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PREFACIO

Al iniciar en la universidad pasé cuatro afios estudiando la licenciatura en Quimica Farmacéutica antes de
descubrir que mi verdadera pasion se encontraba en la bioquimica, microbiologia y biologia molecular. Por

esta razon es entendible que la farmacogenética sea una rama de alto interés para mi.

Durante mis practicas profesionales en el Instituto de Investigaciones Quimicas, Biologicas, Biomédicas
y Biofisicas de la Universidad Mariano Galvez de Guatemala trabajé por primera vez con un marcador
farmacogenético para el diagnostico de las mutaciones en K-RAS, por lo que poco a poco fui entendiendo

como funcionan estos marcadores y el impacto que pueden llegar a tener en los pacientes.

Al finalizar mis practicas profesionales en el instituto me ofrecieron la oportunidad de realizar mi trabajo
de graduacion en el marcador farmacogenético IL28-B de prondstico de respuesta viral sostenida en pacientes
con Hepatitis C; sin embargo fue el impacto que puede tener la regién homéloga no solo en el diagndstico
del marcador sino en el desarrollo de la enfermedad en el paciente lo que cambié el enfoque de mi trabajo a
la evaluacion de la literatura publicada respecto a esto para disefiar y seleccionar el método que asegure

resultados confiables para implementarse en el laboratorio.
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RESUMEN

La farmacogenética de la Hepatitis C es un paso clave en el tratamiento efectivo de la enfermedad, ya
que permite orientar al médico respecto al régimen y farmaco apropiados para el paciente segun su
disposicion genética y la del virus que le infecte. Por esta razdn en los tltimos afios se han realizado
varias publicaciones implementando la genotipificacion del SNP rs12979860 -ligado al porcentaje de
éxito del tratamiento con Interferon alfa pegilado y Ribavirina en pacientes con hepatitis C- por distintos
métodos, pero no es hasta el afio 2012 donde se determina por primera vez la existencia de una region
homéloga a la que contiene el SNP rs12979860 y su impacto en el resultado de dicha genotipificacion.
El objetivo de este estudio fue realizar una evaluacion de esta homologia y de las publicaciones que se
han producido respecto a la genotipificacion de dicho SNP mediante herramientas bioinformaticas para
disefiar y elegir un método de genotipificacion de alta especificidad que sea conveniente para la
poblacion guatemalteca. Los resultados obtenidos evidencian que el método Optimo para la
implementacion de la genotipificacion del SNP rs12979860 es el PCR multiplex alelo especifico con
los iniciadores 5- GGAAGGAGCAGTTGCGCTG-3’, 5- CTTCACGCTCCGAGCATTGC-3", 5'-
AGCTCCCCGAAGGCGTG-3" y 5- GTGCAATTCAACCCTGGTTCGC-3. Sin embargo, es
necesario evaluar este método empiricamente para establecer su eficacia como diagnostico de la

farmacogenética de la hepatitis C.



I. INTRODUCCION

En la actualidad se cree que aproximadamente el 3% de la poblacién mundial se encuentra infectada con
el virus de hepatitis C (VHC). Esto representa una gran preocupacion para las instituciones responsables de
velar por la salud alrededor de todo mundo ya que aproximadamente el 80% de estos pacientes desarrollan
hepatitis C crénica, lo cual conlleva a otros problemas de salud como cirrosis (en 20% de los pacientes) o
cancer hepatico (en 5% de los pacientes). El tratamiento tradicional para pacientes con VHC consiste en la
coadministracion de Interferon alfa pegilado y Ribavirina (pegIFN/RBV). Este es efectivo en
aproximadamente un 50% de los pacientes infectados con el genotipo 1 del virus y varia dependiendo a razas
y etnias. Este hecho ha impulsado la investigacion molecular con la finalidad de identificar las causas de esta
diferencia en la respuesta al tratamiento convencional en distintos grupos étnicos. Estos estudios dieron como
resultado el desarrollo de un marcador farmacogenético (rs12979860) que permite predecir cual sera la

posible respuesta del paciente al tratamiento convencional.

Desde el descubrimiento de la relacion del genotipo CC de rs12979860 con la respuesta favorable del
paciente al tratamiento con peglFN/RBV, diversas instituciones a nivel mundial han introducido la
genotipificaciéon de dicho marcador como prueba rutinaria en la eleccion del tratamiento de VHC. Sin
embargo, en estudios recientes se ha evidenciado una region altamente homologa a aquella que contiene el
SNP rs12979860, por lo cual es necesario reevaluar las herramientas moleculares que se utilizan para
asegurar una deteccion especifica del marcador y evitar asi falsos positivos en el diagndstico de pacientes

infectados con el virus de la hepatitis C.



II. OBJETIVOS
A. General

Proponer una metodologia de bajo costo que permita la deteccion especifica del SNP rs12979860 del

1L28-B .
B. Especificos

1. Delimitar la region del gen IL28-A, homologa al gen IL28-B, utilizando herramientas
bioinformaticas

2. Identificar la posicion de SNP rs12979860 en laregion del gen IL28-B y la regién homdloga en
el gen IL28-A.

3. Evaluar la especificidad de amplificacion de los iniciadores publicados para la amplificacion del
SNP 1512979860 considerando la homologia entre los genes 1L.28-A e IL28-B

4. Proponer las herramientas moleculares necesarias que permitan la deteccion del SNP rs12979860
utilizando secuenciacion sanger, qPCR alelo especifico, RFLP-PCR y PCR alelo especifico de
punto final.

5. Realizar un andlisis de costos de las diferentes metodologias para establecer la mas accesible para

los pacientes guatemaltecos.



III. JUSTIFICACION

La genotipificacion del marcador rs12979860 para predecir la respuesta favorable al tratamiento
convencional de VHC es importante, ya que podria incrementar los porcentajes de éxito en el tratamiento de
VHC mediante la eleccion del tratamiento adecuado para el paciente. Adicionalmente, la genotipificacion
puede aumentar los casos de éxito a largo plazo en los trasplantes de higado, ya que permitira seleccionar los
donantes cuyos higados tienen menor probabilidad a desarrollar cirrosis producida por hepatitis C.
Finalmente, en paises extranjeros, la implementacion de esta prueba ha demostrado disminuir los costos

anuales del tratamiento de hepatitis C en 2,916,000 euros para un unico hospital.

Por estas razones la evaluacion de la especificidad y el desarrollo de pruebas moleculares especificas que
consideren la region homologa es una prioridad en entidades donde se realiza el tratamiento de hepatitis C
alrededor del mundo. Sin embargo, para la implementacion de dicha prueba en Guatemala es necesario
considerar adicionalmente que se debe establecer una metodologia de bajo costo, que permita que la seleccion
de la terapia adecuada para cada paciente se encuentre econdmicamente accesible a la mayoria de la
poblacion; por lo que a continuacion se pretende optimizar un PCR que permita la amplificacion especifica

del marcador y que pueda aplicarse en distintas metodologias, segun se considere apropiado.



IV. MARCO TEORICO

A. VIRUS DE LA HEPATITIS C

1. Descripcidn y genotipos. El virus de la hepatitis C (VHC) pertenece al género Hepacivirus,
de la familia Flaviridae. Este virus fue clonado por primer vez en 1989 (Choo et al., 1989), sin embargo no
fue hasta 2005 cuando fue posible cultivarlo en el laboratorio mediante un cultivo celular (Wakita et al.,
2005). Actualmente se estima que aproximadamente un 3% de la poblaciéon mundial se encuentra infectado
con dicho virus (Sharma, 2010), por lo que su estudio y control es de suma importancia para los servicios de

salud a nivel mundial.

El ser humano es el unico hospedero conocido para el virus de hepatitis C; sin embargo, los siete genotipos
del virus que existen se encuentran distribuidos de forma no homogénea en la poblacion mundial.
Adicionalmente, estos genotipos varian aproximadamente un 30% entre si , respecto a su material genético,
lo cual ocasiona cambios en el desarrollo de la enfermedad y la transmision de la misma (Sharma, 2010;

Bartenschlager y Loham, 2000).

El genoma viral estda conformado por una sola hebra simple de ARN en sentido positivo de
aproximadamente 9600 nucledtidos. El viridn contiene el material genético en una nucleocéapside, envuelta
por una membrana lipidica que presenta las glicoproteinas virales de envoltura E1 y E2 en la superficie

(Figura 1) (Kim y Chang, 2013; Chevaliez et al., 2006).

El genoma del virus de hepatitis C (Figura 2) contiene un {inico marco de lectura abierto delimitado por
dos regiones no codificantes. En el extremo 5 contiene un sitio de entrada interna de ribosoma, el cual es
necesario para la transcripcion independiente de Cap (Kim y Chang, 2013; Sharma, 2010) y en el extremo 3°
presenta regiones poli (U) y poli (U/C), las cuales son indispensables para la replicacion del virus (Chevaliez

et al., 2006).

La trascripcion del marco abierto de lectura en el reticulo endoplasmatico produce una poliproteina que es
procesada con ayuda de proteasas del hospedero y del virus (como la NS3/NS4) para producir 10 proteinas

funcionales del virus (Kim y Chang 2013; Sharma, 2010; Bartenschlager y Loham, 2000)



Figura 1: Ciclo de replicacion del virus de hepatitis C dentro del hepatocito.
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Figura 2: Esquema de la organizacion del genoma y la poliproteina producida por el Ginico marco de
lectura abierto. Las flechas negras representan los sitios de corte producidos por proteasas de

hospedero y las blancas simbolizan los cortes producidos por la proteasa viral NS3.
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2. Ciclo de replicacion del virus. La infeccién a la célula comienza con la interaccion de la
glicoproteina E2 con proteoglicanos de la membrana del hepatocito. Los principales receptores que
desencadenan la internalizacion del virus son el receptor CD81, el receptor scavenger humano y algunas
moléculas que actiian en las uniones estrechas (Sharma, 2010). A pesar de que es posible la internalizacion

mediada por el receptor LDL, ésta internalizacion promueve la degradacion del virus (Kim y Chang, 2013).

El siguiente paso es la fusion de membranas con un endosoma acido. Esto facilita la liberacion del material
genético; el cual, por presentarse en forma de ARN en sentido positivo, es capaz de sintetizar la poliproteina
en el reticulo endoplasmatico rugoso sin necesidad de ningun intermediario. En este punto, la proteina NS4B
se asocia con la membrana del reticulo y promueve la formacion de una red de membranas dentro de las

cuales se dara la replicacion del material genético del virus (Chevaliez et al., 2006).

La replicacién del material genético se da por la enzima NS5B, la cual es una polimerasa de ARN
dependiente de ARN. Esta toma la hebra de ARN en sentido positivo y mediante la interaccién con la region
no codificante del extremo 3" es capaz de formar una hebra de ARN en sentido negativo, la cual sirve de

molde para la produccién de nuevas hebras en sentido positivo por la enzima NS5B (Kim y Chang, 2013).

3. Diagnostico y deteccion. Los sintomas mas comunes en pacientes con hepatitis C aguda son:
Anorexia, nausea, vomito, dolor abdominal y fatiga (Caruntu y Benea, 2007; WHO, 2003). Debido a que los
sintomas son poco especificos, el diagndstico de hepatitis C Ginicamente por cuadro clinico resulta poco
preciso. Adicionalmente, aproximadamente el 80% de los casos de hepatitis C aguda se presentan sin
desarrollo de sintomas (WHO, 2003). Por esta razén las pruebas seroldgicas y moleculares representan un

paso clave en el diagndstico de la enfermedad.

La primera prueba desarrollada para la deteccion de hepatitis C consiste en la deteccion de anticuerpos
contra el virus de hepatitis C en el suero del paciente. Sin embargo, para la deteccion de anticuerpos en el

suero es necesario esperar entre 4 y 8 semanas después de la infeccion. Actualmente es posible detectar la



proteina C de la nucleocéapside del virus por métodos inmunoquimicos, lo que permite la deteccion entre 1y

3 semanas después de la infeccion (Caruntu y Benea, 2007; Freeman et al., 2001; WHO, 2003).

Entre las pruebas moleculares se encuentra la deteccion de ARN viral por medio de PCR de transcripcion
reversa. Esta técnica permite detectar la carga viral entre 1 y 2 semanas después de la infeccion y es de suma
importancia para registrar la progresion y evaluacion post-tratamiento del paciente (Caruntu y Benea, 2007,
Freeman ef al., 2001). Adicionalmente, es posible determinar el genotipo del virus, lo que resulta importante
en el prondstico de la enfermedad, ya que los genotipos 1 y 4 son menos propensos a responder a la terapia
antiviral clasica (WHO, 2003).

