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1. RESUMEN

El Metotrexato (MTX) es un antimetabolito del acido félico capaz de bloquear la sintesis de
las pirimidinas y purinas, favoreciendo la muerte celular. Sin embargo, existen variaciones
a nivel genético que pueden implicar modificaciones en las proteinas que metabolizan o
transportan a los farmacos, sus receptores o ambos, influyendo tanto en la eficacia como
en la seguridad de cada farmaco. La enzima Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
esta involucrada en el metabolismo del MTX, la cual es estudiada con frecuencia debido a
dos polimorfismos en particular, C677T y A1298C. La importancia de estos polimorfismos
reside en la deficiencia en la actividad de la enzima, lo que causa hiperhomocisteinemia, lo
cual podria estar estrechamente ligado con la toxicidad causada por el MTX. Por ello, que
el objetivo de este trabajo fue disefar un protocolo que permita la identificacién de los
polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR.

La genotipificacion de los polimorfismos se hizo a través de las técnicas PCR-RFLP y PCR-
ASO, ya que se consideran metodologias de bajo costo. En la estandarizacién de ambas
metodologias se encontraron las condiciones éptimas de PCR como la temperatura de
alineamiento, la concentracion de oligonucledtidos y la cantidad de ciclos; asi también se
buscaron las condiciones éptimas necesarias adicionales a la PCR-RFLP para realizar la
genotipificacién, como el tiempo de digestidon, temperatura éptima de digestidn, vy
concentracion de la enzima de restriccién. Se genotipificaron 24 personas para los dos
polimorfismos y las frecuencias obtenidas resultaron ser similares a las reportadas en la
literatura para poblacidn mestizo-mexicana y con base en el principio de Hardy-Weinberg
al realizar la prueba de X2 con un nivel de confianza de 95%, se encontré que la poblacién
estd en equilibrio.

Debido a que estos polimorfismos son frecuentes en la poblacidén mexicana y contribuyen
a la aparicién de efectos adversos en aquellos individuos que se encuentran en tratamiento
con MTX, se espera que esta investigacidn contribuya a esclarecer la relacion entre MTHFR
y la toxicidad del MTX para que se pueda elaborar un algoritmo personalizado que permita
una dosificacion mas adecuada y eficaz durante el tratamiento.




2. INTRODUCCION

Actualmente, la medicina moderna ha impulsado el desarrollo de un nuevo enfoque
terapéutico centrado en el tratamiento, pretendiendo la administraciéon del farmaco
correcto a la dosis correcta en el momento adecuado, conocido como medicina
personalizada, fundamentado en las caracteristicas individuales de cada paciente,
provocadas por los factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Estas variaciones a nivel
genético pueden implicar modificaciones en las proteinas que metabolizan o transportan a
los fdrmacos, sus receptores o ambos, influyendo tanto en la eficacia como en la seguridad
de cada farmaco (Pierna et al, 2018; Lina y Tabak, 2012).

En aras de desarrollar nuevos tratamientos para mejorar los resultados clinicos de la
farmacoterapia, este nuevo enfoque ha sido impulsado por la Farmacogendmica, disciplina
encargada del estudio de la base genética relacionada a la variabilidad de la respuesta a
farmacos en individuos o poblaciones (Pierna et al, 2018; Lina y Tabak, 2012).

La implementacién de la farmacogendémica en la clinica para proporcionar el mejor
tratamiento farmacolégico disponible desde el inicio podria disminuir los efectos de la
enfermedad en el cuerpo del paciente, la administracion de medicamentos por “prueba y
error”, la cantidad de medicamentos tomados, la duracién del tratamiento, el costo general
de la atencién médica reduciendo las reacciones adversas medicamentosas y el tiempo
necesario para obtener la aprobacion de un farmaco (Pierna et al, 2018; Lina y Tabak, 2012).

Con el propésito de hacer esto posible, es necesario estudiar los genes que participan en la
respuesta a medicamentos, para lo cual se requiere del analisis de biomarcadores
genéticos. Estos se basan en la presencia de variaciones en la secuencia de DNA, conocidos
como polimorfismos, siendo los Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNP) los mas
frecuentemente estudiados haciendo uso de las herramientas dispuestas por la biologia
molecular (Pierna et al, 2018; Lina y Tabak, 2012).

Se busca estudiar ciertos polimorfismos debido al comportamiento que tienen algunos
farmacos en presencia de estos, particularmente el metotrexato (MTX), farmaco
antineoplasico, que es usado para tratar una amplia variedad de padecimientos ademas del
cancer, entre los que destacan psoriasis y artritis reumatoide, pero es en el area de
oncologia donde tiende a ser usado a su maxima dosis tolerable para asegurar el mayor
porcentaje de muerte celular acarreando consigo una mayor probabilidad de padecer
efectos adversos, empeorando el prondstico de un paciente (Benedi y Angeles, 2006;
McBride et al, 2012; Mahmoud et al, 2018; Howard et al, 2016; Puig, 2014).




En general, cualquiera de los esquemas de tratamiento que incluya al metotrexato traen
consigo un riesgo elevado de experimentar reacciones adversas de diferente grado, que
incluyen nduseas, mareos y otros efectos téxicos, siendo la muerte el riesgo mas grande,
por lo cual la medicina personalizada podria beneficiar grandemente tanto a pacientes
como al personal sanitario (Benedi y Angeles, 2006; McBride et al, 2012; Mahmoud et al,
2018; Howard et al, 2016).

Una investigacidn bibliografica con respecto a los principales polimorfismos relacionados a
la respuesta farmacoldgica del MTX evidencié una gran cantidad de estudios indicativos de
qgue los polimorfismos C677T y A1298C de la enzima Metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), estan relacionados con una mayor incidencia en la aparicidon de efectos téxicos
durante los tratamientos con este farmaco, haciendo importante la implementacion de
metodologias especificas, confiables y rapidas, cuyo propdsito sea la identificacién de estos
dos polimorfismos de manera eficiente y oportuna en los pacientes cuyo esquema de
tratamiento incluyan al metotrexato, y asi mismo, poder contribuir en la elaboracion de un
indice o perfil genético (Mahmoud et al, 2018; Kaluzna et al, 2015; Qu et al, 2017; EL-
Khodary, et al, 2012; McBride et al, 2012; Krajinovic et al, 2004; Jonge et al, 2005; Imanishi
et al, 2007: Shao et al, 2017; Plaza-Plaza et al, 2012; Mena et al, 2008).

2.1 Farmacos antineoplasicos

El uso de los farmacos antineopldsicos esta dirigido principalmente a tratar cancer, aunque
también pueden emplearse contra una gran variedad de enfermedades; sin embargo,
originalmente su diana son las células cancerosas o malignas, pues éstos poseen
mecanismos de accidén que pueden ir dirigidos ya sea al DNA, RNA o a las vias metabdlicas
de las células malignas. No obstante, al poseer mecanismos de accién no selectivos, afectan
también a las células normales, produciendo su efecto farmacoldgico en ambas, originando
efectos toxicos no deseados y potencialmente graves en las células sanas (Benediy Angeles,
2006; Levien et al, 2009).

Los farmacos antineopldsicos suelen actuar sobre una o varias fases del ciclo celular, o sobre
los mecanismos de control de la proliferacién celular. Como resultado la respuesta al
farmaco se relaciona directamente con la capacidad proliferativa, es decir, al tiempo que
tarda en duplicarse el tumor, y a mayor proliferacién se prevé una mayor respuesta al
tratamiento citostatico (Benedi y Angeles, 2006).

Durante la evolucién del cdncer se van produciendo alteraciones genéticas que generan una
heterogeneidad celular, que corresponden a propiedades bioquimicas, tiempo de
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duplicacién y una respuesta al tratamiento antitumoral diferentes. Estas alteraciones
también estan estrechamente ligadas a la desarrollo de resistencias (Benedi y Angeles,
2006).

El principal motivo de fracaso en los tratamientos contra el cancer es la resistencia a los
farmacos antineopldsicos. Esta puede estar presente en el momento del diagndstico o
aparecer con el tiempo debido a la quimioterapia, pues las células cancerosas generan
clones farmacorresistentes espontaneamente, causado por la inestabilidad genética en las
células cancerosas propiciadas por la mutacién, eliminacién, amplificacion génica,
translocacién o reordenamiento cromosdmico, afectando a uno o varios farmacos en el
proceso (Levien et al, 2009).

Las enfermedades neoplasicas deben ser tratadas con su maxima dosis tolerable para
asegurarse de obtener el mayor porcentaje de muerte celular posible, también debe
realizarse de forma secuencial, en ciclos, para optimizar el resultado y permitir la
recuperacién de los tejidos sanos y por ultimo, también se utilizan por lo menos dos
farmacos con dianas terapéuticas diferentes y sin toxicidad cruzada. De esta forma se
reducen los efectos tdxicos, se aumenta la eficacia de accidn sobre el tumor y se disminuye
la posibilidad de que se desarrollen resistencias (Benediy Angeles, 2006).

Debido a que el indice terapéutico de los antineopldsicos es el mas bajo entre las clases de
farmacos, es decir, que la dosis que produce el efecto farmacoldgico deseado y la dosis que
produce los efectos tdxicos son muy cercanas, el oncdlogo a cargo del tratamiento
guimioterapéutico debe sopesar los riesgos de los efectos secundarios y el riesgo de recaida
a consecuencia de un tratamiento inadecuado, la mdas minima demora en el
restablecimiento del tratamiento para atenuar la gravedad de los efectos adversos puede
provocar el regreso del tumor e incluso puede llevar a la muerte del paciente (Levien et al,
2009).

2.1.1 Metotrexato

Dentro de la clasificacion de los antineopldsicos que actian sobre el DNA estan los
antimetabolitos. Estos son farmacos cuya estructura es similar a los componentes
involucrados en el metabolismo intermediario celular, de manera que interfieren en Ila
sintesis de los acidos nucleicos. Estos ejercen su accién principalmente sobre tumores de
rapido crecimiento. Esta clasificacion a su vez se divide en analogos de pirimidinas, analogos
de purinas, analogos de adenosina y antifolatos, siendo este ultimo grupo donde se incluye
al metotrexato y a su predecesor la aminopterina (Benediy Angeles, 2006).
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La aminopterina, un antimetabolito del acido félico, fue utilizado inicialmente como
farmaco antitumoral por sus efectos antiproliferativos a mediados del siglo pasado.
Simultdneamente, se usd por primera vez para tratar la artritis reumatoide en 1951; sin
embargo, la elevada presencia de efectos secundarios condujo a la investigacién de nuevos
farmacos que fueran similares pero con menor incidencia de los efectos adversos
(Goicoechea, 2016).

La sintesis del MTX partié de un proceso de diseno racional, pues se sabia que el acido félico
era necesario para la sintesis de las purinas y pirimidinas requeridas para la sintesis de DNA
y por lo tanto de la proliferacién celular. Siendo asi, se buscé un compuesto capaz de
bloquear el efecto del acido félico, encontrando la solucién en un compuesto con estructura
guimica similar; el acido félico y el metotrexato difieren en dos puntos Unicamente, el grupo
hidroxilo en la posicién del anillo pteridinico del acido fdlico se reemplaza por un grupo
amino y el nitrégeno de la posicidon 10 estd metilado, estas modificaciones permitieron que
el MTX mostrara una mayor afinidad que el cido félico a la enzima dihidrofolato reductasa
(DHFR) (Goicoechea, 2016).

2.1.2 Enfermedades tratadas con metotrexato

El MTX fue utilizado en un inicio exclusivamente en el tratamiento de diferentes tipos de
cancer debido a su efecto como farmaco antineoplasico, a finales de 1940 se basé en la ruta
dependiente de folato de células leucocitarias para el tratamiento contra la Leucemia
Linfoblastica Aguda, para sustituir la aminopterina, sin embargo, su perfil de toxicidad era
desfavorable. Posteriormente, los investigadores se dieron cuenta que el metotrexato tiene
propiedades antiinflamatorias y empezd a usarse en enfermedades autoinmunes a principio
de los afos 50 como la artritis reumatoide y psoriasis (Leveque et al, 2017; Puig, 2014).

Actualmente el MTX es utilizado de manera oficial en el tratamiento para artritis
reumatoide, psoriasis, al igual que en el area oncolégica para Leucemia Linfoblastica Aguda,
linfoma no-Hodgkin, osteosarcoma, cancer de vejiga y cancer de mama; por otro lado, se
administra de manera no oficial en ciertos tumores cerebrales como el meduloblastoma, en
la profilaxis de la enfermedad “injerto contra huésped” que se presenta después de un
trasplante alogénico de células hematopoyéticas, en enfermedades inflamatorias del
intestino y embarazos ectdpicos (Leveque et al, 2017).

Este farmaco es ampliamente utilizado en el area oncoldgica tanto en nifios como en
adultos ya que es considerado un farmaco esencial en oncologia y reumatologia por la
Organizaciéon Mundial de Salud (WHO) (Leveque et al, 2017).
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2.1.3 Farmacocinética del metotrexato

La absorcion del MTX va a depender de su via de administraciéon, cominmente este farmaco
es administrado por via oral a dosis menores de 25 mg/kg, sin embargo, por medio de esta
via se ha encontrado que la absorcidn es incompleta y por tanto variable en cuanto a la
biodisponibilidad. La absorcién por esta via se da en el yeyuno proximal por medio de
transporte activo principalmente por los transportadores SLC19A1, es saturable ya que
depende de la dosis. Se dice que entre mayor sea la dosis la velocidad de absorcién es
menor. Es por esto que la biodisponibilidad se ve afectada, ésta va de un 30-90%
dependiendo de la dosis (Goicoechea, 2016; Piug, 2014).

Ya que esta via ofrece una biodisponibilidad baja, comenzé a emplearse administracion
subcutdnea como una alternativa a la via oral, para evitar las variaciones en su absorcién y
biodisponibilidad. Las ventajas que ofrece esta técnica es que la absorcién es completa, es
decir, tiene una biodisponibilidad del 100%, por medio de esta via suele administrarse
menos de 25 mg a la semana. Una desventaja es que esta limitada por el volumen que estd
permitido administrar, que son 2ml (Leveque et al, 2017).

