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Resumen

La Hipercolesterolemia Familiar (FH) es un trastorno genético de herencia autosómica dominan-
te con una prevalencia de aproximadamente 30 millones de personas en todo el mundo (0.32%). Se
caracteriza principalmente por niveles plasmáticos elevados de colesterol de lipoproteínas de baja
densidad (cLDL) [4], lo que conlleva al desarrollo de placas ateroescleróticas y el riesgo de enferme-
dades cardiovasculares prematuras [13]. La causa principal de la FH se debe a mutaciones de pérdida
de función en el gen receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDLR). Dada la importancia clí-
nica y la alta prevalencia que presenta, la FH se ha convertido en un problema de salud pública.
Sin embargo, esta enfermedad aun permanece poco diagnosticada y tratada. A nivel mundial solo el
9% de las personas que la padecen se encuentran diagnosticadas. En América Latina, la prevalen-
cia de FH es gran parte desconocida; específicamente en Guatemala no existen registros. Debido a
ello, el objetivo principal de este estudio fue desarrollar un protocolo de diagnóstico genético para
la amplificación de los 18 exones del gen LDLR, los cuales están asociados a hipercolesterolemia
familiar. Esto se realizó mediante técnicas moleculares de extracción de ADN a partir de muestras
de sangre venosa, seguido de una amplificación por PCR de punto final y visualización de produc-
tos por electrofresis en gel de agarosa, finalmente una validación por secuenciación de sanger. Fue
posible estandarizar la amplificación del gen LDLR e identificar las bandas características de los 18
exones utilizando electroforesis en gel de agarosa. A partir del análisis de secuencias se determinó
que las secuencias amplificadas pertenecen al gen LDLR en el cromosoma 19. Así mismo, se detecta-
ron 17 variantes benignas y probablemente benignas en el gen LDLR, 6 de las cuáles corresponden
a variantes exónicas sinónimas y 11 a variantes intrónicas previamente reportadas. Finalmente, se
recomienda aumentar el número de muestras y analizar pacientes con fenotipos clínicos de FH para
evaluar posibles mutaciones patogénicas.
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Abstract

Familial Hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant-inherited genetic disorder with a
prevalence of approximately 30 million people worldwide (0.32%). It is mainly characterized by high
plasma levels of low-density lipoprotein cholesterol (LDLc), [4], which leads to the development of
atherosclerotic plaques and the risk of premature cardiovascular diseases [13]. The primary cause of
FH is due to loss-of-function changes in the low-density lipoprotein receptor (LDLR) gene. Given
its clinical importance and high prevalence, FH has become a public health problem. However, this
disease still remains poorly diagnosed and treated. Worldwide, only 9% of people who suffer from it
are diagnosed. In Latin America, the prevalence of FH is largely unknown; specifically in Guatemala
there are no records. Because of this, the main objective of this study was to develop a genetic
diagnosis protocol for the amplification of the 18 exons of the LDLR gene, which are associated
with familial hypercholesterolemia. This was done by molecular techniques of DNA extraction from
venous blood samples, followed by endpoint PCR amplification and product visualization by agarose
gel electrophoresis and finally validation by Sanger Sequencing. It was possible to standardize the
LDLR gene amplification and identify the characteristic bands of the 18 exons using agarose gel
electrophoresis. From sequence analysis it was determined that the amplified sequences belong to
the LDLR gene on chromosome 19. Likewise, 17 benign and probably benign variants were detected
in the LDLR gene, 6 of which correspond to synonymous exonic variants and 11 to intronic variants.
Finally, it is recommended to increase the number of samples and analyze patients with clinical FH
phenotypes to evaluate possible pathogenic alterations.
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CAPÍTULO 1

Introducción

A través de los años, la preocupación por los eventos cardiovasculares y enfermedades coronarias
ha aumentado. Reportes de la Organización Mundial de la Salud (OMS) indican que las enfermedades
cardiovasculares causan 17.3 millones de muertes en el mundo cada año, y se estima que para el 2030
este valor alcance los 23.6 millones. La principal causa de los eventos cardiovasculares y enfermedades
coronarias es el aumento de los niveles de colesterol en la sangre por encima de los niveles estimados
[4]. Una de las enfermedades características de esto se conoce como hipercolesterolemia familiar
(FH).

La FH es un trastorno genético de herencia autosómica dominante con una prevalencia de apro-
ximadamente 1:250 en su forma heterocigota (HeFH) y 1:1000000 en su forma homocigota (HoHF).
Se caracteriza principalmente por niveles plasmáticos elevados de colesterol de lipoproteínas de baja
densidad (cLDL) [4], lo que conlleva al desarrollo de placas ateroescleróticas y el riesgo de enferme-
dades cardiovasculares prematuras en pacientes con FH, especialmente en aquellos que no reciben
tratamiento [13].

La causa principal de la FH se debe a mutaciones de pérdida de función en el gen receptor de
lipoproteínas de baja densidad (LDLR). Variantes en el gen de la apolipoproteína B (APOB), la
proteína convertasa subtilisina/kexina gen tipo 9 (PCSK9) y la proteína adaptadora del receptor de
LDL1 (LDLRAP1), también se han identificado, pero en menor proporción [10]. Según la base de
datos de mutación de genes humanos (HGMD) se han reportado más de 1800 mutaciones en el gen
LDLR en todo el mundo, en donde las mutaciones varían según cada región [54].

La FH acelera la enfermedad ateroesclerótica coronaria de una a cuatro décadas [19]. Estudios
han mostrado que el riesgo de presentar un infarto de miocardio antes de los 50 años es de aproxima-
damente 50% en hombres y 30% en mujeres sin tratamiento [30]. Dada la importancia clínica y la
alta prevalencia que presenta, la FH se ha convertido en un problema de salud pública. Sin embargo,
esta enfermedad aun permanece poco diagnosticada y tratada. A nivel mundial solo el 9% de las
personas que la padecen se encuentran diagnosticadas. En América Latina, la prevalencia de FH es
gran parte desconocida; específicamente en Guatemala no existen registros, esto probablemente por
la falta de conocimiento público sobre la FH y las limitadas técnicas para su diagnóstico [36].

Actualmente, el diagnóstico de FH se realiza mediante criterios clínicos, tales como antecedentes
familiares, niveles basales de cLDL en plasma y manifestaciones cardiovasculares [35]. Recientemente,
gracias a los avances en las técnicas moleculares de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa)
y secuenciación, la identificación de mutaciones genéticas se ha facilitado, lo que ha permitido un
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diagnóstico más certero [38].

Debido a ello, el objetivo principal de este estudio es desarrollar un protocolo de diagnóstico
genético para la amplificación de los 18 exones del gen LDLR, los cuales están asociados a hiper-
colesterolemia familiar, con el fin de generar un diagnóstico certero que permita guiar un posible
tratamiento y/o medidas preventivas para reducir el riesgo cardiovascular [49].
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CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Desarrollar un protocolo de diagnóstico genético para la amplificación de los 18 exones del gen
LDLR, los cuales están asociados a hipercolesterolemia familiar.

2.2. Objetivos específicos

Estandarizar la amplificación del gen LDLR mediante PCR punto final a partir de muestras
de sangre venosa.

Identificar los 18 exones del gen LDLR por medio de electroforesis en gel de agarosa.

Validar la amplificación del gen LDLR para la detección de riesgo de hipercolesterolemia
familiar mediante secuenciación de Sanger y análisis de secuencias.
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CAPÍTULO 3

Justificación

La FH es el trastorno genético de herencia autosómica dominante más común, causado princi-
palmente por mutaciones en los genes LDLR, ApoB100 y PCSK9 [4]. Se estima que afecta a unos
30 millones de sujetos en todo el mundo (0.32%) [2], aunque esta cifra puede ser mucho mayor; pues
la mayoría de países no presenta registros de esta enfermedad, incluido Guatemala [36].

Generalmente, el diagnóstico se realiza hasta que se observan manifestaciones clínicas, como
ateroesclerosis y eventos cardiovasculares que conllevan a infartos de miocardio y muerte en pacientes
menores de 50 años, especialmente en aquellos que no reciben tratamiento. Es por esto que, un
diagnóstico certero temprano permite mejorar la calidad de vida de los pacientes al reducir el riesgo
cardiovascular y la morbilidad asociada [13]. Actualmente, el diagnóstico se realiza mediante criterios
clínicos y niveles de cLDL [35], sin embargo, debido a las variaciones individuales en estos criterios,
para un diagnóstico definitivo de FH es necesario el uso de pruebas genéticas que utilizan técnicas
moleculares como PCR y secuenciación para detectar una mutación identificada de FH [38].

A pesar de que el diagnóstico genético de la hipercolesterolemia familiar se encuentra estandari-
zado y validado en países desarrollados [35], en Guatemala esta metodología no se realiza, por lo que
no es posible diagnosticar esta enfermedad de manera certera y contar con registros a nivel nacional
de la prevalencia de la misma.

Tomando en cuenta lo anterior, este estudio propone implementar el diagnóstico genético me-
diante amplificación del gen LDLR y secuenciación de sanger para la detección de riesgo de hi-
percolesterolemia familiar en Guatemala. Esto permitirá guiar un posible tratamiento y/o medidas
preventivas para reducir el riesgo cardiovascular, así como obtener un registro de la prevalencia de
FH a nivel nacional.
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CAPÍTULO 4

Marco teórico

4.1. Generalidades del colesterol

El colesterol es un lípido esencial en la formación de la membrana plasmática y la transducción
de señales celulares. También es el precursor de muchas moléculas de esteroides como sales biliares,
hormonas y vitaminas. El colesterol celular se adquiere de dos fuentes, mediante la dieta o sinte-
tizado intracelularmente por el hígado [4]. Debido a sus funciones complejas como precursor y su
participación en vías metabólicas, el colesterol requiere una alta regulación para coordinar la entrada
y salida de este.

El hígado es el órgano principal que regula la homeostasis del colesterol, así como la síntesis,
secreción y eliminación de lipoproteínas. En el hígado, todas las células nucleadas expresan LDLR,
los cuales permiten la internalización de lipoproteínas de baja densidad (LDL). Las LDL son las
principales transportadoras de colesterol en el organismo, están compuestas principalmente por
ésteres de colesterol y moléculas apoB100. En los hepatocitos, las LDL se internalizan mediante
el complejo LDLR-LDL y son sometidos a endocitosis y a una disminución de pH que permite el
reciclaje del receptor y la degradación de colesterol (Figura 4.1) [5]. En este proceso interactúan
también diversos puntos de control tanto a nivel transcipcional como postranscripcional, por lo que
si alguno de estos factores presenta variaciones, puede eventualmente resultar en niveles altos de
LDL plasmático [47].
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Figura 4.1: Ciclo de vida del receptor LDL [5].

Adaptado de: Berberich & Hegele, 2018.

4.2. Hipercolesterolemia Familiar (FH)

La hipercolesterolemia familiar (FH) es el trastorno genético de herencia autosómica dominante
más común, perteneciente a la familia de las dislipidemias primarias [32]. Pacientes con FH se carac-
terizan por presentar niveles altos de colesterol total y principalmente colesterol de lipoproteínas de
baja densidad (cLDL) circulante desde el nacimiento [46]. Esto da como resultado el rápido desarro-
llo de aterosclerosis y eventos cardiovasculares prematuros que resultan en infartos de miocardio y
muerte en pacientes menores de 50 años, especialmente en aquellos que no reciben tratamiento [13],
[17].

4.3. Incidencia de FH

La FH afecta a unos 30 millones de sujetos en todo el mundo (0.32%) y se estima que la
prevalencia aumenta en 10 veces más en pacientes con cardiopatías isquémicas, 20 veces más en
pacientes con cardiopatías isquémicas prematuras y 23 veces más en pacientes con hipercolesterolemia
severa. Se conoce que las poblaciones fundadoras de este trastorno genético se encuentran en Canadá,
Líbano y Sur África (Figura 4.2). Sin embargo, los últimos estudios realizados muestran que la
prevalencia reportada de FH se ha obtenido principalmente de cohortes de Europa, América del
Norte, Este de Asia y Australia. El meta análisis realizado por Beheshti y colaboradores obtuvo
registros solo de 17 de los 195 países (9%), dejando 178 países con una prevalencia de FH incierta
[2]. En América Latina y específicamente en Guatemala, la prevalencia de FH es desconocida [36].
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Figura 4.2: Prevalencia mundial de FH [2]

Adaptado de: Beheshti, et al, 2020.

Tipos de FH

Se conocen dos tipos de FH, la homocigota (HoFH) y la heterocigota (HeFH). La HoFH es un
desorden muy raro que afecta a 1 en un millón de personas en todo el mundo Y es causada por
ambas copias mutadas en los alelos [32], [60]. La forma HoFH es la forma más grave, presenta ma-
nifestaciones clínicas de ateroesclerosis, niveles plasmáticos de cLDL >500mg/dL sin tratamiento
hipolipemiante o >300 mg/dL con tratamiento [20], angina de pecho, xantomas y/o arco corneal
(Figura 4.3), reacciones inflamatorias debido a la acumulación de lípidos en los tendones y articula-
ciones e incluso fibrosis desde la primera década de vida [17], [32], [34]. Los pacientes con HoFH no
tratados a menudo no llegan a la segunda década de vida.

Figura 4.3: Signos de hipercolesterolemia familiar A) Arco corneal completo en un hombre <45
años. B) Xantomonas eruptivos y planos en manos y rodillas de niño de 5 años con HoFH [34].

Adaptado de: Mata, 2014.

Por otro lado, la FH heterocigota (HeFH) es causada por una sola copia mutada y ocurre en
1 de cada 200-250 personas, estimándose que entre 6.8 y 8.5 millones de niños y adolescentes la
padecen. Presenta niveles plasmáticos de cLDL que en general superan los 190mg/dL. Los signos
y síntomas clínicos son menos frecuentes y los eventos cardiovasculares se observan en edades más
tardías entre los 30 y 50 años [30]. También se han descrito heterocigotos compuestos, individuos
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con una mutación diferente en cada alelo del mismo gen o doble heterocigoto con mutaciones en
dos diferentes genes que afectan el metabolismo del cLDL. Los pacientes heterocigotos generalmente
presentan un fenotipo intermedio [32].

4.4. Genética de la FH

En la década de 1960, Khachadurian describió la herencia por primera vez al examinar los
fenotipos de grandes familias libanesas. Alrededor del mismo tiempo, Fredrickson demostró que la
FH era causada por el metabolismo anormal de lipoproteínas de baja densidad [14]. En 1973, el
descubrimiento de Brown y Goldstein sobre la vía del receptor LDL (LDLR) representó un gran
avance para el establecimiento de la base genética de la FH [18], [51].

La causa principal de FH se debe a una mutación de pérdida de función en el gen receptor de
LDL (LDLR), lo que da como resultado una actividad nula o reducida del receptor en la superficie
de los hepatocitos [32]. Este defecto resulta en un 85 a 90% de los casos de FH. Se han identificado
mutaciones en otros 3 genes asociados con los fenotipos de FH, el ApoB100 que causa del 5 al 10%
de los casos, el PCSK9 que causa el 2% de los casos y el LDLRAP1, que representa menos de 1% de
los casos y generalmente conduce a una forma recesiva de FH [4]. Recientemente, se han identificado
ciertas variantes patógenas en los genes APOE y STAP1 que se relacionan con FH, sin embargo se
siguen realizando estudios sobre estas debido a que poseen una frecuencia muy baja.

4.4.1. LDLR

El gen LDLR con un tamaño de 5.3kb se encuentra en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.1-
13.3), contiene 18 exones (Figura 4.4) y codifica para una proteína transmembrana de 860 aminoá-
cidos y 6 dominios funcionales, encargada de internalizar partículas de LDL al hígado, en donde se
metabolizan para eliminarlas del torrente sanguíneo [21].

Figura 4.4: Gen y proteína LDLR. Los exones numerados se observan como barras oscuras
verticales. Exones individuales o grupos de exones indicados por flechas codifican diferentes

dominios de la proteína receptora LDL [53].

Adaptado de: Beheshti, et al, 2020.

Según la base de datos de mutación de genes humanos (HGMD), se han descrito más de 1800
mutaciones en el gen LDLR en todo el mundo, en donde de los 18 exones, la mayoría se presentan
en el exón 4 [54]. Muchas variantes diferentes del gen LDLR se han descrito como patogénicas, las
mutaciones de variación del número de copias de ADN (VNC), sin sentido y de empalme se asocian
comúnmente con niveles más altos de cLDL [12]. En 2019, Hori y colaboradores [22] evaluaron la
ubicación de las variantes no sinónimas en el gen LDLR en una población japonesa de pacientes con
HeFH, en donde se evidenció que en el exón 4 se encuentran la mayoría de variantes patógenas.
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Conforme el efecto sobre el ciclo de la captación de LDL, las mutaciones del gen LDLR se cla-
sifican en 5 tipos. La clase I se caracteriza por ausencia de receptores, en donde la proteína no es
detectada (alelos nulos). La clase II codifica proteínas de transporte defectuoso entre el reticulo en-
doplasmático y el aparato de Golgi. Las mutaciones de clase III codifican proteínas que no reconocen
LDL, resultando en una unión de ligando defectuosa. Las de clase IV presentan defectos en la inter-
nalización celular y las de clase V impiden que los receptores de LDL internalizados regresen a la
superficie, por lo que se consideran reciclaje deficiente (Figura 4.5) [51]. Las mutaciones de clase II y
III son las más reportadas, la mayoría de estas se encuentran localizadas en el dominio de homología
al precursor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) o en el dominio de unión a ligando, por
otro lado la mayoría de mutaciones clase IV se encuentran en el dominio citoplasmático o junto con
el dominio TM [47].

4.4.2. ApoB100

La apolipoproteína B100 (ApoB100) se encuentra en la superficie de las partículas de LDL y
funciona como ligando de LDLR. Mutaciones en la región APOB que codifican el dominio estructural
del ligando para LDL causan un fenotipo de FH conocido como APOB defectuoso (Figura 4.5). El
cLDL no puede unirse a su ligando permaneciendo en el torrente sanguíneo [30]. Sin embargo, las
variantes patogénicas de ApoB100 se asocian con niveles más bajos de cLDL que las observadas con
las variantes de LDLR [4].

4.4.3. PCSK9

El gen PCSK9 se encuentra en el cromosoma 1p32 y codifica la proteína convertasa subtilisi-
na/kexina 9 que actúa como un inhibidor postranscripcional de LDLR al promover su degradación
intracelular mientras se transporta a la membrana o extracelular, debido a una mayor afinidad (Fi-
gura 4.5) [11]. Las variantes cuasantes de FH del gen PCSK9 se conocen como ganancia de función
al aumentar la degradación de los receptores e impedir la internalización de las partículas LDL. Se
han reportado con mayor prevalencia en la población asiática.

Por otro lado, las variantes de pérdida de función del gen PCSK9 causan una disminución de los
niveles de cLDL plasmáticos y en el riesgo de enfermedades cardiovasculares, de tal modo, se han
evaluado en enfoques terapéuticos [6].