4. Epidemiologia. Uno de los puntos criticos en la transmisién de la enfermedad ha sido la
transfusion de sangre infectada a pacientes sanos. Sin embargo, los indices de infeccion por esta via han
disminuido gracias a las pruebas inmunoquimicas que se realizan en la donacion de sangre. En la actualidad
la mayor via de infeccion es la utilizacién de agujas contaminadas para la inyeccion de drogas, seguido de la
exposicion a agujas no sanitizadas correctamente en la elaboracion de tatuajes, acupuntura y otras actividades
relacionadas. Adicionalmente, es importante resaltar que la transmision vertical es casi exclusivamente en el
momento del parto y que es posible la transmision sexual, a pesar de ser muy inusual (Caruntu y Benea, 2007,
Freeman et al., 2001; Shepard et al., 2005).

El virus de hepatitis C produce una de las infecciones mas comunes, con una incidencia de
aproximadamente 184 millones de personas en el 2005, lo cual representa un 2.8% de la poblacion mundial

(Figura 3) (Shepard ef al., 2005; Hanafiah et al., 2013).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (2002), entre 70% y 80% de los casos de infeccion con
hepatitis C se vuelven cronicos; de 5% a 20% desarrollan cirrosis y entre 1% y 5% muere de cirrosis o cancer

hepatico ocasionado por la infeccion de VHC (WHO, 2003, CDC, 2010).



Figura 3: Distribucion mundial de VHC.

(tomado de Shepard et al., 2005)

5. Tratamiento. El tratamiento de la infeccidn consiste en la administracion de Interferén alfa. Sin
embargo, se ha observado que la adicién de un polietilenglicol al interferon (pegIFN) mejora sus
caracteristicas farmacodinamicas, lo cual incrementa la efectividad del tratamiento. Adicionalmente, la
coadministracion de Ribavirina aumenta la respuesta al tratamiento, por lo que las guias mundiales de VHC

recomiendan una terapia multidroga de pegIFN y ribavirina (Shepard et al., 2005; Kato, 2001).

El régimen de tratamiento clasico contra hepatitis C consiste en una inyeccién semanal de interferén
(1.5pg/Kg del paciente) conjunto con la administracion oral diaria de Ribavirina (800 mg). El tiempo del
tratamiento se encuentra relacionado con el genotipo del virus. Si el paciente presenta los genotipos 1,506
debe consumir el tratamiento por 48 semanas, mientras que si presenta el genotipo 4 el tratamiento
recomendado es de 36 semanas y los genotipos 2 o 3 inicamente requieren 24 semanas de tratamiento (WHO,

2003; Ghany et al., 2009).

Actualmente existen dos inhibidores de la proteasa NS3/NS4 aprobados por la FDA (telaprevir y
boceprevir). Se ha demostrado un incremento en la respuesta viral sostenida para el genotipo 1 del virus al
utilizar la coadministracion de dichos inhibidores con respecto al tratamiento clasico ( 66%-75% contra 42-
46%, respectivamente). La administracion de estos antivirales aiin sigue restringida debido a la seleccion de
cepas resistentes. Por lo que es clave determinar cual es la poblacion adecuada para dicho tratamiento

(Pearlman y Traub, 2010; Booth ef al, 2012).



B. RESPUESTA VIRAL SOSTENIDA

Los pacientes que presentan infeccion con hepatitis C tienden a desarrollar una amplia gama de respuestas
al tratamiento con interferén y Ribavirina (Figura 4). Si en las primeras 4 semanas de tratamiento ya no se
puede detectar presencia de ARN viral en el plasma del paciente con un método que posea un limite de
deteccion de 50 IU/mL o menor se conoce como respuesta viral rapida (RVR), si es posible detectar ARN en
el plasma del paciente pero la concentracion ha disminuido al menos dos logaritmos se conoce como
respuesta viral temprana (EVR, por sus siglas en inglés). En el caso en el que no es posible detectar una
diferencia en la concentracion de ARN en el plasma luego de iniciar el tratamiento se categoriza como

respuesta nula (WHO, 2003; Ghany et al., 2009).

Al terminar el tratamiento es necesario cuantificar la concentracion de ARN viral en el plasma del paciente;
sin embargo, una carga viral indetectable al final del tratamiento no es sinénimo de éxito del tratamiento o
que el paciente logré depurar por completo el virus. Por esta razén es necesario un seguimiento de la carga
viral del paciente durante las siguientes 24 semanas luego de concluido el tratamiento. Si durante este tiempo
el paciente presenta nuevamente ARN viral detectable se considera una recaida (WHO, 2003; Ghany et al.,
2009; Pearlman y Traub, 2010).

Figura 4: Posibles respuestas de los pacientes al tratamiento de la infeccion con virus de hepatitis C:
respuesta nula (circulos rojos), respuesta parcial (triangulos verdes), recaida (aumento del ARN observado

al final del ejemplo de los cuadrados morados) y respuesta viral sostenida (rombos azules).
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En el caso en el que un paciente presente carga viral indetectable al finalizar el tratamiento y que durante
las siguientes 24 semanas de seguimiento su carga viral siga siendo indetectable por métodos con un limite
de deteccién de 50 UI/mL se considera como Respuesta Viral Sostenida (SVR) (WHO, 2003; Ghany et al.,
2009; Pearlman y Traub, 2010).

La Respuesta Viral Sostenida es el tnico indicador de éxito en el tratamiento de VHC debido a que el
porcentaje de recaidas luego de ese periodo varian entre 0% y 1%. Adicionalmente, se ha demostrado que
los pacientes con SVR pueden recuperarse completamente de la inflamacion hepatica y la fibrosis

desarrollada (Raptopoulou et al., 2006; Pearlman y Traub, 2010).
C. Farmacogenética

La primera referencia del concepto de farmacogenética proviene del 1898, cuando Sir Archibald Garrod
observé que existia un cambio en la intensidad o el efecto que poseia un droga en los pacientes y debido a
que Garrod estaba familiarizado con el trabajo de Mendel, él atribuy6 esta diferencia a la existencia de la

“individualidad quimica” de cada paciente (Mayer, 2004).

La interaccién droga-droga  significa la consideracion de que existen drogas que pueden alterar el
metabolismo de otras drogas, afectando asi su efecto en el paciente. La revision de dicha interaccion es un
factor determinante en la eleccién del medicamento a utilizar. Sin embargo se ha demostrado que existen
interacciones gen-droga que pueden presentar efectos similares y que es necesario considerar para poder
brindar un tratamiento efectivo y seguro al paciente. Un ejemplo de esto es el anticancerigeno Tamoxifen.
Este necesita ser activado por el citocromo P450 2D6 (CYP4502D6) para tener efecto, por lo que cualquier
inhibidor del CYP4502D6 (como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, SSRI) disminuye
el efecto del Tamoxifen. Por esta razon la FDA recomienda que no se coadministre SSRI junto con
Tamoxifen, sin embargo existen mutaciones del CYP4502D6 que producen efectos como la disminucion y
anulacion de la activacion del Tamoxifen y que deben ser considerados antes de decidir tratar a un paciente

con dicho anticancerigeno (Amstutz y Carleton, 2011; Becker, 2007).

La farmacogenética estudia la diferencia del efecto que tiene una droga en un paciente, ocasionada por la
composicion genética especifica del paciente. En sus origenes se enfocaba en diferencias farmacocinéticas
de las drogas producidas por distintos alelos de las enzimas involucradas en el metabolismo de dicha droga;
sin embargo, en la actualidad permite predecir el resultado que tendra un tratamiento en un paciente, la
probabilidad desarrollar efectos secundarios graves o la necesidad de ajustar la dosificacion. Por todo esto
las pruebas farmacogenéticas deben ser utilizadas como una herramienta en la eleccion del mejor tratamiento

para un paciente en especifico (Mayer, 2004).
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D. IL-28B

1. Interleucinas (genes, proteinas, receptores). Las interleucinas (IL) son una familia de
proteinas inmunomoduladoras que funcionan como mensajeros, interactuando con receptores de membrana
de las células en las que presentan efecto. En estas células pueden modular el crecimiento celular, la

diferenciacion celular o la respuesta inmune (Booth et al, 2012; Hydes y Khakoo, 2010, 24).

La interleucina 28B (IL28B), también conocida como interferon lambda 3(IFN A3), se encuentra
codificada en el brazo q del cromosoma 19 (19q13.13) y produce una citosina de la clase 1. Esta clase se
caracteriza por presentar un motivo de 6 o 7 hélices alfa apiladas en sentido antiparalelo y por actuar sobre
receptores heterodimeros de la superficie celular en respuesta a una infeccion viral o bacteriana (Soriano ef

al., 2012; Brocker et al., 2010).

2. Ruta de activacion. La citosina IL28B es producida en respuesta a la infeccion viral o bacteriana
y tiene efecto mediado por la cascada de fosforilacién de la proteina JAKI (Figura 5), la cual induce la
expresion de los genes estimulados por el interferon que producen una actividad antiviral. Sin embargo, se
ha reportado que la IL28B presenta actividad antiviral directa uniéndose e inhibiendo el complejo de
replicacion e inhibiendo el crecimiento celular de la célula infectada (Brocker et al., 2010; Afdhal et al,

2010).

Figura 5: Via de activacion de la Interleucina 28B mediante la cascada de activacion de JAK 1.
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3. IL28B asociado con SVR (sr12979860). En el 2010 se publicaron una serie de articulos

que presentan evidencia de que algunos polimorfismos de un s6lo nucledtido (SNP por sus siglas en inglés)
cercanos al IL28B se encuentran relacionados a la respuesta del paciente al tratamiento de interferén con

ribavirina (peglFN/RBV) (Rauch et al., 2010; Pineda et al., 2010).

Dentro de los SNPs con potencial de prediccion de SVR en un paciente con tratamiento peglFN/RBV
sobresale el sr12979860. Un genotipo homocigoto C (CC) para dicho SNP ha sido relacionado con mayores
indices de SVR al completar el tratamiento que el genotipo heterocigoto (CT) o homocigoto T (TT) (p<
0.001) en distintas poblaciones (Figura 6) (Marco et al., 2012; Lin, 2011; Rauch et al., 2010; Pineda et al.,
2010). Adicionalmente se ha encontrado que los genotipos CT y TT de dicho SNP estan mas asociados a

fibrosis severa hepatica que el genotipo CC (p= 0.005) (Marco et al.,2012).

Un analisis del INFA3 ha demostrado que luego de empezar el tratamiento con peglFN/RBYV los pacientes
con el genotipo CC incrementan sus niveles de INFA3, mientras que los niveles de INFA3 de los pacientes

con genotipos CT o TT permanecen iguales (Marco et al.,2012; Booth et al, 2012).

La infeccién con VHC genotipo 1 es la mas comun a nivel mundial. Igualmente ésta desarrolla, en
promedio, menor porcentaje de SVR al tratarse con peglFN/RBYV que los genotipos 2 'y 3. E1 SNP sr12979860
ha demostrado tener el mejor indice de prediccion en los pacientes infectados con VHC genotipos 1y 4, lo
cual significa que esta prueba permite predecir la respuesta del paciente al tratamiento con peglFN/RBV
previo a la administracién de dicho tratamiento (Marco et al.,2012; Pineda et al., 2010). De este modo el
marcador farmacogenético sr12979860 permite clasificar la poblacion de pacientes que requieren tratamiento
contra VHC en aquellos que tendran una respuesta positiva a pegIFN/RBV y aquellos a los que se recomienda

tratar con un inhibidor de proteasa NS3/NS4 (Booth et al, 2012; Marco et al.,2012).

Graells (2013) desarroll6 un estudio de costos acerca de la implementacion de la prueba de IL28B en el
tratamiento de hepatitis C para el Hospital General de Alicante de Espafia. Dicho estudio demostro que la

implementacion de esta prueba farmacogenética representaria un ahorro de 2,916,000 euros al afio.
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Figura 6: A) Porcentaje de SVR alcanzado por pacientes con distintos genotipos del SNP rs12979860
segun su etnicidad y B) Correlacion entre porcentaje de SVR alcanzado por los pacientes y frecuencia
del alelo CC del SNP rs13979860.
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4. Homologia entre la familia IL28. La IL28B se encuentra estrechamente relacionada con la
interleucina 28A y la interleucina 29A. Estas tres interleucinas son evolutivamente muy cercanas, lo cual se
representa en la alta homologia que existe entre las mismas, no s6lo en regiones codificantes sino en regiones
no codificantes también (Soriano ef al., 2012). Hasta el afio 2012 existian diversas publicaciones referentes
a la deteccion del IL28-B y el prondstico de SVR en pacientes con VHC pero ninguno de ellos consideraba
esta homologia como parte de su analisis. En el afio 2012 se publicé el primer articulo donde se resaltaba la
importancia de una region 95% homoéloga en el gen 1L.28-A en el diagnostico farmacogenético del 1L28-B
(Reynolds et al., 2012) y desde entonces solamente se ha reportado una publicacion adicional (Sharafi et al.,
2013) en la cual se considera dicha region en el disefio de los iniciadores que utilizan para la deteccion y

diagnéstico de dicho marcador.
E. Técnicas de deteccion

1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase
Chain Reaction, PCR) es una técnica descrita originalmente en 1971 por Kleppe ef al. y es una técnica de
Biologia Molecular ampliamente utilizada ya que permite reproduccion de un segmento de material genético
in situ. Esta técnica se puede aplicar de diversas formas y para fines muy variados pero la reaccion basica

permanece igual.