Por otro lado, la via intramuscular es otra alternativa de la administracién oral de dosis
menores, la biodisponibilidad por medio de esta via a una dosis de 40 mg/m? es del 76%
con un rango de 54%-112%. Es inferior a la de la via subcutanea, pero mayor a la oral; esta
via se utiliza en oncologia y en algunas ocasiones en el tratamiento médico del embarazo
ectépico (Leveque et al, 2017). Otra de las vias de administracién es la intratecal, sin
embargo, esta via es menos utilizada debido a su dificultad y estd dirigida al tratamiento
local de algunas enfermedades hematoldgicas, sin embargo, puede causar efectos
secundarios. Por otro lado, el proceso de absorcion del metotrexato por el fluido
cerebroespinal hacia la sangre alin no se conoce. La concentracion del metotrexato por esta
via es 60% mayor que el de la via oral y se administran dosis muy bajas que van de 6 a 15
mg (Leveque et al, 2017).

La distribucion por el organismo esta determinada por la union a proteinas plasmaticas, que
para el MTX es de aproximadamente el 50%. Por otro lado el efecto farmacoldgico sera
dictaminado por la fraccion restante de farmaco libre en plasma. Es importante considerar
esta relacién, ya que en pacientes con tratamientos con diferentes farmacos, estos
competiran por la unién a las proteinas plasmaticas y los farmacos desplazados verdn
aumentado su efecto farmacoldgico al tener una fraccidon mayor libre en plasma, dandose
el caso del MTX cuando se administra en conjunto con: salicilatos, fenilbutazona, fenitoina,
barbituricos, tranquilizantes, anticonceptivos orales, tetraciclinas, derivados de la
amidopirina o sulfonamidas, ya que tienen una mayor afinidad con la albimina sérica que
el metotrexato. Sin embargo, en la practica clinica no ha demostrado problemas
especialmente serios (Goicoechea, 2016).
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El volumen de distribucion del metotrexato se encuentra entre 0.7 y 1.4 L/kg, lo que indica
que el farmaco alcanza su minima concentracidon en el compartimiento intracelular de
eritrocitos, leucocitos, hepatocitos y la célula sinovial, para ejercer su funcién. El sistema de
transporte celular encargado de introducir el MTX a la célula es denominado RFC1 (Reduced
Folate Carrier, por su traduccién Transportador de Folatos Reducidos). Este puede verse
afectado por la presencia de polimorfismos genéticos que provocan que existan diferencias
significativas en el proceso de absorcion intracelular y a su vez en la respuesta
farmacoldgica. Un ejemplo seria un polimorfismo que facilite la entrada del metotrexato, lo
gue potenciaria el efecto terapéutico pero también los efectos adversos, sin contar con
otros polimorfismos presentes en las enzimas implicadas en las rutas enzimaticas de la
sintesis de bases puricas y pirimidicas, que son dianas especificas del metotrexato (TS, ATIC,
etc.). Es por estas razones que los polimorfismos se han relacionado ampliamente a la
presencia de efectos secundarios, la falta de eficacia del metotrexato e incluso el abandono
del tratamiento, en ciertas poblaciones de pacientes (Goicoechea, 2016; Mena et al, 2008;
Xie et al, 2018; Mahmoud et al, 2018; Igualada et al, 2016; McBride et al, 2012; Restrepo et
al, 2016; Leveque et al, 2017).

El MTX es convertido en el higado a un metabolito que es parcialmente inactivo (7-
hidroximetotrexato) por las enzimas aldehido oxidasa y xantinaoxidasa, esto influye en la
concentracion plasmatica del MTX y por lo tanto también en la biodisponibilidad de este, el
metabolito contribuye a prolongar el efecto terapéutico del MTX. Por otro lado, también es
metabolizado en el intestino por accién de la microbiota en un 5%, pasando a ser el acido
4-amino-desoxi-N10-metilpteroico, el cual es un metabolito inactivo. La vida media del MTX
varia entre 8 y 15h, mientras que los metabolitos 7-hidroximetotrexato y 4-amino-desoxi-
N10-metilpteroico, tienen una vida media de entre 9 y 10.2 h (Goicoechea, 2016; Leveque
etal, 2017).

El metotrexato puede ser reabsorbido de los hepatocitos hacia el torrente sanguineo por
medio de los transportadores ABCC3 y ABCC4, solo una pequeiia porcion es excretada en el
ducto biliar por medio de los transportadores ACC2 y ABCB1 (Chan et al, 2004; Mikkelsen
et al,2011). El MTX es eliminado principalmente por los riflones tanto el fdrmaco inalterado,
como los metabolitos 7-hidroximetotrexato y 4-amino-desoxi-N10-metilpteroico (Leveque
et al, 2017), otra parte es excretada en la bilis en donde existe una reabsorcién intestinal.
En caso de que el paciente presente insuficiencia renal, la eliminacidn se ve retrasada. Por
otra parte, los farmacos que son administrados en conjunto con el MTX pueden retrasar su
eliminacién, como es el caso del probenecid, diuréticos del asa, fenilbutazona, que son
utilizados en el tratamiento para artritis reumatoide y esto aumenta la toxicidad del MTX
(Leveque et al, 2017; Goicoechea, 2016). En la eliminacidon del MTX estan involucrados
muchos transportadores, principalmente los Multidrug resistance protein (MDR) o ATP-
binding casette (ABC), en los cuales existen polimorfismos que se han asociado con
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ralentizar la eliminacion del MTX y por lo tanto en la toxicidad del MTX (Chan et al, 2004;
Mikkelsen et al, 2011; Favela-Mendoza et al, 2018).

2.1.4 Mecanismo de accion antitumoral del metotrexato

El MTX entra a la célula por medio de transportadores RFC1 por transporte activo, debido
a que estructuralmente el MTX es un derivado del tetrahidrofolato y como un cofactor de
folatos es un anidn lipidico insoluble al pH fisiolégico. Una vez estando dentro de la célula,
inhibe competitiva y reversiblemente a la enzima Dihidrofolato reductasa (DH), enzima
encargada en la transformacion de folato a tetrahidrofolato. El MTX fue disefiado a manera
de que éste tuviera 1000 veces mas afinidad que el folato por dicha enzima (McBride et al,
2012; Mahmoud et al, 2018; Trimmer, 2012; Restrepo et al, 2016; Goicoechea, 2016).

Es importante recordar que el acido félico es necesario para la sintesis de novo de la
timidina, nucledtido indispensable para la sintesis del DNA. El MTX va a ser transformado a
su forma activa por medio de la enzima poliglutamato sintetasa en el citosol, afiadiendo
residuos de glutamato para producir el MTX-poliglutamato. Esta molécula, mas grande e
hidrofilica, no es sustrato del transporte de folatos y por lo tanto es retenido en la célula 'y
resulta en un incremento en la concentracion del MTX-poliglutamato en la célula, a su vez,
va a ayudar a incrementar la efectividad del farmaco (McBride et al, 2012; Mahmoud et al,
2018; Trimmer, 2012; Restrepo et al, 2016; Goicoechea, 2016).

Igualmente, la conversion a MTX-poliglutamato va a incrementar la afinidad por otras
enzimas que son blanco para detener la sintesis del DNA, como la timidilato sintetasa (TS)
gue conduce a la inhibicidn de la biosintesis de las pirimidinas y otras enzimas involucradas
en la sintesis de las purinas como la 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido
transformilasa (ATIC). La inhibicidon de esta enzima causa la acumulacion intracelular del
ribonucledtido 5-aminoimidazol-4-carboxamida, conduciendo a la sintesis de adenosina
(Figura 1) (McBride et al, 2012; Mahmoud et al, 2018; Trimmer, 2012; Restrepo et al, 2016;
Goicoechea, 2016).

Una vez que el MTX inhibe a las enzimas indispensables para la biosintesis de purinas y
pirimidinas, se detiene la sintesis de acidos nucleicos, favoreciendo la muerte celular. Por
otro lado, el MTX-poliglutamato interfiere con la actividad de la enzima
Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Esta enzima es la encargada de convertir al 5-
10-metilentetrahidrofolato a su forma reducida 5-metilentetrahidrofolato, el folato que se
encuentra en circulacién que provee de un grupo metilo a la homocisteina para convertirla
a metionina (Figura 1) (McBride et a/, 2012; Mahmoud et al, 2018; Trimmer, 2012; Restrepo
et al, 2016; Goicoechea, 2016).
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En la sintesis de purinas, catalizado por la TS, el grupo metilo es transferido de metil
tetrahidrofolato a dUMP y después es reducido para formar desoxitimidina monofosfato
(dTMP) (Figura 1) (Restrepo et al, 2016; Trimmer, 2012).

Transportadores —
ABC

FPGS
MTX =—> MTX ——> MTX-PG _' Timidilato sintetasa(TS)

\ L i \IDHFR dUQ

FR = /-\ dTMP
h Leucovorina THF DHF {

N\ 10 CHO-TF ( ) DNA

5,10-CHa-THF 5-CH3-THF

MTHFR

MTX- Metotrexato; RFC — Transportador de Folatos Reducidos; DHF-Dihidrofolato; DHFR-
Dihidrofolato reductasa; FPGS- Folipoliglutamato sintetasa; FPGH- Folipoliglutamato hidrolasa;
MTHFR- Metilentetrahidrofolato reductasa; MTX-PG- Metotrexato poliglutamato; THF-
Tetrahidrofolato; 5-CH, — THF- Metil-tetrahidrofolato; 5, 10-CH,- THF - Metilen-tetrahidrofolato; TS-
Timidilato sintetasa.

Figura 1. Mecanismo de accion del Metotrexato. Recuperada y modificada de: McBride et al,
2012.

2.1.5 Toxicidad en el tratamiento con metotrexato

El tratamiento con metotrexato debe ser constantemente monitoreado debido a los efectos
adversos, sobre todo a dosis altas, los sintomas pueden incluir, nduseas, vomito, dolor de
cabeza, mucositis, mareo hasta convulsiones, nefrotoxicidad, trombocitopenia, hepatitis,
toxicidad gastrointestinal, neurotoxicidad y toxicidad hematoldgica, en dichos casos debera
reducirse la dosis e incluso interrumpir la quimioterapia de ser necesario, lo que conlleva a
una recaida junto a un mayor riesgo de muerte (McBride et al, 2012; Mahmoud et al., 2018;
Howard et al, 2016).

Se recomienda administrar dosis mayores a 100 mg/m? de metotrexato junto a leucovorina,
cuyo efecto aumenta la produccidon de folatos reducidos de las células normales al
convertirse intracelularmente en 5-metiltetrahidrofolato. La leucovorina funge entonces
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como antagonista del metotrexato evitando el bloqueo metabdlico producido por altas
dosis de este lo que aminora los efectos adversos, tales como mielosupresion vy
hepatotoxicidad, que probablemente se producen como resultado de la inhibicidn de la
division celular causada por la reduccion de los niveles de folato. Adicionalmente, también
compite con el metotrexato por el RFC1 (McBride et al, 2012; Feinsilber et al, 2018; Howard
etal., 2016).

En caso de administrar dosis mayores a 1g, ademas de la leucovorina, deberd mantenerse
una buena hidratacién y controlar que la orina sea alcalina, con el fin de incrementar la
depuracidon y disminuir la nefrotoxicidad, ya que el metotrexato y sus metabolitos
7(OH)metotrexato y DAMPA son poco solubles en pH’s acidos, pero solubles a pH 6-7
(McBride et al, 2012; Feinsilber et al, 2018).

Esto es para evitar la acumulacién de concentraciones tdxicas que puedan conllevar a una
mayor exposicion sistémica al metotrexato y por ende provocar una lesién renal aguda
puesto que las personas con disfuncién renal presentan un mayor riesgo de padecerlo y al
menos el 60% de las personas adultas con cancer presentan algun grado de disfuncion renal.
La acumulaciéon también provocaria mielosupresién, mucositis, hepatotoxicidad y fallo
multiorgdnico (Howard et a/, 2016; Igualada et al, 2016).

Estudios han revelado la aparicion de las siguientes reacciones adversas, para diferentes
enfermedades tratadas con metotrexato a diferentes dosis: emesis, aun con tratamientos
antieméticos normalmente dexametasona, ocurre en un 10-30% de los pacientes,
estomatitis en un 20% vy se ve ligeramente disminuida al administrar junto a leucovorina,
toxicidad hepdatica transitoria hasta en un 60%, toxicidad hepatica 0-10%,
hiperbilirrubinemia en 25% de los casos, cirrosis 3-26% en personas con compromiso
hepatico previo, aumentos transitorios de transaminasas de 13-20%, trastornos transitorios
del sistema nervioso central en un 15%, toxicidad hematoldgica en un 3%. En especifico se
reportd que la mortalidad por pancitopenia inducida por metotrexato es de un 28%, y
finalmente toxicidad pulmonar de 0.3-7.5% de los pacientes; sin embargo, existe el riesgo
de neumonitis inducida por metotrexato, Unicamente en pacientes con compromiso
pulmonar preexistente (Howard et al, 2016; Igualada et al, 2016).
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2.2 Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

2.2.1 Estructura de la enzima MTHFR

La proteina Metilentetrahidrofolato reductasa humana contiene 656 aminodacidos donde el
dominio catalitico estd conservado y tiene forma de barril TIM B8a8 en donde se
encuentran los residuos que son indispensables para la unién del factor FAD, el donador de
electrones NADPH vy el producto metil tetrahidrofolato. Por otro lado, posee un dominio
regulatorio C-terminal que estd conectado con el dominio catalitico, cuya funcién es la de
unir a SAM, lo que conlleva a la inhibiciéon de la actividad enzimatica; sin embargo, la
inhibicion es muy lenta. Esta inhibicién se puede revertir con la unién a la S-
adenosilhomocisteina (SAH), la cual es la forma sin metilar de la S-adenosil-metionina (SAM)
(Gutiérrez et al, 2016; Froese et al, 2018; Liew y Das, 2014).

Esta enzima es indispensable en el metabolismo de los folatos, ya que se encarga de generar
un compuesto donador de metilo en la sintesis de SAM, donde a su vez SAM esta
involucrada en reacciones metilacion de DNA, RNAy proteinas (Gutiérrez et al, 2016; Froese
et al, 2018; Liew y Das, 2014).