4.4.4. LDLRAP1

El gen LDLRAP1 codifica a la proteína adaptadora accesoria del receptor LDL 1 a través de
su dominio citoplasmático, lo que permite el proceso de internalización del complejo LDL-LDLR.
Mutaciones del gen LDLRAP1 causan FH recesiva, en donde las mutaciones patogénicas en ambos
alelos alteran la internalización del complejo LDL-LDLR [55].
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Figura 4.5: Defectos en el catabolismo de cLDL. A) Proceso de captación de LDL mediante LDLR.
B) Mutación de LDLR, ausencia de receptores. C) Mutación de LDLR, unión de ligando

defectuoso. D) Mutación de LDLR, internalización defectuosa. E) Mutación de LDLR, defecto de
reciclaje. F) Mutación disfuncional de ApoB100. G) Mutación de ganancia de función PCSK9 [4]

Adaptado de: Benito-Vicente, et al, 2018.

En América Latina, la caracterización genética sobre variantes de FH es poco conocida, México
y Brasil son los países con mayor registro. En la actualidad, las mutaciones de FH más frecuentes
encontradas en América Latina se encuentran en el gen LDLR y en menor cantidad, mutaciones
autosómicas recesivas en APOB [36].
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Cuadro 4.1: Variantes más comunes de LDLR causantes de FH en Latino América [36].

País Exón Mutación (Cambio de Nucleótido)

Brazil

1 c.4G>C
4 c.662A>G
4 c.530C>T
7 c.1048C>T
7 c.1027G>A
7 c.977C>G
8 c.1171G>A
9 c.1291 G>A
11 c.1618G>A
12 c.1801G>C
14 c.2043C>A
14 c.2093G>A
14 c.2096C>T

Costa Rica 4 c.681-699dup

México

4 c.338insG
4 c.682G>A
6 c.892G>C
7 c.1055G>A
7 c.1034 1035insA
8 c.1090T>C
10 c.1586G>A
15 c.227delT
15 c.2216C>T
14 c.695-1G>T

4.5. Implicación con enfermedades cardiovasculares

Los pacientes con FH son considerados de alto riesgo cardiovascular (RCV) debido a los altos
niveles de cLDL plasmático que promueven el desarrollo temprano de enfermedad coronaria y ate-
roesclerosis.[4]. La aterosclerosis es la causa subyacente de la enfermedad cardiovascular, esta afecta
la raíz aórtica, la aorta ascendente y descendente, los vasos periféricos, como las arterias femoral y
renal, y se han reportado reacciones inflamatorias e incluso fibrosis desde la primera década de vida
[32].

El cLDL presenta múltiples efectos nocivos, este promueve la inflamación vascular y la internali-
zación patológica mediante macrófagos de la pared arterial sobrecargados de colesterol, los cuales se
vuelven células espumosas y componen las placas aterogénicas hasta ocluir las arterias (Figura 4.6)
[5].
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Figura 4.6: Desarrollo de placa aterogénica y oclusión arterial [4].

Adaptado de: Benito-Vicente, et al, 2018.

Así mismo, el estudio de Khera y colaboradores [27], demostró que en cualquier nivel de cLDL
evaluado, el riesgo de enfermedades coronarias (EC) es mayor entre los portadores de mutaciones
causante de FH (Figura 4.7).

Figura 4.7: Impacto de mutaciones de FH en el desarrolo de EC [27].

Adaptado de: Khera, et al, 2016.

A pesar de esto, estudios han mostrado [13] que el riesgo de padecer eventos cardiovasculares y
muerte temprana por enfermedad coronaria en pacientes con FH no depende únicamente de niveles
altos de cLDL, sino también se ve influenciado por características como edad, tabaquismo, cHDL
bajo, hipertensión y diabetes tipo 2 [49].

Así mismo, Humphries y colaboradores [23] evidenciaron la relación del número de mutaciones y
RCV, en donde se evidenció que el RCV es mayor en los casos monogénicos de FH en comparación
con los casos poligénicos.
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4.6. Diagnóstico

El diagnostico de FH se basa en criterios clínicos o pruebas genéticas, siendo este el diagnóstico
definitivo. Sin emabrgo, hay algunos pacientes con diagnóstico clínico de FH y mutaciones no identi-
ficables en los genes asociados a la condición, lo que sugiere la participación de genes desconocidos o
causas poligénicas. De igual manera existen casos de pacientes sin manifestaciones clínicas asociadas
y con presencia de mutaciones identificadas. Por lo que, para un diagnóstico definitivo, se recomienda
la combinación de un diagnóstico clínico y genético [46].

4.6.1. Diagnóstico clínico

El diagnóstico clínico de FH se basa en antecedentes personales o familiares, niveles de cLDL
plasmáticos, presencia de enfermedad coronaria prematura (ECP) y manifestaciones clínicas como
xantomas del tendón extensor y/o arco corneal [35]. Durante los últimos años se han desarrollado
criterios para el diagnóstico clínico de FH, entre ellos, Make Early Diagnosis to Prevent Early
Death (MEDPED) [61], Simone Broome Register Group (SBRG) [8] Duch Lipid Clinic Network
(DLCM) y The American Heart Association scientific presentado en 2015 [35]. Estas herramientas
son comparables y varían únicamente en el umbral de cLDL aceptable y la combinación de factores
necesarios para un diagnóstico de FH.

Las manifestaciones clínicas han cambiado durante los últimos años probablemente debido a
factores externos de cada paciente y a los medicamentos suministrados. Por ejemplo, se ha observado
que el registro de antecedentes familiares con historia de ateroesclerosis prematura solo ocurre en
una minoría de pacientes definidos genéticamente con FH [57]. Así mismo, el estudio de Perez y
colaboradores [41] mostró que las xantomas se presentan con una frecuencia menor a 15% y el arco
corneal con una frecuencia de aproximadamente 30%. Finalmente, a pesar de considerar >190mg/dL
el punto de corte de cLDL para pacientes, Abul-Husn y colaboradores [1] evaluaron la secuenciación
de las variantes patogénicas de FH y determinaron que solo el 45% de pacientes portadores de
variantes identificables presentaban niveles de cLDL >190mg/dL. Con base a eso, el fenotipo de FH
es muy variable, y personas portadoras de las mismas mutaciones pueden exhibir diferentes perfiles
lipídicos y clínicos, así como diferentes respuestas al mismo tratamiento [46].

4.6.2. Diagnóstico genético

Para la FH, el diagnóstico genético implica el análisis de variantes patogénicas (mutaciones
puntuales y deleciones/insersiones) conocidas de los genes LDLR, ApoB100, PCSK9 y LDLRAP1 o
la secuenciación del gen completo, ya que un porcentaje de pacientes con diagnóstico clínico de FH
puede no presentar una mutación identificable [35].

Debido a que la forma más común de FH, la HeFH suele ser una enfermedad asintomática
durante los primeros años de vida, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha catalogado que
la FH cumple con los criterios para el cibrado en cascada [34]. Este proceso consiste en evaluar a
los miembros biológicos de la familia del presunto paciente, en donde se evalúan los niveles de cLDL
que suelen ser el doble de los niveles de los miembros no afectados y una prueba genética determina
la presencia o ausencia de variantes patogénicas en la mayoría de los casos. Ya que la FH es una
enfermedad de transmisión autosómica dominante, el 50% de los familiares de primer grado portan
la mutación y el 25%de los familiares de segundo grado [51].

Entre los beneficios del diagnóstico genético se puede mencionar que proporiona información de
estratificación de riesgo, facilita las pruebas en cascada familiares para FH, permite precisión sobre
asesoramiento genético y tiene implicaciones en opciones terapéuticas eficientes [57].
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Recientemente se han reportado varias técnicas de diagnóstico molecular utilizado por FH, las
principales ventajas y limitaciones de estas se muestran en el Cuadro 4.2.

Genotipado de polimorfismo de un solo nucleótido (SNP)

Esta técnica consiste en medir las variaciones genéticas de polimorfismos de un solo nucleótido, se
utiliza principalmente para diagnósticar FH causada por variaciones en los genes ApoB100 y PCSK9,
debido a que el número de mutaciones identificadas es limitada [38]. Además, se ha utilizado para
evaluar múltiples SNP dentro de los genes que elevan los niveles de colesterol, seguido de la evaluación
de la puntuación poligénica; con esto se busca una lista corta de SNP en variantes comunes que elevan
el cLDL [15].

Biochip array

Esta técnica fue desarrollada por Randox Laboratories, Reino Unido, para identificar las 40 va-
riantes más comunes de Reino Unido e Irlanda causantes de FH en los genes LDLR, ApoB100 y
PCSK9, consta de dos biochips con 20 mutaciones cada uno. Durante este proceso cada mutación se
amplifica en una PCR multiplex de alelo específico mediante un par de primers con una cola 5´de
un lado y una molécula de biotina del otro lado. Si se detecta una mutación específica, el amplicón
se hibridiza con una sonda complementaria de oligonucleótidos, luego mediante una reacción enzi-
mática de biotina-estreptavidina se emite una señal quimioluminiscente, la cual es reconocida por
un dispositivo de carga acoplado y un analizador [33].

Biochip array se encuentra certificada como conformidad Europea (CE) para diagnóstico In Vitro,
en Europa [38].

Secuenciación de Sanger

La Secuenciación de Sanger se basa en la polimerización de ADN y el uso de dideoxinucleótidos
como terminadores de la reacción. Esta técnica ha permitido la detección de diversas mutaciones
en los genes causantes de FH durante los últimos años, debido a que permite localizar variantes en
grandes fragmentos de genes como exones, intrones, regiones promotoras, entre otros [38].

Mediante la Secuenciación de Sanger investigadores han analizado variantes en los 18 exones,
límites exón-intrón y en la región promotora del gen LDLR en pacientes con FH [16]. Además se
han determinado variantes en los genes ApoB100 y PCSK9

Secuenciación de Nueva Generación (NGS)

Actualmente, la NGS se considera la técnica principal para el diagnóstico de FH. Esto debido a
la los diferentes tipos de secuenciación: paneles específicos de dislipidemias, secuenciación del exoma
y secuenciación extensa del genoma completo en todos los genes involucrados con FH [38].

Los resultados de NGS también se pueden combinar con herramientas bioinformáticas para de-
tectar VNC y predecir el efecto acumulado de alelos de riesgo para cada variante y su peso co-
rrespondiente en la aparación de FH al compararlos con estudios asociados al genoma completo
[28].
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Amplificación de sonda dependiente de ligadura múltiplex (MLPA)

La prueba de MLPA se basa en un PCR multiplex con "Half-primers" que se hibridizan entre
sí en el mismo objetivo de ADNg y se unen durante el paso de ligadura, seguido de un proceso de
electroforesis capilar en condiciones de desnaturalización. La combinación de sondas SALSA MLPA-
P062 LDLR se utiliza para detectar VNC en el gen LDLR, utilizando 33 sondas localizadas dentro
del gen y una sonda upstream del gen LDLR [38].

Cabe mencionar que esta técnica para el diagnóstico de FH es poco común y generalmente se
utiliza como prueba complementaria al genotipado de SNP o después de una prueba negativa de
variantes de ADN con paneles de NGS específico debido a que existe controversias con las variaciones
que puede detectar [38].

Cuadro 4.2: Ventajas y limitaciones de las técnicas diagnósticas genéticas de FH [38].

Diagnóstico genético Ventajas Limitaciones
Genotipado de Costo eficiente. Analiza un solo SNP

polimorfismo de un Tiempo eficiente. a la vez.
solo nucleótido (SNP) Permite ampliar en ensayos Investiga solo mutaciones

multiplex SNP. puntuales.

Biochiop Array Certificado ICD Número fijo de mutaciones/SNP
(basado en la población británica). investigadas.

Determina mutaciones a Baja disponibilidad de
partir de una sola prueba. datos publicados.

Secuenciación de Costo y tiempo Poco rentable en
Sanger efectivo para pocas muestras alto número de muestras

Detecta fracciones de Baja escalabilidad
alelos menores del 5%

Analiza secuencias hasta
1000 bases

Útil en la confirmación
de NGS.

Secuenciación de Nueva Secuenciación de múltiples Precio elevado.
Generación (NGS) genes simultáneamente. Poco eficiente para

Alto rendimiento secuenciar pocos objetivos.
de muestras. Se necesita

Mayor posibilidad de interpretación de
encontrar variantes novedosas. grandes datos.

Mayor sensibilidad.

Amplificación de sonda Técnica estándar de oro Investigación solo en
dependiente de ligadura para la identificación de CNV. el gen LDLR.

múltiplex (MLPA) Identifica varios objetivos Incapaz de detectar
en una sola reacción. anomalías a nivel de una

Posee certificación IVD. sola célula.
Flujo de trabajo fácil. Incapaz de detectar

Costo eficiente. mutaciones puntuales
desconocidas.
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4.7. Terapias

El objetivo principal de las intervenciones terapéuticas en FH es reducir los niveles plasmáticos
de cLDL a través de la vía del receptor de LDL para aumentar la eliminación de colesterol y prevenir
eventos cardiovasculares [32].

Figura 4.8: Terapias predominantes de FH [13].

Adaptado de: Ference, et al, 2017.

El tratamiento consiste en uso de fármacos hipolipemiantes, entre ellos:

4.7.1. Estatinas

Las estatinas son los medicamentos más utilizados para el manejo de la FH. Su mecanismo de
acción consiste en inhibir la HMG-CoA reductasa y la producción de metabolitos aguas abajo de la
vía del mevalonato, lo cual es clave en la producción de colesterol intracelular. Como consecuencia,
la producción de colesterol intracelular disminuye e induce la expresión de LDLR en los hepatocitos
para reducir el cLDL circulante. Indirectamente, las estatinas aumentan la eliminación de cVLDL
[4].

La respuesta a este fármaco varía en los fenotipos de FH y depende principalmente de la actividad
residual de LDL. En algunos casos se recomienda esta terapia con fármacos combinados, ya que
pacientes con mutaciones en el gen LDLR responden en menor proporción [46].

Generalmente, esta terapia debe ser suministrada toda la vida en sus dosis máximas, algunos
estudios a largo plazo han evidenciado afectos adversos como dolor o debilidad muscular [56].

4.7.2. Ezetimiba

Ezetimiba es un inhibidor selectivo del colesterol proveniente de la absorción intestinal y las
vías biliares al inhibir el transportador Nieman-Pick C1 like 1 (NPC1L1), resultando en una menor
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entrega de colesterol al hígado y a un aumento de la expresión de LDLR [46].

4.7.3. Inhibidores de PCSK9

Los inhibidores de PCSK9 consisten en anticuerpos monoclonales (evolocumab y alirocumab) que
al unirse con PCSK9 circulante impide la interacción de esta proteína con LDLR; o a una molécula
de siARN en donde inhibe la síntesis de PCSK9 [46]. De esta manera LDLR no se degrada y se
encuentra disponible en la superficie de hepatocitos para captar el cLDL circulante. Se recomienda
el uso de inhibidores de PSCK9 en casos donde ni la estatina ni la ezetimida consiguen reducir el
colesterol por debajo de los niveles recomendados [48].

4.7.4. Intervenciones quirúrgicas

La derivación portocava y el trasplante de hígado en pacientes con FH ha disminuido los niveles
de cLDL en aproximadamente un 25% y 80% respectivamente [46] Debido a que las complicaciones
que puden generarse de las cirugias, estas se restringen a pacientes con FH grave y resistentes a las
otras terapias [48].

Cabe destacar que junto con cualquier terapia farmacológica se debe recomendar una dieta baja
en grasas saturadas, grasas trans y colesterol. Así como también actividad física para controlar el
peso corporal [4].
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CAPÍTULO 5

Alcance

El alcance de este trabajo de graduación consiste en la estandarización y validación de la am-
plificación de los 18 exones del gen LDLR para la implementación de una prueba diagnóstica de
detección de riesgo de hipercolesterolemia familiar. De acuerdo al limitado diagnóstico, tratamiento
y registro a nivel mundial de esta enfermedad, se opta por implementar la primera prueba genética
diagnóstica en Guatemala en un laboratorio clínico, lo que permitirá un diagnóstico certero, guiar
posibles tratamientos y/o medidas preventivas para reducir el riesgo cardiovascular y obtener un
registro de la prevalencia de FH a nivel nacional.

Como consideraciones para este trabajo de graduación se tiene que al ser una enfermedad genética
de herencia autosómica dominante, la prueba será capaz de detectar variantes en los 18 exones del
gen LDLR mediante técnicas moleculares de amplificación por PCR de punto final y secuenciación
de ADN.

Por limitaciones financieras y falta de pacientes confirmados genéticamente con hipercolesterole-
mia familiar en Guatemala, se utiliza una limitada cantidad de muestras aleatorias. En futuras fases
del proyecto y con la prueba implementada en el laboratorio, se puede analizar la prevalencia de va-
riantes patógenicas del gen LDLR en la población guatemalteca, así como determinar la prevalencia
de hipercolesterolemia familiar.
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CAPÍTULO 6

Materiales y métodos

La metodología empleada consistió en 7 pasos principales presentados a continuación.

Figura 6.1: Diagrama de flujo de la metodología.

6.1. Consideraciones éticas y obtención de muestras

Se obtuvieron dos muestras retrospectivas de pacientes sanos, no diagnosticados con hiperco-
lesterolemia familiar, asignados por el Centro de de Diagnóstico Multimédica, TecniScan, ubicado
en Blvd. Vista Hermosa 25-19, Zona 15, Edificio Multimédica, Guatemala. Las muestras fueron
utilizadas como remanentes de casos ambulatorios trabajados en el Laboratorio. No se contó con
información epidemiológica de los pacientes o porcentaje de hombres y mujeres, y estos fueron po-
blación no vulnerable.

El investigador se mantuvo totalmente desligado a información personal y contacto de los suje-
tos, únicamente se trabajó cada muestra con un código aleatorio. Es por ello que no se utilizó un
consentimiento informado.

Las muestras consistieron en 3.0mL de sangre venosa, colectadas en tubos con ácido etilendia-
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minotetraacético (EDTA).

Este trabajo de investigación fue sometido al comité de ética en investigación de la Facultad
de Ciencias y Humanidades de la Universidad del Valle de Guatemala y aprobado con el código
BM-002-2022-18030.

6.2. Extracción y purificación de ADN

La extracción de ADN se realizó a partir de sangre venosa utilizando el Kit comercial Gentrar
Puregener Handbook QIagen [62] de acuerdo a las especificaciones del manual (véase Anexo 12.1).
Brevemente, 300µL de muestra se mezclaron con 900µL de solución RBC y se centrifugó durante
1 minuto a 12,500 rpm. Seguido, para resuspender las células se añadieron 300µL de solución de
lisis celular y 100µL de solución de precipitación de proteínas. El sobrenadante se mezcló con 300µL
de isopropanol y luego de un proceso de centrifugación se añadieron 300µL de etanol al 70%. Se
descartó el sobrenadante y se añadieron 150µL de Solución de Hidratación de ADN.

Todas las muestras de ADN extraídas fueron almacenadas a -4°C.

