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RESUMEN

Este es un estudio que busca identificar Polimorfismos de Nucle6tido simples
(SNPs) del gen CYP2D6 por medio de secuenciacion “didesoxi” de Sanger
automatizada. Para realizar el estudio se tuvieron muestras de sangre
almacenadas en tarjetas FTA, lo que implica una metodologia para extraer el ADN
de este medio de almacenamiento; estas muestras fueron tomadas por puncién
cutanea. Este gen es de gran importancia ya que codifica a la enzima CYP2D6
gue hace parte de la super familia de enzimas del citocromo P450 y se encarga
del 20-25% del metabolismo de farmacos. Este gen posee nueve exones y es
altamente polimorfico, lo que produce cambios fenotipicos en la enzima.

Como objetivo se tiene identificar SNPs presentes en el gen CYP2D6 por medio
de la técnica de secuenciacion “didesoxi” de Sanger automatizada; para la
realizacion de esta técnica se estandarizo la reaccion de secuenciacion. Ademas
se estandarizo una reaccion de amplificacion con un cebador que amplifica una
region de 332pb en el exdn 9 del gen. Por ultimo se analizo la secuencia obtenida
en busca de polimorfismos y se encontraron 2 SNPs sindbnimos y 6 no sinbnimos.

Palabras claves: Polimorfismos de nucleétido simple (SNP); gen CYP2D6,
estandarizacion, secuenciacion “didesoxi” de Sanger automatizada, tarjetas FTA.



ABSTRACT

This is a study that looks to identify Simple Nucleotide Polymorphisms (SNPs) of
CYP2D6 gene by Sanger automated "didesoxy" sequencing. For the study, blood
samples were stored on FTA cards, which involves a methodology to extract DNA
from the storage medium; these samples were taken by skin prick. This gene has
great importance since encoding the enzyme CYP2D6 that is part of the super
family of cytochrome P450 enzymes and is responsible of 20-25% of drug
metabolism. This gene has nine exons and is highly polymorphic, which produces
phenotypic changes in the enzyme.

The target is to identify SNPs present in the CYP2D6 gene by Sanger automated
"didesoxy" sequencing technique; for the realization of this technique the
seqguencing reaction was standardized. In addition a reaction of amplification with a
primer which amplifies a region of 332pb in exon 9 of gene was standardized.
Finally the sequence obtained was analyzed for polymorphisms; 2 SNPs synonyms
and 6 SNPs not synonyms were found.

Keywords: Simple Nucleotide Polymorphisms (SNP); CYP2D6 gene,
standardization, Sanger automated "didesoxy" sequencing technique, FTA cards.



1. INTRODUCCION

En el presente estudio se estandarizo una metodologia que permitio la
secuenciacion de un fragmento 332pb del exén 9 del gen CYP2D6, con el fin de
identificar variantes polimorficas de nucleétido simple (SNP = siglas en inglés) por
analisis de alineamiento con el programa BLAST del NCBI.

El gen CYP2D6 codifica una enzima asociada con el 20 al 25% del metabolismo
hepatico de xenobioticos. El gen consiste en nueve exones altamente polimorficos
(Ingelman-Sundberg, Sim, Gomez, & Rodriguez-Antona, 2007 2007). De los
cuales, algunos SNPs se han relacionado con diferentes tipos de fenotipos
metabolizadores de farmacos (Martinez de Duefias et al., 2014).

Para que una de estas variaciones se considere un SNP debe ocurrir en al menos
el 1 % de la poblacion humana. Teniendo en cuenta que el genoma humano son
unos 3 billones de bases esta claro que el conjunto de SNPs caracteriza a cada
individuo de forma que puede darnos una idea de sus caracteristicas en cuanto a
propension a enfermedades. Algunos SNPs estan localizados en zonas que
codifican proteinas y otros en zonas no codificantes. Muchos SNPs no tienen
efecto sobre la funcidn de la célula pero otros podrian influir en la predisposicion a
enfermedades y en la respuesta a bacterias, virus o toxinas y en la respuesta a
diferentes drogas y tratamientos. Esto hace que los SNPs tengan un gran valor en
medicina pudiendo ser Utiles en la prevencion, en el diagnéstico y en el
tratamiento de muchas enfermedades. Ademas al ser estables, conservandose
durante muchas generaciones, permiten hacer estudios de poblaciones.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La adecuacion de un tratamiento farmacolégico se hace teniendo en cuenta los
factores de edad, sexo y algunas condiciones especiales (personas en embarazo,
lactancia, adultos mayores); pero en diferentes estudios realizados se ha
determinado que estos no son los Unicos factores que pueden influir en la
farmacoterapia (Zhang, Zhang, Ling, & Jia, 2015), lo que plantea el problema de
poder identificar otros posibles factores que afecten la respuesta terapéutica; entre
estos, los factores genéticos. Esta dificultad se ve reflejada en los pacientes que
son tratadas con medicamentos cuya dosis recomendada no produce los efectos
esperados e incluso les genera eventos adversos, generando una falla terapéutica
gue produce un incremento en el costo en salud y una disminucién de la eficacia
de tratamientos farmacolégicos. En el suroccidente colombiano, la informacion de
SNPs presentes en enzimas de la super-familia del citocromo P450, las cuales
metabolizan el 80% de xenobidticos, es limitada o nula, en especial, la enzima
CYP2D6 que se relaciona con el 20 al 25% del metabolismo de los farmacos. Por
lo tanto, para la identificacion de los SNPs presentes en el gen CYP2D6, se
plantea en el presente estudio estandarizar la tecnologia de secuenciacion
"didesoxi" de Sanger automatizada de ADN.

10



2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Polimorfismos

Los individuos de una misma especie comparten caracteristicas que son
otorgadas por secuencias de ADN. Aproximadamente el 99% de esta informacion
es muy similar, pero no igual (Feero, Guttmacher, & Collins, 2010). Se considera
que hay un polimorfismo genético cuando existen multiples alelos de un gen en
una poblacion definida o, de manera mas especifica, cuando la secuencia de
bases nitrogenadas de la molécula de ADN de un locus en particular es variable
entre los organismos de una poblacion. Un polimorfismo puede observarse en un
individuo completo (polimorfismo fenotipico), en formas variables de proteinas o
grupos sanguineos (polimorfismo bioquimico), en las caracteristicas morfoldgicas
de los cromosomas (polimorfismo cromosomico) o en el ADN, por diferencias en la
secuencia nucleotidica (polimorfismos del ADN) (Goémez Meda, Zamora Pérez, &
Sanchez Parada, 2013).

Los polimorfismos, como las mutaciones, pueden clasificarse de acuerdo con su
efecto en polimorfismos sinénimos o silentes (los que no cambian la traduccion del
producto proteico o secuencia de aminoacidos; esto es, los que, cuando la
secuencia nucleotidica cambia, el codon que codificaba al aminoacido original se
cambia por otro que codifica para el mismo aminoacido o por otro con
caracteristicas quimicas similares); y polimorfismos no sinénimos (los que si
producen variacién en la lectura del codigo genético, por alterar codones que
cambian el sentido de la traduccion de un aminoacido por otro). Ademas, se
considera que los polimorfismos neutros, que son los que varian en su secuencia
en regiones no codificables del ADN, también son silentes. La presencia de un
polimorfismo de ADN en una poblacién puede determinar respuestas diferenciales
a estimulos medioambientales y con el paso del tiempo, podria llegar a
presentarse en un alto porcentaje de una poblacion e incluso ser tan comdn como
un alelo silvestre segun la zona geogréafica en la que habita (Gomez Meda,
Zamora Pérez, et al., 2013). Usualmente cuando la presencia de una variante en
el ADN se encuentra en mas del 1% en una poblacion, se considera como
polimorfismo (Herrdez Sanchez, 2012b)

Los polimorfismos se utilizan como marcadores genéticos para identificar o
relacionar a personas, ya que al ser heredables, generalmente sin cambios de
padres a hijos, permiten establecer parentescos bioldgicos directos (marcadores
moleculares). Para poder llevar a cabo estos estudios de marcadores, en primer
lugar hay que definir los tipos de polimorfismos genéticos, ya que pueden
clasificarse de acuerdo con diferencias de estructura, forma de transmision,
distribucion, estabilidad, tamafio. Dado a que los métodos de estudio e
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identificacion de polimorfismos son diversos y cada opcidén tiene ventajas y
desventajas, la utilizacion de varios tipos de polimorfismos que aporten diferente
informacion sobre su herencia e individualidad permite obtener resultados mas
amplios y utiles para una interpretacion adecuada.