2.2.2 Reaccidn que cataliza

La enzima MTHFR cataliza la reduccion del metilentetrahidrofolato dependiente de FAD por
medio de NADPH, transfiere el grupo metilo de dicho producto a la homocisteina para
generar la metionina. Esta enzima es sumamente importante en los mamiferos, ya que no
sintetizan la metionina de novo. La metilacién de la homocisteina permite la generacién de
un grupo metilo de la metionina para las reacciones de metilacion dependientes de SAM, el
principal donador de grupos metilo para las reacciones de biosintesis en la célula (Trimmer,
2012).

La reaccidon comienza con la apertura del anillo del metilentetrahidrofolato, para generar
un cation llamado 5-iminium, este catién es reducido por la transferencia de un grupo
hidruro proveniente del FAD reducido, al grupo metilo para producir metiltetrahidrofolato
(Figura 2) (Trimmer, 2012).
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Figura 2. Reaccion catalizada por la enzima Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
Recuperada y modificada de: Trimmer, 2012.

2.2.3 Polimorfismos de MTHFR

El gen MTHFR conocido como Metilentetrahidrofolato reductasa se encuentra localizado en
el brazo corto del cromosoma 1 (1p36.3) el cual consta de 11 exones. Este gen codifica una
proteina dimérica de entre 70-77kDa conocida por el mismo nombre que el gen
(Metilentetrahidrofolato reductasa) (Gutiérrez et al, 2016; Froese et al, 2018; Liew y Das,
2014).

El gen MTHFR posee 14 mutaciones asociadas con deficiencia enzimatica severa, 7 se
reportaron en 1995, de las cuales 6 provocan el cambio de un aminoacido y el restante un
corrimiento en el marco de lectura. Tres de estas sustituciones se encontraron de forma
homocigota de C764T (Pro>Leu), C692T (Thr>Met), C559T (Arg>Ter), C985T (Arg>Cys). Otras
tres fueron sustituciones de forma heterocigota, C1015T (Arg>Cys), G167A (Arg>GIn) y
C1081T (Arg>Cys). La mutacion en el sitio de empalme 5 es una deleciéon de 59 bp que
ocasiona una pérdida de 19 aminoacidos entre 653 y 939 bp (Liew y Das, 2014; Goyette, et
al, 1995).

Otras mutaciones, como C677T (Ala>Val) es considerada comun y con efectos perjudiciales
en el metabolismo de la homocisteina plasmatica, provocando niveles bajos de folatos
intracelularmente y conllevando al padecimiento de homocisteinemia (Liew y Das, 2014).

2.2.3.1 Polimorfismo C677T

El polimorfismo C677T (p.Ala222Val, rs1801133) es una mutacion puntual en la posicién
677 en el gen MTHFR con una sustitucion nucleotidica de citosina a timina, esta mutacion
causa la sustitucién de una alanina por una valina en la enzima Metilentetrahidrofolato
reductasa en el codon 222. Este polimorfismo reduce la termoestabilidad de la enzima lo
gue se traduce en la disminucion de la actividad enzimatica (Gonzalez et al, 2014; Mahmoud
et. al, 2018; Gutiérrez et al, 2016; Liew y Das, 2014).
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La actividad de la enzima en sujetos homocigotos para el polimorfismo, es decir, con
genotipo TT, es de un 50-60% mas lenta a 37°C. Esta disminucién de actividad impide a la
enzima llevar a cabo la correcta conversion de 5,10-metiltetrahidrofolato a 5-
metilentetrahidrofolato, el cual es el folato activo circulante, encargado de la metilacion de
la homocisteina para convertirla en metionina. Por lo tanto, los niveles de homocisteina en
suero de los sujetos homocigotos (TT) son elevados (hiperhomocisteinemia) (Liew y Das,
2014; Mahmoud et al, 2018; Gonzalez et. al, 2014).

La frecuencia de este polimorfismo en la poblacién mexicana es alta, variando de entre un
50 y 60% para el alelo T, por otro lado, la frecuencia para el genotipo heterocigoto (CT)
tiende a ser del 51%, siendo este valor mds alto que el genotipo homocigoto polimdrfico
(TT), que presenta una frecuencia del 26% en la poblacidn mexicana mestiza (Contreras,
2016), mientras que en la poblacién mexicana-amerindia la frecuencia para el genotipo
heterocigoto es de 40.5% y para el genotipo homocigoto de 44.5% (Contreras, 2016; EL-
Khodary et al, 2012; Qu et al, 2017; Gonzalez et al, 2014; Gutiérrez et. al, 2016; Kaluzna et.
al, 2015).

Por otro lado, segln los estudios de Gutiérrez-Alvarez et al, 2016 la frecuencia de este
polimorfismo para los pacientes mexicanos con Leucemia Linfoblastica Aguda es de un
31.4% para el genotipo CC, un 51.4% para el genotipo CT y de 17.2% para el genotipo TT.
Segln los estudios de Gonzalez-Mercado, 2017, en los pacientes mexicanos que padecen
de artritis reumatoide prevalece el genotipo heterocigoto en un 47%, siendo asi evidente,
gue en poblacién mexicana el genotipo mas frecuente es el heterocigoto.

2.2.3.2 Polimorfismo A1298C

El polimorfismo A1298C con nimero de identificacidon rs1801131 es una mutacién de
sentido equivocado en el exédn 7 que consiste en un cambio de A a C en la posicion 1298
que conlleva a la sustitucidn de un acido glutamico por alanina. Este polimorfismo ocasiona
una reduccion del 40% en la actividad de la enzima Metilentetrahidrofolato reductasa, pero
en menor medida que el polimorfismo C677T, la disminucidn resultante en la actividad
enzimdtica reduce los niveles de folato y eleva el nivel sanguineo de homocisteina (Atef et.
al, 2018; El Hajj Chehadeh et al, 2016).

La frecuencia del alelo C difiere enormemente en diferentes poblaciones, mientras que la
prevalencia del genotipo homocigoto CC se encuentra de forma variable en chinos de 1-4%,
4-5% en hispanos y de 7-12% en poblaciones norteamericanas y europeas (Yadav et al,
2016).
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Los genotipos para este polimorfismo en poblacidn mexicana especificamente son de 34%
para el genotipo heterocigoto (AC) y 9% para el genotipo homocigoto polimérfico (CC),
prevaleciendo en un 57% el genotipo normal (AA) (Gonzdlez et al, 2014).

Por otro lado, en los pacientes mexicanos que padecen Leucemia Linfoblastica Aguda al
igual que la poblacion mexicana en general, prevalece el genotipo AA en un 71%, segun los
estudios de Gutiérrez-Alvarez, 2016 y el segundo genotipo més frecuente es el heterocigoto
con una frecuencia de 20%.

2.2.3.3 Relacién de los polimorfismos del gen MTHFR con la toxicidad y eficacia del
Metotrexato

La importancia clinica de estos polimorfismos reside en la deficiencia en la actividad de la
enzima, lo que causa hiperhomocisteinemia. Segln lo investigado por Mahmoud et al, 2018,
la hiperhomocisteinemia que causan tales polimorfismos estan estrechamente ligados con
la toxicidad causada por el MTX, debido a que el MTX interfiere con el metabolismo de la
homocisteina reduciendo los niveles de la 5-metil-THF, que como se menciond
anteriormente, es el donador de un grupo metilo para la conversién de homocisteina a
metionina, por lo tanto, los niveles altos de homocisteina en sangre se podria considerar
como un marcador de toxicidad en el tratamiento con MTX (Mahmoud et al, 2018; Kaluzna
et al, 2015; Qu et al, 2017; EL-Khodary et al, 2012; McBride, 2012; Krajinovic et. al, 2004;
Jonge et. al, 2005; Imanishi et al, 2007: Shao et al, 2017; Plaza-Plaza et. al, 2012; Mena et.
al, 2008).

Por otro lado, en estudios realizados por Kaluzna et al, 2015 se menciona que se encontrd
relacion entre el alelo 677T y una disminucidn en el aclaramiento del MTX, al igual que
aquellos pacientes con el alelo 677T y el haplotipo 677T-1298A tienen concentraciones altas
de MTX en sangre durante el tratamiento, asi como mayor incidencia de efectos adversos
por MTX.

Con base en estudios realizados por Berkani et al, 2017, la eficacia del metotrexato es buena
en el 57% de los pacientes, regular en el 18% y no tiene eficacia en el 24% de los pacientes.
Para ambos polimorfismos, los alelos polimérficos se relacionan con aparicién de efectos
adversos y poca eficacia o nula del MTX, sin embargo, los pacientes que presentaban el alelo
A del polimorfismo A1298C mostraron mejores resultados en cuanto a eficacia, mostrando
una frecuencia del 86% los pacientes que presentaban buenos resultados al tratamiento
con dicho alelo.

Entonces, entendiendo la relacidn que existe entre los polimorfismos del gen MTHFR y el
tratamiento con MTX el genotipificar a los pacientes podria ayudar a hacer un tratamiento
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mas especializado para los pacientes tratados con este farmaco, para evitar la exposicién a
sus efectos toxicos (Mahmoud et al, 2018; Kaluzna et al, 2015; Qu et al, 2017; EL-Khodary
et al, 2012; McBride et al, 2012; Krajinovic et al, 2004; Jonge et al, 2005; Imanishi et al,
2007; Shao et al, 2017; Plaza-Plaza et al, 2012; Mena et al, 2008).

2.3 Técnicas de biologia molecular

Para la genotipificacion del gen MTHFR se han propuesto varias técnicas moleculares en
distintas investigaciones. Una de ellas es la de PCR en tiempo real con sondas TagMan, los
autores Imanishi et. al, 2007; Gutiérrez-Alvarez et al, 2016: Lightfoot et al, 2005: Sandhu et
al, 2018; Contreras et al, 2016 y Kaluzna et al, 2015, trabajaron mediante este método. Este
consiste basicamente en sondas marcadas con fluoréforos que van a emitir una sefial en
caso de estar presente el alelo que se busca, se lleva a cabo mediante PCR en tiempo real.
Sin embargo, las sondas TagMan son costosas, al igual que el equipo usado para realizar la
PCR en tiempo real, haciendo esta metodologia poco viable para un laboratorio que no
cuenta con la infraestructura necesaria.

Por otro lado, en otras investigaciones hechas por los autores Plaza-Plaza et al, 2012; Jonge
et al, 2005; Mahmoud et al, 2018; Gonzalez et al, 2014; EL-Khodary et al, 2012, realizaron
la genotipificacion del mismo gen utilizando la técnica PCR-RFLP; esta técnica consiste en
crear fragmentos de diferentes tamanos mediante una enzima de restricciéon, que va a
digerir el producto de PCR y de acuerdo a la discriminaciéon sobre la secuencia de
reconocimiento de DNA cortara o no al alelo de interés.

Una ventaja que tiene esta técnica es que es de bajo costo en comparacion a otras técnicas
como la de sondas TagMan, ademds de que no requiere equipos especializados que
detecten los fluordforos, es por eso, que inicialmente en esta investigacidén se propuso la
genotipificacién de ambos polimorfismos con ayuda de este método, pero solo se mantuvo
para el polimorfismo C677T ya que, para el polimorfismo A1298C no se encontrd una
enzima de restriccion que cortara en el sitio del SNP.

2.3.1 Toma de muestra

La saliva fue la muestra de eleccidn en este trabajo para la extraccion de DNA, ésta es un
liguido que se encuentra en la cavidad oral, se origina en las glandulas salivales, al igual que
de los liquidos de la mucosa orofaringea. Contiene células del trasudado de la mucosa oral
y secreciones de vias respiratorias altas (Barriga y Hernandez, 2016).
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Esta fue la muestra de eleccion debido a que la saliva es un liquido muy facil de obtener, a
diferencia de las muestras de sangre las de saliva no requieren personal experimentado
para su obtencion, el procedimiento no es invasivo ni doloroso, la exposicion accidental por
parte del investigador como del paciente a patdégenos virales y microbianos es
practicamente nula, mientras que con las muestras de sangre uno de los incidentes mas
frecuentes es la picadura accidental con agujas contaminadas. Por lo tanto, para una toma
de muestra de sangre, es necesario el adiestramiento del personal, equipo de proteccién y
en caso de una contaminacién accidental, es indispensable realizar pruebas bioquimicas y
seroldgicas y la administracion de terapias antivirales preventivas (Barriga y Hernandez,
2016).

Para la recoleccidn de esta muestra existen diferentes dispositivos, el mas utilizado es el
que contiene un algoddn estéril. Este se coloca en la boca y es masticado, posterior a esO,
se introduce en un tubo para que sea centrifugado o también puede exprimirse con una
jeringa sin aguja, sin embargo, el material del algoddén puede interferir con algunas
determinaciones. Por otro lado, no se recomienda la recoleccién de las muestras de saliva
escupiendo en el contenedor, ya que se ha observado que por medio de este método, la
carga bacteriana es mayor (Barriga y Hernandez, 2016).

La mejor manera para obtener la muestra de saliva es a través de la canulacién de los
conductos de las glandulas salivales o por medio de succiéon con pipetas (Barriga y
Hernandez, 2016).

2.3.2 Extraccion de DNA

Existen diferentes métodos de extraccion de DNA, todos, sin excepcion, se basan en las
propiedades fisicoquimicas del DNA para aislarlo de otras biomoléculas presentes en la
célula y obtener una muestra mas pura. En general las técnicas de aislamiento y purificacién
consisten en la lisis de las células, separacidn de proteinas y lipidos, precipitacidon del DNA
y posterior resuspension del DNA.

La técnica que utiliza Tris-Triton-Sacarosa (TTS) es econdmica y permite la recuperacion de
grandes fragmentos de DNA, lo que permite el uso de la muestra para la amplificacién por
la técnica de PCR. Esta técnica contiene un buffer de tris-(hidroximetil)-aminometano
(TRIS), cuya funcion es la de mantener el pH constante, en este caso de 8. El tritédn X-100
actua como un detergente surfactante no idnico, éste va a romper las interacciones entre
lipidos-proteinas y lipidos-lipidos, pero no desnaturaliza proteinas; la sacarosa estabiliza
membranas lisosomales y preserva la integridad de algunas células, principalmente
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linfocitos. Posteriormente, la muestra es tratada con una solucién de Cloruro de sodio 5mM
(NaCl), cuya funcién va a ser la de causar un shock hipotdnico en la célula. La adicién de un
detergente anidnico como el Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) va a actuar como un agente
solubilizante de proteinas (Velasco, 2005; Rios et al, 2016).

