctaacactcacaacaaaac A 9647rev agctcaggtgattgatactcc A
8311for |tagcattaaccttttaagtta A 9220rev gattggtgggtcattatgtgttg A
8910for | cttaccacaaggcacacctaca A 8600rev agaatgatcagtactgcggcg A
9393for | cgagaaagcacataccaaggc A 8000rev caacgtcaaggagtcgcaggt A
9874for | taatatttcactttacatcca A 7359rev ctactattaggacttttcgct A
10360for | gtctggcctatgagtgactaca A 6739rev gatatcatagctcagaccatacc A
10892for | atcaacaacaacctatttagc B 6154rev ggaactagtcagttgccaaag A
11461for | actcttaaaactaggcggcta B 5571rev aagtattgcaacttactgagg A
11977for | ctccctctacatatttaccacaac B 5017rev gaggagtatgctaagattttg A
12500for | tgtgcctagaccaagaagtta B 4421rev cttatttagctgaccttactt A
12988for | ctagcagcagcaggcaaatca B 3947rev tcgatgttgaagcctgagacta A
13477for | gcaggaatacctttcctcacag B 3382rev ttcgttcggtaagcattagga A
13950for | ctatctaggccttcttacgag B 2801rev taatgcaggtttggtagttta A
14440for | atactcctcaatagccatege B 2263rev gggtgtgaggagttcagttat B
14898for | tagccatgcactactcaccaga B 1677rev gtttagctcagagcggtcaagt B
15416for |tacacaatcaaagacgccctc B 1159rev taagctgtggctcgtagtgt B
15966for | agtctttaactccaccattag B 638rev ggtgatgtgagcccgtctaaa B
16488for | ctgtatccgacatctggttcct B 151rev ggatgaggcaggaatcaaagac B
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Figura 9. Localizacion de los primers utilizados para secuenciar el genoma mitocondrial,
referidos en la T abla 4. Las lineas en color azul muestran la localizacién de los primers
forward y las lineas en color rojo los primers reverse. Se muestran ademas los genes que
codifican: rRNA 12Sy 16S (en color amarillo), tRNA sefalados con la abr eviatura del
aminodacido que transportan, y secuencias codificadoras de proteinas: 3 subunidades de
la Citocromo C Oxidasa (COX1, COX2, COX3 en color azul), Citocromo B (CYTB en color
gris), y subunidades de la NADH Des hidrogenasa (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5,
ND6 en color verde) y dos subunidadesde la ATP sintasa (ATP6 y ATP8 en color rosa).

5.11. Anaélisis de Resultados de la Secuenciacién

Los electroferogramas fueron analizados con la ay uda de los so ftwares:
BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.3 (Hall 2005) y Finch TV versién
1.4.0 (Geospiza Inc. 2006)

5.12. Analisis de Alta Resolucion de la Curva de Disociacion (HRM)
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Para evaluar la capacidad del HRM para detectar mutaciones puntuales en
muestras de mtADN de p acientes con cancer cervicouterino, se reali z6 la
estandarizacion de este analisis con las muestras de los individuos sanos (RM y
BA). Se evaluaron 5 fragmentos distintos y de diferentes tamanos, en los que se
conoce que existen SNPs caracteristicos de los haplogrupos Ay H, a los cuales
pertenecen las muestras de individuos sanos y de los paci entes de lesiones de
cancer cervicouterino (conocidos por secuenciacion). Para 2 de estos fragmentos,
uno de alrededor de 100 pb y otro de 372 pb, ya se habia descrito en el laboratorio
previamente las condiciones necesarias para su amplificacion por PCR por lo que
no fue necesario estandarizar. Para los 3 fragmentos restantes, denominados
fragmento 1, 2 y 3, se eligieron tres pares de los primers disefiados (Tabla 6),
éstos fueron pedidos a Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V. y se estandarizaron
las condiciones necesarias para su amplificacion por PCR. El fragmento 1 tiene un
tamano de 235 pb, amplificado por los primers L535 y H769, dentro del cual, se
encuentra el SNP A663G caracteristico del haplogrupo A. El fragmento 2 tiene un
tamano de 318 pb, y dentro de éste se encuentra el SNP C7028C caracteristico
del haplogrupo H. Este fragmento fue amplificado con el primer L6930 y el H7248.
El fragmento 3 tiene un tamafio de 318 pb, y dentro del cual se encuentra el SNP
C14766T caracteristico del haplogrupo A. E ste fragmento fue amplificado con el
primer L14680 y el H14998 (Tablab).

Tabla 5. Primers utilizados para el analisis HRM, su secuencia y el tamafio del fragmento.

Primer ~ Tamaiio Fragmento \ Secuencia

L535 234 (Forward) 5' CCCATACCCCGAACCAACC 3'

H769 (Reverse) 5' CTGCGTGCTTGATGCTTGTTC 3'

L6930 318 (Forward) 5' GGATTCATCTTTCTTTTCACCGTAG 3'
H7248 (Reverse) 5' TGGTGTATGCATCGGGGTAGTC 3'
114680 318 (Forward) 5' CGCACGGACTACAACCACG 3'
H14998 (Reverse) 5' GGCGTGAAGGTAGCGGATG 3'
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Temperatura (°C)

El HRM se realizé en el equipo Light Cycler® 480 Il (Roche), en placas de
96 pozos, en volumen de 20 ul por ensayo, con las siguientes condiciones: 10 pl
de Buffer 2x HRM Master Mix, el cual contiene polimerasa, los dNTPs y Eva Green
como fluorocromo; 7.4 ul de H,0 grado PCR, 1.2 ul de MgCl,, 0.2 ul de primer
forward (0.1 uM )y 0.2 ul de primer reverse (0.1 uM) y 1 ul de ADN gendmico con
distintas concentraciones: 6 ng/ ul para los ensay os con fragmentos amplificados
de 100y 372 pb; y 5, 10 y 15 ng/ ul para la estandarizacién de condiciones para
los fragmentos 1, 2 y 3. La estandarizaciéon se realizé utilizando las muestras de
MtADN de indiv iduos sanosy posteriormente se realizO un e nsayo con las
muestras de tumores. El programa con el que se realizé el HRM fue primeramente
1 ciclo de activaciéon durante 10 minutos a9 5°C, seguido de 45 ciclos de
amplificacion: desnaturalizaciéon de la doble hebrad e ADN a 95°C por 10
segundos, el alineamiento de los primers fuev ariable entre 56y 60°C
dependiendo del fragmento por amplificar (descripcidn mas adelante) durante 30
segundos, una extension a 72°C por 20 segundos. A co ntinuacion un ciclo de
HRM: 95°C 1 minuto , 40°C 1 minuto, un calentamiento de 65°C a 95°C con 2 5
mediciones de fluorescencia entre estas temperaturas, finalmente 10 segundos a
40°C (Figura10).
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Figura 10. Grafica del programa de amplificacion y HRM. Se muestra en color rojo la
curva de la tempe ratura y en col or verde los puntos donde se midi6 la fluorescencia
emitida para realizar la cuantificacion del amplificado y el analisis mediante HRM.
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5.12.1 HRM del Fragmento de 100 pb

Las condiciones para el analisis por HRM de este fragmento fueron las
mismas que las descritas anteriormente, solo con un cambio a56°Ce n la

temperatura de alineamiento durante el programa del PCR.
5.12.2. HRM del Fragmento de 372 pb

Las condiciones para el analisis por HRM de este fragmento fueron iguales
a las descritas previamente, solo hubo un cambio a 58°C en la temperatura de

alineamiento durante el PCR.

5.12.3. Estandarizacion de las condiciones para el analisis por HRM de los

fragmentos 1,2y 3

Como primer paso para la estandarizacion de las condici ones necesarias
para la amplificacion de los fragmentos 1, 2 y 3 se realizé un PCR punto final con
un gradiente de temperatura, variando la temperatura de alineamiento en tres
temperaturas: 56, 58 y 59°C.

Para la est andarizaciéon de las ¢ ondiciones necesarias para realizar el
analisis por HRM de los tres fragmentos, se utilizaron las muestras de individuos
sanos (RMy BA)ya que se conoci a por los resultados de la secuenciacion que
pertenecen a distint os halpogrupos mitocondriales (H y A respectivamente). Se
evaluaron tres distintos grados de pureza de primers: desalados (DST), purificados
mediante cartuchos de fase reversa (RP1) y purificados por cromatografia liquida
de alta eficiencia (High Performance Liquid Chromatography, HPLC por sus siglas

en inglés), ademas se utilizaron tres distintas concentraciones de templado: 5, 10

y 15 ng/pl.
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6. RESULTADOS
6.1. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN total de las muestras de bio psia y sangre de los 3
pacientes de cancer cervicouterino, ademas del ADN de 2 muestras de sangre de
individuos sanos. Las muestras fueron marcadas como 89 (paciente con
carcinoma in situ), 98 (paciente de ca ncer invasor), 103 (paciente con lesion de
bajo grado) RM (individuo sano 1) y BA (individuo sano 2). EI ADN extraido de
biopsia fue eluido en 50 ul de buffer de elucion del kit Quick G ene DNA tissue

(Fujifilm) y el ADN extraido de sangre fue eluido en 50 pul de H,O milli-Q.
6.2. Amplificacién de las Muestras

A partir del ADN gendmico extraido se realizé la amplificacion del mtADN
de las muestras tanto de tumor como de sangre y de los dos individuos sanos, en
dos fragmentos denominados A y B, ambos con un tamafio de aproximadamente
8.5 kilobases (kb) (Figura 11).

89 98 103 89t 98t 103t RM K-

B ﬁﬁﬁﬁﬁ

89 98 /103 89t 98t 103t RM K-
a8

Euﬂh—l o bt b @
— —
— —

Figura 11. Se muestran los fragmentos (A 'y B) en los cuales fue amplificado por PCR el
ADN mitocondrial, la t indica que la muestra es proveniente de biopsia, las restantes
provienen de sangre, RM es un control positivo de un individuo sanoy K- es un control
negativo.
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6.3. Disefio de Primers

Se disefiaron un total de 6 9 pares de primers para el anali sis de Alta
Resolucion de la Curva de Disociacion (H RM) (Tabla 6) (Anexos TablaS1). El
nombre de los primers corresponde a la posicién donde inician la amplificacién del
ADN, indicando con L si son los forward y con H si son reverse. Las temperaturas
de disociacion de los primers se encuentran entre 59°C y 61°C, con un contenido
de GC entre 40-60%.