El PCR se basa en utilizar la maquinaria de replicacion celular para la amplificacion de un segmento de

ADN de interés para el investigador. Se utiliza la polimerasa de ADN dependiente de ADN estable a
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temperatura ambiente denominada Taq Polimerasa de ADN, la cual es extraida de Termus aquiaticus. Esta
enzima es colocada en una ambiente electroquimico similar a las condiciones celulares, el cual se obtiene
mediante la utilizacion de un buffer disefiado para esta funcion y para el buen funcionamiento de la enzima
se agrega un ion cationico, usualmente Mg++ en forma de Cloruro de Magnesio. Al igual que en la célula la
polimerasa requiere de fragmentos cortos de ADN con el extremo 3 disponibles para iniciar la replicacion
de ADN. Por esta razon se introducen iniciadores (primers) los cuales no solo proporcionan el grupo hidroxilo
libre 3 necesario para la actividad de la enzima sino que también determinan qué regiones seran amplificadas

de todo el material genético que se presente en la muestra.

2. PCR Alelo especifico (Allele Specific PCR, asPCR). El PCR alelo especifico o asPCR,

es un caso especifico de la reaccion normal de PCR en el cual uno de los iniciadores es colocado sobre uno
0 mas nucledtidos que permiten diferenciar entre dos alelos de un gen. Esta modalidad de PCR es muy
utilizada en el diagnostico de SNPs, especialmente por su bajo costo comparado con otras tecnologias

(Gaudet et al., 2009).

3. PCR en tiempo real (qQPCR). EI PCR en tiempo real es una variacién de PCR que permite la
cuantificacion de la amplificacion que se produce, por esta razon se conoce también como PCR cuantitativo
(quantitative PCR: qPRC). Esta tecnologia puede utilizar una o mas sondas, dependiendo de la cantidad de
alelos o mutaciones que se desee detectar, las cuales son disefiadas para alinearse en la region que contiene
los nucledtidos de interés. Esta tecnologia permite detectar el genotipo en poblaciones mixtas, es decir que
las células de la muestra presenten mas de un genotipo. El principio basico del qPCR depende de la accion
exonucleasa 5'de la ADN polimerasa ya que durante el paso de elongacion del PCR se hidroliza el nucledtido
5" (que presenta el fluoréforo en la sonda), lo cual activa al fluor6foro, el cual es exitado mediante radiacion
a cierta longitud de onda y al regresar al estado basal emite radiacion que es captada por el equipo y traducida

como una sefial de amplificacion (Biosearch Technologies, 2014).
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Figura 7: Ilustracién del mecanismo de accion de los distintos tipos de endonucleasas de restriccion.
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4, Polimorfismo de tamafio de la restriccion enzimatica de un producto de PCR. Las
enzimas de restriccion representan una poderosa herramienta en la biologia molecular y la ingenierfa
genética. Estas fueron descubiertas por primera vez al estudiar el factor que ‘restringia’ la infeccion de un
bacteriofago a E. coli. Esto resulté ser producido por dos enzimas , EcoKI y EcoBlI, las cuales tenian la
capacidad de reconocer secuencias en el genoma del bacteriéfago e hidrolizar la cadena de ADN. En la
actualidad se han descrito cinco tipos de endonucleasas de restriccion, numeradas de I al V. en la Figura 7 se
ilustra el mecanismo de accion de estas enzimas. El grupo mas importante para las aplicaciones en biologia
molecular es el grupo de endonucleasas tipo 1, ya que estas presentan una secuencia de reconocimiento y
realizan la hidrolisis de la cadena en ambas hebras en una posicion constante respecto a la secuencia de
reconocimiento. La enzima Bstul es un ejemplo de estas enzimas (Sui-Hong et al., 2010).

5. Secuenciacion. La secuenciacion Sanger es un proceso basado en el PCR en el cual se introducen
deoxinucledtidos para la polimerizacion de ADN, sin embargo se introducen un porcentaje menor de
dideoxinucleétidos, los cuales al incorporarse a la cadena de ADN detienen completamente la polimerizacion

de ADN ya que no poseen el grupo hidroxilo 3" necesario para la polimerizacion del siguiente nucleotidos.

Esta reaccién de secuenciacion acoplada a la electroforésis capilar permite la deteccion de todos los
subfragmentos que se producen de los distintos tamafios mediante moléculas coloreadas ligados a cada

dideoxinucledtidos. La Figura 8 ilustra el proceso.

Figura 8: Ilustracion de como al incorporarse los dideoxinucleétidos marcados poducen fragmentos de

distintos tamafios marcados con distintos colores.
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V.MATERIALES Y METODOS
A. TIPO DE INVEST IGACION

Esta es una investigacion aplicada que pretende evaluar las metodologias publicadas para la deteccion del
SNP rs12979860 y proponer herramientas moleculares Optimas para la deteccion de dicho SNP en las
siguientes tecnologias: asPCR de punto final, as-qPCR, secuenciacion, FRLP-PCR. Con esto se desea
facilitar la implementacion de esta prueba farmacogenética para resolver las necesidades inmediatas de la

poblacion guatemalteca.

B. METODOLOGIA

1. Analisis de Homologia de IL28B-1L28A

a. Determinacion de las secuencias de trabajo. Se determind la posicion absoluta del SNP
512979860 en el cromosoma 19 haciendo una biisqueda en la base de datos de SNPs (dbSNP) de NCBI,
seguido se visualizo el SNP en la secuencia de referencia mas reciente para el cromosoma 19y se selecciond

una region 10Kb rio arriba y 10Kb rio abajo del SNP. Esta region se descargd bajo el nombre “Regién SNP”.

Mediante la utilizacion del recurso Gene de NCBI se determind el locus del interferon lambda. A
continuacién se visualizd dicho locus y se delimit6 una region del cromosoma que contenga todos los genes
del interferén lambda, especialmente IL28-A e 1L28-B. Esta region se descargd bajo el nombre “Region

IFNL”.

b. Determinacion de la region homéloga y la region de interés. Se realizo la alineacion de
“Regién IFNL” contra “Region SNP” para establecer los sitios de homologia, utilizando la herramienta
Blastn de NCBI. Se calculd la posicion relativa del SNP en la homologia restando la posicion de inicio de la
secuencia “Region SNP” de la posicion absoluta del SNP rs12979860 en la secuencia de referencia del
cromosoma 19. A continuacidn, se localizé el SNP en la alineacion y se coloco un etiqueta sobre el SNP.
Todas las subsecuencias de “Region IFNL” que contenian al SNP dentro de la region alineada se
consideraron posibles regiones homdlogas. Se revisd que todas las posibles regiones homdlogas no se
encontraban en el borde de los limites superior o inferior de “Region IFNL”. Si este hubiese sido el caso se
hubiera descargado un nueva “Region IFNL” que contuviera un rango 2Kb rio arriba mas y 2Kb rio abajo
mas, con la cual se repetiria todo el procedimiento descrito en esta seccion. Se repetiria este procedimiento

hasta que todas las posibles regiones homoélogas se encontraran completamente dentro de “Region IFNL” .
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Se determind la posicion absoluta en la secuencia de referencia del cromosoma 19 de la regién homéloga
dentro del IL28-B adicionando la posicion relativa de dicha subregion alineada dentro de la secuencia
“Region IFNL” a la posicion de inicio de la secuencia “Regién IFNL” en la secuencia de referencia del
cromosoma 19 . Igualmente, se determiné la posicion absoluta de todas las regiones de “Region SNP” que
presenten una regién homologa (regiones de interés) adicionando la posicion relativa de la subsecuencia
alineada dentro de “Region SNP” a la posicion de inicio de la secuencia “Region SNP” . Estas regiones se
buscaron en la secuencia de referencia del cromosoma 19 y se descargaron bajo los nombres “Region
homoéloga” +(nimero) y “Region interés”+(niimero correspondiente de su region homoéloga),

respectivamente.

2. Disefio de iniciadores especificos. Debido a que la prioridad en el disefio de los iniciadores
es considerar la region homdloga, no se utilizé ningin programa o herramienta de disefio de iniciadores para
extraer la secuencia de los iniciadores. Por esta razdn, se visualizd la alineacidn para encontrar regiones que
contengan multiples no-homologias cercanasy que se encuentren a una distancia entre 200 y 600pb del SNP.
En esta region se seleccionaron secuencias entre 20 y 30 nucle6tidos como propuesta de iniciador con la
mayor parte de las no-homologias hacia el extremo 3". Otro factor que se considerd es la distancia entre el
SNP y ambos iniciadores debe ser suficiente para poder diferenciarse en un gel de agarosa. Luego de elegidas
las regiones para los iniciadores se utilizé la herramienta de PrimerBlast de NCBI para evaluar qué tan
posible es la amplificacion de otras regiones. Para los iniciadores con amplificacion especifica se analizo las
caracteristicas fisicoquimicas de cada pareja de iniciadores utilizando la herramienta Oligo Analyzer de
Integrated DNA Technologies. Finalmente se utilizo la herramienta NEBcutter de NEw England Biolabs
para producir los resultados de la FRLP de los alelos CC y TT, adicionalmente se utilizo un programa de
edicion de imagenes para producir el resultado del alelo CT al igual que producir los resultados de asPCR.
Este proceso se realizo alterando el tamafio y colocacién de los iniciadores para mejorar las caracteristicas

fisicoquimicas del PCR deseado.

3. Evaluacion de iniciadores reportados. Se realizé una busqueda en Internet sobre deteccion
de IL28B o rs12979860 para construir una base de datos de los iniciadores reportados para la amplificacion
o deteccion de dicho SNP. En dicha base de datos se recopilé adicionalmente a la secuencia de los primers
para amplificacion, la técnica para la cual se utilizan, los autores y el afio en que se produjo la publicacion y

si mencionan la existencia de una region homologa.

Al usar la herramienta PrimerBlast de NCBI, se aplicé la secuencia ‘’Region SNP*” como la plantilla de
amplificacion y cada una de las parejas de iniciadores para evaluar su amplificacion. Se recopil6 resultados
respecto al tamafio del producto de PCR, otras posibles amplificaciones y la posicion relativa en la que se

colocan los iniciadores en la secuencia ’Regién SNP*’.

Al utilizar la alineacion IL28B-IL28A se buscé los iniciadores para evaluar el sitio de colocacion respecto

a la homologia respecto a qué tantas no-homologias abarca y que tan cercanas son al extremo 3°. A
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continuacion se hizo un PCR in silico con el software especializado para establecer si existen otras posibles

amplificaciones y determinar el amplicon que producen.

4. Determinacién de iniciadores. En base a los resultados recopilados en los incisos anteriores

acerca de los iniciadores publicados y de los iniciadores disefiados se determiné la pareja optima de

iniciadores para la amplificacion especifica del SNP.
2. Disefio de métodos de deteccion

a. PCR-RFLP. Se buscaron de todas las enzimas que dentro de su sitio de reconocimiento
contuvieran el SNP en cualquiera de sus alelos homélogos y se produjo resultados tedricos de la restriccion
enzimatica en forma de imagenes de geles de Agarosa. Se utilizo la herramienta NEBcutter de NEw
England Biolabs para producir los resultados de la restriccion enzimatica de los alelos CC y TT,

adicionalmente se utilizé un programa de edicién de imagenes para producir el resultado del alelo CT.

b. asPCR. Se disefiaron los iniciadores para el PCR alelo especifico colocandolos sobre el SNP.
El iniciador en sentido positivo se coloc6 con el nucledtido terminal C en el extremo 3’ 'y el iniciador en
sentido negativo se coloc6 con el nucledtido terminal T en el extremo 3°. Utilizando un programa de edicion
de imagenes se construyeron los resultados tedricos del de la amplificacion de los distintos genotipos

utilizando asPCR.

c. as-qPCR. Se evaluaron los iniciadores publicados y los disefiados para determinar cual
representa una mejor opcion para la implementacion de la prueba por PCR en tiempo real.

d. Secuenciacion. Se determiné las condiciones 6ptimas de equipo y reactivos para realizar la
secuenciacion utilizando los iniciadores elegidos anteriormente y utilizados para asPCR.

e. Anélisis de costos. Se recopilaron los costos estimados de los reactivos en base a las cantidades
y concentraciones de los estandares comerciales y con base en esto se determiné el costo promedio por
prueba para cada método.