Existen diferentes tipos de polimorfismos, que se pueden organizar en dos grupos
generales: los que involucran cambios o polimorfismos en un solo nucleétido
(SNP, siglas en inglés), y en los que intervienen deleciones o inserciones de pocos
o muchos pares de bases. Los SNPs pueden presentarse por la delecion,
insercion o sustitucidon de una base nitrogenada en la secuencia nucleotidica (ver
figura 1). Este tipo de polimorfismo es muy frecuente, y muchas enfermedades se
han relacionado con la presencia de SNPs, tales como enfermedades
cardiovasculares, o metabolopatias (Checa Caratachea, 2007; Shen, Tian, Ran, &
Gao, 2015). Por esta razon se realizan investigaciones para identificar SNPs como
bio-marcadores que puedan usarse en el diagndstico y tratamiento de estas
enfermedades.

Polimorfismos genéticos
CODONES POLIMORFICOS

Gen

N, —

T EXON 27
Segmento - -
exon/intrén

- Iy
Alelo 1 GCTTACCCGTACTCG

Alelo 2 TXTTTTTCETRLT LN
Coddn polimaérfico C>A

Figura 1. Polimorfismo SNP. Representa el cambio de una base de citosina por una adenina
tomado de (Gémez Meda, Zamora Pérez, et al., 2013).

2.2.2 Métodos para determinar SNPs

La asociacién de SNPs con algunas enfermedades ha llevado a la busqueda de
diferentes métodos para identificarlos. Entre ellos se encuentran los polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas del en ingles), la
secuenciacion “didesoxi” de Sanger y la secuenciacion automatizada, entre otros.

Los RFLPs fueron uno de los primeros métodos para la deteccion de
polimorfismos. Esta técnica se basa en la deteccion de variaciones en el sitio
diana de enzimas de restriccion, que cortan fragmentos especificos del ADN.
Cuando el cambio de un nucleodtido altera la secuencia diana para una
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determinada enzima de restriccion, puede detectarse el polimorfismo en funcién
de la variacion que éste genera en el patron de restriccion. (Gémez Meda, Zamora
Pérez, et al., 2013).

Estas diferencias de fragmentos se detectan mediante una corrida electroforética
de estas muestras después de la reaccion con las enzimas de restriccion. Sin
embargo, esta técnica es Util solamente cuando el SNPs se encuentra en la diana
de las enzimas de restriccion, por lo que los polimorfismos presentes en otras
secuencias no se pueden detectar. Por esta razon, este método no es
recomendado para identificar SNPs nuevos (GoOmez Meda, Zamora Pérez, et al.,
2013) (Checa Caratachea, 2007).

Para ello se emplean otras técnicas que determinan de modo directo la secuencia
del ADN. Una de ellas es la secuenciacion “didesoxi” de Sanger, desarrollada en
la década de los 70s por Frederick Sanger. La principal caracteristica de este
método de secuenciacidon es el uso de didesoxi- nucledtidos (ddNTPs), analogos
estructurales de los desoxinucledtidos (ANTPs), pero que provocan la detencion
de la reaccion de sintesis de DNA. Por ello, el método se conoce también como
secuenciacion de terminacion de cadena. Dado que se emplea una DNA
polimerasa para sintetizar hebras complementarias a la que se quiere secuenciar,
otra caracteristica del método es la necesidad de un cebador, un oligonucleétido
disefiado para que se hibride con el extremo 3’ de la region que se quiere
secuenciar (Walker & Lorsch, 2013). Las reacciones se llevan a cabo en cuatro
tubos, cada uno conteniendo los cuatro tipos de dNTPs, DNA polimerasa y uno de
los tipos de ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddGTP o ddCTP). La adicion de los ddNTPs
produce que se detenga la sintesis de la molécula generando fragmentos de
diferente tamafo que se identifican utilizando electroforesis. El tamafio de cada
molécula indica la posicion del ddNTP responsable de la interrupcién de la sintesis
dentro de la secuencia (ver figura 2) (Herraez Sanchez, 2012c). La visualizacion
de los fragmentos después de la corrida de electroforesis se realiza mediante
autorradiografia cuando se utiliza marcaje radiactivo de los ddNTPs 6, mas
comunmente en la actualidad, mediante marcas quimioluminiscentes
(fluorescentes), para evitar el manejo de radiactividad (GOmez Meda, Zuiiiga
Gonzéles , Vera Cruz, & Alvarez Rodriguez, 2013)

Algunas dificultades que se presentan con el método de secuenciacion “didesoxi”
de Sanger incluyen la baja calidad de las primeras 15 a 40 bases de la secuencia,
debido a la unién de los cebadores; y el deterioro de las ultimas bases (entre las
posiciones 700- a 900). Por esta razon, es poco recomendable realizar la
secuenciacion de fragmentos de ADN menores a 300pb o mayores a 800pb con
este meéetodo .
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El avance de la tecnologia ha permitido la automatizaciéon de este método, en el
cual, los ddNTPs marcados con fluorocromos de cuatro colores distintos son
leidos por medio de sistemas opticos que los detectan a medida que avanzan por
el polimero de electroforesis, logrando un método menos téxico, directo, facil y
rapido (ver figura 3). Este método involucra a un robot para realizar las reacciones
del método “didesoxi” para evitar errores humanos por pipeteo. (Allison, 2007)
(Gomez Meda, Zuiiga Gonzales , et al., 2013)

5 -TGACAGTACCTGGCA- 3" Secuencia de la hebra

molde
" Mezcies de resccion para cada "} COGT —@ Iniciador
didesoxinucledtido marcada con &
fluorocromas diferentes + ADN polimerasa
Desoxinucledtidos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Didesoxinucledtidos marcados
ddATP ddCTP odTTP ddCTP

5

/ 1

G

S'-TTACGGCCATGACAGT-3" i
Electroforesis en gel A

ddACCGT—gg Poliacrilamida y deteccion de bandas G

por autorradiografia 1

ddATGGACCGT—@ A

c

ddACTGTCATGGACCG T—4) l c

a o a o 1

=3 T = o G

c
Fragmentas mas — 5 . TGCCAGGTACTGTCA-3 A .
grandes 3

. = I
E— Lectura de la secuencia del
— corrimiento electroforético de la base
hacia arriba (5'— 3}, que

Fragmentos més . . corresponde a la secuencia
peguefios T complementaria a la hebramoide

Figura 2. Método de secuenciacion “didesoxi” de Sanger. Representa como se lleva a cabo
este método de secuenciacion tomado de (Gomez Meda, Zuiliga Gonzales , et al., 2013).

