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4. RESUMEN
La colestasis intrahepética del embarazo o CIE, también conocida como colestasis

obstétrica, es la enfermedad del higado mas especifica durante el embarazo.
Normalmente se presenta en el tercer trimestre del embarazo con prurito,
regularmente en las palmas de las manos y planta del pie, una funcién anormal del

higado y una elevacion de los &cidos biliares en suero.

Esta enfermedad se puede diagnosticar con pruebas de laboratorio en las que se
presentan niveles elevados de acido biliar y una mayor actividad de las
aminotransferasas hepética; sin embargo, durante el embarazo existen cambios

fisiologicos en la funcién del higado que dificultan el diagnéstico y su seguimiento.

Debido a esto, en este trabajo se propone la estandarizacion de una nueva técnica
como posible apoyo al diagnostico, en la cual se evalian dos polimorfismos en los
genes ABCB11 (rs2287622) y ABCB4 (rs2097937) (principales transportadores
biliares) que han sido previamente reportados como causa para el padecimiento de

la enfermedad.

La técnica a estandarizar se conoce como Desnaturalizacion de Alta Resolucion
(HRM, por sus siglas en inglés), esta técnica se puede utilizar de distintas formas,
no obstante, este trabajo busca optimizar la genotipificacion de los polimorfismos
estudiados, con ayuda de otra técnica molecular (secuenciacion tipo Sanger) para
de esta manera determinar la susceptibilidad de la paciente a padecer CIE y

posibles enfermedades hepaticas subsecuentes.

Se utilizaron 15 muestras de sangre periférica de pacientes embarazadas del INPer
ya diagnosticadas con CIE, primero se extrajo el DNA para poder realizar tanto la
técnica de HRM como la secuenciacion. Para la primera técnica fue necesario
realizar una PCR tiempo real, y los resultados obtenidos se sometieron a un analisis
bioinformatico con la ayuda del software Precision Melt Analysis ™, el cual agrupa
cada muestra en clusters segun su temperatura de desnaturalizacion. Todos los
resultados asi obtenidos se corroboraron con las secuencias nucleotidicas de cada
muestra de las pacientes, lo que permite concluir que las condiciones utilizadas para

HRM permiten genotipificar estos dos polimorfismos.




5. INTRODUCCION
La colestasis intrahepatica del embarazo (CIE) es un trastorno propio de la
gestacion humana que casi siempre aparece durante el segundo o tercer trimestre.
Se caracteriza por prurito y acidos biliares elevados en la sangre materna e implicar
el aumento del riesgo de parto pretérmino, 6bito y liquido amniético meconial; por

eso se considera una gestacion de alto riesgo.

La causa de la CIE es desconocida; sin embargo, se involucran factores
hormonales, genéticos y ambientales. Se han reportado algunos factores de riesgo
como la etnicidad, una historia familiar de enfermedades biliares, hepatitis C, CIE

en embarazos previos, gestacién multiple y edad materna mayor a 35 afos.

La incidencia de colestasis intrahepatica del embarazo varia ampliamente de
acuerdo con los reportes en la literatura, no obstante, en México no hay estudios
gue permitan establecer su prevalencia; sin embargo, este problema debe
investigarse siempre que exista una sospecha clinica y en los casos de 6bitos

inexplicables.

La finalidad del estudio es brindar informacion que permita realizar estudios
posteriores respecto a las causas genéticas involucradas en esta enfermedad en la
poblacibn mexicana, esto a través de la estandarizacion de una técnica que
posibilite el estudio de la prevalencia de dos polimorfismos asociados a la CIE ya
reportados en otras poblaciones. Los polimorfismos se encuentran en dos genes
gue codifican proteinas involucradas en el flujo biliar, el polimorfismo rs2287622

presente en el gen ABCB11y el rs2097937 presente en el gen ABCB4.

El estudio se realiz6 en 15 muestras de DNA obtenidas de sangre periférica de
pacientes diagnosticadas con colestasis intrahepatica del embarazo; con dichas
muestras se procedié a estandarizar las condiciones para llevar a cabo la
genatipificacion mediante la técnica de Desnaturalizacion de Alta resolucion (HRM,
por sus siglas en inglés). Para confirmar los resultados obtenidos por HRM se utilizé
secuenciacion tipo Sanger y se realiz6 un analisis bioinformético con diversas

herramientas tales como BioEdit y Blastn.




El objetivo final de este estudio fue obtener las condiciones de trabajo 6ptimas para
la genotipificacion de ambos polimorfismos, con la finalidad de emplear la técnica
como una herramienta que fortalezca el diagndstico temprano que permita la
prevencién de posibles complicaciones en el embarazo y el parto, asi como el

fortalecimiento del diagnédstico de enfermedades genéticas subsecuentes.




6. MARCO TEORICO
6.1. Acidos biliares

El higado se localiza en un sitio estratégico, circunstancia que le permite estar en
contacto con buena parte de las sustancias enddgenas y exégenas, estas Ultimas
llegan a él a través de la circulacién portal; incluso, hay sustancias que a su paso
por este 6rgano se depuran y no salen a la circulaciéon general, como: la insulina o

las sales biliares que se depuran entre 70 y 80% (Garcia, 2006)

Como muchas funciones de nuestro organismo, la formacién de bilis es considerado
un proceso vital porque permite, entre otras cosas, metabolizar y transformar en

productos mas solubles a las sustancias que se van a eliminar. (Garcia, 2006)

La bilis es un liquido isoténico que contiene basicamente: agua (82%), sales biliares
(12 %), fosfolipidos (4%), colesterol (1%) y pequefias cantidades de otras
sustancias como: bilirrubina, inmunoglobulina A, metabolitos de hormonas,
electrolitos, prodrogas y sus metabolitos. La secrecion basal de bilis es de
aproximadamente 500 a 600 mL (Garcia, 2006)

Los acidos biliares presentes en la bilis, son productos finales del catabolismo del
colesterol; para la conversion de este colesterol se necesitan de 17 enzimas
diferentes localizadas en lugares como el citosol, el reticulo endoplasmatico, la

mitocondria y los peroxisomas. (Chiang, 2013)

Estas enzimas se ven implicadas en dos vias de sintesis: la via neutral o la clasica
y la via alterna o acida. La primera via interviene en un 80 a 90% de la sintesis de
los acidos biliares. Sobresale la participacion de tres enzimas: colesterol 7 alfa
hidroxilasa, esterol 12 alfa hidroxilasa y esterol 27 hidroxilasa; mediante la via

alterna se forma el acido quenodesoxicolico. (Garcia, 2006)

En condiciones fisioldgicas normales la mayoria de los acidos biliares que se
encuentran, son en un 70% el &cido célico y el otro 30% por acido quenosesoxicolico
y otros &cidos biliares secundarios que producen las enzimas bacterianas al pasar

por el intestino. (Garcia, 2006)
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Cuando se habla del metabolismo de los acidos biliares, es importante distinguir la
naturaleza quimica de la cadena lateral de la del nucleo esteroideo. En el caso de
la cadena lateral, el principal atributo es si los acidos biliares estan conjugados (con
glicina o taurina) o no conjugados. En el caso del nucleo esteroideo, es importante
el numero, la posicién y la configuracién de los grupos hidroxilo. (Hoffman,1990)

No obstante, dentro de la bilis los &cidos biliares estan presentes casi por completo
en su forma conjugada ya que su conjugacion en el hepatocito es un proceso
altamente efectivo y dicha conjugacién mejora su solubilidad. En humanos, la
mayoria de los acidos biliares se encuentran conjugados con glicina y la menor parte

con taurina. (Hoffman,1990)

A los acidos biliares conjugados con estos aminoacidos (glicina o taurina) se les
conoce como acido biliares primarios; estos forman micelios con los fosfolipidos y
el colesterol para poder ser almacenados en la vesicula biliar y después ser
secretados al intestino y poder llegar a la segunda porcién del duodeno a través de
las vias biliares para llevar a cabo su principal funcion, que es facilitar la digestion y
la absorcion de nutrientes. Ahi mismo, se convierten en acidos biliares secundarios
a través de mecanismos en los que se pierden los aminoacidos y el grupo hidroxilo,
entonces el acido célico deriva en acido desoxicolico y el acido quenodesoxicolico

en acido litocolico. (Chiang, 2013)

Posterior a esto, se reabsorben en el intestino y regresan de nuevo al higado, a este
proceso se le conoce como circulacion enterohepatica, que es bastante efectiva en
humanos. Pequefias cantidades de estos acidos pueden derramarse a la circulacion
sistémica, reabsorberse cuando pasan a través de los tubulos renales, y después

circulan de regreso al higado a través de la circulacién sistémica. (Chiang, 2013)

El 95% de los acidos biliares secretados en el ducto biliar son reabsorbidos en los
colaginocitos (células epiteliales del conducto biliar) y reciclados de vuelta a los

hepatocitos, mientras que el otro 5% es excretado en heces. (Chiang, 2013)

11

——
| —



- = I
1 | dodociice R-C-N-CH,CO0
HO ~ OH
H
—

NHg"CHsCODr

S i
+ Glicina
- COOH
' T
!
-~ -
I - axiclico

—
r 7 NHs*{CHz)z50:0
- -/ + Taurina
. acido desomicalicn
0

I
“5 R-G-N-{CH, 5050
T COoH H

HD

Figura 1. Estructuras quimicas de los principales acidos biliares en humanos. Los acidos biliares
primarios se forman en el higado, mientras que los secundarios se forman en el intestino grueso por bacterias

por medio de una 7-hidroxilacion. (Hoffman, A.F. 1990).

Un elemento importante durante el transporte de acidos biliares es la fosfatidilcolina,
gue cumple con un rol de proteccion en el espacio interluminal. Durante la formacion
de bilis, las sales biliares son exportadas por la proteina BSEP (bomba exportadora
de sales biliares, por su siglas en inglés) a través de micelas mezcladas con la
fosfatidilcolina (PC, por sus siglas en inglés). Estos complejos sirven para proteger
el epitelio del lumen de la toxicidad y actividad detergente de las sales biliares,
ademas permite que la secrecion se lleve a cabo sin dafio a las células que le
rodean. Asi, la secrecion de la PC junto con las sales biliares es esencial para
mantener un adecuado flujo biliar. Con el fin de mantener un flujo normal, la salida
de las sales biliares que lleva a cabo BSEP debe ser balanceada por la presencia
de PC. (Dixon, P. H., & Williamson, C, 2008)

6.2. Secrecion biliar
Para comprender el concepto de secrecion biliar es importante mencionar que los

hepatocitos son un elemento importante para dicho proceso, dentro de estos se

encuentran dos dominios distintos: el basolateral o sinusoidal y el dominio apical o

——
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canalicular; la bilis se forma por la secrecién activa de compuestos osmoéticamente
activos dentro del espacio canalicular, a ello sigue el movimiento pasivo del agua a
través de los canales de este (acuaforinas) y a través de las uniones intercelulares.
(Garcia. C, 2006)

Vena
cemral

; : "i-j' Placa de células
Sinusoides hepéticas
Espacio \
b D _~Célula de Kupffer
Vasos \ Canaliculos
linfaticos g / biliares

terminales
Vena E " Conducto
porta % } linfatico

Arteria e 4 :
hepatica g = @
Conducto _= b Rt Dt o 1 !

biliar = : g

Figura 2. Estructura béasica del lobulillo hepatico con las placas celulares hepéticas, los
vasos sanguineos, el sistema colector de bilis y el sistema linfatico. Los hepatocitos secretan
bilis dentro de diminutos canales que se distribuyen como una red mindscula de ttbulos o
caniculos entre las células hepéticas adyacentes. Esta bilis canicular contribuye con 70% de la
produccién diaria en adultos y se modifica por la secrecién y absorcién conforme pasa a través de
los conductos biliares que contribuyen con el otro 30% de la secrecion biliar. La secrecién biliar se

concentra aun mas en la vesicula biliar (hasta 10 veces), antes de llegar al intestino. (URL 4)