6.3. Cuantificación de ADN

La cuantificación de ADN se realizó mediante espectrofotometría utilizando el fluorómetro Quan-
tus, Promega preprogramado para los sistemas de tintes Promega QuantiFluor, utilizando el modo
de ácido nucleicos ADN (DNA ONE) de acuerdo a las especificaciones del manual (véase Anexo
12.2).

El equipo determina la concentración de ADN en ng/µL. Para todas las mediciones se utilizó un
estándar y como blanco se utilizó el colorante QuantiFluor ONE dsDNA Dye.

6.4. Estandarización de PCR de punto final

Se estandarizó la amplificación de los 18 exones del gen LDLR utilizando muestras de extracción
de individuos no diagnosticados con hipercolesterolemia familiar. Se decidió realizar la amplificación
solo del gen LDLR por.00que es el gen más prevalente causal de FH. Los cebadores utilizados fueron
propuestos por por Yang y colaboradores (2007) [62] (véase Anexo 12.1). Con las secuencias de
cebadores se realizaron PCR In-Silico utilizando el software UCSC In-Silico PCR https://genome.
ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=1466586739_jhJvCn7Vi9PMZex6RpeLVg1LIv9P

Todos los cebadores fueron obtenidos de la casa comercial Integrated DNA Technologies (IDT).
Cada primer se reconstituyó con agua grado biología molecular según su concentración, se siguió la
ecuación 6.1.

Agua = 10 ∗ xnmoldecebador (6.1)

Donde x es la concentración de cada cebador.

Seguido se realizaron alícuotas de cada cebador a 5µM, colocando en tubos de 1.5mL 95µL de
agua grado biología molecular y 5µL de cebador.
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Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 25µL, utilizando una mezcla de reacción
de 1U/µL de Go Taqr DNA Polymerase(Promega), 5X Green reaction Buffer 1X (Promega), 0.2mM
de dNTPs, 200 nmol de cada cebador y 165 ng/µL de plantilla de ADN (véase Anexo 12.2) [26].

Para la corrida de reacciónes se utilizó un Termociclador Applied Biosystems™ SimpliAmp™
ThermoFisher con la función VeriFlex™. El programa general consistió en una desnaturalización
inicial a 95°C por un minuto, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95°C por 15 segundos,
hibridación según cada exón por 30 segundos y extensión a 72°C por 40 segundos. Finalmente, se
realizó un paso de elongación a 72°C por 7 minutos y conservación (hold) a 4°C. Los productos de
amplificación fueron almacenados a 4°C.

Con el fin de determinar la temperatura de hibridación ideal para los cebadores de cada exón se
empleó la ecuación 6.2 [24] y se tomó el promedio de cebadores forward y reverse.

Tm = 64,9 + 41 ∗ yG+ zC − 16,4

wA+ xT + yG+ zC
(6.2)

Donde y es el número de bases de Guanina (G), z el número de bases de Citosina (C), w el número
de bases de Adenina (G) y x el número de bases de Timina (T).

Posteriormente se realizaron modificaciones de la concentración de reactivos en la mezcla de
reacción según cada exón. De 200nmol a 300nmol de cada cebador para los exones 11, 12 y 16. Se
estandarizó una concentración de plantilla de ADN de 150ng/µL para los exones 1, 2, 3, 6, 8, 9, 10,
11, 12, 13-14, 15, 16, 17 y 18; y una concentración de 75ng/µL para los exones 4, 5 y 7. También se
modificó el número de ciclos en la PCR de 35 a 30 para los exones 4, 6 y 7.

Para el exón 4 se implementó otra mezcla de reacción con un volumen total de 25µL, utilizando
una 1U/µL de Platinum™ Taq DNA Polymerase(Invitrogen), 10X Reaction Buffer incoloro 1X (In-
vitrogen), 50mM de cloruro de magnesio, 0.2mM de dNTPs, 1.0µL de KB Extender, 200 nmol de
cada cebador y 75 ng/µL de plantilla de ADN (véase Anexo 12.3)[52][42].

En cada PCR se utilizó como control negativo interno una mezcla de reacción sin plantilla de
ADN.

6.5. Visualización de productos de amplificación

La visualización de los productos de amplificación se realizó en geles de agarosa (Promega) al
2% en solución amortiguadora TAE 1X (Tris-Base, acetato de sodio y EDTA), colocando de 3 a
5µL de escalera de peso molecular (50 pb) y de producto de PCR. En los casos que se utilizó mezcla
de reacción de PCR incolora, se mezcló de 3 a 5 µL de producto con 1 µL de solución de carga
6X TriTrack Thermo Fisher. Para la tinción de ácidos nucleicos se utilizó 1µL de GelRedr 10,000X
BIOTIUM añadido a la solución de agarosa previo a su polimerización.

La electroforesis se realizó dentro de cámarasThermo Fisher™ Minigel Owl™ EasyCast™ (Fisher
Scientific) a un voltaje constante de 70V, una corriente de 500mA y un tiempo de corrida de 120
minutos. Los geles posteriormente fueron visualizados en el transiluminador de luz azul Safe Imager™
2.0 (ThermoFisher).

6.6. Secuenciación de Sanger

Para validar la amplificación del gen LDLR, los productos de amplificación de cada exón traba-
jado se secuenciaron en Psomagen, Inc. Se realizó de forma directa por el método de secuenciación
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de Sanger, basado en la polimerización de ADN y el uso de dideoxinucleótidos.

Para cada exón se secuenciaron dos reacciones, una para la hebra sentido y otra para la anti-
sentido. En tubos de 1.5mL se colocaron aproximadamente 40µL de producto de PCR. Así mismo,
en tubos de 1.5mL se colocaron 15µL de cada cebador (forward y reverse) ya que se trabajó como
cebadores enclosed, es decir que son los mismos utilizados para las PCR.

El proceso de purificación de producto de PCR se realizó en Psomagen, Inc. al igual que la
secuenciación.

6.7. Análisis de resultados

6.7.1. Análisis de electroforesis en gel de agarosa

Las bandas observadas en cada gel fueron analizadas utilizando el programa GelAnalyzer, versión
19.1. El programa determina el peso molecular de las bandas tomando en cuenta el peso del marcador
molecular y curvas RF.

6.7.2. Análisis de secuencias

Para confirmar la identidad de las amplificaciones de cada exón del gen LDLR y la especificidad
de la técnica se realizó un análisis bioinformático. Los cromatogramas se visualizaron en BioEdit
versión 7.2 y se determinó la calidad y resolución de estos para asegurar que si podrían ser ana-
lizados, además se realizó una limpieza de secuencias para recortar bases del inicio y final de las
secuencias (Trimming). Luego, se comprobó que las secuencias sentido y antisentido de cada exón
eran congruentes empleando un alineamiento ClustalMuscle (MUltiple Sequence Comparison by
Log- Expectation). Posteriormente, las secuencias fueron alineadas con la secuencia genómica de
referencia NG_009060.1gb [25] obtenida de la base de datos NCBI.

Así mismo, se evaluó la detección de posibles variantes utilizando el programa Mutation Surveyor,
en dónde las secuencias se compararon con la secuencia genómica previamente descrita y se realizó
una búsqueda de las variantes identificadas por el programa en bases de datos (NCBI, LOVD) para
clasificarlas según su tipo y significancia clínica.

22



CAPÍTULO 7

Resultados

7.1. Estandarización de la amplificación del gen LDLR

Con el objetivo de estandarizar la amplificación del gen LDLR mediante PCR de punto final
para desarrollar un protocolo de diagnóstico genético, se realizó una extracción de ADN a partir
de muestras de sangre venosa y se evaluaron los componentes de la mezcla y las condiciones de
amplificación para cada exón.

7.1.1. Extracción y purificación de ADN

Se obtuvieron 4 concentraciones de ADN pertenecientes a 2 muestras de sangre venosa de pacien-
tes no diagnosticados con hipercolesterolemia familiar. Todas las muestras se extrajeron utilizando
el kit comercial GentrarPuregener Handbook QIagen a partir de 300 µL de sangre venosa completa.
Fue posible obtener concentraciones adecuadas para la amplificación de cada exón. Los resultados
obtenidos se muestran en el cuadro 7.1

Cuadro 7.1: Concentración de ADN obtenido a partir de la extracción de ácidos nucleicos mediante
el kit comercial GentrarPuregener Handbook QIagen

Muestra Réplica Concentración
(ng/µL)

1
1 83
2 156
3 80

2 1 104
Media 106 ± 35

Todas las muestras presentaron concentraciones superiores a 75 ng/ng/µL. Se obtuvo una media
de 106 ng/µL con una desviación y error estándar de 35 y 18 respectivamente.
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7.1.2. Amplificación de los 18 exones del gen LDLR

Para la estandarización del gen LDLR se partió utilizando la enzima Go Taqr DNA Polymerase
(Promega) ya que se ha descrito como una enzima estándar para amplificación de PCR de punto final
[37] y se ha utilizado en estudios previos de hipercolesterolemia familiar [26]. Tomando en cuenta
las especificaciones recomendadas por el fabricante y las condiciones de amplificación descritas por
los autores que propusieron las secuencias de cebadores, se evaluaron los componentes de la mezcla
(Concentración de cebadores, plantilla de ADN y enzima utilizada) y las condiciones de amplificación
(Temperatura de hibridación y Número de ciclos) para cada uno de los exones.

Se logró amplificar los 18 exones del gen LDL utilizando 17 reacciones distintas (ver cuadro
7.2). Cada exón se amplificó por separado a excepción de los exones 13-14 que se trabajaron en
combinación, tomando un solo amplicon, esto fue posible porque las regiones se encuentran muy
cercanas y el tamaño del intrón lo permite.

Cuadro 7.2: Condiciones estandarizadas de amplificación de los 18 exones del gen LDLR

Exón T.a. Concentración Cebadores Concentración de ADN Enzima No. Ciclos(°C) (nanomoles) (ng/µL) Utilizada
1 55 200 150 Go Taq 35
2 56 200 150 Go Taq 35
3 58 200 150 Go Taq 35
4 61 200 75 Platinium Taq 30
5 57 200 150 Go Taq 35
6 58 200 75 Go Taq 30
7 58 200 75 Go Taq 30
8 55 200 150 Go Taq 35
9 56 200 150 Go Taq 35
10 56 200 150 Go Taq 35
11 55 300 150 Go Taq 35
12 55 300 150 Go Taq 35

13-14 55 200 150 Go Taq 35
15 57 200 150 Go Taq 35
16 55 300 150 Go Taq 35
17 56 200 150 Go Taq 35
18 56 200 150 Go Taq 35

El Cuadro 7.2 presenta las condiciones estandarizadas de cada uno de los exones del gen LDLR
luego de confirmar su peso molecular mediante electroforesis en gel de agarosa. Se estandarizaron
temperaturas de hibridación entre 55-61°C, concentración de cebadores de 2000 y 300 nM, concen-
tración de plantilla de ADN de 75 y 150 ng/µL, número de ciclos entre 30 y 35 y dos distintas
enzimas: Go Taqr DNA Polymerase(Promega) y Platinum™ Taq DNA Polymerase(Invitrogen).

7.2. Visualización del los productos de PCR

Con el objetivo de identificar los 18 exones del gen LDLR se visualizaron los productos de PCR
por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed.

Cada reacción final se amplificó con un control negativo interno y en duplicado para obtener una
cantidad adecuada de producto de PCR para secuenciar mediante secuenciación de Sanger.
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Figura 7.1: Amplificación de los exones 2, 3, 4, 5, 6 y 7 del gen LDLR mediante PCR de punto
final. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed. A) Exón 2 (688 pb), Exón 3 (646
pb) y controles negativos (Carril 6 y 9). B) Exón 4 (690pb), Exon 6(405pb) y controles negativos
(Carril 3 y 6). C) Exón 5 (251pb) y control negativo (Carril 3). D) Exón 7 (658pb) y control

negativo (Carril 3). M: escalera de peso molecular 50pb (ThermoScientific).

La Figura 7.1 muestra dos bandas a 688bp pertenecientes al exón 2, dos bandas a 646bp perte-
necientes al exón 3, dos bandas a 690bp pertenecientes al exón 4, dos bandas a 251bp pertenecientes
al exón 5, dos bandas a 405pb pertenecientes al exón 6 y dos bandas a 658bp pertenecientes al exón
7. Los controles negativos internos no presentan ninguna banda de amplificación.
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Figura 7.2: Amplificación de los exones 8, 9, 10, 11, 12, 13-14, 15, 15, 17, 18 y 1 del gen LDLR
mediante PCR de punto final. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed. A) Exón 8
(379pb), Exón 9 (379pb), Exón 10 (379pb) y controles negativos (Carril 3, 6 y 9 ). B) Exón 11

(369pb), Exón 12(357pb), Exón 13-14 (672pb) y controles negativos (Carril 3, 6 y 9). C) Exón 15
(427pb), Exón 16 (346pb), Exón 17 (494pb) y controles negativos (Carril 3,6 y 9). D) Exón 18

(726pb), Exon 1(719pb) y controles negativos (Carril 3 y 6 ). M: escalera de peso molecular 50pb
(ThermoScientific).

La Figura 7.2 muestra dos bandas a 379bp pertenecientes a los exones 8, 9 y 10, dos bandas
a 369bp pertenecientes al exón 11, dos bandas a 357bp pertenecientes al exón 12, dos bandas a
672bp pertenecientes a los exones 13-14, dos bandas a 427bp pertenecientes al exón 15, dos bandas
a 346bp pertenecientes al exón 16, dos bandas a 494bp pertenecientes al exón 17, dos bandas a
726bp pertenecientes al exón 18 y dos bandas a 719bp al exón 1. Los controles negativos internos no
presentan ninguna banda de amplificación.
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7.3. Análisis de secuenciación de Sanger

La secuenciación de Sanger se realizó con el objetivo de validar la amplificación del gen LDLR
al confirmar la identidad de cada exón y a su vez la especificidad de la técnica. Para cada exón se
secuenciaron dos reacciones, una para la hebra sentido y otra para la antisentido.

Se comprobó que las secuencias sentido y antisentido de cada exón eran congruentes mediante
el alineamiento ClustalMuscle (MUltiple Sequence Comparison by Log- Expectation). Así mismo,
se logró identificar que los fragmentos amplificados pertenecen al gen LDLR en el cromosoma 19
mediante un alineamiento local (BLAST) 7.3.

Cuadro 7.3: Resultados de alineamiento local

Exón Accession Porcentaje de Max Query Valor Eidentidad Score Cover
Exón 1 NG_009060.1 100.00% 1201 100% 0.0
Exón 2 NG_009060.1 100.00% 1075 99% 0.0
Exón 3 NG_009060.1 100.00% 1079 99% 0.0
Exón 4 NG_009060.1 100.00% 872 99% 0.0
Exón 5 NG_009060.1 100.00% 339 100% 1e-88
Exón 6 NG_009060.1 100.00% 617 100% 3e-172
Exón 7 AP023479.1 100.00% 920 100% 0.0
Exón 8 NG_009060.1 99.68% 579 100% 1e-160
Exón 9 NG_009060.1 99.68% 564 100% 3e-156
Exón 10 AP023479.1 99.70% 614 100% 3e-171
Exón 11 NG_009060.1 100.00% 562 100% 1e-155
Exón 12 NG_009060.1 99.65% 529 100% 1e-145

Exón 13-14 NG_009060.1 99.67% 1103 100% 0.0
Exón 15 AP023479.1 100.00% 673 99% 0.0
Exón 16 NG_009060.1 100.00% 531 99% 3e-146
Exón 17 NG_009060.1 99.77% 811 100% 0.0
Exón 18 AP023479.1 99.85% 1199 100% 0.0

El Cuadro 7.3 muestras los resultados del alineamiento local mediante BLAST ncbi. Se iden-
tificaron dos secuencias genómicas, NG_009060.1 (Homo sapiens low density lipoprotein receptor
(LDLR), RefSeqGene (LRG_274) on chromosome 19) y AP023479.1 (Homo sapiens DNA, chro-
mosome 19, nearly complete genome). Todos los alineamientos mostraron porcentajes de identidad
mayores a 99% y porcentajes de cobertura entre 99% y 100%, lo que indica que la mayor parte de
los contig se encuentran alineados. Así mismo, se identificaron valores E cercanos a 0 o inferiores, lo
que indica alineamientos al azar de alta calidad.

A partir de esto, se generó un alineamiento ClustalMuscle con cada una de las secuencias obte-
nidas y la secuencia de referencia de cada exón, esto con el fin de evaluar si la amplificación cubría
todas las regiones exónicas (véase anexos 12.26 - 12.41). Se evidenció que que todas las secuencias
cubrían el 100% de las regiones de cada exón y entre un 10-20% de región intrónica (Figura 7.3).
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Figura 7.3: Ubicación esquemática de los cebadores utilizados en la amplificación del gen LDLR

Para evaluar posibles variantes en el gen LDLR se utilizó el programa Mutation Surveyor. Con
las variantes detectadas se realizó una búsqueda de estas en bases de datos (NCBI, LOVD). Los
resultados se muestran en el Cuadro 7.4.

Cuadro 7.4: Mutaciones detectadas en el gen LDLR

Región Cambio de Proteína Tipo de Clasificación según Cantidad de
Nucleótido mutación LOVD portadores

Variantes exónicas
Exón 10 c.1413A>AG p.(Arg471=) Sinónima Benigna 2
Exón 12 c.1773C>CT p.(Asn591) Sinónima Benigna 2

Exón 13-14 c.1959T>TC p.(Val653=) Sinónima Benigna 2
Exón 15 c.2232A>G p.(Arg744=) Sinónima Benigna 2
Exón 18 c.*52G>GA - Benigna 2
Exón 18 c.*315G>C - Probablemente benigna 2

Variantes intrónicas
Intrón 6-7 c.941-148A>AG Benigna 2
Intrón 7-8 c.1060+7T>C Benigna 2
Intrón 7-8 c.1060+10G>GC Benigna 2
Intrón 9-10 c.1359-30C>CT Benigna 2
Intrón 11-12 c.1706-55A>AC Probablemente benigna 2
Intrón 12-13 c.1846-96_1846-93del Probablemente benigna 2
Intrón 16-17 c.2389+46C>CT Probablemente benigna 2
Intrón 16-17 c.2390-136G>GA Probablemente benigna 2
Intrón 17-18 c.2548-80G>GA Benigna 2
Intrón 17-18 c.2548-42A>AG Benigna 2
Intrón 17-18 c.2548-19G>GA Benigna 1
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En total, se detectaron 17 variantes, 6 de las cuáles corresponden a variantes exónicas y 11 a
variantes intrónicas previamente reportadas. Todas las variantes exónicas detectadas son de tipo
sinónimas. Dieciséis variantes detectadas fueron de cambio de un solo nucleótido, de estas trece
heterocigotas y 3 homocigotas, además se observó una deleción en la región intrónica 12-13. Según
la base de datos LOVD (Leiden Open Variation Database) del total de variantes identificadas, 12
son variantes benignas y 5 probablemente benignas.
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CAPÍTULO 8

Discusión

La FH es el trastorno de herencia autosómica dominante más común perteneciente a las dislipi-
demias primarias. Sin embargo, esta enfermedad permanece poco diagnosticada y tratada. A nivel
mundial solo el 9% de las personas que la padecen se encuentran diagnosticadas por pruebas gené-
ticas [2]. En la mayoría de América Latina, la prevalencia de FH es desconocida; específicamente en
Guatemala no existen reportes de pacientes con FH y tampoco un diagnóstico genético disponible. El
problema más común de la FH es el desarrollo de enfermedades cardiovasculares que puede conllevar
a la muerte. Lo que hace al diagnóstico sumamente importante, tanto para el afectado como para
los familiares asintomáticos que pueden ser portadores de la enfermedad [30].

