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RESUMEN

Algunos polimorfismos de nucleétidos unicos, (SNPs por sus siglas en inglés), son
estudiados a nivel poblacional como marcadores genéticos de diferentes enfermedades. La
presencia de algunos SNPs en humanos, en genes que participan en la cascada de coagulacion
sanguinea, generan un desbalance de la misma, exacerbando la formacién de coagulos
sanguineos. Estos, una vez libres en el torrente sanguineo, pueden obstruir la luz de venas de
menor calibre, fendmeno que se denomina trombosis venosa. Durante el presente trabajo se
estudiaron tres SNPs asociados al aumento de riesgo de generar eventos tromboticos: la
mutacion G1691A en el gen que codifica para el Factor V, la mutacion G20210A en el gen
que codifica para el Factor II y el polimorfismo C677T en el gen que codifica para la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa. La formaciéon de coagulos o trombosis venosa es un
problema médico frecuente en nuestro pais, de modo que su diagnéstico y profilaxis puede

evitar complicaciones vasculares, por ejemplo durante el embarazo.

Por este motivo, nos propusimos desarrollar tres kits independientes para detectar,
amplificar y genotipar dichos SNPs, aplicando la tecnologia de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en tiempo real. La estrategia experimental implicé el
disefio de cebadores que amplifican la regién que posee el SNP, y de dos sondas internas que

hibridan en la zona del polimorfismo. De esta forma, y basandonos en el hecho que una



mutaciéon puntual genera diferentes perfiles en la curvas de desnaturalizacion, se puede

discriminar entre los genotipos normal, mutado y heterocigota.

La técnica desarrollada fue validada mediante el analisis de 250 muestras de sangre por
cada polimorfismo, y se compararon los resultados obtenidos por PCR en tiempo real con la
técnica de referencia PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Estos ensayos
se realizaron en nuestro laboratorio por lo que se denominaron ensayos de validacion interna.
En contraposiciéon a los realizados con muestras enviadas por otros laboratorios
internacionales y nacionales denominados ensayos de validaciéon externa. En este ultimo los

resultados del genotipo se obtuvieron por diferentes técnicas moleculares.

Los estudios de estabilidad sobre los kits producidos ante diferentes temperaturas de
almacenado, garantizan una vida util de 18 meses a partir de la fabricacion y especifican las
condiciones de almacenado. Los kits desarrollados combinan una excelente sensibilidad y
especificidad, reducen significativamente la manipulacion y los tiempos en comparacion con la

técnica PCR-RFLP.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNg: acido desoxirribonucleico genémico

ADP: adenosin 5' fosfato

ARN: acido ribonucleico.

CAP: colegio americano de anatomopatologia (College of American Pathologis?)

Factor VW: factor Von Willebrand de la cascada de coagulacion sanguinea

FRET: transferencia de energia fluorescente por resonancia. (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

FT: factor tisular. Denominado también factor tisular de tromboplastina o factor 111
FV: factor cinco de la coagulacion sanguinea

FVa: factor cinco de la coagulacién sanguinea, en su forma activada

FII: factor dos de la coagulacién sanguinea

FIIa: factor dos de la coagulacion sanguinea, en su forma activada

FIII: factor tres de la cascada de coagulacion sanguinea

FX: factor diez de la cascada de coagulacién sanguinea

FXa: factor diez de la cascada de coagulacion sanguinea, en su forma activada
GMP: buenas practicas de manufactura (good manufacturing practice)

GPIIb/IIIa: glicoproteina 1Ib/I11a

HMWK: quininégeno de alto peso molecular

MTHEFR: enzima metilentetrahidrofolatoreductasa



PC: proteina C

PCA: proteina C activada

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PCR RT: reaccién en cadena de la polimeresa en tiempo real

PCR RFLP: reacciéon en cadena de la polimerasa seguido de fragmentacion con enzimas de
restriccion. (RELP: restriction fragment length polymorphisn)

SVP: sistema venoso profundo

SNP: polimorfismo de nucledtido unico, (SNP: single nucleotide polymorphism).

TEP: tromboembolismo pulmonar

TFPI: inhibidor de la via del factor tisular (#ssue factor pathway inhibitor)

Tm: Temperatura de melting, o temperatura de disociacion del ADN. Donde la mitad de la
las moléculas en solucién esta simple hebra y la otra mitad doble hebra.

TV: trombosis venosa

TVP: trombosis venosa profunda

TxA2: tromboxano A2



I-INTRODUCCION

1.1 Introduccion a la hemostasis sanguinea

Cuando se produce dafio tisular, se promueven diferentes procesos que evitan la
pérdida de sangre. Estos procesos se activan rapidamente e involucran cambios a nivel
macroscopico (vasoconstriccion local), celular (agregacion de plaquetas) y molecular
(activacion de la cascada de coagulacion sanguinea). Bajo condiciones fisioldgicas la sangre se
mantiene en estado fluido. Sin embargo frente a una lesién vascular, el sistema hemostatico
permite detener rapidamente el sangrado, taponando las posibles lesiones vasculares (Napolés
et al. 2012). La hemostasias es un conjunto de mecanismos que permite controlar la
hemorragia sanguinea y mantener a la sangre en estado fluido, los principales componentes
son la pared de los vasos sanguineo, las plaquetas, el sistema de coagulacion y el sistema

fibrinolitico (Tengborn, 2012).

En la homeostasis primaria la primera accion, esta dada por la constriccion de los
vasos sanguineos lesionados, lo que facilita la adherencia y agregacion de plaquetas en la zona
lesionada, dando lugar a la agregacion plaquetaria. El sistema de coagulaciéon permite
estabilizar este agregado por accién de la fibrina. Luego de la acciéon de la homeostasis
primaria y la coagulacién sanguinea tiene lugar la fibrindlisis que es la encargada de eliminar la
fibrina de la sangre y disolver el coagulo sanguineo (Arderiu e a/ 1998).
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Los proceso de formacion del trombo, se clasifican en: adhesion de las plaquetas a la
zona dafiada, activacion y agregacion plaquetaria. En una primera instancia, cuando se dafia el
tejido interno de los vasos sanguineos o endotelio, se exponen glicoproteinas de adhesion
como el colageno, factor Van Willebrand (VW), vitronectina y trombina (Rodak 2004). Las
plaquetas son reclutadas a la zona dafada y activadas donde sufren cambios en sus receptores
de membrana, siendo el mds importante la glicoproteina IIb/IITa (GPIIb/IIla). Estos
receptores activados se adhieren por medio de trombina, a otras plaquetas activadas lo que se
denomina adhesion plaquetaria. Las plaquetas cambian de forma durante la activacion debido
a cambios conformacionales en el citoesqueleto, lo que permite la desgranulacion plaquetaria.
La activacion y adhesion plaquetaria en su conjunto forman la placa primaria hemostatica
(Osinaga 1999). Otra via de activacion de plaquetas es por medio del Factor Tisular (FT), este
factor en sangre activa la trombina la que permite la activacion de plaquetas, (Rodak 2004).

También desencadena la cascada de coagulaciéon como se detalla mas adelante.

Tanto por la via del colageno expuesto con el factor de VW o por accién del factor
tisular, las plaquetas activadas liberan al medio extracelular diferentes moléculas. Entre las mas
importantes se destacan: tromboxano A2 TxA2 (prostagandina activador de plaquetas),
adenosin 5' fosfato (ADP), iones de calcio Ca’, factor VW y quininégeno de alto peso
molecular (HMWK) entre otros. Estas moléculas generan un microambiente capaz de
amplificar la activacion y adhesion de otras plaquetas en el torrente sanguineo, favoreciendo la

agregacion de plaquetas y la coagulacion local (Willima 2005).
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1.2 Introduccion a la cascada de coagulacion sanguinea

Desde la década del 60 hasta ahora se han investigado y propuesto diferentes modelos,
para explicar los procesos moleculares de la coagulacion sanguinea. Estos modelos proponen
una secuencia de pasos en los cuales la activaciéon de un factor de la coagulacion, da lugar a la
activacion de varios factores sucesivos (Soria 2009), lo que se denomina reacciéon en cascada.
Finalmente las proteinas de fibrinégeno en sangre se vuelven insolubles, formando una red de
fibrina capaz de atrapar células (Zwaal & Hemker, 1986). A continuacién se detalla el

mecanismo de la cascada de coagulacion y los principales factores involucrados.

1.2.1 Via extrinseca

El FT es una glicoproteina integral de membrana que se expone a la sangre cuando se
produce una lesién en la pared del vaso sanguineo. Entonces el factor VII (FVII), una
proteina vitamina-K dependiente, se une al FT expuesto y se activa rapidamente (FVIIa). El
complejo FVIIa/FT es capaz de activar el factor X (FX) y el factor IX (FIX) pasando a FXay
FIXa respectivamente (Mackman 2009). El FXa permanece en la supetficie celular y puede
combinarse con el FVa para llegar a producir trombina, la cual juega un papel muy importante
en la activaciéon plaquetaria, como se describe a continuacién, ver Figura 1. (Spronk ez al,

2003).

1.2.2 Via Intrinseca
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La via intrinseca es un mecanismo alternativo de activacion, del sistema de la
coagulacion (Figura 1). Estan implicados el FXI, el quininégeno de elevado peso molecular
(HMWK) y la precalicreina como cofactores. La activacion del FXII (FXIIa) produce la
activacion del FXI (FXIa). El FXIa activa al FIX (FIXa) junto con el factor VIII activando de

esta menara el Factor X y comenzando la via comun (Spronk 2003).

1.2.3 Via comun

La via comun de la cascada de la coagulacion (Figura 1) se inicia por la activacion del
FX ya sea por la via intrinseca o extrinseca. El siguiente paso es la activacion del FV, el cual
forma un complejo con el Factor Xa sobre la superficie fosfolipidica celular en presencia de
iones Ca2+. Este complejo cataliza la conversion de la protrombina (Factor II) a su forma
activa, la trombina (Factor IIa) (Dahlbick 2000). Este factor permite que las moléculas de
fibrinégeno soluble en sangre pasen a fibrina insoluble. Las moléculas de fibrina se
entrecruzan y atrapan de forma especifica a otras macromoléculas y células (por ejemplo
plaquetas), generando una red denominada trombo o coagulo. Una vez formado el coagulo
fibrina-plaqueta en el area de la lesion tisular, éste limita la pérdida de sangre y permite

regenerar el tejido dafado (Osinaga 1999, Lopez & Macaya 2009).
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Calicrenina

Daiios de los vasos n
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Vi INTRINSECA x— %

Proteina C y Trombinas Xa v,
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§ entrecruzada (coagulo)

Figura 1. Representaciéon esquematica de la cascada de la coagulacion sanguinea. Via
intrinseca: el dafio tisular activa al factor XII, este forma el complejo proteico denominado Xlla-
HMWK y provoca la activacién de la enzima calicrenina. Estas reacciones se dan en la cara interna del
endotelio dafiado y finalizan con la activaciéon de Factor X. La via extrinseca se desencadena
principalmente por el factor tisular o Factor III el cual es una proteina transmembrana que al realizar
un cambio conformacional interactiia con el factor VII y Ca2+ para formar un complejo ternario
encargado de catalizar la formacion de Factor X activado. El Factor X activado por cualquiera de las
dos vias forma un complejo con Factor V activado que actia sobre la protrombina circulante en
plasma transformando a trombina. Esta actda reclutando al Factor V activado y catalizando la
formacién de Fibrinégeno soluble a Fibrina insoluble. La formacién del coagulo se da al atrapar
células y hebras de fibrina entrelazadas. Lineas color negro, principales vias de conversion y activacién
factores de coagulacién. Lineas color rojo, vias de regulaciéon negativa del Factor V activado y VII
activado por accién de la Proteina C. (Tomado y modificado de Osinaga 1999). La micrografia
muestra la formacién de una densa red de fibrina insoluble luego de dos minutos de producida la
lesién en el tejido (tomada de Eye of Science/Photo Reseatchers).
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1.3 Regulacion de la cascada de coagulaciéon y el sistema

fibrinolitico

Debido a que las reacciones en la cascada de coagulacion se aceleran de forma
progresiva, éstas deben de modularse para evitar la formacién exacerbada de coagulos. Si la
inhibicién de los factores de coagulacién falla, pueden liberarse coagulos en el torrente
sanguineo que oclusionen las venas de menor calibre provocando un fenémeno que a nivel

clinico se denomina trombosis venosa (T'V) (Belloso 2000).

Existen tres grandes mecanismos de regulaciéon de la cascada de coagulacion (Ruiz
2009). Estos son:

1) Flyjo sanguineo: diluye los factores activados impidiendo la activaciéon en cascada, en
este sentido, la estasis venosa puede favorecer la formacién de trombos.

2) Activacion del sistema fibrinolitico. Ia fibrinolisis es el mecanismo por el cual se
produce la lisis de la fibrina. Encargadas de atrapar células y formar el trombo como
se describi6 anteriormente. Después de una serie de transformaciones de precursores
inactivos (zimogenos) a enzimas activas en presencia de cofactores y sobre la
superficie celular. Se convierte el plasminégeno en plasmina, la cual puede hidrolizar el
trombo de fibrina solubilizandolo. En cada fase, una serie de proteasas inhibidoras
limita estas reacciones y el hecho de que sucedan en la superficie celular, permite una

regulacion local, (Preissner 2008).
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3) Activacion de proteasas en sangre: estas clivan especificamente algunos factores de
coagulacion inactivandolos. Dentro de éstas se destaca la proteina C, que actua
inactivando los factores Va y VIIIa (Teijon & Garrido 20006). Estos procesos se detalla

a continuacion.

1.3.1 Inhibicién de la cascada de coagulacion.

La regulacion de la cascada de coagulacion tiene lugar a diferentes niveles y se lleva a
cabo por enzimas inhibidores o por modulacién de la actividad de los diferentes cofactores.
Dentro de estos factores se desatacan el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) (Broze
1995). La antitrombina (AT), que actia como inhibidor de la trombina y el FXa, pero también
inhibe el FIXa, el FXIa y el FXIla (Van Boven 1997). El sistema anticoagulante de la proteina
C (PC) regula la coagulacion mediante la modulacién de la actividad de dos cofactores: el
FVIIIa y el FVa (Dahlbick 1995). La PC es una enzima tipo serin-proteasa, vitamina-K
dependiente. Esta se activa sobre la superficie de células endoteliales mediante el complejo
formado por la trombina y la trombomodulina (Lijnen 1995). La PCa junto con la proteina S
(PS) libre forman un complejo unido a la membrana, el cual hidroliza los FVa y FVIIla

(Rezaie 2003).
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2- Introduccidn a las enfermedades trombofilicas

La predisposicién a formar coagulos venosos, es decir, la ocupacion de la luz venosa
por un trombo se denomina trombofilia (Lane ez al, 1996). Mas del 90% de estos eventos
trombéticos, tiene lugar en el sistema venoso profundo (SVP). Particularmente en las
extremidades inferiores, de donde proviene el termino trombosis venosa profunda (TVP)
(Metino et al. 2008). El tromboembolismo pulmonar (TEP) y la pérdida de embarazos
recurrentes son la principales manifestaciones clinicas de la trombosis venosa (Otero e? 4/,
2004). La TVP puede generar sintomas agudos como obstruccién de flujo sanguineo;
inclusive a largo plazo puede producir lesiones en las valvulas venosas, en las extremidades
inferiores, este fenémeno se denomina sindrome postflebitico (Belloso 2000). La trombofilia
puede causar, a nivel clinico, abortos espontianeos en el caso de mujeres embarazadas y fallas
en la implantacién del embrion en el caso de mujeres bajo tratamiento de fertilizacion. Esto se
debe a que la trombosis interfiere en el desarrollo del sistema tutero placentario (Glueck e 4/,

2000; Otero et al, 2004, Otero 2000).

Estudios realizados por Lens y colaboradores en la poblaciéon uruguaya, determinan
que las enfermedades tromboembolicas presentan una alta incidencia, 1 de cada 1.000
personas. La mortalidad se asocia principalmente a tromboembolismo pulmonar (Lens e/ al.
2000) y a abortos espontaneos (Napoles ez al. 2012). En este escenario la medicina preventiva
toma relevancia debido a la importancia de identificar a los pacientes con riesgo de trombosis

e implementar asf un tratamiento profilactico.
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Los factores de riesgo aumentan la probabilidad de desencadenar la enfermedad. Los
asociados a la TVP son: estasis venosa, edad del individuo, embarazo, sindrome de Kippler-
Trenauny, eventos tromboticos previos e historia familiar de TVP (Rossendaal 1999). El
estudio de los polimorfismos o SNPs asociados con problemas en los factores de coagulacion,
se reserva para individuos menores de 45 afios que hayan experimentado trombosis venosa o
embolismo pulmonar, mujeres embarazadas con pérdida de embarazos recurrentes y a

individuos con familiares portadores de dichas mutaciones (Belloso 2000, Napoles ez /. 2012).

2.1 Bases moleculares de la trombofilia hereditaria

Debido a la gran diversidad de protefnas y genes asociados a la cascada de
coagulacion, son multiples las mutaciones en estos genes que tienen consecuencias directas en
la trombofilia. Los factores genéticos asociados con trombofilias son: A) déficit de
antitrombina (Egeberg 1965, Patnaik 2008); B) resistencia a la inactivaciéon del FVa causada
por la mutacién de Leiden (Bertina ez a/ 1994); C) déficit en la proteina C (Hoshi ez /. 2007).
D) mutacién puntual en el gen de Factor II o protrombina (Turan ef a/. 2013); E) déficit en la
proteina S (Svensson y Dahlback 1994). En la Tabla 1 se resumen los principales marcadores

genéticos asociados a la trombofilia hereditaria y sus frecuencias a nivel poblacional

Tabla 1. Prevalencia de los principales factores de riesgos genéticos asociados
a la trombofilia hereditaria. (Soria 2009)
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Factor de riesgo

Frecuencia en la

poblacién en general %

Frecuencia en pacientes

con trombofilia %

Déficits de AT 0.02 1a3
Déficit de PC 0.120.5 3a5
Déficits de PS 0.0320.13 0.528
Factor V mutacién
1a15 102 50
G1691A
Factor II mutacién
2a6 6a18
G20210A
Homocisteinemia Sin datos Sin datos

2.2 Factor V de la coagulacion sanguinea
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El Factor V es una glicoproteina sintetizada en el higado. En sangre circula como una
cadena sencilla de 300 KDa. El gen de Factor V se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 1 (locus 1q23), tiene un tamafio aproximado de 80 kb y estd compuesto por 25
exones y 24 intrones. La transcripcion produce un ARNm de 6.8 kb y codifica una cadena
polipeptidica de 2224 residuos aminoacidicos que incluye un péptido sefial de 28 aminoacidos
(Baulteler ¢ al 2005). Este es removido durante la translocaciéon hacia el reticulo
endoplasmatico. La proteina madura esta compuesta por los dominios A1-A2-B-A3-C1 y C2
(Figura 2). A través de la activacion proteolitica de la trombina, el dominio B se elimina y pasa
a FVa. Este esta formado por la cadena pesada A1-A2 y la liviana A3-C1-C2 las cuales

permanecen unidas por enlaces no covalentes e iones de Ca* (Kalafatis ef a/. 1995).