Tabla 6. Secuencia de algunos primers para el analisis por HRM del mtADN. En el anexo
1 se muestra la tabla con todos la lista de primers disefados para HRM.

Primer Secuencia

L119 (Sense primer) 5' TCGCAGTATCTGTCTTTGATTCCT 3'
H390 (Anti-sense primer) 5' TCTGGTTAGGCTGGTGTTAGGG 3'
L330 (Sense primer) 5' CACTTAAACACATCTCTGCCAAACC 3'
H587 (Anti-sense primer) 5' GCTACATAAACTGTGGGGGGTG 3'
L535 (Sense primer) 5' CCCATACCCCGAACCAACC 3'
H769 (Anti-sense primer) 5' CTGCGTGCTTGATGCTTGTTC 3'
L717 (Sense primer) 5' GAGTTCACCCTCTAAATCACCACG 3'
H973 (Anti-sense primer) 5' GCTTTATTGGGGAGGGGGT 3'
1922 (Sense primer) 5' CAATAGAAGCCGGCGTAAAGA 3'
H1192 (Anti-sense primer) 5' GGGATATGAAGCACCGCCAG 3'
L1143 (Sense primer) 5' CTACGAGCCACAGCTTAAAACACA 3'
H1429 (Anti-sense primer) 5' GCTAAATCCACCTTCGACCCTT 3'
L1372 (Sense primer) 5' CTACCCCAGAAAACTACGATAGCC 3'
H1678 (Anti-sense primer) 5' GGTTTAGCTCAGAGCGGTCAAGT 3'
L1619 (Sense primer) 5' CAAAGCACCCAACTTACACTTAGG 3'
H1927 (Anti-sense primer) 5' CTTAGGTAGCTCGTCTGGTTTCG 3'
L1879 (Sense primer) 5' GCAAGGAGAGCCAAAGCTAAGAC 3'
H2129 (Anti-sense primer) 5' CCTAGTGTCCAAAGAGCTGTTCC 3'
L2061 (Sense primer) 5' CAGAACCCTCTAAATCCCCTTGT 3'
H2342 (Anti-sense primer) 5' AGGCTTATGCGGAGGAGAATG 3'
L2263 (Sense primer) 5' CAATTGGACCAATCTATCACCCTA 3'
H2499 (Anti-sense primer) 5' AAMACAGGCGGGGTAAGATTTG 3'
L2431 (Sense primer) 5' CACAGGCATGCTCATAAGGAAAG 3'
H2689 (Anti-sense primer) 5' GGGCAGGTCAATTTCACTGGT 3'
L2633 (Sense primer) 5' ATGGCTCCACGAGGGTTCAG 3'
H2962 (Anti-sense primer) 5' GGACTCTAGAATAGGATTGCGCTG 3'
L2911 (Sense primer) 5' CCAACGGAACAAGTTACCCTAGG 3'
H3179 (Anti-sense primer) 5' CATTTACGGGGGAAGGCG 3'
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6.4. Secuenciacion

Ninguno de los 8 mtADN de todas las muestras (2 de individuos sanos: BA
y RM; 6 de pacientes de CaCU: 89, 89t, 98, 98t, 103 y 103t) fueron secuenciados
en su totalidad debido a diversos problemas en la s ecuenciacion, en especial del
fragmento A que abarca de la posicion 2,499 ala1 0,837. Ya que no habia
polimerizacién en ninguno de los fragmentos pequenos mediante los cuales s e
secuenciaria el fragmento A. Posteriormente se realizaron diversas pruebas en
donde se utilizaron diferentes concentraciones de primers y templado. Finalmente
con algunas muestras se realizd una prueba en la que se agregé dimetil sulféxido
(DMSO) para facilitar la disociacion de las hebras de ADN. Una vez hecho esto se
logré secuenciar el fragmento A de las muestras utilizadas en esta prueba. Las
posiciones de las cuales se obtuvo la secuencia de los mtADN tanto en pacientes
de CaCu como en individuos sanos se enlistan a continuacion, de acuerdo ala
secuencia de referencia (Andrews et al. 1999) y recordando que existen algunos
nucledtidos intermedios que no fueron determinados y que el mtADN es una

molécula circular de 16,569 pb.

- 89 sangre: desde la posicién 12,049 a la posicién 2,676 en total 7,196 pb.

- 89 tumor: desde la posicion 10,975 ala 7,938 en total 13,573 pb.

- 98 sangre: desde la posicion 14,010 hasta la posicion 2,666 y de la posicidon
12,048 a la 13,769 en total 4,546 pb.

- 98 tumor: de la posicion 12,040 a la posicién 1,257 en total 5,786 pb.

- 103 sangre: de la posicion 2,700 a la 10,845 en total 8145 pb.

- 103 tumor: de la posicion 10,947 a la posicion 2,320 y de la posicion 2,707 a la
10,839 en total16,074 pb.

- Individuo Sano BA: de la posicidon 10,754 a la posicion 3,543 en total 9358 pb

- Individuo Sano RM: de la posicion 8,430 a la 8,342 en total 16,482 pb.
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Figura 12. Regiones secuenciadas del genoma mitocondrial. En azul se muestran las
regiones que se obtuvo la secuencia y en rojo las no secuenciadas, se numeran las
posiciones entre las cuales se conoce la secuencia. Se muestran con una t las muestras
provenientes de biopsia, el resto provienen de sangre tanto de pacientes de CaCu como
de los dos individuos sanos utilizados en el estudio.

Por medio de ali neamientos y analisis de los electroferog ramas de los
resultados de las secuencias se realizo la busqueda de mutaciones en los mtADN
de los pacientes de CaCu comparando las secuencias de sangre (tejido sano) con
el mtADN de biopsia.

Sin embargo, enlas regiones secuenciadas no se e ncontrd ninguna
mutacion por lo que se decidid realizar la evaluacion de la utilidad del analisis
mediante HRM utilizando fragmentos en los que se encontraran los polimorfismos
de nucledtido simple (SNPs) caracteristicos de los haplogrupos mitocondriales, por
lo que se determind el haplogrupo mitocondrial tanto de las muestras de pacientes

de CaCu y de los individuos sanos.
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6.5. Determinacién de Haplogrupos

La determinacion de haplogrupos mitocondriales se realizé mediante
alineamiento y comparacion de secuencias utilizando el programa CLC Sequence
Viewer version 6.4 (CLC bio A/S).

6.5.1. Individuos Sanos

Inicialmente se decidi6 determinar el haplogrupo de los indiv iduos sanos
(BA' y RM) m ediante la alin eacion de los resultados de las secuenciacion del
mtADN, con la sec uencia de re ferencia rCRS y se encontraro n los sig uientes
SNPs, entre las posiciones 10,893 y 2260:

En el individuo BA se observaron los siguientes SNPs: C64T, A73G, T146C,
T152C, A153G, A235G, C439T, A489G, 523d, 524d, A663G, A1736G, A11719G,
A12007G, T12705C, T14766C, T16111C, T16223C, T16290C, A16319G,
C16325T y C16362T.

En el individuo RM se observaron los siguientes SNPs: A14470T, C16114T,
T16344C y C16519T.

Con estos SNPs diferenciales se tuvo como resultado que el individuo BA
pertence al haplogrupo Ay el individuo RM al haplogrupo H. A continuacion se
enlistan los principales SNPs diferenciales de haplogrupos encontrados al alinear
las secuencias RM, BA vy la secuencia de referencia rCRS, perteneciente a un
individuo con haplogrupo mitocondrial H, que se muestra como NC_012920.1. En
las figuras se muestran los alineamientos de secuencias y los electroferogramas.
En los alinea mientos se encuentran marcadas con un ci rculo en color rojo las
mutaciones diferenciales entre los haplogrupos (A 'y H) y en los electroferogramas
se sefala con un cuadro rojolas ecuencia correspondiente al alineamiento

mostrado en las figuras.
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Adenina en la posicion 73 es caracteristica del haplogrupo H y guanina del

haplogrupo A (Figura 13).
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Figura 13. (A) Alineamiento de secuencias de las muestras individuos sanos y (B) sus

electroferogramas. Se muestra un polimorfismo (SNP) en la posicion 73 (circulo rojo en el
alineamiento; rectangulo azul en el electroferograma). En es ta posicién, guanina es

caracteristica del haplogrupo A, mientras que adenina es caracteristica del haplogrupo H.
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Adenina en la posicion 663 es caracteristica del haplogrupo A (Figura 14).
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Figura 14. (A) Alineamiento de secuencias de las muestras individuos sanos y (B) sus

electroferogramas. Se muestra un polimorfismo (SNP) en la posicion 663 (circulo rojo en
el alineamiento; rectangulo azul en el electroferograma). En esta posi cién, guanina es
caracteristica de del haplogrupo A, mientras que adenina es caracteristica del haplogrupo
H.
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Citosina en la posicion 14,766 es caracteristica del haplogrupo H (Figura 15).
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Figura 15. (A) Alineamiento de secuencias de las muestras individuos sanosy (B) sus
electroferogramas. Se muestra un polimorfismo (SNP) en la posicion 14,766 (circulo rojo
en el alineamiento; rectangulo azul en el electroferograma). En esta posicion, timina es
caracteristica de del haplogrupo A, mientras que citosina es caracteristica del haplogrupo

H.
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6.5.2. Pacientes de Lesiones de Cancer Cervicouterino (CaCu)

La determinacion de los haplogrupos mitocondriales de las mu estras de
pacientes con CaCu se realizé de acuerdo con los SNPs caracteri sticos de cada
haplogrupo mediante alineamientos y comparacion con la secuencia de referencia
(rCRS) (Andrews et al. 1999) a partir de la cual estan definidos los haplogrupos. A
continuacion se describen los SNPs m as importantes caracteristicos de ca da

haplogrupo.

Adenina en la posicion 73 es caracteristica del haplogrupo Hy Guanina en

esta posicion es caracteristica del haplogrupo A (Figura 16).
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Figura 16. (A) Alineamiento de secuencias de las muestras de tumor y (B) sus
electroferogramas. Se muestra un polimorfismo (SNP) en la posicion 73 (circulo rojo en el
alineamiento; rectangulo azul en el electroferograma). En es ta posicion, guanina es
caracteristica del haplogrupo A, mientras que adenina es caracteristica del haplogrupo H.