14



Alineacién con s « C - : FHT+A+T +06+C =T «A- analizador de imagen

Cadenamolde 5 « ¢ <« C =T = A <7 =G —C =T —A - -

N v " " Computadora y _

C e C -
el iniciador ¥ ~G*

-G

Mazcla o ADNpol —A* —T=* .
ezcla de -Cc* o
reaccién 5 dNTPs
dNTPs marcados con
fluoracromo o
2 «C 4+C =47 4+A <47 +GC<+C -7 A= apliar
Elongacion =G+ G+ A A
5-+E:;;+_I‘:A-+T-+G+C—+’—+A— Pol liquido
¥ - S 5 Placa
T L 4+C 4T +A<+T +G4+C =T —A- Laser caliente
I =G AF [ A+ _"_Q =
GrErEr A wOHC+T A TR Reeccionce [
Bl C G =/ A Detectores Prismas + Ventanas Secuenciacion
5 4« C4C T 4A-tT—4G4C T +A-
T =G+ GF— A>T+ A+ C+= G+ A
5 g C oot C e T oot A et T et G oo O ete T e A =
. - = . 2 < Fragmentos de ADN
I -G ( A
GO A T3 Ad O G+as [— marcadas, generados a partir ~ Se aplican los fragmentos
de la cadena molde de ADN marcados en el gel
5 (4 4T A 4+—aetG 4+ T A - / capilar para |z electroforesis
EN I
Y «C4C +T A —<+T +G6C+C T €A - - - T
Productos de  ° ~ fL- =G ? > T . o ) —0 Desnaturalizacion —0
lareaccin 5 ¢« C 4+ C 4T +A 4T «G4C «T «A- .
desecuencigcion ¥ T G T G A T A A . ~ S Tgt Migracién
S +«C4+C+T7 +A4+T +C4C T A- E LR del ADN
I -GG AT T A O . .-
5 «C4+C+T7 +A 4T +C4C T A-
I —C G AT T A+ G Lemmtees . 5 TAGCATTGCCTAGCTATS ..
5 «C4+C T +A 47 +G6—4C T A= * il 3 ATCGTAACGGATCGATAS S
P LR Cr AT T A+ C G ; pglmegsa B
5«0 4+C T AT 4G4l T A= 300N - v Detector s
I =GP A [ A G A Cadena malde de’, 1 : - m—
i secuencia taet
sI0iciador 3 dasconacida
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Figura 3. Método de secuenciacién automatizado. Representa la secuenciacién automatizada
basada en la secuenciacién “didesoxi” de Sanger. En esta figura se puede observar con los
nameros los pasos que se requieren para llevarse acabo y como es detectado el producto final en
un computador (Gémez Meda, Zuiliga Gonzdles , et al., 2013).

2.2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Este método fue desarrollado en 1986 por el Doctor Kary Mullis, el cual le significo
el premio Nobel de Quimica en 1993 . Esta técnica permite la amplificacion de una
secuencia especifica de ADN mediante nucledtidos trifosfatados y una ADN
polimerasa. La longitud de la secuencia a amplificar la definen los cebadores
(también llamados iniciadores O primers en inglés), los cuales son secuencias
especificas de nucledtidos disefiadas para ser complementarias a la region a
amplificar; idealmente no deberian formar estructuras secundarias entre ellos ni
hibridaciones con otras regiones de las cadenas de ADN (Sandoval Rodriguez,
Floresvillar Mosqueda, & Meza Rios)

La amplificacion in vitro de la PCR sigue las reglas de la replicacion natural: cada
hebra de una secuencia de ADN genomico es utilizada como molde y por
complementariedad se sintetiza la cadena antiparalela. Ademas, la sintesis
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también tiene direccién 5’-3’, ya que la adicion de cada nucleétido se lleva a cabo
por el extremo 3’ de la cadena que se forma (la cual aporta un grupo OH libre),
con un oxigeno del grupo fosfato del nucleétido a adicionar, para generar asi la
formacién de un enlace fosfodiéster (Sandoval Rodriguez et al.).

Por otro lado, la principal diferencia de la PCR con la replicacion se encuentra en
el uso de la temperatura (en vez de enzimas), para desnaturalizar y asi poder abrir
el ADN en dos hebras; con el fin de permitir la entrada de los cebadores
(anillamiento), y la formacion de la nueva cadena por medio de ADN polimerasas
termoestables (inicialmente descubiertas y aisladas de microorganismos termofilos
como Thermophilus aquaticus) (Chen et al., 2015) . De esta manera,
simultdneamente con la técnica de PCR, se disefié un equipo capaz de realizar
ciclos precisos de temperaturas que permitiera la desnaturalizacion de las hebras
de ADN (aproximadamente a 95°C), el anillamiento de los cebadores a entre 55 y
65°C, y la extension de la ADN polimerasa termoestable (normalmente a 72°C)
(Ver figura 4). Este equipo en la actualidad recibe el nombre de Termociclador
(Sandoval Rodriguez et al.).

Adicionalmente, para realizar la PCR se requiere de magnesio como cofactor para
el funcionamiento de la enzima ADN polimerasa; una solucion amortiguadora que
proporcione el pH y la concentracion de sales adecuadas para las reacciones; los
cuatro tipos de desoxinucleétidos trifosfatados (dATP, dCTP dTTP, dGTP), para la
sintesis de las nuevas hebras de ADN y; los cebadores que se unan al extremo 3’
de la region diana en ambas cadenas (Herraez Sanchez, 2012a; Sandoval
Rodriguez et al.)

La PCR tiene multiples aplicaciones, como la identificacién de individuos a partir
de muestras de sangre o saliva (utilizada en ciencia forense) y la secuenciacion de
genes de todo tipo de organismos. Ademas, a partir de la PCR convencional se
han desarrollado otras técnicas de mayor especificidad como la PCR cuantitativa,
conocida también como PCR en tiempo real. Ademas, la PCR convirti6 en una
rutina la secuenciacion génica y permitié la lectura completa del genoma humano,
asi como la de muchos organismos que se toman como modelos de problemas
bioldgicos en la investigacion.
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Figura 4. Esquema de una PCR. En esta figura se muestran los pasos para una PCR
convencional. Estos pasos estan compuestos por una desnaturalizacién, una anillamiento o
alineamiento de cebador (primers) y un paso de extension. Tomado de (Sandoval Rodriguez et al.,

2013)

2.2.4 Enzima CYP2D6

La enzima CYP2D6 hace parte del citocromo P450, que es una super-familia de
enzimas encargadas de gran parte del metabolismo hepatico de primer paso. Esta
super-familia metaboliza cerca del 70% de las sustancias enddgenas y exogenas,
entre ellas farmacos. Las enzimas mas importantes en la biotransformacién
pertenecientes al citocromo son la CYP3A4 con un 50% del metabolismo y la
CYP2D6 que metaboliza cerca de 20-25% de farmacos (Ingelman-Sundberq et al.,
2007). Los humanos contamos con aproximadamente 57 genes que codifican para
las diferentes isoformas del citocromo; cabe resaltar que estos genes presentan
un elevado numero de polimorfismos lo que puede resultar en un metabolismo
pobre afectando la farmacoterapia (de Groot, Wakenhut, Whitlock, & Hyland,
2009)
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La enzima CYP2D6 se encarga del metabolismo de agentes anti-arritmicos,
derivados de la morfina, antagonistas de los receptores-3, algunos antidepresivos
y antipsicoticos, entre otros como se muestra en la tabla 1 (Jin et al., 2013). Esta
enzima es codificada por el gen CYP2D6 el cual posee un numero elevado de
SNPs vy tiene el locus en el cromosoma 22q13.1; se caracteriza por ser multi-
alelico. CYP2D6 cuenta con nueve exones; con un marco de lectura abierto de
1386pb codificando 461 aminoéacidos (Varela, Quifiones, Stojanova, & Garay,
2015). Se han descrito mas de 63 variantes funcionales diferentes de este gen,
describiendo los alelos implicados y el cambio en la accion enzimatica en la data
base CYPalleles.ki.se (Sim, 2015).