En esta técnica se utiliza también el procedimiento de salting out para la precipitacion de
proteinas, haciendo uso de una solucién de NaCl saturada. Los grupos fosfato del DNA
tienden a hacer a DNA hidrofilico, por lo que posteriormente se utilizan solventes organicos
para separar proteinas y lipidos del DNA, se utilizan reactivos como cloroformo-alcohol
isoamilico para este fin. Una vez eliminados proteinasy lipidos, se procede a la precipitacion
del DNA mediante la adicidn de etanol absoluto. Finalmente, se resuspende el DNA en agua,
en donde va a permanecer soluble y listo para realizar la técnica de eleccién de biologia
molecular (Velasco, 2005; Rios et al, 2016).

2.3.3 Cuantificacion de DNA por espectrofotometria.

La espectrofotometria es una medicién cuantitativa de la interaccién entre la luz
ultravioleta, la luz visible y la infrarroja con otras moléculas, dependiendo de la naturaleza
de las moléculas de interés. La espectrofotometria tiene varias mediciones, ya sea de
transmitancia, absorbancia, emitancia, reflectividad, entre otras, que se van a clasificar de
acuerdo con las propiedades dpticas de las moléculas (Germer et al, 2014).

La espectrofotometria de absorcién se basa en la Ley descrita por Lambert-Beer, la cual
postula que la absorbancia de un soluto de apariencia traslicida que es expuesta a cierta
longitud de onda va a tener un comportamiento lineal en cuanto a la concentracién. Este
método es iddneo para la cuantificacién de DNA, ya que las moléculas que contienen
protones deslocalizados siendo un sistema aromatico, como lo son las bases nitrogenadas,
van a absorber a una longitud de onda de 150-400nm, rango que corresponde al espectro
de luz UV (Arenas y Lépez, 2004).

El coeficiente de absorcion, como se mencioné anteriormente, esta dado por las
propiedades de las moléculas que van a actuar como croméforos, en el caso de las
proteinas, las moléculas que van a determinar el coeficiente de absorcion son los
aminodcidos, especificamente aquellos residuos como la fenilalanina, tirosina, triptéfano y
los puentes disulfuro de la cisteina, con lo cual generalmente se obtiene un pico de
absorbancia a una longitud de 275nm. Por otro lado, en los acidos nucleicos son las bases
nucleotidicas las que actian como cromdforo, especialmente la guanina y citosina, que en
conjunto van a presentar un pico de absorbancia a una longitud de 260nm (Arenas y Lopez,
2004).
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Por lo general, para la cuantificacién de acidos nucleicos, se realiza una relacién 260/280
para evaluar la pureza de la muestra, esta relacién generalmente debe de ser mayor a 1.8
para considerar que la muestra es pura, ya que a 260nm los acidos nucleicos tienen un pico
de absorbancia maximo, a 270nm el fenol tiene mayor absorbancia, mientras que a 280nm
los aminoacidos aromaticos que se mencionaron anteriormente tienen su pico mas alto de
absorbancia. Por lo tanto, una muestra que se encuentre con una relacion por debajo al 1.8
se considera una muestra contaminada con proteinas o con solventes organicos
provenientes, tal vez, de la extraccion de DNA (Pacchigar et al, 2016).

2.3.4 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel permite la separacion de acidos nucleicos, ya sea RNA o DNA en
funcién a su tamafio, brindando la ventaja de ser una técnica sencilla. El principio en que se
basa esta técnica es en la carga de la molécula, el DNA posee una carga negativa, por ende,
esto genera que la molécula tenga afinidad por las cargas positivas, por lo que el DNA va a
migrar hacia el anodo en una cdmara de electroforesis, a través de un polimero que puede
ser la agarosa o poliacrilamida (Stellwagen, 2009; Dabrik et al, 2016).

En este polimero, las moléculas mas pequefias van a migrar con una velocidad mayor que
las moléculas mas grandes, que migrardn a una velocidad menor, es decir, la distancia que
es recorrida por un fragmento de DNA es inversamente proporcional al logaritmo de su
peso molecular, esto es debido en parte al tamafio de las moléculas y por otro lado, también
depende del tamafio de los poros del polimero (Stellwagen, 2009; Dabrik et al, 2016).

La electroforesis en gel de agarosa es utilizada como método estandar para la separacién y
purificacién de fragmentos de DNA, estos geles pueden separar moléculas mayores de unas
50 pb. Dependiendo de la concentracién del gel, entre mayor sea la concentracion del gel
menor es el tamafio de las moléculas que pueden separarse.E esta propiedad hace a estos
geles ideales para la separacién de fragmentos del producto de una digestidon con enzimas
de restriccion. En caso de requerirse una mejor resolucion de bandas, se utiliza un gel de
poliacrilamida, permitiendo la separacién de moléculas que sélo difieran en un par de pares
de bases. (Dabrik et al, 2016; Stellwagen, 2009).

La agarosa tiene estas propiedades gracias a su composicién quimica, ésta es un copolimero
compuesto por residuos de D-galactosa y 3-6-anhidro-L-galactosa que estan unidos por
medio de enlaces glucosidicos alfa 1-3 y beta 1-4, estas cadenas forman fibras de forma
helicoidal unidas por enlaces de hidrégeno no covalentes, que una vez estando sdlidas
forman una malla tridimensional con canales (Stellwagen, 2009).
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2.3.5 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La Reaccién en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction) es muy utilizada hoy en dia en el drea de la biologia molecular, esta técnica se
basa en la replicacién del DNA in vitro mediante una muestra de DNA, generando miles de
copias. Los componentes principales de una PCR son la muestra de DNA, la enzima DNA
polimerasa, primers especificos para el fragmento de DNA que se quiere amplificar,
nucledtidos y algunos cofactores como el Mg*? que son indispensables para que la enzima
trabaje adecuadamente (Solanki, 2012; Yu et al, 2019).

Las etapas de una PCR son 3:

1. La desnaturalizacién que consiste en la separacion de las cadenas de DNA a
temperaturas altas, es decir, romper los enlaces que existen entre las cadenas de
DNA a temperaturas de 94-96°C.

2. El alineamiento, en el cual los primers se van a unir a cada una de las cadenas de
DNA en el fragmento para el cual fueron disefiados, este paso ocurre a una
temperatura llamada Temperatura de alineamiento o Tm que oscila entre los 40 y
60°C, segun el disefo de los primers. La Tm de los primers va a depender de la
composicidn de bases que contenga la secuencia, de la concentracion de sales y de
la longitud de los mismos. Esta temperatura es a la cual la mitad de los primers van
a estar hibridando al DNA molde, mientras que la otra mitad va a estar como hebra
simple. La temperatura éptima de alineamiento es entre 50 y 60°C. Por otro lado, la
longitud de la secuencia de primers es preferible que sea entre 15-25 pares de bases
(SantalLucia, 2007).

3. Finalmente, ocurre la extensién, en la que participa la enzima DNA polimerasa, cuya
funcidn es crear una nueva cadena de DNA a partir de la cadena molde, afiadiendo
nucledtidos. Este paso normalmente se da a una temperatura de 72°C, sin embargo,
va a depender de la enzima que se utilice. La DNA polimerasa mas utilizada para PCR
es la Taq polimerasa.

Esos tres pasos son un ciclo, la PCR consiste de aproximadamente 25-30 ciclos, después de
esos ciclos, el resultado del nimero de copias de cadenas de DNA es exponencial (Solanki,
2012; Yu et al, 2019).
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2.3.6 Endonucleasas de restriccion y fragmentos de restriccion de
longitud polimérfica (RFLP)

Las endonucleasas son enzimas de restricciéon de DNA que reconocen y se unen a secuencias
especificas para romper las cadenas de DNA, éstas se clasifican convencionalmente en
cuatro tipos tomando en cuenta las siguientes caracteristicas: composicion de la subunidad,
posicidn del corte o escisidn, especificidad de la secuencia reconocida y cofactor requerido
(Sluss y Hayes, 2017).

La técnica de Fragmento de Restricciéon de Longitud Polimérfica (RFLP por sus siglas en
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) se basa en la generacién de fragmentos
de DNA por medio de una enzima de restriccion que va a cortar la secuencia de DNA en
sitios especificos, a los que se les conoce como sitios de restriccién, resultando varios
fragmentos de distintos tamafios que son observados al realizar una electroforesis; el
numero y el tamafio de las bandas va a depender del disefio de la técnica y de la enzima
utilizada, ya que de acuerdo al patrén de bandas se va a determinar el genotipo (Forrester
et al, 2016; Sorof y Qi, 2015; Ben-Ari y Lavi, 2012).

2.3.7 PCR-Alelo especifico (PCR-ASO)

“Oligonucledtido Alelo Especifico” (ASO por sus siglas en inglés) son oligonucleétidos con
una longitud de 17-25 bases, ligeramente mayor a lo normal, disefados para hibridarse con
uno de dos o mas de los alelos presentes en un locus, por lo que el disefio se realiza
generalmente alrededor del nucleétido variante. Normalmente se usa en conjunto a la PCR
como un medio para determinar la presencia de un alelo en particular en muestras de DNA.

En esta técnica se emplean oligonucledtidos especificos para cada alelo, a esta metodologia
se le conoce como PCR-ASO pero también como PCR-Alelo Especifica (AS por sus siglas en
inglés) o Amplificacion de PCR alelo especifico (PASA por sus siglas en inglés) (Aaronson et
al., 2001; Squire y Twyman, 2009; Gaudet et al., 2009).

Como el método se basa en la obtencidn de un producto de PCR especifico para el
polimorfismo haciendo uso de Oligonucleétidos Alelo Especificos, el disefio debe ser
preciso, de forma que la falta de coincidencia con una sola base impida la hibridacién del
primer con la cadena de DNA, es por ello que los oligonucleétidos especificos en su extremo
3’ tienen la base complementaria al SNP (Aaronson et al., 2001; Squire y Twyman, 2009;
Gaudet et al., 2009).
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Figura 3. Extension dependiente del reconocimiento por el oligonucledtido alelo especifico.
Recuperada y modificada de: Squire y Twyman, 2009.

Una variante de la PCR-ASO, llamada PASA bidireccional, permite la separacién de los alelos
en gel de agarosa al obtener diferentes productos de PCR de tamafios bien diferenciados
entre ellos. Esto se logra utilizando cuatro cebadores: dos externos y dos internos que son
los Alelo Especificos, de esta forma, uno de los alelos amplifica mediante PCR en una
direccidon con un oligonucledtido interno y un oligonucledtido externo, y el segundo alelo
amplifica en la direccidn contraria con el otro par interno y externo de los oligonucleétidos;
adicionalmente los oligonucledtidos externos amplifican un fragmento constante que
puede ser usado como control positivo de la PCR, una forma de mejorar este método es
introduciendo un par de bases desestabilizadoras dentro de las cuatro o cinco bases mas
cercanas al extremo 3’ dénde estd el nucledtido complementario al SNP y modificandolo
para que no coincida, esta falta de coincidencia aumenta la especificidad del cebador
(Figura 3) (Gaudet et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

La investigacién documental ha sefalado que los polimorfismos C677T y A1298C del gen
MTHEFR son frecuentes en la poblacidn mexicana y es posible que contribuyan a la aparicidn
de efectos adversos en esquemas de tratamiento que incluyen al MTX, razén por la cual se
busca estandarizar una técnica para la identificacion de estos polimorfismos que puedan
ser usadas en proyectos futuros para determinar la relacién que existe entre los
polimorfismos y los efectos adversos o elaborar un algoritmo de tratamiento personalizado
gue permita una dosificacion mas adecuada y eficaz, para producir un mayor efecto
farmacoldgico y reducir la apariciéon de efectos téxicos en los pacientes tratados con este
farmaco.

Adicionalmente, se eligieron estrategias de genotipificacion que no requieren equipos
especializados, son de bajo costo, reproducibles, se pueden utilizar tanto en hospitales del
sector publico como privado y tienen alto grado de especificidad y sensibilidad, que son las
técnicas PCR-RFLP y PCR-ASO. En comparacién con otras técnicas que también son
utilizadas para genotipificacién como las sondas TagMan y la secuenciacién de tipo Sanger,
estas requieren equipos especializados, como lo son el termociclador de tiempo real para
el uso de las sondas TagMan que elevan aun mas el costo de la prueba, pues los
oligonucleétidos marcados con fluorocromos por si mismos, ya tienen un precio alto. En su
lugar, se eligieron técnicas que utilizan un termociclador de punto final convencional y
oligonucleétidos sin marcaje.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Disefiar y estandarizar un protocolo experimental que permita identificar los polimorfismos
C677T y A1298C del gen MTHFR en muestras del banco de DNA gendmico de la asignatura

de Farmacogendmica con la finalidad de estandarizar este procedimiento.

4.2 Obijetivos particulares

-Obtener el permiso de los participantes por medio de la carta de consentimiento
informado para el uso de las muestras de DNA genémico en este proyecto, conservadas en
el banco de muestras de Farmacogendmica.

-Disefiar las metodologias para la identificacion de los polimorfismos C677T y A1298C del
gen MTHFR, que va desde la eleccidon de los oligonucledtidos para las técnicas PCR-RFLP y

PCR alelo especifico, hasta la eleccion de una enzima para la técnica PCR-RFLP.

-Estandarizar las condiciones de la técnica PCR-RFLP, mediante el ajuste de concentracion,
temperatura y tiempo de digestion para la obtencidon de resultados confiables en la

genotipificacién del polimorfismo C677T.

-Estandarizar las condiciones de PCR-ASO, mediante el ajuste de concentracion de los
oligonucleétidos y temperaturas, para la obtencién de resultados confiables en Ia

genotipificaciéon del polimorfismo A1298C.
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5. METODOLOGIA

5.1 Participantes del estudio

Criterios de inclusion
Alumnos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de entre 20 y 28 afios de edad
gue se cuente con muestra del banco de DNA de Farmacogendmica.