El FVa actiia como cofactor de un complejo junto con FXa, fosfolipidos y Ca*" que
cataliza el pasaje de protrombina a trombina, ver Figura 1. Finalmente el FVa es inactivado
por accion proteolitica de PCa, ver Figura 2. Esta reaccién es mas eficiente en presencia de
fosfolipidos y Ca®". FVa se inactiva al romper la unién Arg506 y luego la Arg306 y Arg679

(Kalafatis ez al. 1994).

2.2.1 Mutaciones puntuales en el gen del Factor V
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La mutacién de Leiden fue descrita por primera vez en 1994 por Bertina en la
Universidad de Leiden, Holanda. Este polimorfismo genera la sustitucion de Guanina por
Adenina en la posicion 1691 del gen FV y se anota como G1691A. El cambio de nucleétido
genera en la proteina un reemplazo del aminoacido Arginina (R) en la posiciéon 506 por

Glutamina (Q) y se anota como R506Q) o alelo Q5006, (Bertina ez a/ 1994).

R0 Fine R1545

FV nativo . H l
N, (AL [ A2 B |_a3 Jealez] coon
Activacion por trombina
FV activado R306 R506  RE79

d b
. e — - i o

Inactivacién por APC

FV inactivado

Q@
NH, o ) [LA3_|calga] coon

Figura 2. Esquema ilustrando los tres estados del Factor V. Estado nativo, activado e inactivado
por accién de PCA. En rojo se indica el sitio del polimorfismo el cual genera un reemplazo del
aminoacido R por Q evitando la escision por acciéon de PCA y la correspondiente inactivacion.
(Tomado y modificado de Slavika L. et al. 2009)

Esta mutacion impide la regulacién por parte de PCa, como se detalla en la Figura 2,
lo que genera un desbalance en la cascada de coagulacién debido a la acumulacién de FVa,

generando una exacerbacion de la coagulacion (Slavik L. ez a/. 2009).
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Desde el punto de vista clinico la mutacion G1691A aumenta el riesgo de sufrir
trombosis venosa en un factor mayor de 10 para individuos homocigotas mutados
(G1691A/G1691A), mientras que para los individuos heterocigotas (G1691A/G1691) el
riesgo de trombosis incrementa de 2 a 10 veces. Finalmente, quienes no presentan la mutacion

no se les asocian riesgos de trombosis por causas genéticas (College of American Pathologists,

Surveys 2012).

La prevalencia de la mutaciéon de Leiden es del 5% aproximadamente en las
poblaciones de origen europeas occidental y practicamente inexistentes en indigenas
americanos, asiaticos y africanos. En paises como Italia y Espafia la prevalencia es del 4 %.
Esta proporcion es similar para la region sudamericana, 5.1% Buenos Aires, 3.1% Santiago de

chile y 2% San Pablo, (Lens ¢# al. 2000).

2.3 Factor II de la coagulacidon sanguinea

El Factor II o Protrombina es una glicoproteina formada por dos cadenas
polipeptidicas de 36 y 259 aminoacidos unidas por puentes disulfuro. ILa proteina activada
(FIIa) o trombina es una serin-proteasa que actia en la formacién de FVa y Xlla. Junto con
este ultimo cataliza la formacién de Fibrindégeno insoluble a partir de Fibrina soluble (ver

Figura 1).
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En 1996 Poort y colaboradores, publicaron una sustitucion de una base nitrogenada
de guanina por adenina en el nucle6tido 20210 (G20210A). Esta se encuentra en la regién no
traducible en 3" del gen que codifica para FII (Poort ez a/. 1996). El polimorfismo se asocia al
incremento de protrombina en plasma y al aumento en el riesgo de sufrir trombosis, siendo la
segunda causa de origen genético después de la mutacion de Leiden en generar
complicaciones trombofilicas (College of American Pathologists, Surveys 2012). Cuando
ambas mutaciones se encuentran en un mismo individuo la posibilidad de sufrir trombosis
recurrentes es superior a los individuos sin mutaciones, e inclusive superior a la de aquellos

con una sola mutacién; (De Stefano ef al. 1999)

Otros estudios asocian el uso de anticonceptivos orales y la presencia de la mutacién
con el incremento de eventos trombdticos. El riesgo aumenta con la presencia de la mutacion

en el gen FII asociada a la de Leiden (Martinelli e# a/. 2008; Emmerich ez al. 2001)

La prevalencia de la mutaciéon en el FII en la poblacién caucasica es del 2%
aproximadamente (Slavika L. ¢# a/. 2009). Los individuos que presentan la mutacion de Leiden
y la mutacion G20210A, tienen como resultado un efecto multiplicador en la probabilidad de
sufrir eventos trombofilicos (Miles ¢z a/ 2001). Estudios realizados en la poblacién uruguaya
indican un aumento de 2.8 veces en el riesgo de sufrir trombosis en presencia de dicho alelo

(Lens et al. 2000).
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2.4 La enzima Metilentetrahidrofolatoreductasa

El gen que codifica para la enzima Metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 1 en la regién 1p36.3. Esta enzima cataliza la
reduccion del 5,10 Metilentetrahidrofolato a 5-Metiltetrahidrofolato (5-CH3-THF), la fraccion
THF actia como aceptor de carbonos. En las células una de las reacciones que requiere 5-

CH3-THF es la sintesis de Metionina a partir de Homocisteina (Matadamas ez a/. 2003).

2.4.1 Mutaciones puntuales en el gen de la enzima

Metilentetrahidrofolatoreductasa

La sustitucion de Citosina por Timina en la posiciéon 677 (C677T) del gen que codifica
para la enzima MTHFR, genera un remplazo de Alanina por Valina en el aminoacido 222 de
la proteina. Esto deriva a nivel funcional en una versiéon termolabil de la enzima, y por tanto
una menor actividad de MTHFR, como consecuencia se produce un aumento en los niveles
séricos de Homocisteina en sangre. Esto se asocia a enfermedades cardiovasculares,
complicaciones obstétricas y cancer (Guilland e 4/, 2003). Los individuos homocigotas para la
mutacién (C677T/C677T) presentan hiperhomocisteinemia y mayores tiesgos de trombosis
asociados a la falta de actividad de la enzima MTHFR, no siendo el caso para los individuos
heterocigotas (C677T/WT) y normales (WT/W) (College of American Pathologists, Surveys
2012). En cuanto a la asociacion entre el polimorfismo C677T y enfermedades trombofilicas

no hay consenso cientifico. Algunos estudios de metaanalisis en diferentes poblaciones
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asocian el SNP con pérdidas de embarazo recurrentes (Nair ez a/ 2012, Wu et al 2012).
Mientras que otros no encuentran relacién estadisticamente significativa entre la mutacién y
trombosis recurrentes (Wiwanitkt 2005, Cao e a/ 2013). Se ha descrito en la literatura un
segundo polimorfismo genético en el gen que codifica para la enzima MTHFR denominado
A1298C. Este SNP también disminuye la actividad de la enzima, pero su relacién con
enfermedades trombofilicas es aun menos clara (Madjunkova e a/. 2012). Debido a que no
hay demanda clara del personal médico por el estudio del SNP A1298C éste no sera estudiado

en el presente trabajo.

Desde el punto de vista técnico es posible diagnosticar la presencia o ausencia de
SNPs en pacientes por tecnologias como secuenciaciéon de ADN, Chips de Hibridacion de
ADN y PCR alelo especifica entre otros. En este sentido algunos autores sostienen que la
técnica de PCR en Tiempo Real con curvas de desnaturalizacion presenta ventajas frente a las
demas técnicas dentro de las que se destacan su facil uso, que es facilmente automatizable y su
rapidez (Patrinos ef al. 2010). Por otro lado al realizar las reacciones en tubos cerrados es
posible minimizar los eventos de contaminaciéon cruzada con productos previamente

amplificados. (Lo e a/. 2010).
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3- Antecedentes de la tecnologia de PCR en Tiempo

Real

Desde que Higuchi y colaboradores en 1992 reportaron por primera vez la técnica de
PCR en Tiempo Real, ésta fue rapidamente incorporada en laboratorios de investigacion y
clinicos. En el PCR en Tiempo Real, los procesos de amplificacion y visualizaciéon se
producen de manera simultanea en un tnico tubo cerrado, a diferencia del PCR convencional
donde es necesario visualizar los productos amplificados en geles, cominmente de agarosa o
acrilamida (Bustin 2004). En el PCR en Tiempo Real no solo es posible cuantificar la cantidad
de ADN o ARN a estudiar, sino que también se minimizan los tiempos asociados a la
manipulacién y de esta forma se minimizan costos y posibles contaminaciones. Esta
caracterfstica facilita a su vez los procesos de automatizacion y la capacidad de analizar un
mayor numero de muestras.(Dorak 2007). La técnica de PCR en Tiempo Real es utilizada en
laboratorios de diagndstico molecular por lo antes expuesto y por su alta sensibilidad y
especificidad (Lo e a/. 2010). Por esta razén actualmente aumentan las aplicaciones de la
técnica en diferentes campos de diagnéstico molecular por ejemplo: oncologia, genética

médica, deteccién de agentes infecciosos y diagndstico prenatal (Patrinos ez a/. 2010).

En cada ciclo del PCR en Tiempo Real es posible, detectar en cada tubo la
amplificacion del ADN de interés mediante la deteccién de fluorescencia generada por el

uso de agentes intercalantes o sondas especificas. Finalmente, mediante el uso de un potente
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software se realiza el analisis de los productos amplificados mediante curvas de

desnaturalizacion, como se detalla mas adelante.

Los agentes intercalantes como Syber Green, se unen fuertemente al surco menor de
la hélice de ADN absorbiendo en la longitud de onda 497 nm y emitiendo en 525 nm. De
esta forma el aumento de fluorescencia se debe al incremento del ADN amplificado. El uso
de Syber Green se asocia a costos reducidos y facil optimizaciéon del ensayo; como
desventaja, en comparacion con las sondas fluorescentes, no discrimina a nivel de secuencia

los productos amplificados (Patrinos e# a/. 2010).

Existe una gran diversidad de sondas fluorescentes de ADN dentro de las que se
destacan Tagman (o de hidrdlisis), sondas Beacons, HyBeacons y sondas de hibridizacion.
Todas se basan en la transferencia de energfa por resonancia de fluorescencia (FRET por su
sigla en inglés), entre 2 fluoréforos contiguos. En la actualidad hay proveedores
especializados en sintetizar sondas de ADN con diferentes moléculas fluorescentes. En la
figura 3 y 4 se resumen las principales sondas y sus mecanismos de accion utilizadas durante

este trabajo.

3.1 Deteccion y clasificacion de SNP por curvas de

desnaturalizacion
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La amplificacion y discriminacion alélica por curvas de desnaturalizacion o “melt” es
una técnica simple y econdémica, combina una excelente especificidad y sensibilidad. Por este
motivo esta técnica ha tenido gran aceptacion en laboratorios clinicos (Erali ez @/, 2008). La
técnica consiste en someter a los productos amplificados en la reaccion de PCR a un gradiente
de temperatura, al tiempo que se registra la fluorescencia. Para realizar esta técnica se utilizan
agentes intercalantes como Syber Green, o sondas fluorescente siendo las mas comunes:
FRET, Beacons, primers scorpions, y sondas HyBeacons (Dorak 2006, Erogenetec 2012).
Durante el aumento gradual de la temperatura el ADN se separa en simple hebra lo que
genera un decaimiento de la fluorescencia. Los datos de la temperatura en funcién de la
fluorescencia son luego analizados por un software, y visualizados de forma grafica como la
derivada de la fluorescencia en funcion de la temperatura (df/dt) (Wittwer et al. 1997). Los
puntos de inflexién son visualizados como maximos de fluorescencia en funcién de la
temperatura ver Figura 13. Estos picos reflejan en el caso del uso de agentes intercalantes la
temperatura del melting o Tm del producto amplificado, en la reaccion de PCR

correspondiente. A diferencia de las sondas fluorescente la Tm corresponde a la hibridacion

de esta en la hebra de ADN.

En el presente trabajo se utilizaron dos tecnologias de sondas fluorescente
denominadas HyBeacons y sondas FRET, ver Figuras 3 y 4. En ambos casos el mecanismo de
accion es el siguiente: inmediatamente después de realizar la amplificacion de la region de

ADN conteniendo el SNP, se realiza una curva de desnaturalizacion gradual al aumentar la
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temperatura y monitorear la fluorescencia para luego analizar los datos en la funcién df/dt. La
temperatura de melting obtenida depende del contenido en bases GC, del largo y de la
secuencia donde hibridan las sondas fluorescentes (Kennedy e @/ 2011). Por lo que la
presencia de al menos un solo desaparieminto (mismatch o burbuja), de bases entre la hebra
amplificada y la sonda fluorescente, es suficiente para generar diferencias en la temperatura de
melting. En ultima instancia la presencia de un SNP en la zona de hibridaciéon de la sonda
genera variacion en la temperatura de melting, lo que permite asociar la Tm con los

correspondientes genotipos.

A continuaciéon se comentan las principales caracteristicas de las plataformas de PCR

en tiempo real debido que la elecciéon de la quimica de reaccion para genotipar la presencia de

SNPs depende de las caracteristicas técnicas de las plataformas utilizadas.
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Figura 3. Esquema del mecanismo de funcionamiento para las sondas FRET. En negro regién
amplificada por PCR. En azul sonda FRET que presenta en el extremo 3' el fluoroforo reportero 6-
carboxyfluorescein (FAM). En rojo sonda FRET que presenta en el extremo 5' un fluorofo quencher
(Cy5). A) Ambas sondas hibridan en la regién amplificada. La excitacién del fluoroforo FAM emite a
510 nm donde recepciona el fluoroforo continuo Cy5 denominado efecto FRET. El resultado final es
la emisién de luz a 660 nm. B) Ambas sondas hibridan en la regién conteniendo el SNP, en este caso
la presencia del SNP genera una “burbuja” por desapareamiento de bases. C) Desnaturalizacién de las
sondas por aumenté de temperatura. Al separarse los fluoroforos se pierde el efecto FRET. La
presencia o ausencia del SNP en este punto genera diferencia en la temperatura de desapareamiento
de la sonda lo que permite clasificar los genotipos.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de funcionamiento de las sondas HyBeacons. En negro
regién amplificada por PCR, en naranja sonda HyBeacons. El fluoroforo 6-carboxyfluorescein (FAM)
es interior a la sonda. A) Sonda hibridada en la regién amplificada la que puede contener el SNP. El
fluoroforo es excitado a 490 nm y emite luz a 520 nm cuando la sonda se encuentra completamente
hibridada. B) Desnaturalizacién de la sondas por aumento gradual de la temperatura. La liberacién de
la sonda permite el movimiento del fluoroforo el cual se aproxima a la molécula de ADN actuando
como aceptor de resonancia, teniendo como resultado que no haya emision de fluorescencia. Si el
SNP estd presente generard una diferencia de temperatura la cual se utiliza para clasificar los
genotipos.
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3.2 Plataformas de PCR en Tiempo Real, tipos tendencias y

compatibilidad

Podemos definir de forma genérica un instrumento de PCR en Tiempo Real como un
termociclador, adosado a un sistema de emision y deteccién de luz de diferentes longitudes de
onda. En este, la recoleccion de los datos y analisis se da mediante un potente software. La
ventaja de estas plataformas en comparacion con las de punto final es que la amplificacion y
deteccion se realiza en un mismo paso y en tubos cerrados, pudiéndose determinar asimismo
la concentracién inicial de ADN y/o analizar la secuencia amplificada por ejemplo a través de

curvas de desnaturalizaciéon o melting, (Dorak, 2000).

En la actualidad existen, en el mercado, diferentes plataformas con variadas
caracteristicas. La eleccion de la plataforma va a depender del uso y estrategia de cada
laboratorio. Es importante destacar algunas caracteristicas técnicas tales como: la capacidad
para emitir y detectar a diferentes longitudes de onda (canales), el nimero de muestras
maximo, la velocidad de termociclado, prestaciones y robustez del software, volumen de
reaccion, consumibles plasticos (disponibilidad y costos) y el servicio técnico. A continuacion

se detallan las principales caracteristicas de las plataformas mas comunes.

Desde su desarrollo por Higuchi en 1992, y comercializacion en 1996 por Applied

Biosystems, la tecnologia de PCR en Tiempo Real ha evolucionado en tres diferentes
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aspectos. La primera fue el desarrollo de una nueva quimica de fluorescencia o deteccion, ya
que en un principio la técnica se basaba en una sola molécula capaz de detectar los productos
amplificados durante la reaccion con 9-FAM o SYBR Green I (maxima absorcién de 594 nm,
minima emisiéon de 518nm). La aparicién de nuevas moléculas fluorescentes fue acompanada
con un aumento del nimero de canales de deteccion de las mismas en las plataformas, lo que
permitié el desarrollo de reacciones de tipo multiplex donde se pueden detectar varios
productos de amplificacién en una sola reacciéon de PCR; es posible detectar hasta 6

productos (Bustin 2004)

La segunda caracteristica desarrollada fue la rapidez. Las plataformas Rotorgene
(Corbett) y Lightcycler (Roche) fueron las primeras en calentar y enfriar los tubos por aire
acortando los tiempos en comparacién con el termobloque tipo Peltier. Como desventaja
estas plataformas no permiten analizar mas de 72 muestras por ciclado a diferencia de las
plataformas por Peltier que permiten de 96 a 384. Esta fue la dltima caracteristica que
desarrollaron los fabricantes de plataformas: la posibilidad de incrementar el nimero de
muestras hasta 384 por ensayo, ver Tablas 2 y 3. Actualmente algunos fabricantes han
desarrollado la transportabilidad de las plataformas. Esta se limita a los casos donde no es
necesario la purificacién y concentraciéon de moléculas de ADN, (Dorak, 20006). Estas
caracteristicas, sumadas a las capacidades roboticas en el manejo de liquidos, permiten al PCR
en Tiempo Real alcanzar un nivel de automatizacion y manejo de una gran cantidad de
muestras siendo aplicable en diferentes laboratorios de analisis clinicos, de investigaciéon e

industriales (Bustin, 2004).
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Tabla 2. Comparacion técnica de las plataformas PCR en tiempo real mas comunes en el
metrcado (tomado y modificado de Dorak (20006).