En este estudio fue posible estandarizar la amplificación de los 18 exones del gen LDLR mediante
PCR de punto final para implementar un diagnóstico genético. El gen LDLR codifica para la proteína
transmembrana de 860 aminoácidos y 6 dominios funcionales encargada de internalizar las partículas
de LDL al hígado, en donde se metabolizan [21]. Actualmente, se han detectado más de 1800 variantes
tanto patogénicas como benignas distribuidos en los 18 exones del gen [54]. Por lo que se decidió
amplificar las 18 regiones exónicas.

Previo a la estandarización, se realizó una extracción de ADN genómico a partir de muestras
de sangre venosa completa, el Cuadro 7.1 muestra las concentraciones obtenidas, de las cuales se
obtuvo una media de 106 ng/µL con una desviación estándar de 35, este resultado evidencia que
las concentraciones se encuentran relativamente dispersas entre sí. Generalmente, al contar con
una muestra pequeña se tiende a obtener desviaciones estándar mayores, algo que se observó en
este estudio al contar únicamente con 2 muestras. Por esto, en próximos estudios se recomienda
aumentar el número de muestras, lo cual permitirá obtener datos estadísticamente significativos.
Cabe mencionar que la concentración de ADN se ve afectada por la cantidad de linfocitos en sangre,
los cuales varían de persona a persona.

Con el fin de evaluar las condiciones de amplificación, los fragmentos fueron observados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Para todos los exones estandarizados se esperaba observar
dos bandas claras con el mismo peso característico de cada exón. Al observar las figuras 7.1 y 7.2
se evidencia que estos resultados se cumplieron. Así mismo se evidencia que el proceso y la técnica
utilizada fue eficiente, ya que ninguno de los controles negativos amplificó, lo que quiere decir que
no hay presencia de contaminantes.
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Durante la estandarización, se demostró el efecto de los componentes en la mezcla de reacción y
las condiciones del programa en la amplificación por PCR punto final.

8.1. Efectos de las condiciones del programa de amplificación

Temperatura de hibridación

Las temperaturas de hibridación iniciales fueron ideales para los exones 1, 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11,
12, 13-14, 15, 16, 17 y 18. Por lo que el efecto de cambios de temperatura se evaluó únicamente en
los exones que no presentaron una buena amplificación inicial.

Se observó que para los exones con bandas no específicas, el aumento de temperatura de hibrida-
ción disminuye o elimina estas bandas. Generalmente, las bandas no específicas o bandas artefacto
se generan por uniones no específicas de cebadores fuera del lugar objetivo en el genoma o debi-
do a ADN genómico contaminante [58]. Para este caso, se hipotetizó que las bandas no específicas
provenían de uniones no especificas de los cebadores, ya que los controles negativos no presentaban
ninguna banda de contaminación.

En la figura 12.3 se observa que para el exón 4 el aumento de temperatura de hibridación de 56°C
a 61°C eliminó la banda de menor tamaño (300 bp) y disminuyó la segunda banda (578bp). De igual
manera se observa que para los exones 6 y 7 el aumento de temperatura de 55°C a 58°C reduce las
bandas no específicas (282bp y 332bp respectivamente). Al aumentar la temperatura de hibridación
se reduce la unión no específica de cebadores al genoma ya que estos son menos específicos para
el sitio de unión secundario, por lo que se limita la amplificación únicamente a la región específica
deseada con temperaturas más altas [31]. Cabe destacar que las temperaturas de desnaturalización
y extensión se mantuvieron constantes, modificando únicamente la temperatura de hibridación.

Número de ciclos

Respecto al número de ciclos, este también se modificó para los exones que presentaron bandas no
específicas. Estudios han mostrado que, aproximadamente luego de 30 ciclos de PCR, el rendimiento
comienza a reducirse y aumenta la probabilidad de obtener bandas no específicas y/o smear, esto
ocurre porque luego de 30 ciclos, la mayoría de cebadores se han convertido en producto y en este
punto, la mayoría de condiciones parece favorecer el anillamiento de los extremos 3’OH del producto
con ADN genómico o con el mismo, generando así bandas no específicas que terminan aleatoriamente
durante los ciclos adicionales [3]. Se observó que al disminuir de 35 a 30 ciclos de corrida, las bandas
no específicas también disminuyen y además se observan bandas de mejor resolución (Figura 12.4).
Por lo que se infiere que disminuir el número de ciclos no solo reduce las bandas no específicas sino
que también mejora la resolución, ya que al obtener una cantidad menor de amplicón, se obtienen
bandas más pequeñas y claras.

8.2. Efectos de los componentes en la mezcla de reacción

Plantilla de ADN

Una de las causas de bandas no específicas durante la amplificación son concentraciones excesivas
de ADN, el cual a su vez puede acarrear contaminantes desde la extracción [31]. Por lo que en este
caso, para los exones 4, 6 y 7 que presentaron bandas no específicas, se evaluó la concentración de
ADN a 150 ng/µL y a 75ng/µL. Se observó una ligera disminución de las bandas, sin embargo esta
modificación se realizó en conjunto con la disminución de número de ciclos, por lo que se infiere que
la reducción de bandas no específicas se debe a la combinación de ambos factores (Figura 12.5).
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Además, debido a la estandarización de múltiples exones utilizando la misma muestra de ADN
se utilizaron alícuotas de este para evitar degradación y/o contaminación por los procesos de con-
gelamiento y descongelamiento [50].

Cebadores y dNTPs

En cuanto a la concentración de cebadores, en todas las reacciones se inició con una concentración
de 200nM y está resultó efectiva, lográndose la amplificación de 15 exones. Para los 3 exones restantes,
se aumentó la concentración de los cebadores de 200nM a 300nM. La actividad de las enzimas se
ve afectada por la cantidad y afinidad del sustrato [40]. En este caso al aumentar la cantidad de
cebadores se promueve la actividad de la polimerasa y se incrementa así la amplificación de los
exones. Por lo que, para los exones 11, 12 y 16 la concentración de cebadores se consideró como
un elemento determinante para su amplificación (Figura 12.6). Así mismo, es importante mencionar
que al aumentar la concentración de cebadores no se observaron dimers de cebadores generados por
la autohibridación en presencia de concentraciones altas de cebadores en la reacción [31].

Por otro lado, los desoxinucleótidos 5’-trifosfatos (dNTPs) pueden causar problemas como inhibi-
ción de la amplificación si no se encuentran en las concentraciones equivalentes apropiadas y pueden
degradarse con facilidad luego de 4 o 5 ciclos de congelamientos y descongelamiento [31]. Por esta
razón se utilizó la concentración recomendada por el fabricante (0.2mM) (Cuadro 12.2) y se trabajó
con alícuotas de volumen pequeño para disminuir fuentes de error.

Enzima Taq Polimerasa

Como se mencionó, se partió utilizando para todas las reacciones la enzima Go Taqr DNA
Polymerase(Promega), esta se estandarizó para 17 exones del gen LDLR (Cuadro 7.2) Sin embargo,
luego de modificar la temperatura, concentración de plantilla de ADN y número de ciclos, el exón
4 aún presentó una banda no específica, por lo que se analizó la enzima Hot start Platinum™ Taq
DNA Polymerase(Invitrogen) [52]. Se observó que esta enzima inhibió la amplificación de la banda
no específica (Figura 12.7) al inactivar la actividad de la polimerasa durante la mezcla de reacción
mediante la unión con anticuerpos monoclonares de ratón hasta que se produce un paso de activación
por calor que los desnaturaliza y elimina, liberando así a la polimerasa [58].
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Figura 8.1: Comparación de PCR convencional y Hot Start.

Adaptado de: Merck, 2022.

8.3. Efectos de las condiciones de electroforesis

Durante la electroforesis en gel, las moléculas de ADN migran desde un cátodo hacia un ánodo
debido a la carga negativa conferida por los grupos fosfatos y cuyo número es igual al doble del
número de pares de bases (bp). Dado que la forma de las moléculas y la relación carga/masa siempre
es la misma, el tamaño del ADN es lo que determina la velocidad a la que pasa a través del gel y la
separación eficaz de los fragmentos [9].

En este estudio fue posible obtener una adecuada separación de los productos de PCR utilizando
los siguientes componentes y condiciones: geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con 1µL
GelRed utilizando 4µL de producto de PCR a un voltaje constante de 70V durante 120 minutos. Se
evidenció también durante la preparación del gel que para un correcto homogenizado de la agarosa
se requiere un tiempo de calentamiento adecuado entre 1-2 minutos con agitación. Del mismo modo,
es importante verter de inmediato la mezcla a la cámara de electroforesis para evitar que comience
la polimerización antes de tiempo.

Concentración de agarosa

La concentración de agarosa es un factor importante en la separación de bandas, esta determina
el tamaño del poro y por consiguiente el rango de tamaño de las moléculas de ADN que se pueden
resolver [29]. En general, cuanto mayor sea la concentración de agorosa, menor será el tamaño de los
poros. Por lo que para separar fragmentos grandes de ADN (>2kb)se utilizan concentraciones bajas
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de agarosa entre 0.3% y 1%, mientras que para fragmentos pequeños de ADN (0.2-2kb) se utilizan
concentraciones superiores entre 1% y 2% [9] En este estudio todos los fragmentos deseados fueron
pequeños (0.2 - 1 kb), por ende se utilizó una concentración alta de 2%.

Voltaje y tiempo

Además de una adecuada concentración de agarosa, el voltaje y tiempo son factores importantes
para la separación. Se observó que la combinación de ambos dio lugar a una mayor resolución de
bandas, y por lo tanto, una observación más precisa y sensible de los resultados. Al utilizar voltajes
superiores (90V) la resolución de bandas disminuyó y estas se encontraban distorsionadas, lo que
dificultó la determinación de peso molecular en los geles. Por el contrario, al utilizar voltajes menores
(70V) la resolución de las bandas se incrementó, permitiendo así una determinación de peso más
certera (Figura 12.8). Dado que la separación de bandas es más lenta a voltajes menores, al disminuir
el voltaje se aumentó el tiempo de corrida a 120 minutos. Estas observaciones concuerda con la teoría,
el voltaje aplicado se encarga de generar un campo eléctrico con una fuerza definida por la longitud
del gel y el potencial diferencial en los extremos (V/cm), por lo que los fragmentos de ADN migran
al estar expuestos a este campo a una velocidad proporcional al voltaje aplicado, entre mayor sea
este, los fragmentos migrarán más rápido. [9].

Buffers

El buffer de corrida proporciona el medio adecuado para la transmisión de corriente eléctrica y
mantiene el pH sin cambios duante la electroforesis. Los buffers más utilizados para ácidos nucleicos
son TBE (Tris/borato) y TAE(Tris/acetato), ambos proporcionan condiciones adecuadas y deben
elegirse según las condiciones de corrida. Para electroforesis extendidas o de alto voltaje se reco-
mienda utilizar buffer TBE ya que tiene una capacidad amortiguadora significativamente mayor.
Por otro lado, para voltajes menores y tiempos cortos se recomienda utilizar buffer TAE [9]. Para
este caso, al utilizar voltajes menores a 100 y por tener un costo más reducido se opto por utilizar
buffer TAE.

Volumen de muestra

Finalmente, se determinó que un mayor volumen de producto cargado aumenta la intensidad y
grosor de las bandas, pero al mismo tiempo reduce la resolución (Figura 12.8B). Estudios evidencian
que cantidades elevadas de muestra conllevan a arrastres o frotis extensos y esto se hace más notorio
a medida que aumenta el tamaño del producto [9]

8.4. Análisis de secuencias

Con el fin de confirmar la identidad de las amplificaciones de cada exón del gen LDLR y a su
vez la especificidad de la técnica se realizó secuenciación de Sanger de todos los productos de PCR
punto final. El uso de secuenciación de Sanger para el diagnóstico permite detectar fracciones de
alelos menores al 5% y analiza secuencias de hasta 1000 bases, además en comparación con otras
técnicas resulta ser costo y tiempo efectivo para el análisis de pocas muestras [38] Estudios han
mostrado la eficiencia de utilizar secuenciación de Sanger para investigar fragmentos de genes grandes
como exones e intrones en pacientes con FH [7], [16], las variantes incluyen sustituciones pequeñas,
inserciones, deleciones, mutaciones puntuales, mutaciones de emplame y grandes reordenamientos.
Por lo que, en base a esto, se determinó utilizar secuenciación de Sanger como técnica diagnóstica
para FH.

Utilizando la herramienta en línea ClustalMuscle se realizó un alineamiento de las secuencias
sentido y antisentido y se determinó que para todos los exones, estás son congruentes entre si,
mostrando espacios en blanco (gaps) únicamente en el inicio y final de las secuencias (Figuras 12.9
- 12.25.
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A partir de esto, se realizó un alineamiento con la secuencia genómica de referencia NG_009060.gb
[25] obtenida de la base de datos NCBI. Fue posible identificar que los fragmentos amplificados per-
tenecen al gen LDLR en el cromosoma 19. Además, se evidenció que todas las secuencias cubrían el
100% de las regiones de cada exón y entre un 10-20% de región intrónica (Figura 7.3). Esto indica
que los cebadores utilizados fueron específicos.

Con el alineamiento de secuencias y utilizando el programa Mutation Surveyor se analizaron
posibles variantes en los 18 exones. En total, se detectaron 17 variantes no patogénicas, 6 de las
cuáles corresponden a variantes exónicas y 11 a variantes intrónicas previamente reportadas. Todas
las variantes exónicas detectadas son de tipo sinónimas, es decir que no producen un cambio de
aminoácido en la proteína resultante [63]. Estos resultados confirman la detección de variantes me-
diante la prueba implementada en las regiones determinadas del gen LDLR. Según la base de datos
Global Variome shared LOVD, del total de mutaciones detectadas, 12 fueron mutaciones benignas
y 5 probablemente benignas. No se esperaba detectar mutaciones patogénicas ya que las muestras
utilizadas no pertenecían a pacientes diagnósticados o con manifestaciones clínicas de hipercoleste-
rolemia familiar.

A pesar de no determinar variantes patogénicas, algunas de las variantes detectadas en este estu-
dio se han identificado en previas investigaciones. Las variantes c.1060+7T>C y c.1060+10G>GC
pertenecientes al intrón 7 y la variante c.1359-30C>CT perteneciente al intrón 9 fueron detecta-
das en familias colombianas con hipercolesterolemia familiar [30], así mismo, estas se detectaron
en el estudio realizado por Vlad y colaboradores, (2021) en Rumania, pertenecientes a población
caucásica [59]. La variante 1413A>AG (rs5930) fue reportada por diversos estudios [21], [30], [59].
Esta variante pertenece al exón 10 y representa un tipo de mutación sinónima que codifica para el
aminoácido Arginina. La variante c.1773C>CT perteneciente al exón 12 se ha descrito previamente
en poblaciones de América, Asia y Europa [21], [22], [30], [59]. Es una variante sinónima que codifi-
ca el aminoácido asparagina. Finalmente, las variantes exónicas c.1959T>TC y c.2232A>G fueron
previamente reportadas en poblaciones latinoamericanas y caucásicas [21], [59]. Ambas son de tipo
sinónimas y codifican a los aminoácidos Valina y Arginina respectivamente.

En el Cuadro 7.4 se observa que la mayoría de variantes, a excepción de una, se detectaron
en dos portadores no relacionados y no diagnosticados con hipercolesterolemia familiar. Un patrón
similar se observó en el estudio realizado por Hérnadez y colaboradores (2020) [21] en población
mexicana, en donde se evidenció una misma combinación de haplotipos conformada por 8 variantes
exónicas en cuatro individuos aparentemente no relacionados con hipercolesterolemia familiar. De
estas variantes, 4 fueron detectadas en este estudio en todos los individuos estudiados, por lo que
se puede hipotetizar una posible combinación de haplotipos conformada por estas cuatro varian-
tes (c.1413A>AG, c.1773C>CT, c.1959T>TC, c.2232A>G) en la población Guatemalteca. Esto
además, podría sugerir un único origen ancestral de las variantes en el gen LDLR y un efecto de
consanguinidad, la cual puede ser promovida por factores geográficos y sociodemográficos como se
ha observado en otras poblaciones. En afrikaners se determinó un efecto fundador y de consangui-
nidad para las variantes p.Asp206Glu, p.Val408Met y p.Asp154Asn; así mismo se ha reportado una
deleción del gen LDLR de 10kb en la población franco-canadiense de Quebec [39]. Sin embargo, esto
no es posible confirmarlo por el limitado número de muestras analizadas.

Actualmente, en Guatemala no existe ningún diagnóstico genético disponible o registros de pa-
cientes con esta enfermedad, lo que dificulta el análisis de mutaciones. Según estudios realizados en
países vecinos, la mayoría de mutaciones patogénicas se encuentran en los exones 4, 7, 8 y 14 del
gen LDLR (Cuadro 4.1), siendo la mayoría mutaciones heterocigotas, por lo que es posible que en la
población Guatemalteca se presenten las mismas mutaciones. No obstante, se ha mencionado que el
aporte génetico de las diferentes poblaciones indígenas en Latinoamérica tiene un efecto notable en
la epidemiología de diversas enfermedades y se ha observado que no existe un patrón o mutaciones
causales de FH comunes entre los países de América Latina [36]. Lo cual en parte puede ser conse-
cuencia del número limitado de estudios realizados en América Latina, por lo que se necesita más
investigación genética de variantes en esta región.
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Es importante mencionar que a pesar de que las mutaciones o variantes en el gen LDLR poseen
la mayor prevalencia en pacientes con FH, se han descrito diversas mutaciones causales en los genes
APOB y PCSK9, incluso, se han reportado mutaciones intrónicas o en otros genes no pertenecientes
a los tres más comunes, lo que se ha atribuido a la posible participación de otros genes causales o
una herencia poligénica [4]. Como pasos a futuros, se recomienda implementar la amplificación del
gen APOB y PSCK9 en el diagnóstico de hipercolesteromia familiar.

Cabe mencionar que la hipercolesterolemia en adultos se encuentra altamente influenciada por las
interacciones entre el ambiente, mecanismos epigenéticos y factores de estilo de vida, como el consumo
excesivo de grasas saturadas y la poca actividad física. Debido a esto, para un diagnóstico certero
se deben tomar en cuenta todos estos factores de manera personalizada. Por esto, se recomienda
continuar utilizando criterios clínicos de FH en conjunto con pruebas genéticas como la implementada
en este estudio.
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CAPÍTULO 9

Conclusiones

Las condiciones óptimas de amplificación del gen LDLR mediante PCR de punto final fueron
las siguientes: temperaturas de hibridación entre 55-61°C, concentración de cebadores de 200
y 300 nM, concentración de plantilla de ADN de 75 y 150 ng/µL, número de ciclos entre 30
y 35 y dos distintas enzimas: Go Taqr DNA Polymerase(Promega) y Platinum™ Taq DNA
Polymerase(Invitrogen).