Criterios de exclusién
Aguellos alumnos con los que no se cuenta muestra del banco de DNA de farmacogendmica.

Se obtuvo el consentimiento (ANEXOIII) de 24 alumnos para el uso de su muestra que
estaban dentro de los criterios de inclusion.

5.2 Evaluacion del DNA extraido

El DNA fue aislado de muestras de saliva por medio de la técnica de Covarrubias Modificado
(Ver Anexo I). Una vez extraido se cuantific6 por medio de un espectrofotometro de
microvolumen (NuDrop NATGENE NAS-99) y la integridad del DNA fue verificada por medio
de una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE.

5.3 Diseno de la técnica PCR-RFLP

El polimorfismo detectado mediante esta técnica fue el C677T, utilizando como referencia
la secuencia que se encuentra con el numero rs1801133 en dbSNP de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?do not redirect&rs=rs1801133)

para disefiar los oligonucléotidos.

Los oligonucledtidos se disefiaron por medio de Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/) tomando en cuenta los siguientes parametros: longitud de la secuencia de 20-25
nucledtidos, temperatura de alineamiento de entre 55-60°C; se analizaron en Primer Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para verificar la especificidad de estos
y por ultimo en OligoAnalizer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) para
ver posibles homodimeros y heterodimeros que se pudieran formar, para esto se tomé en
cuenta que los pardmetros de energia libre de Gibbs fueran mayor a -6kcal/mol tanto para
los homodimeros o heterodimeros, en cuanto a las horquillas se buscd que el valor de
entalpia fuera mayor a -3kcal/mol.
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Para hacer la digestidén del producto amplificado se eligié la enzima Hinfl (G/ANTC) en
Nebcutter, la enzima corta el amplicén en un fragmento de 154pb y otro de 49pb cuando
posee el polimorfismo (alelo T). Para un genotipo homocigoto CC, no se van a generar
fragmentos, es decir, sera una banda con el tamafo del amplicon de 203pb y para un
genotipo CT el patréon de bandas serdn tres, una de 203pb, 154pb y 49pb (Figura 4).
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Figura 4. Patrén de bandas en electroforesis esperado de la genotipificacion del polimorfismo
C677T por técnica PCR-RFLP utilizando la enzima Hinfl.. Previendo una PCR en condiciones
dptimas y el corrimiento en gel de agarosa 2% con marcador de peso molecular de 100pb.

5.4 Disefio de la técnica PCR-ASO

Inicialmente también se previé utilizar la estrategia PCR-RFLP para el polimorfismo A1298C,
sin embargo, no se localizé ninguna enzima de restriccion que cortara el sitio del SNP
diferencialmente entre ambas secuencias, la de referencia y la que tuviera el polimorfismo,
por esta razon se optd por la estrategia PCR-ASO y se empezd a trabajar en ella.

La secuencia usada para trabajar se recuperd de dbSNP de NCBI, cuyo nimero de
identificacion del polimorfismo A1298C es rs397507444.

Utilizando las herramientas bioinformaticas Primer3Plus (https://primer3plus.com/) se
disefiaron un par de oligonucledtidos externos que cumplieran con las siguientes
caracteristicas: longitud de 18-25 nucleétidos, porcentaje de GC de 40-60%, Tm mayor a
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56°C que ronde los 60°C con no mas de 2°C de diferencia con su oligonucleétido par
(VanPelt-Verkuil et al, 2019; Elkins, 2015) y producto de PCR de 200-400pb que incluya al
SNP. Obteniendo el Forward Externo 5 TTGGGGAGCTGAAGGACTAC 3’ y Reverse Externo 5’
TTCTCCCTTTGCCATGTCCA 3’ con un producto de PCR de 293pb.

Posteriormente se usé primer Blast (https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
para confirmar que los oligonucleétidos disefiados fueran especificos para el gen MTHFR,
una vez confirmado se disefiaron manualmente los Oligonucleétidos Alelo Especificos (u
Oligonucledtidos Internos) a partir del producto de PCR obtenido con el par de
oligonucleétidos externos, buscandose que cumplieran con las mismas caracteristicas que
los oligonucledtidos externos, los resultados se resumieron en la tabla 3. Adicionalmente se
calculd la diferencia de Tm entre los pares: entre Forward y Reverse externos es de 0.5°C,
entre Forward interno y Reverse externo es de 2°C y entre Forward externo y Reverse
interno es de 0.46°C.

Para el Alelo A se tomaron 25 pb de la cadena sentido (+) donde se incluyé el sitio del SNP,
es decir, el nucledtido A en el extremo 5’, de modo que estuviera localizado en el extremo
3’ del oligonucledtido reverse alelo especifico y que su hibridacién especifica permita la
extension.

Teniendo en cuenta la cadena complementaria de la secuencia tomada, y la posicién del
nucledtido A, se modificd la tercera base anterior a ésta, con el fin de buscar que la no
hibridacién de este nucleétido casi al final del oligonucleétido hiciera aun mas especifica la
hibridaciéon para el Alelo A. Obteniendo el Reverse Alelo Especifico A 5
AGAACGAAGACTTCAAAGACACATT 3’ cuyo producto con el Forward Externo es de 97pb.

Para el disefio del oligonucleétido especifico del Alelo C, se tomaron 20 pb de la cadena
molde (+) con el nucleétido polimérfico C en el extremo 3’ y al igual que con el
oligonucledtido del Alelo A se modificé la tercera base anterior a esta para que la
hibridacion fuera mas especifica. Obteniendo el Forward Alelo Especifico C 5
GAGGAGCTGACCAGTGATGC 3’ cuyo producto con el Reverse Externo es de 197pb.

Para ejemplificar lo descrito en los anteriores parrafos, en la figura 5 se esquematizan como
fue el disefio de los oligonucleétidos internos o alelo especificos.
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Alelo A Alelo C

5 3’ 5 3
- » Cadena +
AAAGTGTCTTTGAAGTCTTCGTTCT GAGGAGCTGACCAGTGAAGC
3' TTACACAGAAACTTCAGAAGCAAGA S’
Forward
Alelo
Reverse Especifico C
Alelo
Especifico A
5 GAGGAGCTGACCAGTGATGC 3’
TTTCACAGAAACTTCAGAAGCAAGA CTCCTCGACTGGTCACTICG
.:, 5’ -:a 5 Cadena -

Figura 5. Esquema de disefno del Oligonucledtido Reverse Alelo Especifico para el alelo A y
Forward Alelo Especifico para el alelo C del polimorfismo A1298C.

Como paso final se realizé un analisis de los 4 primers en OligoAnalyzer para confirmar que
cumplian con la longitud establecida de 20-25 nucledtidos, Temperatura de Alineamiento
(Tm) de 55-60°C, Formacién de Horquillas con una AG mayor a -3kcal/mol, y formacién de
dimeros (homodimeros y heterodimeros) con una AG mayor a -6kcal/mol o en su defecto
gue la AG de estos no sobrepasara el 40% del AG maximo.

GENOTIPO
MW AfA ajc c/c

500 —

293 — —

197 —

97 —

Figura 6. . Electroforesis esperada de la genotipificacidn del polimorfismo A1298C mediante
técnica PCR-ASO.Previendo una PCR en condiciones dptimas y el corrimiento en gel de agarosa al
2% con marcador de peso molecular de 100pb.
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Se espera un patron de bandas de tamaios 293 bp y 97 bp para el genotipo AA, para el
genotipo AC el tamafio de bandas esperado es de 293 bp, 197 bp y 97 bp, mientras que para
el polimorfismo CC se espera un patrén de bandas de 293 bp y 197 bp (Figura 6).

5.5 Estandarizacion de la técnica PCR-RFLP para el polimorfismo
Ce77T

Se llevaron a cabo gradientes de temperatura para encontrar la temperatura de
alineamiento experimental adecuada a la que los oligonucledtidos se alinean y no generan
inespecificos. El gradiente de temperatura se llevd a cabo en un intervalo de 50 a 60°C,
debido a que la temperatura de alineamiento a la que se diseiiaron los oligonucledtidos fue
de 60°C.

Se ajusté el numero de ciclos entre 30 y 35, debido a presencia de productos inespecificos.

Las concentraciones de primers para la amplificacién de este fragmento fueron de 100 y
500nM, mientras que las muestras de DNA utilizadas se ajustaron a una concentracién de
100ng/uL y asi se mantuvo durante toda la experimentacién. En la digestién con enzima se
utilizaron concentraciones de 2.5, 5y 7 U/ml en un tiempo de 1, 2 y 3 horas, variando el
volumen de producto de PCRa 2,4 y 6pL.

Se realizaron pruebas con dos Master Mix diferentes, ambos, se probaron a un volumen de
reaccion de 10uL. El primer Master Mix utilizado fue de la marca Promega, de éste se
afiadieron 4L para 10uL de reaccidn, en la cual la concentracion final de sus componentes
fue la siguiente: 20U/ml de Tag DNA polimerasa, 160uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP y 1.2
mM de MgCl,.

El otro Master Mix utilizado fue de la marca Takara, Omnimix HS, éste era necesario
resuspender en 50uL de agua inyectable ya que venia en presentacion liofilizada. Para una
reaccion de 10pL era necesario afiadir 8.33uL del Master Mix, en la cual la concentracién de
sus componentes era la siguiente: 49.98U/ml de Takara Hot Start Taq Polimerasa, 166.6uM
dNTP y 3.332mM de MgCl,.
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5.6 Estandarizacion de la técnica PCR-ASO para el polimorfismo
A1298C

Inicialmente se empezd con una PCR de gradiente de 53°C a 59°C con intervalos de 1°C, se
eligié este rango al realizar un consenso de temperaturas, tomando en cuenta las
Temperaturas de Alineamiento Tedricas establecidas por el proveedor de ambos pares de
oligonucleétidos. Para este primer paso, se usé Unicamente una muestra de DNA y
solamente el par de oligonucledtidos externos, aunque en el rango de temperatura se
considerardn ambos pares, con una concentracién inicial de 100nM cada uno, con el fin de
obtener experimentalmente la Temperatura Optima de Alineamiento.

El Master Mix utilizado en la primera etapa, marca Promega, se cambié al de la marca
Takara Omnimix HS, posteriormente se ajusté el nimero de ciclos entre 30 y 35 para evitar
la aparicién de bandas inespecificas. Se modificaron las concentraciones de los
oligonucleétidos externos entre 50-100nM, mientras que la de los oligonucledtidos internos
se mantuvo constante. De la mezcla de ambos, internos y externos, depende la sintesis de
una cantidad apreciable de los productos tanto general, como especificos; al controlar las
concentraciones se evita la aparicion de falsos positivos heterocigotos por el exceso de
oligonucleétidos, es decir, la aparicion de ambos productos especificos, al mismo tiempo
gue se evita la aparicidn de falsos negativos para uno u otro alelo, debido a cantidades
insuficientes de oligonucleédtidos.

5.7 Genotipificacion de los polimorfismos mediante las técnicas PCR-
ASO y PCR-RFLP

Utilizando las condiciones dptimas de temperatura de alineamiento, concentracién de cada
primer y cantidad de ciclos obtenidas en la estandarizacidon de cada técnica (Tabla 1), se
realizd una PCR de las 24 muestras. La genotipificacion por técnica de PCR-RFLP se llevo a
cabo cuando se obtuvieron las condiciones ideales en cuanto a concentracion de enzima,
volumen de producto de PCR y tiempo de digestidon. Posteriormente se cargaron las
muestras en geles de agarosa 2% junto a un marcador de peso molecular 100pb DNA ladder
Invitrogen, usando TBE (Tris-Acido Bérico-EDTA) 1x como buffer a las condiciones 115V por
50-60 minutos. Se observaron y fotografiaron en un fotodocumentador con luz UV.

Se realizd la prueba de Hardy-Weinberg para un mejor andlisis de la genotipificacion, se
compararon las frecuencias obtenidas con frecuencias reportadas en la literatura.
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Tabla 1. Programa de PCR para los polimorfismos C677T y A1298C.

Paso de PCR Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (seg)
Desnaturalizacion 1 94 5
inicial
Desnaturalizacion 94 30

30
Alineamiento 58.1 30
Extension 72 30
Extension final 1 72 5
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados técnica PCR-RFLP para el polimorfismo C677T.

6.1.1 Diseio de oligonucledtidos

Tabla 2. Oligonucledtidos disefados para la técnica PCR-RFLP para el polimorfismo C677T.

Polimorfismo Primer (5->3’) Longitud( %GC Tm(°C) Tamaiio
pb) de
amplicén
(pb)
CCAGTCCCTGTGGTCTCT 18 61.11 60.9
Ce77T 203
GAAGAATGTGTCAGCCTCAA 20 40 61

6.1.2 Gradientes de temperatura

MWL, 50.1 51 52.4 53.3 54.1 56 54.1 55 56.4 57.3 58.1 59.5

s

-

Inespecifico

=2 Producto de
PCR 203bp

B8 Producto de |
PCR203bp |

Figura 7. PCR de gradiente de temperaturas del polimorfismo C677T.A) Gradiente de temperaturas
50.1 a 56°C en donde se observa el producto esperado de 203pb y un producto inespecifico de
aproximadamente 400pb. B) Gradiente de temperaturas de 54.1 a 59.5°C en donde se observa el
producto esperado de 203pb y un producto inespecifico de aproximadamente 400pb observada
desde la temperatura 54.1 hasta los 57.3°. Las condiciones en ambos gradientes fueron:
oligonucledtidos a 500nM, electroforesis en gel de agarosa al 2% 115v/1hr en TBE, con marcador de
peso molecular (MW) 100bp DNA ladder Invitrogen, tincidn con gel red.
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6.1.3. Uso de diferentes Master Mix y cambio de concentracion de primers.

MW PM CN OM CN

Producto de
PCR 203bp

MW 56 56 65 65 67 67

Figura 8. Concentracion diferente de primers. A) PCR con dos Master Mix: Promega(PM) y Takara
Omnimix HS (OM), concentracion de oligonucledtidos a 100nM. B) PCR de muestras 56, 65 y 67 con
concentracion de oligonucledtidos a 300nM. Electroforesis en gel de agarosa 2% 115v/1h en TBE,
100bp ladder Invitrogen, tincion gel red. MW: marcador de peso molecular. CN: Control negativo.