VI RESULTADOS
A. Anélisis de homologia

Para obtener las secuencias de trabajo se utilizd la secuencia de referencia NC_00019.10 del genoma de
referencia GRCh38, la cual corresponde al cromosoma 19 completo. En esta se establecio que la posicion del
SNP rs12979860 era 39248147. En base a esta posicion se determind que la 'Region SNP’ abarca del
nucledtido 39238147 hasta el nucledtido 3925147 de dicha secuencia de referencia. Adicionalmente la
"Region SNP’ (del nucledtido 39240000 al 39310000) se estableci6 luego de visualizar la posicion de todos
los genes del interferon lambda (Figura 9) para asegurarse de que dicha region abarcara todos los genes dicho

interferén. La secuencias de trabajo que se utilizaron se encuentran en la seccion de Anexos.

Figura 9: Esquema del cromosoma 19 y visualizacion de la regién 19q13.13 obtenido de NCBI-Blast.
El marcador verde indica la posicién del SNP rs12979860, la region azul representa la secuencia de

trabajo nombrada "Secuencia SNP” y la region roja representa la “Secuencia IFN.
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Al realizar la alineacion inicial para observar todas las regiones homologas que contengan al SNP
rs12979860 (Figura 10) se puede observar que solamente dos subsecuencias presentan homologia en dicha
region. La primera es una region que presenta un 100% de homologia y que representa la regioén entre
39240000 y 39258147 del cromosoma 19, la cual se puede visualizar en morado en la Figura R1 ya que es la
region de interseccion de ambas secuencias de trabajo. La segunda region es una alineacion entre las

subsecuencias de 7552 a 10896 de la 'Region SNP” y de 23954 a 27256 de la 'Region IFN”.
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Con base en las posiciones relativas de las subsecuencias en cada una de las secuencias de trabajo se
establecio las posiciones absolutas en el cromosoma 19 utilizado la Ecuacion 1 en donde Pabs refiere a la
posicion absoluta, ya sea de inicio o final, de la subsecuencia en el cromosoma 19; Prel refiere a la posicion
relativa, ya sea de inicio o final, de la subsecuencia en la secuencia de trabajo y Po refiere a la posicion inicial

de la secuencia de trabajo en donde se encuentra la subsecuencia.
Pabs = Prel + Po —1
Pabs = 7552 + 39238147 -1
Pabs = 39245698

Al aplicar la misma deduccion a las posiciones de inicio y final de las subregiones homélogas y de interés
se establecio que la homologia que contiene al SNP rs12979860 se encuentra entre 39245699-39249043 y
39263954-39267256. Por lo que estas secuencias se descargaron como ‘Region interés” y 'Region

Homéloga’, respectivamente.

La alineacién de la region de interés y la region homologa se realizo en tres distintas herramientas
bioinformaticas. En la Figura 11 se observan los resultados de dichas herramientas. La herramienta Blast de
NCBI permite visualizar la posicién de las no homologias en una forma general de la secuencia, ya que se
establecen como posiciones rojas en la secuencia homologa y guiones rojos en las discontinuidades de la
secuencia homologa. El resultado de CLC Sequence Viewer permite visualizar los porcentajes de homologia,
ya que subdivide las secuencias en secciones cortas y les establece un porcentaje de homologia, el cual se
observa como un diagrama de barras debajo de la secuencia. El resultado que presenta ClustalW de EBI en
una forma no grafica de observar la homologia que permite visualizar de una forma mas facil la
discontinuidad de la homologia, utilizando un asterisco debajo de los nucleétidos homdlogos y un guidn en

las posiciones de los nucledtidos de las discontinuidades.

De las 3349pb de la region de interés se presentd 3076 bases alineadas con la regién homoéloga en sentido
+/-. Adicionalmente, se determind la presencia de 60 bases de discontinuidad de la regién homéloga con la

region de interés. Con estos datos se determin6 un 93.64% de homologia entre ambas regiones.
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Figura 11: Alineacién de las secuencias de "Region Interés” y "Region homoéloga” en A) Blast de NCBI,

B) CLC Sequence Viewer y C)ClustalW de EBI. La secuencia superior corresponde a la secuencia de

interés en todos los casos.
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Figura 12: Esquema de la colocacion de los iniciadores disefiados sobre la homologia para observar A)
el amplicion que se produciria como producto de PCR de la alineacion de los iniciadores en la region
de interés y la region homologa y la alineacion del iniciador B) Foward y C) Reverse sobre la

secuencia de ambas regiones
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Para el disefio de los iniciadores se observaron regiones ricas en no-homologias para colocar los
iniciadores con la mayor cantidad de no- homologias en el extremo 3’. En la Figura 12 se observa la
colocacion de los iniciadores sobre la alineacion y la posicion asimétrica del SNP rs12979860 en el amplicon
producido. El iniciador Foward se colocé sobre 4 no homologias, mientras que el iniciador Reverse se colocd
sobre 6 no homologias y una discontinuidad de un nucledtido. En el Cuadro 1 se presentan los resultados
termodinamicos del analisis de los iniciadores disefiados, los cuales producen un aplicon de 573pb. Se
observa que el iniciador Foward presenta una temperatura de anidacion de 65.1°C, mientras que el iniciador
Reverse tiene una temperatura de anidacion tedrica de 63.2°C. Ambos iniciadores tienen un porcentaje de

GC mayor al 60% y presentan una energia libre de Gibbs menor a -40Kcal/mol.

Cuadro 1: Parametros termodindmicos de los iniciadores disefiados para amplificar la region de interés

calculados utilizando Oligo Analyzer.

Delta G Contenido . -
(keal/mol) ™ (C) GC Largo Secuencia Iniciador
-44.34 65.1 73.70% 19 GCAGTTGCGCTGCCCCCAG Forward
-45.96 63.2 63.60% 22 GTGCACGGTGATCGCAGAAGGC | Reverse

Entre los heterodimeros determinados para el iniciador Foward se observa que el valor maximo de energia

libre de Gibbs es de entre -9.89 (Figura 13), mientras que el valor maximo el iniciador Reverse es de -

9.73kcal/mol (Figura 14).
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Figura 13: Estructuras de homodimeros, la cantidad de nucledtidos que interactiian y los respectivos

valores de Energia libre de Gibbs producidas para la interaccion del Iniciador Forward.

DeltaG  Bases

(kcal/mol) Apareadas

DeltaG  Bases
(kcal/mol) Apareadas

989 4

669 4

509 3

355 3

314 2

314 2

GCAGTTGCGCTGCCCCCAG

it

GACCCCCGICGCGTITGACE

54 GCAGTTGCGCTGCCCCCAG
(RGN
3' GACCCCCETCGCGITGACE
5° GCAGTIGCGCTIGCCCCCAG
LR B B
3' GACCCCCGICGCGIIGACG
5' GCAGTIGCGCIGCCCCCAG
(BB
3 GACCCCCGTCGCEGTIGACG
54 GCAGTTGCGCTGCCCCCAG
It
3*' GACCCCCGTCGCGITGACG
5° GCAGTTGCECTECCCCCAG
i1
3*' GACCCCCGICGCGITIGACG

314

314

-3.14

-314

-1.95

5 GCAGTTGCGCTGCCCCCAG

i
3' GACCCCCGICGCGITGACG
5* GCAGTIGCGCIGCCCCCAG

H H

3' GACCCCCGICGCGITIGRCG
5 GCAGTTGCGCTGCCCCCAG

11 358 ¢
3* GACCCCCGICGCGTTGACE
5' GCAGITGCGCTIGCCCCCAG

i
3 GACCCCCGICGCGTTGACG
5' GCAGITGCGCTGCCCCCAG
i

3 GACCCCCGICGCGTTIGACG

Figura 14: Estructuras de homodimeros, la cantidad de nucle6tidos que interactaan y los respectivos

valores de Energia libre de Gibbs producidas para la interaccion del Iniciador Reverse.

DeltaG  Bases Delta G Bases
(kcal/mal) Apareadas (kcal/mol) Avareadas
5% GTGCACGGTGATCGCAGRAGEC 5 GIGCACGGTGATCSCAGARGET
-3.61 2 833

973 6 it LR
3' CGGRAGRCGCTAGIGGCACGIG 3' CCGARGACGCTAGTGECACGIG
B4 GIGCACGGTGATCGCAGAAGGC $' GTGCACGGTGATCGCAGRAGEC

-5.09 3 1 33 3 1]
3' CGGAAGACGCTAGTGGCACGIG 8¢ CGGAAGACGCTAGTGGCACGTE
5' GTGCACGGTEATCGCAGRAGEC 5' GTGCACGGTGATCGCAGAAGEC

462 4 CI B 314 2 il iz iz it
3' CGGARGACGCTAGTGGCACGIC 3'  CGGARGACGCTAGIGGCACGTG
5% GTGCACGETGATCGCAGARGEC §' GTGCACGGTGATCGCAGARGGC

-361 2 t 314 2 i ]
3' CGGRAGACGCTAGIGGCACEIG 3 CGGRAAGACGCTAGTGGCACGTG
St GIGCACGETGATCGCAGARGEC 5' GIGCACGGTGATCGCAGRAGGC

-361 2 FLob kb s 314 2 1
3' CGGAAGACGCTAGIGGCACGIC = CGGARGACGCTAGTEGCACETE
5' GTGCACGGTIGATCGCAGAAGGC 5' GTGCACGGTGATCGCAGAAGGC

-3.61 2 (8] 1078 157 2 "

3¢

CGGARGACGCTAGTGGCACEIG

CGGAAGACGCTAGIGGCACGIC
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Figura 15: Estructuras de heterodimeros, la cantidad de nucledtidos que interactiian y los respectivos

valores de Energia libre de Gibbs producidas para la interaccion del Iniciador Forward y Reverse

disefiados.
Delta G Bases DeltaG  Bases
(kcalimol) Apareadas (kcal/mol) Apareadas
5' GTGCACGGTGATCGCAGAAGGC 5' GIGCACGGIGAICGCAGRAGGC
87 4 s 1 314 2 I
3'  GACCCCCGTCGCGTTGACG 3! GACCCCCGTCGCETTGACG
5' GIGCACGETGATCGCAGAAGGC S' GIGCACGGTGATCGCAGAAGEC
ALK it 314 2 1
3t GACCCCCGTCGCGITGACGE 31 GRCCCCCGICGCETIGACG
5° GTGCACGGTGATCGCAGAAGEC 5’ GTGCACGGTGATCGCAGARGGC
£21 3 s : 3N 3.07 2 H
3t GACCCCCGTCGCGTTGACE 3' GACCCCCGICGCGTIGACG
5t GTGCACGETGATCECAGARGEC 5' GTGCACGGTGATCGCAGRRGGC
509 3 i 3.07 2 il
3’ GACCCCCGTCGCGTTEACE 3* GACCCCCGTCGCGTIGACE
5° GTGCACGGTGATCGCAGRAGGES S' GTGCACGGTEATCGCAGAAGGC
5.09 3 : 111 3.07 2 I
3' GACCCCCGTCGCGTIGACS 3! GACCCCCGTICGCGTIGACG
& GIGCACGGTGATCECAGRAGEC S' GIGCACEGTGRATCECAGARGEC
509 3 3 11 -3.07 2 B
3’ GACCCCCGTCGCGTTGACG 8" GACCCCCGTCGCGITGACE
5! GTGCACGGTGATCGCAGAAGEE 50 GIGCACGGTGATCGCAGRAGRC
-361 2 1] 3 -1.95 2 i
3' GACCCCCGICGCGTIGACG 3' GACCCCCGICGCGITGACE
5' GTGCACGGTGATCGCAGAAGEC 5' GTGCACGGIGATCGCAGRAGEC
314 2 FICE e | 195 2 i1
3’ GACCCCCGTCGCGTTIGACG $' GACCCCCGTICGCGTTGACE
5' GIGCACGETGATCGCAGRAGEC 5' GIGCACGGTGATCGCAGRAGGC
314 2 & 11
-1.60 2
3 GACCCCCGICGCGTIGACE 3 GACCCCCGICGCGTTGACG
5’ GIGCACGETCGATCGCAGARGEC 5! GTGCACGGTGATCGCAGRAGEC
314 2 4
il : iz
134 2
3' GACCCCCGICGCGTIGACG 3' GACCCCCETCGCGITGACG

Para la interaccion entre el iniciador Foward y el iniciador Reverse se termerminaron 20 heterodimeros
con energia libre de Gibbs entre -8.7 y -1.34. Las interacciones de observan en la Figura 15 e involucran
entre 4 y 2 nucleétidos. En el cuadro 2 se observan las conformaciones de Hairpin que se producen en cada

iniciador, para los cuales la energia libre de Gibbs maxima calculada es de -2.9Kcal/mol.