Mediante electroforesis en gel de agarosa se identificaron bandas características de los 18 exones
del gen LDLR con tamaños de 719bp, 688bp, 646bp, 690bp, 251bp, 405bp, 658bp, 379bp, 379bp,
379bp, 369bp, 357bp, 672bp, 427bp, 346bp, 494bp y 726bp respectivamente

Todos los exones amplificados se confirmaron que pertenecen al gen LDLR en el cromosoma
19 con porcentajes de identidad y cobertura superiores a 98%. .

A partir del análisis de secuencias, se detectaron 17 variantes en el gen LDLR, 6 de las cuáles
corresponden a variantes exónicas sinónimas y 11 a variantes intrónicas previamente reporta-
das.
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CAPÍTULO 10

Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos en esta tesis y para futuros trabajos se recomienda:

Aumentar el número de muestra para obtener datos estadísticamente significativos y evaluar
cuán consistentes son estas variantes.

Evaluar la relación de datos epidemiológicos con variantes causales de hipercolesterolemia
familiar.

Determinar variantes en pacientes diagnosticados y su descendencia con o sin manifestaciones
clínicas de la enfermedad, para poner atención a los factores que a futuro pueden influenciar
en el desarrollo de la enfermedad.

Implementar la amplificación del gen PSCK9 y ApoB en el diagnóstico de Hipercolesterolemia
Familiar.

Analizar la prevalencia de variantes patogénicas del gen LDLR, PSCK9 y ApoB en las diferentes
etnias de la población Guatemalteca.
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CAPÍTULO 12

Anexos

Extracción de ADN 
con Kit Gentra® 

Puregene® 
Handbook QIagen 

Colocar 900 µL de 
solución de lisis RBC 
en un tubo de 2.0 mL  

Agregar 300 µL de 
muestra de sangre y 
mezclar por inversión 

10 veces    

Incubar por 5 minutos 
a temperatura 

ambiente, mezclando 
por inversión 

ocasionalmente. 

Centrifugar la 
suspensión celular 
durante 1 minuto a 

12,500 rpm.

Descartar 
cuidadosamente el 
sobrenadante con 

una pipeta

Agregar 300 µL de 
solución de lisis 

celular 

Colocar en vórtex 
vigorosamente por 

10 segundos 

Opcional:  añadir 
1.5 µL de solución 

RNase A si se 
requiere ADN libre 

de ARN

Incubar por 15 
minutos a 37°C

Incubar por 1 
minuto en baño de 

hielo

Añadir 100  µL de 
solución de 

precipitación de 
proteínas y colocar en 
vórtex vigoroso por 20 

segundos

Centrifugar por 2 
minutos a 12,500 

rpm

Tomar el 
sobrenadante con 

una pipeta y 
transferirlo a un tubo 
de 1.5mL con 300 µL 

de isopropanol

Mezclar por  
inversión hasta 

observar el ADN 
como hilos o en un 

grupo

Descartar 
sobrenadante con 

un pipeta

Centrifugar por 2 
minutos a 12,500 

rpm

Agregar 300 µL de 
etanol al 70% e 

invertir varias veces

Centrifugar por 21 
minutos a 12,500 

rpm

Descartar el 
sobrenadante y 

dejar el tubo sobre 
un pedazo de papel 

absorbente

Agregar 100-150  
µL de solución de 

hidrtación de ADN.

Colocar en vórtex 
durante 5 

segundos a una 
velocidad media

Incubar a 65°C por 
5 minutos para 
disolver el ADN 

FIN

Figura 12.1: Procedimiento de extracción de ADN con Kit comercialGentrar Puregener Handbook
QIagen para la extracción de ADN. Extracción a partir de un volumen de muestra de 300µL de

sangre venosa [45].
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Cuantificación de 
ADN en fluorómetro 
Quantus Promega®  

Rotular y cubrir con 
papel aluminio tubos 

de 1.5mL  de las 
muestras, estándar y 

blanco.

Agregar 400 µL de 
Quantifluor ONE 

dsDNA Dye al tubo 
estándar

Agregar 200  µL de 
Quantifluor ONE 

dsDNA Dye al tubo 
blanco y de las 

muestras

Agregar 2  µL de cada 
una de las muestras a 

los tubos 
correpondiemtes

Colocar en vórtex 
por 5 segundos

Agregar 2  µL de 
estándar al tubo 
correspondiente

Colocar en vórtex 
por 5 segundos

Incubar a 
temperatura 

ambiente 5 minutos

Encender el 
fluorómetro Quantus 

Promega® y 
seleccionar 
"Protocol" 

Seleccionar DNA 
ONE

Verificar que el 
volumen de DNA 

sea 2 µL en el 
equipo

Introducir el tubo del 
blanco y seleccionar 

"Read Blank"

Introducir el tubo del 
estándar y 

seleccionar "Read 
ST"

Seleccionar "Save"
Introducir el tubo de 

muestra y leer la 
concentración

FIN

Figura 12.2: Procedimiento de cuantificación de ADN utilizando el fluorómetro Quantus Promegar

[44]
.
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Cuadro 12.1: Secuencia de cebadores a utilizar y tamaño del amplicon esperado [62]

Exón Nombre Secuencia Amplicon (bp)

1 LDLR-1F 5’cacaattcctagaaaggaaaagg3’ 719LDLR-1R 5’aagtctcccagggatggagt3’

2 LDLR-2F 5’ttttcccataccccagagagt3’ 651LDLR-2R 5’tcattctctccccacctcctaat3’

3 LDLR-3F 5’aagacaggattggcaaggccagt3’ 646LDLR-3R 5’cggaagaggcttggtatgag3’

4 LDLR-4F 5’gagagggcagtggttcagag3’ 619LDLR-4R 5’aaatcactgcatgtcccaca3’

5 LDLR-5F 5’gcaaaaggccctgcttcttt3’ 251LDLR-5R 5’gcaagcagcaaggcacaga3’

6 LDLR-6F 5’ctgggctcaagcgatctg3’ 405LDLR-6R 5’gttcccaaaaccctacagca3’

7 LDLR-7F 5’ttagcctgtcatggtcgtgg3’ 558LDLR-7R 5’ttcaagcacacttaacagat3’

8 LDLR-8F 5’cacctggctgtttccttgat3’ 379LDLR-8R 5’tcaggggatatgagtctgtgc3’

9 LDLR-9F 5’gaggcactcttggttccatc3’ 379LDLR-9R 5’tctctgctgatgacggtgtc3’

10 LDLR-10F 5’ggtctgacctgtcccagaga3’ 395LDLR-10R 5’cttcctgctccctccattc3’

11 LDLR-11F 5’aagccacatttggagtttgg3’ 369LDLR-11R 5’aaaccttcagggagcagctt3’

12 LDLR-12F 5’ccaggtgcttttctgctagg3’ 357LDLR-12R 5’caaccagttttctgcgttca3’

13-14 LDLR-134F 5’cctgggcaacaaaagtgaaa3’ 672LDLR-134R 5’cgaccttgaggtacccattt3’

15 LDLR-15F 5’tggtattttgccatgttgacc3’ 427LDLR-15R 5’ggactccatctcgtgaccaa3’

16 LDLR-16F 5’ctcacaaataagcccgtgtg3’ 346LDLR-16R 5’ttccctgtccaggagaaaaa3’

17 LDLR-17F 5’agagactgactgggtttcatca3’ 494LDLR-17R 5’gcctggtcccttgaggat3’

18 LDLR-18F 5’actttggcttttgccctgaga3’ 726LDLR-18R 5’caaaggctaacctggctgtc3’

Cuadro 12.2: Preparación de mezcla de reacción Go Taqr DNA Polymerase [43].

Reactivo Volumen Final 1x (µL) Concentración Final
5X Green reaction Buffer 5.0 1X

dNTPs (2.5mM) 2.0 0.2mM
Cebador F (5µM) 1.0/1.5 200/300 nmol
Cebador R (5µM) 1.0/1.5 200/300 nmol

Plantilla ADN (75ng/µL) 1.0/2.0 75/150ng/µL
Go Taqr DNA Polymerase (5U/µL) 0.2 1U

Agua grado biología molecular Completar a 25µL
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Cuadro 12.3: Preparación de mezcla de reacción Platinum™ Taq DNA Polymerase [58].

Reactivo Volumen Final 1x (µL) Concentración Final
10X Reaction Buffer 2.5 1X

Cloruro de Magnesio (50mM) 0.75 50mM
dNTPs (2.5mM) 2.0 0.2mM
KB Extender 1.0 -

Cebador F (5µM) 1.0 200 nmol
Cebador R (5µM) 1.0 200

Plantilla ADN (75ng/µL) 1.0 75ng/µL
Platinumr Taq DNA Polymerase (5U/µL) 0.2 1U

Agua grado biología molecular 15.55 -

12.1. Efecto de las condiciones del programa de amplificación

1. Temperatura de hibridación

Figura 12.3: Efecto de la temperatura de hibridación en la amplificación mediante PCR de punto
final. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed. A) Amplificación de los exones 4 y 6
(Carril 4 y 5) con temperatura de hibridación de 56°C y 55°C respectivamente. B) Amplificación de
los exones 4 y 6 (Carril 3 y 5) con temperatura de hibridación de 61°C y 58°C respectivamente. C)
Amplificación del exón 7 con temperatura de hibridación de 55°C (Carril 1 y 2). D) Amplificación
del exón 7 con temperatura de hibridación de 58°C (Carril 1 y 2) M: escalera de peso molecular

50pb (ThermoScientific).

2. Número de ciclos

47



Figura 12.4: Efecto del número de ciclos en la amplificación mediante PCR de punto final Geles de
agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed. A) Amplificación del exón 4 (Carril 3) y exón 6

(Carril 5) utilizando 35 ciclos B) Amplificación del exón 4 (Carril 3) y exón 6 (Carril 7) utilizando
30 ciclos C) Amplificación del exón 7 (Carril 1 y 2) utilizando 35 ciclos D) Amplificación del exón 7

(Carril 1 y 2) utilizando 30 ciclos M: escalera de peso molecular 50pb (ThermoScientific).

12.2. Efecto de los componentes en la mezcla de reacción

1. Plantilla de ADN

Figura 12.5: Efecto de la concentración de plantilla de ADN en la amplificación mediante PCR de
punto final. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed. A) Amplificación del exón 4
(Carril 3) y exón 6 (Carril 5) utilizando 150 ng/µL B) Amplificación del exón 4 (Carril 3) y exón 6
(Carril 7) utilizando 75 ng/µL C) Amplificación del exón 7 (Carril 1 y 2) utilizando 150 ng/µL D)
Amplificación del exón 7 (Carril 1 y 2) utilizando 75 ng/µL M: escalera de peso molecular 50pb

(ThermoScientific).

2. Cebadores y dNTPs
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Figura 12.6: Efecto de la concentración de cebadores en la amplificación mediante PCR de punto
final. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos con GelRed. A) Amplificación del exón 11 (Caril
1), exón 12 (Carril 3) y exón 16 (carril 9) utilizando 200 nanomoles de cebadores. B) Amplificación

del exón 11 (Carril 3), exón 12 (Carril 5) y exón 16 (Carril 7) utilizando 300 nanomles de
cebadores. M: escalera de peso molecular 50pb (ThermoScientific).

3. Taq Polimerasa

Figura 12.7: Comparación de la enzima Go Taqr DNA Polymerase y Platinum™ Taq DNA
Polymerase en la amplificación mediante PCR de punto final. Gel de agarosa al 2% en TAE 1X

teñidos con GelRed. Amplificación del exón 4 del gen LDLR utilizando Go Taqr DNA Polymerase
(Promega) (Carriles 1-3). Amplificación del exón 4 del gen LDLR utilizando Platinum™ Taq DNA

Polymerase (Invitrogen) (Carriles 5-7). Control negativo (Carriles 4 y 8). M: escalera de peso
molecular 50pb (ThermoScientific).
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12.3. Efecto de las condiciones de electroforesis

Figura 12.8: Efecto de condiciones de electroforesis. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X teñidos
con GelRed. Amplificación de los exones 17 y 18 utilizando A)Voltaje de 90V durante 90 minutos

con 5µL de muestra. B)Voltaje de 70V durante 120 minutos con 5µL y 4µL de muestra. M:
escalera de peso molecular 50pb (ThermoScientific).

12.4. Secuencias del gen LDLR estudiadas

12.4.1. Muestra 1

Exón 1

1F:
TTTTTAGTGTTTTCCTTTTGAGGCAGAGAGGACAATGGCATTAGGCTATTGGAGG
ATCTTGAAAGGCTGTTGTTATCCTTCTGTGGACAACAACAGCAAAATGTTAACAG
TTAAACATCGAGAAATTTCAGGAGGATCTTTCAGAAGATGCGTTTCCAATTTTGA
GGGGGCGTCAGCTCTTCACCGGAGACCCAAATACAACAAATCAAGTCGCCTGCCC
TGGCGACACTTTCGAAGGACTGGAGTGGGAATCAGAGCTTCACGGGTTAAAAAGC
CGATGTCACATCGGCCGTTCGAAACTCCTCCTCTTGCAGTGAGGTGAAGACATTT
GAAAATCACCCCACTGCAAACTCCTCCCCCTGCTAGAAACCTCACATTGAAATGCT
GTAAATGACGTGGGCCCCGAGTGCAATCGCGGGAAGCCAGGGTTTCCAGCTAGG
ACACAGCAGGTCGTGATCCGGGTCGGGACACTGCCTGGCAGAGGCTGCGAGCATG
GGGCCCTGGGGCTGGAAATTGCGCTGGACCGTCGCCTTGCTCCTCGCCGCGGCGG
GGACTGCAGGTAAGGCTTGCTCCAGGCGCCAGAATAGGTTGAGAGGGAGCCCCCG
GGGGGCCCTTGGGAATTTATTTTTTTGGGTACAAATAATCACTCC

1R:
GGCCCCCCGGGGGCTCCCTCTCAACCTATTCTGGCGCCTGGAGCAAGCCTTACCT
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GCAGTCCCCGCCGCGGCGAGGAGCAAGGCGACGGTCCAGCGCAATTTCCAGCCCC
AGGGCCCCATGCTCGCAGCCTCTGCCAGGCAGTGTCCCGACCCGGATCACGACCT
GCTGTGTCCTAGCTGGAAACCCTGGCTTCCCGCGATTGCACTCGGGGCCCACGTC
ATTTACAGCATTTCAATGTGAGGTTTCTAGCAGGGGGAGGAGTTTGCAGTGGGGT
GATTTTCAAATGTCTTCACCTCACTGCAAGAGGAGGAGTTTCGAACGGCCGATGT
GACATCGGCTTTTTAACCCGTGAAGCTCTGATTCCCACTCCAGTCCTTCGAAAGT
GTCGCCAGGGCAGGCGACTTGATTTGTTGTATTTGGGTCTCCGGTGAAGAGCTGA
CGCCCCCTCAAAATTGGAAACGCATCTTCTGAAAGATCCTCCTGAAATTTCTCGA
TGTTTAACTGTTAACATTTTGCTGTTGTTGTCCACAGAAGGATAACAACAGCCTT
TCAAGATCCTCCAATAGCCTAATGCCATTGTCCTCTCTGCCTCAAAAGGAAAACA
CTAAAAATGTTGGGAACTTCCGCCACTTTCTATATTTGCCTTTTCCTTC

Exón 2

2F:

ACAGTGTCTCTCTTGGGTTCCTTCTTTGTGTCCTCCACTGAATTTTGGGGTTCAT
AAAATTTCATTTGTTGTGCTTGCTTAATTCCCTGGGAATCAGACTGTTCCTGATC
GGATGACATTTCTGGTTAATTCTTTAGTTGGCAGGAAATAGACACAGGAAACGTG
GTCAGTTTCTGATTCTGGCGTTGAGAGACCCTTTCTCCTTTTCCTCTCTCTCAGT
GGGCGACAGATGCGAAAGAAACGAGTTCCAGTGCCAAGACGGGAAATGCATCTCC
TACAAGTGGGTCTGCGATGGCAGCGCTGAGTGCCAGGATGGCTCTGATGAGTCCC
AGGAGACGTGCTGTGAGTCCCCTTTGGGCATGATATGCATTTATTTTTGTAATAG
AGACAGGGTCTCGCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAATTTCTGGTCTCAAGTGA
TCCGCTGGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCACCACGCCTGGCCTG
TGACACGATTCTTAACCCCTTTTTGATGATGGCGGCTGGAAAAGTGGCCAGTGGA
TTTTGATGTATTCAATCATGAATTAGGAGGTGGG

2R:
TTTTCCAGCCGCCATCATCAAAAAGGGGTTAAGAATCGTGTCACAGGCCAGGCGT
GGTGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCCAGCGGATCACTTGAGACC
AGAAATTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGCGAGACCCTGTCTCTATTACAAAAA
TAAATGCATATCATGCCCAAAGGGGACTCACAGCACGTCTCCTGGGACTCATCAG
AGCCATCCTGGCACTCAGCGCTGCCATCGCAGACCCACTTGTAGGAGATGCATTT
CCCGTCTTGGCACTGGAACTCGTTTCTTTCGCATCTGTCGCCCACTGAGAGAGAG
GAAAAGGAGAAAGGGTCTCTCAACGCCAGAATCAGAAACTGACCACGTTTCCTGT
GTCTATTTCCTGCCAACTAAAGAATTAACCAGAAATGTCATCCGATCAGGAACAG
TCTGATTCCCAGGGAATTAAGCAAGCACAACAAATGAAATTTTATGAACCCCAAA
ATTCAGTGGAGGACACAAAGAAGGAACCCAAGAGAGACACTTGTCAACAAAGGCT
AGTGTTGTTGATTCCAAAATATGGACTCTCTGGG

Exón 3

3F:
TCTCACTCTGCCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCAGGATCTCGGCTCACCGCAA
CCTCCTCCTCCCAGGTTAAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGG
GACTACAGGTGCCCGCCACCACACCCAACTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGAC
AGGGTTTCACTATATTGGCCAGGCTGGTCTTGAACCCCTGACCTCACGTGATCC
ACCCGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACTGTGCTCG
GCCTCAGTGGGTCTTTCCTTTGAGTGACAGTTCAATCCTGTCTCTTCTGTAGTG
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TCTGTCACCTGCAAATCCGGGGACTTCAGCTGTGGGGGCCGTGTCAACCGCTGC
ATTCCTCAGTTCTGGAGGTGCGATGGCCAAGTGGACTGCGACAACGGCTCAGAC
GAGCAAGGCTGTCGTAAGTGTGGCCCTGCCTTTGCTATTGAGCCTATCTGAGTC
CTGGGGAGTGGTCTGACTTTGTCTCTACGGGGTCCTGCTCGAGCTGCAAGGCAG
CTGCCCCGAACTGGGCTCCATCTCTTGGGGGCTCATACCAAGCCC