Eppendorf

Roche

Prestaciones ABI 7500 ABI 7900 Bio Rad iQ5 SR (SISO (Rl MasterCycler LightCycler SLEIELEE
SmartCycler Gene MX3005p
realplex 480
Lampara de Lampara de Lampara de
. . Lampara de
Fuente de luz halogeno- Laser de Argén halogeno- 4 LEDs 4 LEDs 96 LEDs Xenon halogeno-
tungsteno tungsteno tungsteno
Detector Camara CCD Camara CCD Camara CCD 4 fotodetectores 4 PMTs 2 PMTs Camara CCD PMT
Sistema de Toda la placa Por fila Toda la placa Por pocillos Por tubo 96_ cable? de Sin dato Toda la placa
escaneo fibraoptica
Longitud de
onda de 450-650 488 400-700 450-650 470-625 470 450-615 350-635
excitaciéon (nm)
Longitud de
onda de emision 500-700 500-660 400-700 500-650 510-665 520-605 500-670 440-610
(nm)
Numero de
muestras Placas de 96 Placas de 96 o Placas de 96 16 pocillos Placas de 96 Placas de 96 o Placas de 96
s . . . . . Rotor de 36 a 72 . R .
maxima por pocillos 384 pocillos pocillos independientes pocillos 384 pocillos pocillos
ciclado
Volumen de 20-100 (96) 5- 20-100 (96) 5-
reaccion (ul) 20-100 20 (384) 10 -50 25y 100 20-200 10-50 20 (384) 25
Sistema de Peltier
control de Peltier Peltier Peltier Ceramica y aire Aire Peltier Peltier .
modificado
temperatura
Sensibilidad 9 log. 9 log. 6 log. Sin dato 12 log. 9 log. 8 log 10 log.

Tabla 3. Compatibilidad de las sondas y plataformas de PCR en Tiempo Real = Compatibles
X = Incompatibles. (tomado y modificado de Dorak (2000).

Plataforma\Tecnol6
gica de deteccion

Syber Green

Sondas
Beacons

Sondas
Hybeacon

Sondas FRET

Sondas
Tagman

ABI 7500

ABI 7900

Bio Rad iQ5

Cehied SmartCycler

Corbett Rotro Gene

Eppendorf
MasterCycler
realplex
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Roche LightCycler
480

<
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Stratagene
MX3005p

Techne Quantica
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4-ANTECEDENTES DE LA EMPRESA

La empresa ATGen, fue fundada en el afo 2001 por cuatro investigadores
provenientes del ambito académico y constituye el primer emprendimiento de incubacién de
empresas de biotecnologia en la Universidad de la Republica. Ha actuado inicialmente en el
marco de un convenio de investigaciéon y desarrollo con la Universidad de la Republica,
pasando en 2002 al ambito privado, con el apoyo del Programa de Desarrollo Tecnoldgico

financiado por el BID.

En 2003 recibi6 el Primer Premio en biotecnologia, Milllenium 21, en 2004 el Primer
Premio a la PyME Innovadora de Red ProPyMEs y también el Premio a Iniciativas
Biotecnolégicas en Uruguay concedido por la Red AMSUD—Pasteur y en el mismo afio el
Cuarto Premio a Iniciativas Biotecnologicas Regionales de la misma Red. ATGen es una
empresa de biotecnologifa con foco en la biologia molecular y el diagnéstico clinico. La
empresa disefa, desarrolla y produce kits de diagnostico clinico basados en tecnologias de
Biologia Molecular bajo normas de buenas practicas de manufactura (GMP) Mercosur
(ordenanza 451/997). A su vez, brinda servicios especializados en medicina moleculat para
terceros donde se destacan la deteccion y cuantificacion de virus (HIV, HCV, herpes virus,
HPV), desordenes genéticos (X-Fragil, CYP 2C9, Proteina G, PPAR, APO E, H63D, C282Y,
ECA) y oncogenes (ABL-BCR, Jak2). Cabe destacar que la gestion de estas actividades se

realizan bajo normas de calidad ISO 9001:2008.
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4.1 Oportunidad de desarrollo tecnologico

Por los antes expuesto hay una demanda clara de parte del personal médico para
detectar los SNP mencionados. Es el caso de mujeres embarazadas con pérdidas de
embarazos recurrentes, pacientes con familias portadoras de alguna de las mutaciones y
pacientes jévenes con eventos tromboticos. Debido a las complicaciones obstétricas que
pueden generar eventos tromboéticos en mujeres embarazadas, algunos profesionales
recomiendan realizar screening en poblacién de riesgo (Dahm ez a/. 2012, Napones et al 2012,

Otero 2006).

Los servicios realizados en nuestro laboratorio para la deteccion de estos SNP
(G1691A, G20210A y C677T) han aumentado a tasa de 55 % anual desde el ano 2009. El
desarrollo de una nueva tecnologia rapida robusta econémica y de facil automatizacion
presenta ventajas comparativas con otras tecnologias tales como PCR seguida de digestion

con enzimas de restricciéon (RFLP) o PCR alelo especifica.

La detecciéon de SNP en laboratorios especializados es utilizada de forma rutinaria y la
oferta de kits comerciales por parte de empresas internacionales a aumento, por lo que, se
presenta una demanda clara en la generacién de tecnologia capaz de detectar SNPs bajo

formato de kits.

35



II-OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

Desarrollar, validar y registrar ante el Ministerio de Salud Publica (MSP) un sistema de
diagnodstico molecular en formato de kit comercial, para la deteccion de las mutaciones
puntuales, G1691A, G20210A y C677T, en los genes que codifican FV, FII y MTHFR,
respectivamente, utilizando la tecnolédgica de PCR en Tiempo Real.

2.2 Obijetivos especificos

1. Evaluar y elegir el sistema de extraccion y purificacion de ADN genémico mas
adecuado para la realizacién del ensayo de PCR en Tiempo Real a partir de muestras clinicas
de sangre entera.

2. Disefar un ensayo y optimizacion de las condiciones de PCR, para amplificar ADN
genémico y clasificacion de los SNPs correspondiente a los genes:

e FV.de Homo sapiens cromosoma 1 (NT_009237.17) — SNP: mutacién G1691A
e FII de Homo sapiens, cromosoma 11 (NT_004487) — SNP: mutacién G20210A
e MTHFR de Homo sapiens, cromosoma 1 ( NT_021937.18) — SNP: mutacion C677T

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad de diagndstico para cada técnica.

4. Comparar la exactitud de diagnéstico con los resultados obtenidos con la técnica
PCR RFLP.

5. Determinacién de condiciones de almacenamiento y tiempos de estabilidad para

cada kit.
36



III- MATERIALES Y METODOS

1. Estudio de molde para la reacciéon de PCR en Tiempo Real

Muestras de 3 ml de sangre humana fueron colectadas en tubos conteniendo 5,4 mg
de EDTA como anticoagulante, y remitidas desde otros laboratorios. Todas las muestras

clinicas utilizadas en este trabajo carecen de datos que permitan identificar al paciente.

Ademas de las muestras clinicas, se utilizaron muestras de ADN proveniente de
programas de calidad nacionales: Comité de Estandarizacién y Control de Calidad (CECC,
www.ceccuruguay.edu.uy/) e internacionales: College of American Pathologists (CAP,

WWW.Cap.org).

Durante la realizacién de este trabajo se tomaron precauciones para evitar
contaminacién con productos de amplificaciéon previos, dentro de las que se destacan:
separacion del laboratorio por esclusas en areas de pre-amplificacion (donde se trabaja en la
extraccion de acidos nucleicos y preparacion de las reacciones) y post-amplificaciéon por
PCR (donde se realiza reaccién de PCR y posterior electroforesis). Se destaca la separacion
de pipetas y vestimenta diferencial para cada area, asi como la utilizacién de tips con filtro.

En la Figura 5 se describe las principales areas del laboratorio.
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2. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN gendémico a partir de sangre entera con EDTA se
ensayaron y compararon 2 protocolos diferentes. Con el objetivo de evaluar las soluciones
de ADN obtenidas en cada protocolo se determiné el: rendimiento en la extracciéon de
ADN pureza y estabilidad de la solucion de ADN almacenado. A continuacién se
describen dichos protocolos.

Protocolo 1.

Extraccion de ADN a partir de sangre periférica. Este protocolo esta basado en la
lisis osmotica diferencial de células y posterior precipitacion alcohdlica del ADN genémico.
1. En tubo de 1,5 ml agregar 800 pl de solucion A (Sacarosa 0.3 M, Tris-HCI

pH=8.0 10mM, MgCl, 10mM, Trit6nX100 1%, Azida de Sodio 10mM)

2. Invertir lentamente la muestra de sangre hasta que esté completamente
homogénea y agregar 500 pl de sangre al tubo que contiene la solucion A.

3. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente para lisar los glébulos rojos.
Centrifugar 1 minuto a 5.000 rpm a temperatura ambiente.

4. Descartar el sobrenadante. Repetir los pasos 1 a 3 hasta lograr un precipitado
blanco, (al menos 3 veces).

5. Resuspender las células en 200 pl de soluciéon B (Tiocianato de guanidina 2M,
Igepal 0,25%, TrisHCI pH 8.0 10mM, EDTA pH 8.0 ImM, Azida de Sodio 2mM). Invertir
el tubo 10 veces.

6. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente para lisar las células blancas. Si luego

de la incubacién se observan grumos, incubar a 37°C hasta que desaparezcan.
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7. Centrifugar 2 minutos a 10.000 rpm y recuperar el sobrenadante en otro tubo de

1,5 ml.

8. Agregar al sobrenadante un volumen de etanol 95%. Invertir el tubo 20 veces.

Incubar el tubo 5 minutos a temperatura ambiente.
9. Centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos. Descartar el sobrenadante.

10. Lavar el precipitado con 1 ml de etanol 70%. Centrifugar 2 minutos a maxima
velocidad. Descartar todo el sobrenadante y dejar secar 10 minutos a temperatura

ambiente.

11. Una vez seco, agregar 100 ul de buffer TE (Tris-HCl pH 8 10mM, EDTA
ImM). Para resuspender el ADN incubar 1 hora a 65°C o toda la noche a 4°C. Almacenar a
-20°C.

Protocolo 2.

Extraccién de ADN a partir de sangre periférica. Basado en la lisis celular y
absorcion del ADN en una membrana de silice (Vogelstein & Gillespie, 1979; Boom ef 4l
1990; Colpan et al, 2002).

1. Colocar en tubo de 1,5 ml 20 pl de proteinasa K (20mg/ml) adicionar 200 pl de
sangre y 200 ul de buffer de lisis. Incubar a 55 °C por 10 minutos

2. Adicionar 500 pul de etanol absoluto. Cargar todo el volumen en la columna.

3. Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto. Descartar el material filtrado y lavar la
columna dos veces con 500 pl de solucién de lavado.

4. Adicionar 200 pl de buffer TE (Ttis-HCI PH 8 10mM, EDTA 1mM).

Centrifugar a 10.000 rpm por 1 minuto. Almacenar a —20°C.
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3. Evaluacion de la extraccion de ADN genémico

Se utilizaron en total 10 muestras clinicas de sangre, cada una de estas se dividié en
2y se aplicaron los protocolo 1 y 2. La solucién de ADN obtenida de cada protocolo se

estudi6 de la siguiente manera:

Rendimiento de la extraccion; fue determinado utilizando 1 ul de la solucion
conteniendo el ADN por espectrofotometria a 260 utilizando la plataforma NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). La pureza fue determinada mediante el
cociente A260/A280 (aceptindose un coeficiente de 1,7-1,9) y A260/A230 (aceptandose

un coeficiente de 1,8-2), para determinar la presencia de contaminantes.

La calidad de los ADN genémico fue evaluada por migraciéon electroforética en gel
de agarosa al 0,7% en buffer TBE (Tris-Borato 80 mM, EDTA 2 mM pH =8) durante 1
hora a 80 Volts. Para visualizar los ADN extraidos se utilizé una tincion con GelStar
(Cambrex). Todos los geles de agarosa fueron visualizados en transiluminador UV (312

nm, Thermo Fisher Scientific, USA) y fotogratiados con camara digital convencional.

Para determinar la aptitud del ADN purificado como molde para la reacciéon de
PCR, se amplifico la region perteneciente al gen ABL de 793 pb. Con cebadores
(ABL2/1S, 5-AGCATCTGACTTTGAGCC-3’ y ABL3/4AS, 5-
CCCATTGTGATTATAGCCTAAGAC-3"). Estos cebadores asi como las condiciones de

la PCR fueron descritos previamente por Watzinger & Lion (1998). Los resultados de estos
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productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 1% como se describe mas

adelante.

Por otro lado se evalio la aptitud del ADN extraido como molde de PCR RT

utilizando los mismos cebadores mencionados anteriormente (ABL2/1S y ABL 3/4AS) en

la plataforma Rotor gene 3000 (Corbett). La amplificaciéon fue monitoreada mediante

SYBR Green I (Roche). En las Tablas 4 y 5 se detallan las condiciones utilizadas para la

PCR en Tiempo Real.

Tabla 4. Composicion de la mezcla de reaccion de PCR en tiempo real. Para
amplificar un fragmento de ADN 793 pb correspondiente al gen ABL.

Volumen por reaccién

Componente mezcla PCR RT| Fabricante | Concentracion Inicial | Concentracion Final @b
STR 10x ATGen 10x 1x 2
Taq 5 polimerasa Biotools 5 U/ul 2,5 U/l 0.5
Oligo ABL2/1S IDT 10 uM 125 nM 0.25
Oligo ABL 3/4AS IDT 10 uM 125 nM 0.25
SYBR Green | Roche 10.000x 250x 0.5
Agua libre ADNasas/ARNasas | Applichem - - 14.5
Volumen Final (ul) 18

Tabla 5. Condiciones del termociclado del PCR RT, para la amplificaciéon de una
region del gen ABL. La excitacion y deteccion de la emision de la fluorescencia fue fijada en 470
nm y 510 nm respectivamente.

Etapa e ciclos | Tiempo Temperatura, Deteccidn d_e
(°C) Fluorescencia
Desnaturalizacion 1 3 min. 95 no
30 seg. 94 no
Ciclado 35 30 seg. 55 Si
30 seg. 72 no
Desnaturalizacion 1 1 min. 40 no
Melting 1 15 min 40a85 |si(cada 1 grado)
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4. Evaluacion del efecto de la temperatura en el ADN genémico

Se tomaron 3 muestras clinicas de sangre y se les aplicé el protocolo 1 y 2. La
soluciéon de ADN obtenida para cada protocolo se almacend en tubos de 1,5 ml con tapa
de rosca a 4°C y -20°C por 18 meses. Transcurrido este tiempo se evalto la calidad del
ADN genémico (ADNg) por migracion electroforética en gel de agarosa como se describié

anteriormente.

5. Disefio de cebadores y sondas para PCR en Tiempo Real

La sintesis de todos los cebadores y sondas utilizados en este trabajo se realiz6 en

Integrated DNA Technologies (IDT, USA).

Las propiedades de los cebadores como por ejemplo la formacion de dimeros,
loops y el contenido en bases GC, fueron determinadas por medio del programa Oligo

analizer 3.1 (disponible en www.idtdna.com/analyzer/ Applications/OligoAnalyzet/).

Se disefaron varios juegos de cebadores y sondas para en una primera instancia
amplificar la regiéon deseada y luego clasificar por curvas de desnaturalizacién las
correspondientes mutaciones. En el extremo 3’de las sondas se adicionan una molécula de
fosfato de forma de evitar la extension de la sonda en la reaccién de PCR. Las secuencias
de todos los cebadores y sondas utilizadas se detallan en la Tabla 6. La estructura molecular
y propiedades de las moléculas utilizadas como fluoréforos en el presente trabajo se

detallan en el Anexo 1.
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Tabla 6. Secuencias de cebadores y sondas utilizadas en el presente trabajo. Se
muestran los productos de amplificacién que se obtienen con los cebadores en pares de base (pb) y
el polimorfismo que detecta cada juego de cebadores y sondas. FAM corresponde al fluoréforo 6-
Carboxyfluorescein (reporter), Cy5 corresponde al fluoroforo (quencher), IflourT corresponde a la
base modificada d'T unida a Fam, /3Phos corresponde a una molécula de fosfato en el extremo 3”.

Imagen suprimida

6. Optimizacion del PCR en tiempo final

Los cebadores presentados en la Tabla 6 se evaluaron en una primera instancia
por PCR de punto final, utilizando un gradiente de temperatura como se describe en la

Tabla 7. Se valoraron diferentes temperaturas de hibridaciéon para cada par de cebadores.

La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 20 pl contenido 2,5 U Taq
polimerasa (Biotools), 0,5 mM de cada cebador, KCI 0,5 M. Tris-HCI pH=9 0,1M, MgCl,
20mM, Tritén 1% y 2mM de cada ANTP. Todos los experimentos de PCR de tiempo final

se realizaron en la plataforma Palm Cycler (Corbett Research).
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Tabla 7. Condiciones del termociclado en gradiente. Cada posiciéon en el
termociclador refiere a una temperatura.

Posicion |Temperatura (°C)
1 53
2 55
3 57
Etapa n° ciclos Tiempo Temperatura (°C) 2 58
2 30 30 seg. * 7 63
30 seg. 72 ) 64
10 67
11 70

A cada producto de PCR (20 ul) se le agregaron 4 ul de buffer de corrida 6X
preparado segin el procedimiento estandar, Sambroock & Russell (2001) y fueron
migrados por electroforesis en gel de acrilamida al 6% en buffer TBE 1X (Tris-Borato 89
mM, EDTA 2mM pH=8) a 120 Volts por 30-40 minutos segiun Sambroock & Russell
(2001). Los geles de acrilamida fueron revelados segin un protocolo rapido de tincién con
nitrato de plata previamente descrito, (Sanguinetti ez a/. 1994). Los geles fueron
almacenados en bolsas plasticas de polipropileno transparentes hasta digitalizar la imagen

en Scanner (Epson Perfection 1250).