Entonces, la secrecion biliar es un proceso osmético que se determina por la
secrecion activa de solutos organicos dentro de los caniculos, seguido por la salida
pasiva de agua, electrolitos y otras sustancias (como la glucosa) a través de las

uniones intercelulares. (Garcia, 2006)

Los compuestos osmoticamente activos incluyen: sales biliares, glutation y sus
conjugados; productos mezclados con acido glucurénido y algunos aniones
organicos, como el bicarbonato y el cloro. La porcion basolateral del hepatocito esta
en contacto directo con la sangre portal por medio de sinusoides fenestrados y el
espacio de Disse. Muchas sustancias, después de captarse, llegan al polo

canalicular, ya sea por difusion en el citoplasma acuoso o, bien, fijas a enzimas
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citoplasmaticas o incluso en vesiculas, dependiendo de su hidrofobicidad. (Garcia,
2006)

Enseguida se analizan estos transportadores que se encontraron en el higado, en
el ileon terminal y en las células del tabulo contorneado proximal renal; sitios que
participan en la circulacion enterohepética y hepatorrenal de las sales biliares.
(Garcia, 2006)

6.2.1. Transportadores en la membrana basolateral o sinusoidal
Estos transportadores son decisivos para la formacion de bilis, porque 95% de las

sales biliares que se excretan en la bilis se reabsorben por el intestino (circulacion
enterohepatica). Este proceso es muy eficiente con un primer paso de extraccioén de
sales biliares conjugadas en el rango del 75 al 90%. Las sales biliares no
conjugadas son acidos deébiles sin carga eléctrica a pH fisiologico del plasma; por

tanto, pueden atravesar la membrana celular por difusién pasiva. (Garcia, 2006)

Figura 3. Transportadores basocelulares. Na+-K+ATPasa: sodiopotasio- ATPasa; NTCP: sodio taurocolato
cotransporte; OATP: polipéptido transportador de uniones orgéanicos; OCT: transportador de cationes
organicos; OAT: transportador de aniones organicos; MRP: proteina resistente a multidrogas. (Garcia. C.
2006)

El transporte de sales biliares conjugadas ocurre, contra un gradiente de
concentracion de 5 a 10 veces entre la sangre portal y el citosol del hepatocito; es
regulado por mecanismos dependientes o independientes del sodio. Los ligandos

deben disociarse de la albimina al hacer contacto con la membrana sinusoidal. En
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condiciones fisioldgicas, las sales biliares se remueven, principalmente por

hepatocitos de la zona acinar 1(periportal) (Garcia, 2006)

6.2.2. Transportadores hepatocaniculares
El transporte en esta membrana se considera el paso para la formacién de bilis y de

muchas sustancias enddgenas y exbégenas de nuestro organismo. Los
transportadores también pertenecen a la familia ABC. La secrecién canicular de las
sales biliares la regula un transportador que se conoce como “gen hermano de la
glicoproteina P” que pertenece a la familia de transportadores de resistencia a
multiples farmacos (MDR, por sus siglas en inglés). Estos transportadores se

localizan en el polo apical o canicular de los hepatocitos (Garcia, 2006)

rPZPrpOnOmETMZ

mPo=QounczZz—w

Figura 4. Localizacion de transportadores en los hepatocitos. Las sales hiliares se absorben en la
membrana sinusoidal a través del péptido cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP) de manera
dependiente del sodio y en menor grado a través de un transporte independiente del sodio por las proteinas
transportadoras de aniones orgénicos (OATP). Luego, se transportan a la membrana canalicular y se
transportan a través de la bomba de exportacion de sales biliares (BSEP) al canaliculo. La proteina de
resistencia a multiples farmacos tipo 3 (MDR3) y la esterolina 1 (ABCG5 / G8) completan la formacion de bilis
al hacer caer la fosfatidilcolina (PC) desde el interior hacia el exterior, ademas de transportar el colesterol. Las
sales biliares, el PC y el colesterol forman micelas mixtas que constituyen la base de la bilis. La glicoproteina
Py la proteina de resistencia al cAncer de mama (ABCG?2) transportan una variedad de sustancias hidrofobas
a la bilis y confieren resistencia a mdltiples farmacos (MDR). Ademas, un nimero sustancial de proteinas
relacionadas con mdltiples farmacos (MRP) se localizan en la membrana sinusoidal excepto MRP2.
Transportan una amplia gama de aniones orgénicos y sustancias conjugadas. También participan en MDR y
algunos de ellos, p. Ej. MRP4, asi como el transportador de solutos orgéanicos (OST), actian como sistema de
rescate para concentraciones demasiado altas de sales biliares dentro de la célula (Kluth, 2014)
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a. BSEP. La bomba que exporta sales biliares depende completamente de ATP
para su funcion y se expresa exclusivamente en el higado; se localiza en las
microvellosidades en las vesiculas subcaniculares (Garcia, 2006)

b. Mdr-2 (abc Cs). La glicoproteina resistente a multidrogas representa a la
familia de transportadores dependientes de ATP que participan en la
extraccion de numerosos compuestos organicos endoégenos y exdgenos. La
glicoproteina P resistente a multi farmacos-3 funciona como una flipasa de
fosfolipidos. No se ha visto que la glicoproteina resistente a multi farmacos-
1 tenga algun papel en la formacion de bilis, no obstante, su amplia
especificidad de sustratos y su gran expresién en varios tejidos,
convirtiéndolo en uno de los principales determinantes para la absorcion y
distribucion de drogas, asi como de los efectos terapéuticos y toxicos
potenciales de las mismas (Garcia 2006)

c. Glicoproteina P resistente a multi farmacos-2 (ABC Cs). Es el unico miembro
de la familia que reconoce un amplio espectro de aniones organicos. Este
transportador se considera la principal fuerza de manejo del flujo de bilis
independiente de sales biliares a través de la secrecion de glutation reducido
(Garcia, 2006)

d. MDR3. Es considerada una bomba exportadora de fosfolipidos. Este
transportador funciona como una flipasa que elimina, basicamente,
fosfatidilcolina de la superficie interna a la externa de la membrana canicular
(Garcia, 2006)

6.2.3. Regulacion homeostatica del metabolismo biliar
Los &cidos biliares son extremadamente citotoxicos, por lo que su sintesis y

transporte esta fuertemente regulado. El receptor hormonal nuclear FXR (farnesoid-
X- receptor), por sus siglas en inglés, es el principal receptor de acidos biliares en
los hepatocitos (y enterocitos) y actla para regular los niveles de acidos biliares
intracelulares con un rango bastante estrecho. Los acidos biliares primarios se unen
a FXR, seguido de una hetero dimerizacion con RXR (retinoid-X-receptor), por sus
siglas eninglés, el complejo receptor se transloca al nicleo y se une alos elementos

de respuesta en los promotores de los genes diana. Por lo tanto, FXR actia como
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un regulador importante de los niveles de &cidos biliares al regular sus

concentraciones, su metabolismo y transporte (Dixon & Williamson, 2008)

6.3. Fisiologia hepatica del embarazo
El higado durante la gestacion sufre algunos cambios similares a los que ocurren

en pacientes que sufren hepatopatias, el tamafio y la forma del higado permanecen
inalterados, aunque existe un ligero aumento del flujo sanguineo. Las
modificaciones en la funcion hepética durante la gestacion son complejas y las

pruebas funcionales se encuentran alteradas. (Cerillo, et.al., 2005)

En el perfil bioquimico, se muestra como principal variante, un ascenso de la
fosfatasa alcalina, que se evidencia principalmente en el tercer trimestre del
embarazo, no obstante, esta elevacion no denota un problema colestasico, si no
gue se debe principalmente a la elevacion de isoenzimas placentarias y a un mayor
metabolismo 6seo. Los niveles de transaminasas, bilirrubina total, acidos biliares
séricos y gamma glutamil transpeptidasa son normales, aunque se sabe que en la
embarazada hay un “retraso de eliminacion biliar”. Entonces el prurito gestacional
se atribuye a una retencién de sales biliares, comprobable, aunque no exista
ictericia. (Cerillo, et.al., 2005)

Es frecuente observar un discreto grado de anemia por hemodiluciéon (incremento
mayor de la volemia respecto a la masa eritrocitaria), sin encontrar alteraciones en
la serie blanca y plaquetas. El perfil bioquimico también puede mostrar una
hiperlipidemia mixta, asi como una hipoalbuminemia dilucional, no obstante, tanto
la biopsia hepatica, asi como los estudios de imagen resultan normales, sin revelar

alteraciones patolégicas. (Cerillo, et.al., 2005)

6.4. Colestasis Intrahepatica en el embarazo
La colestasis puede clasificarse de dos formas, en extrahepatica, que es cuando

existe un impedimento mecanico para el drenaje de la bilis en los grandes ductos
del sistema biliar, e intrahepatica, cuando se encuentra trastornado cualquiera de
los mecanismos implicados en la sintesis de los acidos biliares dentro del

hepatocito, o en su secrecion desde este hacia su sistema canicular (Medina, 2012)
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Durante el embarazo hay una reduccién de la sintesis biliar que, si se combina con
un defecto subclinico preexistente en el sistema de transporte activo biliar a través
de los conductos epiteliales del hepatocito, dara lugar a una forma reversible, no
obstructiva, de colestasis intrahepética (SEGO, 2008)

Se desconoce la causa de la reduccion biliar durante el embarazo, pero se cree que
se debe a las altas concentraciones de hormonas circulantes (estr6genos y

progesterona) en el dltimo trimestre del embarazo (SEGO, 2008)

La colestasis intrahepética del embarazo o CIE, también conocida como colestasis
obstétrica, es la enfermedad del higado mas especifica durante el embarazo.
Normalmente se presenta en el tercer trimestre del embarazo con prurito,
regularmente en las palmas de las manos y planta del pie, una funcién anormal del
higado y una elevacion de los &cidos biliares en suero. Los sintomas y
anormalidades bioquimicas se resuelven rapidamente después del parto, no
obstante, se puede repetir en embarazos posteriores y con el uso de anticonceptivos

hormonales (Williamson & Geenes, 2014)

El prurito que se presenta puede tener una severidad variable. Cuando es severa
puede impedir el suefio y se puede asociar con dermatitis artefactia como una
consecuencia del rascado. Las mujeres con CIE raramente padecen ictericia,
aunque en algunas ocasiones se presenta un color mas oscuro en la orina y heces
palidas. Las anormalidades bioquimicas que se asocian con esta enfermedad
incluyen un aumento de acidos biliares en el suero y transaminasas hepaticas. El
grado en que aumentan los acidos biliares es variable y esto cominmente se refleja
en la heterogeneidad etioldgica de la CIE. Los niveles en suero de transaminasas
como alanina aminotransaminasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
también se encuentran elevados. Existe un debate sobre el tipo de examen
bioquimico que se debe usar para diagnosticar la enfermedad. Los &cidos biliares
gue se encuentran en suero son mas especificos que la elevacion de las
transaminasas hepaticas, y son de hecho mas valiosas para la prediccion de
embarazos con riesgos fetales o complicaciones. La elevacion de los acidos biliares

en el suero materno puede presentarse antes de los sintomas clinicos, coincidir con
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ellos o presentarse semanas después del prurito. Los niveles de bilirrubina sérica
se elevan lentamente en una porcion pequefia de casos, la gama glutil
transpeptidasa (GGT) esté elevada en aproximadamente el 30% de los casos. Los
niveles de fosfatasa alcalina pueden ayudar en el diagnéstico de la colestasis
intrahepética del embarazo ya que laisoenzima placentaria se eleva en el embarazo
(Dixon & Williamson, 2008).

El primer caso de prurito sin explicacion asociado con una visible ictericia
apareciendo en el tercer trimestre del embarazo y mejorando después del parto se
reportd en 1883. Esta enfermedad paso desapercibida hasta mediados de la década
de los 50s cuando las caracteristicas clinicas fueron descritas por varios grupos
escandinavos. Agrupamientos familiares y la ocurrencia endémica de la colestasis

en el embarazo muestra su posible origen genético (Lammert, 2000).