.1 N .Y
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Adenina en la posicion 663 es caracteristica del haplogrupo H y Guanina en esta

posicion es caracteristica del haplogrupo A (Figura 17).
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Figura 17. (A) Alineamiento de secuenci as de las muestras de tumor y (B) sus
electroferogramas. Se muestra un polimorfismo (SNP) en la posicién 663 (circulo rojo en
el alineamiento; rectangulo azul en el electroferograma). En esta posicién, g uanina es
caracteristica de del haplogrupo A, mientras que adenina es caracteristica del haplogrupo
H.
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En la posicion 14,766 timina es caracteristica de del haplogrupo A, mientras que

citosina es caracteristica del haplogrupo H (Figura 18).

A 08 L G
103 (L

89 8 G-

NC_012920.1 |

Consensus TTTCAACTAC AAGAACACCA ATGACCCCAA TACGCAAA

[T T T T T s

Conservatuon II II n
o%

f.\ciAGI\ICI\CC-\I.TGI-CCCCI.I.7ACGCAA'\\T‘\ACCCCC"\

?&CA&O&ﬂC-\CC—Rt%YO&CCCCJ\A'\ICOC»\AAA‘[IJ AACC CCC T A

89

Figura 18. (A) Alineamiento de secuencias de las muestras de tumor y (B) sus
electroferogramas. Se muestra un polimorfismo (SNP) en la posicion 14,766 (circulo rojo
en el alineamiento; rectangulo azul en el electroferograma). En esta posicion, timina es
caracteristica de del haplogrupo A, mientras que citosina es caracteristica del haplogrupo
H.

Fueron determinados los haplogrupos mitocondriales de las muestras de los
3 pacientes de CaCu: la muestra 89 y 103 pertenecen al haplogrupo A y la

muestra 98 al haplogrupo H.
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Una vez conocidos los haplogrupos mitocondriales de todas las muestras
se decidio realizar la estandarizacion del analisis por HRM para posteriormente
mediante este método evaluar si es posible detectar la presencia de los SNPs
caracteristicos de cada haplogrupo, en fragmentos de alrededor de 300 pb, ya que
aproximadamente es el tamafno de los fragmentos que amplifican los primers
disefiados para HRM. Para realizar la estandarizacion se utilizaron las muestras
de los individuos sanos ya que son las mue stras que se tenian en una can tidad
mayor y cada uno pertenecia a uno de los haplogrupos a los que pertenecen las

pacientes de CaCu, Hy A.
6.6. Andlisis de Alta Resolucion de la Curva de Disociacion (HRM)

Este analisis se utilizd para determinar si tiene la c apacidad de detectar
mutaciones puntuales en muestras de mtADN en fragmentos de alrededor de 300
pb, para lo cual se realizaron previamente ensayos con un fragmento de 105 pb, y
otro con un fragmento de 372 pb, posteriormente se inicié la estandarizacion de
las condiciones para realizar el analisis por HRM de los fragmentos de alrededor
de 300 pb utilizando las muestras de los individuos sanos (RM y BA). Finalmente

se realizaron los ensayos con las muestras de pacientes de lesiones de CaCu.

6.6.1. Evaluacién del Fragmento de 105 pb mediante HRM

Para este ensayo se utilizaron los primers L6948 y H7052, disefiados para la
determinacion de haplogrupo H, ya que en este fragmento de 105 pb se encuentra
el SNP C7028C caracteristico del haplogrupo H.

Después de realizar el HRM se observ 6 una diferencia en lacurva de
disociacion (Figura 19) entre los d os individuos sanos: RM perteneciente al
haplogrupo H, y BA perteneciente al haplogrupo A. La temperatura de disociacion
(Tm) de RM fue de 81.5°C y la de BA de 80.9°C, observandose una diferencia de

0.6°C entre ambas muestras (Figura 20).
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Figura 19. Curvas de Disociacion de los f ragmentos amplificados de individuos sanos
(RM y BA). Las mues tras fueron amplificadas por medio de PCR en tiempo real,
adicionando un ciclo de HRM para detectar variaciones en la temperatura de disociacion
(Tm) de las muestras en el fragmento deseado.

Figura 20. Picos de disociacidon de las muestras de individuos sanos calculados a partir
de las curvas de disociacion. BA perteneciente al haplogrupo A y RM al haplogrupo H.
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Posteriormente se realizé el analisis por HRM del fragmento de 105 pb de 2
muestras sanguineas de pacientes de CaCu de los que se conocia el haplogrupo
por los resultados d e la secuenciacio n, uno perteneciente al haplog rupo H
(marcado en las figuras como 98) y otro del haplogrupo A (marcado como 89)
estos fueron comparados conu n control positivo de un individuo sano
perteneciente al haplogrupo H. Se observa una diferencia de 0.6°C en la Tm entre
las muestras del haplogrupo H (9 8 y el control positivo H) y lam uestra
perteneciente a el haplogrupo A (89), la misma Tm se observé en los dos

individuos del haplogrupo H (98 y el control positivo H) (Figura 21).
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Figura 21. Picos de la temperatura de disociacion calculados a partir de las curvas
de disociacion.
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AddTy Fluorescence (465-510)

6.6.2. Evaluacion del Fragmento de 372 pb mediante HRM

Se evalud la capacid ad del an alisis por HRM de detectar m utaciones

puntuales en el genoma mitocondrial en un fragmento de 372 pb, amplificado con

el par de primers 7111for y 7359rev descritos por Ramos et al. (2009) (Tabla 3),

las condiciones para su amplificacion ya habian sido descritas previamente en el

laboratorio por lo que unicamente se agrego al programa de PCR el ciclo adicional

de HRM. Sin embargo, con fragmentos de este tamario el analisis mediante HRM

no es capaz de detectar mutaciones, tal como se muestra en la figura 22, no se

observaron diferencias en los picos de la Tm para ninguna de las muestras.
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Figura 22. Resultados del HRM de muestras de tumory sangre.

El tamano de los

fragmentos amplificados fue de 372 pb. No se observaron diferencias en los picos d e
disociacién de las m uestras de tumores en la posicion donde fueron encontradas por

secuenciacion.
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6.6.3. Estandarizacion de las condiciones necesarias para realizar el analisis

por HRM de los fragmentos 1,2y 3

Se eligieron tres fragmentos enlosc uales see ncuentran SNPs
caracteristicos de los dos haplogrupos (H y A) a los que pertenecen las muestras
de individuos sanos y los pacientes de CaCu, con el fin de estandarizar las
condiciones necesarias para la d eteccion de mutaciones puntuales por medio de
HRM enlas m uestras sanguineas de pacientes con lesiones de c ancer

cervicouterino. Las secuencias de los primers se muestran en la tabla 6.

6.6.3.1. Gradiente de Temperatura

Como primer paso para la estandarizacion de las condici ones necesarias
para la amplificacién de los 3 fragmentos se realiz6 un PCR punto final con un
gradiente de temperatura, variando la temperatura de alineamiento en tres
temperaturas: 56, 58 y 60°C. Posteriormente a la amplificacién de los fragmentos,
se realizd la evaluacion de la m ejor temperatura de alineamiento de los primers
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% a 8 v olts/cm. Se tomd en
cuenta la especificidad de los primers, el tamafo esperado de los amplicones y la
densidad de las bandas observadas en los geles. La mejor temperatura para los 3
pares de primers utilizados en la amplificacién de los fragmentos, asi como los 3
distintos grados de pureza utilizados (DST, RP1 y HPLC) fue 60°C (Figura 23).
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Figura 23. Fragmentos amplificados mediante PCR punto final de las 2 muestras de
individuos sanos (RM, BA) y un control negativo (K-). Se muestran los distintos grados de
pureza de los primers utilizados para su amplificaciéon: DST, RP1y HPLC; asi como las
diferentes temperaturas de alineamiento (56, 58 y 60°C). Se muestra en los extremos de
la derecha e izquierda el nombre de los primers utilizados para la amplificacion de cada
fragmento.

Una vez que se conocio la temperatura ideal para la amplificaciéon de los 3
fragmentos, se realizd el analisis mediante HRM segun las condiciones descritas
en lam etodologia. Se ev alué el efecto delapur eza delos primers y la
concentracion del templado en los picos de la temperatura de disociacién de los
fragmentos, asi como la reproducibilidad de los resultados mediante duplicados de
todas las reacciones. Posteriormente se eligieron las mejores condiciones para la
busqueda de m utaciones puntuales segun las distintas condici ones evaluadas
para cada fragmento.

53



6.6.3.2. Efecto de la Pureza de los Primers en los Picos de la Temperatura de

Disociacién Obtenidos por HRM

En el fragmento 1 se observa un desplazamiento del pico de Tm al utilizar
diferentes grados de pureza de los primers. Con primers DST el picodela Tm
disminuye 0.5°C y 1°C al compararlo con los picos obtenidos al usar primers RP1
y HPLC respectivamente. En todas las condiciones para ambas muestras (RM vy
BA) el pico mas pronunciado se observo al utilizar primers RP1 y el pico de menor
tamano se obtuvo al utilizar primers DST. No se mostraron cambios significativos
en la emision de fluorescencia al utilizar distintas concentraciones de ADN (Figura
24).

Figura 24. Graficas de los picos dela Tm del fragmento 1, donde se observan los
cambios en las curvas al utilizar distintas purezas de primers parala amplificacién del
fragmento.
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En el fragmento 2 no se observé un cambio del pico de la Tm al utilizar
distintos grados de pureza de los primers con concentraciones de 5 y 10 ng/ul de
templado. En cambio al us ar una concentracion de 15 ng/ul de te mplado se
observé un desplazamiento del pico de la Tm, hubo un incremento de 0.5°C al
utilizar primers HPLC y RP1 que al usar primers DST para la a mplificacion del
fragmento. Con ést os ultimos y las distint as concentraciones de templado se
observd un pico m as acentuado en ambas muestras (BA y RM) que al utilizar
primers RP1 o HPLC . No se o bservé amplificacion clara del fragmento en la
muestra RM al usar primers RP1 con ninguna de las 3 ¢ oncentraciones de
templado evaluadas, lo mismo sucedié con la muestra BA, pero unicamente a una
concentracion de 5 ng/ul de templado, que por lo contrario no a mplificé con los

primers HPLC cuando se usaron concentraciones de 10 y 15 ng/ul (Figura 25).

Figura 25. Graficas de los picos de la temperatura de disociaciéon del fragmento 2,
comparando distintas purezas de primers y distintas concentraciones de templado.
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En el fragmento 3 no se observo un desplazamiento en el picode la Tm,
excepto en la muestra BA usando una concentracion de 15 ng/ul de templado y
primers RP1 hubo un descenso en el pico de 0.8°C. Por otro lado, no hubo un
cambio significativo enlaem ision de fluorescencia al utili zar distintas
concentraciones de templado. Ademas se observé que la forma de las curvas de
los picos de disociaci 6n son similares s in importar que para su ampli ficacion se
hayan utilizado primers de distintas pur ezas, aex cepciéon delacurv a del
fragmento de la muestra RM amplificado con primers DST y una concentracién de
templado de 5 ng /ul, en esta mism a muestra no se observ 6 amplificacién del

fragmento al utilizar primers RP1 (Figura 26).