La identidad de las secuencias de los productos de PCR de 170 pb para el gen FII,
165 pb para el gen FV y 296 para el gen FII fue obtenida por secuenciacién automatica,
con los correspondientes cebadores directos, en equipo automatico de 4 capilares, ABI3130
(Applied Biosystems) de la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur de

Montevideo.
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7. Desarrollo y estandarizacion del ensayo PCR en Tiempo Real

Luego de realizar los ensayos de PCR punto final, se opt6é por una temperatura en
donde los cebadores descritos anteriormente hibridan correctamente. Todos los ensayos de

PCR en tiempo real se realizaron en la plataforma Rotor Gene 3000 (Corbett Research).

Se utilizé una estrategia de 4 etapas: a) desnaturalizacion y activacion de la hotstart
polimerasa, b) ciclado para la amplificacién de la regiéon blanco para cada mutacién, c)
estabilizacion y homogeneizacion de la temperatura y d) desnaturalizacion de los productos

amplificados. Se aumenta la temperatura y se detecta fluorescencia cada 1 °C (ver Tabla 8).

Tabla 8. Condiciones del termocilado del PCR en tiempo real. (*) 62°C para la
mutacién G1691A en el gen FV y 64°C para la mutaciones C677T y G20210A en los genes
Methilentetrahidrofolatoreductasa y FII respectivamente. La excitacion y deteccion de la emision de
la fluorescencia fue fijada en 470 nm y 660 nm respectivamente.

Etapa n° ciclos Tiempo Temperatura (°C) Deteccién de Fluorescencia
Desnaturalizacion 1 3 min. 95 no
30 seq. 95 no
Ciclado 30 30 seg. 62/64 (*) si
30 seg. 72 no
Desnaturalizacion 1 1 min. 4 no
Melt 1 15 min 45 a 80 si (cada 1 grado)

Se ensayaron diferentes concentraciones de cebadores, como se muestra en la tabla

9, y la concentracion de las correspondientes sondas para cada mutacion se fij6 en 0,25 uM.

Tabla 9. Concentraciones finales de los cebadores utilizados para optimizar cada reaccion
de PCR en Tiempo Real asimétrica.

Cebador Directo (uM)
Cebador Reverso (UM)| 1.0 0.75 0.5

0.15 1,0/0,15| 0,75/0,15 | 0,5/0,15
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Cada una de las tres mezclas de reaccion desarrolladas incorpora todos los
componentes necesarios para amplificar y clasificar las correspondieres mutaciones (ver
Tabla 10 para la mutaciéon G1619A en el gen FV, 11 para la mutacion G20210A en el gen
FII y 11 para la mutaciéon C677A en el gen Metilentetrahidrofolatoreductasa). El buffer
STR 10x se compone de los siguientes elementos: KCl 0,5 M, Tris-HCl 0,1M PH9, MgCl2

20mM, Tritén 1%, ANTP 2mM de cada uno.

Tabla 10. Composicién de la mezcla de reaccion de PCR en tiempo real. Utilizada
para detectar la mutacion G1619A en el gen FV.

Componente (Mezcla FV) | Fabricante (Concentracion Inicial | Concentracion Final Volun_u?n por
reaccion (pl)
STR 10x ATGen 10x 1x 2
Taq 5 polimerasa Biotools 5 Ul 2,5 Ulul 05
Oligo FVRTF IDT 10 uM 1,00 uM 2
Oligo FV RT Rev IDT 10 uM 0,15 uM 0.3
Sonda A FV IDT 10 uM 0,25 uM 0.5
Sonda B FV IDT 10 uM 0,25 UM 0.5
Agua libre ADNasas/ARNase Applichem - - 12.2
Volumen Final (pl) 18

Tabla 11. Composiciéon de la mezcla de reaccion de PCR en tiempo real. Utilizada
para detectar la mutacién G20210A en el gen FII.

Componente Eabricante Conce_n@racién Conce_ntraci()n Vqurr_len por

(Mezcla FII) Inicial Final reaccion (pl)
STR 10x ATGen 10x 1x 2
Taq 5 polimerasa Biotools 5 UM 2,5 Uil 05
FIIRTF IDT 10 uM 0,13 M 0.25
FIIRTR IDT 10 yM 1,00 M 2
Sonda A FII IDT 10 uM 0,25 UM 0.5
Sonda B FI IDT 10 M 0,25 UM 05
Agua libre ADNasa|  Applichem - - 1231

Volumen Final (pl) 18
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Tabla 12. Composicion de la mezcla de reaccion de PCR en tiempo real. Utilizada
para detectar la mutacion C677A en el gen Metilentetrahidrofolatoreductasa.

Ll e '.“e Fabricante Conce_nFracién Concentracion Final Volumen por
Mezcla (Metil RT) Inicial reaccion (pl)
STR 10x ATGen 10x 1x 2
Taq 5 polimerasa Biotools 5 Ulul 2,5 Uil 05
Metil RT F IDT 10uM 0,50 uM
Metil RT R IDT 10uM 0,13 uM 0.25
Sonda A Metil IDT 10 uM 0,50 UM
Sonda B Metil IDT 10 uM 0,50 UM
Agua libre ADNasas/4  Applichem - - 12.25

Volumen Final (l) 18

8. Integracion de los componentes en kits

Para la confeccion del empaque o “packaging” de los kits, se contactaron
disefiadores industriales. A los cuales se le plantearon los problemas asociados al empaque
tales como: transporte, identificacién de producto. Finalmente se evaluaron 2 propuestas,
ver Anexo 4. Los kits fueron producidos bajo normas GMP y durante el presente trabajo
los 3 kits fueron registrados ante el Ministerio de Salud Publica de Uruguay. Todos los
reactivos de los kits se encuentran en solucién y se comercializan en dos presentaciones: de

20 o 50 reacciones. Los kits desarrollados se detallan en las conclusiones.

9. Estudio de limite de deteccién para cada Kit

Se realizaron cinco diluciones seriadas de una solucion de ADNg humano
cuantificado en Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y de ADNg de E. coli (cepa XL1).

Todas las extracciones de ADN genémico se realizaron con el protocolo 2.
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Se amplificaron por medio de los correspondientes kits con 2 ul de las distintas
diluciones de ADNg humano. Se determino el limite de deteccion o también llamado limite
de genotipo para cada mutacién. E1 ADN de las correspondientes diluciones se cuantifico

con la plataforma Nanodrop 1000.

10. Estudio de especificidad y sensibilidad de diagnéstico en

muestras clinicas

10.1 Validacion interna

Se realizaron ensayos de especificidad diagnostica con muestras clinicas de sangre
entera. En nuestro laboratorio se realizé la extraccion de ADN por el protocolo 2 y la
solucién conteniendo ADN fue dividida en 2 muestras. Estas fueron genotipadas (para
cada SNP en estudio), una por medio de los kits desarrollados y la otra por la técnica de
PCR RFLP. Para realizar la genotipificaciéon con la técnica de PCR RFLP se utilizé un
juego de cebadores y enzimas de restriccion previamente publicados: Bertina ez a/. 1994,
para la mutacion G1691A, Poort et al. 1994 para la mutacion G20210A y Matsuo ef a/. 2001

para la deteccion dela mutacion C677A.

Se analizaron con los correspondientes kits, 250 muestras para la mutaciéon G1691A
(gen FV), 250 muestras para la mutacion C677T (gen Metilentetrohidrofolatoreductasa) y
250 muestras para la mutacion G20210A (gen FII). Las muestras de sangre fueron
independientes para cada mutacién y corresponden a muestras de pacientes de riesgo de

sufrir eventos tromboticos, enviadas al laboratorio por el personal médico.
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10.2 Validacion externa

Se realiz6 un control de calidad externo de los resultados mediante la participacion
en el programa internacional MGL1 (Molecular Genetics) del College of American
Pathologists CAP (www.cap.org). En éste participan 390 laboratorios, la mayoria de los
cuales se encuentran en EEUU y 80 se distribuyen en diferentes paises como Argentina,
México, Brasil, Uruguay, Canada, Chile, China, Egipto, Francia, Alemania, Arabia Saudita,
Sud Africa, Jap6n, Corea del Sur y Turquia entre otros. Los laboratorios participantes son
previamente acreditados por parte del CAP para su ingreso en los programas de calidad y la

participacion implica 2 envios anuales de 3 muestras (ADN) por afio.

Por otro lado se participé en un programa similar al anterior pero de alcance
nacional, denominado Comité de Estandarizacién y Control de Calidad (CECC,
www.ceccuruguay.edu.uy/). A diferencia del CAP, el programa nacional envia muestras de
sangre para su analisis. Los resultados fueron remitidos al laboratorio externo el cual

devuelve un informe con los resultados por todos los laboratorios participantes.

11. Estudios de limitaciones e interferencias

Los kits fueron desarrollados para detectar y discriminar con alta especificidad los
polimorfismos G20210A, C677T y G1691A. Para desafiar los kits frente a mutaciones en la
zona de hibridacién de las sondas que puedan interferir con la temperatura de melt se
desarrollaron sondas complementarias a la regiéon conteniendo el SNP de interés (ver Tabla

13).

49



El estudio de interferencia se realizé con los correspondientes kits, en un tubo de
PCR se coloco 18 ul. de la correspondientes mezcla de reaccion y 2 pl del oligo
complementario en exceso (100 uM) a G1691G, A1692C, A1696G, G1689A para el kit
Factor V (G1691A) Leiden Real Time (RG); A20218G, C20221T, C20209T para el kit
Factor II (G20210A) Real Time (RG) y C677T, G679A para el kit MTHFR (C677T) Real

Time (RG), ver Tabla 13.

Tabla 13. Secuencias complementarias a las sondas de hibridacién. En color rojo

mutaciones préximas a los polimorfismos G1691A, G20210A y C677T.

Tabla Suprimida

12. Estabilidad de los kits en funcion de la temperatura de

almacenado

Bajo normas GMP se produjeron 4 lotes de los correspondieres kits, los cuales
fueron almacenados a diferentes temperatura como se detalla en la Tabla 14. En cada
ensayo se cuantificé la fluorescencia asi como el aspecto general de todos los componentes
del kit. Para cada ensayo se utiliz6 el instructivo y protocolo de uso de cada kit (ver Anexo

3).
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Tabla 14. Se resumen las condiciones de almacenado y la frecuencia de cada ensayo para cuatro
lotes de cada kit respectivamente.

Condiciones experimentales de almacenado
Nombre Temperatura (°C) de Tiempo Frecuencia de
almacenado ensayo
Natural -20 18 meses Mensual
Acelerado 15a20 15 dias Diaria
Ciclos de descongelado -20/15a 20 15 dias Diaria

13. Analisis de costos para cada kit

Se realiz6 un analisis de costos para los kits desarrollados, contemplando los
insumos necesarios en la produccion de los kits. Para realizar las estimaciones de costos se
utilizé el kit FV G1961A. Asi como los costos del sistema de extracciéon de ADN tanto
para el protocolo 1 como el 2. Por otro lado, se cuantificaron y compararon las horas

asignadas a la técnica desarrollada con la de PCR RFLP.
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14. Produccion GMP y registro de los kits ante el MSP

Se realizaron 2 lotes de produccién bajo normas GMP para cada kit, los cuales
fueron registrados en el Departamento de Tecnologia Médica, division productos de salud
del Ministerio de Salud Publica. En la Figura 5 se detalla el plano del laboratorio con

separacion de dreas, requerido para evitar contaminaciones previas de los productos

amplificados por PCR.
Produccion de Eits
Zona de lavado Pre PCE
Zona prePCE
Zona de extraccion de
ADN-ARN
Excluzas
Cambio te
tunicas
Zona postPCE.
PCR1,2%3

Zona de electroforesist

Zona de lavado Post PCR

Figura 5. Plano del laboratorio utilizado se destacan la separaciéon de areas y material asi
como el flyjo de  materiales y  vestimenta  asociada en  cada  drea.
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IV- RESULTADOS y DISCUSION

1. Extraccion de ADN gen6émico

A partir de 10 muestras de sangre se purific6 ADNg por medio de dos protocolos

diferentes (ver materiales y métodos): protocolo 1 (lisis celular y precipitacién con alcohol) y

protocolo 2 (lisis celular con absorciéon del material genético en membrana de silice). Se

determind el rendimiento de ambos protocolos y la comparacion de los mismos se detalla en la

Tabla 15.

Tabla 15. Cuantificacion por espectrofotometria de las soluciones, conteniendo ADNg.
Obtenidas aplicando el protocolo 1 (P1) y protocolo 2 (P2).

variacion

Concentracion Absorbancia (nm) Cociente Concentracion Absorbancia (nm) Cociente
Muestra-Protocolo ng/ul 260 280 260/280 | Muestra-Protocolo ng/ul 260 280 260/280

ADN 1-P1 6.45 0.13 0.13 1.03 ADN 1-P2 24.60 0.49 0.23 2.14
ADN 2-P1 11.08 0.22 0.12 1.88 ADN 2-P2 44.90 0.46 0.46 1.00
ADN 3-P1 9.29 0.19 0.08 2.30 ADN 3-P2 18.65 0.37 0.17 2.25
ADN 4-P1 22.95 0.46 0.26 1.77 ADN 4-P2 11.17 0.22 0.22 1.01
ADN 5-P1 4.77 0.10 0.04 2.64 ADN 5-P2 24.07 0.48 0.23 2.08
ADN 6-P1 35.43 0.71 0.35 2.04 ADN 6-P2 27.90 0.56 0.25 2.20
ADN 7-P1 10.23 0.21 0.11 1.93 ADN 7-P2 16.55 0.33 0.15 2.15
ADN 8-P1 79.53 1.59 0.90 1.78 ADN 8-P2 22.21 0.44 0.22 2.04
ADN 9-P1 72.95 1.46 0.81 1.80 ADN 9-P2 23.86 0.48 0.23 2.06
ADN 10-P1 34.59 0.69 0.39 1.78 ADN 10-P2 26.17 0.52 0.26 2.04
Promedio 28.73 Promedio 24.01
Desvio estandar 27.39 Desvio estandar 8.88
Coeficiente de variacion 95.34 Coeficiente de 36.97

Si observamos el promedio de las concentraciones recuperadas, el protocolo 1 tiene

valores levemente superiores, aunque mayor dispersiéon de datos. Debido a esto el coeficiente de

variacion es de 95% en el protocolo 1, frente a 36.9% para el protocolo 2. Con estos datos se

concluye que el protocolo 2 produce soluciones de ADNg mas uniformes que el protocolo 1.Por

otra parte es importante destacar que en el caso del protocolo 1, dada su gran variabilidad algunas

muestras se aproximan al limite de deteccién establecido en la secciéon 6 pudiendo ocasionar
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curvas de melting de dificil interpretacién o valores de CT altos en la amplificacion. Es
importante destacar que la calidad del ADNg recuperado, evaluada a partir de la relacion

280/260, es considerada aceptable en ambos casos, ver Tabla 15.

La calidad del ADNg obtenido por ambos protocolos fue analizada por la técnica
electroforesis en gel de agarosa como se muestra en la Figura 6. En esta figura podemos observar
que al aplicar el protocolo 2 se obtiene moléculas de ADN de tamafio similar y por ende se
minimiza la fragmentacion, en comparaciéon a cuando aplicamos el protocolo 1. Resultados
similares fueron previamente reportados por otros investigadores, Ausubel e a/ 1995. El
protocolo 1 produce la lisis celular por shock osmoético y genera un patrén heterogéneo en el
tamafio de las moléculas de ADN, posiblemente como resultado de la actividad de nucleasas.
Contrariamente, el protocolo 2 genera moléculas de ADN de tamafio uniforme siendo el 6ptimo

para la purificaciéon de las moléculas de ADNg a partir de sangre entera con EDTA.

1434

1

3

Potocolo 1

Figura 6. Gel de agarosa al 0,7% tefiido con GelStar. Se visualizan 10 muestras de ADN
gendémico purificadas con el protocolo 1 (panel inferior) y protocolo 2 (panel superior). MP: marcador de
peso molecular PBL. Se observa banda correspondiente a 1434 pb segin fabricante.

También se determiné la calidad del ADNg para ser utilizado como molde en la reacciéon

de PCR, para esto se amplifico una regiéon del gen humano (ABL) de 793 pb. En la figura 7 se
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observa por medio de electroforesis en gel de acrilamida, los productos de PCR a partir de los
ADNg extraidos. Como era de esperar la reacciéon de PCR aplicada sobre los ADNg obtenidos
con en el protocolo 2 padecen bandas tnicas mas limpias que el protocolo 1. Si bien ambos
moldes son aptos para aplicar la técnica de PCR en punto final, el protocolo 2 genera en la

reacciéon de PCR menos productos inespecificos y ruido que el protocolo 1.

A B

Figura 7. Gel de acrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata de las PCR de una region del
gen ABL realizadas con los distintos ADNg extraidos. A) PCR sobre ADNg extraido utilizando el
protocolo 1 y B) PCR sobre ADNg extraido utilizando el protocolo 2. Se espera un amplicon de 793 pb.

Por otra parte, se evalué la aptitud de las moléculas de ADNg como molde para realizar
reacciones de PCR en Tiempo Real mediante la amplificacion de una regioén del gen humano de
ABL de 793 pb ver Figura 8. Los resultados obtenidos para el PCR en punto final son
concordantes con los obtenidos para el PCR en Tiempo Real, lo que sustenta con mayor fuerza la
eleccion del protocolo 2 frente al 1 para la extraccion de ADNg. Debido a que este presenta
uniformidad en la cantidad y calidad del ADN purificado segtn lo denota el PCR en punto final,
Figura 7, PCR en Tiempo Real Figura 8 y la concentracion y calidad de la molécula obtenida
Tabla 15 y Figura 6. Debido a la dispersion de los valores de CT's en las 10 muestras obtenidas
aplicando el protocolo 2, Figura 8. Es posible sospechar la presencia de moléculas que interfieran

en la reaccion de PCR, si bien no se realizaron estudios para determinar la presencia inhibidores,
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por ejemplo realizando diluciones del ADN genémico extraido por cada protocolo, este

fenémeno no se observa en las 10 muestras obtenidas aplicando el protocolo 1.