En paises como Finlandia, Suecia, Portugal y Chile se ha propuesto que su
presentacion es mas comun en invierno , asi como en pacientes con embarazo
gemelar (20 a 22%), en embarazos obtenidos por fertilizacion in vitro (con respecto
a embarazos espontaneos, 82.7% vs 0.7%), en mujeres con la presencia de la

enfermedad en embarazos previos y en seropositivas a hepatitis C. (Medina, 2012).

6.4.1. Diagnostico
En 2006, el Real Colegio de Obstetras y Ginecologos del Reino Unido publicé unas

guias para el diagnostico y seguimiento de la CIE, donde se menciona que
anormalidades inexplicables en las transaminasas tales como la gamma glutamil
transferasa o las sales biliares deben ser suficientes para confirmar el diagnostico
de la CIE, mencionan también que el incremento de la fosfatasa alcalina en el
embarazo es usualmente placentario por lo que su presencia no refleja alguna

enfermedad hepética.

Ademas, recomiendan la realizacion de pruebas de funcién hepatica (medicion de
transaminasas, gamma-glutamil transferasa, bilirrubinas y &cidos biliares totales); y
si estas resultan normales y el prurito es persistente, las guias recomiendan repetir
las pruebas semanalmente, asi como una ultima medicion a partir de 10 dias

después del nacimiento, para confirmar su normalizacion (Medina, 2012).

19

——
| —



No obstante, sostienen que se deben cuestionar o interrogar a la paciente sobre el
consumo de algun medicamento, antes de realizar las pruebas de funcion hepética
y que sus irregularidades no tengan explicacion (Royal College of Obstetricians and

Gynecologists, 2011).

También recomiendan excluir otras causas de prurito y disfuncion hepética, y los
estudios que sugieren son: perfil de hepatitis A, B y C, pruebas de deteccion del
virus de Epstein Barr y citomegalovirus, estudios de autoinmunidad para hepatitis
cronica y cirrosis biliar primaria (anticuerpos antimusculo liso y antimitocondriales)

y ultrasonido hepético (Medina, 2012).

AuUn no existe consenso sobre el valor ideal en los niveles de acidos biliares en
suero que permita hacer el diagnoéstico de CIE; la literatura recomienda el empleo
de un punto de corte de 10 a 14 ymol/L (Medina, 2012).

Entre las pruebas estandar del higado, la ALT es un parametro altamente sensible.
Los niveles de transaminasa en suero son normales hasta el parto en embarazos
sanos y, por lo tanto, cualquier aumento debe alertar y guiar a futuras pruebas. La
ALT es liberada a la sangre incrementando sus concentraciones cuando existe dafio
celular en el higado. Se ha reportado que del 20 al 60% de mujeres con prurito y
acidos biliares en suero elevados tienen de 2 a 10 veces un aumento en las

transaminasas (Lammert, 2000).

Se piensa que la ALT es un indicador mas sensible que la AST, porque su
incremento suele ser mas marcado. También se han observado concentraciones
elevadas de gamma glutamil transferasa en 30% de las pacientes con CIE (Medina,
2012).

Las bilirrubinas son normales en la mayoria de los casos y tienen un valor limitado
en su diagnaostico y seguimiento; sin embargo, cuando se elevan a expensas de la
forma conjugada, su incidencia puede ser, incluso, de 25%, y sus concentraciones

llegan a alcanzar hasta 6 mg/dL (Heikkinen, 1983).
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No se ha reportado que exista correlacion entre los valores de los acidos biliares
totales y otras pruebas hepaticas como AST, ALT o bilirrubinas totales (Medina,
2012).

La alfa glutation-s-transferasa es una enzima de detoxificacion que se libera
rapidamente a la circulacion ante el dafio hepatico agudo. Se ha sugerido que puede
ser un marcador mas sensible y especifico de la integridad hepética que las otras

pruebas de la funcién hepatica (Knapen, Peters, Mulder, Steegers EA, 2000).

Un estudio de Juotsiniemi y colaboradores confirmé que las concentraciones
promedio de la enzima estan elevadas en los casos de colestasis respecto del grupo
control (51.0 vs 1.62 pmol/L) (Juotsiniemi, Leino, Timonen, Pulkki K, Ekblad U,
2008).

No obstante, a pesar de la recomendacion que se hace acerca de realizar todas
estas pruebas no existe un consenso mundial que permitan establecer criterios de
diagnostico para la CIE, y tampoco una prueba confirmatoria de la enfermedad ya
gue todas las antes mencionadas deben ir de la mano para establecer el diagndstico
y de esta manera no confundir la patologia con algunas otras presentes en el

embarazo.

6.4.2. Tratamiento
La CIE al ser una enfermedad especifica del embarazo sus sintomas suelen

desaparecer después del parto por lo que su tratamiento se enfoca solo a reducir
tales sintomas y prevenir complicaciones principalmente fetales; esto debido a que
el pronostico materno en casos de CIE es bueno en general. El prurito suele
desaparecer en los primeros dias después del nacimiento, acompafiado de
normalizacion en las concentraciones séricas de los acidos biliares y otras pruebas

hepaticas (Maya, Zuiiga, Maya. J.L, 2012).

En contraste con el favorable prondstico materno, la CIE para el feto conlleva un
riesgo significativo, llegando en ocasiones hasta la letalidad. Las principales
complicaciones son los nacimientos pretérmino, liqguido amniético meconial, muerte

fetal y aumento en el riesgo de sindrome de distrés respiratorio neonatal (asociado
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a la entrada de acidos biliares a las vias respiratorias) (Maya, Zufiiga, Maya. J.L,
2012).

Se han estudiado varios farmacos y hasta el momento el acido ursodesoxicélico ha
sido el mas prometedor y el que ha mostrado mayor efectividad en los ensayos
clinicos; este medicamento tiene varios mecanismos de accién: incrementa el flujo
biliar, protege a los hepatocitos de la apoptosis causada por los &cidos biliares y
disminuye la secrecion endbégena de estos acidos. Este acido ha sido empleado
para el alivio de los sintomas, asi también para mejorar las pruebas bioquimicas a
nivel hepatico. Ademas, no se han encontrado efectos adversos fetales o maternos
(Medina, 2012).

6.5. Etiologias
La etiologia de la CIE es multifactorial, e involucra factores genéticos, hormonales

y ambientales. Los metabolitos de los estrégenos y la progesterona se han visto
involucrados en la patogénesis de la CIE. La colestasis, en mujeres usando
anticonceptivos orales con alto contenido de estrogenos, es similar ala CIE. Un alto
nivel de estrogenos, individuos genéticamente predispuestos, puede inducir CIE por
procesos de transporte y sulfatacion de acidos biliares dafiados. (Garcia-Romero,
2019)

Tabla 1. Factores relacionados con el padecimiento de CIE

Factores Relacion con la CIE
Factores La CIE ocurre principalmente durante el tercer trimestre de la gestacion, cuando las concentraciones
hormonales de estrégeno alcanzan su pico maximo.
La CIE se presenta con mayor frecuencia en embarazos gemelares, asociados a niveles de
estrogenos circulares mayores que en las gestaciones Unicas. (Maya, Zuiiga, Maya. J.L, 2012).
También puede estar relacionada con alteraciones en el metabolismo de progesterona, por lo que
su administracion es considerada como un factor de riesgo. (Maya, Zufiga, Maya. J.L, 2012).
Factores La predisposicion genética de la CIE ha sido sugerida por casos familiares, etnicidad y variaciones
genéticos geograficas, y variaciones en genes que codifican para proteinas hepatobiliares. Se pueden alterar

los ductos biliares y la composicion de la membrana celular de los hepatocitos, asi como producir
una disfuncion en los transportadores caniculares biliares (Medina, 2012).

Se han encontrado variantes en los genes MDR3/ABCB4, ATP8B1/FIC1, y BSEP/ABCB11
encontrados en pacientes con CIE (Garcia-Romero, 2019).
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Estas pueden conducir a problemas en la secrecion de los &cidos biliares y producir colestasis.
(Medina, 2012). Se han descrito tres variantes de colestasis hereditarias: la colestasis intrahepética
familiar progresiva tipo 1, cuya fisiopatologia obedece a mutaciones del gen ATP8BL. La tipo 2, en
la que hay una disfuncion de la BSEP, y obedece a mutaciones del gen ABCB11. Y la tipo 3, que se
involucra a la proteina MDR3 por mutaciones del gen ABCB4. (Medina, 2012)

Otras etiologias

Algunos autores han propuesto la fertilizacién in vitro como factor de riesgo para CIE, pero hasta el momento no
esta claro si los métodos de reproduccion asistida afectan la incidencia o la severidad (Maya, Zufiiga, Maya. J.L,
2012).

La variacion estacional que se ha observado en paises como Finlandia, Suiza y Chile sugieren que factores
ambientales pueden modular la expresién de la enfermedad; sin embargo, ain no se ha logrado identificar con
claridad cudles son los factores especificos que pueden verse involucrados (Maya, Zufiiga, Maya. J.L, 2012).

6.6. ABCB11/BSEP
El gen ABCB11 o casete de union a ATP miembro de la subfamilia B 11 es un gen

gue codifica para el transportador BSEP y se localiza en la membrana canalicular
de los hepatocitos. Este gen consta de 28 exones y esta localizado en el cromosoma
2024. La proteina BSEP humana contiene 1321 aminoacidos con un peso molecular
de 140 kDa (Lai, 2013).

Como otros transportadores ABC, BSEP contiene 12 hélices que atraviesan la
membrana y dos dominios llamados Walker A y Walker B con sitios de unién ATP.
El analisis de secuencia de BSEP indica que contiene 3 sitios de glicosilacion ligada
a N. Tanto las porciones N- como C-terminales de la molécula estan ubicadas en la
cara citoplasmica de la membrana plasmatica. El primer bucle extracelular contiene
cuatro sitios de N-glicosilacion que actian en la estabilidad, el trafico y la funcion de
BSEP. Ademas, esta proteina se puede modificar mediante fosforilacién y
ubiquitinacién (Lai, 2013).
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BSEP es responsable del flujo de bilis dependiente de sales biliares, que depende
de la hidrdlisis de ATP. No puede ser estimulado por ningun otro nucle6tido y no es
impulsado por un gradiente de pH dependiente de ATP o un potencial de membrana
positivo interno; transporta principalmente especies de sales biliares monovalentes,
incluidos los conjugados de taurina y glicina de sales biliares primarias, acido colico
(CA) y é&cido quenodesoxicolico (CDCA), y la sal biliar secundaria, &cido
desoxicolico (DCA), asi como &cido ursodesoxicolico ( UDCA) (Soroka & Boyer,
2014).

COOH

H DOMINIO SENAL PARA DOMINIO \1
~{ WALKERA DOMINIO C | WALKERB

Figura 5. Modelo tentativo de la proteina BSEP. La proteina contiene dos dominios transmembrana (TMDs)
y dos dominios de union de ATP (NBDs). Se indican los dominios funcionales (Walker A y Walker B) (Lai, 2013)

6.7. ABCB4/MDR3
ABCB4, también llamada proteina de resistencia a multiples farmacos 3 (MDR3), es

una proteina transmembrana de 1279 aminoacidos. ABCB4, que pertenece a la
familia de transportadores del casete de unién a ATP (ABC), consta de dos mitades
homologas, cada una de las cuales contiene seis hélices transmembrana (TMH) y

un pliegue de union a nucledtidos citoplasmatico (NBF) (Morita & Terada, 2014).
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ABCB4 tiene dos sitios de consenso de N-glicosilacion en el primer bucle
extracelular. El gen ABCB4 humano en el cromosoma 7g21.1 tiene 28 exones y 27

intrones y esté ubicado adyacente al gen ABCB1 (Morita & Terada, 2014).

espacio
extracelular

ﬂmq{ "l
iuw Gos

K435 K1075
Walker A Walker A

NBF1 NBF2

citosol Signature Walker B Signature Walker B

Figura 6. Modelo esquematico de ABCB4. ABCB4 consta de doce TMH que atraviesan la membrana
plasmatica y dos NBF citosélicos que contienen los motivos Walker A, Walker B y distintivos. N y C indican los
extremos Ny C de ABCB4, respectivamente (Morita, Terada, 2014).