3R:

CTGCCTTGCAGCTCGAGCAGGACCCCGTAGAGACAAAGTCAGACCACTCCCCAG
GACTCAGATAGGCTCAATAGCAAAGGCAGGGCCACACTTACGACAGCCTTGCTC
GTCTGAGCCGTTGTCGCAGTCCACTTGGCCATCGCACCTCCAGAACTGAGGAAT
GCAGCGGTTGACACGGCCCCCACAGCTGAAGTCCCCGGATTTGCAGGTGACAGA
CACTACAGAAGAGACAGGATTGAACTGTCACTCAAAGGAAAGACCCACTGAGGC
CGAGCACAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCGGGT
GGATCACGTGAGGTCAGGGGTTCAAGACCAGCCTGGCCAATATAGTGAAACCCT
GTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGTTGGGTGTGGTGGCGGGCACCTGTAGTC
CCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTTAACCTGGGAGGAGGAGG
TTGCGGTGAGCCGAGATCCTGCCATTGCACTCCAGCCTGGGTGGCAGAGTGAGA
CTCCGTCACACACACACACACAAAAAAGACCCACTGGCCTTG

Exón 4

4F:
TCCCTGCAGCCCCCAAGACGTGCTCCCAGGACGAGTTTCGCTGCCACGATGGGAA
GTGCATCTCTCGGCAGTTCGTCTGTGACTCAGACCGGGACTGCTTGGACGGCTCA
GACGAGGCCTCCTGCCCGGTGCTCACCTGTGGTCCCGCCAGCTTCCAGTGCAACA
GCTCCACCTGCATCCCCCAGCTGTGGGCCTGCGACAACGACCCCGACTGCGAAGA
TGGCTCGGATGAGTGGCCGCAGCGCTGTAGGGGTCTTTACGTGTTCCAAGGGGAC
AGTAGCCCCTGCTCGGCCTTCGAGTTCCACTGCCTAAGTGGCGAGTGCATCCACT
CCAGCTGGCGCTGTGATGGTGGCCCCGACTGCAAGGACAAATCTGACGAGGAAAA
CTGCGGTATGGGCGGGGCCAGGGTGGGGGCGGGGCGTCCTATCACCTGTCCCTGG
GCTCCCCCAGGTGTGGGACATGCAGTGATTTAA

4R:
GCTGGAGTGGATGCACTCGCCACTTAGGCAGTGGAACTCGAAGGCCGAGCAGGGG
CTACTGTCCCCTTGGAACACGTAAAGACCCCTACAGCGCTGCGGCCACTCATCCG
AGCCATCTTCGCAGTCGGGGTCGTTGTCGCAGGCCCACAGCTGGGGGATGCAGGT
GGAGCTGTTGCACTGGAAGCTGGCGGGACCACAGGTGAGCACCGGGCAGGAGGCC
TCGTCTGAGCCGTCCAAGCAGTCCCGGTCTGAGTCACAGACGAACTGCCGAGAGA
TGCACTTCCCATCGTGGCAGCGAAACTCGTCCTGGGAGCACGTCTTGGGGGCTGC
AGGGATGGATGGGCCGAGACCACCATCACCGTGTGAAGTCTCCCAACACCAGCCC
ATTCTATAGCCGGGGACGCTGCCGCAGTGAGGCCAGGCCCCTGGAAAGGCGGGCT
GGGGAGCAGTCAGGGGCCATGGACTCTGAACCACTGGCCCTCTCAA

Exón 5

5F:
TCTGTCCTGTTTTCCAGCTGTGGCCACCTGTCGCCCTGACGAATTCCAGTGCTC
TGATGGAAACTGCATCCATGGCAGCCGGCAGTGTGACCGGGAATATGACTGCAA
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GGACATGAGCGATGAAGTTGGCTGCGTTAATGGTGAGCGCTGGCCATCTGGTTT
TCCATCCCCCATTCTCTGTGC

5R:
CTCACCATTAACGCAGCCAACTTCATCGCTCATGTCCTTGCAGTCATATTCCCG
GTCACACTGCCGGCTGCCATGGATGCAGTTTCCATCAGAGCACTGGAATTCGTC
AGGGCGACAGGTGGCCACAGCTGGAAAACAGGACAGAGTGTGTTGATTTTCTCA
AGAAGAGACAACCAGAGAAAAAGAAGCAG

Exón 6

6F:
CCACCGTGCCCGACGCGTTTTCTTAATGAATCCATTTGCATGCGTTCTTATGTGA
ATAAACTATTATATGAATGAGTGCCAAGCAAACTGAGGCTCAGACACACCTGACC
TTCCTCCTTCCTCTCTCTGGCTCTCACAGTGACACTCTGCGAGGGACCCAACAAG
TTCAAGTGTCACAGCGGCGAATGCATCACCCTGGACAAAGTCTGCAACATGGCTA
GAGACTGCCGGGACTGGTCAGATGAACCCATCAAAGAGTGCGGTGAGTCTCGGTG
CAGGCGGCTTGCAGAGTTTGTGGGGAGCCAGGAAAGGGACTGAGACATGAGTGCT
GTAG

6R:
CTCTGCAAGCCGCCTGCACCGAGACTCACCGCACTCTTTGATGGGTTCATCTGAC
CAGTCCCGGCAGTCTCTAGCCATGTTGCAGACTTTGTCCAGGGTGATGCATTCGC
CGCTGTGACACTTGAACTTGTTGGGTCCCTCGCAGAGTGTCACTGTGAGAGCCAG
AGAGAGGAAGGAGGAAGGTCAGGTGTGTCTGAGCCTCAGTTTGCTTGGCACTCAT
TCATATAATAGTTTATTCACATAAGAACGCATGCAAATGGATTCATTAAGAAAAC
GCGTCGGGCACGGTGGTTTGTGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCA
GGCAGATCGC

Exón 7

7F:
TGAGGCAGGAGAATCGCTTGTACCCAGGAGGCGGAGGTCGCAGTGAGCCGAGATC
GTGCCATTACACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGTGAAACTCCGTCTCTCCTAAAAA
TACAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCATGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGGG
AGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCCGGGAGGTGGAGGTTGTAATGAGCCAA
GGTTGGCGGCGAAGGGATGGGTAGGGGCCCGAGAGTGACCAGTCTGCATCCCCTG
GCCCTGCGCAGGGACCAACGAATGCTTGGACAACAACGGCGGCTGTTCCCACGTC
TGCAATGACCTTAAGATCGGCTACGAGTGCCTGTGCCCCGACGGCTTCCAGCTGG
TGGCCCAGCGAAGATGCGAAGGTGATTCCCGGGTGGGACTGAGCCCTGGGCCCCC
TCTGCGCTTCCTGACATGGCAACCAAACCCCTCATGCCTCAGTTTCCCCATCTGT
TAA

7R:
TCAGGAAGCGCAGAGGGGGCCCAGGGCTCAGTCCCACCCGGGAATCACCTTCGCA
TCTTCGCTGGGCCACCAGCTGGAAGCCGTCGGGGCACAGGCACTCGTAGCCGATC
TTAAGGTCATTGCAGACGTGGGAACAGCCGCCGTTGTTGTCCAAGCATTCGTTGG
TCCCTGCGCAGGGCCAGGGGATGCAGACTGGTCACTCTCGGGCCCCTACCCATCC
CTTCGCCGCCAACCTTGGCTCATTACAACCTCCACCTCCCGGGTTCAAGTGATTC
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TCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTACAGGCATGCGCCACCATGCCCAG
CTAATTTTTTTGTATTTTTAGGAGAGACGGAGTTTCACTCTTGTTGCCCAGGCTG
GAGTGTAATGGCACGATCTCGGCTCACTGCGACCTCCGCCTCCTGGGTACAAGCG
ATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCACTTAGCTGGGATTACAGGCACCCACGACCA

Exón 8

8F:
GGCTGCCTTCGAGGTGTGGGTTTTGGCCTGGGCCCCATCGCTCCGTCTCTAGCCA
TTGGGGAAGAGCCTCCCCACCAAGCCTCTTTCTCTCTCTTCCAGATATCGATGAG
TGTCAGGATCCCGACACCTGCAGCCAGCTCTGCGTGAACCTGGAGGGTGGCTACA
AGTGCCAGTGTGAGGAAGGCTTCCAGCTGGACCCCCACACGAAGGCCTGCAAGGC
TGTGGGTGAGCACGGGAAGGCGGCGGGTGGGGGCGGCCTCACCCCTTGCAGGCAG
CAGTGGTGGGGGAGTTTCATCCTCTGAACTTTGCACAGACT

8R:
CTGCTGCCTGCAAGGGGTGAGGCCGCCCCCACCCGCCGCCTTCCCGTGCTCACCC
ACAGCCTTGCAGGCCTTCGTGTGGGGGTCCAGCTGGAAGCCTTCCTCACACTGGC
ACTTGTAGCCACCCTCCAGGTTCACGCAGAGCTGGCTGCAGGTGTCGGGATCCTG
ACACTCATCGATATCTGGAAGAGAGAGAAAGAGGCTTGGTGGGGAGGCTCTTCCC
CAATGGCTAGAGACGGAGCGATGGGGCCCAGGCCAAAACCCACACCTTCGAAGGC
AGCCAGGAGACAGCCCAGCCTCTCGGGAGATGTAATCAAGGA

Exón 9

9F:
GACCCCCAGGCTCCATCGCCTACCTCTTCTTCACCAACCGGCACGAGGTCAGGAA
GATGACGCTGGACCGGAGCGAGTACACCAGCCTCATCCCCAACCTGAGGAACGTG
GTCGCTCTGGACACGGAGGTGGCCAGCAATAGAATCTACTGGTCTGACCTGTCCC
AGAGAATGATCTGCAGGTGAGCGTCGCCCCTGCCTGCAGCCTTGGCCCGCAGGTG
AGATGAGGGCTCCTGGTGCTGATGCCCTTCTCTCCTCCTGCCTCAGCACCCAGCT
TGACAGAGCCCACGGCGTCTCT

9R:
TGAGGCAGGAGGAGAGAAGGGCATCAGCGCCAGGAGCCCTCATCTCACCTGCGGG
CCAAGGCTGCAGGCAGGGGCGACGCTCACCTGCAGATCATTCTCTGGGACAGGTC
AGACCAGTAGATTCTATTGCTGGCCACCTCCGTGTCCAGAGCGACCACGTTCCTC
AGGTTGGGGATGAGGCTGGTGTACTCGCTCCGGTCCAGCGTCATCTTCCTGACCT
CGTGCCGGTTGGTGAAGAAGAGGTAGGCGATGGAGCCTGGGGGTCCGGGGAGCGA
GGTCAGGGGGTCAGAGGGGACCCGTCGATGGAACC

Exón 10

10F:
GCAGCCTTGGCCCGCAGGTGAGATGAGGGCTCCTGGTGCTGATGCCCTTCTCTCC
TCCTGCCTCAGCACCCAGCTTGACAGAGCCCACGGCGTCTCTTCCTATGACACCG
TCATCAGCAGGGACATCCAGGCCCCCGACGGGCTGGCTGTGGACTGGATCCACAG
CAACATCTACTGGACCGACTCTGTCCTGGGCACTGTCTCTGTTGCGGATACCAAG
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GGCGTGAAGAGGAAAACGTTATTCAGGGAGAACGGCTCCAAGCCAAGGGCCATCG
TGGTGGATCCTGTTCATGGGTGCGTATCCACGACGCTGAGGGCTGCAGAGGGAAT
GGAGG

10R:
GAACAGGATCCACCACGATGGCCCTTGGCTTGGAGCCGTTCTCCCTGAATAACG
TTTTCCTCTTCACGCCCTTGGTATCCGCAACAGAGACAGTGCCCAGGACAGAGT
CGGTCCAGTAGATGTTGCTGTGGATCCAGTCCACAGCCAGCCCGTCGGGGGCCT
GGATGTCCCTGCTGATGACGGTGTCATAGGAAGAGACGCCGTGGGCTCTGTCAA
GCTGGGTGCTGAGGCAGGAGGAGAGAAGGGCATCAGCACCAGGAGCCCTCATCT
CACCTGCGGGCCAAGGCTGCAGGCAGGGGCGACGCTCACCTGCAGATCATTCTC
TGGG

Exón 11

11F:
CCTGGCTGTTTCTTCCAGAATTCGTTGCACGCATTGGCTGGGATCCTCCCCCGCC
CTCCAGCCTCACAGCTATTCTCTGTCCTCCCACCAGCTTCATGTACTGGACTGAC
TGGGGAACTCCCGCCAAGATCAAGAAAGGGGGCCTGAATGGTGTGGACATCTACT
CGCTGGTGACTGAAAACATTCAGTGGCCCAATGGCATCACCCTAGGTATGTTCGC
AGGACAGCCGTCCCAGCCAGGGCCGGGCACAGGCTGGAGGACAGACGGGGGTTGC
CAGGTGGCTCTGGGACAAGCCCAAGCTGC

11R:
CCCGTCTGTCCTCCAGCCTGTGCCCGGCCCTGGCTGGGACGGCTGTCCTGCGAAC
ATACCTAGGGTGATGCCATTGGGCCACTGAATGTTTTCAGTCACCAGCGAGTAGA
TGTCCACACCATTCAGGCCCCCTTTCTTGATCTTGGCGGGAGTTCCCCAGTCAGT
CCAGTACATGAAGCTGGTGGGAGGACAGAGAATAGCTGTGAGGCTGGAGGGCGGG
GGAGGATCCCAGCCAATGCGTGCAACGAATTCTGGAAGAAACAGCCAGGCTCAGG
CTTGGGAAATAGTCCTGCTGGGAACCCCAAACTC

Exón 12

12F:
GGCCAGGCCCTCAGGACCCTCTGGGACTGGCATCAGCACGTGACCTCTCCTTATC
CACTTGTGTGTCTAGATCTCCTCAGTGGCCGCCTCTACTGGGTTGACTCCAAACT
TCACTCCATCTCAAGCATCGATGTCAATGGGGGCAACCGGAAGACCATCTTGGAG
GATGAAAAGAGGCTGGCCCACCCCTTCTCCTTGGCCGTCTTTGAGGTGTGGCTTA
CGTACGAGATGCAAGCACTTAGGTGGCGGATAGACACAGACTATAGATCACTCAA
GCCAAGATGAACGC

12R:
TCCGCCACCTAAGTGCTTGCATCTCGTACGTAAGCCACACCTCAAAGACGGCCAA
GGAGAAGGGGTGGGCCAGCCTCTTTTCATCCTCCAAGATGGTCTTCCGGTTGCCC
CCGTTGACATCGATGCTTGAGATGGAGTGAAGTTTGGAGTCAACCCAGTAGAGGC
GGCCACTGAGGAGATCTAGACACACAAGTGGATAAGGAGAGGTCACGTGCTGATG
CCAGTCCCAGAGGGGCCTGAGGGCCTGGCCACGCTGCTCCGGGCAGGAAGACCCC
CTGCCAGGGACCTAGCA
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Exón 13-14

13-14F:
GACAACAAAAAAACTAGTTGTGGAGAGAGGGTGGCCTGTGTCTCATCCCAGTGTT
TAACGGGATTTGTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAGGACAAAGTATTTTGGACAG
ATATCATCAACGAAGCCATTTTCAGTGCCAACCGCCTCACAGGTTCCGATGTCAA
CTTGTTGGCTGAAAACCTACTGTCCCCAGAGGATATGGTCCTCTTCCACAACCTC
ACCCAGCCAAGAGGTAAGGGTGGGTCAGCCCCACCCCCCCAACCTTGAAACCTCC
TTGTGGAAACTCTGGAATGTTCTGGAAATTTCTGGAATCTTCTGGTATAGCTGAT
GATCTCGTTCCTGCCCTGACTCCGCTTCTTCTGCCCCAGGAGTGAACTGGTGTGA
GAGGACCACCCTGAGCAATGGCGGCTGCCAGTATCTGTGCCTCCCTGCCCCGCAG
ATCAACCCCCACTCGCCCAAGTTTACCTGCGCCTGCCCGGACGGCATGCTGCTGG
CCAGGGACATGAGGAGCTGCCTCACAGGTGTGGCACACGCCTTGTTTCTGCGTCC
TGTGTCCTCCAACTGCCCCCTCCTGAGCCTCTCTCTGCTCATCTGTCAAATGG

13-14R:
GGGGCAGTTGGAGGACACAGGACGCAGAAACAAGGCGTGTGCCACACCTGTGAGG
CAGCTCCTCATGTCCCTGGCCAGCAGCATGCCGTCCGGGCAGGCGCAGGTAAACT
TGGGCGAGTGGGGGTTGATCTGCGGGGCAGGGAGGCACAGATACTGGCAGCCGCC
ATTGCTCAGGGTGGTCCTCTCACACCAGTTCACTCCTGGGGCAGAAGAAGCGGAG
TCAGGGCAGGAACGAGATCATCAGCTATACCAGAAGATTCCAGAAATTTCCAGAA
CATTCCAGAGTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTTGGGGGGGTGGGGCTGACCCAC
CCTTACCTCTTGGCTGGGTGAGGTTGTGGAAGAGAACCATATCCTCTGGGGACAG
TAGGTTTTCAGCCAACAAGTTGACATCGGAACCTGTGAGGCGGTTGGCACTGAAA
ATGGCTTCGTTGATGATATCTGTCCAAAATACTTTGTCCTAAACAGGCAGCAAGG
AAGATGACAAATCCCGTTAAACACTGGGATGAGACACAGGCCACCCTCTCTCCAC
AACTAGTTTTTTTGTTTGTCTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCAGACAGAGTTTCA
CTTTT

Exón 15

15F:
TCAGAGATCCTCCTGCCTTGGCCTCCCAAGGTCATTTGAGACTTTCGTCATTAGG
CGCACACCTATGAGAAGGGCCTGCAGGCACGTGGCACTCAGAAGACGTTTATTTA
TTCTTTCAGAGGCTGAGGCTGCAGTGGCCACCCAGGAGACATCCACCGTCAGGCT
AAAGGTCAGCTCCACAGCCGTAAGGACACAGCACACAACCACCCGGCCTGTTCCC
GACACCTCCCGGCTGCCTGGGGCCACCCCTGGGCTCACCACGGTGGAGATAGTGA
CAATGTCTCACCAAGGTAAAGACTGGGCCCTCCCTAGGCCCCTCTTCACCCAGAG
ACGGGTCCCTTCAGTGGCCACGAACATTTTGGTCAC