Tabla 1. Sustratos farmacolégicos de la enzima CYP2D6

Oncologicos Tamoxifeno, Imantinib

Antipsicéticos | Risperidona

Antiarritmicos | Encainida

Antidepresivo | Clomipramina

Sustratos | Antiarritmicos | Lidocaina

B-Bloqueador | Carvedilol, metoprolol

Opiaceos Tramadol

Otros Ondasetron, Metoclopramida

El alto nidmero de polimorfismos afecta la actividad enzimatica, debido a la
variacion estructural que tiene la enzima por estos SNPs. Se han caracterizado
segun el tipo de metabolizador diferentes tipos de enzimas de CYP2D6, entre ellas
esta las de metabolismo pobre (PM), intermedio o funcional (IM), rapido (Gémez
Meda, Zuiiga Gonzales , et al.), ultra-rapido (UM) o extensivo (EM), estas
diferencias de metabolizadores se dan dependiendo en genotipo expresado, por lo
tanto depende directamente de los SNPs que presente en los alelos (Falzoi, Pani
Pira, & Lazzari, 2012) (Antonio Gallego Fernandez, 2011)

2.2.4 Almacenamiento de muestras de sangre

Para el analisis de la estructura gendémica de un individuo la molécula de interés
es el ADN gendmico que se encuentra en el nucleo de las células. Todas las
células nucleadas de un individuo poseen el mismo genoma, cuya informacion
normalmente no se ve afectada por la edad ni por variables metabdlicas. Por ello,
la muestra para estudiar la estructura genomica de un individuo puede ser
cualquier célula nucleada. Sin embargo, hay que elegir la muestra que involucre el
procedimiento menos invasivo y la menor cantidad de riesgos e incomodidad para
el paciente (Garcia Bafiuelos, Bastidas Ramirez, Gordillo Bastidas, & Gordillo
Bastidas, 2013). De esta manera, las muestras de sangre, que desde mucho
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tiempo son usadas para determinar factores que indican el estado de salud y la
homeostasis de un paciente como los niveles de triglicéridos, hemoglobina,
glucosa, entre otros; también son la eleccion mas frecuente como fuente directa
de ADN gendmico para realizar estudios genéticos como los de identificacion de
polimorfismos, mutaciones, etc.

Las muestras de sangre pueden tomarse de diferentes maneras, dependiendo de
la cantidad necesaria para el estudio. Comunmente, para la realizacion de analisis
genéticos de un individuo, la muestra de eleccion es sangre periférica mediante
puncion venosa. Estas muestras contienen diversos tipos celulares en las que
solamente los leucocitos poseen nucleo, y por ende, ADN. No obstante, se trata
de un método invasivo y que puede representar incomodidad, particularmente
para nifios y adultos mayores. Ademas, requiere que su procesamiento sea
oportuno para evitar la degradacion del material genético o almacenar a corto
plazo en nevera o a mediano plazo en congeladores, en ocasiones con adicion de
soluciones de preservacion.

Las tarjetas Flinders Technology Associates (FTA) se disefaron para el
almacenamiento de muestras de sangre en seco para la extraccion de material
genético. Basicamente se trata de un papel filtro que ha sido tratado previamente
con sustancias quimicas que rompen las células, desnaturalizan las proteinas y
estabilizan los acidos nucleicos (Liang, Chigerwe, Hietala, & Crossley, 2014). El
ADN queda atrapado en la matriz de fibra de estas tarjetas y es protegido contra
nucleasas, la oxidacion o dafios producidos por radiacion UV. Sus principales
ventajas es que no requieren refrigeracion y ocupan un espacio minimo de
almacenamiento, lo que las hace muy utiles para transportar cuando se hacen
tomas de muestra por fuera del laboratorio. Ademas, so6lo se necesitan unas
cuantas gotas de sangre que pueden ser obtenidas a partir de una puncion digital,
lo cual representa menos incomodidad para el paciente que la venopuncion.

Se ha mostrado que el ADN almacenado en tarjetas FTA se conserva apto por
varios afios (Wong, Lim, & Tan-Siew, 2012), principalmente para estudios que las
emplean para el diagnostico de enfermedades virales mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR, por sus siglas en
inglés). No obstante, pocos han estudios evaluado este método de
almacenamiento a partir del cual se pueda extraer ADN apto para realizar estudios
de polimorfismos mediante secuenciacion por el método “didesoxi” de Sanger.
Ademas, soOlo se necesitan unas cuantas gotas de sangre que pueden ser
obtenidas a partir de una puncién digital, lo cual representa menos incomodidad
para el paciente que la venopuncion. Incluso, se han realizado estudios a partir de
ADN extraido de muestras de saliva y células de la mucosa oral almacenadas en
tarjetas FTA.
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2.3 OBJETIVOS

Objetivo general

Estandarizacion de una metodoldgica para la identificacion de SNPs de ADN en
regiones exonicas del gen CYP2D6, en muestras de sangre almacenadas en
tarjetas FTA, mediante la secuenciacion "didesoxi" de Sanger automatizada.

Objetivos especificos

1. Estandarizacion de las condiciones de la técnica de PCR para la amplificacion
de un fragmento del exén 9 del gen CYP2D6 a partir de muestras de sangre
almacenadas en tarjetas FTA.

2. Estandarizacion de las condiciones de la técnica de secuenciacion "didesoxi"
de Sanger automatizada para la obtencion de la secuencias nucleotidicas de
un fragmento del exon 9 del gen CYP2D6.

3. ldentificacion de SNPs de ADN por analisis de alineamiento de secuencias de
un fragmento del exon 9 del gen CYP2D6.
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2.4 METODOLOGIA UTILIZADA

2.4.1 Toma de muestras

Las muestras analizadas en el presente estudio fueron tomadas del banco de
muestras de sangre del proyecto “Respuesta al tamoxifeno y su relacion con la
farmaco-genética y variantes polimorficas del gen CYP2D6 en pacientes con
cancer de mama” con acta aprobacion ética # 033 del comité de ética humana de
la universidad Icesi y el acta de aprobacion #10 del comité de ética en
investigacion Biomédica de la Fundacion Valle del Lili (Anexo 1). La toma de
muestras de sangre la realizo un profesional de salud competente para llevar a
cabo el procedimiento. Se realizé una puncion cutanea en el dedo indice donde
se extrae maximo 3 gotas de sangre y se almaceno en tarjetas FTA. La sangre fue
tomada de pacientes que estén recibiendo tratamiento de quimioterapia en la
Fundacién Valle del Lili.

2.4.2 Extraccién de ADN de sangre almacenada en tarjetas FTA

La extraccion de ADN de muestras de sangre se realiz6 a partir de uno y dos
discos de 4mm de diametro de tarjetas FTA™ Micro Card (Whatman™) rotulados
M1 y M2 respectivamente. Los discos fueron obtenidos con una maquina
perforadora para un solo hueco. Ademas, se extrajo el ADN de tres discos que
posteriormente fueron cortados en trozo mas pequefios rotulando la muestra como
M3. Los discos y fragmentos de las tarjetas FTA fueron depositados en tubos
eppendorf de 1,5 ml con ayuda de pinzas estériles.

Los materiales empleados para la obtencion de los discos y fragmentos de las
tarjetas FTA fueron lavados en hipoclorito por dos minutos, seguido de dos
enjuagues sucesivos en etanol al 70%. Posteriormente, se esterilizo todo el
material con un mechero de alcohol. Por dltimo, el material fue limpiado y colocado
sobre un papel filtro nuevo a temperatura ambiente cada vez que se utilizé. El
anterior procedimiento se llevo a cabo en una cabina de bioseguridad para evitar
contaminacion cruzada entre las muestras.

Para la extraccion de ADN de los cortes de las tarjetas FTA se utilizé el kit QIAmp®

DNA mini (QIAGEN®) siguiendo las instrucciones del fabricante con ciertas
modificaciones. En resumen, los trozos de las tarjetas fueron incubados a 56°C
por una hora con agitacion en vortex cada 5 minutos para la extraccion del ADN
en soluciones de lisis con proteinasa K, la cual se uso para la degradacion de las
proteinas. Luego se agreg6 etanol absoluto (Sigma-Aldrich) para la precipitacion
del ADN con agitacion en vortex.
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Una de las modificaciones al protocolo del fabricante fue transferir el contenido
total final del tubo eppendorf a la columna del kit que atrapa al ADN (QlAamp Mini
spin, QIAgen) que contenia los trozos de los fragmentos de FTA, ademas, se
modificé la velocidad y el tiempo de centrifugacion en los lavados, donde la
velocidad maxima fue de 13400 rpm por cinco minutos. Posteriormente, se realizo
el proceso de obtencion del ADN de la columna con 35uL del buffer de elucién por
cinco minutos dos veces, tiempo mayor al sugerido por el kit, obteniendo al final un
volumen de 70uL. Al terminar el proceso de extraccion de ADN, se midi6 la
concentracion y limpieza del ADN extraido en un espectrofotémetro Nanodrop®
ND-2000c (Thermo Scientific®).