39



6.1.4. Cambios en tiempo de digestidon y concentracion de enzima.

MWPCR 54 55 57 58 59 60 61 62 MW 54 55 57 58 50 60 61 62 PCR
2 2 2% 2 PR D 5 4 4 2 884 4 2P0

| Producto de
PCR203bp |

MWP 63 64 63 64

M 345 20
R

Producto de
PCR 203bp

Figura 9. Digestion con enzima Hinfl del polimorfismo C677T con variacion de volumen de producto
de PCR de 2 y 4ul. Los volumenes de producto de PCR fueron de 2 y 4L, con una concentracién de
enzima a 5U/uL y tiempos de digestion de 1, 2 y 3 horas. Electroforesis en gel de agarosa al 2%
115v/1h con marcador de 100pb DNA ladder Invitrogen, tincién con gel red. MW: marcador de peso
molecular. PCR: Producto de PCR sin digerir.

En la figura 9 los individuos 54FG, 57FG, 58FG, 59FG, 60FG, 62FG, 63FG y 64FG presentan un
genotipo heterocigoto C/T, mientras que los individuos 55FG y 61FG presentan un genotipo
homocigoto polimérfico T/T.
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MW PCR 55 58 55 58
4 6 6 4p

Producto de
PCR 203bp

154pb

49pb

MW PCR 55 58 55 58
4 4 -6 el

Producto de
PCR 203bp

154pb

49pb

MWPCR 55 58 58 55
4 4 6 6 pL

Producto de
PCR 203bp

Figura 10. Digestion con enzima Hinfl del polimorfismo C677T con variable de volumen de
producto de PCR de 4 y 6uL.Concentracidén de enzima a 5U/uL y tiempos de digestion de 1,2y 3
horas. Electroforesis en gel de agarosa al 2% 115v/1h con marcador de 100pb DNA ladder
Invitrogen, tincion con gel red. MW: marcador de peso molecular. PCR: Producto de PCR sin digerir.
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MW PCR 58 58 55 55
55 S SR RS ful

Producto de ’
N PCR203bp |

—

Figura 11. Digestion de enzima Hinfl con variable en concentracion de enzima de 5 y 7.5U/uL.
Volumen de producto de PCR de 4L y tiempo de digestion de 1 y 2 horas. Electroforesis en gel de
agarosa al 2% 115v/1hora con marcador de 100pb DNA ladder Invitrogen, tincidn con gel red. MW:
marcador de peso molecular. PCR: Producto de PCR sin digerir.

MW PCR55 58 MW PCR55 58

Producto de
PCR 203bp

154pb

— R
N,

Figura 12. Digestion con enzima Hinfl con variable en concentracion de enzima 2.5U/uL. Se
afiadieron 4puL de volumen de producto de PCRy tiempo de digestion de 1,2 y 3 horas. Electroforesis
en gel de agarosa al 2% 115v/1 con TBE, marcador de 100pb DNA ladder Invitrogen, tincion con gel
red. MW: marcador de peso molecular. PCR: Producto de PCR sin digerir.
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6.1.5 Genotipificacion del polimorfismo C677T por la técnica PCR-RFLP.

Figura 13. Genotipificacion del polimorfismo C677T por PCR-RFLP. A) Genotipificacion de las
muestras 56, 60, 65, 66 y 67. B) Genotipificacién de las muestras 68, 69, 70, 71, 72,73,74,76,77 y
78. Genotipificaciones que se realizaron a condiciones: temperatura de alineamiento de 58.1°C a
una concentracidn de primers de 100nM con 30 ciclos de PCR. La concentracién de enzima utilizada
fue de 5U/uL, con 4L de producto de PCR y 2 horas de digestion. Electroforesis en gel de agarosa
al 2% 115v/1 con TBE, marcador de 100pb DNA ladder Invitrogen, tincién con gel red. MW: marcador
de peso molecular.

En la figura 13 los individuos que presentan una banda de tamafio de 203pb presentan genotipo
C/C, los individuos con bandas de 203, 154 y 49pb presentan genotipo C/T y los individuos con
bandas de 154 y 49pb presentan genotipo T/T. Mientras que los individuos 56, 60 y 66 presentan
un genotipo C/T, el individuo 65 T/T y el individuo 67 C/C.
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6.2 Resultados técnica PCR-ASO para el polimorfismo A1298C

6.2.1 Diseio de oligonucledtidos

Tabla 3. Oligonucledtidos disefiados para la técnica PCR-ASO.

Polimorfismo Longitud | %GC [ Tm Tamaio
Primer (5'->3’) (pb) (°C) del
amplicén
(pb)
F TTGGGGAGCTGAAGGACTAC 20 55 | 58.72
293
A1298C R TTCTCCCTTTGCCATGTCCA 20 50 |59.22
F GAGGAGCTGACCAGTGATGC 20 60 57.9 197
R AGAACGAAGACTTCAAAGACACATT 25 36 | 59.18 97

E: Externos. I: Internos. F: Forward. R: Reverse

6.2.2 Gradiente de temperatura

Producto de
PCR 293bp

Figura 14. PCR de gradiente para el polimorfismo A1298C. Gradiente de temperaturas 53-59°C, se
observa la banda del producto esperado de 293bp, se usaron solo los oligonucledtidos externos a
una concentracion de 100nM, electroforesis en gel de agarosa al 2% 115v/1h en TBE, con marcador
de peso molecular (MW) 100pb DNA ladder Invitrogen, tincién con gel red.

44




6.2.3. Cambio de Master Mix, Concentracion de primers, Temperatura de
alineamiento y numero de ciclos de PCR

Inespecifico
Producto de PCR 293bp

Alelo C 197 bp

Alelo A 97bp

Figura 15. PCR-ASO con variacion de las concentraciones de los oligonucledtidos para el
polimorfismo A1298C.Concentracién de oligonucledtidos externos a 50nM e internos a 300nM, Tm
de 58.1°Cy 35 ciclos. Electroforesis en gel de agarosa al 2% 115v/1h en TBE, con marcador de peso
molecular (MW) 100pb DNA ladder Invitrogen, tincidn con gel red.

En la imagen anterior se observan cuatro bandas diferentes para las muestras 66, 68, 69 y
71, la banda control del producto de PCR de 293bp, la banda correspondiente al producto
Alelo Especifico C de 197bp, la banda correspondiente al producto Alelo Especifico A de
97bp y una banda inespecifica de 400bp.

Producto de PCR 293bp
Alelo C 197 bp

Alelo A 97bp

Figura 16. PCR-ASO con reduccion en ciclos de PCR para el polimorfismo A1298C. Concentracion
de los oligonucledtidos externos a 50nM e internos a 300nM, se usé Master Mix Takara Omnimix
HS. Se realizd un ajuste en el nimero de ciclos nimero de 35 a 30, Tm de 50.1°C. Electroforesis en
gel de agarosa al 2% 115v/1h en TBE, con marcador de peso molecular (MW) 100pb DNA ladder
Invitrogen, tincion con gel red.

En la figura 16 se observan tres bandas diferentes para las muestras 67, 70, 72, 73, 74, 76,
77 y 78, la banda control del producto de PCR de 293bp, la banda correspondiente al
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producto Alelo Especifico C de 197bp y la banda correspondiente al producto Alelo
Especifico A de 97bp, la muestra 74 no amplifico.

6.2.4 Genotipificacién del polimorfismo A1208C por la técnica PCR-ASO

MW 54 55 56 57 58 59 60 61 62

- “« 3 .._—g-'.r.“
"

Producto de PCR 293bp

Alelo C 197 bp

Alelo A 97bp

Figura 17. Genotipificacion de las muestras 54 a 65 por técnica PCR-ASO del polimorfismo A1298C.
Tm de 58°C, oligonucleétidos externos a 100nM e internos de 300nM, electroforesis en gel de
agarosa 2% 115v/1hr en TBE, marcador de peso molecular 100pb DNA ladder Invitrogen, tincién con
gel red. La banda de 293pb es comun y todos los individuos la presentan, si se encuentra en conjunto
con la banda de 97pb tienen genotipo A/A; si la presentan con banda de 197pb y 97pb poseen A/C,
si la presentan con banda de 97 poseen genotipo C/C.

Producto de PCR 293bp

Alelo C 197 bp

Alelo A 97bp

Figura 18. Genotipificacion de las muestras 67, 70, 76 y 77 por técnica PCR-ASO para polimorfismo
A1298C. Tm de 58°C, oligonucleétidos externos a 100nM e internos de 300nM, electroforesis en gel
de agarosa 2% 115v/1hr en TBE, marcador de peso molecular 100pb DNA ladder Invitrogen, tincidn
con gel red. La banda de 293pb es comun y todos los individuos la presentan, si se encuentra en
conjunto con la banda de 97pb tienen genotipo A/A; si la presentan con banda de 197pb y 97pb
poseen A/C, si la presentan con banda de 97 poseen genotipo C/C.
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e K = - d ~ “ Producto de PCR 293bp

Alelo C 197 bp

L= -y _ IT & Alelo A 97bp

Figura 19. Genotipificacion de las muestras 66, 68, 69, 71, 72, 73, 74 y 78 por técnica PCR-ASO para
polimorfismo A1298C. Tm de 58°C, oligonucledtidos externos a 100nM e internos de 300nM,
electroforesis en gel de agarosa 2% 115v/1hr en TBE, marcador de peso molecular 100pb DNA
ladder Invitrogen, tinciéon con gel red. La banda de 293pb es comun y todos los individuos la
presentan, si se encuentra en conjunto con la banda de 97pb tienen genotipo A/A; si la presentan
con banda de 197pb y 97pb poseen A/C, si la presentan con banda de 97 poseen genotipo C/C.

6.3 Resultados de genotipificacion de los polimorfismos C677T vy
A1298C

Tabla 4. Genotipos por individuo de los polimorfismos C677T y A1298C.

Muestra | Polimorfismo C677T | Polimorfismo | Muestra | Polimorfismo C677T | Polimorfismo
A1298C A1298C
54 c/T A/C 66 Cc/T A/A
55 T/T A/A 67 c/C A/C
56 C/T A/A 68 c/T A/A
57 c/T A/A 69 c/C c/C
58 c/T A/C 70 T/T A/A
59 c/T A/C 71 T/T A/A
60 c/T A/A 72 c/T A/A
61 T/T A/A 73 T/T A/A
62 c/T A/A 74 c/C c/C
63 c/T A/A 76 c/T A/C
64 c/T A/C 77 C/C A/C
65 T/T A/A 78 T/T A/A
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Tabla 5. Frecuencias Genotipicas del polimorfismo C677T.

Genotipo
Observado cc cT 1T Total
n 4 13 7 24
% 17 58 29 100
F 0.17 0.58 0.29 1
Esperado CcC CcT T Total
n 5 12 8 24
% 21 50 33 100
F 0.21 0.5 0.33 1
n: numero de individuos. %: porcentaje de individuos. F: frecuencia.
Tabla 6. Frecuencias Alélicas del polimorfismo C677T.
Alelo
Observado A C Total
n 37 11 48
% 77.08 22.92 100
F 0.77 0.23 1
n: nimero de individuos. %: porcentaje de individuos. F: frecuencia.
Tabla 7. Prueba de Hardy-Weinberg del polimorfismo C677T.
Genotipo Observado Esperado X2
CC 4 5 0.20
CT 13 12 0.08
TT 7 8 0.12
Y X2= 0.40

Observado: dato experimental. Esperado: dato tedérico

X?: prueba de contingencia con 1 grado de libertad y p de 0.05 X?de tablas: 3.84.
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Siendo las hipétesis:

HO: X2 tabla > X ?calculado “NoO hay diferencia entre los datos observados y los esperados para
la genotipificacion del polimorfismo C677T, por lo tanto, estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg.”

H1: X?tabla € X% calculado “Si hay diferencia entre los datos observados y esperados para la
genotipificacion del polimorfismo C677T, por lo tanto, no estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg.”

En base a los resultados anteriores, X ?calculada es menor que la X2 de tablas, por lo tanto,
se acepta la hipdtesis HO con un nivel de confianza del 95%, significando que los resultados
estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 8. Frecuencias Genotipicas del polimorfismo A1298C.

Genotipo
Observado AA AC cC Total
N 15 7 2 24
% 62.50 29.17 8.33 100
F 0.63 0.29 0.08 1
Esperado AA AC CcC Total
N 14 9 1 24
% 58.33 37.50 4.17 100
F 0.58 0.38 0.04 1
Tabla 9. Frecuencias Alélicas del polimorfismo A1298C.
Alelo

Observado A c Total

N 37 11 48

% 77.08 22.92 100

F 0.77 0.23 1
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Tabla 10. Prueba de Hardy-Weinberg del polimorfismo A1298C.

Genotipo Observado Esperado X?calculado
AA 15 14 0.07
AC 7 9 0.44
CC 2 1 1
5X?= 1.51

Observado: dato experimental. Esperado: dato tedrico

X?: prueba de hipétesis con 1 grado de libertad y p de 0.05 X?de tablas: 3.84.

Siendo las hipdtesis:

HO: X2 tabla > X ?calculado “NoO hay diferencia entre los datos observados y los esperados para
la genotipificacién del polimorfismo A1298C, por lo tanto, estdn en equilibrio de Hardy-
Weinberg.”

H1: X2tabla € X2 calculado “Si hay diferencia entre los datos observados y esperados para la
genotipificacion del polimorfismo A1298C, por lo tanto, no estdn en equilibrio de Hardy-
Weinberg.”