15R:
GTCTCTGGGTGAGAGGGGCCTAGGGAGGGCCCAGTCTTTACCTTGGTGAGACATT
GTCACTATCTCCACCGTGGTGAGCCCAGGGGTGGCCCCAGGCAGCCGGGAGGTGT
CGGGAACAGGCCGGGTGGTTGTGTGCTGTGTCCTTACGGCTGTGGAGCTGACCTT
TAGCCTGACGGTGGATGTCTCCTGGGTGGCCACTGCAGCCTCAGCCTCTGAAAGA
ATAAATAAACGTCTTCTGAGTGCCACGTGCCTGCAGGCCCTTCTCATAGGTGTGC
GCCTAATGACGAAAGTCTCAAATGACCTTGGGAGGCCAAGGCAGGAGGATCTCTT
GAGTGAGTCCAGGAGTTTAAGACTAGCCTGGTCAACATG

Exón 16
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16F:
TCAGTGTCCAGGGAGATGTGCCAGGCGCTTTCCTGCCGTGACCACCGTCCTCTGC
CTGCTCCATTTCTTGGTGGCCTTCCTTTAGACCTGGGCCTCACTCTTGCTTCTCT
CCTGCAGCTCTGGGCGACGTTGCTGGCAGAGGAAATGAGAAGAAGCCCAGTAGCG
TGAGGGCTCTGTCCATTGTCCTCCCCATCGGTAAGCGCGGGCCGGTCCCCCAGCG
TCCCCCAGGTCACAGCCTCCCGCTATGTGACCTCGTGCCTGGCTGGTTGGGCCTG
TTCACTTTTTCTCC

16R:
GAGGCTGTGACCTGGGGGACGCTGGGGGACCGGCCCGCGCTTACCGATGGGGAGG
ACAATGGACAGAGCCCTCACGCTACTGGGCTTCTTCTCATTTCCTCTGCCAGCAA
CGTCGCCCAGAGCTGCAGGAGAGAAGCAAGAGTGAGGCCCAGGTCTAAAGGAAGG
CCACCAAGAAATGGAGCAGGCAGAGGACGGTGGTCACGGCAGGAAAGCGCCTGGC
ACATCTCCCTGGACACTTGGAGAACTTCCCAAGTCTGCGAGAGGCCACACGGGC

Exón 17

17F:
ACTCTTGACCTCATGATCCGCCCGCCTCAGCCTCCCAAAATGCTGGGATTACAGG
CGTGAGCCACCAGGCCCAGGCCACAAGGCGATCTCTAAACAAACATAAAAGACCA
GGAGTCAAGGTTATGGTACGATGCCCGTGTTTTCACTCCAGCCACGGAGCTGGGT
CTCTGGTCTCGGGGGCAGCTGTGTGACAGAGCGTGCCTCTCCCTACAGTGCTCCT
CGTCTTCCTTTGCCTGGGGGTCTTCCTTCTATGGAAGAACTGGCGGCTTAAGAAC
ATCAACAGCATCAACTTTGACAACCCCGTCTATCAGAAGACCACAGAGGATGAGG
TCCACATTTGCCACAACCAGGACGGCTACAGCTACCCCTCGGTGAGTGACCCTCT
CTAGAAAGCCAGAGCCCATGGCGGCCCCCTCCCAGCTGGAGGCATATGATCCTCA
AG

17R:
GGGCTCTGGCTTTCTAGAGAGGGTCACTCACCGAGGGGTAGCTGTAGCCGTCCTG
GTTGTGGCAAATGTGGACCTCATCCTCTGTGGTCTTCTGATAGACGGGGTTGTCA
AAGTTGATGCTGTTGATGTTCTTAAGCCGCCAGTTCTTCCATAGAAGGAAGACCC
CCAGGCAAAGGAAGACGAGGAGCACTGTAGGGAGAGGCACGCTCTGTCACACAGC
TGCCCCCGAGACCAGAGACCCAGCTCCGTGGCTGGAGTGAAAACACGGGCATCGT
ACCATAACCTTGACTCCTGGTCTTTTATGTTTGTTTAGAGATCGCCTTGCGGCCT
GGGCCTGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCATTTTGGGAGGCTGAGGCGGGCGG
ATCATGAGGTCAAGAGTTCGAGACCAGCCTGGCCAACATGATGAAACCCAG

Exón 18

18F:
CTGGCGGCTCCTGGGGGAACATGCTTGGGGATCAGGCTGGGGGAGGCTGCCAGGC
CCAGGAGGTGAGAAGTAGGTGGCCTCCAGCCGTGTTTCCTGAGTGCTGGACTGAT
AGTTTCCGCTGTTTACCATTTGTTGGCAGAGACAGATGGTCAGTCTGGAGGATGA
CGTGGCGTGAACATCTGCCTGGAGTCCCGTCCCTGCCCAGAACCCTTCCTGAGAC
CTCGCCGGCCTTGTTTTATTCAAAGACAGAGAAGACCAAAGCATTGCCTGCCAGA
GCTTTGTTTTATATATTTATTCATCTGGGAGGCAGAACAGGCTTCGGACAGTGCC
CATGCAATGGCTTGGGTTGGGATTTTGGTTTCTTCCTTTCCTCGTGAAGGATAAG
AGAAACAGGCCCGGGGGGACCAGGATGACACCTCCATTTCTCTCCAGGAAGTTTT
GAGTTTCTCTCCACCGTGACACAATCCTCAAACATGGAAGATGAAAGGGCAGGGG
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ATGTCAGGCCCAGAGAAGCAAGTGGCTTTCAACACACAACAGCAGATGGCACCAA
CGGGACCCCCTGGCCCTGCCTCATCCACCAATCTCTAAGCCAAACCCCTAAACTC
AGGAGTCAACGTGTTTACCTCTTCTATGCAAGCCTTGCTAGACAGCC

18R:
CGTTGACTCCTGAGTTTAGGGGTTTGGCTTAGAGATTGGTGGATGAGGCAGGGCC
AGGGGGTCCCGTTGGTGCCATCTGCTGTTGTGTGTTGAAAGCCACTTGCTTCTCT
GGGCCTGACATCCCCTGCCCTTTCATCTTCCATGTTTGAGGATTGTGTCACGGTG
GAGAGAAACTCAAAACTTCCTGGAGAGAAATGGAGGTGTCATCCTGGTCCCCCCG
GGCCTGTTTCTCTTATCCTTCACGAGGAAAGGAAGAAACCAAAATCCCAACCCAA
GCCATTGCATGGGCACTGTCCGAAGCCTGTTCTGCCTCCCAGATGAATAAATATA
TAAAACAAAGCTCTGGCAGGCAATGCTTTGGTCTTCTCTGTCTTTGAATAAAACA
AGGCCGGCGAGGTCTCAGGAAGGGTTCTGGGCAGGGACGGGACTCCAGGCAGATG
TTCACGCCACGTCATCCTCCAGACTGACCATCTGTCTCTGCCAACAAATGGTAAA
CAGCGGAAACTATCAGTCCAGCATTCAGGAAACACGGCTGGAGGCCACCTACTTC
TCACCTTCTGGGCCTGGCAGCCTCCCCCAGCCTGATCCCCAAGCATGTTCCCCCA
GGAGCCGCCAGAGGGAGATGGTGAGTACCGGATTCAGTCACTTCCCACTGCTCTC
AGGGCAAAA

12.4.2. Muestra 2

Exón 1

1F:
TTTTTAGTGTTTTCCTTTTGAGGCAGAGAGGACAATGGCATTAGGCTATTGGAGG
ATCTTGAAAGGCTGTTGTTATCCTTCTGTGGACAACAACAGCAAAATGTTAACAG
TTAAACATCGAGAAATTTCAGGAGGATCTTTCAGAAGATGCGTTTCCAATTTTGA
GGGGGCGTCAGCTCTTCACCGGAGACCCAAATACAACAAATCAAGTCGCCTGCCC
TGGCGACACTTTCGAAGGACTGGAGTGGGAATCAGAGCTTCACGGGTTAAAAAGC
CGATGTCACATCGGCCGTTCGAAACTCCTCCTCTTGCAGTGAGGTGAAGACATTT
GAAAATCACCCCACTGCAAACTCCTCCCCCTGCTAGAAACCTCACATTGAAATGC
TGTAAATGACGTGGGCCCCGAGTGCAATCGCGGGAAGCCAGGGTTTCCAGCTAGG
ACACAGCAGGTCGTGATCCGGGTCGGGACACTGCCTGGCAGAGGCTGCGAGCATG
GGGCCCTGGGGCTGGAAATTGCGCTGGACCGTCGCCTTGCTCCTCGCCGCGGCGG
GGACTGCAGGTAAGGCTTGCTCCAGGCGCCAGAATAGGTTGAGAGGGAGCCCCCG
GGGGGCCCTTGGGAATTTATTTTTTTGGGTACAAATAATCACTCCA

1R:
GGGCCCCCCGGGGGCTCCCTCTCAACCTATTCTGGCGCCTGGAGCAAGCCTTACC
TGCAGTCCCCGCCGCGGCGAGGAGCAAGGCGACGGTCCAGCGCAATTTCCAGCCC
CAGGGCCCCATGCTCGCAGCCTCTGCCAGGCAGTGTCCCGACCCGGATCACGACC
TGCTGTGTCCTAGCTGGAAACCCTGGCTTCCCGCGATTGCACTCGGGGCCCACGT
CATTTACAGCATTTCAATGTGAGGTTTCTAGCAGGGGGAGGAGTTTGCAGTGGGG
TGATTTTCAAATGTCTTCACCTCACTGCAAGAGGAGGAGTTTCGAACGGCCGATG
TGACATCGGCTTTTTAACCCGTGAAGCTCTGATTCCCACTCCAGTCCTTCGAAAG
TGTCGCCAGGGCAGGCGACTTGATTTGTTGTATTTGGGTCTCCGGTGAAGAGCTG
ACGCCCCCTCAAAATTGGAAACGCATCTTCTGAAAGATCCTCCTGAAATTTCTCG
ATGTTTAACTGTTAACATTTTGCTGTTGTTGTCCACAGAAGGATAACAACAGCCT
TTCAAGATCCTCCAATAGCCTAATGCCATTGTCCTCTCTGCCTCAAAAGGAAAAC
ACTAAAAATGTTGGGAACTTCCGCCACTTTCTATATTTGCCTTTTCCTT

58



Exón 2

2F:
TTGACAGTGTCTCTCTTGGGTTCCTTCTTTGTGTCCTCCACTGAATTTT
GGGGTTCATAAAATTTCATTTGTTGTGCTTGCTTAATTCCCTGGGAATCAGACTG
TTCCTGATCGGATGACATTTCTGGTTAATTCTTTAGTTGGCAGGAAATAGACACA
GGAAACGTGGTCAGTTTCTGATTCTGGCGTTGAGAGACCCTTTCTCCTTTTCCTC
TCTCTCAGTGGGCGACAGATGCGAAAGAAACGAGTTCCAGTGCCAAGACGGGAAA
TGCATCTCCTACAAGTGGGTCTGCGATGGCAGCGCTGAGTGCCAGGATGGCTCTG
ATGAGTCCCAGGAGACGTGCTGTGAGTCCCCTTTGGGCATGATATGCATTTATTT
TTGTAATAGAGACAGGGTCTCGCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAATTTCTGGT
CTCAAGTGATCCGCTGGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCACCACG
CCTGGCCTGTGACACGATTCTTAACCCCTTTTTGATGATGGCGGCTGGAAAAGTG
GCCAGTGGATTTTGATGTATTCAATCATGAATTAGGAGGTGG

2R:
TTTCCAGCCGCCATCATCAAAAAGGGGTTAAGAATCGTGTCACAGGCCAGGCGTG
GTGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCCAGCGGATCACTTGAGACCA
GAAATTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGCGAGACCCTGTCTCTATTACAAAAAT
AAATGCATATCATGCCCAAAGGGGACTCACAGCACGTCTCCTGGGACTCATCAGA
GCCATCCTGGCACTCAGCGCTGCCATCGCAGACCCACTTGTAGGAGATGCATTTC
CCGTCTTGGCACTGGAACTCGTTTCTTTCGCATCTGTCGCCCACTGAGAGAGAGG
AAAAGGAGAAAGGGTCTCTCAACGCCAGAATCAGAAACTGACCACGTTTCCTGTG
TCTATTTCCTGCCAACTAAAGAATTAACCAGAAATGTCATCCGATCAGGAACAGT
CTGATTCCCAGGGAATTAAGCAAGCACAACAAATGAAATTTTATGAACCCCAAAA
TTCAGTGGAGGACACAAAGAAGGAACCCAAGAGAGACACTTGTCAACAAAGGCTA
GTGTTGTTGATTCCAAAATATGGACTCTCTGGGGATTGGG

Exón 3

3F:
CTCACTCTGCCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCAGGATCTCGGCTCACCGCAACC
TCCTCCTCCCAGGTTAAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGAC
TACAGGTGCCCGCCACCACACCCAACTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGG
TTTCACTATATTGGCCAGGCTGGTCTTGAACCCCTGACCTCACGTGATCCACCCG
CCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACTGTGCTCGGCCTCA
GTGGGTCTTTCCTTTGAGTGACAGTTCAATCCTGTCTCTTCTGTAGTGTCTGTCA
CCTGCAAATCCGGGGACTTCAGCTGTGGGGGCCGTGTCAACCGCTGCATTCCTCA
GTTCTGGAGGTGCGATGGCCAAGTGGACTGCGACAACGGCTCAGACGAGCAAGGC
TGTCGTAAGTGTGGCCCTGCCTTTGCTATTGAGCCTATCTGAGTCCTGGGGAGTG
GTCTGACTTTGTCTCTACGGGGTCCTGCTCGAGCTGCAAGGCAGCTGCCCCGAAC
TGGGCTCCATCTCTTGGGGGCTCATACCAAGCCCTCTTCCGA

3R:
CAGCTGCCTTGCAGCTCGAGCAGGACCCCGTAGAGACAAAGTCAGACCACTCCCC
AGGACTCAGATAGGCTCAATAGCAAAGGCAGGGCCACACTTACGACAGCCTTGCT
CGTCTGAGCCGTTGTCGCAGTCCACTTGGCCATCGCACCTCCAGAACTGAGGAAT
GCAGCGGTTGACACGGCCCCCACAGCTGAAGTCCCCGGATTTGCAGGTGACAGAC
ACTACAGAAGAGACAGGATTGAACTGTCACTCAAAGGAAAGACCCACTGAGGCCG
AGCACAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCGGGTGGA
TCACGTGAGGTCAGGGGTTCAAGACCAGCCTGGCCAATATAGTGAAACCCTGTCT
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CTACTAAAAATACAAAAATTAGTTGGGTGTGGTGGCGGGCACCTGTAGTCCCAGC
TACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTTAACCTGGGAGGAGGAGGTTGCGG
TGAGCCGAGATCCTGCCATTGCACTCCAGCCTGGGTGGCAGAGTGAGACTCCGTC
ACACACACACACACAAAAAAGACCCACTGGCCTTGCCAT

Exón 4

4F:
GGGGCCTGGCCTCACTGCGGCAGCGTCCCCGGCTATAGAATGGGCTGGTGTTGGGA
GACTTCACACGGTGATGGTGGTCTCGGCCCATCCATCCCTGCAGCCCCCAAGACGT
GCTCCCAGGACGAGTTTCGCTGCCACGATGGGAAGTGCATCTCTCGGCAGTTCGTC
TGTGACTCAGACCGGGACTGCTTGGACGGCTCAGACGAGGCCTCCTGCCCGGTGCT
CACCTGTGGTCCCGCCAGCTTCCAGTGCAACAGCTCCACCTGCATCCCCCAGCTGT
GGGCCTGCGACAACGACCCCGACTGCGAAGATGGCTCGGATGAGTGGCCGCAGCGC
TGTAGGGGTCTTTACGTGTTCCAAGGGGACAGTAGCCCCTGCTCGGCCTTCGAGTT
CCACTGCCTAAGTGGCGAGTGCATCCACTCCAGCTGGCGCTGTGATGGTGGCCCCG
ACTGCAAGGACAAATCTGACGAGGAAAACTGCGGTATGGGCGGGGCCAGGGTGGGG
GCGGGGCGTCCTATCACCTGTCCCTGGGCTCCCCCAGGTGTGGGA

4R:
CCCCCACCCTGGCCCCGCCCATACCGCAGTTTTCCTCGTCAGATTTGTCCTTGCAG
TCGGGGCCACCATCACAGCGCCAGCTGGAGTGGATGCACTCGCCACTTAGGCAGTG
GAACTCGAAGGCCGAGCAGGGGCTACTGTCCCCTTGGAACACGTAAAGACCCCTAC
AGCGCTGCGGCCACTCATCCGAGCCATCTTCGCAGTCGGGGTCGTTGTCGCAGGCC
CACAGCTGGGGGATGCAGGTGGAGCTGTTGCACTGGAAGCTGGCGGGACCACAGGT
GAGCACCGGGCAGGAGGCCTCGTCTGAGCCGTCCAAGCAGTCCCGGTCTGAGTCAC
AGACGAACTGCCGAGAGATGCACTTCCCATCGTGGCAGCGAAACTCGTCCTGGGAG
CACGTCTTGGGGGCTGCAGGGATGGATGGGCCGAGACCACCATCACCGTGTGAAGT
CTCCCAACACCAGCCCATTCTATAGCCGGGGACGCTGCCGCAGTGAGGCCAGGCCC
CTGGAAAGGCGGGCTGGGGAGCAGTCAGGGGCCATGGACTCTGAAC

Exón 5

5F:
TCTGTCCTGTTTTCCAGCTGTGGCCACCTGTCGCCCTGACGAATTCCAGTGCTCTG
ATGGAAACTGCATCCATGGCAGCCGGCAGTGTGACCGGGAATATGACTGCAAGGAC
ATGAGCGATGAAGTTGGCTGCGTTAATGGTGAGCGCTGGCCATCTGGTTTTCCATC
CCCCATTCTCTGTGC

5R:
CCGGCTGCCATGGATGCAGTTTCCATCAGAGCACTGGAATTCGTCAGGGCGACAGG
TGGCCACAGCTGGAAAACAGGACAGAGTGTGTTGATTTTCTCAAGAAGAGACAACC
AGAGAAAAAGAAGCAGGGCCTTTTGCA

Exón 6

6F:
CCACCGTGCCCGACGCGTTTTCTTAATGAATCCATTTGCATGCGTTCTTATGTGAAT
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AAACTATTATATGAATGAGTGCCAAGCAAACTGAGGCTCAGACACACCTGACCTTCC
TCCTTCCTCTCTCTGGCTCTCACAGTGACACTCTGCGAGGGACCCAACAAGTTCAAG
TGTCACAGCGGCGAATGCATCACCCTGGACAAAGTCTGCAACATGGCTAGAGACTGC
CGGGACTGGTCAGATGAACCCATCAAAGAGTGCGGTGAGTCTCGGTGCAGGCGGCTT
GCAGAGTTTGTGGGGAGCCAGGAAAGGGACTGAGACATGAGTGCTGT