Esta molécula es una flipasa que transloca fosfolipidos hacia la cara externa de la
membrana canalicular; el transporte es un mecanismo especifico, contra un
gradiente de concentracién y de proteccion celular, porque los fosfolipidos incluyen
a las sales biliares dentro de micelas mixtas, transportandolas y sobre todo evitando
gue ejerzan sus funciones emulsificantes en las membranas celulares. De los
fosfolipidos secretados en la bilis, la mayor concentracion corresponde a
fosfatidilcolina y el resto son fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina

(Morita & Terada, 2014).

6.8. Variaciones genéticas en BSEP y MDR3 y sus repercusiones
clinicas.
Se han reportado casos que presentan mutaciones en los genes ABCB4 y ATP8B1,

y variaciones genéticas en los genes ABCC2 y ABCBL11, varias de éstas son

polimorfismos de un solo nucleétido (SNP).
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En 2014, Dixon, Wadsworth, Chambers, Donnelly, Cooley, Buckley, Mannino,
Jarvis, Syngelaki, Geenes, Paul, Sothinathan, Kubitz, Lammert, Tribe, Ch’ng,
Marschall, Glantz & Williamson realizaron un estudio en el que analizaron 6 genes
con posibles variantes genéticas asociadas a CIE. Entonces, encontraron una
relacién estadisticamente significativa entre los SNPs y haplotipos estudiados con

la enfermedad, principalmente en los genes ABCB4 y ABCB11.

Tabla 2. Polimorfismos asociados a la presencia de CIE en mujeres

Gen Polimorfismo Posicién Frecuencia alelo
menor
rs2287622 NG_007374.1:8.62506T>C, 0.4538 (Mexicana)
NM_003742.2:c.1331T>C,
NP_003733.2:p.Val444Ala
T rs2058996 NG_007374.1:.58885A>G 0.595 (Global)
rs7605199 NG_007374.1:g.36380T>C 0.391 (Global)
rs3814382 NG_007374.1:8.3846T>C 0.719 (Global)
rs7577650 NG_007374.1:.1624C>T 0.454 (Global)
rs2097937 NG_007118.2:8.83846C>T 0.66 (Global)
rs31676 NG_007118.2:8.44869A>G 0.642 (Global)
rs1149222 NG_007118.2:g.40974C>A 0.616 (Global)
ABCB4 rs4148826 NG_007118.2:8.40330A>G 0.36 (Global)
rs2109505 NG_007118.2:g.35343A>T 0.187 (Global)
rs2302386 NG_007118.2:g.22805T>G 0.205 (Global)

De todos los polimorfismos antes presentados en el gen ABCB4 encontraron que
rs2109505 muestra una asociacidbn mas significativa con la presencia de CIE,
aunque aun se desconoce la causa exacta. Sin embargo, de acuerdo con dbSNP
de NCBI su incidencia tanto en poblacion mexicana (0.2054) como a nivel mundial

(0.187) no es tan alta respecto a los otros polimorfismos asociados

Otro de los polimorfismos asociados a CIE, es el rs2097937, el cual presenta una
mayor incidencia (0.66) y genera un cambio en la secuencia de nucleétidos de
Citosina por Timina. Hasta el momento, no se ha reportado cOmo se asocia este

cambio con la susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad.
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Respecto a los polimorfismos del gen ABCB11, su frecuencia reportada en
poblacion mexicana y a nivel mundial es mas alta. Ademas, si se conoce un cambio
en la secuencia de aminoacidos, siendo V444A. El alelo mas comun (T) codifica

para Valina, mientras que el alelo mas raro (C) codifica para Alanina.

En 2008, Dixon & Williamson, realizaron un estudio en dos poblaciones (en 333
individuos del Reino Unido y 158 de Europa continental) y encontraron que los

homocigotos (CC) son mas susceptibles a padecer CIE que los homocigotos (TT).

6.8.1. Repercusiones clinicas
Las mutaciones en los genes que codifican para la bomba exportadora de sales

biliares, transportadores de fosfolipidos biliares (MDR-3) y proteinas de resistencia
a multi farmacos (MRP-2) resultan en una colestasis que puede ser progresiva; se
conoce como colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFCI, por sus siglas en

inglés).

Se han descrito tres variantes de colestasis hereditarias: la colestasis intrahepéatica
familiar progresiva tipo 1, cuya fisiopatologia obedece a mutaciones del gen
ATP8B1. La tipo 2, en la que hay una disfuncion de la BSEP, y obedece a
mutaciones del gen ABCB11. Y la tipo 3, que involucra a la proteina MDR3 por
mutaciones del gen ABCB4 (Medina, 2012).

En madres con familiares con PFCI o BRIC (colestasis intrahepatica recurrente
benigna), se ha observado una alta incidencia de CIE. Esto indica que las
mutaciones heterocigotas de las proteinas de transporte hepatobiliar pueden
predisponer a CIE. Esta hipétesis estd fundamentada por el descubrimiento de 6
mujeres con historia de ICP en la familia de un paciente con PFCI3, estas mujeres
resultaron heterocigotas para una misma delecion (1712delT) en el gen MDR-3. De
manera adicional, en la secuenciacion del DNA de una paciente con CIE y
gammaglutamil transferasa elevada, sin historia familiar de PFCI, se encontrd una
mutacion (C546A) (Lammert, 2000)

Las mutaciones en la bomba exportadora de sales biliares (BSEP), se han

relacionado con Colestasis Intrahepatica Familiar Progresiva (PFCI) tipo 2 (PFCI2);
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esta enfermedad se presenta de forma autosdmica recesiva. Al describir 30
mutaciones en el gen que expresa el transportador, los pacientes fenotipicamente
se parecen alos que padecen la enfermedad de Byler. Se muestran similitudes con
la enfermedad anterior desde el punto de vista clinico, bioquimico e histolégico, s6lo
gue puede ser mas grave e incluso puede provocar insuficiencia hepatica en edades
mas tempranas. El impedimento en la excrecion de sales biliares da como resultado
la acumulacién intracelular y el dafio hepatocanicular con apoptosis 0 necrosis
celular (Garcia, 2006).

Las mutaciones en ABCB11 que conducen a una pérdida de funcién son la base
molecular de al menos tres formas clinicas de enfermedad hepatica: colestasis
intrahepatica recurrente benigna tipo 2 (BRIC2), PFIC2, colestasis intrahepatica en
el embarazo y lesion al higado inducida por farmacos (DLID). En los adultos, la
presencia de polimorfismos funcionalmente relevantes en ABCB11 pueden ser la
causa de una predisposicion a trastornos hepaticos adquiridos (Soroka & Boyer,
2014).

En los ultimos afos, cada vez mas estudios han descrito mutaciones en BSEP en
mujeres con CIE y han encontrado que los polimorfismos del gen BSEP estaban
estrechamente relacionados con el riesgo de padecer la enfermedad. (Soroka &
Boyer, 2014).

Para el caso de las mutaciones humanas en ABCB4, éstas dan como resultado un
amplio espectro de fenotipos, que van desde la colestasis intrahepatica familiar

progresiva tipo 3 (PFIC3) hasta los trastornos hepaticos colestasicos del adulto.

La PFIC3 se caracteriza por una alta y-glutamil transpeptidasa y la aparicion
temprana de colestasis persistente que progresa a cirrosis e insuficiencia hepatica
antes de la edad adulta. En muchos casos de PFICS3, el trasplante de higado es la
Unica terapia. El nivel de fosfolipidos biliares en pacientes con PFIC3 se reduce
drasticamente a pesar de la presencia de acidos biliares. Esta colestasis puede ser
causada por la toxicidad de las sales biliares detergentes que no estan asociadas
con los fosfolipidos, lo que conduce a lesiones del canaliculo biliar y del epitelio

biliar. El defecto ABCB4 también esta involucrado en la colestasis intrahepatica del
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embarazo (ICP), la colelitiasis asociada a fosfolipidos bajos (LPAC) y la cirrosis biliar
primaria (Morita & Terada, 2014).

6.9. High Resolution Melting (HRM)
La deteccion integral de nuevas variantes de DNA se ha basado tradicionalmente

en la secuenciacion. Sin embargo, a pesar de los avances recientes, la
secuenciacion es costosa y requiere mucho tiempo. Es por eso que se han disefiado
métodos mas sensibles y especificos, como lo es el andlisis de curvas de
desnaturalizacion del DNA de alta resolucion (HRM, por sus siglas en inglés). (Cho,
2008)

6.9.1. Historia
La desnaturalizacion del DNA ocurre cuando éste se encuentra en doble cadena

(dsDNA) y se separa quedando en dos hebras de DNA de cadena sencilla (ssSDNA).
Esta desnaturalizacion puede ser monitoreada con colorantes fluorescentes que se

unen a estas cadenas (Reed,Kent & Wittwer, 2007).

De primera instancia, el andlisis de una curva de desnaturalizacion fluorescente, fue
introducida como parte integral de la PCR en tiempo real (QPCR), pero fue hasta
2002 que la técnica de HRM se establecid; esto como una colaboracién académica
e industrial entre la Universidad de Utah y Idaho Technology, como una forma
sencilla de genatipificar, escanear mutaciones y emparejamiento de secuencias. Su
popularidad ha ido creciendo debido a que no se necesitan procesos separados de
las muestras, ya que tras realizar la PCR, las curvas de desnaturalizacion se

generan monitoreando la fluorescencia de un colorante especifico. (URL 1)

Un paso fundamental para el desarrollo de la técnica fue la seleccion de un colorante
fluorescente, debido a que antes de encontrar uno que se acoplara a la técnica, se
utilizaban oligonucledétidos marcados en sentido directo (5°-3’) para poder obtener
una sefial de fluorescencia; de esta manera las variantes de un solo nucleétido en

su forma heterocigota y homocigota podian ser identificados, sin embargo, solo se
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identificaban las variantes que se encontraban en la regién que el oligonucleétido
marcado amplificaba (Reed,Kent & Wittwer, 2007).

Es por eso, que el uso de colorantes fluorescentes que pudieran identificar
heterodlplex de manera eficiente, permitid eliminar el uso de oligonucledtidos
marcados y por primera vez las variantes heterocigotas que se encontraban en
cualquier region del producto amplificado podian ser facilmente identificadas sin

procesos subsecuentes a la PCR (Reed,Kent & Wittwer, 2007).

6.9.2. Fundamento de la técnica
La técnica se lleva a cabo en muestras de DNA de doble cadena (dsDNA) y

comunmente se utiliza una PCR en tiempo real, antes del andlisis por HRM, para

asi amplificar la region de DNA de interés. (URL4)

El proceso del andlisis de HRM es simplemente un calentamiento preciso del
amplicon de DNA obtenido a una temperatura que va de 50°C a 95°C. Y en algun
punto de este proceso la temperatura de fusion del amplicon se alcanza y las dos

cadenas del DNA se separan. (URL 4)

55C 95C

Figura 7. Desnaturalizacién de la cadena doble de DNA a cadena sencilla mientras la temperatura
aumenta. (URL1)

Una de las caracteristicas mas importantes de la técnica es el monitoreo del
proceso de desnaturalizacion en tiempo real, lo cual se logra a través del uso de un
colorante fluorescente; el colorante usado es un quimico intercalante del DNA vy
posee una cualidad Unica, y es que se une unicamente al DNA de doble cadena.
(URL 4)

Tras la unién al dsDNA presente en la reaccidn, el colorante presenta una reaccién

de fluorescencia intensa, mientras la temperatura aumenta, la fluorescencia va
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disminuyendo y en una temperatura determinada la fluorescencia cae de manera
drastica, reflejando la desnaturalizacion del DNA pasando de dsDNA a ssDNA. La
temperatura de fusion (Tm) del dsDNA esté caracterizada por el contenido GC, su
longitud y la secuencia; ésta es la temperatura a la cual la fluorescencia se

normaliza en un 50%. (URL 4)

6.9.2.1. Caracteristicas de la técnica.
6.9.2.1.1. Colorantes fluorescentes.
Tradicionalmente se usaba SYBR Green | como un colorante sensible y conveniente
parala PCR y para HRM ya que es capaz de detectar variantes heterocigotas, pero
el protocolo requiere purificar las muestras tras la PCR, seguido de la adicion de
altas concentraciones de colorante, no obstante es dificil garantizar la saturacion
del producto de PCR con éste colorante, ya que solo se pueden usar
concentraciones limitadas antes de que inhiba la PCR. Aunque se ha informado de
genotipificacion de una sola base con SYBR Green I, los resultados han sido

cuestionados

Por tanto, se han desarrollado colorantes que aseguran la saturacién de la doble
cadena y que son compatibles con la PCR en un gran rango de concentraciones.
Entre éstos se encuentran los de la marcae LC Green; asi como Syto9 y Eva Green,
gue son ideales para la identificacion de las variantes heterocigotas (Reed,Kent &
Wittwer, 2007).