Figura 26. Graficas de los picos de la temperatura de disociacion del fragmento 3.
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6.6.3.3. Efecto de la Concentracion del Templado en los Picos de la

Temperatura de Disociacion Obtenidos por HRM

Se utilizaron tres distintas concentraciones de templado (5, 10 y 15 ng/ul)
para realizar el analisis de HRM, se esperaria un aumento en la intensidad de
fluorescencia al incrementar la concentracion del templado, sin mostrar un cambio
en la Tm. Sin embargo, en los 3 fragmentos se observaron ciertas condiciones,
descritas mas adelante, donde se mostraron diferentes temperaturas de

disociacion al utilizar distintas concentraciones de templado.

En el fragmento 1 se observd que no existia una di ferencia en las
temperaturas de disociacion entre los ensayos con primers DST en los cuales se
utilizaron concentraciones del templado de 10 y 15 ng/ul, sin embargo al utilizar
concentraciones de 5 ng/ul se observa que la temperatura de disociacion aumenta
con respecto a las otras concentraciones. Al utilizar primers de pureza RP1la Tm
fue igual en las 3 c oncentraciones que fueron evaluadas. Al utilizar primers con
pureza HPLC se observo una diferencia en el pico de la Tm con el templado a una
concentracion de 10 ng/ul, la Tm se desplazé hacia adelante, hubo un aumento en
el pico de la Tm de cerca de 2 °C. Al usar 5y 15 ng/ul el pico de la temperatura de

disociacion fue el mismo (Figura 27).

Distinto a lo esperado, la intensidad de la fluorescencia no fue proporcional
a la concentraci 6n de las muestras, en un ensayo con una c oncentracion de
templado de 5 ng/ul éste podia fluorescer de una igual manera e incluso de forma
superior que un ensayo realizado con templado a una concentracion de 15 ng/ul.
Los amplificados que mostraron una mayor fluorescencia fueron aquellos en los
cuales seu tilizaron primers conpurez a RP1,loscu ales mostraron una
fluorescencia de aproximadamente 125 unidades de fluorescencia, mientras que
los DST mostraron la mitad de esta cantidad y los primers grado HPLC mostraron

una fluorescencia de alrededor de 100 unidades de fluorescencia.
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Figura 27. Gréaficas donde se muestran los picos de laTm y la comparacion de los
mismos al utilizar distintas concentraciones de templado, con ambas muestras de
individuos sanos.

En el fragmento 2 el pico de la temperatura de disociacién se mantuvo sin
cambios en ambas muestras al utilizar concentraciones de templado de 10 y 15
ng/ul y con primers RP1 y HPLC, no se observé amplificacion de este fragmento
en las muestras a concentraciones de 5 ng/ul (Figura 27 C, D, E, F). Por su parte,
en las amplificaciones con primers DST se muestra un desplazamiento de 0.3°C
en el pico de la Tm en la muestra RM con 5 ng/ul de templado con respecto a las
concentraciones de 10 y 15 ng/ul (Figura 27A). En la muestra BA amplificada con
estos mismos primers, se observa que los picos de la Tm difieren entre si en las 3

distintas concentraciones de templado empleadas en el ensayo (Figura 27B).
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Los picos de la Tm del fragmento 2 muestran una relacion directa entre la
cantidad de fluorescencia emitida y la concentracion de la muestra. Las reacciones
con una mayor concentracion de templado fluorescen mas que aquellas donde se
utilizé una menor co ncentracion de muestra. Los primers con los cuales se
observd una mayor fluorescencia al amplificar este fragmento fueron los DST,
siendo alrededor de 20 veces mas la cantidad de fluorescencia emitida por los
fragmentos amplificados con estos primers, que los fragmentos amplificados con

primers RP1y 7.5 veces mayor que aquellos con primers HPLC (Figura 28).

Figura 28. Graficas de los picos de la temperatura de disociacion del fragmento 2. Se
observa una clara relacion entre la fluorescencia emitida y la concentracion del templado.
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En el fragmento 3 no se observaron diferencias en los picos de la Tm entre
las distintas concentraciones de templado en ambas muestras. La exepcion fue la
muestra RM amplificada con primers DST y una concentracién de 10 ng/ul de
ADN, donde el pico de la temperatura de disociacion es menor 0.5°C (Figura 29B).
La reaccion con primers RP1 y 5 ng/ul de ADN no amplifico, por lo que no se
puede establecer si hay o no un a diferencia entre la concentracion de templado
con las otras conc entraciones de la misma muestra (Figura 29D). No se observ 6
una relacion entre la conce ntracion del templado y la cantidad de fluorescencia
emitida. Para este fragmento, los tres diferentes grados de pureza de primers

mostraron una emision de fluorescencia similar.

Figura 29. Graficas donde se muestran los picos de la temperat ura de disociacion vy la
comparacion delos m ismos al utilizar distintas concentraciones de templado, con
muestras de individuos sanos (BA y RM).
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6.6.3.4. Duplicados de las Reacciones

Para evaluar la reproducibilidad de los resultados obtenidos por la técnica
de HRM en cada ensayo se realizaron duplicados de cada una de las reacciones.
Se evaluaron 2 muestras de individuos sanos pertenecientes a 2 haplog rupos
mitocondriales distintos, con 3 distintos grados de pureza de primers y3
concentraciones de ADN (5, 10 y 15 ng/ul) para cada uno de los 3 fragmentos

analizados por HRM.

En cada figura se muestran 18 graficas de los picos de las temperaturas de
disociacion de cada una de las distintas condiciones evaluadas para cada
fragmento. Las primeras 9 graficas de cada figura, mostradas en la parte superior
de las figuras, (Figura 30) pertenecen al mismo individuo (BA) y las demas, en la
parte inferior, corr esponden al segundo individuo (RM). En c ada grafica se
muestran dos curvas, una por cada reaccion de los d uplicados, estas curv as

corresponden a los picos de las Tm obtenidas por HRM.

En la mayoria de las condiciones evaluadas en el fragmento 1, las curvas
de la Tm de los duplicados de cada reaccion se observaron con una forma muy
similar, asi como la misma Tm (Figura 30). En la muestra BA con primers DST y 5
ng/ul de templado se observd un desplazamiento de 0.3°C en el picode laTm
respecto al duplicado de la misma reaccién (Figura 30A). De la misma forma, en la
muestra RM amplificada con primers HPLC y una concentracion de 5 ng/ul de

templado, el pico de la Tm también se desplaz6 0.3°C (Figura 30P).
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Figura 30. Graficas de las curvas delos picos de di sociacion de las muest ras de
individuos sanos: BA (A) y RM (B).

En el fragmento 2, las curvas en las graficas de los picos de la Tm son muy
diferentes, tanto que no parecen ser duplicados. En casi todas las condiciones una
de las dos curvas, muestra un pico menos pronunciado que su duplicado y en
algunas ademas se observa un desplazamiento en el pico de la Tm. En la muestra
BA solo con los primers RP1 y una conce ntracion del templado de 5 ng /ul se
observé una forma similar en las curv as de las dos reacci ones, asi como una
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misma Tm (Figura 31A). En la muestra RM amplificada con primers DST y una
concentracion de 15 ng/ul de templado, se observa una curva similar pero con un
desplazamiento de 0.3°C en el pico de la Tm (Figura 31L). En la misma muestra,
pero con primers grado HPLC y una concentracién de templado de 5 ng/ul se
observo una curva similar en la grafica del pico de la te mperatura de disociacion,
aunque solo se observa un pico pequefio (Figura 31P).

Figura 31. Graficas de los picos de la temperatura de disociacion del fragmento 2,
aunque son graficas de duplicados se obse rva una amplia variedad de forma delas
curvas.
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En todas las condiciones en las q ue fue evaluado el fragmento 3de la
muestra BA, se observan curvas muy similares en las graficas de los picos de la

Tm. Ademas el pico de la Tm fue el mismo en todas las reacciones (Figura 32).

En la muestra RM, solo en 4 c ondiciones (Figura 32K,L,N,R) se observan
curvas del pico de la Tm similares: al utilizar primers DST, a concentraciones de
10 y 15 ng/ul de templado (Figura 32K,L), con primers purificados por RP1 y una
concentracion de 10 ng/ul de templado (Figura 32N), y al utilizar primers grado
HPLC y una concentracién de 15 ng/ul de templado (Figura 32R). Estas do s
ultimas condiciones, aunque tienen casila misma forma de su curva que sus
duplicados, no muestran el mismo pico de |la temperatura de disociacion, éste se

desplaza 0.45°C y 0.25°C respectivamente.

En la misma muestra al utilizar primers RP1 y una concentracion de 5 ng/pl
de templado (Figura 32M) no se observé amplificacion, al igual que en una de las
reacciones al usar los mismos primers y 15 ng/ul de templado (310). Al amplificar
el fragmento usando primers HPLC y concentraciones de 5y 10 ng/ul de templado
(32P,Q), se observaron dos curvas distintas entre duplicados de una misma
reaccion. En una de las curvas de las graficas de ambas condiciones se observo
un pico menos pronunciado, pero se conservo la misma temperatura de

disociacién respecto a su duplicado (Figura 32Q).
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6.6.3.5. Eleccidon de las Mejores Condiciones Para Realizar el HRM con los

Distintos Fragmentos Evaluados

Para el fragmento 1 de 234 pb (Figura 33), las condiciones en la que se
observé una diferencia en los picos de laTm entre las dos muestras de individuos
sanos (BAy RM) utilizadas para la estandarizacion fue al utili zar primers DST y
con las tres diferentes concentraciones de templado (5 ng, 10 ng y 15 ng) (Figura
33A,B,C). No se observd ninguna diferencia en la temperatura de la curva de
disociacion entre ambas muestras analizadas al utilizar primers de pureza RP1y
HPLC (Figura 33D-I).
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Figura 33. Evaluacion de las condiciones con las que serealizd6 el HRM donde se
comparan tres distintos grados de pureza de los primers utilizados: DST, RP1 y HPLC,
ademas de tres distintas concentraciones del templado de ADN: 5 ng, 10 ngy 15 ng.