27

Cuadro 2: Informacién de las estructuras de Haipin producidas por los iniciadores, con su respectivo Delta

Gy Tm.
Iniciador (l?c :llt/?nf);l) Tm (C)

-2.9 53.6
Foward

-1.95 45.1

-0.97 39.7

-0.38 30.1
Reverse -0.33 31

-0.18 27.5

-0.17 29.7

Luego de evaluar los parametros de la amplificacion de los iniciadores disefiados se evalu6 los resultados
que estos producirfan para la deteccién del SNP con FRLP-PCR, asPCR y secuenciacion. La digestion
enzimatica se realizo con Bstul, como se ha reportado con anterioridad y para el alelo CC se produjeron 4
bandas de los siguientes tamafios: 272, 187, 89 y 25 pb, mientras que el alelo TT produjo solamente 3 bandas
de 272, 212 y 89pb. Los resultados del asPCR se produjeron utilizando los iniciadores internos descritos en
el Cuadro 5, en donde se produjeron dos amplicones para los alelos homocigotos (CC'Y TT)y tres amplicones

para el alelo heterocigoto CT.

En la Figura 3 de la seccion de Anexos se observa el amplicon producido por los iniciadores y los sitios
de restriccion para la enzima Bstul para los genotipos CC y TT, en donde los sitios de restriccion se
encuentran subrayados para facilitar su localizacion. Adicionalmente se observa un esquema de la digestion

enzimatica de los amplicones de los genotipos CCy TT.

En la Figura 17 se muestran los resultados del analisis de 8 publicaciones entre 2010 y 2013 que produjeron
un amplicén in silico en la IL28B. En esta revision se establece la metodologias para genotipificar las
muestras de pacientes que se utiliza en cada publicacion. Entre los métodos utilizados se encuentran PCR
con restriccion enzimatica, PCR alelo especifico, PCR en tiempo real alelo especifico, PCR en tiempo real
alelo especifico-sitio especifico y Secuenciacion. Adicionalmente, se lista el tamafio del amplicon producido
y una referencia de si mencionan la presencia de la region homdloga en la publicacion de donde se obtuvieron
los iniciadores. No se presentan los resultados de la evaluacion de los iniciadores publicados por Galmozzi

(2010 y 2011) ya que no produjeron ningtin amplicon in silico.

Es importante resaltar que varios autores presentan mas de una reaccion de PCR en la misma publicacion,
sin embargo en la Figura 17 solamente se presentan las parejas de iniciadores que produjeron una
amplificacion in silico. Adicionalmente algunos iniciadores no produjeron una amplificacién in silico, por lo

que no se procedié a analizarlos. Estos iniciadores presentan un guién en la casilla de amplicon. y los
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iniciadores que presentan un asterisco fueron encontrados con una o mas modificaciones en la secuencia de

referencia del cromosoma 19.

Figura 16: A) Resolucion en gel de agarosa al 2% de la digestion enzimatica y PCR alelo especifico
utilizando los iniciadores disefiados anteriormente. B) Amplicon producido por los iniciadores
disefiados, las bases subrayadas indican la posicion de los iniciadores, las bases coloreadas de rojo
indican las no homologias, la citosina magenta representa la posicion del SNP rs12979860 y las bases

tachadas representan los nucledtidos discontinuos en la secuencia homoéloga.

1 RFLP-PCR I as-PCR
004 =— ¢ T € ¢ T
500 ——
w0 —

ceactrecccilicaliccalcrcaccaccTeTTCCcTGCGGGACAAGCGGCGCTTATCGCATACCHC TlGGC
CCCCTCGCCAGGGCCCCTAACCTCTGCACAGTCTGGGATTCC TGGAC GTGGATGGGTACTGGCAGGCACGGT
CGTGCCTGTCGTGTACTGAACCAGGGAGCTCCCCGAAGGCGHGAACCAGGGTTGAATTGCARccaeaeTCcc
ccliccalacccclicceccecaccTecaccccacTececcliccaceccTecriitercalfrcacceTeacce
TGCGTTCGCGCTGACGACGGGGACTGC GGGARTCTCGTGGTGGGAARTGTGeolcTACTAIAGAGGCG
ccteeTeeGC e TAGGACGCAGGACCCCTlGGGlcacillaccooToTliTcocaacccodlicoececadicTh
cclssecccicallccocTacaeceTiacTRaccTacecaTeccTeaGeoec TTGlGCC GECAGCGTCCGGG

GCTCCAGCGAGCGGTAGTGCGAGAGCAGGCAGCGC.GGIGG.C.Q.GCQ.CACCGTGCAC

Finalmente, la Figura 17 permite apreciar la colocacién de los iniciadores sobre la alineacion de la
secuencia de interés y la homologa. Esto permite visualizar la especificidad de cada uno de los iniciadores
con amplificacion in silico respecto a la homologia IL28A-IL28B. Se puede observar que existe una alta
variacion entre la especificidad de los iniciadores publicados, respecto a la homologia. Adicionalmente a esta
especificidad, los iniciadores de Sharafi (2012) presentaron posible amplificacion inespecifica de 495pb en
el cromosoma 2; los de Lee (2013) presentaron la posible amplificacion de 1426pb en el cromosoma 17 y
973pb en el cromosoma 4; y finalmente los iniciadores de Cielsa (2012) presentaron posible amplificacion

inespecifica en el cromosoma 16 de 3560pb.
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Para el disefio de los iniciadores internos del PCR alelo especifico se decidié colocar el iniciador interno
reverso (interno Reverse o iR) especifico para el alelo C y el iniciador interno frontal (interno Forward o
iF) especifico para el alelo T. En el Cuadro 3 se observa la variacion del cambio de energia libre de Gibbs
dependiendo de si el nucledtido que da la especificidad se coloca en la posicién 3” o una base antes del
extremo 3° del iniciador. Se puede observar que la diferencia para el iniciador iR es de 3.71 y 6.75,

respectivamente, mientras que para el iniciador iF la diferencia es de -1.34 y -3.3, respectivamente.

Cuadro 3: Posibles iniciadores internos para el PCR alelo especifico con la interaccion en la secuencia de
interés con el alelo C y alelo T en version grafica y con delta G de la interaccion. El nucledtido coloreado

representa el alelo para el cual es especifico dicho iniciador.

Interaccion con alelo T DeltaG

Iniciador Interaccidn con alelo C DeltaG
keal/mol keal/mol
v ..
GGAGTHCAATTCAACCCTGGTTCG ‘ ‘ -48.04 44.33
ACETTR " 5 ! TCACGTTAAGTIGGFACTAAGT
+
N N L AATTCAACCCTGETTCGS
GAGTGCAATTCAACCCTGGTTCOC e
48.11 41.36
& G PASCTOCCCIARGETCET
AGGGAGLTCCCOGAAGGCGT T 4498 Pt w432
* *
33 FCTTCCCG 3G 376 2 EAEE TN SAAGGZGTS
GGGAGCTOCCCGAAGGCGTG -43.38 | 4668
TI5AGGG
- e s e A -

La Figura 18 muestran los resultados de la amplificacion multiplex de PCR alelo especifico utilizando

como iniciadores externos las parejas de iniciadores publicados que se evaluaron en la Figura 17.
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Cuadro 4: Iniciadores seleccionados para el PCR alelo especifico disefiado y sus caracteristicas

fisicoquimicas como Tm , Tamafio y contenido de GC.

Nombre Secuencia Tm (C) (mTcal:(l';iﬁdoos) Corgi;lido
eForward (eF) GGAAGGAGCAGTTGCGCTG 65.3 19 63.20%
eReverse (eR) CTTCACGCTCCGAGCATTGC 65.6 20 60%
iForward (iF) AGCTCCCCGAAGGCGTG 66.3 17 70.60%
iReverse (iR) | GTGCAATTCAACCCTGGTTCGC 66.3 22 54.50%

En el Cuadro 4 se resumen los iniciadores seleccionados para el PCR multiplex alelo especifico. Notese
que los iniciadores internos no son exactamente los mismos que se muestran en el Cuadro 3. Los iniciadores
externos se produjeron mediante modificaciones realizadas a los iniciadores publicados por Shafari et al. en

el 2012.

Figura 19: Esquema grafico de la colocacion de A) El iniciador frontal y B) el iniciador reverso
propuestos por Shafari en el 2012 (flechas azules) y la colocacién de los iniciadores externos

seleccionados (flechas verdes) para el PCR alelo especifico.
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En la Figura 19 se muestran las modificaciones que se les realiz6 a los iniciadores publicados por Sharafi
et al., en ésta se representan en la parte superior los iniciadores frontales y en la parte inferior se observan
los iniciadores reversos respecto a la alineacion. En esta figura se puede ver que los iniciadores que aqui se

proponen producen un amplicén més corto; sin embargo, la diferencia de tamafio no es significativa para la

resolucién de los resultados.



Cuadro 5: Informacion de las estructuras de Hairpin de los iniciadores seleccionados para el PCR alelo

especifico.
Iniciador | . (Egtlj'mol) Tm (C)
1158 50.5
157 442
eF 135 393
0.97 346
20.76 35
a7 46.1
eR 153 442
2091 40
126 53.1
iF 20.85 36.6
2035 324
iR 20.065 34.7
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En el Cuadro 5 se puede observar que la Tm mayor que se presenta es de 50.5C, sin embargo la mayoria

de Tm se encuentran alrededor de 30-40C. Adicionalmente, todos los delta G son muy cercanos a 0, estos

varian entre -1.58 y -0.35.

En las Figuras 20 y 21 se observan las estructuras de homodimeros y heterodimeros, respectivamente, que

se producen al interactuar los cuatro iniciadores seleccionados. En estas figuras se presentan {inicamente

aquellas estructuras con un delta G menor a -4 kcal/mol. La interaccion mas estable que se presenta es la

formacion de un heterodimero entre el iniciador iF y eR, esta consta de 5 nucledtidos consecutivos y tiene un

delta G -10.05 kcal/mol.
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Figura 20: Estructuras de homodimeros producidas por los cuatros iniciadores seleccionados para el

PCR alelo especifico.

DeltaG Bases

kcal/mol Apareadas
Homodimeros ef

5" GGRAGGRGCAGTTGCGCTG

-9.89 4 1111
3 GTCECGTTGACGRGGRAEGE
5" GERAGGAGCAGTTGCGCTG
-5.09 3 s 11
A" GTCGCETTGRCGAGCARGE
5" GGRAGGRGCAGTTGECGCTGE
-4.74 3 111 T

3 GTCGCETITGACGLECRALGE
Homodimeros eR
5' CTTCACGCTCCGAGCATTGC

-6.31 4 g 11T seme
i CETTACGAGCCTCGCACTTC

5' CTTCACGCTCCGAGCATTGC
-5.09 3 LY st
3" CETTACGAGCCTCGCRCTTC

Homodimero iF

" AGCTCCCCGRRGECGETGE
-6.34 4 11
3' GTGCGGARGCCCCTCGL
Homodimeros iR

5 GTGCAATTCAACCCTGGTTCGC

-7.05 4
11

3' CGCTTGGTCCCAACTTARCGTG

5' GTGCAATTCAACCCTGGTTCGC
-l u il s32z

38 CGCTTGGTCCCAACTTAACETG

5 GTGCAATTCAACCCTGGTTCGC
-5.36 4 ue iy =

3' CGCTTGGTCCCRACTTAACGTG




35

Figura 21: Estructuras de heterodimero que se producen entre los cuatro iniciadores que seleccionaron

para el PCR alelo especifico.

DeltaG Bases DeitaG Bases
keal/mol Apareadas keal/mol Apacaadis
Heseoodmerosereh Heterodimeros eF-iR
9.38 5
-6.75 3
-5.12 4
5.09 El
-5.09 3
478 3
4.64 3
Heterodin
-9.38 5
6.75 3
" Heterodimeros eR-iR
-4.74 3 -8.51 5 -
-4.64 3 5.19 3
-5.09 3
Heterod
7.13 4
6.75 3
-4.67 3

Figura 22: Resultados teoricos del PCR alelo especifico con los cuatro iniciadores seleccionados de los

tres alelos posibles en gel de agarosa al 2%.
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En la Figura 22 se ilustran las bandas que se producirian al procesar los distintos alelos del rs12979860
en el PCR multiplex alelo especifico. En este se puede observar una banda superior, que representa un

fragmento de 742pb, una inferior de 214pb y una intermedia de 561pb.

Al observar la Figura 23 se puede comparar la factibilidad de utilizar las parejas de iniciadores evaluados
para aplicar un PCR con restriccion de enzimas. Por la alta variacion del tamafio de las bandas fue necesario
establecer una marca de 40pb, para facilitar la visualizacion de las bandas de menor tamafio. Es importante

resaltar que todos estos resultados fueron producidos en geles de agarosa al 2% in silico.