Figura 8. Amplificacion por PCR y analisis por curva de desnaturalizacion de una region
del gen ABL. En verde: muestras de ADN extraidas con el protocolo 1. En rojo: muestras de ADN
extraidas con el protocolo 2. En A) se muestra la Fluorescencia en funcién de ciclos de amplificacién y en
B) la derivada de la fluorescencia en funcién de la temperatura.

2. Estudio de estabilidad del ADNg en diferentes temperaturas de

almacenado

Se determind la estabilidad del almacenamiento para el ADNg extraido con ambos
protocolos de purificacion. Se almacenaron tres muestras de ADNg a 4 °C y -20°C durante 18
meses con las cuales luego se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa para determinar la

calidad del ADNg (ver Figura 9).
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M 1kb

-20°C 4°C

4°C -20°C

Protocolo 1 Protocolo 2

Figura 9. Gel de agarosa al 0,7% tefiido con Bromuro de etidio. Se visualizan 3 muestras de
ADN genémico purificadas con el protocolo 1 (panel izquierdo) y protocolo 2 (panel derecho). En los
laterales se indica la temperatura de almacenado durante 18 meses. M: marcador de peso molecular PBL

Gde 1Kb.

Con estos resultados es posible afirmar que la aplicaciéon del protocolo 2, para la
extraccion de ADNg de muestras de sangre, produce una soluciéon de ADNg de mayor calidad
que el obtenido al aplicar el protocolo 1. Estos se sustenta en el hecho de que se observan bandas
uniformes correspondientes al ADNg Figura 6 , bandas unicas en PCR convencional Figura 7'y
una valores similares en los CTs y picos de melt uniformes en PCR en Tiempo Real Figura 8, asi
como una mayor estabilidad a largo plazo a 4 °C y a -20°C , Figura 9. Debido a que el protocolo 1
no se utiliza una matriz que retenga el ADN es dificil estandarizar las diferentes muestras lo que
dificulta la implementacién de dicho protocolo en laboratorios de analisis clinicos e imposibilita
la automatizacién y manejo de gran cantidad de muestras. Como ventaja esta técnica presenta un
menor costo en comparacion a la aplicaciéon del protocolo 2, siendo unas 100 veces mas

econdomica.

Los kits desarrollados en el presente trabajo, no incorporan este sistema de extraccion de
ADN. A la luz de los resultados obtenidos se recomienda al usuario final la utilizacién de
protocolo 2.'Y es utilizado en nuestro laboratorio durante la produccién del ADNg como control

positivo del kit.
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3. Optimizacion de la temperatura de hibridaciéon en PCR tiempo final

Como se muestra en las Figuras 10, 11 y 12, la PCR en gradiente permite chequear diferentes
temperaturas de hibridacién, de los cebadores en un solo ensayo. Los resultados obtenidos en la PCR
se visualizan en geles de acrilamida de forma de observan con mayor detalles los productos
inespecificos, estos serfan dificiles de visualizar en geles de agarosa y en el PCR en Tiempo Real donde

las sondas reportan solo la regién amplificada complementarias a ellas.

En el presente ensayo, 11 temperaturas diferentes fueron evaluadas. De este modo es posible
determinar la temperatura 6ptima de hibridaciéon para cada par de cebadores, seleccionado aquellas
temperaturas en las cuales se presenta una banda unica, en ausencia de productos de PCR inespecificos
o ruido de fondo. Incluso, alguna de estas temperaturas es tan elevada que se pierde los productos

amplificados de interés ver Figuras 10, 11 y 12.

S3 S5 57 58 60 61 63 64 66 67 70 MSO

Figura 10. Gel de acrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata - Amplificacién en gradiente de
una region de 165 pb del gen FV. Cada carril indica una temperatura de annealing (en °C) especifica. M50
carril marcador de pares de base, M50.
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Como se muestra en la Figura 10, la temperatura de hibridacién que presenta menor ruido de
fondo es 64 °C, para el gen FV siendo el tamafio de amplificaciéon de 165 Pb, como era de esperar.
Temperaturas mayores como 66, 67 y 70 °C no muestran amplificaciéon Figura 10, y por el contrario

temperaturas menores a 64 °C muestran mayor presencia de bandas inespecificas.
y

S3 55 57 58 60 61 63 64 66 67 70 MS0

Figura 11. Gel de acrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata - Amplificacion en gradiente de
una region 170 pb del gen MTHFR. Cada carril indica una temperatura de annealing (en °C) especifica. M50
carril marcador de pares de base, M50.

Figura 12. Gel de acrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata - Amplificaciéon en gradiente de
un fragmento de 296 pb del gen FII. Cada carril indica una temperatura de annealing (en °C) especifica. M50
carril marcador de pares de base, M50.

A partir de estos resultados se pudo asignar la temperatura 6ptima de hibridacién para cada
juego de cebadores, en el PCR en punto final. Es decir 64°C para el par de cebadores utilizados en el
gen FV, 70°C para el gen MTHFR, y 64 °C para los cebadores utiles en la amplificacion del gen FII

59



4. Estandarizacion del PCR en tiempo real

Se utilizaron dos tecnologias de sondas diferentes, de hibridacion FRET y Hybeacon, para la
amplificacion y clasificacion de genotipos por curvas de desnaturalizaciéon para la mutacion G20210A
en el gen FII. La secuencia de estas se presenta en la Tabla 6 y en el Anexo 1 las moléculas
fluorescentes utilizadas. En la Figura 13 se presentan los resultados del genotipado de la mutacion
G20210A utilizando ambas tecnologias. Para el resto de las mutaciones estudiadas se utilizo la

tecnologia FRET.

A B

Figura 13. Fluorescencia en funcién de ciclos de PCR y posteriores curvas de desanaturalizacién
para la mutacion G20210A en el gen FII. A) Sondas FRET y B) Sondas Hybeacons.

A partir de estos resultados pudimos observar que ambas tecnologias son comparables y
resuelven el genotipo deseado de forma robusta. La bibliografia indica que ambas tecnologias presentan
ventajas técnicas a la hora de resolver los genotipos en comparacién con otras tales como sondas de

hidrélisis o Tagman y presentan un diseflo mas facil en comparacién con las sondas Beacons (Dorak
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2007). St bien ambos resultados son comparables se descarta las sondas HyBeacons debido a su mayor
costo en comparaciéon a las sondas FRET. Este aumento de costo se debe a que la tecnologia
HyBeacons tiene una o dos moléculas fluorescentes adjuntas a la timina modificada (dT) la cual se

localiza en la region interna a la sonda, ver Figura 4 y Anexo 1.

Por otra parte, se realiz6 un PCR asimétrico para determinar la concentracion 6ptima del
cebador directo. De esta manera es posible sintetizar mayor cantidad de la hebra de ADN donde
hibridan las sondas y resolver el genotipado, de las muestras de forma mas robusta. Esto se sustenta en
el hecho de que se genera mas cantidad de una hebra que la complementaria, generando mas molde
para que la sonda hibride, lo que se observa claramente en el perfil de desnaturalizacién, ver Figura 14.
Se ensay6 la amplificacion de 3 muestras, para resolver la mutacion G1691A en el gen FV, donde se
varfa la concentraciéon del cebador directo desde 1 a 0,5 uM, en la Tabla 9 se detallan las

concentraciones de los cebadores.

85 60 65 70 75
deq.

Figura 14. Se muestra la curva de desnaturalizacion o melt, para el gen FV (genotipo
WT/G1691A). La muestra fue analizada por triplicado variandose la concentracién final del cebador reverso:
1uM (azul), 0,5 uM (rojo) y 0,75 uM (verde).
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De las tres condiciones descritas pudimos determinar que es posible generar mayor cantidad de
molde a una concentracion final de primer reverso de 1 uM. Estos datos concuerdan con los obtenidos
por otros investigadores (French ez a/ 2004). Los resultados obtenidos fueron extrapolados para la

mutacion del gen MTHER y FIIL

5. Disefio del producto final

Concluidos los estudios presentados, los sistemas desarrollados fueron llevados al formato de
kit de diagnostico. El formato de kit facilita su transporte, comercializacién y produccién aplicando
normas GMP, ya que cada componente es evaluado segun especificaciones de producto y loteado de
forma de establecer una perfecta trazabilidad desde la materia prima hasta el producto final. Los kits
incluyen el empaque (ver Figura 15), protocolos acompafiantes donde se detallan las condiciones de uso

y almacenaje de los kits, ver Anexo 2.

Por otro lado se realizaron los tramites y registro de productos ante el Ministerio de Salud
Publica. Los mismos quedaron registrados de la siguiente manera: Reg. MSP 41955 para el kit Factor V
Leiden Real Time (RG), Reg. MSP 45179 para el kit MTHFR (C677T) Real Time (RG) y Reg. MSP

45180 para el kit Factor II Real Time (RG)

Figura 15. Fotos de los kits desarrollados durante el trabajo. Los kits son identificados segin su

color. A la izquierda se muestra la caja del kit FII (RG) con su etiqueta identificadora y a la derecha la caja del kit
MTHFR
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Los kits desarrollados incluyen una mezcla de reacciéon que se identifica con un color. Esta
contiene todos los componentes incluidos en una solucién buffer (cebadores, dNTPs Taq polimerasa),

un control positivo (ADN heterocigota para la correspondiente mutaciéon) y un control negativo.

6. Estudio del limite de genotipificacion de los kits Factor II Real Time

(RG), MTHFR (C677T) Real Time (RG) y Factor V Real Time (RG)

Se determiné el limite de genotipificaciéon de los kits por medio de diluciones seriadas de una
muestra de ADNg humano cuantificado en 26,7 ng/ul, en una solucién con ADNg de E. w/i. En la
Tabla 15 se resumen los datos obtenidos con los diferentes kits. A partir de estos datos se determina la
cantidad minima de ADNg en la reaccion de PCR para luego visualizar los SNPs en las curvas de

melting.

Tabla 15. Se muestran los resultados obtenidos con las diluciones seriadas de ADNg humano en
ADNg de E. coli. Utilizando los kits para detectar la mutacion de FV, FII y MTHFR. Se muestran las
concentraciones de ADNg humano como molde y las concentraciones de ADN total utilizadas en cada reaccion
de PCR. NTC reaccién de control sin ADN como molde, S/A sin amplificacién debido a que la sefial de
fluorescencia es menor a la linea de threshold.

Concentracion ADN
CT genémico
Dilucion ADN
ADNg | KITFII | KITFV M.'E'JFR humano Az]'; /tﬁ;al
Humano (ng/reac.)
1 23,23 21,80 23,59 53,40 26,70
0,1 25,82 24,54 26,93 5,34 16,10
0,01 29,13 27,24 SIA 0,53 14,00
0,001 32,04 32,22 S/IA 0,05 16,10
0,0001 36,85 36,37 S/IA 5,34E-03 15,30
0,00001 S/IA S/IA S/IA 5,34E-04 15,70
0,000001 S/IA S/IA S/IA 5,34E-05 15,70
NTC SIA SIA SIA - -
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Como se muestra en la Tabla 15, es posible amplificar en la reacciéon de PCR hasta la dilucion
0.0001 para los kits FII y FV mientras para MTHFR fue de 0.1, es decir 5,34 ng de ADN genémico
como molde en la reacciéon de PCR. De todas formas la amplificacion de la reaccién de PCR por si sola
no indica la genotipificacion, para esto es necesario obsetvar los picos de melt en la funcién df/dt.
Como se muestra en la Figura 17 y 18 solamente el ADNg puro y la dilucién 1/10 para los kits FV y
FII es posible discriminar los genotipos. Tomando esto en cuenta, fijamos para los 3 kits una cantidad
de ADN por reacciéon de PCR de 5 ng como valor minimo. A partir de estos datos y considerando el
sistema de extracciéon de ADN utilizado (el cual no forma parte del kit desarrollado), se recomienda
utilizar los correspondientes kits para la reacciones de PCR a partir de una soluciéon de ADN del

entorno de los 25 ng/ul de ADN, ver Figuras 16 y 17.
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Fluorescencia en funcién de los ciclos de amplificacién con el kit FV para diferentes diluciones con sus
respectivos ng de ADN por reaccion. B) Derivada del valor de fluorescencia en funcién de la temperatura, para

Figura 17. Curvas amplificacion y melting para el Kit FV en diluciones seriadas de ADNg. A)

el genotipo (G1691G/G1691G) a partir del ensayo de amplificacion A.
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Figura 18. Curvas amplificacién y melting para el Kit FII en diluciones seriadas de ADNg. A)
Fluorescencia en funcién de los ciclos de amplificacién con el kit FII para diferentes diluciones con sus

respectivos ng de ADN por reaccién. B) Derivada del valor de fluorescencia en funcién de la temperatura, para
el genotipo (C20210G/C20210A) a partir del ensayo de amplificacion A.
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7. Estudio de especificidad en la caracterizacion genética

Validacién interna

Se realizé una validacion interna en nuestro laboratorio, para esto se produjeron por normas
GMP varios lotes de los kits Factor II Real Time (RG), MTHFR (C677T) Real Time (RG) y Factor V
Real Time (RG) y se reservaron para genotipar 250 muestras para cada mutaciéon. Las muestras
utilizadas conforman una genoteca correspondientes a pacientes de riesgo que llegan ATGen, al area de
servicios. Estas son enviadas por el personal médico para tomar decisiones clinicas asociada la presencia
de los SNPs en pacientes con sospechas de eventos tromboticos. La presencia o ausencia de las
mutaciones para cada muestrea fue comparada con los resultados obtenidos por la técnica de PCR
RFLP. La cual se basa en la amplificaciéon por PCR de la regién con el SNP y posterior digestion con
enzimas de restriccion las cuales generan un patrén de bandas caracteristicas que son visualizados en
geles de acrilamida, ver Figura 22. Los resultados obtenidos indican un 100% de concordancia con la

técnica de referencia, ver Tabla 16.

Tabla 16. Resultados del ensayo de validaciéon interna. NN genotipo normal homocigota, NM
genotipo heterocigota, MM genotipo mutado homocigota.

FIl (G20210A) MTHFR (C677T) FV (G1691A)
Genotipo KitFIl |PCRRFLP | Frecuencia |Kit MTHFR|PCRRFLP | Frecuencia KitFV | PCRRFLP | Frecuencia
NN 237 237 95% 90 90 14% 225 225 90%
NM 13 13 5% 125 125 50% 25 25 10%
MM - - - 35 35 36% - - -
Indeterminado 0 0 0% 0 0 0% 0 0 0%
Total 250 250 1 250 250 1 250 250 1

Los resultados presentados en la Tabla 16 indican que la especificidad diagnostica de cada kit es

absoluta. Cabe destacar que a partir de 250 muestras de sangre, correspondientes a pacientes, remitidas
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a nuestro laboratorio se analizaron por ambas técnicas los genotipos y los resultados fueron
absolutamente concordantes. Debido a la frecuencia de las mutaciones en las poblaciones no es posible
hallar muestras homocigotas mutadas (MM) para las mutaciones G2010A y G1691A. La baja frecuencia
en los genotipos homocigotas mutados encontrados en este estudio para Uruguay la prevalencia de la
mutacion FV es del 5% en las poblaciones de origen europeas occidental y practicamente inexistentes

en indigenas americanos, asiaticos y africanos, esta proporcién se mantiene para la region, 5.1% Buenos

Aires, 3.1% Santiago de chile, 2% San Pablo (Lens ez a/. 2000).

Validacion externa

Mediante la participacion en el programa MGL1 (Mollecular Genetics) del College of American
Pathologists (CAP), se realiz6 el control de calidad externo. En este el laboratorio externo de referencia
envia 6 muestras al aflo, a los 390 laboratorios suscriptos en distintas partes del mundo. Los
laboratorios participantes analizan las muestras de ADN y el método por el cual se identifica el
genotipo y esta informacién es remitida al laboratorio de referencia. Vale la pena destacar que
participaron 390 laboratorios y cada uno aplica técnicas de genotipificacion diferentes. En este sentido
se reportaron diferentes técnicas como PCR 57.2%, quimica de invasion 21.7 %, PCR ARMS (alelo
especifica) 5%, tecnologia de microarreglos 6.6, bead array 1.7%, secuenciacion de ADN 1.9%,
pirosecuenciado de ADN 0.6%, espectrometria de masa 0.6%, ensayo de ligacién de oligonucleétidos
0.6% otras técnicas 2.8% y 1.4% de los laboratorios participantes no declara la técnica utilizada. Por
otro lado se participé de un programa similar pero de alcance nacional ver Tabla 18, a diferencia del
internacional en este el nimero de participantes es menor 6, y no se reportan las técnicas utilizadas

durante la genotipificacion.
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Tabla 17. Resultados del control de calidad externo las muestras fueron remitidas por el
programa Molecular genetics MGL 1 2009 y 2010 del CAP. NN genotipo normal homocigota, NM genotipo
heterocigota, MM genotipo mutado homocigota.

Evio Muestra =V Ell MTHER Ig'gjor?;trgr?js
(ADN) | (G1691A) | (G20120A) | (C677T) It
participantes
MGL1-07 MM S/D S/D
MGL-B 2008 MGL1-08 NM S/D S/D 303
MGL1-09 MM S/D S/D
MGL1-01 NN S/D S/D
MGL-A 2009 MGL1-02 NM S/ID S/D 310
MGL1-03 NN S/D S/D
MGL1-07 NM NM NM
MGL-B 2009 MGL1-08 MM NN NN 300
MGL1-09 NN NN NM
MGL1-01 NN NN NM
MGL-A 2010 MGL1-02 NN NN MM 360
MGL1-03 NM NN NM

Tabla 18. Resultados de control de calidad externo remitidas por laboratorio nacional. NN
genotipo normal homocigota, NM genotipo heterocigota, MM genotipo mutado homocigota.