Ademas, se realiz6 una prueba de calidad del ADN mediante la amplificacion del
gen de la beta-globina con los cebadores PCO3/PCO4 (Saiki, Gelfand, & Stoffel,
1988). Las condiciones de amplificacién del gen beta-globina se describen en el
anexo 2.

2.4.3 Estandarizacion de la amplificacion de un fragmento del exon 9 del gen
CYP2D6

Para la estandarizacion de la técnica de la PCR de amplificacién de ADN para el
fragmento de 332bp del ex6n 9 del gen CYP2D6 se utilizo la pareja de cebadores
PACO0013 (Falzoi, Pira, & Pani, 2013). La secuencias de los cebadores son: P13F:
5-CCA CTC TCA CCC TGC ATC T-3' y P13R: 5-AGC TCA TAG GGG GAT
GGG-3'. Para determinar la temperatura de anillamiento (Tm = siglas en inglés) de
los cebadores para la PCR se realiz6 un analisis de gradiente programado en el
termociclador (ESCO). Las temperaturas incluyeron: 55,0°C; 55,2°C; 55,7°C;
56,5°C; 57,6°C; 59,0°C; 60,7°C; 62,2°C; 63,3°C; 64,2°C; 64,7°C; y 65°C. Las
concentraciones y volimenes usados de los reactivos de la PCR se reportan en la
tabla 2.

Tabla 2. Reactivos utilizados para preparacién del mix PCR
Concentracion Concentracion Volumen por

Reactivo inicial final reaccion (ulL)

H;0 - - 133

Buffer ox 1x 5

DNTPs 5mM 0,2mM 1

P1 (p13n 10uM 0,5mM 1,25

P2 (p13r) 10uM 0,5mM 1,25

MgCl, 25mM 2m 2

Taq Sulrea 1u/rea 02

DNA - - 1
Volumen total (pL) 25
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Los amplificados obtenidos en la PCR por cada Tm fueron separados en gel de
agarosa al 2% con buffer TBE 1X en una camara para electroforesis Thermo
Scientific™ Owl™ EasyCast™ B1A Mini Gel Electrophoresis System, a 110 V por
30 minutos. El método de la preparacion del gen de agarosa se reporta en el
anexo 3. Los amplificados se visualizaron con bromuro de etidio en un
transiluminador UV del Sistema DigiDoc-It™ (UVP®). El tamafio de las bandas en
el gel fueron determinadas con una escalera de ADN (Thermo Scientific™
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Ready-to-Use 100 to 1000bp). Las condiciones
del programa de amplificacion fueron las siguientes: una temperatura inicial del
95°C por 4 minutos, seguido de 40 de ciclos de amplificacion a una temperatura
de desnaturalizacién de 95°C por 15 segundos, anillamiento desde 55,2°C a 65°C
por 45 segundos y extension de 72°C por 1 minuto y finalmente una extension a
72°C por 7 minutos

2.4.4 Metodologia de purificacion de bandas

Para la purificacion de la banda, la electroforesis se realizé como se describid
anteriormente con la diferencia que se llevé a cabo en agarosa de bajo punto de
fusion al 2%. Para lograr la solidificacion del gel se dejé a 4°C por 10 minutos. A
partir de este gel se cortaron las bandas de cada muestra correspondientes a
332pb con ayuda del sistema de foto documentacion y cuchillas de bisturi
estériles. Cada fragmento del gel con la banda del amplificado se deposité en un
tubo eppendorf de 1,5ml. Para realizar las purificacion de la bandas se utiliz6 el
sistema Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®). El procedimiento
se describe en el anexo 4. En resumen, el protocolo consistio en fundir el gel de
agarosa para liberar al ADN junto con la adicibn de una solucion de union a
membrana e incubacion a 65°C. Al producto de la incubacion se le realiz6 vortex y
se dejo a temperatura ambiente para que la agarosa precipitara. Los pasos para
purificar el ADN fueron los siguientes: adicion de una solucion de lavado de
membrana y centrifugacion a maxima velocidad por dos veces. El producto de la
centrifugacion fue transferido a una columna y se centrifugd a maxima velocidad.
Posteriormente se descartd el producto de la filtracion y se transfirié la columna a
un tubo eppendorf de 1,5mL a la que se realizé una centrifugacion a maxima
velocidad teniendo la tapa del tupo eppendorf abierta. Por ultimo, se adicion6 agua
libre de nucleasas a la columna dejandola a temperatura ambiente, seguida de
una centrifugacion; en este paso se guarda el filtrado y se desecha la columna.
Para asegurar la purificacion de las bandas se realizé la medicion de absorbancia
por medio del espectrofotémetro (Nanodrop®).
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2.4.5 SECUENCIACION “DIDESOXI” DE SANGER AUTOMATIZADA

El proceso de secuenciacion del exon 9 del gen CYP2D6 se realiz6 en dos
muestras en seis pasos en el secuenciador de ADN 3500XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) del laboratorio de Biomedicina Ill de la Universidad Icesi.
Primero se prepara la secuencia de interés de la reaccion de secuencia. Esto
consiste en la amplificacion de la misma via PCR. Una vez culminado el PCR la
secuencia debe ser limpiada para eliminar los restos de primer y posibles
inhibidores de la reaccion de secuencia. El segundo paso es la cuantificacion del
producto de PCR limpio. La reaccion de secuencia es muy sensible a la
concentracion del ADN templado, grandes cantidades inhiben la reaccion (los
reactivos se consumen rapidamente, como resultado se obtienen secuencias
truncadas) y las pequefas cantidades generan intensidades de luz pequefias que
pueden ser confundidas con el ruido de fondo. Adicionalmente se tiene establecida
la cantidad de ADN templado para varios tipos y tamafnos de secuencias.

El tercer paso es la reaccion de secuencia. Esta consiste en el copiado de la
secuencia patron, no es una amplificacion de la secuencia como en el caso de la
PCR, de alli que la concentracion del ADN inicial sea tan restrictiva. La reaccion
de secuencia necesita de la hebra molde, uno solo de los primers, una enzima
polimerasa de ADN, el cofactor de la enzima MgCl,, una solucion tampoén (buffer),
los cuatro desoxinucleotidos (dNTPs) y los cuatro didesoxinucleotidos marcados
(ddNTPs). El kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems)
de secuenciacion trae una solucion con la mezcla adecuada de dNTPs, ddNTPs,
la enzima y el MgCl,. Los reactivos utilizados para preparacion de la reaccion de
secuenciacion se describen en la Tabla 3. Las condiciones de la reaccion fueron:
desnaturalizacion inicial a 98°C por un minuto y de 96°C por 10 minutos, seguido
de 25 ciclos de amplificacién con una temperatura de desnaturalizacion 96°C por
10 segundos, anillamiento a 50°C por 5 segundos y alineamiento 60°C por 4
minutos.
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Tabla 3. Reactivos utilizados para preparacién del la reaccion de secuenciacion.

Volumen por

Reactivo Concentracion .
reaccion (uL)

BDT 25X 2

Buffer 5% 1

Amplificado - 1

P1 (p13n 10pM 04

Agua MilliQ - 5.6
Total 10

BDT: BigDye® XTerminator™, P: primer

El cuarto paso es la precipitacion de la reaccion de secuencia. En este se eliminan
los reactivos sobrantes de la reaccion y otras moléculas que puedan interferir en la
lectura del secuenciador. El quinto paso es la resuspension de la secuencia
marcada en formamida de alta pureza (Formamida Hi-Di). Finalmente el ultimo
paso consiste en el montaje de la muestra en el equipo de secuenciacion. El
procedimiento de secuenciacion se realizd también por servicio técnico con la
empresa Corpogen, lo cual sirvi6 para comparar resultados y la calidad de la
secuencia obtenida.