En el fragmento 2 (Figura 34) la unica condicion en la que se observo una

diferencia en los picos de disociacion entre las dos muestras de individuos sanos
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(BA 'y RM) fue al utilizar primers desalados y una concentraciéon de templado de 15

ng/ml (Figura 34C). No se observo ninguna diferencia en los picos de la Tm entre

ambas muestras analizadas en ninguna otra condicion (Figura 34).

Figura 34. Graficas de los picos de disociacién donde se comparan tres distintos grados
de pureza delos primers utilizados: DST, RP1y HPLC, ademas de tres distintas
concentraciones del templado de ADN: 5, 10 y 15 ng/ml.

En el fragmento 3 no se observaron diferencias el pico de la Tm entre las
dos muestras analizadas con ninguna de las condiciones probadas (Figura 35).
Tampoco se mostraron diferencias significativas en la forma de las curvas. Al no
encontrar diferencias entre am bas muestras pertenecientes a distinto s
haplogrupos se decidié no realizar el analisis por HRM del fragmento 3 con las

muestras de pacientes de cancer cervicouterino.
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Figura 35. Gréficas de los picos de disociacion del fragmento 3 con los distintos grados
de pureza de los primers evaluados y las diferentes concentraciones de templado.

6.6.4. Evaluacién del Analisis Mediante HRM en los Fragmentos 1y 2

Una vez que se conocieron las condiciones en las que se podian detectar
variaciones de secuencia para los fragmentos 1y 2 utilizando las muestras de
individuos sanos (RM y BA), se decidi6 ev aluar bajo las mismas condiciones las
muestras de pacientes de CaCu.

Para ambos fragmentos, las condiciones a las que se evalud el andli sis
mediante HRM en la deteccion de mutaciones puntuales fueron: primers DST, una
concentracion inicial de templado de 15 ng/ml y una temperatura de alineamiento
de 60°C.
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6.6.4.1. Analisis Mediante HRM del Fragmento 1 de Pacientes con Lesiones
de CaCu

Después de realizar el ensayo por HRM del fragmento 1 se obs ervaron y
compararon los picos delas Tm de cada una de las muestras (Figura 36). El
primero de los picos se observdo a 82°C, este pico corresponde a la Tm del
fragmento con el SNP caracteristico del haplogrupo H (muestra marcada como
RM), a esta misma temperatura se observan los picos de la Tm de las muestras
98 y 103 pertenecientes a los haplogrupos H y A respectivamente. A 82.3°C se
observé otro picode Tm el cual pertenece alam uestra del individuo sano
perteneciente al haplogrupo A (muestra BA), y por ultimo a 82.5°C se observo el
pico de la Tm de la muestra 89 la cual es de un individuo del haplogrupo A. Con
este tamafio de fragmento y las c ondiciones que se habian descrito en la
estandarizacién se pudieron observar diferencias en los picos de las Tm, sin
embargo, la muestra 103 perteneciente al haplogrupo A se observé ala mism a
temperatura que los picos de la Tm para el haplogrupo H, es decir 0.3°C men os

que la muestra control del haplogrupo A, al cual pertenece la muestra 103.

DST
15 ng ADN

Figura 36. Picosdela Tmdel fragmento 1 de muestras de pacientes de CaCu, con
primers desalados y 15 ng de ADN como templado.
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6.6.4.2. Analisis Mediante HRM del Fragmento 2 de Pacientes con Lesiones

de CaCu

Se obtuvieron las graficas de los picos de la Tm del fragmento 2, el cual
tiene un tamafo de 318 pb (Figura 37). Se observé que el pico dela Tm de la

muestra 89 con un
haplogrupo A corr esponde a
la misma Tm que la muestra
control del individuo sano
perteneciente al ha plogrupo
A, y seobserv 6 una
diferencia de 0.3°C respecto
a lamu estra control del
haplogrupo H (RM ) (Figura
37A).

La muestra 98 de
tejido con lesiones de CaCu
perteneciente al ha plogrupo
H se obs ervd que tiene la
misma Tm (8 3.7°C) que el
control del individuo sano del
haplogrupo H (Fig ura 37B)
mostrando una Tm 0.3°C
mas alta que ladel
haplogrupo A.

Sin embargo la muestra
103 que pertenece al
haplogrupo Atuvo la misma
Tm que elc ontrol del
haplogrupo H, tenie ndo una
diferencia con el c ontrol del
haplogrupo A de 0.3°C
(Figura 37C).

Figura 37. Picos dela Tm del
fragmento 2 de pacientes con
lesiones de CaCu.
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7. DISCUSION

7.1. Secuenciacion y Determinacion de Haplogrupos

Para la secuenciaciéon del mtADN se utilizaron diversos pares de primers
descritos en la seccion de materiales y métodos (Ramos et al. 2009, Fendt et al.
2009) (Tabla 6) para cubrir la totalid ad de los 2 fragmentos en los cuales fue
amplificado el mtADN de las muestras. Durante la secuenciacién de las muestras
se tuvieron distintos problemas con el fragmento A. Al parecer no se iniciaba la
polimerizacion de ninguno de los fragmentos pequefios mediante los cuales iba a
ser secuenciado dicho fragmento. Después se re alizaron varias pruebas con
algunas de las muestras variando la concentracion de los primers, aumentando la
concentracion del templado y agregando dimetil sulfoxido (DMSO) ala reaccién
para facilitar la disociacion de la d oble hebra de ADN. Al agregar DMSO a la
reaccion de secuenciacion, sin variar las concentraciones iniciales de templado y

primers se logré secuenciar el fragmento A de las muestras utilizadas.

Si bien no se obtuvieron las s ecuencias completas de ninguna de las
muestras, fue posible determinar el haplogrupo mitocondrial de cada una de ellas,
Para su determinacion se realizé una comparacion con la secuencia de referencia
(rCRS), apartir de las variaciones encontradas enc ada muestra fueron
determinados los haplogrupos de todas las muestras. Como se describié en los
resultados, 2 de las muestras pertenecen al haplogrupo H, un individuo sano y un
paciente de CaCu, el resto de las muestras fueron individuos con haplogrupo A.
Ver figuras 13, 14 y 15 p ara individuos sanos y la figuras 16, 17y 18 para
pacientes de CaCu.

Aunque no se encontraron mutaciones en las regiones secuenciadas de las
muestras de biopsia de pacientes de CaCu, se contaba con informacion suficiente
para evaluar la utilidad del analisis mediante HRM en la deteccion de mut aciones
puntuales en el mtADN. Dados los diferentes haplogrupos mitocondriales a los
cuales pertenecen cada uno de los in dividuos sanos y pacientes de CaCu se
decidio tomar los SNPs caracteristicos de los haplogrupos para realizar el analisis
mediante HRM utilizando algunos de los pares de primers disefados, los cuales

amplifican fragmentos de alrededor de 300 pb.
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7.2. Estandarizacién de las Condiciones Necesarias para Realizar el
Anélisis por HRM de los Fragmentos 1,2y 3

Una vez que se decidié que los SNPs G663A, C7028C y C14766T, serian
utilizados para realizar la evaluacion del HRM, se eligieron 3 pares de primers
para amplificar los fragmentos en los c uales se encuentran dichos SNPs
caracteristicos de los haplogrupos A y H (fragmentos 1, 2 y 3 respectivamente).
Cada uno de los primers fueron pedidos sintetizar con 3 distintos grados de
pureza: desalados (DST), purificados mediante fase reversa (RP1) y mediante

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Se evaluo el efecto de la pureza delos primers y la concentracion del
templado en los picos de lat emperatura de disociacion de |los fragmentos, asi
como la reproducibilidad de los result ados mediante duplicados de to das las
reacciones. Posteriormente se eligieron las mejores condiciones para la busqueda
de mutaciones puntuales segun las distintas condiciones evaluadas para cada

fragmento.

Para realizar la estan darizacién de los tres fragmentos se u tilizaron las
muestras de los individuos sanos debido a que se tenia mas cantidad de muestra
que de las muestras de pacientes con CaCu, ademas estas ultimas eran unicas.
Primeramente se estandarizaron las con diciones para amplificar todos los
fragmentos mediante PCR punto final, siendo 60°C lam ejor temperatura de
alineamiento para todos los primers. Las diversas condiciones que fueron tomadas
en cuenta para la estandarizacion de la deteccion de los SNPs fueron distintas
concentraciones de templado y los distintos g rados de pureza de los primers.
Ademas también se realizaron duplicados de cada una de las re acciones en los
ensayos para observar reproducibilidad de los analisis. A continuacién se discuten
los efectos de las distintas condiciones evaluadas y cual fue la mejor condicion
para realizar la deteccidon de mutaciones puntuales en cada uno de los fragmentos

mediante el analisis por HRM de las muestras de pacientes de CaCu.
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7.2.1. Efecto de la pureza de los primers en la Tm

En el proceso de sintesis de primers de ADN, cada nucleétido es acoplado
secuencialmente alacadenad el primer en crecimiento. En cada ciclo de
acoplamiento, un pequefio porcentaje de los primers no son extendidos, lo que
resulta en una mezcla de primers del tamafio deseado y primers con secuencias
truncadas, con uno o dos nucleétidos faltantes. Mediante purificacion se puede
separar los primers de tamafo correcto de aquellos con secu encias truncadas
(Berg et al. 2007).

Los 3 tipos de primers utilizados en este trabajo fueron: 1) desalados, en
estos primers alrededor del 80% del total son del tamafio deseado, 2) purificados
por medio de cartuchos de fase reversa (RP1), del 80 al 90% del total de los
primers son del ta mafio deseado, y 3) purificados por medio de HPLC, del 90 al
97% del total de los primers tienen el ta mafno del disefi o (Sigma-Aldrich Co,
2005).

Debido al o anterior pueden existir diferencias en late mperatura de
disociacion (Tm) al utili zar distintos g rados de pureza enlo s primers para
amplificar un fragmento determinado. Debido ala pres encia de fragmentos

“truncados” carentes de una o dos bases o con una hibridaciéon deficiente.

El analisis por HRM se basa en la cantidad de fluorescencia emitida por las
hebras de ADN de doble cadena. Los fragmentos de ADN amplificados que sean
de un tamafio menor como consecuencia de primers truncados y por lo tanto con
una Tm menor, pueden modificar la Tm calculada por el equipo, ya que dichos
fragmentos dejaran de emitir fluorescencia a un a temperatura menor y esto

modifica el pico de la Tm, calculada por el software.