Con base en los resultados mostrados en la tabla 8, se acepta Ho con un nivel de confianza
de 95% para cada genotipo del polimorfismo A1298C, debido a que no hay ninguna
diferencia significativa entre los datos esperados y los observados, lo cual significa que los
resultados estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.6.4. Productos de PCR de ambas técnicas

>v—

NI C677 iy R1298C
56 65 54 69 71

Figura 20. Verificacion de tamanos de productos de PCR con Bromuro de etidio. Fragmentos de
producto de PCR de diferentes muestras por ambas técnicas para verificacién de tamafios.
Electroforesis en gel de agarosa 2% 115v/1h en TBE, 100bp ladder Invitrogen, tefiido con bromuro
de etidio después de electroforesis. MW: marcador de peso molecular.
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7. DISCUSION

En la estandarizacion de las metodologias PCR-RFLP y PCR-ASO cuyo primer paso es la
amplificacidn, es preciso conocer de forma experimental la temperatura de alineamiento,
concentracion de primers, y la concentracion y cantidad de la muestra de DNA. En primer
lugar se abordard la eleccién de las temperaturas para el programa de PCR (tabla 1),
principalmente la temperatura de alineamiento y la importancia de su disefio teniendo en
cuenta los parametros que la modifican sefialados en la metodologia (Seccién 5.3 y 5.4),
gue contribuyeron a encontrar la Tm experimental mds rapidamente.

La temperatura de alineamiento de la PCR se encontré y seleccioné experimentalmente
para cada una de las metodologias por separado, llevando a cabo gradientes de
temperaturas como se muestra en la Figura 7 para la metodologia PCR-RFLP, y en la Figura
14 para la metodologia PCR-ASO. Sin embargo, la temperatura de alineamiento terminé
siendo la misma para ambas. Los intervalos de temperatura utilizados para dicho proceso
se escogieron de tal manera que se tomd en cuenta el disefio de los oligonucledtidos y las
temperaturas de alineamiento recomendadas por el proveedor, para cada uno de los
oligonucleétidos.

Generalmente la Tm experimental se debe de llevar a cabo en un intervalo entre 3 y 10°C
por debajo del tedrico, ya que la Tm se define como aquella temperatura a la que la mitad
de los oligonucleétidos estdn unidos a la cadena molde de DNA, por lo tanto, a una
temperatura mayor a 60° existe la posibilidad de que la mayoria de los oligonucledtidos no
se encuentre unida a la cadena molde, lo anterior puede generar que no haya un amplicén
o se generen productos inespecificos (SantalLucia, 2007; Caetano-Anollés, 2013). Asimismo,
la Tm se va a ver afectada por diferentes factores como la concentracién de sales de la
reaccion, la composicion de los oligonucleétidos en cuanto a nucleétidos se refiere e incluso
la concentracién del DNA molde, ya que si se encuentra en altas concentraciones hay
posibilidad de que los oligonucledtidos hibriden a una temperatura diferente (Santalucia,
2007).

La temperatura a la que no se observaron productos inespecificos en la PCR de gradiente
del polimorfismo C677T y una menor cantidad de oligonucledtidos fue a 58.1°C (Figura 7),
por lo cual, ésta fue la temperatura que se eligié como ideal para Tm.

La temperatura de alineamiento para la PCR-ASO se eligid tras realizar una PCR de gradiente
como se muestra en la Figura 14, siendo 58°C la temperatura de alineamiento elegida, pues
elegir una Temperatura de alineamiento alta tiene como ventaja una baja posibilidad de
formacion de dimeros y de productos inespecificos debido a errores durante el
alineamiento. También, experimentalmente se observé que al afiadir los oligonucledtidos
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internos, a menores temperaturas junto al master mix de marca Promega, no se observaba
ningun producto de amplificacion (van Pelt-Verkuil, Van Leeuwen y Witt, 2019).

Se eligié 94°C como temperatura de desnaturalizacién porque tradicionalmente es la
temperatura usada para que el DNA se desnaturalice en las PCR’s, es decir, que el dsDNA
pase a ssDNA, rompiendo los puentes de hidrégeno entre las bases complementarias que
mantenian la cadena molde unida a su cadena complementaria. Se colocaron 5 minutos
como tiempo inicial de desnaturalizacidn para asegurar la abertura de la mayor cantidad de
DNA de doble cadena proveniente de la muestra, posteriormente se colocd un segundo
tiempo de desnaturalizacion mucho mads pequefo, de 30 segundos, como parte del ciclo
gue se repetira tras el alineamiento y extension, teniendo en cuenta que la cantidad de
bases a separar serd mucho menor (Caetano-Anollés, 2013; van Pelt-Verkuil, Van Leeuwen
y Witt, 2019).

La temperatura de extensidn o de alargamiento es posterior al proceso de alineamiento de
la plantilla de DNA con los oligonucledtidos, se usa la temperatura éptima de trabajo de la
enzima, es decir, de la Taq Polimerasa, que es de 72°C. Durante este paso las DNA
polimerasas sintetizan una nueva cadena de DNA complementaria a partir de la ubicacidn
reconocida por los oligonucleétidos, en condiciones éptimas, a una velocidad aproximada
de 1000 bases por minuto, debido a que el producto esperado es menor a 500 pb, 30
segundos es el tiempo mas que suficiente para este paso. Tipicamente hay un segundo
tiempo de extension final, que se eligié de 5 minutos, en este paso se extiende cualquier
secuencia que pudiera haber quedado inconclusa con el fin de los resultados finales sean
consistentes entre ellos, es decir, que los productos esperados tengan la misma longitud
(Caetano-Anollés, 2013; van Pelt-Verkuil y te Witt, 2019).

Todas las electroforesis se realizaron con tincién de GelRed pre-electroforesis, sin embargo,
el tamafio de las bandas no eran consistentes con el tamano de bandas que reporta el
inserto del marcador de peso molecular, por lo que se decidid realizar una electroforesis
con bromuro de etidio pos-electroforesis para corroborar que los productos obtenidos
tenian la longitud correcta (Figura 20), como se puede observar, en esa imagen si coinciden
los tamafios de producto de PCR esperadas con el tamafio de bandas reportados en el
inserto del marcador de peso molecular. Se encontrd que la preparacion del GelRed que se
utilizé tiene una alta concentracién de NaCl, esto puede afectar a la velocidad del
movimiento de las moléculas del DNA por el gel debido a la fuerza idnica, asi mismo, el
inserto refiere que el GelRed es una molécula grande y que puede verse afectado el
movimiento por el gel, se recomienda la tincién con GelRed posterior al corrimiento
electroforético ya que es mas sensible y se elimina la posibilidad de que interfiera con la
migracién del DNA (Biotium, 2018; Turned y Ngwenya, 2010).
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El uso de dos Master Mix diferentes (Figura 8) se hizo con el fin de observar si a la misma
concentracion de oligonucledtidos se obtenia sélo el amplificado de 203pb, ya que los
Master mix utilizados contienen diferentes concentraciones en sus componentes.

La principal diferencia entre los Master Mix es la enzima Taq polimerasa, ya que el Master
mix de marca Promega tiene una concentracion de enzima de 20U/ml y el Takara Omnimix
de 49.98U/ml, mientras que la concentracion de los dNTP’s es muy similar y tienen una
variacion ligera en la concentracion de cloruro de magnesio.

Las concentraciones que normalmente contiene un Master Mix de estos componentes son
de 0.5-2U de enzima DNA polimerasa, 0.1-0.2uM de los dNTPs y de 1-5 mM de cloruro de
magnesio (van Pelt-Verkuil y te Witt, 2019).

Es recomendable guardar una relacién de concentracion superior de cloruro de magnesio
con respecto a los dNTPs. Los iones magnesio aparte de que juegan un papel de cofactor
para la Taq polimerasa, también tiene una funcién de sal que va a aumentar la temperatura
de hibridacion del DNA. Un aumento de la concentracidon de cloruro de magnesio va a
disminuir la especificidad de la PCR, mientras que una concentracién baja, aumenta la
especificidad (van Pelt-Verkuil y te Witt, 2019).

Ademas de tener una mayor concentracion de la enzima Taq Polimerasa, el master mix de
la marca Takara Omnimix, cuenta con la tecnologia Hot Start que inhibe la actividad de la
Taq a temperaturas menores de 70°C, impidiendo la amplificacion no especifica por la
formacion de dimeros de DNA-Oligonucleétidos y la actividad reducida de la Taq Polimerasa
a temperaturas de 50-55% que dan como resultado productos inespecificos fuera de la
temperatura de extensidn. Esto se evita haciendo uso de los anticuerpos anti-Taq que se
separan a 72°C, es decir, a temperatura de extensiéon aumentando la especificidad de la
reaccién y de los productos obtenidos (Caetano-Anollés, 2013; Rybalkin, 1996; van Pelt-
Verkuil y te Witt, 2019).

El cambio de master mix de la marca Promega a Takara Omnimix queda justificado por las
razones anteriormente sefialadas, puesto que tanto una mayor concentracién de enzima
Tag como evitar la formacién de productos inespecificos mejora el pronéstico de los
resultados esperados.

La concentracion de los oligonucledtidos depende de la concentracidn del DNA, ya que las
altas concentraciones de oligonucledtidos pueden provocar “mispriming”, que es la
hibridacién con secuencias no deseadas y la amplificacidn de productos inespecificos. Asi
mismo, los oligonucleétidos pueden formar interacciones entre si y generar lo que se
conoce como dimeros de primer. Una reaccion de PCR generalmente contiene una
concentracion de oligonucledtidos de 0.05-0.5uM (van Pelt-Verkuil y te Witt, 2019).
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En primera instancia, para la técnica PCR-RFLP, se optd por una concentracién de 500nM
(Figura 7), en doénde se obtenian productos inespecificos y dimeros de primer.
Posteriormente se eligid6 una concentracion de oligonucledtidos a 100nM con una
concentracion de DNA de 100ng/uL aproximadamente (Figura 8), en donde se observa
Unicamente una banda de 203pb correspondiente al producto de PCR de interés. Los dos
Master Mix se probaron con concentraciones de oligonucleétidos de 100nM, 300nM vy
500nM para el polimorfismo C677T (Figura 8).

A su vez, para la metodologia PCR-ASO, se inicié con una concentracién de 100nM para los
oligonucledtidos externos (Figura 14) y posteriormente (Figuras 15 y 16) se disminuyd su
concentracion a 50nM, anadiendo en conjunto a los oligonucledtidos internos a una
concentracion de 300nM. Se tomo esta decisidn intentando optimizar la concentracion de
los oligonucleétidos al usar la menor cantidad posible de estos. Sin embargo, al analizar el
resultado a detalle (Figura 16) y observar que las bandas de los productos alelo especificos
esperados eran muy tenues, se elevo la concentracion de los oligonucledtidos externos a
100nM dejando intacta la concentracién de los oligonucleétidos internos a 300nM, vy
finalmente, éstas fueron las concentraciones éptimas de los oligonucledtidos con las cuales
se realizd la genotipificacidon de las muestras (Figura 17, 18 y 19).

En cuanto al nimero de ciclos elegidos, la Figura 15 muestra los resultados de una PCR-ASO
con ambos pares de oligonucledtidos, tanto externos como internos, con 35 ciclos en el
programa de PCR. Como resultado se observaron los 3 productos esperados, asi como un
producto inespecifico de 400bp. Posteriormente, en Figura 16, se disminuyd la cantidad de
ciclos de 35 a 30 para evitar la apariciéon de dicho producto inespecifico, la reduccion en el
numero de ciclos se debe a que a condiciones subdptimas, la sintesis de productos
inespecificos se ve favorecida durante los ultimos ciclos de la PCR hasta que se alcanza la
meseta final, por ello, se prefiere finalizar el proceso 5-10 ciclos antes (van Pelt-Verkuil y te
Witt, 2019).

Por otra parte, una vez que se logré obtener el producto amplificado que contiene al
polimorfismo C677T, se inicid con la estandarizacidn de la técnica RFLP. Como se menciond
anteriormente, la técnica de PCR-RFLP consiste en la elaboracion de la PCR, seguida de una
digestidon con enzima que va a generar fragmentos para el analisis del polimorfismo (Ota, et
al, 2009) . Para la técnica de RFLP es muy importante mantener las condiciones adecuadas
para un correcto trabajo de la enzima, como los son sus cofactores, entre los mas
importantes se encuentra el i6n Mg?*, asi como un pH éptimo (Pingoud, et al, 1993). Sin
embargo, un punto importante para la reaccion en presencia con el producto de PCR es la
concentracion de la enzima en la reaccion para generar los cortes en los productos de PCR.
La eleccion de la concentracién de la enzima de restriccidn para la digestidon del amplificado
se eligid con base en el inserto del proveedor de la enzima como punto de partida, el cual
es de 5U/uL (Figuras 10y 11).
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Asi mismo, se probaron condiciones variando la concentracion de enzima a 7.5U/uL, para
ver si se podia optimizar el tiempo de digestion de la enzima, sin embargo, se observé que
no habia mucha diferencia entre los resultados obtenidos a 5U/uLy 7.5U/uL (Figura 11), ya
gue en ambas se presentan bandas bien definidas a las 2hrs.

Del mismo modo, algunos autores indican que a concentraciones mayores de 10U puede
llegar a presentarse un fendmeno llamado “actividad en estrella”, este fendmeno se
presenta cuando se adiciona un exceso de enzima a la reaccién y la enzima corta en sitios
diferentes a su secuencia de reconocimiento, por lo que se decidid que era innecesario
aumentar la cantidad de enzima, aparte de que elevaria el costo de la técnica. Este
fendmeno, de igual manera, se presenta si no tiene las condiciones apropiadas de pH o de
iéon Mg*2 (Pingoud, et al, 1993).

También se probd la digestion del producto a una concentracion menor de la enzima a
2.5U/uL; sin embargo, a esta concentracidn se observan las bandas bien definidas hasta las
tres horas de digestién, ya que a las 2 horas no se alcanza a percibir el fragmento mas
pequefio de 49 pb (Figura 12).

Generalmente las concentraciones de enzima recomendadas para esta técnica son de
5U/uL a 10U/pL (Gaudet et al, 2009; Ota et al, 2009), no obstante, esta concentracidén va a
depender del volumen de producto de PCR que va a ser sometido a la reaccién de digestion
con la enzima.

En este experimento se probaron los volimenes de producto de PCR de 2 (Figura 9), 4y 6L
(Figura 10). A un volumen de 2uL las bandas se observan muy tenues en todos los genotipos
e incluso la banda de 49 pb no se observa. A su vez en el volumen de 6L todas las bandas
se observan bien, sin embargo, en los genotipos T/T en dénde sélo se deberian de ver dos
bandas, una de 154pb y otra de 49 pb, se alcanza a ver una tercera banda que corresponde
al producto de PCR de 203pb, significando que hay un exceso de DNA sin digerir. De esta
forma se determind que el volumen adecuado de producto de PCR es de 4 L, en el que se
observan todas las bandas de cada genotipo sin excedente de producto de PCR.