’ Muestra MTHFR N° Laboratorios
Envio (Sangre) FV (G1691A) | FIl (G20120A) (C677T) participantes
\V4 NM NN MM
Oct/2009 | NN NM NN 6
J NN NN NM

La tecnologia desarrollada fue desafiada en nuestro laboratorio con otra técnica (validacion

interna) y con muestras provenientes de otros laboratorios (validacién externa) y en todos los casos la

asignacion de genotipos para cada muestra fue la correcta. Estos ensayos de validacion brindan mayor

apoyo estadistico a los resultados obtenidos al utilizar los kits desarrollados. A su vez estos datos fueron

presentados ante el MSP para obtener el correspondiente registro y su posterior comercializacion.
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8. Estudio de limitaciones e interferencias en cada kit

Consideramos una interferencia en la técnica a una mutacién o cambio de base en la secuencia
de ADN donde hibrida la sonda, ya que esto, en principio, puede cambiar la temperatura de melting e
interferir con las asignaciones de genotipos. Vale la pena resaltar que la correspondiente amplificacion
no se ve afectada con la presencia de otros SNPs en la regiéon donde hibrida la correspondiente sonda.
Por lo que se estudié las curvas de desnaturalizacion de las mezclas con oligonicleotidos con la

presencia de las mutaciones raras, ver Figura 19.
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Figura 19. Estudio de interferencia por mutaciones infrecuentes en la asignacién de genotipos.
Derivada de la fluorescencia en funcién de la temperatura, o curvas de desnaturalizaciéon de las sondas con
secuencias de ADN sintéticos con SNP A) A1692C, A1696G, A1689A con el kit FII y B) mutaciones raras
C677Cy GG679A, con el kit C677T.
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Debido a que cada genotipo se corresponde a una temperatura especifica de melt, un
corrimiento de esta mayor a 5 °C serfa interpretado como indeterminado. Esto se apoya en los datos
estadisticos y desvid estandar presentados en la Tabla 20, en donde cada genotipo se asocia a una

temperatura de melting Tm o pico de melt.

Taba 20. Asignacion de genotipos para cada kit desarrollado. Analisis de 250 muestras para cada
kit donde se determina la temperatura de melting o pico asignado a cada genotipo asi como el desvié estandar.

Kit MTHE:.T#%?;Q? Real Factor Il Real Time (RG) Facto_rri\r/rlle_(z:%r)\ Real
Genotipo Ce77C C677T |G20210G| G20210A | G1691G | G1691A
Pico bin A bin B bin A bin B bin A bin B
Promedio (Tm) 59.2 65,8 56 65 59.5 65,73
Desvio est. 1,68 1,63 0,6 0,59 0,54 0,60
Total de muestas 250 250 250

Durante el transcurso del presente trabajo se realiz6 el genotipado en el laboratorio de mas de
1.000 muestras de sangre para la mutaciéon G20210A y mas de 2.500 para la mutaciéon C677T y
G1691A. No se ha reportado corrimientos en la Tm, por lo que no se detect6 la presencia de estas
mutaciones raras. Cabe mencionar que, si bien no hay datos para la frecuencia de estas en Uruguay, a
nivel mundial la frecuencia de aparicion es baja (del entorno de 1 en 4200 muestras para la mutacion en

el gen FV (Erali ez. a/ 2003).

9. Estabilidad de los kits en funcién de la temperatura de almacenado

Bajo normas GMP se elaboraron 3 lotes de cada uno de los correspondientes kits y se
almacenaron a diferentes temperaturas como se describié en materiales y métodos. Los ensayos fueron

denominados: natural, acelerado y ciclos de congelado segin la temperatura de almacenado.
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Los kits desarrollados soportan 5 ciclos de congelamiento-descongelamiento consecutivos y son
estables al menos durante 18 meses almacenados a -20 C. Con estos datos es posible determinar una
fecha de vencimiento de 18 meses desde la fabricacion del producto, asi como asignar condiciones de
almacenamiento del entorno de -20 °C y evitar descongelar mas de 5 veces consecutivas. Estas
especificaciones de los kits se detallan en los instructivos de uso. Debido a que las sondas que
componen la mezcla de reaccion son sensibles a la luz visible estos componentes deben ser protegidos
de la luz visible, si bien no se estudi6 este fendmeno sobre la mezcla de reaccién como medida en la

fabricacion de los kits se incorporaran tubos color ambar para evitar que la luz afecte las sondas.

En la figura 19 se observa un decaimiento mayor al 50% de las unidades de fluorescencia en la
descongelaciéon numero 6 y 7 se recomienda no descongelar mas de 5 veces consecutivas las mezclas de
reaccion, vale la pena destacar que es posible genotipar las muestra hasta el descongelado 7 pero el
decaimiento de la fluorescencia afecta la calidad y la precepciéon del producto por lo debe evitarse esta

situacion.

UFR Almacenado -20

16

14

12 mC1-FV
8 OC3-FV
6 W C4-FV
4 ENTC
2

0

NO N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7

Tiempo

Figura 19. Estudio de ciclos de congelados. Efecto del congelamiento y descongelamiento sobre el
kit Factor V Real Time (RG). Unidades relativas de fluorescencia UFR, para el genotipado de 4 muestras de
referencia C1 a C4 en funcién de ciclos de congelamiento y descongelamiento N. NTC reaccién de PCR sin
mole de ADNg.
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En la Figura 20 se muestra los resultados a temperatura ambiente, estos indican un fuerte
decaimiento en la fluorescencia luego de 4 dias a temperatura ambiente (ver muestra N2). Por dicho
motivo, se recomienda almacenado de los reactivos a una temperatura de -20 °C y con un limite
maximo de 5 descongelamientos consecutivos. Para su transporte y comercializacion, se recomienda
evitar tiempos mayores a 2 dias a temperatura amiente. Los datos son acordes a los reportados en las

hojas técnicas (almacenado y estabilidad) de otros fabricantes.

UFR Almacenadoa T. A
3.5 ¢
3
2.5 BA1-FV
2 HA2-FV
BA3-FV
1.5 CA4-FV
ENTC
1
0.5
0

NO N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10O Ni1

Figura 20. Estudios acelerados. Kit Factor V Real Time (RG) almacenado a temperatura ambiente.
Unidades de fluorescencia relativa (UFR). Genotipado de 4 muestras de referencia Al a A4 en funcién del
tiempo N cada 2 dias. NTC reaccién de PCR sin mole de ADNg.

El estudio de kits similares presentes en el mercado determina la fecha de vencimiento en 18
meses desde su fabricacién. Tomando esto como referencia, se estudié la estabilidad de nuestros kits en
este periodo de tiempo, de modo de poder asegurar la calidad en dicho periodo. En la Figura 21 se
describen los resultados obtenidos en este estudio demostrando niveles de fluorescencia y correcto

genotipado durante 18 meses de almacenado a -20°C
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BA1-FV
BAZ-FV
OA3-FV
HA4-FV

URF

0 12 18

Tiempo (meses)

Figura 21. Estudios natural (almacenado a -20) para el kit Factor V Real Time (RG). Con cuatro
muestras de referencia Al a A4. Unidades de fluorescencia relativa (UFR).

Debido a que esta familia de productos comparte la misma tecnologia y composiciéon quimica
los resultados de estabilidad natural, acelerada y ciclos de descongelamiento obtenidos en el kit FV Real
Time se consideran extrapolables a los FII Real Time (RG) y MTHFR (C677T) Real Time (RG) y

viceversa.

10. Analisis de costos

Para el andlisis de costos se tom6é como modelo el Kit Factor V Real Time (RG), y se
compararon los costos asociados a la mezcla de reaccion y horas hombres asignadas a cada técnica (ver

tabla 21).

Por medio de la tecnologia desarrollada es posible reducir los costos a la mitad. Aunque la
mayor ventaja la presenta la reducciéon de tiempo asociada a la técnica, 3 horas frente a 9 horas para la

técnica de PCR RT y PCR RFLP respectivamente, ver Figura 22.
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Insumo Cantidad (gl) Precio
por reaccion | (U$S)
Buffer STR 10x 2.0 0.0308
Taq (5U/ul) 0.5 0.2750
Cebador directo 2.0 0.0070
Cebador reverso 0.3 0.0013
Sonda A FAM 0.5 0.0271
Sonda B Cy5 0.5 0.0813
Agua Nucleasa Free 12.3 0.0011
Total 18.1 0.4236
20% de error 0.0847
Costo total por reaccion de PCR 0.51
A
Insumo CElle e g,ll) por Precio (U$S)
reaccion
Buffer STR 10x 2 0.0308
Cebadores 0.25 0.0006
Agua Nucleasa Free 12.75 0.0010
Taq (5U/ul) 0.2 0.2750
Enzima HindI11 (10U/ul) 0.5 4.00E-006
Marcador de peso molecular 5 0.0830
TBE 1x - 0.4000
Buffer de carga - 1.50E-005
Solucién Fijador - 0.0080
Solucién Nitrato de plata - 0.0023
Solucién Revelador - 0.0200
Total 0.8207
20% de error 0.1641
Costo total por reaccion de PCR 0.98
B

Tabla 21. Principales costos asociados a las mezclas de reaccién para deteccién de la mutacion G1691A
por medio de la tecnologia A) PCR RT B) PCR RFLP.
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Sangre entera

1

Extraccidn de ADMN
gendomico (80 min)

Preparacion de mezcla de reaccidn
adicion de ADMNg (15 min)

1 1

Amplificaciégn PCR Amplificacion PCR
3 Hrs - Tiempo Rea (120 min)l Punto Final (120min)

-
Digestidoncon enzimas
de restriccion (240 min)

Electroforesiz en gel de

9 Hrs — agarosa o poliacrilamida
[123 min)

Figura 22. Comparaciéon de etapas y tiempos asociados al PCR en tiempo final y al PCR en
tiempo final con digestion enzimatica. La técnica de PCR RFLP implica amplificacién por PCR de la region
del ADN donde se encuentra la mutacién, seguida del analisis de la deteccién del cambio de base mediante
digestion con enzimas de restricciéon (RFLP) y visualizacion de los fragmentos en gel de agarosa o poliacrilamida,
la técnica determina la presencia o ausencia de mutaciones en 9 horas aproximadamente. En la técnica de PCR
en Tiempo Real la amplificacién se realiza en tiempo real e inmediatamente se discrimina los diferentes alelos por
cutvas de disociaciéon o curvas de melt.

Si consideramos unicamente los insumos, los costos por reacciéon son aproximadamente el
doble en las reacciones de PCR RFLP que para las de PCR RT. Cabe destacar que, en el presente
trabajo, no se consideran los costos amortizados por el laboratorio que implementa el servicio de
diagnostico. Se observo un importante decremento de las horas hombre asociadas a cada técnica. La
técnica desarrollada insume unas 3 horas asignadas a la amplificacién y genotipado por curvas de
melting a diferencia de las 9 horas asignadas a la técnica de PCR RFLP, ver Figura 22. Al minimizar el
numero de pasos la técnica de PCR en Tiempo Real se torna mas facil de abordar por técnicos no
calificados en biologia molecular. También se minimiza la posibilidad de contaminacién ya que los
tubos con los productos amplificados nunca son abiertos para su analisis, y por otra parte esta técnica

permite la posibilidad de manipular gran cantidad de muestras.
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V- Conclusiones

El diagnéstico molecular de ciertas mutaciones como el caso de las estudiadas en el presente
trabajo puede realizarse por diferentes técnicas, tales como PCR RFLP, PCR alelo especifico,
secuenciacion de ADN, microarreglos, espectrofotometria de masa, entre otras. En el presente trabajo
se decidié desarrollar una tecnologia de PCR en Tiempo Real, debido a que presenta caracteristicas
favorables en la aplicacién en biologia molecular dentro de las que se destacan: tiempos de
manipulaciéon reducidos en comparaciéon con otras técnicas (debido a que la mezcla de reaccion
incorpora todos los componentes necesarios para realizar la PCR), minima posibilidad de
contaminaciéon cruzada con productos previamente amplificados (la reaccion tiene lugar en tubos
cerrados), menores pasos de manipulaciéon y costos menores asociados a personal técnico. La técnica
permite automatizar la manipulacién y acceder facilmente a analizar un gran numero de muestras. Estas
caracteristicas se complementan con la sensibilidad y especificidad del PCR. Los kits desarrollados se

detallan a continuacion:

El kit Factor V Leiden Real Time (RG), detecta y genotipa el polimorfismo G1691A. Se
compone de: 3 viales, un vial tapa color amarillo (mezcla de reacciéon de PCR), un vial tapa transparente
(control negativo), un vial tapa color rojo (ADN control positivo, genotipo G1691A/W'T), una caja

contenedora y el protocolo de uso, también denominado IDK.

El kit MTHFR (C677T) Real Time (RG) genotipa el polimorfismo C677T. Se compone de un
vial tapa color amarillo (mezcla de reacciéon de PCR), un vial de tapa transparente (control negativo), un
vial de tapa color rojo (ADN control positivo, genotipo C677T/WT), caja contenedora de viales y

protocolo de uso IDK.
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El kit Factor II (G2010A) Real Time (RG) genotipa el polimorfismo G2021A. Se compone de
un vial tapa color amarillo (mezcla de reacciéon de PCR), un vial de tapa transparente (control negativo),
un vial de tapa color rojo (ADN control positivo, genotipo G2010A/W'T), caja contenedora de viales y

protocolo de uso o IDK.

Desde el punto de vista comercial se detecté una necesidad de la utilizaciéon de kits de biologia
molecular en diferentes laboratorios de diagnostico, incluido el nuestro, lo cual motivo el desarrollo de
kits por PCR en Tiempo Real. La resolucién de estos diagndsticos moleculares son recogidos en ultima
instancia por los médicos y estos toman decisiones basados en la informacion genética del paciente (por
ejemplo administracion periddica de anticoagulantes). A la fecha se ha utilizado la tecnologia
desarrollada para genotipar 1757 pacientes para la mutacion C677T, 2420 pacientes para la mutacion
G20210A y 3371 G1691A. En este sentido los kits desarrollados, son utilizados por la empresa para
prestar servicio de genotipificacién y se plantea la incorporacion de sistemas automaticos, en la etapa de

extraccion de ADN, que aumenten la capacidad a una escala mayor.

De los protocolos evaluados para la obtencién de ADNg se optd por el sistema de columnas
debido a que los resultados indicaron una mayor calidad de las moléculas de ADNg. Este sistema de
purificaciéon de ADN a partir de muestras de sangre no forma parte de los kits, aunque es utilizado en la

produccion del ADNg como control positivo de los correspondientes productos.

Los resultados previos a la obtencién del ADN indican que es posible utilizar una solucién de

ADNg con una concentracién de 25 ng/ul ya que concentraciones menores podtian generar un nivel

de fluorescencia insuficiente en la amplificaciéon por PCR RT.
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A la luz de los resultados obtenidos, los kits desarrollados presentan una especificidad absoluta
en la caracterizacion genética, es decir, que la clasificacion de los genotipos de cada muestra de sangre

se realiz6 en total concordancia con la técnica de referencia.

Estos datos avalan la confiabilidad de los kits desarrollados para la determinacién de los
genotipos y fueron utilizados para su registro ante el Ministerio de Salud Publica con los nimeros de
registro, 41955 para el kit Factor V Leiden Real Time (RG), 45179 para el kit MTHEFR (C677T) y 45180

para el kit Factor II Real Time (RG)

Los experimentos de estabilidad permitieron asignar condiciones de almacenamiento y fechas
de caducidad donde la calidad de los kits permanece aceptable, es decir almacenados a -20°C por 18
meses. Por otra parte, al igual que los declarados por otros fabricantes (Roche), los kits soportan 5

ciclos de descongelados sucesivos.

En este sentido también otros fabricantes informan como limitaciones de los kits la ocurrencia
de mutaciones raras en la zona de hibridacion de las sondas, lo que puede modificar las Tm asignada a
los genotipos. En todos los casos los resultados indican que la aparicion de estas se informaria como

indeterminado.

En cuanto a los costos, los estudios realizados permitieron asegurar la competitividad de los kits

y margenes acordes para amortizar la inversiéon asumida en el desarrollo.

Finalmente cabe mencionar que en la actualidad se evalta la viabilidad de utilizar diferentes

sondas capaces de detectar y clasificar las mutaciones en una unica reaccion de PCR. Es decir una
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reaccion tipo multiplex. Al realizar una unica reacciéon de PCR es posible minimizar costos y tiempos

asociados al uso de equipos y operarios.

La tecnologia desarrollada permite automatizar y manejar gran nimero de muestras facilmente,
lo que le brinda una ventaja competitiva a la empresa. Esta caracteristica permitié que se ganara una

porcién mayor del mercado y puedan presentarse a licitaciones publicas del MSP.

Por otro lado la tecnologia puede ser aplicada para realizar ensayos a nivel nacional y determinar

la frecuencia de los SNPs en la poblaciéon con y sin eventos trombdticos. Aportando conocimiento

cientifico a la enfermedad trombofilia en pacientes uruguayos.
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ANEXO 1 - Principales caracteristicas de las moléculas
fluorescente
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FAM 6-Carboxifluoresceina

Es una molécula fluorescente ampliamente utilizada. Debido a que es compatible
con la mayoria de los sistemas de deteccion. Puede ser adjuntado a oligonucleétidos tanto
en el extremo 5" como 3"de la molécula de ADN. La fluorescencia desciende a pH menor a
7 por lo que se utiliza tipicamente en el intervalo de pH 7,5 a 8,5. Se recomienda almacenar

a -20 °C en tubos opacos para evitar su exposicion excesiva a la luz.

Masa molecular: 537.5
Coeficiente de extincion: 20960
Absorbancia maxima: 495 nm
Emision maxima: 520 nm
Extincion Coeficiente: 75000
Perfil de absorcion y emision de fluorescencia Estructura molecular

495 nm 520 nir

Absorbance
UCISSIWLg 30Uu=dsadon|d

/ — T

400 450 500 550 600 B50 e
Wavelength (nm)
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Cys

Pertenece a las familias de Cianinas. Puede unirse a cualquiera de los extremos 5 ‘o 3'

extremos de un oligonucledtido. Se utilizan como aceptador de fluorescencia por 1o que su uso en

aplicaciones de microarrays. La produccion de esta molécula requiere purificacion por HPLC. Lo

que aumenta los costos de producto.

Masa molecular:

Coeficiente de extincion:

Absorbancia maxima:

Emisién maxima:

Extincion Coeficiente:

532.6

10000

648 nm

668 nm

250000

Perfil de absorcion y emision de fluorescencia

648 nm 663 nir

#Absorbance
UOISSILILE a3Uadsalon |4

525 575 625 675 75 775
Wavelength {nm)

Estructura molecular
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dT
La molécula dT es una base modificada derivada de FAM. En la que la molécula
fluorescente se une a la posicion 5 del anillo de timina por un brazo espaciador de 6 carbonos. Esta

molécula puede ser incorporada en lugar de timina interna al oligonucledtido.