En el fragmento 1 el desplazamiento del pico de la Tm concuerda con lo
descrito anteriormente. En este fragmento, se observé una menor temperatura del
pico de la Tm al utilizar primers DST. El pico de la Tm mayor se observé al utilizar

los primers de mayor pureza.
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En el fragmento 2 y 3 no se observaron cambios en los picos de la Tm con
concentraciones de templado de 5y 10 ng/ul. Eston o concuerda con los
resultados observados en el fragmento 1. Los cambios podrian no haber sido
detectados debido al tamafo de los fragmentos 2 y 3, los cuales son ambos 84 pb
mas grandes que el fragmento 1. EI aumento en el tamano del fragmento hace
menos evidente un cambio en el pico de la Tm. Sin embargo, al aum entar la
concentracion de templado a 15ng/ul se observé un desplazamiento del pico de la

Tm, el cual disminuyé 0.5 °C.

El cambio en las Tm observado al usar primers DST y 15 ng/ul podria
explicarse debido a que al ser mayor la concentracion de ADN utilizada, es de
igual forma mayor la probabilidad de que un primer truncado sea utilizado para la
amplificacion de algun fragmento que posteriormente sera a mplificado con una
secuencia truncada, de uno o dos pb menos que el fragmento deseado. Al usar
concentraciones bajas de templ ado no se g enera la cantida d suficiente de
fragmentos “truncados” como para provocar un cambio significativo en la emisién
de fluorescencia y consecuentemente en el pico de la Tm del fragmento calculado

por el aparato.

La diferencia en el pico de la T m puede ser consecuencia de que parte del
extremo 5° de los fragmentos “truncados” se encuentra unido débilmente a la
hebra complementaria o incluso podria no estar unido, siendo menor la Tm de
estos fragmentos, dando como resultado una emision de fluorescencia menor que
en fragmentos en los cuales sus hebras estan unidas perfectamente, provocando

una disminucién en el pico de la Tm del fragmento evaluado.

7.2.2. Efecto de la Concentracion Inicial de Templado en la Tm

Uno de los efectos esperados al cambiar las conce ntraciones iniciales de
templado, era que los picos de la Tm en las distintas concentraciones utilizadas se
mantuvieran constantes. Cambios en el pico de la Tm sugieren la presencia de
variaciones en la secuencia de nucleétidos en el ADN, ya que esta secuencia es la

que determina la Tm del fragmento. Por lo que, si se tiene el fragmento de un
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mismo individuo se esperari a que la Tm fuera la misma sin importar la
concentracion inicial del templado, que solo deberia de mostrar una mayor sefal
de fluorescencia ya que hay mas cantidad de ADN de doble cadena (dsADN). Sin
embargo, el pico de la Tm en todos los fragmentos solo se mantuvo constante, sin
importar las concentraciones iniciales, al utilizar primers RP1y en el fragmento 2

con cualquiera de los 3 tipos de primers.

Las curvas observadas durante la amplificacion por PCR previa al analisis
mediante HRM de los fragmentos de ADN, siguen un comportamento sigmoideo
debido a la a mplificacion exponencial de los fragmentos mediante PCR. Esta
curva sigmodea al final llega a una etapa de meseta, lo cual es necesario para que
el equipo en el cual se realiza el analisis mediante HRM, calcule correctamente la
Tm de los fragmentos evaluados. Ya que al no alcanzar dicha meseta se pueden
tener variaciones en losresulta dos, debido a Tm mal calculadas. Esto
posiblemente ocurrié en este estudio, ya que en algunas reacciones no se observo
que se llegara a la meseta, aun después de 45 ciclos de amplificacion. Por lo que
seguramente si se utilizan bajas conce ntraciones iniciales de templado es mas
probable que se obtengan resultados erroneos. Ademas al utilizar concentraciones
tan bajas se pueden llegar a tener errores de pipeteo, donde a pesar de tomar el
volumen correcto, puede ser que no se tenga realmente la cantidad de moléculas
de ADN que se espera en dicho volumen, y por lo tanto modifiquen los picos de la
Tm calculadas por el aparato debido a la baja cantidad de fragmentos presentes

qgue no son suficientes para alcanzar la meseta.

Estas mismas diferencias enlas Tm calculadas debido ala s bajas
concentraciones, pueden haber modificado las curvas de tal f orma que no fue
posible detectar los SNPs en los fragmentos evaluados mediante HRM, por lo que
se recomienda utilizar concentraciones mas altas que 15ng/ul de templado inicial.
Y definitivamente no utilizar concentraciones tan bajas como 5 ng/ul, con las
cuales hay mayor riesgo de tener resultados incorrectos, ya que se tiene mayor
probabilidad de no alcanzar la meseta necesaria para que el aparato calcule de

forma adecuada la Tm.
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En los fragmentos 1 y 2 se observé que al utilizar concentraciones iniciales
de templado de 5 ng y primers DST elpico dela Tm se desplazaba a una
temperatura 0.3°C mas alta que al utilizar los primers RP1 y HPLC. Posiblemente
en los primers DST quedan algunos rastros de Dimetoxitritilo (DMT) y pCianoetilo,
las moléculas con las que se protegen los grupos funcionales de los nucledtidos
cuando los primers estan siendo sintetizados (Berg et al. 2007). Por lo que restos
de estas moléculas elevan la Tm del fragmento. En cambio los primers RP1 y
HPLC ademas del proceso de desalado también son separados mediante

cromatografia, por lo que estas moléculas son eliminadas.

Otro efecto esperado al utilizar distintas concentraciones de templado era
una diferencia enl| a cantidad de fluorescencia emitida porl| os fragmentos
directamente realcionada con la concentracion, en este caso 5, 10 y 15 ng/pl. A
pesar de esto, la cantidad de fluorescencia emitida en los fragmentos 1y 3 no fue
de esta manera, solo se observo ésto en el fragmento 2, en el que al aumentar la
concentracion inicial de templado se observo deig ual forma una emision de

fluorescencia mayor.

En la literatura se encuentra un reporte de la busqueda de mutaciones en
los genes BRCAl1 y BRCA2 mediante el uso de HRM (De Leeneer, 2008). En
dicho estudio se utilizé el mismo aparato que se utilizé en el pr esente trabajo
(Light Cycler 480, Roche), sin embargo utilizaron una mayor concentracion inicial
de templado de la que se utilizé en este estudio. El equipo recomienda como
maximo utilizar concentraciones iniciales de 30 ng/ul, pero en el estudio de De
Leeneer et al. utilizaron 100 ng/ul para reali zar los ens ayos. No hay datos
reportados en los ¢ uales se hay an analizado los picos de la Tm al utilizar
diferentes concentraciones de templado. Estudios como el de De Leeneer et al. en
el cual se excedid el limite de templado sugerido por los fabricantes del aparato
mas de 3 veces, seria conveniente que hicieran disponibles los datos mediante los
cuales estandarizaron la concentracion inicial de templado. Para complementar el
presente estudio seria necesario realizar un analisis en el cual se aumente la
concentracion inicial de templado mas alla de las recomendaciones del fabricante

del equipo y observar el comportamiento de las Tm, para determinar si es mejor
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realizarlo en dichas condici ones, tal como en el trabajo de De Leeneer et al. Se
pueden realizar ensayos en los g ue se aumenten las concentraciones iniciales
gradualmente hasta niveles como los de el estudio de De Le eneer et al. para
observar si en algun momento los picos de la Tm se mantienen constantes, tal vez
debido alas bajas concentraciones que utilizamos en es te estudio hay mas
probabilidad de que el equipo con el que se realizé el analisis calcule las Tm de
manera erronea. Quiza al aumentar las concentraciones iniciales de templado se

obtengan resultados confiables.

7.2.3. Duplicados de las Reacciones

Se realizaron duplicados de los ensayos para evaluar la reproducibilidad de
los resultados de cada una de las reacciones de los fragmentos. En los
fragmentos 1y 3 s e observaron enca si todaslas condiciones evaluadas
(concentraciones de templado de 5, 10, 15 ng/ul y primers DST, RP1 y HPLC) la
misma Tm y forma de la curva, que eran los resultados esperados (Figuras 30 y
32). En el fragmento 1 con la mues tra BA usando 5 ng/ul de templado y primers
DST (Figura 30A) y conla muestra RM usando 5 ng/ul de templado y primers
HPLC (Figura 30P), se observo un ligero cambio en la Tm, pero laforma dela
curva es igual. En el fragmento 2 por otra parte, no se observé el comportamiento

esperado, las curvas de los duplicados tenian diferentes formas y Tm (Figura 31).

Este resultado es inesperado debido a que los demas duplicados de los
otros fragmentos se observaron de forma muy similar. Debido a esto no se puede
tener la certeza de que los resultados sean confiables, y seria necesario realizar
nuevos ensayos para observar si definitivamente quedaria descartado usar el
HRM en la busqueda de mutaciones en las condiciones evaluadas en est e

fragmento ya que no se observé reproducibilidad en los ensayos.

Por otra parte, la falta de reproducibilidad entre duplicados, podria atribuirse
también a errores de pipeteo, porlo g ue es imprescindible repetir el ensay o,
idealmente incluyendo mas réplicas.
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7.2.4. Eleccion de las Mejores Condiciones Para Realizar el HRM con los

Distintos Fragmentos Evaluados

Para poder realizar el analisis mediante HRM con el fin de detectar los
SNPs caracteristicos de los ha plogrupos mitocondriales de las m uestras de
pacientes de cancer cervicouterino (CaCu), como primer paso se buscaron las
condiciones necesarias para poder detectar la existencia de dichas diferencias
para cada uno de los 3 fragmentos evaluados, utilizando las 2 muestras de
individuos sanos, RM y BA, ya que cada uno pertenece a distintos haplogrupos, H

y A respectivamente.

En los3 fragmentos las div ersas condiciones evaluadas fueron 3
concentraciones iniciales de templado (5, 10 y 15 ng/ul) y 3 distintas purez as de
primers (DST, RP1 y HPLC). Sin embargo, bajo estas condiciones solamente se
lograron detectar las diferencias en los fragmentos 1y 2. En el t ercer fragmento
bajo ninguna condicion se detectaron variaciones de secuencia. Debido a la falta
de tiempo para evaluar otras condici ones para dicho fragmento, se decidid n o

realizar el analisis mediante HRM de las muestras de CaCu en el fragmento 3.