Como se menciono anteriormente, otro posible método de deteccion es mediante la restriccion enzimatica
de un producto de PCR. Para esta aplicacion se ha reportado en la literatura la utilizacion de la enzima Bstul.
En la Figura 24A se puede observar un ejemplo de dicha restriccion, utilizando los iniciadores eF y eR, sin
embargo, las enizmas Accll, Bsh12361, BspFNI, BstENI, FnuDII, Mvnl y Thal también producirian un
patrén de fragmentacion igual al que se presenta en dicha figura. Adicionalmente las enzimas
Hpy16611,Hpy81 y MjalV también pueden ser utilizadas para el diagnéstico de dicho SNP pero estas

producen un patron de fragmentacion distinto, el cual se presenta en la Figura 24B.
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Figura 24: Esquema de la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los distintos genotipos del
rs12979860 con las enzimas con A) reconocimiento de ‘CGCG’ y B) 'GTNNAC"’

A B
1000 4 ——— 7 e I [ —
RO — = s = CC TI CT
| _ cc mm cr |
w00 — w004 —

La posicion de los iniciadores respecto al SNP es un factor que determina las tecnologias en las cuales se
puede utilizar una pareja de iniciadores para realizar la deteccion del SNP. En la Figura 25 se puede observar
tanto la dimension de los amplicones generados por cada pareja de iniciadores como la colocacion relativa
del SNP respecto a los iniciadores utilizados. Note la gran variedad de tamafios de amplicones, aquellos mas
cortos son utilizados para la deteccion por qPCR, mientras que los que se utilizan para FRLP-PCR producen

amplicones de tamafios bastante mayores.

Los Cuadros 6 y 7 muestran el desarrollo de la evaluacion de costos del la genotipificacion del SNP
1s12979860 en asPCR, FRLP-PCR, qPCR y Secuenciacion al extraer ADN mediante el Kit Maxwell
semiautomatizado. Como se puede observar, los costos en las distinas tecnologias varian entre Q.187 hasta

Q.802, siendo la aplicacién mas econdmica el asPCR y la mas costosa la secuenciacion.
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Cuadro 6: Evaluacién de los costos de implementar la deteccion del rs12979860 por PCR alelo especifico,

PCR seguido de restriccion enzimatica y PCR en tiempo real.

asPCR 187.41

Kit Maxwell 4423.00 | 48 Muestras | 92.1458333 | Q/Muestra | 1 Muestra | 92.15
dNTPs 300.00 | 200 rxn 1.5 Q/rxn 1 rxn 1.50
Polymerase 818.00 | 100 u 8.18 Qlu 1.5 u 12.27
Primer eF 83.49 0.05 umol 1669.8 Q/umol 0.000025 | umol 0.04
Primer eR 85.39 0.05 umol 1707.75 Q/umol 0.000025 umol 0.04
Primer iF 79.70 0.05 umol 1593.9 Q/umol 0.000025 | umol 0.04
Primer iR 89.18 0.05 umol 1783.65 Q/umol 0.000025 | umol 0.04
Buffer TAE 932.40 | 40000 | mL 0.02331 Q/mL 2.5 mL 0.06
Agarosa 1659.00 | 100 g 16.59 Qlg 0.005 g 0.08
Escalera 1887.00 | 100 u 18.87 Qlu 0.1 ul 1.89
Termociclador 1.72 Q/h 245 h 4.30
Laboratorista 8000.00 | 160 h 50 Q/h 1.5 h 75.00
RFLP 243.68
Kit Maxwell 4423.00 | 48 Muestras | 92.1458333 | Q/Muestra | 1 Muestra | 92.15
dNTPs 300.00 | 200 rxn 1.5 Q/rxn 1 rxn 1.50
Polymerase 818.00 | 100 u 8.18 Q/u 1.5 u 12.27
Primer eF 83.49 0.05 umol 1669.8 Q/umol 0.000025 umol 0.04
Primer eR 85.39 0.05 umol 1707.75 Q/umol 0.000025 umol 0.04
Enzima 1269.00 | 200 u 6.345 Q/u 1 u 6.35
Buffer TAE 932.40 | 40000 | mL 0.02331 Q/mL 2.5 mL 0.06
Agarosa 1659.00 | 100 g 16.59 Qlg 0.005 g 0.08
Escalera 1887.00 | 100 u 18.87 Qlu 0.1 uL, 1.89
Termociclador 1.72 Q/h 2.5 h 4.30
Laboratorista 8000.00 | 160 h 50 Q/h 2.5 h 125.00
qPCR 193.70
Kit Maxwell 4423.00 | 48 Muestras | 92.1458333 | Q/Muestra | 1 Muestra | 92.15
gPCR TagMan kit | 1382.40 | 200 rxn 6.912 Q/rxn 1 rxn 6.91
Primer eF 81.59 0.05 umol 1631.85 Q/umol 0.000025 umol 0.04
Primer eR 81.59 0.05 umol 1631.85 Q/umol 0.000025 | umol 0.04
Sonda C 2656.50 | 0.006 | umol 442750 Q/umol 0.0000125 | umol 5.53
Sonda T 2656.50 | 0.006 | umol 442750 Q/umol 0.0000125 | umol 5.53
qPCR 25 Q/h 2 h 50.00
Laboratorista 8000.00 | 160 h 50 Q/h 0.67 h 33.50
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Cuadro 7: Evaluacion de los costos de implementar la deteccion del rs12979860 por Secuencicion.

Secuenciacion 802.82
Kit Maxwell 4423.00 | 48 Muestras | 92.1458333 | Q/Muestra | 1 Muestra | 92.15
dNTPs 300.00 200 rxn 1.5 Q/rxn 1 rxn 1.50
Polymerase 818.00 100 u 8.18 Q/u 2.5 u 20.45
Primer eF 83.49 0.05 umol 1669.8 Q/umol 0.000025 | umol 0.04
Primer eR 85.39 0.05 umol 1707.75 Q/umol 0.000025 | umol 0.04
Buffer TAE 932.40 40000 | mL 0.02331 Q/mL 2.5 mL 0.06
Agarosa 1659.00 | 100 g 16.59 Qlg 0.005 g 0.08
Escalera 1887.00 | 100 u 18.87 Q/u 0.1 uL, 1.89
QIAquick PCR

purification kit 23 Q/u 1 u 23.00
Big Dye

Terminator kit 11931.46 | 100 rxn 119.3146 Q/rxn 1 rxXn 238.63
Primer 83.49 0.05 umol 1669.8 Q/umol 0.0000032 | umol 0.01
Big Dye X-

Terminator kit 3.1 | 2590.95 | 100 rxn 25.9095 Q/rxn 1 51.82
POP 6 5878.66 | 7000 | uL 0.83980857 | Q/uL. 40 ul, 33.59
Arrego del

capilares 50cm 9079.29 | 200 45.39645 1 45.40
Buffer de corrida

25mL 10X 1306.37 | 250 mL 5.22548 Q/mL 0.5 mL 2.61
formamida 0.03 40 ul, 1.20
Termociclador 1.72 Q/h 5 h 7.74
Seccuenciador 32.61 Q/h 1 h 32.61
Laboratorista 8000.00 | 160 h 50 Q/h 5 h 250.00




VII.  DISCUSION

El impacto del SNP rs12979860 en el desarrollo de la respuesta a la hepatitis C mediante el tratamiento de
ribavirina es el factor mas importante en la farmacogenética del tratamiento de la Hepatitis C, por lo que el
mecanismo de accion de dicho SNP en el cambio de la respuesta del paciente al tratamiento tradicional de
Ribavirina e interferon es hasta el momento un factor de mucho interés. En la Figura 9 se puede observar que
el SNP rs12979860 se encuentra fuera del marco de lectura de la interleucina 28B (codificada por el IFNL3
de 39243632 a 39245077), ya que como se menciond la posicion del SNP es 39248147 en la secuencia de
referencia del cromosoma 19. Esto es un factor importante, ya que significa que el SNP no representa una
alteracion en la cadena de aminodcidos, la cual podria modificar su actividad en si, sino que el mecanismo
de accién de dicha mutacion podria estar relacionado a un cambio en la regulacion de los genes del interferon,
especificamente la IL28B, los cuales como se mencion6 con anterioridad se expresan en respuesta a una

infeccion viral.

En la Figura 10 se puede observar la alta homologia que existe dentro de los genes de la familia del
Interferdn lambda, ya que, se encontraron varias regiones homologas a lo largo del fragmento analizado. En
esta figura se puede observar la presencia de regiones con mayor homologia que la regién con la que se
trabajo, como las regiones entre 3.5- 5Kb y 5-7.5Kb de la alineacién, sin embargo, debido a que estas

homologias no intervienen con la genotipificacion del rs12979860 no se profundizé mas en dichas regiones.

Al realizar una alineacion de la region de interés y la region homologa, en la Figura 11, se pueden comparar
los resultados obtenidos utilizando distintas herramientas bioinformaticas para procesar los datos. Entre estos
tres resultados la alienacion producida por Blast de NCBI resultd presentar la forma mas sencilla de
representar la distribucion de la homologia entre ambas secuencias debido a que permite determinar
facilmente la posicion de las no homologias, mientras que los resultados de la herramienta CLC Sequence
viewer a pesar de que parecieran mostrar la misma informacién pueden dar resultados engafiosos si se desea
analizar la secuencia a un nivel mas detallado, es decir a nivel de nucleodtidos. Esto es debido a que los
resultados se presentan como porcentaje de homologia de una subregion y a pesar de que dicho porcentaje
sea bajo, si la subregion es lo suficientemente grande esta puede tener segmentos altamente homélogos muy
cortos seguida de segmentos poco homdlogos mas largos y de esta forma no es posible visualizar dicha
homologia con esta herramienta. Finalmente la herramienta Clustal W de EBI permite un buen analisis a
nivel de nucledtidos, sin embargo, los resultados podrian ser mas comodos si se utilizara algin codigo de
color que resalte las homologias de las no homologias. Por esta razon se trabajo con la herramienta de Blast

de NCBL

Al calcular el porcentaje de homologia de ambas regiones se establecié un 93.6% de homologia, lo cual es
cercano al 95% publicado por Reynolds et al. en el 2012. Esta diferencia en el porcentaje de homologia puede
haberse producido por una diferencia en la limitacion de las regiones de trabajo, ya que en la Figura 11A se

observa que en los extremos 3"y 5’de la alineacion existe un incremento en las no homologias. A pesar de
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este factor, la funcién de la alineacién es brindar informacion referente a la genotipificacion del SNP
1512979860, por lo que, a pesar de abarcar un marco mayor que el publicado por Reynolds et al., 1a alineacién
presentada proporciona la informacion de interés para el disefio y analisis de iniciadores para la deteccion del

SNP.

El factor critico en el impacto de la region homdloga en la genotipificacion del rs12979860 es que el
nucledtido homologo a dicho SNP es convencionalmente una Timina. La amplificacion inespecifica de
ambas regiones un PCR producira dos bandas de aproximadamente el mismo tamaiio, las cuales no se podran
diferenciar en un gel de agarosa. Por esta razon la amplificacion de la region homéloga por PCR seguida de
la digestion con enzimas de restriccion o por asPCR produciran un patrén de bandas tipico de un alelo T el

cual puede crear interferencia en el diagndstico, convirtiendo un genotipo CC en un genotipo CT.

En el disefio de los iniciadores especificos se considerd dos factores para la colocacion de los iniciadores.
El primero fue que la region de colocacion fuera rica en no homologias, estas no homologias se establecieron
mas cercanas al extremo 3’ que al extremo 5° ya que el inicio de la traduccidn ocurre en este extremo, por lo

que la hibridacion del iniciador en este extremo es mas importante que la hibridacion en el extremo 5°.

El segundo factor fue la colocacion del iniciador respecto al SNP y respecto al posible otro iniciador.
Debido a que se desea evaluar la implementacion de estos iniciadores en un diagnéstico por PCR de punto
final seguido de restriccion enzimatica o por un PCR multiplex alelo especifico, se priorizé la produccion de
un amplicén grande en el cual el SNP se encontrase en una posicion asimétrica para que luego de la restriccion
enzimatica o del asPCR se pudiera presentar una buena resolucion en un gel de agarosa por cualquiera de los
dos métodos de deteccion mencionados. Adicionalmente, la produccion de un amplicén grande permite la
verificacion del método por medio de secuenciacion, tanto de la genotipificacién en si como de amplificacion

especifica por el PCR optimizado.