2.4.6 Andlisis de las secuencias de ADN

Para el andlisis de las secuencias de ADN se realiz0 una busqueda por
alineamiento con secuencias ya reportadas por otros investigadores con el
programa BLAST del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi). Las variaciones
en las secuencias de nucleétidos no sinénimas que afectaban la estructura
primaria de la proteina CYP2D6 eran corroboradas con el electroferograma
obtenido del secuenciador.
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Extracciéon del ADN

La concentracion del ADN de la muestra M3, la cual fue extraida de sangre a partir
de trozos de tres discos de 4 mm de las tarjetas FTA fue de 14,1 ng/uL con una
pureza de A260/A280 = 1,79. Para el ADN de la muestra M2, que se extrajo a
partir de dos discos de 4 mm de tarjetas FTA sin cortar en trozos, la concentracion
fue 2,7 ng/uL con una pureza A260/A280 = 1,77; y para la muestra M1, la
concentracion del ADN extraido a partir de un solo disco de 4 mm fue 2,6 ng/uL
con una pureza A260/A280 = 1,3.

Los resultados de la electroforesis de los productos amplificados de la PCR para el
gen de la beta-globina al comparan las tres metodologias de extraccion del ADN
mostro que la muestra M3 presento la mejor banda de amplificacion, es decir, con
una mayor intensidad al compararse con las muestras M2 y M1, como se observa
en la figura 5.

M3 M2 M1 CN PM cp

€@ 110pb

Figura 5. Prueba de calidad del ADN mediante la amplificacion del gen de la beta--globina
con los cebadores PCO3/PCO4. M3: muestra con trozos de tarjetas FTA a partir de tres discos
de 4 mm; M2: muestra con dos discos de 4 mm de tarjetas FTA; M1: Muestra con un disco 4 mm

de tarjetas; CN: control negativo; PM: Peso Molecular; CP: control positivo.
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2.5.2 Amplificacion de un fragmento del exén 9 del gen CYP2D6

Se amplifico en 8 muestras de ADN un fragmento del exén 9 del gen CYP2D6. Los
resultados de la electroforesis se observan en la figura 6.

PM CP CN M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

~= 332pb

Figura 6. Gel de agarosa de muestras de extraccién de ADN de tarjetas FTA. PM: peso
molecular; CP: control positivo; CN: control negativo; M1-M8: muestras

A cada amplificado del gen CYP2D6 se le procedié a medir su concentracion y
pureza, los resultados se encuentran consignados en la tabla 4.

Tabla 4. Absorbancia del Amplicon del gen CYP2D6 después de la purificacién de bandas.

Concentracion Pureza

Muestras 4o ADN (ng/ul)  Agso/Asso
Blanco 0 -0,01
1 5 15
2 47 137
3 5.8 154
4 6.1 15
5 6 156
6 6.7 1,44
7 6.1 149
8 6,2 1,35

2.5.3 Secuenciacion "didesoxi" de Sanger automatizada

Las secuencias de ADN del exdén 9 del gen CYP2D6 de las muestras 5 y 8
obtenidas en el equipo de secuenciacion del laboratorio de Biomedicina Ill de la
Universidad Icesi se compararon con los resultados obtenidos por servicio técnico
utilizando el programa clustal omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) . El
porcentaje de identidad entre las secuencias de la muestra 5 y 8 obtenida en el
laboratorio y la obtenida por servicio técnico en ambos casos fue mayor del 99%,
figura 7.
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SECS GTCTTTGCTTTCCTGGTGACCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAAT SECSLBM GTCTTTGCTTTCCTGGTGASCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAAT

SECSLBM GTCTTTGCTTTCCTGGTGACCCCATCCCCCTAYGAGLTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAAT SEC8 GTCTTTGCTTTCCTGGTGAACCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAAT
REEER KRR R AR ARRRRRRR RS SRR K MR R RS AR AR RE AR B A EEANEEEE EEEEEEE A EEEEEEEENEANNEEIREEESNEETAKE LN
SECS GGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATG SECBLEM GGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATG
SECSLBM GGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATG SEC8 GGGETACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATETACAATAAAGCAATE
A A A e AN At MMM AN A
SECS TGGTAGTTCCAACTCGGGTCCCCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCA SECSLBM TGGTAGTTCCAACTYGGGTCCCCTGCTCACGCCCTCETTGEGATCATCCTCCTCAGGGCA
SECSLBM TGGTAGTTCCAACTCGGGTCCCCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCA SECE TGGTAGTTCCAACTCGGETCCCCTGCTCACGCCCTCETTGEGATCATCCTCCTCAGGGCA
______ PRDARAMERMOSEHMAMM MMM A A AN A A
SECS ACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTGGCCGCATTTGAGACAGGGGTA SECBLBM ACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTGGCCGCATTTGAGACAGGG
SECSLBM ACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTGGCCGCATTTGAGACAGGGGTA SEC8 ACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGLTTACCCCACCGCCTGGCOGCATT TGAGACAGSG
DA A DR DO PO R A KRR R R R e
SECS CGTTGA
SECSLBM CGTTGA

Figura 7. Alineamiento realizado con el servidor clustal Omega entre las secuencia
obtenidas de la muestra 5y 8 en el laboratorio (SEC5LBM; SEC8LBM) y por servicio técnico
(SEC5; SEC8). A=adenina; C= citosina; G= guanina; T= timina; Y= citosina o timina; S= guanina o

citosina; *= igual

2.5.4 Analisis de la secuencias de ADN

En total se analizaron 8 secuencias de un fragmento del exon 9 del gen CYP2D6
por servicio técnico y 2 en el laboratorio de biomedicina Il de la universidad Icesi,
las cuales se comparan con la secuencia del gen CYP2D6 (JF307778.1). En la
figura 8 se observa los alineamientos de las secuencias obtenidas.

Figura 8. Analisis de alineamiento de las secuencias realizado con el programa clustal
omega de un fragmento del exén 9 del gen CYP2D6. Los colores indican los codones finales
del exoén 9, la region sin color corresponde a la region 3'UTR de la proteina. Las secuencias
SEC5LBM y SEC8LBM fueron obtenidas en el laboratorio de BioMedicina Ill de la Universidad
Icesi.
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En la tabla 5 se observan los SNPs obtenidos al comparar las secuencias del
estudio con la secuencia CYP2D6 (JF307778.1) previamente publicada en el
banco de genes-NCBI. Para la muestra SEC1 se encontré un SNP no sinénimo en
la posicion 482 generando un cambio en el amino&cido serina (S) por una glicina
(G). En la muestra SEC2 se identificaron 3 SNPs no sinGbnimos en las posiciones:
481 (valina por fenialanina); 482 (serina por alanina); y 483 (fenilalanina por
leucina). Para la muestra SEC3 se obtuvieron 4 SNPs no sinénimos en las
posiciones: 481 (valina por fenilalanina); 482 (serina por alanina); 483 (fenilalanina
por leucina); y 491 (acido glutamico por glutamina). En la muestra SEC4 se
identificaron 3 SNPs no sinénimos en las posiciones: 481 (valina por leucina); 482
(serina por alanina); y 483 (fenilalanina por leucina). Para la muestra SEC5 y 6 se
obtuvieron 3 SNPs no sin6nimos en las posiciones: 481 (valina por leucina); 482
(serina por alanina); y 483 (fenilalanina por leucina). En las muestras SEC7 y 8 se
obtuvo un SNP no sin6nimo en la posicion 482 (serina por alanina). SNPs
sindnimos se obtuvieron en la posicidn 490 en todas las muestras y en la posicion
483 para las muestras SEC 7 y 8.