6.9.2.1.2. Eliminacién del fondo y normalizacion de la
curva.
Para obtener el célculo preciso de la Tm y su normalizacién, se requiere eliminar el

fondo lineal de la curva que surge de un atributo fisico de la fluorescencia: a medida
gue aumenta la temperatura, la fluorescencia disminuye. A temperaturas mas bajas,
se hace evidente un componente exponencial de fondo que surge de la union del

colorante a altas concentraciones de cebadores.

Se han descrito métodos para eliminar el fondo lineal y exponencial y se incorporan
en un software comercial de HRM, y consiste en realizar una extrapolacion linear
(Reed,Kent & Wittwer, 2007).
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La Tm de un producto de PCR es una métrica conveniente, pero es solo un punto
la curva de desnaturalizacion. Entonces, se obtiene mayor informacion a partir de la

curva de completa de HRM que sélo de la Tm (Reed,Kent & Wittwer, 2007).
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Figura 8 Curvas de desnaturalizacion obtenidas en HRM. A) Datos originales de fluorescencia. Se
muestra la caida lineal de la fluorescencia a una baja temperatura, seguido de una caida rapida
centrada cerca de latemperatura de fusidon (Tm). La fluorescencia es baja cuando la cadena de DNA es
de sencilla. B) Los datos originales estan normalizados entre el 0y 100% después de eliminar el fondo
para que la curva pueda ser horizontal. (Reed, G. H., Kent, J. O., & Wittwer, C. T. 2007)

6.9.3. Genotipificacion por High Resolution Melting
La genotipificacion por HRM fue introducida en 1997, este método es sin duda mas

eficiente que técnicas alelo-especifico ya que ésta permite distinguir muchos mas
alelos y su hibridacion es monitoreada en un rango de temperaturas en lugar de una

sola

El analisis de las curvas de HRM permite la genotipificacion sin sondas, incluso
cuando el cambio de secuencia es de solo una base. Por ejemplo, una variacion en
la secuencia de DNA de A>C con los posibles genotipos A/A, A/IC y CIC, se
distinguen facilmente si se genera un pequefio amplicén con cebadores de PCR

gue rodean el locus variable (Reed,Kent & Wittwer, 2007).
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Figura 9. Curvas de ejemplificacion para genotipificar genotipos. Las curvas A/A y C/C son similares
en forma, no obstante, la Tm del homocigoto C/C es aproximadamente 1°C mas alta que la del
homocigoto A/ A. La curva de desnaturalizacion del heterocigoto A/C difiere en forma de la de los
homocigotos con una transicion mas gradual en un rango de temperatura mas amplio. El mayor rango
resulta de la desnaturalizacion de cuatro genotipos diferentes: dos homocigotos(A/Ay C/C)y dos
heterocigotos (A/C y C/A) (Reed,Kent & Wittwer, 2007).

La genotipificacion por HRM sin sondas (genotipificacion directa del producto de
PCR) se describio por primera vez utilizando cebadores marcados con
fluorescencia. Sin embargo, resultaba mas dificil genotipificar a medida que
aumentaba el tamafio del amplicon y la distancia desde el cebador marcado; es por
eso0 que, parala deteccion, el cebador marcado tenia que estar en el mismo dominio
de desnaturalizacion que la variante. Este problema se resolvio en 2003 con la
introduccion de colorantes de saturacion. Con estos colorantes, el producto de PCR
se marca en toda su longitud, de modo que se detectan todos los dominios de
desnaturalizacion (Reed,Kent & Wittwer, 2007).

Para la genoatipificacion de una sola base, en la mayoria de los casos se pueden
distinguir los heterocigotos entre si por diferencias en la forma de la curva, pese a
eso pueden ocurrir cambios idénticos en regiones cercanas, pero en diferentes
ubicaciones dentro del mismo amplicén, lo que puede dificultar la identificacién de

los genotipos heterocigotos (Reed,Kent & Wittwer, 2007).

En el caso de los homocigotos, no todos pueden distinguirse con ayuda de la Tm.

Aproximadamente el 84% de todos los cambios de una sola base dan como

——
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resultado un intercambio A:T a G:C con una diferencia de Tm de aproximadamente
1 ° C en amplicones pequefios. En el 16% restante, el par de bases esta invertido o
es neutral (AT a T:A o G:C a C:G) y la diferencia de Tm es menor. En
aproximadamente el 4% de los cambios de una sola base, la simetria del vecino
mas cercano no predice diferencias en la Tm. En tal caso, es necesario mezclar
para completar la genotipificacion; se mezcla un homocigoto conocido en cada
homocigoto desconocido y la mezcla se desnaturaliza nuevamente.
Alternativamente, se puede afiadir un genotipo conocido a todas las muestras antes
de realizar la PCR y el andlisis cuantitativo de los heterocigotos (Reed,Kent &
Wittwer, 2007).
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7. JUSTIFICACION
Las enfermedades hepaticas son una complicacion grave del embarazo y

representan un desafio para el ginecélogo y el hepatdlogo. Ocurre en
aproximadamente el 3% de todos los embarazos, y puede provocar diversas
morbilidades maternas y perinatales. Los datos relacionados con las frecuencias de
enfermedad hepéatica en la poblacion mexicana indicaron patrones similares a los
observados en otros paises; sin embargo, se observo una frecuencia total de 11.3%
de enfermedad hepética durante el embarazo en contraste con el 3% reportado en
todo el mundo. La colestasis intrahepéatica es una enfermedad que se puede
diagnosticar con pruebas de laboratorio en las que se presentan niveles elevados
de acido biliar en suero> 10 mol / L (la mayoria de las complicaciones ocurren con
niveles > 40 mol / L) y una mayor actividad de las aminotransferasas hepaticas. Sin
embargo durante el embarazo existen cambios fisiologicos en la funcion del higado
gue dificultan el diagndstico y su seguimiento, es por eso la importancia de un

diagndstico oportuno.

A nivel mundial se han asociado varios polimorfismos de los genes ABCB4 y
ABCBL11, que codifican para proteinas del transporte biliar, con el desarrollo de esta
enfermedad; a pesar de ello ain no se ha descrito su incidencia en poblacion

mexicana.

Por ello, la genotipificacion de los polimorfismos rs2287622 en el gen ABCB11 y
rs2097937 en el gen ABCB4, y otros mas, podrian representar un avance en la
forma de diagnosticar dicha enfermedad y a su vez permitir el seguimiento requerido

gue prevenga posibles complicaciones en el embarazo.

Los polimorfismos o variantes de un solo nucleétido (SNP) han sido asociados a
muchas enfermedades, por lo que durante los ultimos afios se han desarrollado
técnicas que permitan su identificacién en la secuencia de DNA, la técnica mas
comun para esto es la secuenciacién, pero es costosa y tardada. Asi pues, no
existen criterios unificados para llevar a cabo la genotipificaciéon, por tanto, la

confiabilidad en la asignacion de genotipos es variable y depende de la calidad del
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DNA purificado y de la técnica utilizada para genotipificar, lo que puede conducir a

resultados erroneos que tienen bases metodologicas.

Por todo lo anterior, este trabajo buscé estandarizar la técnica de HRM a través de

la genotipificacion de dos polimorfismos que han sido asociados a CIE. Todo esto

en pacientes diagnosticados con la enfermedad a través de pruebas bioquimicas.

De igual manera, se realiz6 la secuenciacion de los fragmentos que contenian los

polimorfismos con el objetivo de confirmar a través del andlisis de la secuencia que

los genotipos asignados por la técnica HRM eran correctos.

8. OBJETIVOS
- GENERAL

Estandarizar la técnica High Resolution Melting para genotipificar los
polimorfismos rs2287622 en el gen ABCB11 y rs2097937 en el gen ABCB4 en

muestras de sangre de pacientes diagnosticadas con colestasis intrahepéatica

del embarazo.

- PARTICULARES

©)

Estandarizar las condiciones para la secuenciacion por el método de
Sanger de 15 muestras de DNA.

Analizar mediante herramientas bioinformaticas las secuencias para
identificar la presencia o ausencia de los polimorfismos a genotipificar.
Genotipificar los polimorfismos rs2287622 y rs2097937 por la técnica
High Resolution Melting.

Corroborar los genotipos obtenidos por la técnica de High Resolution
Melting con el electroferograma de las secuencias obtenidas.
Establecer las condiciones Optimas para la genotipificacién de los

polimorfismos por la técnica High Resolution Melting.
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9. HIPOTESIS
Si las diferencias observadas en la curvas de desnaturalizacion obtenidas con la

técnica de HRM se corroboran mediante secuenciacion, entonces podremos
asignar los genotipos correspondientes para los polimorfismos rs2287622 en el gen
ABCB11 y rs2097937 en el gen ABCBA4..

10.METODOLOGIA

10.1. Seleccion de muestras
Se eligieron 15 mujeres embarazadas con diagndéstico de colestasis intrahepatica
confirmado a través de pruebas bioquimicas, del Instituto Nacional de Perinatologia

“Isidro Espinosa de los Reyes”.

Las muestras utilizadas fueron tomadas con 2 tipos de tubos BD Vacutainer® de 5
mL, la mayor parte se tomaron en tubos para suero con gel separador, debido a que
se realiz6é una quimica sanguinea previa a la extraccion del DNA; y el resto en tubos

con anticoagulante EDTA.

10.2. Extraccion de DNA
La extraccion de DNA para las muestras en el tubo BD Vacutainer® para suero con

gel separador se encontraban coaguladas, por lo que se realizd un proceso
diferente, en el que se rompid el coagulo macerandolo con ayuda de un pistilo.
Posterior a esto se realizaron de 2 a 3 lavados utilizando aproximadamente 2 mL de
solucion de lisis celular del kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega,

por muestra; y centrifugado a 14000 rpm por 3:30 min.

Para la extraccibn de DNA para las muestras en el tubo BD Vacutainer® con
anticoagulante EDTA, se realizé una centrifugacion a 4000 rpm durante 10 seg para
separar la sangre en 3 capas que son el plasma, el paquete eritrocitario y la capa
leucocitaria. Esta ultima capa se transfirio a un tubo Eppendorf® de 1.5 mL con

ayuda de una pipeta Pasteur.
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Posterior a esto, se utilizaron los reactivos presentes en el kit Wizard® Genomic

DNA Purification Kit de Promega.

Como metodologia en comun se realizo lo siguiente:

1.

Se adicioné 1 mL de solucién de lisis celular y se agité durante 10 minutos
con ayuda del vortex.

Se centrifugd la muestra a 14000 rpm durante 3 min 30 seg. El proceso se
repitié hasta que se logrd obtener un precipitado sin residuo eritrocitario.
Posteriormente, se agregaron 600 de solucién de lisis nuclear y 30 de
proteinasa K, para dejar incubando durante 24 hrs aproximadamente en
Thermomixer a 55°C.

Pasadas las 24 hrs, se agregaron 600 de la solucién de precipitacion de
proteinas, se agitd con ayuda del vortex, para después dejar incubar la
muestra en hielo durante 5 min.

Transcurridos los 5 min, se centrifugd la muestra a 14000 rpm durante 3 min
30 seg.

Al obtener el sobrenadante tras la centrifugacion, se traspasoé a otro tubo y
se agregaron 600 de isopropanol, para después dejarlo incubar en hielo

durante 5 min.