En la Figura 12A se observa que la colocacion de los iniciadores sobre la alineacion permite la produccion
de un fragmento de suficiente tamafio para obtener una buena resolucion en el SNP utilizando secuenciacion
y la posicion asimétrica del SNP dentro del amplicon permite la buena resolucion de los fragmentos
producidos por restriccion enzimatica y PCR alelo especifico. Adicionalmente, las posiciones de las no
homologias en los iniciadores mostrados por la Figura 12B y C permiten la amplificacién por PCR sitio
especifico. Sin embargo un factor muy importante en dicha amplificacion especifica es la optimizacién de la
reaccion de PCR. Por esta razon la Temperatura media de ambos iniciadores debe ser muy cercana, debido
a que mientras mas se aleja el programa de termociclado de las temperaturas de alineacion dptimas de los
iniciadores se incrementa la probabilidad de la amplificacion inespecifica. Por esta razon se cambi6 el tamafio
y colocacion de los iniciadores hasta obtener una diferencia de Tm de aproximadamente 2 grados o menor

(ver Cuadro 1).

En el Cuadro 1 se observa también el delta G para la reaccion de hibridacion de los iniciadores con su

secuencia complementaria, para ambos iniciadores esta fue menor a -44kcal/mol. Esto es importante como
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parametro de comparacion de las estructuras de homodimeros (Figuras 13 y 14) y heterodimeros (Figura
15). La interaccion con energia libre de Gibbs mas fuerte calculada fue de -9.88kcal/mol de un homodimero
del iniciador Forward que involucra la interaccion de 4 nucledtidos consecutivos, seguida de -9.73 kcal/mol
de un homodimero del iniciador Reverse, la cual involucra la interaccion entre 6 nucledtidos. A pesar de que
la primera interaccion involucra menos nucledtidos consecutivos que la segunda esta presenta una mayor
estabilidad debido a que son nucledtidos internos, a comparacion de la interaccion del iniciador Reverse en
el cual interactian los nucleo6tidos de las orillas. Adicionalmente, en la interaccion del iniciador Forward
existen otros nucledtidos aislados que se alinean para aumentar la estabilidad de la interaccion. Respecto a
las interacciones unimoleculares, estas presentan una Tm al menos 10 grados menor a la Tm promedio de

ambos iniciadores, por lo que no deberia de afectar significativamente la eficiencia de la reaccion.

Al analizar los datos de la Figura 17 es interesante observar que seis de las ocho publicaciones analizadas
proponen la deteccion del SNP por PCR en tiempo real, ya sea utilizando una sonda sobre el SNP o utilizando
dos iniciadores reversos con los alelos C o T marcados con distinto fluoréforo (Cook, 2012). A pesar de que
el PCR en tiempo real permite eficientemente la identificacion de dicho SNP, esta técnica es realmente
aprovechada para determinar mutaciones en poblaciones mixtas, es decir cuando en una muestra existen
células con distintos genotipos o cuando dicho genotipo esperado se encuentra en una menor proporcion en
la muestra. Sin embargo la mutacion del rs12979860 es una mutacion somatica, por lo que todas las células
de la muestra presentaran el mismo genotipo, cualquiera que sea. Por esta razon, a pesar de que la mayoria
de las publicaciones utilizan esta tecnologia para determinar el genotipo del paciente, no se recomienda la
implementacion de este método para el diagndstico de la poblacion guatemalteca, debido a que es un

sobrecargo por la avanzada tecnologia requerida que no es justificable.

Otro factor interesante que se observa en la Figura 17 es que solamente 2 publicaciones consideran la
existencia de la region homdloga para el disefio y optimizacion del PCR. Ambas publicaciones son del afio
2012 y las publicaciones posteriores producidas por Lee et al. y Domagalski ef al. tampoco consideran la
existencia de esta homologia. Sin embargo, el no considerar la existencia de la homologia no necesariamente
significa que los iniciadores que disefiaron no sean especificos. En la actualidad las herramientas de disefio
de iniciadores facilitan estos procesos considerando la presencia de regiones similares en el genoma humano
para la colocacion de los iniciadores. Por esta razon los resultados de la Figura R9 muestran que en varios de
los iniciadores se encuentran algunas no homologias, no necesariamente segregadas al extremo 3°. Sin
embargo, al buscar una amplificacion especifica es importante recordar que esta no depende Uinicamente de
el disefio de los iniciadores, sino que uno de los factores mas importantes es la optimizacion de la reaccion
de PCR, ya que las condiciones que se establezcan en este proceso dictaran si es estable o no la interaccion
con la region homologa, por lo que es importante que el autor considere esto al realizar o verificar dicha
optimizacién. A continuacidn se realiza un analisis de los resultados producidos por los iniciadores

publicados.
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Los iniciadores propuestos por Sharafi, et al. (2012) produce un amplicén grande (746pb) debido a que
fue disefiada para la implementacion de deteccién por FRLP-PCR. Los autores de la publicacion consideraron
la region homologa en el disefio de sus iniciadores, lo cual se evidencia claramente en el iniciador reverso ya
que se encuentra colocado en una region de la alineacion en donde existen varias discontinuidades,
basicamente esta region existe solo parcialmente en la region homologa. Respecto al iniciador frontal se
encuentra colocado sobre una no homologia en el extremo 3’, lo cual le proporciona cierto grado de
especificidad, sin embargo debido a la alta especificidad del iniciador reverso y a la aplicacion para la cual

se disefiaron estos iniciadores, el producto de la reaccion de PCR posiblemente sera muy especifico.

Respecto los iniciadores propuestos por Cook et al(2012), estos son iniciadores para un PCR alelo
especifico en tiempo real, por esta razon el amplicon que producen es bastante corto (164pb). El iniciador
frontal esta colocado sobre 2 no homologias cercanas al extremo 3, por lo que esto le puede dar un poco de
especificidad, sin embargo el iniciador reverso esta colocado sobre el SNP en el extremo 3’ pero no presenta
ninguna otra no homologia que le dé especificidad respecto a la region homodgola. La amplificacion de este

PCR podria ser especifica en base al disefio de los iniciadores.

Los iniciadores propuestos por Reynolds et al. (2012) son otro ejemplo de iniciadores disefiados
considerando la region homdloga. Estos, a pesar de que estan disefiados para qPCR, producen un amplicon
de 593pb. Esto es debido a que las regiones muy cercanas al SNP no contienen muchas no homologias, por
lo que la colocacion de los iniciadores debio ser mas alejada del SNP. A pesar de que ambos iniciadores no
son tan especificos como la pareja 1 se observan varias no homologias en el extremo 3" del iniciador reverso
y una en el iniciador frontal. En combinacion y con la optimizacion correcta estos iniciadores podrian

producir una amplificacion especifica.

El caso de las parejas de iniciadores disefiados por Lee, et al. (2013)y Ciesla, et al. (2012) es muy similar,
ambos producen un fragmento corto (66 y 99pb, respectivamente) ya que estan disefiados para qPCR, sin
embargo ninguno de los cuatro iniciadores presenta una no homologia en los 10 nucledtidos mas cercanos al
extremo 3. El iniciador frontal de Lee, et al. (2013) no esta colocado sobre ninguna no homologia, mientras
que el iniciador frontal de Ciesla, et al. (2012) se encuentra sobre una sola no homologia a la mitad del
iniciador. El caso de los iniciadres disefiados por Ezzikouri, et al. (2013) es parecido ya que el iniciador
frontal no se encuentra sobre ninguna no homologia y el reverso tiene una no homologia hasta el noveno
nucledtido desde el extremo 3, por lo que la aplicacion de la amplificacion de dichos iniciadores en la

genotipificacion del SN rs12979860 es cuestionable.

La pareja de iniciadores propuestos por Younosi, et al. (2012) también esta disefiada para PCR en tiempo
real pero esta si presenta algunas no homologias cercanas al extremo 3’ de ambos iniciadores, por lo que

podria producir una amplificacion especifica si se optimiza adecuadamente la reaccion de PCR.

La pareja de iniciadores disefiados por Domagalski, et al. (2013) produce un amplicon de 243 pb, sin

embargo, por la posicion de los iniciadores éstos podrian aplicarse para digestion enzimatica o asPCR (ver



46

resultados en Figuras 16 y 23), adicionalmente, a pesar de que no estd disefiado considerando la region
homologa si presenta varias no homologias cerca del extremo 3°, por lo que su aplicacion podria producir

amplificacion especifica.

Para el disefio de los iniciadores internos para el PCR alelo especifico se evalud inicialmente el cambio en
la energia libre de Gibbs entre la interaccion con el alelo para el cual fue disefiado y el otro alelo para
iniciadores con el SNP en la ultima base en el extremo 3’y en la pentltima base. Los resultados muestran que
hay una mayor pérdida de estabilidad si se coloca el SNP en la peniltima base (Cuadro 3). Esto se puede
explicar de dos formas: Una es que adicional a las parejas de nucle6tidos descritas por Watson y Crick existen
otras interacciones entre nucleétidos que involucran puentes de hidrégeno menos estables o la interaccion
mediada por moléculas de agua, estas interacciones son mas estables en los extremos ya que involucra un
cambio tridimensional de la hebra de ADN. La segunda forma de explicar este evento es mediante la teoria
del vecino mas cercano, lo cual significa que la estabilidad de cada pareja de nucledtidos depende de la
estabilidad de los nucleotidos vecinos, por esta razén desestabilizar al nucledtido del extremo solamente
afecta a un nucledtido vecino, mientras que si se desestabiliza el siguiente se esta desestabilizando

indirectamente el nucleo6tido terminal 3’ y el tercero desde el extremo 3".

Debido a que el iniciador reverso de Shafari et al. (2012) presentd la mejor colocacion sobre la alineacion
se decidio utilizar este como iniciador reverso externo para la implementacion del PCR alelo especifico. Sin
embargo, ya que uno de los amplicones del PCR alelo especifico utilizara otro iniciador reverso sobre el SNP
es necesario incrementar la especificidad del iniciador frontal. Debido a que el iniciador frontal de Shafari
solamente presentd una no homologia en el extremo 3" se prefiri6 utilizar el iniciador frontal disefiado en
este estudio. Se modifico el tamafio de ambos iniciadores para que las caracteristicas fisicoquimicas de éstos
fuesen compatibles con los iniciadores internos en un solo PCR multiplex (Ver figuras 2-6 de Anexos). Sin
embargo esto no produjo un juego de iniciadores que funcionasen apropiadamente. Por esta razon se evalud
nuevamente el disefio de iniciadores externos, para esto se modifico la colocacion y el tamafio de los
iniciadores publicados por Shafari et al. Para producir una pareja de iniciadores externos que fueran

compatibles con los iniciadores internos que se disefiaron.

En la Figura 19 se observa que el iniciador frontal fue corrido para abarcar dos no homologias en el extremo
3". A pesar de que la colocacion en el nucledtido siguiente hubiese producido una mayor especificidad
respecto a la region homdloga no se utilizd ya que alteraba negativamente la Tm. Adicionalmente, Se
modificé el tamafio de ambos iniciadores para que las Tm de ambos estuvieran por debajo de 63.6 C, mas

adelante se explica el porqué.

Los iniciadores internos fueron modificados para disminuir la estabilidad de estructuras de heterodimeros
que se producian, especialmente entre los iniciadores iR y eR. Adicionalmente, estas modificaciones
ayudaron a establecer la diferencia menor posible entre la Tm de ambos, esto se logré ya que la Tm de

ambos iniciadores internos es de 63.6C, por lo que al optimizar la PCR se partira de esta temperatura para
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asegurar la especificidad de ambos iniciadores respecto al alelo que detectan. Es importante resaltar que a
pesar de que estos iniciadores son alelo especificos, estos no presentan especificidad respecto a la region
homologa, por lo que toda la especificidad del PCR multiplex recae en la iniciadores externos. Por esta razén
se disefio el PCR de forma en que la Tm de los iniciadores externos fuera menor a la de los internon, ya que
la optimizacién se realizaria alrededor de la Tm de los iniciadores internos, por lo que el porcentaje de

iniciadores externos interactuando inespecificamente a una temperatura mayor a su Tm disminuye.

Los resultados de las Figuras 23 y 18 presentan la genotipificacion por restriccion enzimatica y asPCR,
respectivamente. En estos geles se puede observar que los iniciadores disefiados para qPCR no producen
buenos resultados en estas dos metodologias. Adicionalmente, dado a los resultados recopilados en estas dos
figuras se puede observar que la mayoria de iniciadores, a pesar de producir fragmentos de distintos tamafios
presentan un patréon de fragmentacion similar, esto es debido a que tanto las enzimas con sitio de
reconocimiento ‘CGCG’ como las que reconocen ‘GTNNAC’ presentan mas de un sitio de restriccion los
fragmentos amplificados (Ver Figura 1 de Anexos). Por esta razdn, las restricciones realizadas con las
enzimas que reconocen la secuencia ‘CGCG’ sobre las distintas parejas de iniciadores presentan al menos
un fragmento de aproximadamente 89pb, uno de aproximadamente 62 y uno de aproximadamente 25pb. Este
tltimo fragmento se produce tnicamente en presencia del alelo C. Sin embargo al contener mas de un sitio
de reconocimiento en la secuencia amplificada esto produce un incremento en las bandas que se observan,
haciendo la optimizacion de la resolucion de la electroforesis una prioridad en la implementacion de la

deteccion por esta técnica.