Una vez teniendo las condiciones finales para las técnicas PCR-RFLP y PCR-ASO, presentadas
en las tablas 11y 12, se genotipificaron las 24 muestras de DNA (Figura 13 para la PCR-RFLP;
Figuras 17, 18 y 19 para la PCR-ASQ), como se puede observar se ven bandas definidas en
cada muestra que la identifican con un genotipo, lo que coincide con los resultados
esperados y previstos durante el disefio de las metodologias (Figura 4 y 6).
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Tabla 11. Condiciones de Genotipificacion para polimorfismo C677T

Tm(°C) | Concentracion | Concentraciéon | Concentracion | Volumen | Tiempo Temperatur
de de DNA de enzima de de ade
oligonucleétid | (ng/uL) Hinfl(U/uL) producto | digestion | digestion
os (nM) de PCR (hr) (°C)

(ut)
58.1 100 100 5 4 2 37

Tabla 12. Condiciones de Genotipificacion para polimorfismo A1298C

Tm(°C) Concentracion de | Concentracion de | Concentracion de | Numero de ciclos
oligonucleétidos | oligonucleétidos | DNA (ng/uL)
externos(nM) internos(nM)
58 100 300 100 30

La genotipificacion de los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR se realizé por
medio de las técnicas PCR-RFLP y PCR-ASO respectivamente, debido a que son técnicas de
bajo costo en comparacién con las sondas TagMan, que es la técnica con la que se realiza
la genotipificacion de estos polimorfismos en la mayoria de los casos. Asi mismo, la técnica
con sondas TagMan requiere de equipo para PCR en tiempo real, equipo con el que no
cuentan muchos laboratorios, ya que es costoso, por otro lado, la técnica PCR-RFLP tiene la
desventaja de que es una técnica tardada y laboriosa(Fitarelli-Kiehl et al, 2016).

Para tener seguridad en la fidelidad de los resultados es necesario conocer la sensibilidad y
especificidad de las técnicas usadas, asi también como realizar una prueba de calidad que
los evalle, para este fin se utilizé la ecuacién de Hardy Weinberg.

La sensibilidad y especificidad son pardmetros importantes para saber si una prueba es
confiable o no. La sensibilidad se define como la probabilidad que tiene una prueba o
técnica para detectar una afeccion que se esté tratando, mientras que la especificidad se
define como la probabilidad que tiene una prueba o técnica para detectar un resultado
negativo en aquellos individuos que no tienen la afeccidon que se esta tratando. En este caso,
la afeccién son los polimorfismos que se identificaron por medio de las técnicas PCR-RFLP y
PCR-ASQ, ambas técnicas son altamente sensibles y especificas seglin datos reportados. Por
una parte, la PCR-RFLP tiene una sensibilidad reportada del 100% y una especificidad del
95-100% (Schirru et al, 2007; Sharafi et al, 2012; Kamei et al, 2014) y por otro, la técnica
PCR-ASO tiene una sensibilidad reportada fue de 83.3-96.7%, y una especificidad de 97.3-
100% (Thirumurugan, et al., 2015; Ullah, 2019; Hang, 2011)
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Por definicidn, la aplicacién del equilibrio de Hardy Weinberg suele indicar si una poblacién
gue es infinitamente grande y el apareamiento es el azar, esta sujeta a fuerzas evolutivas
como la mutacion y la seleccién natural, sin embargo, también se usa con mucha frecuencia
como prueba de control de calidad en estudios de asociacién genética, debido a que se
puede hacer una asociacion entre los datos obtenidos a partir de la experimentaciéon y los
datos que se calculan a partir de la ecuaciéon de Hardy-Weinberg, que serian los datos
esperados (Wang y Sanjay, 2017).

Se dice que cuando los resultados esperados y observados son parecidos, se esta en
equilibrio de Hardy-Weinberg; sin embargo, se debe realizar una prueba estadistica llamada
Ji-cuadrada (X?) que consiste en la comparacién de la Ji-cuadrada calculada mediante los
datos obtenidos y esperados que se obtuvieron mediante la ecuacion de Hardy-Weinberg,
con la Ji-cuadrada de tablas, en la que se debe de calcular los grados de libertad de acuerdo
a los alelos y genotipos que se tienen y un valor de P de tablas. Teniendo esto, se dice que
la Ji-cuadrada calculada debe de ser menor a la de tablas. Si es asi, se considera que los
resultados no tienen diferencia significativa y por tanto se considera en equilibrio, lo que
podria indicar que en la genotipificacién no hubo errores. Por otro lado, cuando es mayor
se considera una desviacion de los resultados y por tanto errores en la genotipificacidon
(Wang y Sanjay, 2017).

Como se puede observar en los resultados obtenidos del polimorfismo C677T (Tabla 5) y el
polimorfismo A1298C (Tabla 8), el resultado de numero de individuos, frecuencias y
porcentajes obtenidos experimentalmente son muy similares a los que predice el equilibrio
de Hardy-Weinberg, esto se comprobd con la prueba de contingencia de X?que indica que
no hay diferencia estadisticamente significativa. En muchas ocasiones, una desviacion en el
equilibrio de Hardy-Weinberg se debe a la calidad de la muestra de DNA, en cuanto a
concentracion y pureza se refiere. Una muestra contaminada o con poca concentracion
puede generar errores en la genotipificacion que se van a ver reflejados en el incremento
de genotipos homocigotos (Wang y Sanjay, 2017). En los resultados presentados no se
observa desviacién en el equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo tanto, se puede decir que las
muestras de DNA tenian buena calidad y que la técnica y los resultados a las condiciones
gue se sugieren en este trabajo son confiables.
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Tabla 13. Comparacion de frecuencias obtenidas con frecuencias de referencia del polimorfismo
C677T y A1298C en poblacién mexicana.

Frecuencias
Polimorfismo Genotipo
Obtenido Referencia 1 Referencia 2 Referencia 3
c/c 0.17 0.23 0.28 0.27
C677T
c/T 0.58 0.51 0.51 0.47
T/T 0.29 0.26 0.21 0.25
A/A 0.625 0.743 0.575 0.71
A1298C
A/C 0.2917 0.242 0.34 0.277
c/c 0.0833 0.015 0.085 0.013

Referencia 1: (Contreras-Cubas et al, 2016); Referencia 2: (Gonzalez-Mercado et al, 2017)
Referencia 3: (Gutiérrez-Alvarez et al, 2016)

En la tabla 13 se presentan frecuencias de referencias recopiladas de articulos en dénde
realizaron la genotipificacién en poblacion mexicana del polimorfismo C677T y A1298C del
gen MTHFR. Se tomé en cuenta sélo la poblacidn que cuenta con las caracteristicas que se
buscaba en este trabajo, que son los individuos mestizo mexicanos sanos, para comparar
las frecuencias.

Como se puede observar, las frecuencias obtenidas en este trabajo del genotipo C/Ty TT
son ligeramente mayores que las obtenidas en las de referencia. En particular, la muestra
en la que se realizd la genotipificacidon en este trabajo es pequeiia, ya que son 24 individuos,
mientras que la muestra de los articulos consultados como referencia, tienen una muestra
mayor a 50 individuos. Sin embargo, a pesar de la diferencia de tamafio de la muestra, se
conserva la similitud y relacién entre ellas.
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8. CONCLUSIONES

Las muestras de DNA del banco de muestras de Farmacogendmica cuyo consentimiento se
obtuvo, fueron genotipificadas por ambas metodologias, comprobando mediante el andlisis
con la prueba de Hardy-Weinberg, que los resultados son confiables al encontrarse en
equilibrio, asi mismo también se comprobd que el disefio y estandarizacién de ambas
técnicas fue adecuado para la correcta identificacion de los polimorfismos C677T y A1298C.

Mediante la estandarizacion de las técnica se llegé a las condiciones finales y dptimas para
la genotipificacion de las muestras de DNA a partir de saliva, entre las que destacan la
temperatura de alineamiento y la concentracidn de los oligonucleétidos. Para la técnica
PCR-RFLP se usé la temperatura de alineamiento de 58.1°C y una concentracién de
oligonucleétidos de 100nM, adicionalmente se usé la enzima de restriccion Hinfl a una
concentracion de 5U/uL; mientras que para la técnica PCR-ASO se usé la temperatura de
alineamiento de 58°C, una concentracién de 100nM para los oligonucledtidos externos y
una de 300nM para los internos, o también conocidos como Alelo Especificos.
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9. PERSPECTIVAS

Una vez concluido lo pertinente a este trabajo y que este disefio sirva en un futuro para
identificacion de los polimorfismos C677T y A1298C en pacientes tratados con metotrexato,
se pretende secuenciar una muestra de cada genotipo de dichos polimorfismos, para
corroborar el resultado, siendo que la secuenciacién es el estandar de oro en este tipo de
determinaciones.
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ANEXO |

Método de Covarrubias Modificado

10.

11.

Anadir 2ml de amortiguador TTS, resuspender y centrifugar por 6 minutos a 1500
rom. Desechar el sobrenadante.

Repetir de dos a tres veces el paso anterior, hasta obtener un botdn limpio.
Agregar 1ml de amortiguador TTS y agitar para resuspender. Transferir todo el
contenido del tubo Falcon a un tubo de 1.5ml previamente identificado.
Centrifugar a 4 rpom durante 2 minutos a 4°C y desechar sobrenadante.

Al botén limpio agregar 570uL de NaCl 5mM. Agitar durante 2 minutos y colocar
30uL de SDS al 10%. Agitar durante 5 minutos y agregar 200uL de NaCl saturado.
Agitar durante 10 minutos.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante a un
tubo Eppendor de 1.5 ml y agregar 600uL de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1),
mezclar suavemente durante 10 minutos, centrifugar a 14 000 rpm a 4°C durante 15
minutos.

Tomar la fase superior y pasarla a un tubo Eppendorf de 1.5ml. Agregar el doble del
volumen de etanol absoluto frio para precipitar el DNA con agitacion suave.
Centrifugar a 11 000 rpm por 10 minutos a 4°C y decantar sin perder el botén.
Agregar 500uL de etanol al 70% frio, resuspender el botdn y centrifugar a 11 000
rpm a 4°C durante 10 minutos. Decantar (Repetir este paso una vez mas).

Secar el botén de DNA en la incubadora a 37°C con el tubo abierto para eliminar el
etanol residual.

Resuspender el DNA con 100 uL agua inyectable e incubar a 37°C durante 15-20
minutos para solubilizar.

(Nasiri et al, 2005).
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ANEXO Il

Tabla 14. Cantidades de los componentes para reaccion de PCR del polimorfismo C677T.

Master Mix (uL) Oligonucleétido | Oligonucleétido DNA (pL)
Forward (uL) Reverse (pL)
Takara Omnimix 4 0.18 0.19 1
HS
Promega 8.3 0.18 0.19 1

Tabla 15. Cantidades de componentes para digestion con enzima Hinfi para polimorfismo C677T.

RE 10X Buffer (uL)

BSA 10 pg/pL (uL)

Producto PCR

Enzima Hinfl 10U/pL

2

2

0.5

En las tablas anteriores se presentan las cantidades requeridas para la reaccién de PCR de

10uL vy digestién con enzima de 20ulL para el polimorfismo C677T de acuerdo a las
concentraciones referidas en la tabla 11.

Tabla 16. Cantidades de componentes para reaccion de PCR del polimorfismo A1298C.

Oligonucleétidos Oligonucleétidos
Master Mix (uL) Externos Internos DNA (pL)
Forward Reverse Forward Reverse
(nL) (nL) (L) (uL)
Takara 4 0.26 0.35 0.5 0.4 1
Omnimix
HS
Promega 8.33 0.35 0.5 0.4 1

En la tabla anterior se presentan las cantidades requeridas para una reaccién de PCR para
la genotipificacion del polimorfismo A1298C de acuerdo a las concentraciones referidas en

la tabla 12.
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ANEXO 11l

/

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Departamento de Ciencias Biologicas
Seccién de Bioquimica y Farmacologia Humana
Farmacogendémica

Evaluacién de las metodologias propuestas para la genotipificacion de los
Polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR relacionados con el
metabolismo del metotrexato.

Por medio de la presente se le invita a participar en la Evaluacion de las metodologias
propuestas para la genotipificacion de los Polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR
relacionados con el metabolismo del metotrexato.

Introduccion

La genotipificacion es el proceso mediante el cual se obtiene el genotipo, entendiendo por
genotipo al conjunto de genes de un individuo expresados en su ADN, el cual se encuentra
en todas las células con nucleo del ser humano (ej. Globulos blancos, células epiteliales de
la mucosa bucal, células de las fibras musculares, foliculos pilosos, etc), su analisis permite
conocer el material genético que un individuo ha heredado de sus padres bioldgicos.

La enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) participa en la via del acido félico y
estd asociada al metabolismo del metotrexato, un quimioterapéutico, es decir, un farmaco
usado en terapias anticancerigenas.

Los polimorfismos son variaciones en la secuencia de ADN que pueden o no estar
relacionados a alteraciones en la funcion de una enzima. Estudios recientes en los
polimorfismos relacionados a la enzima MTHFR han analizado la posible asociacion con la
variacion en la eficacia y toxicidad al tratamiento con metotrexato.

Objetivo

Se desea usar las muestras de DNA del grupo de Farmacogenética para genotipificar el gen
MTHFR e identificar los polimorfismos C677T y A1298C, con el fin de evaluar las
metodologias propuestas.

Procedimiento

" Solicitar permiso para el uso de la muestra de DNA ya extraida durante la practica No. 5

“Estudio del polimorfismo del CYP2D6” de la clase de Farmacogendémica grupo 1001 del
semestre 2019-1l, que actualmente se encuentra en el banco de muestras de
Farmacogenémica y que fue utilizada, codificada y almacenada en la préactica ya
mencionada para su use en la genotipificacion del alelo 4 de CYP2D6, sera utilizada en la
genotipificacion de lo§ polihorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR para evaluar dicho
protocolo de investigacion.

S
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