Tabla 5. SNPs identificados en las secuencias obtenidas de un fragmento del exén 9 del gen

CYP2D6
POSICION
CAMBIO CAMBIO DEL
MUESTRA ENLA TIPO DE SNP
ALELICO oo -r s AMINOACIDO
"SEC3 GAG - CAG 491 E(Glu) - Q(GIn) No Sinonimo
Todas TAC -TAT 490 Y(Tyr) - Y(Tyr) Sinenimo
SEC2-6 TIT-TTA 483 F(Phe) - L(Leu) No Sincnimo
SEC7-8 TIT-TTC 483 F(Phe) - F(Phe) Sinonimo
SEC1 AGC - GGC 482 S(Ser) - G(Gly) No Sinonimo
SEC2-8 AGC - GCT 482 S(Ser) - A(Ala) No Sinonimo
SEC2,3,8 GTC-TTT 481 V(Val) - F(Phe) No Sincnimo
SEC4 -7 GTC -CTT 481 V(Vval) - L(Leu) No Sinonimo
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2.6 DISCUSION

Este es un estudio que busca identificar SNPs en un fragmento del exén 9 del gen
CYP2D6 por medio de secuenciacion “didesoxi” de Sanger automatizada. Para
realizar el estudio se tuvieron muestras de sangre almacenadas en tarjetas FTA, lo
que implica una metodologia para extraer el ADN de este medio de
almacenamiento; estas muestras fueron tomadas por puncién cutanea. Este gen
es de gran importancia ya que codifica a la enzima CYP2D6 que hace parte de la
super familia de enzimas del citocromo P450 y se encarga del 20-25% del
metabolismo de farmacos.

Pocos estudios han evaluado el método de almacenamiento de sangre en tarjetas
FTA para estudios de polimorfismos tipo SNP mediante secuenciacion por el
método “didesoxi” de Sanger. En esta metodologia so6lo se necesitan unas cuantas
gotas de sangre que pueden ser obtenidas a partir de una puncion digital, lo cual
representa menos incomodidad para el paciente que la venopuncion.

Para la extraccion de ADN de muestras de sangre almacenadas en tarjetas FTA
se realizé varias pruebas en donde se modificaron algunos pasos del protocolo
original sugerido por los fabricantes del kit QIAmMp® DNA mini (QIAGEN®) utilizado
en el estudio. Como se observa en la figura 5, la extraccion de ADN a partir de
trozos de tarjetas FTA (muestra M3) se observo una mejor intensidad de banda en
comparacion con las muestras M1 y M2. El anterior resultado se puede explicar
debido a que la muestra M3 presento una mayor concentracion de ADN
(14,7ng/pL) que las muestras M1 y M2 en el proceso de extraccion del ADN,
ademas de un nivel alto de pureza (A260/A280 = 1,79).

Al comparar la secuenciacion de dos de las muestras analizadas con el
secuenciador del laboratorio de Biomedicina Ill de la Universidad Icesi con las
obtenidas por servicio técnico, se encontré6 una similitud mayor al 99% entre
ambos secuencias, las principales diferencias se debieron por problemas en el
electroferograma, ya que al equipo no definir si en una misma posicién la sefial
corresponde a una citosina o una timina, el programa colocaba la letra Y que
significa pirimidinas, (figura 7 y 8), igual ocurrié en la posicién indicada como S, lo
que significa que puede ser guanina o citosina.

En el presente estudio también se encontraron dificultades, con el método de
secuenciacion “didesoxi” de Sanger utilizado para determinar las primeras bases
de la secuencia directa por la baja calidad, esto posiblemente debido a la unién de
los cebadores; como también en la baja sefial para las ultimas bases. Por esta
razon, es poco recomendable realizar secuenciacion directa sin repeticiones o de
fragmentos de ADN menores a 300pb o mayores a 800pb.
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En el analisis de los SNP fueron identificados dos sindnimos y seis no sinGnimos
(Tabla 4). Los SNPs sin6énimos no cambian la traduccion del producto proteico o
secuencia de aminoacidos; esto es, los que, cuando la secuencia nucleotidica
cambia, el codon que codificaba al aminoacido original se cambia por otro que
codifica para el mismo aminoacido, como fue el caso para los aminoacidos de las
posiciones 483 y 490 (Tabla 4) y SNPs no sindbnimos son los que si producen
variacion en la lectura del codigo genético ya que alterar los codones y se cambia
el sentido de la traduccidén de un aminoacido por otro.

Asi, en el presente estudio se logro estandarizar un método para la identificacion
de SNP a partir de muestras de sangre almacenadas en tarjetas FTA del gen
CYP2D6, por medio de la tecnologia de secuenciacién "didesoxi" de Sanger
automatizada de ADN.

31



2.7 CONCLUSION

e En el presente estudio se logro estandarizar un método para la
identificacion de SNP a partir de muestras de sangre almacenadas en
tarjetas FTA del gen CYP2D6, por medio de la tecnologia de secuenciacion
"didesoxi" de Sanger automatizada de ADN.

e En las secuencias obtenidas del laboratorio de biomedicina 1ll y las
secuenciadas por servicio técnico se encontré una similitud del 99% entre

ellas.
e Se identificaron 8 SNPs de los cuales 2 son sinGnimos y 6 no sinénimos.
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2.8 RECOMENDACIONES

No realizar una amplificacion de las muestras de ADN extraidas antes de
secuenciarlas y se es necesario limpiarlas para eliminar todo el contenido
de componentes que puedan afectar la secuenciacion; también se debe
tener en cuenta la cantidad de bases G-C que tiene la regién que se desea
secuenciar.

Usar dos metodologias de extraccién y comparar los resultados obtenidos
para poder tener una mejor precision al tener repeticiones de los datos
obtenidos.
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2.9 PERSPECTIVAS

Con el presente trabajo de grado se logro estandarizar una metodologia
que permitira secuenciar las demas regiones exonicas del gen CYP2D6
para la identificacion de SNPs como biomarcadores de pronadstico.

El laboratorio Ill de biomedicina de la universidad Icesi podra ofrecer
servicios de secuenciacion a la comunidad académica y clinica del sur-
occidente colombiano.
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4. ANEXOS

Anexo 1. Aval ético de la Universidad Icesi y la Fundacion Valle del Lili

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION HUMANA.

! % ICEISI UNIVERSIDAD ICESI

Acta de Aprobacion N° 033

Proyecto:

"RESPUESTA AL TAMOXIFENO ¥ SU RELACION CON L& FARMACOGENETICA Y VARIANTES
POLIMORFICAS DEL GEN CYP2D6 EM PACIENTES CON CANCER DE MAMA”

Sometido por:
Andrés 0. Castillo G

El Comité de Etica de Investigacion Humana de la Universidad Icesi, creado mediante la
Resolucidn de Rectoria Mo, 763 del 13 de Abril del 2010, se rige por la Resolucidn 008430 del
04 de Octubre de 1992 del Ministerie de Salud de Colombia, por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud; los principios de la
Asamblea Medica Mundial expuestos en su Dedaracién de Helsinkl de 1964, ditima revisidn en
2002; v el Cadigo de Regulaciones Federales, titulo 45, parte 46, para la proteccion de sujetos
humanos, del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Institutos Macionales de
Salud de los Estados Unidos 2000

Este Comité certifica que:

1. Sus miembros revisaron los sigulentes documentos del presente proyecto:

D Resumen del Proyecto II' Protocalo de Investigacidn

IE Formato de consentimiento informado l:l Instrumenta de recoleccitn de datos

I:I Follete del investigadar (si aplica) E Carta de instrucriones a participantes

Ij Resultados de evaluacidn por otros comités (i aplica)

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité:
3. Sepun las categorias de riesgo establecidas en el articulo 11 de la Resolucion N*

008430 de 1993 del Ministerio de Salud, el presente estudio tiene la siguiente
Clasificacion de Riesgo:

m Sin Riesgo E Riesgo Minima EI Riesgo Mayor del Minimo

4. Que las medidas que estdn siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son
adecuadas.
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% LUMIVERSIDAD COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION HUMANA,
[C

10.