En el fragmento 1 u tilizando primers DST y con cualq uiera delas 3
concentraciones iniciales det emplado (5, 10, 15 ng/ul) fue posible detectar
variaciones en la secuencia de los controles de los individuos sanos. Sin embargo,
al usar primers RP1 o HPLC no se logroé la deteccion del SNP A663G mediante el
analisis por HR M. Debido al co mportamiento observado de la Tm al utilizar las
diversas concentraciones de templado, se decidié realizar los ensay os del
fragmento 1 de las muestras de pacientes de CaCu utilizando primers DST y 15
ng/ul, ya que con esta concentracion se alcanza la “meseta de amplificacion” a
partir de la cual es calculada la Tm y se obtienen resultados mas confiables que al

usar concentraciones mas bajas.
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En el fragmento 2 solo utilizando primers DST y una concentracion de 15
ng/ul fue posible detectar el SNP evaluado de los individuos sanos utilizados como
controles. En ninguna de todas las demas condiciones evaluadas fue posible
detectar la presencia del SNP C 7028C caracteristico de haplogrupo H para
posteriormente realizar los ensayos con las muestras de pacientes de CaCu. Por
lo que se decidio reali zar el analisis mediante HRM del fragmento 2 utilizando la

Unica condicion en la que se pudo detectar la presencia del SNP.

7.2.5. Evaluacion del HRM en la Busqueda de Mutaciones en las Muestras

de Pacientes de Cancer Cervicouterino

Al utilizar el fragmento de 105 pb en la evaluacion de la utilidad del HRM en
la busqueda de mutaciones puntuales, fue posible detectar la presencia del SNP
caracteristico del haplogrupo H y observar una diferencia significativa enla Tm
respecto a la muestra perteneciente al haplogrupo A. Dobrowolsky et al. (2009)
evaluaron la capacidad del HRM para detectar la mutacion puntual A8344G en el
mtADN, en pacientes con Sindrome de MELAS. La presencia de esta mutacion
ya habia sido prev iamente detectada mediante secuenciacion y se utiliz 6 el
analisis mediante HRM para evaluar su utilidad en la deteccidén de dicha mutacién
utilizando un fragmento de 64 pb. Utilizando HRM se logré confirmar en el 100%
de las muestras la presencia de esta mutacion puntual (Dobrowolsky et al. 2009).
El tamafo de los fragmentos tanto del presente estudio como el de Dobrowolsky et
al. permiten la deteccion de mutaciones puntuales en el mtADN, ya que el tamafio
de estos fragmentos de alrededor de 100 pb o me nos, permiten observar mas
facilmente cambios en los picos de la Tm y detectar variaciones en la secuencia
de mtADN. Porloqg ue, parareali zar estudios de diagndstico o reali zar
genotipificacion de muestras es rec omendable el us o de fragmentos de este
tamano. Para realizar la busqueda de mutaciones de novo en el mtADN no es
recomendable debido altamafi o del fragmento, ya que se tendrian que
estandarizar las condiciones para cada uno de los pares de primers que serian
utilizados y con dicho tama fio de fragmento se tendrian que usar mas de 2 00

pares de primers.
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También se evalué la capacidad del HRM para detectar mutaciones
puntuales en un fragmento de 372 pb. La evaluacién mediante HRM de este
fragmento, el cual es de un tamano mayor que cualquiera de los primers que
fueron disefiados en este estudio, se realizé para observar el comportamiento de
los picos de la Tm y para conocer si con el tamafio de ese fragmento era posible
detectar mutaciones puntuales. Ademas, los resultados serian utilizados como una
referencia previa antes de realizar la estandarizacion de los fragmentos 1, 2y 3
para la deteccion de los SNPs caracteristicos de los haplogrupos mitocondriales.
La mutaciéon evaluada fue la misma que p ara el fragmento de 105 pb. Sin
embargo, con el tamafio de este fragmento, casi 4 veces mas grande, no fue
posible detectar la presencia de la mutacion. En este caso el tamafo del
fragmento es tan grande que los picos de la Tm de las di ferentes muestras
pertenecientes a distintos haplogrupos se observaron en el mismo punto (Figura
22).

En los analisis mediante HRM de los fragmentos de 234 y 318 pb en donde
se evaluaron los SNPs A663 G y C7028C respectivamente, los resultados n o
fueron confiables ya que en ambos casos bajo las condiciones evaluadas, no se
logré determinar con seguridad la presencia de mutaciones puntuales. Al igual que
con el fragmento de 372 pb antes mencionado, el tamafio de los fragmentos es
demasiado grande para que pueda ser visible una diferencia en la Tm. Esto puede
deberse a que con frag mentos cadavez mas grandes es menos evidente la
presencia de diferencias en la Tm. De Leeneer et al. (2008) utilizando el analisis
de HRM en la busqueda de mutaciones enl os genes BRCAl y BRCAZ2,
involucrados en la pr ogresiéon del cancer de mama, utilizaron fragmentos de un
poco menos de 400 pb.Ent al estudio selog ro detectar la presencia de
mutaciones, con una especificidad de 98.7%. Sin embargo, entre las mutaciones
reportadas en el estudio de De L eeneer et al. hay varias que no son m utaciones
puntuales, sino que son deleciones de fragmentos mas grandes que producen una
diferencia mayor en los picos de la T m. Aunque también reportan la deteccion de
mutaciones puntuales mediante HRM, utilizaron una co ncentracion inicial d e
templado casi 7 v eces mayor que la utilizada en el presente estudio, mas de 3

veces la recomendada para resultados 6ptimos en el equipo de HRM. Con esto
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se observa que hace falta evaluar una mayor cantidad de condiciones para utilizar

esta técnica con resultados confiables.

Finalmente, podemos decir que dadas las ventajas que otorga el analisis
mediante HRM, esta técnica puede tener buenos alcances para realizar la
busqueda de mutaciones puntuales en el mtDNA en paci entes de CaCu. Aunque
todavia hacen falta mas estudios y una estandarizacion mas fina del as
condiciones para utilizarlo con la finalidad de detectar mutaciones que puedan ser
candidatas como marcadores tumorales o de diagnostico temprano de est a

enfermedad
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. CONCLUSIONES

La pureza de los primers utilizados para realizar analisis mediante HRM
influyen en los resultados del analisis, ya que se observaron cambios en la
Tm al utilizar distintos grados de pureza de primers, se recomienda el uso
de la misma pureza de primers al realizar la busqueda de mu taciones
mediante HRM.

El tamano del fragmento analizado mediante HRM es importante ya que en
fragmentos pequefios (<100 pb) es mas evidente el cambio en la Tm que

en fragmentos de un tamafio mayor.

La deteccién de mutaciones puntuales en el genoma mitocondrial humano
utilizando el an alisis de HR M no fue concluyente bajo las ¢ ondiciones

evaluadas en este estudio.

Debido a las ventajas que confiere el analisis mediante HRM, se pueden
tener buenos alcances para realizar la b usqueda de mutaciones en el
mtDNA utilizando fragmentos mayores de 100 pb, aunque son necesarios
mas estudios y una estandarizacion mas fina de las condiciones para

realizar el analisis mediante HRM.
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PERSPECTIVAS

Completar la secuenciacién de las muestras para realizar la busqueda de
posibles mutaciones enelm tADN asociadas con el desarrollo y/o
progresion de CaCu.

Secuenciacion delm tADN enunaa mplia cantidad de m uestras de
pacientes con CaCu con diferentes grados de desdiferenciacion celular.
Busqueda de mutaciones como posibles marcadores tumorales.

Disefio de primers que amplifiquen fragmentos menores de 100 pb para la
deteccion de posibles marcadores tumorales utilizando HRM.

Optimizacion de condiciones para realizar el analisis mediante HRM de los
marcadores tumorales.

Una vez establecidas las co ndiciones para la d eteccion de marcadores
tumorales realizar pruebas en ciego para verificar la especificidad de |l a
prueba.

Es necesario evaluar mas c ondiciones para log rar la det eccion de
mutaciones puntuales (por ejemplo: aumentar la concentracién inicial de

templado y hacer gradientes de concentracion de Mg®).
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11. ANEXOS

Tabla Al. Se m uestran los 69 pares de primers disefiados p ara HRM y su

secuencia.
Primer Secuencia
L119 (Sense primer) 5' TCGCAGTATCTGTCTTTGATTCCT 3'
H390 (Anti-sense primer) 5' TCTGGTTAGGCTGGTGTTAGGG 3'
L330 (Sense primer) 5' CACTTAAACACATCTCTGCCAAACC 3'
H587 (Anti-sense primer) 5' GCTACATAAACTGTGGGGGGTG 3'
L535 (Sense primer) 5' CCCATACCCCGAACCAACC 3'
H769 (Anti-sense primer) 5' CTGCGTGCTTGATGCTTGTTC 3'
L717 (Sense primer) 5' GAGTTCACCCTCTAAATCACCACG 3'
H973 (Anti-sense primer) 5' GCTTTATTGGGGAGGGGGT 3'
L922 (Sense primer) 5' CAATAGAAGCCGGCGTAAAGA 3'
H1192 (Anti-sense primer) 5' GGGATATGAAGCACCGCCAG 3'
L1143 (Sense primer) 5' CTACGAGCCACAGCTTAAAACACA 3'
H1429 (Anti-sense primer) 5' GCTAAATCCACCTTCGACCCTT 3'
L1372 (Sense primer) 5' CTACCCCAGAAAACTACGATAGCC 3'
H1678 (Anti-sense primer) 5' GGTTTAGCTCAGAGCGGTCAAGT 3'
L1619 (Sense primer) 5' CAAAGCACCCAACTTACACTTAGG 3'
H1927 (Anti-sense primer) 5' CTTAGGTAGCTCGTCTGGTTTCG 3'
L1879 (Sense primer) 5' GCAAGGAGAGCCAAAGCTAAGAC 3'
H2129 (Anti-sense primer) 5' CCTAGTGTCCAAAGAGCTGTTCC 3'
L2061 (Sense primer) 5' CAGAACCCTCTAAATCCCCTTGT 3'
H2342 (Anti-sense primer) 5' AGGCTTATGCGGAGGAGAATG 3'
L2263 (Sense primer) 5' CAATTGGACCAATCTATCACCCTA 3'
H2499 (Anti-sense primer) 5' AAACAGGCGGGGTAAGATTTG 3'
L2431 (Sense primer) 5' CACAGGCATGCTCATAAGGAAAG 3'
H2689 (Anti-sense primer) 5' GGGCAGGTCAATTTCACTGGT 3'
L2633 (Sense primer) 5' ATGGCTCCACGAGGGTTCAG 3'
H2962 (Anti-sense primer) 5' GGACTCTAGAATAGGATTGCGCTG 3'
L2911 (Sense primer) 5' CCAACGGAACAAGTTACCCTAGG 3'
H3179 (Anti-sense primer) 5' CATTTACGGGGGAAGGCG 3'
L3123 (Sense primer) 5' GTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGC 3'
H3453 (Anti-sense primer) 5' GAAGGGTTGTAGTAGCCCGTAGG 3'
L3391 (Sense primer) 5' GGCTATATACAACTACGCAAAGGC 3'
H3664 (Anti-sense primer) 5' CTGATCAGAGGATTGAGTAAACGG 3'
L3608 (Sense primer) 5' GCCTCCTATTTATTCTAGCCACCTC 3'
H3925 (Anti-sense primer) 5' GTTCGGACTCCCCTTCGGCA 3'
L3880 (Sense primer) 5' GAGACCAACCGAACCCCCTT 3'
H4171 (Anti-sense primer) 5' GGAGGTGTATGAGTTGGTCGTAGC 3'
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L4126