Al observar los patrones de digestion de las Figuras 16 y 23 se observa que la pareja de iniciadores que
produce la resolucién mas sencilla es la pareja 3, ya que por su corto tamafio solamente contiene un sitio de
restriccion, por lo que la distincion de 1 a 2 bandas parece un diagndstico sencillo, sin embargo es necesario
resaltar que la banda inferior es de solamente 21pb, por lo que es posible que esta banda no sea tan facilmente
visualizable. Adicionalmente, se debe considerar que la especificidad de la pareja de iniciadores 3 respecto
a la region homdloga es bastante baja. Por estas razones se descarta la pareja 3 como iniciadores para

diagnostico por FRP-PCR.

La resolucion de los fragmentos producidos por la digestion enzimatica de los amplicones de los
iniciadores presentados en el Cuadro 1 es similar a la de las parejas 1,5 y 13, por lo que todos estos podrian
ser adecuados para esta aplicacion. Respecto a su especificidad, estos iniciadores parecen producir una
amplificacion especifica, la cual es necesaria para producir un diagndstico confiable, sin embargo, debido a
que la diferencia entre las dos bandas que producen el diagndstico homocigoto CC o TT es de solamente
25pb se vuelve importante asegurarse de que la migracion de las muestras en todo el gel sea uniforme, por lo

que es recomendable utilizar un marcador molecular en ambos extremos del gel.
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Para implementar el qPCR se observa que existe una publicacion que presenta un juego de iniciadores muy
especifico, por lo que si se desea implementar el diagnodstico en esta tecnologia se recomienda utilizar los

iniciadores publicados por Reynolds en 2012 con la sondas de dicha publicacion.

Ya sea que se desee establecer el diagndstico rutinariamente por secuenciacion o que se utilice ésta como
parte del proceso de verificacion de la especificidad durante la optimizacion de la reaccion de PCR la
secuenciacion es un paso clave en la verificacion de la especificidad de los resultados al implementar el

diagndstico del SNP rs12979860 por cualquiera de los métodos mencionados anteriormente.

La Figura 25 muestra el tamafio de amplicon producido por cada una de las parejas de iniciadores al igual
que la posicion relativa del SNP respecto a los iniciadores. Estos factores son importantes al elegir la quimica
que se utilizara para la reaccion de secuenciacion. Debido al analisis anterior respecto a los iniciadores se
recomienda que si se desea genotipificar el rs12979860 rutinariamente mediante secuenciacion se utilicen
los iniciadores descritos por Sharafi, et al. (2012) o Reynolds, et al. (2012) o los descritos en el Cuadro 1, ya
que estos parecen producir los amplicones mas especificos. Debido a que estos producen un amplicon
relativamente grande (746, 593 y 57epb, respectivamente) se recomienda utilizar la quimica BigDye
Terminator 3.1 con el equipo (ABI3130) con que cuenta en el laboratorio del Instituto de Investigaciones. La
tecnologia del BigDye Terminator presenta dos proporciones de dNTPs y ddNTPs, las cuales han sido
optimizadas por Applied Biosystems para dos aplicaciones distintas, el BigDye 3.1 permite una mayor

resolucion en fragmentos largos, por lo que es la mas adecuada para esta aplicacion.

Al realizar el analisis de costos se observa que la tecnologia mas econdmica para implementar la prueba
es el asPCR, con un costo por muestra de Q187.41, mientras que la mas costosa es la reaccion por
secuenciacion, ya que el método disponible en el pais es secuenciacion Sanger. A pesar de esto es necesario
considerar que durante el proceso de implementacion de la prueba por cualquier método es necesaria, como
se menciond anteriormente, la verificacion de la especificidad por secuenciacion, por lo que la

implementacion en cualquiera de las técnicas debe asumir este costo.

A pesar de que la implementacion de la prueba por PCR en tiempo real resulta bastante econémica, Q.
193.70, es importante resaltar que la implementacion por este método representa una inversion mayor de
equipo ya que el valor de un equipo de qPCR es aproximadamente diez veces mayor al de un termociclador
de la misma marca, igualmente, se necesitan técnicos de laboratorio mucho mas preparados y el
mantenimiento del equipo es mas costoso. Por estas razones se recomienda la implementacion de la prueba

en PCR alelo especifico.



VIII. CONCLUSIONES

El analisis de homologia establecio un 93% de homologia entre la region que contiene el SNP rs12979860
y la regién homdloga. A pesar de que estos resultados varian contra los publicados anteriormente la funcion
del analisis de homologia es brindar informacion para el disefio y evaluacion de los iniciadores, por lo que

los resultados obtenidos son confiables y proporcionan la informacion necesaria para este estudio.

Las parejas de iniciadores propuestos por Sharafi et al. (2012), Reynolds et al. (2012) y Domagalski et
al. (2013) son los que parecen presentar una especificidad adecuada respecto a la region homoéloga, por lo
que su utilizacién para la implementacion del diagndstico por PCR seguido de restriccion enzimatica es
altamente recomendable. Por el contrario, la utilizacion de los iniciadores descritos por Lee et al. (2013),
Ciesla et al. (2012) y Ezzivouri et al. (2013)de iniciadores en cualquier tecnologia es poco recomendable

debido a que estos iniciadores no presentan especificidad respecto a la region homdloga.

Es posible implementar el diagndstico del SNP rs12979860 mediante un PCR alelo especifico mediante
la utilizacion de los iniciadores externos 5- GGAAGGAGCAGTTGCGCTG-3y 5'-
CTTCACGCTCCGAGCATTGC-3, adicional a los iniciadores internos 5'-AGCTCCCCGAAGGCGTG-3"
y 5’- GTGCAATTCAACCCTGGTTCGC-3.

La implementacion de la genotipificacion del SNP rs12979860 por PCR en tiempo real mas favorable es
aquella descrita por Reynolds et al, 2012, por lo que si se desea implementar el diagndstico por esta

tecnologia se recomienda implementarlo como se describe en esta publicacion.

Considerando el costo de la prueba, la especificidad de los iniciadores requeridos, las condiciones de
equipo y laboratoristas requeridos, y la resolucion del diagndstico se concluye que la implementacion del
diagnostico por PCR alelo especifico es la opcion mas favorable para la implementacion rutinaria de la
genotipificacion del SNP rs12979860 en el diagndstico de la farmacogenética de la hepatitis C para la

poblacién guatemalteca.
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IX. RECOMENDACIONES

Adicionalmente a la implementacion de la genotipificacion del SNP rs12979860 es necesario implementar
la genotipificacion del virus y la evaluacién del indice de prediccion de estos marcadores para poder

optimizar el tratamiento de Hepatitis C en los pacientes de la poblacion Guatemalteca.

Luego de montar el método de deteccidn, ya sea por la tecnologia que se desee, es necesario realizar un
estudio para probar la correlacion del marcador con el desarrollo de respuesta viral sostenida en pacientes de

la poblacion para la cual se desea implementar la prueba.

La verificacion de la amplificacién especifica mediante secuenciacion del producto de cualquier
tecnologia basada en PCR es un paso clave para asegurar la deteccion confiable del SNP rs12979860 y no

debe ser omitido.
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XI. ANEXOS

Figura 1: Secuencia de los amplicones producidos por los iniciadores disefiados para los alelos

homocigotos CC y TT con sus respectivos esquemas de digestion.

GCAGTTGCGCTGCCCCCAGCTCAGCGCCTCTTCCTCCTGCGGGACAAGCGGCGCTTATC
GCATACGGCTAGGCCCCCTCGCCAGGGCCCCTAACCTCTGCACAGTCTGGGATTCCTGG
ACGTGGATGGGTACTGGCAGCGCACGGTCGTGCCTGTCGTGTACTGAACCAGGGAGCT
CCCCGAAGGCGCGAACCAGGGTTGAATTGCACTCCGCGCTCCCCCAGCAAAGCCCCTC
GCCCCGACCTGGAGCCGAGTCCTCCCGGCAGGGCTCCCTTCTGTGATTGACCCTGAGCC
TGCGTTCGCGCTGACGACGGGGACTGCGGGGGTCTCGTGGTGGGAATTGTGGGCGCTG
ACATAGGAGAGGCGCCTGCTGGGCGCTAGGACGCAGGACCCCTTGGGACAGGAACGGG
TGTATGGGAACCCGGTGGGGCCAGGGTCCCAGGGGGCACAGGGGCTGGGCGGTGACTT
ACGTAGCGGTCCCTCAGCGCCTTGGCAGCCGCCAGCGTCCGGGGCTCCAGCGAGCGGT
AGTGCGAGAGCAGGCAGCGCCGGGGGGCCTTCTGCGATCACCGTGCAC
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GCAGTTGCGCTGCCCCCAGCTCAGCGCCTCTTCCTCCTGCGGGACAAGCGGCGCTTATC
GCATACGGCTAGGCCCCCTCGCCAGGGCCCCTAACCTCTGCACAGTCTGGGATTCCTGG
ACGTGGATGGGTACTGGCAGCGCACGGTCGTGCCTGTCGTGTACTGAACCAGGGAGCT
CCCCGAAGGCGTGAACCAGGGTTGAATTGCACTCCGCGCTCCCCCAGCAAAGCCCCTCG
CCCCGACCTGGAGCCGAGTCCTCCCGGCAGGGCTCCCTTCTGTGATTGACCCTGAGCCT
GCGTTCGCGCTGACGACGGGGACTGCGGGGGTCTCGTGGTGGGAATTGTGGGCGCTGA
CATAGGAGAGGCGCCTGCTGGGCGCTAGGACGCAGGACCCCTTGGGACAGGAACGGGT
GTATGGGAACCCGGTGGGGCCAGGGTCCCAGGGGGCACAGGGGCTGGGCGGTGACTTA
CGTAGCGGTCCCTCAGCGCCTTGGCAGCCGCCAGCGTCCGGGGCTCCAGCGAGCGGTA
GTGCGAGAGCAGGCAGCGCCGGGGGGCCTTCTGCGATCACCGTGCAC
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Cuadro 1: Propuesta anterior de Iniciadores internos y externos para el PCR alelo especifico.

Delta G Contenido

(kcal/mol) |TM (C)|GC Largo |Secuencia Iniciador
-45.69 71.8 70% 20 ACAGTTGCGCTGCCCCCAGC eForward’
-36.35 63.7 64.70% 17 CCTTCACGCTCCGAGCA eReverse’
-46.68 66.6 72.20% 18 GAGCTCCCCGAAGGCGTG iForward”
-48.04 67.3 67.30% 24 GAGTGCAATTCAACCCTGGTTCGC  |iReverse




Figura 2: Estructuras de los homodimeros producidos por el iniciador eForward’
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Figura 3: Estructuras de los homodimeros producidos por el iniciador eReverse’
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Figura 4: Estructuras de los homodimeros producidos por el iniciador iForward’
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Figura 5: Estructuras de los homodimeros producidos por el iniciador iReverse’
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Figura 6: Interacciones de heterodimeros producidas por los iniciadores propuestos originalmente para el

PCR alelo especifico.

Delta G Bases
(keal/mol)  Apareadas

DeltaG Bases
(kcal/mol)  Apareadas

Heterodimero eForward-iForward

675 3 ® i , ¥ smEmmEmE
-3.14 2
621 3
1532301530 314 2 I3 T A
474 3 ;
GTIGIICTFIOICTAGS -3.07 g 9 GTesTec -
4.74 3 . .
e -3.07 2
-3.07 2 L
52 I S SEAEARIE
-7.04 4 T 2
562 4 A 6.62 4
524 4 -5.24 4
351 H 361 2 i )
3.14 2 -3.14 2
314 2 -3.14 2
Heterodimeros eReverse-eforward
675 3 CCITTACSST 3ASCA 361 2
-5.09 3 -3.14 2
3 GASCTCTOGY PGATA
-5.08 3 -3.14 2
474 3
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Continuacién Figura 6: Interacciones de heterodimeros producidas por los los iniciadores propuestos

originalmente para el PCR alelo especifico.

Delta G Bases
(kcal/mol)  Apareadas

Delta G Bases
(keal/mol)  Apareadas

Heterodimeros eReverse-iReverse

624 4 ' REPRLACECTIC0ARER

5.19 3

Heterodimeros eReverse -iForward

-10.05 5
-8.19 5 ’
-6.31 4
-6.31 4

-3.61 2

3.3 3

-3.14 2

-3.61 2
-3.61 2
-3.61 2
-3.14 2
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Figura 7: amplificacion del PCR alelo especifico de cada uno de genotipos posibles con los iniciadores

originales
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