Masa molecular: 816.7

Coeficiente de extincion: 13700
Absorbancia maxima: 495 nm
Emisién maxima: 520 nm
Extincion Coeficiente: 75000

Perfil de absorcion y emision de fluorescencia  Estructura molecular

495 nm 520 nrr

Absorbance
uQ|ssiWwiLg adua0sadon|d

/ —

400 450 500 550 600 650
Wavelength {nm)

92



ANEXO 2 -Instructivo de uso para cada kit
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A1 Gen

SISTEMAS M OLECULARES

Factor V Leiden Real Time (RG)

Sistema para deteccion, por PCR en tiempo real, de la alteracion G1691A en el
gen que codifica para el Factor V de la coagulacion humana.
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Version 5
Aprobada: 14/10/10

Reg. MSP 41955

Valdense 3616. 11700. Montevideo. Uruguay.
Teléfono (598) 2 336 83 01.
Fax (598) 2 336 71 60.
Info@atgen.com.uy
www.atgen.com.uy

Uso exclusivo en investigacion.

Los resultados del test solo pueden ser utilizados para analisis preliminar.

La compra de este producto no incluye ni proporciona una licencia para llevar a cabo
aplicaciones patentadas.

Utilidad del Kit
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El kit de ATGen analiza el polimorfismo puntual en la posicion 1691 (G1691A) del gen que
codifica para el FV de la coagulacién humana.*

Principio de Ensayo

El analisis requiere una amplificacion por PCR en tiempo real de un fragmento del exén X del
gen que codifica para el FV de la coagulacion humana. Sobre el producto de amplificacion se
detecta la presencia o ausencia de un cambio de base mediante sondas especificas utilizando
la tecnologia de PCR en tiempo real.

Introduccion: Factor V

El Factor V es una glicoproteina de 300 Kd, codificada por el gen F5 que se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 1 (locus 1g23) y estda compuesto por 25 exones. La mutacion
conocida como Leiden se produce por sustitucion de G por A en el nucledtido 1691
(G1691A), en el exdn 10, lo que genera un reemplazo en el aminoacido 506 de la proteina
de una Arginina (R) por una Glutamina (Q) (R506Q o alelo Q506). Esta posicion es uno de
los sitios de clivado por PCa (Proteina C activada) en el factor V normal. EI cambio
aminoacidico destruye el sitio natural de clivado y limita la degradacion del Factor V.
Funcionalmente resulta en una resistencia a la PCa, por lo que se pierde el efecto
anticoagulante del FV activado. Para revision ver 1y 2.

1 OMIM *227400 FACTOR V DEFICIENCY
2, American College of Medical Gentics Consensus Statement on Factor V Leiden Mutation Testing .Wayne W. Grodyet al.

(ACMG Factor V Leiden Working Group)
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Presentacion del kit
Color que identifica al kit:
El kit de ATGen para la deteccion de la mutacidn de Leiden incluye:

1 tubo FV Leiden Mezcla de Reaccion (Tapa color amarillo).
1 tubo FV Control negativo, C-, (Tapa color transparente).
1 tubo FV Leiden ADN control positivo, (Tapa color rojo).

Todos los reactivos incluidos en el kit FV Leiden Real Time estan en solucién liquida. Los kits
se comercializan en formato de 20 o 50 reacciones.

Materiales necesarios y no suministrados

Termociclador en tiempo Real.

Contenedor para descarte con bioseguridad.
Guantes y tunica.

Pipetas adecuadas.

Puntas de pipeta (tips) con filtro.

Tubos de PCR libres de ADN y ADNasa
Vortex.

Precauciones

5. Uso exclusivo para diagndstico in vitro.

6. Todas las muestras, reactivos y controles pueden tener potencialmente riesgo
bioldgico.

7. No utilizar después de la fecha de caducidad.

4. No sacar de forma simultanea tubos de diferentes cajas para evitar el intercambio de

tubos de diferentes lotes.

Condiciones de almacenamiento
El Kit se conserva a —20 °C, para asegurar un optimo funcionamiento hasta la fecha de
vencimiento impresa en el envase. El kit permite hasta 6 ciclos de descongelado, en caso de

ser necesario realizar mas descongelados, se recomienda alicuotar la mezcla de reaccién en
el primer descongelado.

Limitaciones e interferencias
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El kit esta disefiado para su utilizacién por personal capacitado en laboratorios que cuenten
con instalaciones y equipos adecuados para ejecutar la técnica de PCR, siguiendo
estrictamente las instrucciones de uso.

Las limitaciones e interferencias que pueden presentarse en el kits se pueden clasificar en 2
categorias:

1- Inhibicion de la PCR

En todas las muestras problema analizadas debe registrarse curva de amplificacion y

curva de melt con picos discretos, independientemente del genotipo de la misma. De lo
contrario debe suponerse un fallo por inhibicién, o un error en la manipulacién. El uso de
técnicas de purificacion de ADN a partir de sangre u otras muestras bioldgicas es un paso
previo y esencial que influye directamente sobre el desempefio de los kits de PCR. Diversas
sustancias presentes en las muestras bioldgicas como nucleasas, hemoglobina, heparina,
etc., pueden interferir en la PCR. Empleando ADN con la pureza y concentracion adecuadas
se evitan las inhibiciones de la PCR y la obtencidn de resultados invalidados.

2- Mutaciones en la region blanco

El kit fue desarrollado para detectar y discriminar con alta especificidad el polimorfismo
G1691A. La ocurrencia de mutaciones en la regién de hibridacion de las sondas fluorescentes
pueden producir interferencias en la asignacion de genotipos, por ejemplo desplazando la
Tm mas alld del valor permitido por las especificaciones. Estas mutaciones presentan muy
baja frecuencia y en la poblacién uruguaya no se ha reportado ninguin caso.

En el caso de que se dieran las condiciones anteriores como mutaciones infrecuentes en la
region blanco o inhibicion de la PCR los resultados serian informados como indeterminados.

Caracteristicas de la muestra
La muestra necesaria para realizar el diagnostico es una solucion de ADN con una

concentracion entre 150 y 200 ng / pl, apta para amplificacion por PCR.
ATGen recomienda el uso del kit ADN Facil para muestras de sangre.
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Instrucciones de uso

Zona de preamplificacion:
Si es posible realizar todas las manipulaciones en frio.
Preparacion de la mezcla para la amplificacion:

o Preparacion de la mezcla de PCR:

Descongelar la mezcla de reaccidn, evitando la exposicion directa a la luz.
Homogeneizar la mezcla de reaccion.
Preparacion de la mezcla para la amplificacion :

Colocar en la gradilla los tubos para PCR, se utilizaran un tubo por muestra a
analizar mas 2 tubos correspondientes al control positivo y negativo.

Agregar 18 L de la mezcla de reaccién en cada tubo y rotular.

Adicionar 2 pL del ADN problema al tubo correspondiente.

Adicionar 2 pL del ADN control positivo al tubo Control positivo.

Adicionar 2 pL del control negativo al tubo Control negativo.

o Programacion del equipo:
Colocar los tubos en el termociclador en tiempo real Rotor-Gene 3000.

NOTA: Si es la primera vez que programa el termociclador siga las siguientes instrucciones.
De lo contrario pasar al punto 2.2.

= Abrir el programa y seleccionar la opcién Empty Run. Seleccionar el boton
New. En la siguiente ventana seleccionar el tipo de tubo a utilizar luego
oprima Next.

= En la nueva ventana seleccione 20 pl como volumen de reaccion, y luego
presione el boton Next.

= En la ventana New Run Wizard seleccione 5
el botén Create New como se muestra en la
figura. A continuacién completar el cuadro con
los siguientes datos. Luego seleccione ok.

Name FV

Soure 470 nm
Detector 660 hp

Gain 10

PeceGenm Aralpis Sotwae 61 B 51)

= Seleccione la botdon Edit Profile e ingresar el ciclado con los datos de la
siguiente tabla, y luego oprima OK

98



Temp. C Tiempo Adquisicion

Hold 95 3 min. No
95 15 seg No

35 ciclos 54 20 seg Canal FV
72 10 seg No
95 15 seg No
1 ciclo 40 60 seg No
50 60 seg No

Melt 50a 75 1°Cl/s Canal FV

= En la siguiente ventana seleccione Save Template con
el nombre FV Real Time. Nota. Esta opcion le permitira
evitar los 2.1A a 2.1F en corridas posteriores. Luego
seleccione el boton Start Run y continué en el paso
3.1

Iniciar el programa Rotor Gene dentro de la ventana New
Run seleccionar FV Real time, luego seleccionar el botdn
New.

TRk G Aroipis Scltme 5.1 Bk 1)

Seleccione el rotor de 36 posiciones y seleccione el tipo de tubos
muestra en la figura. Luego seleccione Next.

Seleccione 20 pl en el volumen de reaccion luego oprima Next.

B o s St .1 [l 1)

R o Dot

R & Tovpise In srche Fldes

7 Shor The Scteen hen Scbveas Opsns

FlorGana ey Sovrn &1 1B 1)
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El programa se actualizara mostrando la siguiente ventana, si desea verificar el programa
de ciclado pase al punto 2.1.E de lo contrario oprima el boton Start run.

Guardar el archivo con el nombre deseado. Luego oprimir Aceptar.

Cargue los datos correspondientes a cada muestra. Para cerrar la ventana oprimir el
boton Finish.

Obtencion de los resultados:

Una vez terminada la corrida seleccione el botdn Analysis se abrird una nueva ventana,
seleccionar la pestafia melt luego seleccionar Melt.FV Real Time y oprimir el boton
Show.
Seleccionar el umbral de intensidad siguiendo los pasos que se detallan a continuacion:
= Determinar la intensidad de fluorescencia maxima del Control negativo, dicho
valor no debe superar las 0,15 unidades de fluorescencia.
= Multiplicar el valor obtenido en el punto anterior por 3. El valor obtenido
corresponde al umbral de fluorescencia, este valor permite validar todas
aquellas muestras con picos por sobre este valor.
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Se observara una grafica como la siguiente:

25

15

05 _—

| Mutadoj

/o \

55

En la seccion Peak bin (a la derecha de la pantalla) seleccionar la opcion New.

60 65

70

7%

Linea amarilla: Muestra homocigota normal

(pico: 61 °C).

Linea azul: Muestra homocigota mutado

(pico: 66 °C).

Linea naranja: Muestra heterocigota (pico

61°C y pico 66°C).

Seleccionar el pico de menor temperatura; se desplegara la ventana Edit Bin,
completar la tabla con los datos a continuacién. Luego seleccionar Ok

Name Normal
Position 61
Witdh (Degrees) 0,5

Repetir desde el paso 3.2 y 3.3, con el pico de mayor temperatura y los
siguientes datos.

Name Mutado
Position 66
Witdh (Degrees) 0,5

Seleccionar el botdn Genotypes y completar la tabla con los siguientes datos.

Homocigota Normal NN Bin A -
Heterocigota MM Bin A Bin B
Homocigota mutado NM - Bin B
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o Validacion de los resultados:

El valor de fluorescencia del pico mutado del control positivo debe ser mayor a
0,45 unidades de fluorescencia.

Se consideraran Unicamente los picos que superen 3 veces la sefial del control
negativo (normalmente <0,15).

En el caso de obtener muestras heterocigotas se recomienda chequear que las
intensidad de ambos picos no superen una relacion de 2:1 (Normal:Mutado).
Bibliografia:
4) OMIM *227400 FACTOR V DEFICIENCY

5) American College of Medical Gentics Consensus Statement on Factor V Leiden
Mutation Testing .Wayne W. Grodyet al. (ACMG Factor V Leiden Working Group)
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rA'1'Gen

SISTEMAS M OLECULARES

MTHFR (C677T) Real Time (RG)

Sistema para deteccidn, por PCR en tiempo real, para la mutacion puntual

denominada C677T.
— - ]
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Valdense 3616. 11700. Montevideo. Uruguay.
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Fax (598) 2 336 71 60.
Info@atgen.com.uy
www.atgen.com.uy
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Uso exclusivo en investigacion.

Los resultados del test solo pueden ser utilizados para andlisis preliminar.

La compra de este producto no incluye ni proporciona una licencia para llevar a cabo
aplicaciones patentadas.

Utilidad del Kit

El kit de ATGen analiza un polimorfismo puntual que involucra un cambio de citosina por
timina en la posicién 677 (C677T) en el exdn 4 del gen que codifica para la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato reductasa. Esta alteracién se traduce en un cambio alanina por valina
en el aminoacido 222 de la proteina.

Principio de Ensayo

El andlisis requiere la amplificacién por PCR en tiempo real, de un fragmento del gen que
codifica para la MTHFR humana sobre el que se detecta la presencia o ausencia de un
cambio de base mediante sondas especificas.

Introduccion: MTHFR

El gen de la MTHFR se encuentra en el brazo corto del cromosoma 1 en la regién 1p36.3. La
enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) cataliza la reduccién del 5,10
metileno tetrahidrofolato (THF) a 5-metilTHF, la forma primaria de folato sérico co-sustrato
para la remetilacién de homocisteina a metionina.

El cambio de citosina por timina en la posicion 677 (C677T) del gen que codifica para la
enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa produce una versidon termolabil de la enzima
que presenta menor actividad, influyendo los niveles séricos de homocisteina.

Un segundo polimorfismo genético en la MTHFR denominado A1298C (ATGen A1298C)
también disminuye la actividad de esta enzima. Para revision ver Bibliografia al final de este
protocolo.
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Presentacion del kit
Color que identifica al kit : Azul

El kit de ATGen para la deteccion de la alteracion MTHFR C677T incluye:

. 1 tubo MTHFR C677T Mezcla de Reaccion.
o 1 tubo MTHFR C677T ADN control positivo, C+.
o 1 tubo MTHFR C677T control negativo, C-.

Todos los reactivos incluidos en el kit MTHFR C677T estan en solucion liquida. Los kits se
comercializan en formato de 20 o 50 reacciones.

Materiales necesarios y no suministrados

Contenedor para descarte con bioseguridad.
Guantes y tunica.

Pipetas adecuadas.

Puntas de pipeta (tips) con filtro.
Termociclador en tiempo real.

Tubos de PCR libres de ADN y ADNasa.
Vortex.

Precauciones

e Uso exclusivo para diagndstico /in vitro.
e Todas las muestras, reactivos y controles pueden tener potencialmente riesgo @
bioldgico.

e No utilizar después de la fecha de caducidad.

4. No sacar de forma simultanea tubos de diferentes cajas para evitar el intercambio de
tubos de diferentes lotes.

Condiciones de almacenamiento

El Kit se conserva a —20 °C, para asegurar un optimo funcionamiento hasta la fecha de
vencimiento impresa en el envase.
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Limitaciones e interferencias

El kit esta disefiado para su utilizacién por personal capacitado en laboratorios que cuenten
con instalaciones y equipos adecuados para ejecutar la técnica de PCR, siguiendo
estrictamente las instrucciones de uso.

Las limitaciones e interferencias que pueden presentarse en el kits se pueden clasificar en 2
categorias:

1- Inhibicion de la PCR

En todas las muestras problema analizadas debe registrarse curva de amplificacion y

curva de melt con picos discretos, independientemente del genotipo de la misma. De lo
contrario debe suponerse un fallo por inhibicién, o un error en la manipulacién. El uso de
técnicas de purificacion de ADN a partir de sangre u otras muestras bioldgicas es un paso
previo y esencial que influye directamente sobre el desempefio de los kits de PCR. Diversas
sustancias presentes en las muestras bioldgicas como nucleasas, hemoglobina, heparina,
etc., pueden interferir en la PCR. Empleando ADN con la pureza y concentracién adecuadas
se evitan las inhibiciones de la PCR y la obtencidn de resultados invalidados.

2- Mutaciones en la region blanco

El kit fue desarrollado para detectar y discriminar con alta especificidad el polimorfismo
C677T. La ocurrencia de mutaciones en la region de hibridacion de las sondas fluorescentes
pueden producir interferencias en la asignacion de genotipos, por ejemplo desplazando la
Tm mas alla del valor permitido por las especificaciones. Estas mutaciones presentan muy
baja frecuencia y en la poblacion uruguaya no se ha reportado ningin caso. En nuestro
laboratorio se han analizado mas de 2500 muestras para la mutacién C677T; a la fecha no
se han reportado interferencias en la regidon de hibridacién de la sonda.

En el caso de que se dieran las condiciones anteriores como mutaciones infrecuentes en la
region blanco o inhibicion de la PCR los resultados serian informados como indeterminados.

Caracteristicas de la muestra
La muestra necesaria para realizar el diagnostico es una solucion de ADN con una

concentracion entre 150 y 200 ng / pl, apta para amplificacion por PCR.
ATGen recomienda el uso del kit ADN Facil para muestras de sangre.
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Instrucciones de uso

Zona de preamplificacion:
Si es posible realizar todas las manipulaciones en frio y con la menor incidencia de la luz.

Preparacion de la mezcla para la amplificacion:
6) Preparacion de la mezcla de PCR:

7) Descongelar la mezcla de reaccion, evitando la exposicién directa a la luz.
8) Homogenizar la mezcla de reaccion.
9) Preparacion de la mezcla para la amplificacion:
Colocar en la gradilla los tubos para PCR, se utilizaran un tubo por muestra
a analizar mas 2 tubos correspondientes al control positivo y control
negativo.
Agregar 18 L de la mezcla de reaccién en cada tubo y rotular.
Adicionar 2 L del ADN problema al tubo correspondiente.
Adicionar 2 pL del ADN control positivo al tubo Control positivo.
Adicionar 2 pL del control negativo al tubo Control negativo.
Cerrar los tubos y pasar a la siguiente etapa.

10) Programacion del equipo:
11) Colocar los tubos en el termociclador en tiempo real Rotor-Gene 3000.

NOTA: Si es la primera vez que programa el termociclador siga las siguientes instrucciones.
De lo contrario pasar al punto 2.2.

Abrir el programa y seleccionar la opcion Empty Run. Seleccionar el botén
New. En la siguiente ventana seleccionar el tipo de tubo a utilizar luego
oprima Next.

En la nueva ventana seleccione 20 pl como volumen de reaccion, y luego
presione el boton Next.

e En la ventana New Run Wizard seleccione
el boton Create New como se muestra
en la figura. A continuacion completar el
cuadro con los siguientes datos. Luego
seleccione ok.

Name MTHFR
Soure 470 nm
Detector 660 hp

Seleccione la botdn Edit Profile e ingresar el ciclado con los datos de la
siguiente tabla, y luego oprima OK
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En la siguiente ventana seleccione Save Template con el
nombre deseado (ej. MTHFR Real Time). Nota. Esta opcion
le permitird evitar los 2.1A a 2.1F en corridas posteriores.
Luego seleccione el botdn Start Run y continué en el paso
3.1.