(Sense primer) 5' CGAACAGCATACCCCCGAT 3'

H4436 (Anti-sense primer) 5' GTATGGGCCCGATAGCTTATTTAG 3'
L4376 (Sense primer) 5' GTGCCACCTATCACACCCCA 3'
H4676 (Anti-sense primer) 5' GATTATGGATGCGGTTGCTTG 3'
L4620 (Sense primer)  5' CGTTCCACAGAAGCTGCCAT 3'
H4913 (Anti-sense primer) 5' TGAGGGAGAGATTTGGTATATGATTG 3'
L4847 (Sense primer) 5' CGGCCTGCTTCTTCTCACAT 3'
H5154 (Anti-sense primer) 5' GTAGGGTCGTGGTGCTGGAG 3'
L5106 (Sense primer) 5' ACTACCGCATTCCTACTACTCAACTT 3'
H5442 (Anti-sense primer) 5' ATGGGGTGGGTTTTGTATGTTC 3'
L5375 (Sense primer) 5' CACACTACTCCCCATATCTAACAACG 3'
H5681 (Anti-sense primer) 5' GTGGGTTTAAGTCCCATTGGTCT 3'
L5616 (Sense primer) 5' ACTGAACGCAAATCAGCCACTT 3'
H5921 (Anti-sense primer) 5' TCAACGGTCGGCGAACATC 3'
L5871 (Sense primer) 5' GCTTCACTCAGCCATTTTACCTC 3'
H6150 (Anti-sense primer) 5' CTAGTCAGTTGCCAAAGCCTCC 3'
L6062 (Sense primer)(Sense primer) 5' CTACAACGTTATCGTCACAGCCC 3'
H6358 (Anti-sense primer) 5' AGGTGTAAGGAGAAGATGGTTAGGTC 3'
L6276 (Sense primer) 5' GGTTGAACAGTCTACCCTCCCTT 3'
H6555 (Anti-sense primer) 5' TGGTGTTGAGGTTGCGGTCT 3'
L6528 (Sense primer) 5' CTACTAACAGACCGCAACCTCAAC 3'
H6764 (Anti-sense primer) 5' CACGATAAACCCTAGGAAGCCA 3'
L6738 (Sense primer) 5' TCAATTGGCTTCCTAGGGTTTATC 3'
H6984 (Anti-sense primer) 5' AGTTTGCTAATACAATGCCAGTCAG 3'
L6930 (Sense primer) 5' GGATTCATCTTTCTTTTCACCGTAG 3'
H7248 (Anti-sense primer) 5' TGGTGTATGCATCGGGGTAGTC 3'
L7206 (Sense primer) 5' GGAATGCCCCGACGTTACTC 3'
H7475 (Anti-sense primer) 5' CTTTGGGGGGTTCGATTCC 3'
L7409 (Sense primer) 5' CCACACATTCGAAGAACCCG 3'
H7720 (Anti-sense primer) 5' TGTTAGGAAAAGGGCATACAGGAC 3'
L7663 (Sense primer) 5' CGCCCTCATAATCATTTTCCTT 3'
H7939 (Anti-sense primer) 5' GAAGATTAGTCCGCCGTAGTCG 3'
L7882 (Sense primer) 5' AATTGGCCACCAATGGTACTGA 3'
H8185 (Anti-sense primer) 5' ACAGATTTCAGAGCATTGACCGT 3'
L8133 (Sense primer) 5' CTTTCACCGCTACACGACCG 3'
8411 (Anti-sense primer) 5' TGGGGGTAATTATGGTGGGC 3'
L8359 (Sense primer) 5' CAGTGAAATGCCCCAACTAAATAC 3'
H8619 (Anti-sense primer) 5' GATCAATAGAGGGGGAAATAGAATG 3'
L8563 (Sense primer) 5' ACAATCCTAGGCCTACCCGC 3'
H8868 (Anti-sense primer) 5' AATCACTGTGCCCGCTCATAA 3'
L8822 (Sense primer) 5' CTATAAACCTAGCCATGGCCATC 3'
H9106 (Anti-sense primer) 5' TGAAGATGATAAGTGTAGAGGGAAGG 3'
L9053 (Sense primer) 5' GCGCCACCCTAGCAATATCA 3'
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H9335

(Anti-sense primer) 5' GAGGAGCGTTATGGAGTGGAAG 3'

L9275 (Sense primer) 5' AGCCCTCCTAATGACCTCCG 3'
H9583 (Anti-sense primer) 5' GGATTTAGCGGGGTGATGC 3'
L9522 (Sense primer) 5' CTAGCCCCTACCCCCCAATT 3'
H9827 (Anti-sense primer) 5' GTGAAGTCCGTGGAAGCCTG 3'
L9774 (Sense primer) 5' GACGGCATCTACGGCTCAAC 3'
H9985 (Anti-sense primer) 5' CCTCATCAATAGATGGAGACATACAGA 3'
L9918 (Sense primer) 5' GCCGCCTGATACTGGCATT 3'
H10219 (Anti-sense primer) 5' TTTATGGAGAAAGGGACGCG 3'
L10170 (Sense primer) 5' GAGTGCGGCTTCGACCCTAT 3'
H10407 (Anti-sense primer) 5' CCAATTCGGTTCAGTCTAATCCTT 3'
L10379 (Sense primer) 5' ACAAAAAGGATTAGACTGAACCGAA 3'
H10673 (Anti-sense primer) 5' GGCGGCAAAGACTAGTATGGC 3'
L10621 (Sense primer) 5' CCCACTCCCTCTTAGCCAATATT 3'
H10947 (Anti-sense primer) 5' GTTGTTAGGGGGTCGGAGGA 3'
L10919 (Sense primer) 5' CCAACCTTTTCCTCCGACCC 3'
H11180 (Anti-sense primer) 5' CTGGCTGGTTGCCTCATCG 3'
L11130 (Sense primer) 5' CCACACTTATCCCCACCTTGC 3'
H11428 (Anti-sense primer) 5' GGCTTCGACATGGGCTTTAGG 3'
L11381 (Sense primer) 5' CCTCTTTACGGACTCCACTTATGAC 3'
H11679 (Anti-sense primer) 5' CAGGGGGTTTGGATGAGAATG 3'
L11631 (Sense primer) 5' TCAGCCACATAGCCCTCGTAG 3'
H11938 (Anti-sense primer) 5' GAGAGTGATATTTGATCAGGAGAACG 3'
111881 (Sense primer) 5' CCTACTGGGAGAACTCTCTGTGCT 3'
H12135 (Anti-sense primer) 5' GAGGAAAACCCGGTAATGATGTC 3'
L12315 (Sense primer) 5' GGTGCAACTCCAAATAAAAGTAATAAC 3'
H12622 (Anti-sense primer) 5' CGAACAATGCTACAGGGATGAA 3'
L12537 (Sense primer) 5' CTGAGCCACAACCCAAACAAC 3'
H12854 (Anti-sense primer) 5' AGGATTGCTTGAATGGCTGC 3'
L12806 (Sense primer) 5' GATGATACGCCCGAGCAGAT
H13129 (Anti-sense primer) 5' GGTGGAAGCGGATGAGTAAGAAG 3'
L13288 (Sense primer) 5' GGCATCAACCAACCACACCT 3'
H13574 (Anti-sense primer) 5' AGAGTAATAGATAGGGCTCAGGCG 3'
L13516 (Sense primer) 5' CACATCATCGAAACCGCAAAC 3'
H13822 (Anti-sense primer) 5' GGAAAGTGACAGCGAGGGC 3'
L13770 (Sense primer) 5' CCAAACAACAATCCCCCTCTAC 3'
H14072 (Anti-sense primer) 5' GTTGAGGTGATGATGGAGGTGG 3'
L14022 (Sense primer) 5' ACCTAAAACAATTTCACAGCACCA 3'
H14286 (Anti-sense primer) 5' GAGGGGTCAGGGTTGATTCG 3'
L14222 (Sense primer) 5' CAACGCCCATAATCATACAAAGC 3'
H14465 (Anti-sense primer) 5' CTACAGCGATGGCTATTGAGGAG 3'
L14404 (Sense primer) 5' CACCAAGACCTCAACCCCTG 3'
H14698 (Anti-sense primer) 5' CGTGGTTGTAGTCCGTGCG 3'
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L14680

(Sense primer) 5' CGCACGGACTACAACCACG 3'

H14998 (Anti-sense primer) 5' GGCGTGAAGGTAGCGGATG 3'
L14940 (Sense primer) 5' CAATCGCCCACATCACTCG 3'
H15212 (Anti-sense primer) 5' TGTATGGGATGGCGGATAGTAAG 3'
L15155 (Sense primer) 5' CAAATATCATTCTGAGGGGCCA 3'
H15455 (Anti-sense primer) 5' GAAGGAAGAGAAGTAAGCCGAGG 3'
L15386 (Sense primer) 5' CATTCCGATAAAATCACCTTCCAC 3'
H15702 (Anti-sense primer) 5' GGGCGAAATATTATGCTTTGTTG 3'
L15612 (Sense primer) 5' GAGGCGTCCTTGCCCTATTAC 3'
H15969 (Anti-sense primer) 5' GACTTTTTCTCTGATTTGTCCTTGG 3'
L15913 (Sense primer) 5' CAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAA 3'
H16234 (Anti-sense primer) 5' GTGATAGTTGAGGGTTGATTGCTG 3'
L16185 (Sense primer) 5' CCCCTCCCCATGCTTACAAG 3'
H75 (Anti-sense primer) 5' CATACCCCCCAGACGAAAATAC 3'
L16519 (Sense primer) 5' TCATAAAGCCTAAATAGCCCACAC 3'
H152 (Anti-sense primer) 5' AGGATGAGGCAGGAATCAAAGA 3'
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