7. Alos 5 min, se centrifugd la muestra a 14000 rpm durante 3 min 30 seg.

8. Se decanto el isopropanol agregado, y se agregaron 600 de etanol y se volvio

9.

a centrifugar a las mismas condiciones.

Se decanto el etanol agregado, y se dejo secar el DNA obtenido.

10.Tras 15 minutos aproximadamente, se agregaron de 30 a 50 de Buffer de

Rehidratacion de DNA y se dejé en el Thermomix a 55°C durante 1 hr.

10.3. Cuantificacion de DNA.
El DNA obtenido de las muestras fue cuantificado con ayuda del equipo

NanoDrop™2000 Spectrophotometer de Thermo Scientific ™, para posteriormente

almacenarlas a -20°C para su posterior uso.
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10.4. Amplificacién de fragmentos por PCR de punto final.
- Estandarizacion de la técnica

Como primer paso para el andlisis de las muestras de DNA obtenidas, se disefiaron
2 pares de oligonucledtidos que permitieran amplificar un fragmento de los genes
ABCB4 y ABCB11 que contuvieran el polimorfismo buscado, rs2097937 vy
rs2287622 respectivamente. Para el disefio de los oligonucleétidos se empled un
programa llamado “Primer Select” de DNASTAR. Durante su disefo, se busco
cumplir con condiciones que permitieran optimizar la obtencion del fragmento, tales
como la temperatura media de alineamiento (Tm), tanto del oligonucleétido “forward”
como del oligonucledtido “reverse” para que éstas fueran cercanas y de esta manera

evitar la formacion de productos inespecificos.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los
polimorfismos rs2097937 y rs2287622

Polimorfismo Forward Reverse

rs2097937 5- GGGCTCTTTCTTGCTTTATGGA-3' | 3-AATGGGTTGGGTAGACAGGAAA -5’
rs2287622 5’- GACACCCACCATTCCTTCACAG-3’ | 3-GGGGCATACATAAACGCACACA -5

Posterior a eso, se realizo la estandarizacion de la PCR de punto final, en donde se
utilizé una alicuota de 30 ng/uL de DNA control obtenido de la misma manera que
las muestras analizadas, y alicuotas de los oligonucle6tidos a una concentracion de

10 pmol/puL.

Para PCR de punto final se utilizo el kit HotStarTaqg® MasterMix de QIAGEN vy el

termociclador Mastercycler Gradient de Eppendorf®.

Para poder establecer la Tm experimental fue necesario realizar un gradiente de
temperatura, en el que se abarcara la temperatura media de alineamiento de cada

par de oligonucleotidos.
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GRAFICO DE PCR DE PUNTO FINAL

Desnaturalizacion
a 95°C, repeticion
35 ciclos

|
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Desnaturalizacion 74°C. 1 min |
a95°C, 155 ’ |

Gradiente Tm ."I

TEMPERATURA (°C)
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Figura 10. Diagrama de la reaccién de PCR punto final en gradiente. El gradiente de Tm es desde los
50°C
Después, se realizaron geles de agarosa al 1.5% para verificar la presencia de los
productos esperados. Siendo entonces, las temperaturas elegidas para la
amplificacion de cada polimorfismo (rs2097937 y rs2287622) de 53.2°C y 55.3°C,
respectivamente. Los aspectos considerados para la eleccion de las temperaturas
fueron: la intensidad de la banda en cada temperatura, la proximidad a la banda del
tamafo esperado y la inexistencia de bandas intensas que pudieran dar lugar a

productos inespecificos.
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Figura 11. Gel de electroforesis del gen ABCB4 para el polimorfismo rs2097937

Figura 12. Gel de electroforesis del gen ABCB11 para el polimorfismo rs2097937
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10.5. Purificacion del DNA
Para poder realizar una reaccion de secuenciacion es necesario eliminar las

impurezas del DNA, para esto se realizd una purificacion con el kit EX0OSAP-IT®,
gue contiene una enzima conocida como exonucleasa, la cual degrada cualquier

residuo de DNA de cadena sencilla.

Esta técnica esta basada en mantener la temperatura Optima en la que trabaja la
enzima durante el tiempo que trabaje la enzima, para después inactivarla elevando

la temperatura. Esto se ejemplifica en la figura 13.

GRAFICO DE PCR DE LA REACCION DE EXOSAP-IT

Temp. Inactivacion 80° C/ 15
min

Temp. Optima. 37° C/ 15
min

TEMPERATURA (°C)
7
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X

>

TIEMPO

Figura 13. Gréafico de purificacion con el kit ExoSAP-IT®

10.6. Reaccion de secuenciacion
Para la reaccion de secuenciacion se utilizé el producto purificado resultante de

cada PCR de punto final, debido a que esta técnica esta basada en el método de
secuenciacion de Sanger fue necesario utilizar el kit BigDye® v3.1 Terminator

Sequencing Cycle (Applied Biosystems).

De igual manera se utilizo el termociclador Mastercycler Gradient de Eppendorf®
conservando algunas caracteristicas de la PCR punto final previamente realizada,
pero modificando la temperatura, tiempo y ciclaje que favoreciera el tamafio del

fragmento obtenido, como se observa en la figura 14.
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Las reacciones de secuenciacion realizadas en cada una de las muestras se
hicieron solo con el oligonucleo6tido en sentido directo (forward), a una concentracion
de 3.2 mM.

GRAFICO DE PCR DE LA REACCION DE SECUENCIACION
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Figura 14. Diagrama de la PCR de secuencia basada en el método de Sanger.

10.7. Purificacion en columna
Tras obtener el producto final, fue necesario purificar con ayuda de las columnas

gue se encuentran en el kit Dye Ex 2.0 spin kit ® (QIAGEN), esto con la finalidad de

eliminar los nucleédtidos terminadores que no se adhirieron en la reaccion de

secuenciacion y asi evitar posteriores interferencias.

10.8. Secuenciacion
Estos productos de reaccién de secuenciacion ya purificados se secaron por

completo a 85°C y se resuspendieron con formamida. Fue necesario realizar una
desnaturalizacion de los productos para optimizar la secuenciacion.

El equipo utilizado fue el secuenciador 3130 Genetic Analyzer y POP7 de Applied

Biosystems, como polimero.
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10.9. HRM
Para llevar a cabo esta técnica se utilizé una Tm en la que ambos fragmentos

amplificaron, basado en la figura 11 y 12, asi como el mismo programa para la
amplificacion
Para poder montar cada muestra fue necesario utilizar una placa de 96 pozos, cada

reaccion preparada con el kit Precision Melt Supermix™ de Bio-Rad. Debido a la

cantidad de muestras utilizadas, cada reaccion se realiz6 cuatro veces por muestra.

Tabla 4. Reactivos y volumenes utilizados para cada reaccién de qPCR para la

amplificacion de los fragmentos a analizar por la técnica HRM.

Reactivo Cantidad en pL por cada rx
(volumen final de 10 L)
Precision Melt Supermix 5
Primer F (10pmol/uL) 0.5
Primer R (10pmol/pL) 0.5
H.O 3
DNA (30 ng/ pL) 1

El programa empleado para la fase de desnaturalizacion se incluye en la figura 15,

empleando el equipo CFX96 de Bio-Rad.

GRAFICO DE PCR DE LA REACCION DE
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Figura 15. Diagrama del programa utilizado parala qPCR Yy la técnica de HRM.

El equipo CFX96 nos permite observar un gréfico que muestra un pico de
desnaturalizacién, esto indica la especificidad de los oligonucleétidos empleados,
entre mas picos se encuentren, mas estructuras secundarias o productos diferentes

se encuentran en la reaccion.
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Figura 16. Curva de desnaturalizacién para el gen ABCB11. La curva muestra la fluorescencia que se
genera en la reaccién mientras la temperatura va aumentando. Se muestra un soélo pico lo que demuestra
gue los oligonucleétidos son especificos.
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Figura 17. Curva de desnaturalizacién para el gen ABCB4. La curva muestra la fluorescencia que se
genera en la reaccion mientras la temperatura va aumentando. Se muestra un solo pico lo que demuestra

que los oligonucledtidos son especificos.
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10.10. Anédlisis Bioinformaético
Las secuencias obtenidas se analizaron en el software BioEdit v7.0.5. con la

finalidad de verificar que la asignacion de las bases en la secuencia tuviera
concordancia con los picos presentes en el electroferograma. Ademas de asignar

genotipos a cada una de las muestras analizadas, segun este.

Después, cada secuencia se aline6 en Blastn de NCBI, para asi identificar la
presencia o ausencia del polimorfismo buscado e identificar cual era el cambio de
bases generado.

Para finalizar, los resultados obtenidos del equipo CFX96 que realiz6 la qPCR, se
procesaron con un software especifico para la técnica de HRM llamado Precision
Melt Analysis™ de Bio-Rad.

11.RESULTADOS

11.1. Resultados de secuenciacion
De las 15 muestras analizadas con la secuenciacion tipo Sanger, se encontré que
so6lo 3 de éstas no presentaban un cambio en la secuencia que indicara la presencia
del polimorfismo rs2097937. Todas las demas muestras presentaron el cambio
reportado en en la posicion 83846 de la secuencia génica; para el caso del analisis
de las secuencias en el polimorfismo rs2287622, fueron 8 muestras las que no
presentaron cambio. Para este polimorfismo se reporta un cambio de bases en la
posicion 62506 de la secuencia génica, no obstante el cambio reportado es de una
Timina por cualquiera de las otras 3 bases nitrogenadas, siendo el cambio de Timina
a Citosina la unica encontrada. Lo antes mencionado se encuentra descrito en la
Tabla 5, todos estos resultados fueron obtenidos tras el alineamiento de las
secuencias en la plataforma Blastn.

Tabla 5. Polimorfismos rs2287622 y rs2097937 en los genes ABCB11l y ABCB4,
respectivamente, en la secuencia de DNA de 15 pacientes con CIE

PACIENTE ABCB4 ABCB11
(rs2097937) (rs2287622)
2074 C>T S/C
2075 S/C T>C
2076 S/C S/C
( 1
L % )



2077 C>T S/IC
2078 C>T S/IC
2109 C>T S/IC
2116 C>T >C
2119 C>T >C
2125 C>T T>C
2126 C>T >C
2128 C>T S/IC
2129 C>T >C
2134 C>T S/IC
2135 C>T S/IC
2136 S/IC T>C

*En la tabla se muestra el cambio de bases encontrado en cada muestra en la posicion reportada por dbSNP
para cada polimorfismo. S/C representa sin cambio en la posicion. Ejemplificado en la figura 19.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los electroferogramas de cada una
de las muestras siendo de rs2097937 las figuras 25 y 26 y para el polimorfismo
rs2287622 las figuras 19, 20 y 21, se procedio a realizar un analisis de los picos
obtenidos en la posicion reportada y de esta manera asignar los genotipos para

cada polimorfismo. (Tabla 6)

Los criterios que se tomaron en cuenta para esto fueron para el caso de las
muestras heterocigotas, fue la superposicion de dos picos en una sola posicion,

pues denota la diferencia de bases en cada alelo (figura 20 y 26).

Para las muestras con el genotipo homocigoto simplemente se observé que
existiera el cambio en la posicion reportada y el pico del electroferograma estuviera
definido, esto se observa en las figuras 19, 20, 21.

Tabla 6. Genotipos asighados segun la secuencia de DNA de 15 pacientes con CIE,

en un fragmento de los genes ABCB11 y ABCB4 que contienen la presencia los
polimorfismos rs2287622 y rs2097937, respectivamente.