La forma de obtener el consentimiento informado de los participantes en el estudio es

adecuada

Este proyecto serd revisado nuevamente en la proxima reunign plenaria del Comité,

sin embarge, el Comité puede ser convocado a solicitud de algin miembro del Comité

o se las directivas institucionales para revisar cualgquier asunto relacionado con los

derechos y el bienestar de los sujetos institucionales para revisar cualquier asunto

relacionado con los derechos y el bienestar de los sujetos involucrados en este estudio

Informard inmediatamente a las directicas institucionales:

a. Todo desacato de los investigadares a las solicitudes del Comité.

b. Cualguier suspensidn o terminacion de la aprobacién por parte del Comité,

Informara inmediatamente a las directivas institucionales toda informacidn que reciba

acerca de:

a.  Lesiones a sujetos humanos.
Problemas imprevistos que invelucren riesgos para los sujetos u otras personas

b. Cualquier cambio o modificacidn a este proyecto que haya sido revisado vy
aprobado per el Comité

El presente proyecto ha sido aprobado por un periodo de 1 afio a partir de la fecha de

aprobacidn.

Los proyectos de duracidn mayor a un afio, deberdn ser sometidos nuevamente con

todos los documentos para revision actualizados

El investigador principal deberd informar al Comité

a. Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no
podra iniciarse sin la revision y aprobacién del Comité excepto cuando sean
necesarios para eliminar peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualguier problema imprevisto que involucre riesgos para los sujetos u otros.

c. Cualguier evento adverso serio dentro de las primeras 24 horas de ocurrida, al
secretario (a) v al presidente.

d. Cualguier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la tasa
riesga/heneficio para los sujetos participantes
Cualguier decisién tomada por otros comités de ética

f.  Laterminacion prematura o suspension del proyecto explicando |a razon para esto

g. El investigador principal deberd presentar un informe al final del afo de
aprobacion. Los proyectos de duracién mayor a un afio, deberdn ser sometidos
nuevamente con todos los documentos para revision actualizados.
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Mombre: Yoseth Ariza-Araujo
Teléfono: 5552334 ext. 8140
Capacidad representativa: Presidente del Comité de Etica Humana

Fecha:
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Anexo 2. Protocolo de realizacién de la PCR con los primers PCO3/PCO4 para el
gen de B-globina.

Se prepararon los primer adicionando 873uL de agua mili Q al cebador PCO3y
876uL de agua mili Q al cebador PCO4; quedando ambos cebadores a una
concentracion de 100uM; se preparo una alicuota de los cebadores a una
concentracion de 10uM, con la ecuacion 1.

CiVi = GV, (1)

Donde:

: Es la concentracion inicial

: Es el volumen que se debe tomar (volumen inicial)
: Concentracion final

: Volumen al que se quiere llegar (volumen final)

CiVi =GV,
GV,
V, =
1 C,

v = 10uM x 200pL
e 100uL
Se prepara el mezcla para la reaccion de PCR como lo muestra la tabla 1; las

condiciones para el termociclador se evaluaron teniendo en cuenta las Tm
tedricas de cada primer.

= 20uL de cada cebador

Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 4
minuto, seguido de 40 ciclos de amplificacion con una temperatura de
desnaturalizacion 95°C por 1 minuto, anillamiento a 53°C por 1 minuto y
extension 72°C por 1 minutos, finalmente un extension a 72°C por 5 minutos.

Anexo 3. Protocolo de preparaciéon de gel de agarosa al 2%

Para la preparacion del gel de agarosa se peso 4 gramos de agarosa en un
Erlenmeyer y se adicioné 200mL de TBE, el cual fue llevado al microondas por
30 segundos donde se agito y se verifico si estaba disuelto.

Al estas disuelta la agarosa se adiciono en un vaso desechable al cual se le
adiciono 2,5uL de bromuro de etidio y se mezclo hasta la homogenizacion; esta
mezcla es llevada a una cubeta electroforética con los peines adecuados para
el nimero de muestras que se tienen.
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e Cuando el gel solidifico se volteo el gel verificando para que lado se
encuentran los electrodos y se adiciona buffer TBE hasta la marca que indica
la camara electroforética.

Anexo 4. Protocolo purificacion de bandas

e Se corrio un gel de agarosa de bajo punto de fusion con las muestras de ADN.

e Se identificaron las bandas que tenian un peso de 332pb en el transiluminador
y se cortaron con una cuchilla de bisturi estéril. Este paso se realizdé en el
transiluminador donde se podian observar las bandas. Cada banda se guardd
en un tubo estéril de 1,5mL rotulado.

e Se peso tres tubos eppendorf estéril de 1,5mL y se tomd el promedio de estas
mediciones; también se peso el tubo con el fragmento cortado del gel de
agarosa y se le resto el promedio del peso del tubo vacio.

e Se adiciond la solucién de unién a membrana en una proporcion de 10uL por
10mg de fragmento del gel y se mezclo con vortex, seguida de una incubacién
a 65°C por 10 minutos. Se realizo vortex cada pocos minutos.

e Se incubo a temperatura ambiente para dejar que la agarosa se precipitara y
Se paso el gel disuelto a una mini columna SV y se incubo por 1 minuto a
temperatura ambiente.

e EIl producto de la incubacion se centrifugo a 14.300rpm por 1 minuto y se
descarto el filtrado. Se adiciono a la columna 700uL de solucién de lavado de
membrana y se centrifugo a 14.300rpm por 1 minuto, se descarta el filtrado

Nota: A la solucién de lavado de membrana se le realiz6 una dilucién con
etanol al 95%.

e Se repitid el lavado con 500uL de solucion de lavado de membrana y se
centrifugo a 14.300rpm por 5 minutos se descarto el filtrado y la columna se
transfirio a un tubo eppendorf estéril de 1,5mL y volvié a centrifugar por 1
minutos con la tapa abierta.

e Se adiciono 50uL de agua libre de nucleasas directamente en la columna y se
incuba por 1 minuto a temperatura ambiente por ultimo se centrifugo a
14.300rpm por 1 minutos. Se descarta la columna y se guarda el filtrado.
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Anexo 5. Secuencias de ADN

>SECA4ST
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCTTTGCTTTACTGGTGACCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTGGAATGG
GGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTGATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTCC
CCTGCTCACTCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTGG
CCGCATTTGAGACAGGGGTATTTTGA GGCTGAGCAGATGTCAGTTAA

>SEC5ST
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGACCCCATCCCCCTACGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAATGG
GGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTCC
CCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTG
GCCGCATTTGAGACAGGGGTACGTTGAGGCTGARCAGATGTCAGTTAA

>SEC6ST
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCCTTGCTTTACTGGTGACCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTGGAATG
GGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTC
CCCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCT
GGCCGCATTTGAGACAGGGGTATTTTGAGGCTGAGCAGATGTCAGTTAA

>SEC7
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCCTTGCTTTCCTGGTGACCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTGGAATG
GGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTC
CCCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCT
GGCCGCATTTGAGACAGGGGTATTTTGAGGCTGAGCAGATGTC AGTTAA

>SECS8
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGASCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAATGG
GGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTCC
CCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTG
GCCGCATTTGAGACAGGGGTATTTTGAGGCTGAGCAGATGTCAGTTAA

>SEC5LBM
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGACCCCATCCCCCTAYGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAATGG
GGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTCGGGTCC
CCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTG
GCCGCATTTGAGACAGGGGTACGTTGAGGCTGARCAGATGTCAGWWAA

>SEC8LBM
GCCAGCCCACCTAGCGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGASCCCATCCCCCTATGAGCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAATGG
GGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGCCAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAACTYGGGTCC
CCTGCTCACGCCCTCGTTGGGATCATCCTCCTCAGGGCAACCCCACCCCTGCCTCATTCCTGCTTACCCCACCGCCTG
GCCGCATTTGAGACAGGGGTACTTTGAGGCTGAGCAGATGTCAG
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