Temp. C Tiempo | Adquisicion
Hold 95 3 min. No
95 15 seg No
Canal
40 ciclos 56 20 seg
MTHFR
72 10 seg No
95 15 seg No
1 ciclo
45 60 seg No Rooemsma s T
Canal
Melt 45 a 85 1°C/s
MTHFR
12) Iniciar el programa Rotor

Gene, dentro de la ventana New Run seleccionar MTHFR Real time, luego
seleccionar el botéon New.

13) Seleccione el rotor de 36
posiciones y seleccione el tipo de tubos utilizados como se muestra en la figura.
Luego seleccione Next.

14) Seleccione 20 pl en el
volumen de reaccion luego oprima Next.

15)
| programa se actualizara mostrando la siguiente
ventana, si desea verificar el programa de ciclado

[ RonGene Anshis St 1 i 11



pase al punto 2.1.E de lo contrario oprima el boton Start run.

16) Guardar el archivo con el nombre deseado. Luego oprimir Aceptar.

17) Cargue los datos correspondientes a cada muestra. Para cerrar la ventana oprimir el
botdn Finish.

18) Obtencion de los resultados:
19) Una vez terminada Ila
corrida seleccione el boton Analysis se abrird una nueva ventana, seleccionar la
pestaifia melt luego seleccionar Melt. MTHFR Real Time 'y oprimir el boton Show.

20) Se observara una grafica como la siguiente:

Linea amarilla: Muestra homocigota

normal (pico: 59 °C).
s Linea roja: Muestra homocigota mutado
, - / (pico: 66 °C).

N
15 // /7\_/r N \ ) . - -
: Yoy \ Linea verde: Muestra heterocigota (pico
| o ——— N 59°C y pico 66°C).

55 60 65 70 75

21) Seleccionar el umbral de intensidad siguiendo los pasos que se detallan a
continuacion:

e Determinar la intensidad de fluorescencia maxima del Control negativo,
dicho valor no debe superar las 0,15 unidades de fluorescencia.

e Multiplicar el valor obtenido en el punto anterior por 3. El valor obtenido
corresponde al umbral de fluorescencia, este valor permite validar todas
aquellas muestras con picos por sobre este valor.

22) En la seccion Peak bin (a la
derecha de la pantalla) seleccionar la opcion New.

23) Seleccionar el pico de
menor temperatura; se desplegara la ventana Edit Bin, completar la tabla con los
datos a continuacion. Luego seleccionar Ok
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Name Normal
Position 59
Witdh (Degrees) 2

24) Repetir desde el paso 3.4 y 3.5, con el pico de mayor temperatura y los siguientes

datos.
Name Mutado
Position 66
Witdh (Degrees) 2

25) Seleccionar el boton Genotypes y completar la tabla con los siguientes datos.

26) Validacion de los resultados:

27) El valor de fluorescencia del pico mutado del control positivo debe ser mayor a 0,45
unidades de fluorescencia.

28)Se consideraran Unicamente los picos que superen 3 veces la sefial del control
negativo (normalmente <0,15).

29)En el caso de obtener muestras heterocigotas se recomienda chequear que las
intensidad de ambos picos no superen una relacion de 2:1 (Normal:Mutado).

Bibliografia:
Botto LD, Yang Q. 5,10-Methylenetetrahydrofolate reductase gen variants and congenital

anomalies: a HUGE review. Am J Epidemiol 2000;151:862-77.
OMIM, 607093 5,10-@METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE; MTHFR
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A1 Gen

SISTEMAS MOLECULARESTS

Factor II Real Time (RG)

Sistema para deteccion, por PCR en tiempo real, de la alteracion G20210A en el

gene que codifica para el Factor II de la coagulaciéon humana.

Reg. MSP 45180

Version 4
Aprobada: 14/10/10

Valdense 3616. 11700. Montevideo. Uruguay.

Teléfono (598) 2 336 83 01.
Fax (598) 2 336 71 60.
Info@atgen.com.uy
www.atgen.com.uy
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Uso exclusivo en investigacion.

Los resultados del test solo pueden ser utilizados para andlisis preliminar.

La compra de este producto no incluye ni proporciona una licencia para llevar a cabo
aplicaciones patentadas.

Utilidad del Kit

El kit de ATGen analiza un polimorfismo puntual que involucra un cambio de guanina por
adenina en el nucledtido 20210 (G20210A) de la regidon 3 °UT del gene que codifica para el
Factor II de la coagulacion humana.

Principio de Ensayo

El analisis requiere una amplificacion por PCR en tiempo real del segmento 3 'UT del gen de
la protrombina que contiene el sitio polimérfico. La deteccién de la mutacion del factor II
involucra una amplificacion por PCR en tiempo real seguido de curvas de desnaturalizacion
del producto amplificado.

Introduccion: Factor II

El gen de la protrombina humana (Factor II) se encuentra en el cromosoma 11 en la region
11p11.2 y contiene 622 aa. La mutacion FII 20210G-A genera una ganancia de funcion con
acumulacion de ARNm vy sintesis de la proteina que explicaria la patogénesis de la
trombofilia.?

21. OMIM*176930 COAGULATION FACTOR II; F2
2 Poort, S. R.; Rosendaal, F. R.; Reitsma, P. H.; Bertina, R. M. : A common genetic variation in

the 3-prime-untranslated region of the prothrombin gene is associated with elevated
plasma prothrombin levels and an increase in venous thrombosis. B/ood 88: 3698-3703,
1996.

3 Gehring, N. H.; Frede, U.; Neu-Yilik, G.; Hundsdoerfer, P.; Vetter, B.; Hentze, M. W.; Kulozik, A. E. :
Increased efficiency of mRNA 3-prime end formation: a new genetic mechanism

contributing to hereditary thrombophilia. Nature Genet. 28: 389-392, 2001.
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Presentacion del kit
Color que identifica al kit:

El kit de ATGen para la deteccion de la mutacién incluye:

o 1 tubo FII Mezcla de Reaccidn (Tapa color ambar).
o 1 tubo FII Control negativo, C-, (Tapa color transparente).
o 1 tubo FII con ADN control positivo, (Tapa color rojo).

Todos los reactivos incluidos en el kit FII Real Time estan en solucion liquida. Los kits se
comercializan en formato de 20 o 50 reacciones.

Materiales necesarios y no suministrados

Termociclador en tiempo Real.

Contenedor para descarte con bioseguridad.
Guantes y tunica.

Pipetas adecuadas.

Puntas de pipeta (tips) con filtro.

Tubos de PCR libres de ADN y ADNasa
Vortex.

Precauciones

e Uso exclusivo para diagndstico in vitro.

e Todas las muestras, reactivos y controles pueden tener potencialmente riesgo
bioldgico.

e No utilizar después de la fecha de caducidad.

4. No sacar de forma simultanea tubos de diferentes cajas para evitar el intercambio de

tubos de diferentes lotes.

Condiciones de almacenamiento
El Kit se conserva a —20 °C, para asegurar un optimo funcionamiento hasta la fecha de
vencimiento impresa en el envase. El kit permite hasta 6 ciclos de descongelado, en caso de

ser necesario realizar mas descongelados, se recomienda alicuotar la mezcla de reaccién en
el primer descongelado.
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Limitaciones e interferencias

El kit esta disefiado para su utilizacién por personal capacitado en laboratorios que cuenten
con instalaciones y equipos adecuados para ejecutar la técnica de PCR, siguiendo
estrictamente las instrucciones de uso.

Las limitaciones e interferencias que pueden presentarse en el kits se pueden clasificar en 2
categorias:

1- Inhibicion de la PCR

En todas las muestras problema analizadas debe registrarse curva de amplificacion y

curva de melt con picos discretos, independientemente del genotipo de la misma. De lo
contrario debe suponerse un fallo por inhibicién, o un error en la manipulacién. El uso de
técnicas de purificacion de ADN a partir de sangre u otras muestras bioldgicas es un paso
previo y esencial que influye directamente sobre el desempefio de los kits de PCR. Diversas
sustancias presentes en las muestras bioldgicas como nucleasas, hemoglobina, heparina,
etc., pueden interferir en la PCR. Empleando ADN con la pureza y concentracién adecuadas
se evitan las inhibiciones de la PCR y la obtencidn de resultados invalidados.

2- Mutaciones en la region blanco

El kit fue desarrollado para detectar y discriminar con alta especificidad el polimorfismo
G20210A. La ocurrencia de mutaciones en la region de hibridaciéon de las sondas
fluorescentes pueden producir interferencias en la asignacién de genotipos, por ejemplo
desplazando la Tm mas alla del valor permitido por las especificaciones. Estas mutaciones
presentan muy baja frecuencia y en la poblacién uruguaya no se ha reportado ningun caso.
En nuestro laboratorio se han analizado mas de 1000 muestras para la mutacién G20210A y
a la fecha no se han reportado interferencias en la regién de hibridacién de la sonda.

En el caso de que se dieran las condiciones anteriores como mutaciones infrecuentes en la
region blanco o inhibicion de la PCR los resultados serian informados como indeterminados.

Caracteristicas de la muestra
La muestra necesaria para realizar el diagnostico es una solucion de ADN con una

concentracion entre 150 y 200 ng / pl, apta para amplificacion por PCR.
ATGen recomienda el uso del kit ADN Facil para muestras de sangre.
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Instrucciones de uso

Zona de preamplificacion:
Si es posible realizar todas las manipulaciones en frio.
Preparacion de la mezcla para la amplificacion:

30) Preparacion de la mezcla de PCR:

31) Descongelar la mezcla de reaccion, evitando la exposicién directa a la luz.
32) Homogeneizar la mezcla de reaccion.
33) Preparacion de la mezcla para la amplificacion :

Colocar en la gradilla los tubos para PCR, se utilizaran un tubo por muestra a
analizar mas 2 tubos correspondientes al control positivo y negativo.

Agregar 18 L de la mezcla de reaccién en cada tubo y rotular.

Adicionar 2 pL del ADN problema al tubo correspondiente.

Adicionar 2 pL del ADN control positivo al tubo Control positivo.

Adicionar 2 pL del control negativo al tubo Control negativo.

34) Programacion del equipo:

35) Colocar los tubos en el termociclador en tiempo real Rotor-Gene 3000.

NOTA: Si es la primera vez que programa el termociclador siga las siguientes instrucciones.
De lo contrario pasar al punto 2.2.

Abrir el programa y seleccionar la opcion Empty Run. Seleccionar el boton
New. En la siguiente ventana seleccionar el tipo de tubo a utilizar luego
oprima Next.

En la nueva ventana seleccione 20 pl como volumen de reaccion, y luego
presione el boton Next.

3
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En la ventana New Run Wizard seleccione
el boton Create New como se muestra en la
figura. A continuacién completar el cuadro con
los siguientes datos. Luego seleccione ok.

Name Fll

Soure 470 nm
Detector 660 hp

Gain 10

PolceGerm Arclpis Sotwae 61 B 51)

Seleccione la botdn Edit Profile e ingresar el ciclado con los datos de la
siguiente tabla, y luego oprima OK
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En la siguiente ventana seleccione Save Template
con el nombre FII Real Time. Nota. Esta opcién le
permitira evitar los 2.1A a 2.1F en corridas
posteriores. Luego seleccione el botdn Start Run y
continué en el paso 3.1.

ciar el programa Rotor Gene dentro de la ventana
New Run seleccionar FII Real time, luego
seleccionar el boton New.

Temp. C Tiempo Adquisicion

Hold 95 3 min. No
95 15 seg No

40 ciclos 56 20 seg Canal FlI
72 10 seg No
95 15 seg No

1 ciclo

40 60 seg No

Melt 40 a 85 1°C/s Canal FllI

ok G A Sutmase 1 B 81)

Seleccione el rotor de 36 posiciones y seleccione el tipo de tubos utilizados como
se muestra en la figura. Luego seleccione Next.

Seleccione 20 pl en el volumen de reaccion luego oprima Next.
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El programa se actualizara mostrando la siguiente
ventana, si desea verificar el programa de ciclado
pase al punto 2.1.E de lo contrario oprima el
boton Start run.

ot ot o e e otk Pl S—
), b o o L3 v e e e e e o T

« I

At e Anshes St 1 £1]

36) Guardar el archivo con el nombre deseado. Luego oprimir Aceptar.

37) Cargue los datos correspondientes a cada muestra. Para cerrar la ventana oprimir el
boton Finish.

38) Obtencion de los resultados:

Una vez terminada la corrida seleccione el boton Analysis se abrird una nueva

ventana, seleccionar la pestafia melt luego seleccionar Melt.FII Real Time y

oprimir el botéon Show.

39) Seleccionar el umbral de intensidad siguiendo los pasos que se detallan a

continuacion:

= Determinar la intensidad de fluorescencia maxima del Control negativo, dicho
valor no debe superar las 0,15 unidades de fluorescencia.

= Multiplicar el valor obtenido en el punto anterior por 3. El valor obtenido
corresponde al umbral de fluorescencia, este valor permite validar todas
aquellas muestras con picos por sobre este valor.
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40) Se observara una grafica como la siguiente:

Linea azul: Muestra homocigota normal (pico: 56
°Q).

Linea : Muestra homocigota mutado (pico: 65 °C).

Linea negra: Muestra heterocigota (pico 56°C y

pico 65°C).

En la seccion Peak bin (a la derecha de la pantalla) seleccionar la opcion New.
Seleccionar el pico de menor temperatura; se desplegara la ventana Edit Bin,
completar la tabla con los datos a continuacién. Luego seleccionar Ok

Name Normal
Position 56
Witdh (Degrees) 0,5

41)Repetir desde el paso 3.2 y 3.3, con el pico de mayor temperatura y los siguientes

datos.
Name Mutado
Position 65
Witdh (Degrees) 0,5

42) Seleccionar el botdn Genotypes y completar la tabla con los siguientes datos.

Homocigota Normal NN Bin A -
Heterocigota MM Bin A Bin B
Homocigota mutado NM - Bin B
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43) Validacion de los resultados:

44) El valor de fluorescencia del pico mutado del control positivo debe ser mayor a
0,45 unidades de fluorescencia.

45) Se consideraran Unicamente los picos que superen 3 veces la sefial del control
negativo (normalmente <0,15).

46) En el caso de obtener muestras heterocigotas se recomienda chequear que las
intensidad de ambos picos no superen una relacion de 2:1 (Normal:Mutado).

Bibliografia:

OMIM*176930 COAGULATION FACTOR II; F2

oort, S. R.; Rosendaal, F. R.; Reitsma, P. H.; Bertina, R. M.: A common genetic variation
in the 3-prime-untranslated region of the prothrombin gene is associated with elevated
plasma prothrombin levels and an increase in venous thrombosis. Blood 88: 3698-3703,
1996.

Gehring, N. H.; Frede, U.; Neu-Yilik, G.; Hundsdoerfer, P.; Vetter, B.; Hentze, M. W.;
Kulozik, A. E. : Increased efficiency of mRNA 3-prime end formation: a new genetic
mechanism contributing to hereditary thrombophilia. Nature Genet. 28: 389-392, 2001.
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ANEXO 3 - cotizacidon de diseiliadores industriales para
cajas de carton
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Articulo: Contenedor para tubos de ensayo (6/8/10)
Nichos para tubos de ensayo
Manual de instrucciones

Alcances del Proyecto

Nivel Conceptual

Analisis de requerimientos: formales, ergonémicos, resistencia mecanica y fisica,
comunicativos, transporte, situacion de uso y no uso, comerciales.

Propuesta conceptual: desarrollo de propuestas que se evaluaran para seleccionar la
propuesta final (entre 2 y 4).

Desarrollo de producto: propuesta formal, funcional, materiales (experimentacion y
eleccion), texturas.

Disefio de grafica exterior/interior, aplicacion de marca, aplicacion de informacion.

Nivel Ejecutivo

Bocetos y/o render

Modelo de control y/o prototipo

Presupuesto de proveedor (entre uno y dos presupuestos)
Plano de troquel de corte

Original grafico para imprenta

Tiempo aproximado del proyecto: un mes

Costo del proyecto: $17.600




Pagos

Primer pago: 30% al comenzar el proyecto
Segundo pago: 30% al finalizar la segunda etapa
Tercer pago: 40% contra entrega del trabajo terminado

Actividades

Primer etapa

Actividad: Generacion de conceptos
Bocetos y/o renders
Primeros modelos de control
Andlisis de materiales

Tiempo aproximado: 10 dias

Segunda etapa

Actividad: Desarrollo de producto (forma, funcion,materiales)
Modelo de control
Disefio de grafica y su aplicacion
Correccién de la primer etapa

Tiempo aproximado: 13 dias

Tercer etapa
Actividad: Prototipo
Troquel de corte
Original grafico para imprenta
Correccién de la segunda etapa
Tiempo aproximado: 7 dias

*Al final de cada etapa se realiza una reunion para ver los adelantos
y hacer las correcciones necesarias.




comunicacion visual para emprendimientos de arquitectura

Presupuesto: Diseno kit pcr real time.
Cliente: ATGen
Ref: 02-05-08

Descripcion de la propuesta:

Se disenara isologotipo para kits de diagnéstico de factor V, factor Il y metilhidrotetrafolioreductasa,
acompanado de las aplicaciones correspondientes: papeleria, tarjetones de venta y empaque.

La grafica apuntara a reflejar, a través de una estética innovadora, la nueva tecnologia PCR REAL
TIME que se esta promocionando.

El empaqgue, tanto en materiales como en forma, atendera los requerimientos de funcionalidad del
procedimiento de laboratorio, asi como los de almacenamiento y distribucion del producto.
Honorarios

Los honorarios profesionales por la realizacion de este proyecto:................ 13.000 Pesos Uruguayos
Condiciones de pago

30% aceptado el presupuesto

30% aceptado el primer prototipo de disefno

40% al momento de la entrega definitiva

Este presupuesto no incluye impuestos.

Este presupuesto esta basado en el alcance descrito en este documento. En caso de variar las
condiciones acordadas se procedera a realizar el ajuste de honorarios correspondiente.

Agradecemos la oportunidad para ofrecer nuestros servicios quedando a su disposicion para

aclarar o ampliar cualquier aspecto que estimen conveniente.

Arg Gimena Rilo Salhén
cel ++598 98 659 622
gimena@gog.com.uy

www.gog.com.uy tel++598 2 707 52 65 obligado 1195 c¢p11300 montevideo uruguay
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ANEXO 4 - Publicaciones asociadas
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