PACIENTE GENOTIPO GENOTIPO
(ABCB4) (ABCB11)
2074 T;T T;T
2075 CT Cc.C
2076 T:T CT
2077 T.T T;C
2078 T:T T:.C
2109 CT Cc.C
2116 T:T CT
2119 T.T CT
2125 T;T C.C
2126 T.T CT
(# ]



2128 T;T T;T
2129 ;T T.T
2134 T;C T;T
2135 ;T T.T
2136 CT C,C

*En la tabla se encuentran los genotipos asignados a cada una de las muestras segun los picos encontrados
en el electroferograma, en la posicion reportada. Ejemplificado en la figura 19,20,21,24,25 y 26. Para ABCB4:
T;T (homocigoto mutado), C;T (heterocigoto), C;C (homocigoto silvestre). Para ABCB11: C;C (homocigoto
mutado), T;C (heterocigoto), T;T (homocigoto silvestre)

Homo sapiens ATP binding cassette subfamily B member 11 (ABCB11), RefSeqGene (LRG_1199) on chromosome 2
Sequence ID: NG_007374.2 Length: 122929 Number of Matches: 1

Range 1: 62527 to 62664 GenBank Graphic

Score Expect Identities Gaps Strand
250 bits(135) le-62 137/138(99%) 0/138(0%) Plus/Plus
ey LI T =
Sbjct 62527 CTGAACTTTGCTGTTTTCTTTCTTCTCCAGATTCTAAATGACCTCAACATGGTCATT. 62586
Query 61 GGEGAAATGACAGCTCTGGTAGGACCCAGT GGA GCACTGCAA 120

) I\|||\II||\||II|\|||II|||\\I|||\|II|\IIIII\IIIHIIIHIIII\II
Sbjct 62587 GGOGAAATGACAGCTCTGGTAGGACCCAGT GRA GCACTGCAA B2646
Query 121 CTCATTCAGCGATTCTAT 138

[LCLLLLEELTTILL L
Sbjct 62647 CTCATTCAGCGATTCTAT 62664

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de un fragmento del gen ABCB11 de una muestra que
contiene el polimorfismo rs2287622. En el alineamiento se observa uno de los cambios de bases
reportados por NCBI, siendo el cambio de una Timina (T) por una Citosina (C).

110
c T €A A CAT G GQTI|C A

Figura 19. Electroferograma una secuencia que contiene el polimorfismo rs2287622 en su forma
homocigoto mutado. Basados en este electroferograma se asignaron los genotipos C;C para las muestras
gue presentaban un pico en el electroferograma igual al marcado en el recuadro negro.
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Figura 20. Electroferograma una secuencia que contiene el polimorfismo rs2287622 en su forma
heterocigoto. Basados en este electroferograma se asignaron los genotipos T;C para las muestras que
presentaban un pico en el electroferograma igual al marcado en el recuadro negro.

110 120
cCC T CAACAT G GpcCcc AT

Figura 21. Electroferograma una secuencia que contiene el polimorfismo rs2287622 en su forma
homocigoto silvestre. Basados en este electroferograma se asignaron los genotipos C;C para las muestras
gue presentaban un pico en el electroferograma igual al marcado en el recuadro negro.
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11.2. Resultados de HRM
En la figura 22 y 27, se observan los resultados del equipo tras la gPCR, en donde

sOlo se observa la temperatura de desnaturalizacion de cada muestra, y tras
someter estos mismos resultados en el software Precision Melt Analysis ™ se
obtuvieron los resultados presentados en las figuras 23 y 28, donde cada una de las

muestras fue asignada en grupos o “clusters” dependiendo de su Tm.

En la figura 23 se observa la presencia de los 3 clusters esperados y la dispersion
de algunas muestras debido a la concentracion por lo cual quedan fuera de esos
tres clusters. Para la figura 28 donde se observa un cuarto grupo més definido, fue
necesario realizar un alineamiento en Blastn que permitiera identificar cambios en

la secuencia, que justificaran la aparicion del cuarto grupo (figura 29).

Melt Curve
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Figura 22. Curva de desnaturalizacion del gen ABCB11 que proporciona el equipo CFX96 de Bio-Rad.

Esta curva sélo muestra la disminucién de la fluorescencia para cada muestra mientras la temperatura
aumenta debido a la desnaturalizacion del DNA de doble cadena.
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Normalized Melt Curve
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Figura 23. Curva normalizada de desnaturalizacién del gen ABCB11 para el polimorfismo rs2287622
gue da el software Precision Melt Analysis™. Esta curva representa el asignamiento de las muestras en 4
grupos diferentes dependiendo del genotipo que se tiene para el polimorfismo rs2287622.

Tabla 7. Genotipos asignados para cada grupo presente en la curva normalizada de
desnaturalizacién para el polimorfismo rs2287622 del gen ABCB11

Grupo en la curva normalizada de | Genotipo
desnaturalizacion

Grupo 1(rojo) T;T
Grupo 2(azul) C,C
Grupo 3 (verde) T;C

Homo sapiens ATP binding cassette subfamily B member 4 (ABCB4), RefSeqGene on chromosome 7
Sequence ID: NG_007118.2 Length: 85388 Number of Matches: 1

Range 1: 83776 to 83892 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
211 bits(114) de-51 116/117(99%) 0/117(0%) Plus/Plus
Query 1 TCARAG TGAATTTCCAGCTTTATCATCCAACA
, (11111 \II|||\|II|||||I|||\|II||\IIIIIIIIIIII\IIIII\III
Shjct 83776 TCAAAG TGAATTTCCAGCTTTATCATCCAACA AMAATGAA 83835
Query 61 ATTGCCCTACTGAGCTAACTCTGAAAGCACATATCGGT
, [TLITETLT] |\II|||\|II|||||I|||\|II||\IIIIIIIIIIII\IIIII\
Sbjct 83836 ATTGCCCTACCGAGCTAACTCTGAAAGCACATATCGET AAGAAAGAG 83892

Figura 24. Alineamiento de la secuencia de un fragmento del gen ABCB4 de una muestra que contiene
el polimorfismo rs2097937. En el alineamiento se observa un cambio de Citosina (C) por Timina (T), siendo
el reportado por NCBI.
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130 140
G . . . T

Figura 25. Electroferograma una secuencia que contiene el polimorfismo rs2097937 en su forma
homocigoto mutado. Basados en este electroferograma se asignaron los genotipos T;T para las muestras
gue presentaban un pico en el electroferograma igual al marcado en el recuadro negro.

130 140
A A T T G C C C T A C C G A

Figura 26. Electroferograma una secuencia que contiene el polimorfismo rs2097937 en su forma
heterocigoto. Basados en este electroferograma se asignaron los genotipos C;T para las muestras que
presentaban un pico en el electroferograma igual al marcado en el recuadro negro.
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Figura 27. Curva de desnaturalizacion del gen ABCB4 que proporciona el equipo CFX96 de Bio-Rad.
Esta curva s6lo muestra la disminucién de la fluorescencia para cada muestra mietras la temperatura
aumenta.
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Figura 28. Curva normalizada de desnaturalizacion del gen ABCB4 para el polimorfismo rs2097937 que
da el software Precision Mil Analysis™. Esta curva representa el asignamiento de las muestras en 4 grupos
diferentes dependiendo del genotipo que se tiene para el polimorfismo rs2097937.




Tabla 8. Genotipos asignados para cada grupo presente en la curva normalizada de
desnaturalizacion para el polimorfismo rs2097937 del gen ABCB4

Grupo en la curva normalizada de | Genotipo
desnaturalizacion

Grupo 1(rojo) T,T

Grupo 2(azul) CT

Grupo 3 (verde) CT

Grupo 4 (naranja) Muestra 2135

*El software de desnaturalizacion asigné a la muestra 2135 en un grupo diferente debido a que tiene
dos variantes génicas diferentes. (Figura x)

Después de analizar las curvas normalizadas obtenidas del software para cada
polimorfismo, se analizaron los grupos asignados para determinar el genotipo de
cada una (tabla 7 y 8) y de igual manera comparar estos genotipos con los

asignados mediante la secuenciacion tipo Sanger.

Homo sapiens ATP binding cassette subfamily B member 4 (ABCB4), RefSeqGene on chromosome 7
Sequence ID: NG_007118.2 Length: 85388 Number of Matches: 1

Range 1: 83723 to 83895 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

302 bits(163) 5e-78 170/173(98%) 1/173(0%) Plus/Plus
Query 1 TGTTC-ATAGCCTCATCTCTCTTGGTAATTTTCTAAATCATTCTATTGTGGAATC 59

Sbjct 83723 TGTTCAATAGCCTCATCTCTCTTGGTAATTTTCTAAATCATTCTATTGTGGAATC 83782

Query 60 AATGAATGAATTTCCAGCTTTATCATC AGAARATGAAATTG

cec
I||||HI||||HI||||HI||HHHII\IIHIHIIIIIIH\ (LTI
(dds

|
Sbjct 83783 TTTTTAAATGAATGAATTTCCAGCTTTATCATCCAACATCAAGAGAAAATGAAATTG

119
83842
Query 120 ACTGAGCTAACTCTGAAAGCACATATCGGTTCCATAAAGLAG GAG!

ccc
I|| CELCELLEELETEELLELLEE DL L] IIHIHIII
ccc

Sbjct 83843 TACCGAGCTAACTCTGAAAGCACATATCGGTTCCATAAAGCAAGAAAGAG

172
83895

Figura 29. Alineamiento en BLAST de la muestra del grupo naranja (2135). Este alineamiento muestra
una delecion en la posicién 83728 y un cambio de bases de Adenina (A) por Guanina (G) en la posicion
83885.

12.ANALISIS DE RESULTADOS

La colestasis intrahepatica del embarazo es un trastorno propio de la gestacion
humana que casi siempre aparece durante el segundo o tercer trimestre. La tasa de
recurrencia en embarazos posteriores es de entre 60 y 70%. No se asocia con
complicaciones maternas, y el cuadro revierte dos a ocho semanas después de la
terminacion del embarazo, sin dejar alguna secuela en la madre. Sin embargo,
existe evidencia de que las mujeres con este trastorno tienen riesgo de enfermedad
hepatica en el futuro y padecerla puede tener repercusiones para el feto(Medina. J.
2012).
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Aungue el diagnostico de la colestasis depende de un correcto abordaje clinico del
caso y del uso de varias pruebas bioquimicas, algunas alteraciones hepaticas que
se consideran normales durante el embarazo pueden complicar su diagndstico, por
tanto resulta importante proponer nuevos métodos que permitan entregar
diagndsticos certeros y oportunos con el fin de evitar ébitos “sin causa aparente” e
informar al paciente del posible riesgo de padecer otro tipo de enfermedades

hepaticas.

En el estudio realizado por Dixon y colaboradores se analizaron varios
polimorfismos en genes implicados en la formacion y en el transporte biliar con la
finalidad de establecer la relacion que existia entre estos y la CIE. Partiendo de esto,
se escogieron dos polimorfismos que presentaran una mayor incidencia en la
poblacién mundial, siendo que no existen registros en poblacién mexicanay existen

pocos estudios de la etiologia genética de la enfermedad. (Dixon. P. H. et.al. 2014)

El estudio de los polimorfismos tiene muchas aplicaciones en medicina,
investigaciones bioldgicas, etc. En algunos casos las enfermedades genéticas
pueden ser causadas por polimorfismos. De esta forma, los investigadores pueden
usar los polimorfismos como marcadores de ciertas enfermedades, por ejemplo, si
el presentar ciertos polimorfismos puede ser causal de riesgo para el desarrollo o

progresion de alguna enfermedad. (Checa, M.A. 2007)

La secuenciacion del DNA es la prueba de oro para la deteccion de nuevos
polimorfismos, pero resulta muy costosa, por lo que se han desarrollado diferentes

métodos para realizar este tipo de escaneo.

Para el caso de la discriminacion alélica, es decir, la identificacion de polimorfismos
ya identificados no existe el método ideal; los usados actualmente emplean cuatro
mecanismos generales para llevarla a cabo: hibridacion alelo-especifica, ligacion de
oligonucleétidos alelo-especificas, incorporacion de oligonucleétidos alelo-

especifica y corte enzimatico alelo-especifico. (Checa, M.A. 2007)

En el caso de la técnica HRM, su fundamento esta basado en explotar las

diferencias que existen entre los no apareamientos de cadenas heteroduplex de
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DNA'y de los apareamientos de cadenas homoduplex de DNA. La técnica se vuelve
especifica debido a la técnica previa utilizada al andlisis (QPCR) que esta basado
en la creacion de dos sondas alelo-especificas. A pesar de ello, la obtencién de

resultados confiables radica en el software utilizado.

El software Precision Melt Analisys, proporciona los resultados como se observa en
la figura 23y 28, presentando un gréfico de fluorescencia vs Tm, y agrupa cada una
de las muestras en “cluster” o grupos segun la Tm a la que se desnaturaliza la
cadena de DNA. La interpretacion de la curva y asignacion de genotipos es
relativamente sencilla si se toman en cuenta los siguientes criterios: como el
contenido de GC, la formacién de cadenas homoduplex y heteroduplex, el tamafio
del amplicén, asi como la clase a la que pertenece el polimorfismo a identificar;
debido a que son estas caracteristicas las que determinan el comportamiento de la
curva. (Erali, M., Voelkerding, K. V., Wittwer, C. T. 2008).

La formacion de cadenas heteroduplex y homoduplex, es un criterio importante al
asignar los genotipos de tipo homocigoto para cada grupo, aunado al contenido GC
del amplicon. Tomando en cuenta que una cadena homoduplex se presenta de dos
maneras; que ambas cadenas no presentan el polimorfismo (rs2287622 T>C y
rs2097937 C>T) y se mantiene el mismo apareamiento entre bases (T-A para
rs2287622 y GC para rs2097937) o que ambas cadenas lo presentan y de igual
manera existe un correcto apareamiento de bases (G-C para rs2287622 y T-A para
rs2097937).

Dependiendo de las secuencias individuales, los amplicones de diferentes variantes
homocigotas generan a veces curvas de formas muy similares que son dificiles de
distinguir; considerando que la unién de las bases C-G se da por tres puentes de
hidrogeno, mientras la de T-A se da por dos puentes de hidrogeno, es natural pensar
gue la Tm de una cadena de DNA con un enlace C-G serd mayor a la Tm de una
cadena con enlace T-A. De ahi que, observar la Tm de las curvas que presentan
mayor similitud puede ayudar a determinar el genotipo de la variante. (Bruzzone, C.
M., & Steer, C. J. 2015)
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En resumen, si se observa la figura 23 en donde se presenta la curva obtenida para
el polimorfismo rs2287622, el grupo azul presenta un alargamiento de la Tm por lo
tanto se le asigno el genotipo de homocigoto mutado (union C-G en las cadenas de
DNA). Por el contrario, el grupo rojo presenta su Tm a menor temperatura respecto
al grupo rojo, vinculandolo a lo antes mencionado, a este grupo se le asigno el

genotipo de homocigoto silvestre o normal (unién T-A en las cadenas de DNA)

Para el caso de las cadenas heteroduplex, la unién entre las bases nitrogenadas se
va a ver afectada por el cambio que pueda existir en alguna de las cadenas de DNA,
por ejemplo, para el polimorfismo rs2287622 donde el cambio es T>C y rs2097937
donde el cambio es C>T, la unién de las bases va a ser nulo. Entonces, cuando los
amplicones de muestras heterocigotas (que contienen tanto homo- y heteroduplex)
se desnaturalizan, las curvas resultantes tienen una forma caracteristica, diferente

de la forma tipica que resulta de una muestra homocigotica.

Asi, en la curva de desnaturalizacion del polimorfismo rs2287622 (figura 23) el grupo
verde, asignado con el genotipo heterocigoto (sin enlace, T>C) presenta un cambio
en la curva bastante distintivo y su Tm es incluso menor (respecto a los °C) a los

grupos azul y rojo asignados como homocigoto mutado y silvestre, respectivamente.

Lo mismo aplica para la interpretacion de la curva del polimorfismo rs2097937
(figura 28). Sin embargo, el analisis de esta curva permite introducir y/o mencionar
aspectos relevantes que pueden influenciar los resultados y que estos no se puedan

analizar con la misma sencillez que el polimorfismo anterior.

Estos aspectos radican principalmente en: la calidad de la muestra de DNA
obtenida, su concentracion, la calidad del amplicon obtenido, asi como la longitud
de este. De igual manera laimportancia de una buena seleccién de oligonucleétidos,
de reactivos para la PCR y la técnica de HRM (principalmente el colorante que da

la fluorescencia), y finalmente del software.

Uno de los factores mas importantes asociados con la calidad del DNA que puede
afectar los resultados, es la presencia de sales en la muestra, ya que éstas cambian

sutilmente la termodinamica de la transicion de la desnaturalizaciéon del DNA. Si no
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se controla, el arrastre de sal y otros artefactos experimentales, se puede complicar
la interpretacion de las curvas, lo que lleva a una menor reproducibilidad y mayores
tasas de error. Ademas, un DNA de baja calidad puede producir productos de PCR
inespecificos, lo que en Ultima instancia da como resultado una puntuacion
incorrecta de los resultados en los analisis de HRM o reacciones fallidas. Las
muestras que se amplifican tarde o no alcanzan una meseta de sefial alta en la fase
de PCR pueden dar como resultado datos de HRM no concluyentes o de baja

resolucion. (URL 1)

De igual manera, en lo que respecta al DNA utilizado, la concentracién puede jugar
un papel importante en la obtencién de resultados, en la figura 28 y en la descripcion
de la tabla 8, se observa que el software asigné las mismas muestras en dos grupos
diferentes, el grupo de color verde y el grupo color azul. Profundizando, aunque el
software permite hasta cierto punto la normalizacion de variaciones en las
concentracion de las muestras analizadas, cuando la variacion es muy alta, se
genera una mayor dispersion de las muestras, impidiéndole al software evaluar de

forma correcta las diferencias en la secuencia de las muestras.

Debido a esto, se recomienda la cuantificacion espectrofotométrica y la dilucién de
la muestra de DNA a una concentracion estandar para introducirla en la PCR.
Aunque algunos instrumentos contienen un software de superposicion de curvas,
estas pueden enmascarar algunas diferencias de muestra, por eso mejor minimizar

estas diferencias antes de realizar el analisis. (Erali, M., & Wittwer, C. T. 2010)

Por lo que para poder asignar de manera mas asertiva el genotipo de las muestras
agrupadas en los grupos verde y azul se tuvo que recurrir a observar la secuencia
previamente obtenida (figura 23), siendo entonces el genotipo heterocigoto del

polimorfismo rs2097937.

Lo antes mencionado, permite establecer el papel fundamental que tiene la
secuenciacion de Sanger en la interpretacion de resultados y por ende en la
estandarizacion de la técnica; pues, aunque se realizO como un método

confirmatorio dentro del analisis, su uso permiti6 una mejor interpretacion de la
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curva obtenida y por consiguiente a la busqueda de los errores que pudieron darse

al realizar la técnica de HRM.

Ahora bien, la diferencia mas marcada entre los resultados obtenidos entre la curva
del polimorfismo rs2097937 y el polimorfismo rs2287622 es la aparicion de un cuarto
grupo (figura 28), en el que se asigna una Gnica muestra; debido a que esta muestra
de igual manera se encontraba en el grupo rojo fue necesario revisar la secuencia
completa obtenida de dicha muestra, encontrando lo que se observa en la figura 29,
una delecién al inicio del fragmento y un cambio de bases (A>G) al final del
fragmento, dando pie a explicar como la longitud del fragmento puede afectar los

resultados.

En general, se recomiendan longitudes de amplicén de 100 a 300 pb para el analisis
de HRM de diferentes variantes de secuencia, incluidos polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP), inversiones, inserciones y deleciones. Se debe tomar en cuenta
gue al diseiar oligonucleotidos para el analisis de genotipado de SNP de HRM, la
longitud del amplicon debe ser corta para evitar la deteccion de variantes fuera de

la region de interés. (URL 1)

A medida que disminuye el tamafio de los amplicones, aumentan las diferencias de
Tm entre los genotipos, lo que permite una mejor diferenciacion. Ademas, la
distincion entre las dos poblaciones homocigotas en la curva comienza a disminuir
a medida que aumenta el tamafio del amplicon. (Erali, M., Voelkerding, K. V.,
Wittwer, C. T. 2008).

El tamafio de los amplicones utilizados para genotipificar los dos polimorfismos ya
mencionados tienen una longitud de aproximadamente 240-250 pb; en resumen, a
medida que aumenta el tamafio del amplicdn, es posible que se detecten sitios de
mutacion adicionales, lo que dara como resultado un patron de desnaturalizacion
mas complejo donde se vuelve mas dificil distinguir entre las diferentes variantes de

secuencia.

Por consecuencia, para evitar la aparicion de grupos extras en la curva, lo ideal

seria disminuir el tamafio del amplicdn, no obstante, se debe considerar que los
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amplicones mas pequefios pueden producir sefiales de fluorescencia mas bajas,
presumiblemente debido a una menor incorporacion de colorante en la secuencia

mas corta.

Cabe destacar, que pese a estos errores cometidos en lo que respecta al
polimorfismo rs2097937, los resultados obtenidos tanto en la secuenciacion de las
muestras como en los datos de HRM, no tienen mayor discrepancia; y al desglosar
las posibles causas se puede buscar una mejora en cada una de ellas permitiendo
gue la estandarizacion de las condiciones para la identificacién de este polimorfismo

se logre.

Al mismo tiempo, algo que podria fortalecer la interpretacion de las curvas en lo que
respecta a la asignacion del grupo heterocigoto es utilizar un software que realice
una superposicion de las curvas. Es decir, que, en lugar de obtener una curva para
cada muestra utilizada, y que esto dificulte la interpretacion debido a la discrepancia
gue puede existir en las secuencias o problemas experimentales como el pipeteo o
la evaporacion de las muestras, se obtenga una sélo curva para cada grupo. Una
curva que muestre mayor sensibilidad para la deteccién del grupo heterocigoto
debido al cambio en la secuencia (figura 8), ya que el escaneo de genes depende
de la deteccion de heterocigotos por diferencias de forma de las curvas de fusion,
no de diferencias homocigotas que afectan principalmente a la Tm. (Erali, M.,
Voelkerding, K. V., Wittwer, C. T. 2008).

La precision de la deteccion de variantes aumenta superponiendo las curvas para
centrarse solo en las diferencias de forma, no en las diferencias de Tm que estan
influenciadas por la varianza de la muestra y el instrumento. (Erali, M., Voelkerding,
K. V., Wittwer, C. T. 2008).

También es importante mencionar que el poder de la técnica HRM depende
directamente de la resolucién del instrumento que se utiliza. La resolucion de las
curvas depende del control de temperatura, la medicion de la temperatura y la

medicién de la fluorescencia. (Herrmann, M. G. 2006)
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Finalmente, es necesario repetir algunos puntos del proceso para llegar al punto de

la estandarizacion y asi evitar todos los problemas antes expuestos, y que la técnica

para identificar estos polimorfismos sea reproducible y a la par aplicable al area del

diagnéstico.

13.CONCLUSION

Se logr6 estandarizar las condiciones de secuenciacion para las muestras,
asi como la obtencién de secuencias 6ptimas que permitieran su posterior

uso.

Tras el analisis de las secuencias, se logré establecer la presencia y/o

ausencia de los polimorfismos en cada una de las muestras.

Se pudieron analizar los resultados obtenidos tras realizar la técnica de HRM,

destacando errores que pueden influir en una mala interpretacion de estos.

Con las curvas de desnaturalizacion obtenidas con la técnica HRM, fue
posible asignar genotipos para los polimorfismos rs2097937 y rs2287622 que

se encontraban en las muestras analizadas

Fue posible establecer una relacion entre los resultados arrojados por la
técnica HRM con las secuencias obtenidas, confirmando asi los genotipos

asignados.
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14. PROSPECTIVAS

e Corregirlos errores cometidos durante el transcurso de la estandarizacion de

la técnica.

e Aumentar la poblacion de estudio para aumentar la especificidad y
sensibilidad de las condiciones establecidas para la técnica High Resolution
Melting.

e Proponer y estudiar otros polimorfismos asociados a la Colestasis
Intrahepatica del Embarazo con la finalidad de lograr el establecimiento de la

técnica como apoyo al diagnostico.
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