6R: CTCTGCAAGCCGCCTGCACCGAGACTCACCGCACTCTTTGATGGGTTCATCTGAC-
CA
GTCCCGGCAGTCTCTAGCCATGTTGCAGACTTTGTCCAGGGTGATGCATTCGCCGCT
GTGACACTTGAACTTGTTGGGTCCCTCGCAGAGTGTCACTGTGAGAGCCAGAGAGAG
GAAGGAGGAAGGTCAGGTGTGTCTGAGCCTCAGTTTGCTTGGCACTCATTCATATAA
TAGTTTATTCACATAAGAACGCATGCAAATGGATTCATTAAGAAAACGCGTCGGGCA
CGGTGGTTTGTGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGCAGATC

Exón 7

7F:
AGGCTGAGGCAGGAGAATCGCTTGTACCCAGGAGGCGGAGGTCGCAGTGAGCCGAGAT
CGTGCCATTACACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGTGAAACTCCGTCTCTCCTAAAAATA
CAAAAAAATTAGCTGGGCATGGTGGCGCATGCCTGTAGTCCCAGCTACTTGGGAGGCT
GAGGCAGGAGAATCACTTGAACCCGGGAGGTGGAGGTTGTAATGAGCCAAGGTTGGCG
GCGAAGGGATGGGTAGGGGCCCGAGAGTGACCAGTCTGCATCCCCTGGCCCTGCGCAG
GGACCAACGAATGCTTGGACAACAACGGCGGCTGTTCCCACGTCTGCAATGACCTTAA
GATCGGCTACGAGTGCCTGTGCCCCGACGGCTTCCAGCTGGTGGCCCAGCGAAGATGC
GAAGGTGATTCCCCGGTGGGACTGAGCCCTGGGCCCCCTCTGCGCTTCCTGACATGGC
AACCAAACCCCTCATGCCTCAGTTTCCCCATCTGTTAAGGTGCTTGAAAA

7R:
ATGTCAGGAAGCGCAGAGGGGGCCCAGGGCTCAGTCCCACCGGGGAATCACCTTCGCA
TCTTCGCTGGGCCACCAGCTGGAAGCCGTCGGGGCACAGGCACTCGTAGCCGATCTTA
AGGTCATTGCAGACGTGGGAACAGCCGCCGTTGTTGTCCAAGCATTCGTTGGTCCCTG
CGCAGGGCCAGGGGATGCAGACTGGTCACTCTCGGGCCCCTACCCATCCCTTCGCCGC
CAACCTTGGCTCATTACAACCTCCACCTCCCGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGC
CTCCCAAGTAGCTGGGACTACAGGCATGCGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTTTGTAT
TTTTAGGAGAGACGGAGTTTCACTCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGTAATGGCACGATC
TCGGCTCACTGCGACCTCCGCCTCCTGGGTACAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCC
ACTTAGCTGGGATTACAGGCACCCACGACCA

Exón 8

8F:
CTCTGGCTGCCTTCGAGGTGTGGGTTTTGGCCTGGGCCCCATCGCTCCGTCTCTAGCC
ATTGGGGAAGAGCCTCCCCACCAAGCCTCTTTCTCTCTCTTCCAGATATCGATGAGTG
TCAGGATCCCGACACCTGCAGCCAGCTCTGCGTGAACCTGGAGGGTGGCTACAAGTGC
CAGTGTGAGGAAGGCTTCCAGCTGGACCCCCACACGAAGGCCTGCAAGGCTGTGGGTG
AGCACGGGAAGGCGGCGGGTGGGGGCGGCCTCACCCCTTGCAGGCAGCAGTGGTGGGG
GAGTTTCATCCTCTGAACTTTGCACAGACTC
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8R:
CTGCTGCCTGCAAGGGGTGAGGCCGCCCCCACCCGCCGCCTTCCCGTGCTCACCCACA
GCCTTGCAGGCCTTCGTGTGGGGGTCCAGCTGGAAGCCTTCCTCACACTGGCACTTGT
AGCCACCCTCCAGGTTCACGCAGAGCTGGCTGCAGGTGTCGGGATCCTGACACTCATC
GATATCTGGAAGAGAGAGAAAGAGGCTTGGTGGGGAGGCTCTTCCCCAATGGCTAGAG
ACGGAGCGATGGGGCCCAGGCCAAAACCCACACCTTCGAAGGCAGCCAGGAGACAGCC
CAGCCTCTCGGGAGATGTAATCAAGGAA

Exón 9

9F:
GGACCCCCAGGCTCCATCGCCTACCTCTTCTTCACCAACCGGCACGAGGTCAGGAAGA
TGACGCTGGACCGGAGCGAGTACACCAGCCTCATCCCCAACCTGAGGAACGTGGTCGC
TCTGGACACGGAGGTGGCCAGCAATAGAATCTACTGGTCTGACCTGTCCCAGAGAATG
ATCTGCAGGTGAGCGTCGCCCCTGCCTGCAGCCTTGGCCCGCAGGTGAGATGAGGGCT
CCTGGCGCTGATGCCCTTCTCTCCTCCTGCCTCAGCACCCAGCTTGACAGAGCCCACG
GCGTCTCTTCCTATGACACCGTC

9R:
CTGGGTGCTGAGGCAGGAGGAGAGAAGGGCATCAGCGCCAGGAGCCCTCATCTCACCT
GCGGGCCAAGGCTGCAGGCAGGGGCGACGCTCACCTGCAGATCATTCTCTGGGACAGG
TCAGACCAGTAGATTCTATTGCTGGCCACCTCCGTGTCCAGAGCGACCACGTTCCTCA
GGTTGGGGATGAGGCTGGTGTACTCGCTCCGGTCCAGCGTCATCTTCCTGACCTCGTG
CCGGTTGGTGAAGAAGAGGTAGGCGATGGAGCCTGGGGGTCCGGGGAGCGAGGTCAGG
GGGTCAGAGGGGACCCGTCGATGGAACCA

Exón 10

10F:
TGCAGCCTTGGCCCGCAGGTGAGATGAGGGCTCCTGGTGCTGATGCCCTTCTCTCCTC
CTGCCTCAGCACCCAGCTTGACAGAGCCCACGGCGTCTCTTCCTATGACACCGTCATC
AGCAGGGACATCCAGGCCCCCGACGGGCTGGCTGTGGACTGGATCCACAGCAACATCT
ACTGGACCGACTCTGTCCTGGGCACTGTCTCTGTTGCGGATACCAAGGGCGTGAAGAG
GAAAACGTTATTCAGGGAGAACGGCTCCAAGCCAAGGGCCATCGTGGTGGATCCTGTT
CATGGGTGCGTATCCACGACGCTGAGGGCTGCAGAGGGAATGG

10R:
CACCCATGAACAGGATCCACCACGATGGCCCTTGGCTTGGAGCCGTTCTCCCTGAATA
ACGTTTTCCTCTTCACGCCCTTGGTATCCGCAACAGAGACAGTGCCCAGGACAGAGTC
GGTCCAGTAGATGTTGCTGTGGATCCAGTCCACAGCCAGCCCGTCGGGGGCCTGGATG
TCCCTGCTGATGACGGTGTCATAGGAAGAGACGCCGTGGGCTCTGTCAAGCTGGGTGC
TGAGGCAGGAGGAGAGAAGGGCATCAGCACCAGGAGCCCTCATCTCACCTGCGGGCCA
AGGCTGCAGGCAGGGGCGACGCTCACCTGCAGATCATTCTCTGGG

Exón 11

11F:
CCTGGCTGTTTCTTCCAGAATTCGTTGCACGCATTGGCTGGGATCCTCCCCCGCCCTC
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CAGCCTCACAGCTATTCTCTGTCCTCCCACCAGCTTCATGTACTGGACTGACTGGGGA
ACTCCCGCCAAGATCAAGAAAGGGGGCCTGAATGGTGTGGACATCTACTCGCTGGTGA
CTGAAAACATTCAGTGGCCCAATGGCATCACCCTAGGTATGTTCGCAGGACAGCCGTC
CCAGCCAGGGCCGGGCACAGGCTGGAGGACAGACGGGGGTTGCCAGGTGGCTCTGGGA
CAAGCCCAAGCTGCT

11R:
CCCCGTCTGTCCTCCAGCCTGTGCCCGGCCCTGGCTGGGACGGCTGTCCTGCGAACAT
ACCTAGGGTGATGCCATTGGGCCACTGAATGTTTTCAGTCACCAGCGAGTAGATGTCC
ACACCATTCAGGCCCCCTTTCTTGATCTTGGCGGGAGTTCCCCAGTCAGTCCAGTACA
TGAAGCTGGTGGGAGGACAGAGAATAGCTGTGAGGCTGGAGGGCGGGGGAGGATCCCA
GCCAATGCGTGCAACGAATTCTGGAAGAAACAGCCAGGCTCAGGCTTGGGAAATAGTC
CTGCTGGGAACCCCAAACT

Exón 12

12F:
CGTGGCCAGGCCCTCAGGACCCTCTGGGACTGGCATCAGCACGTGACCTCTCCTTATC
CACTTGTGTGTCTAGATCTCCTCAGTGGCCGCCTCTACTGGGTTGACTCCAAACTTCA
CTCCATCTCAAGCATCGATGTCAATGGGGGCAACCGGAAGACCATCTTGGAGGATGAA
AAGAGGCTGGCCCACCCCTTCTCCTTGGCCGTCTTTGAGGTGTGGCTTACGTACGAGA
TGCAAGCACTTAGGTGGCGGATAGACACAGACTATAGATCACTCAAGCCAAGATGAAC
GCA

12R:

Exón 13-14

13-14F:
GACAACAAAAAAACTAGTTGTGGAGAGAGGGTGGCCTGTGTCTTATCCCAGTGTTTAA
CGGGATTTGTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTTAGGACAAAGTATTTTGGACAGATATCA
TCAACGAAGCCATTTTCAGTGCCAACCGCCTCACAGGTTCCGATGTCAACTTGTTGGC
TGAAAACCTACTGTCCCCAGAGGATATGGTTCTCTTCCACAACCTCACCCAGCCAAGA
GGTAAGGGTGGGTCAGCCCCACCCCCCCAACCTTGAAACCTCCTTGTGGAAACTCTGG
AATGTTCTGGAAATTTCTGGAATCTTCTGGTATAGCTGATGATCTCGTTCCTGCCCTG
ACTCCGCTTCTTCTGCCCCAGGAGTGAACTGGTGTGAGAGGACCACCCTGAGCAATGG
CGGCTGCCAGTATCTGTGCCTCCCTGCCCCGCAGATCAACCCCCACTCGCCCAAGTTT
ACCTGCGCCTGCCCGGACGGCATGCTGCTGGCCAGGGACATGAGGAGCTGCCTCACAG
GTGTGGCACACGCCTTGTTTCTGCGTCCTGTGTCCTCCAACTGCCCCCTCCTGAGCCT
CTCTCTGCTCATCTGTCAAATGGGTAC

13-14R:
GGGGCAGTTGGAGGACACAGGACGCAGAAACAAGGCGTGTGCCACACCTGTGAGGCAG
CTCCTCATGTCCCTGGCCAGCAGCATGCCGTCCGGGCAGGCGCAGGTAAACTTGGGCG
AGTGGGGGTTGATCTGCGGGGCAGGGAGGCACAGATACTGGCAGCCGCCATTGCTCAG
GGTGGTCCTCTCACACCAGTTCACTCCTGGGGCAGAAGAAGCGGAGTCAGGGCAGGAA
CGAGATCATCAGCTATACCAGAAGATTCCAGAAATTTCCAGAACATTCCAGAGTTTCC
ACAAGGAGGTTTCAAGGTTGGGGGGGTGGGGCTGACCCACCCTTACCTCTTGGCTGGG
TGAGGTTGTGGAAGAGAACCATATCCTCTGGGGACAGTAGGTTTTCAGCCAACAAGTT
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GACATCGGAACCTGTGAGGCGGTTGGCACTGAAAATGGCTTCGTTGATGATATCTGTC
CAAAATACTTTGTCCTAAACAGGCAGCAAGGAAGATGACAAATCCCGTTAAACACTGG
GATGAGACACAGGCCACCCTCTCTCCACAACTAGTTTTTTTGTTTGTCTGTTTGTTTG
TTTGTTTGTTTCAGACAGAGTTTCACTTTTGTT

Exón 15

15F:
CAGAGATCCTCCTGCCTTGGCCTCCCAAGGTCATTTGAGACTTTCGTCATTAGGCGCA
CACCTATGAGAAGGGCCTGCAGGCACGTGGCACTCAGAAGACGTTTATTTATTCTTTC
AGAGGCTGAGGCTGCAGTGGCCACCCAGGAGACATCCACCGTCAGGCTAAAGGTCAGC
TCCACAGCCGTAAGGACACAGCACACAACCACCCGGCCTGTTCCCGACACCTCCCGGC
TGCCTGGGGCCACCCCTGGGCTCACCACGGTGGAGATAGTGACAATGTCTCACCAAGG
TAAAGACTGGGCCCTCCCTAGGCCCCTCTTCACCCAGAGACGGGTCCCTTCAGTGGCC
ACGAACATTTTGGTCAC

15R:
TCTCTGGGTGAGAGGGGCCTAGGGAGGGCCCAGTCTTTACCTTGGTGAGACATTGTCA
CTATCTCCACCGTGGTGAGCCCAGGGGTGGCCCCAGGCAGCCGGGAGGTGTCGGGAAC
AGGCCGGGTGGTTGTGTGCTGTGTCCTTACGGCTGTGGAGCTGACCTTTAGCCTGACG
GTGGATGTCTCCTGGGTGGCCACTGCAGCCTCAGCCTCTGAAAGAATAAATAAACGTC
TTCTGAGTGCCACGTGCCTGCAGGCCCTTCTCATAGGTGTGCGCCTAATGACGAAAGT
CTCAAATGACCTTGGGAGGCCAAGGCAGGAGGATCTCTTGAGTGAGTCCAGGAGTTTA
AGACTAGCCTGGTCAACATG

Exón 16

16F:
GTGTCCAGGGAGATGTGCCAGGCGCTTTCCTGCCGTGACCACCGTCCTCTGCCTGCTC
CATTTCTTGGTGGCCTTCCTTTAGACCTGGGCCTCACTCTTGCTTCTCTCCTGCAGCT
CTGGGCGACGTTGCTGGCAGAGGAAATGAGAAGAAGCCCAGTAGCGTGAGGGCTCTGT
CCATTGTCCTCCCCATCGGTAAGCGCGGGCCGGTCCCCCAGCGTCCCCCAGGTCACAG
CCTCCCGCTATGTGACCTCGTGCCTGGCTGGTTGGGCCTGTTCACTTTTTCTCCG

16R:
AGGCTGTGACCTGGGGGACGCTGGGGGACCGGCCCGCGCTTACCGATGGGGAGGACAA
TGGACAGAGCCCTCACGCTACTGGGCTTCTTCTCATTTCCTCTGCCAGCAACGTCGCC
CAGAGCTGCAGGAGAGAAGCAAGAGTGAGGCCCAGGTCTAAAGGAAGGCCACCAAAAA
ATGGAGCAGGCAGAGGACGGTGGTCACGGCAGGAAAGCGCCTGGCACATCTCCCTGGA
CACTTGGAGAACTTCCCAAGTCTGCGAGAGGCCACACGGGCTTATTTGTGAGA

Exón 17

17F:
TTGACCTCATGATCCGCCCGCCTCAGCCTCCCAAAATGCTGGGATTACAGGCGTGAGC
CACCAGGCCCAGGCCACAAGGCGATCTCTAAACAAACATAAAAGACCAGGAGTCAAGG
TTATGGTACGATGCCCGTGTTTTCACTCCAGCCACGGAGCTGGGTCTCTGGTCTCGGG
GGCAGCTGTGTGACAGAGCGTGCCTCTCCCTACAGTGCTCCTCGTCTTCCTTTGCCTG
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GGGGTCTTCCTTCTATGGAAGAACTGGCGGCTTAAGAACATCAACAGCATCAACTTTG
ACAACCCCGTCTATCAGAAGACCACAGAGGATGAGGTCCACATTTGCCACAACCAGGA
CGGCTACAGCTACCCCTCGGTGAGTGACCCTCTCTAGAAAGCCAGAGCCCATGGCGGC
CCCCTCCCAGCTGGAGGCATATGATCCTCAAG

17R:
GGGCTCTGGCTTTCTAGAGAGGGTCACTCACCGAGGGGTAGCTGTAGCCGTCCTGGTT
GTGGCAAATGTGGACCTCATCCTCTGTGGTCTTCTGATAGACGGGGTTGTCAAAGTTG
ATGCTGTTGATGTTCTTAAGCCGCCAGTTCTTCCATAGAAGGAAGACCCCCAGGCAAA
GGAAGACGAGGAGCACTGTAGGGAGAGGCACGCTCTGTCACACAGCTGCCCCCGAGAC
CAGAGACCCAGCTCCGTGGCTGGAGTGAAAACACGGGCATCGTACCATAACCTTGACT
CCTGGTCTTTTATGTTTGTTTAGAGATCGCCTTGCGGCCTGGGCCTGGTGGCTCACGC
CTGTAATCCCAGCATTTTGGGAGGCTGAGGCGGGCGGATCATGAGGTCAAGAGTTCGA
GACCAGCCTGGCCAACATGATGAAACCCAG

Exón 18

18F:
TCTGGCGGCTCCTGGGGGAACATGCTTGGGGATCAGGCTGGGGGAGGCTGCCAGGCCC
AGGAGGTGAGAAGTAGGTGGCCTCCAGCCGTGTTTCCTGAATGCTGGACTGATAGTTT
CCGCTGTTTACCATTTGTTGGCAGAGACAGATGGTCAGTCTGGAGGATGACGTGGCGT
GAACATCTGCCTGGAGTCCCGTCCCTGCCCAGAACCCTTCCTGAGACCTCGCCGGCCT
TGTTTTATTCAAAGACAGAGAAGACCAAAGCATTGCCTGCCAGAGCTTTGTTTTATAT
ATTTATTCATCTGGGAGGCAGAACAGGCTTCGGACAGTGCCCATGCAATGGCTTGGGT
TGGGATTTTGGTTTCTTCCTTTCCTCGTGAAGGATAAGAGAAACAGGCCCGGGGGGAC
CAGGATGACACCTCCATTTCTCTCCAGGAAGTTTTGAGTTTCTCTCCACCGTGACACA
ATCCTCAAACATGGAAGATGAAAGGGCAGGGGATGTCAGGCCCAGAGAAGCAAGTGGC
TTTCAACACACAACAGCAGATGGCACCAACGGGACCCCCTGGCCCTGCCTCATCCACC
AATCTCTAAGCCAAACCCCTAAACTCAGGAGTCAACGTGTTTACCTCTTCTATGCAAG
CCTTGCTAGACAGCCAGGTTAAGCCTTTGA

18R:
CTCCTGAGTTTAGGGGTTTGGCTTAGAGATTGGTGGATGAGGCAGGGCCAGGGGGTCC
CGTTGGTGCCATCTGCTGTTGTGTGTTGAAAGCCACTTGCTTCTCTGGGCCTGACATC
CCCTGCCCTTTCATCTTCCATGTTTGAGGATTGTGTCACGGTGGAGAGAAACTCAAAA
CTTCCTGGAGAGAAATGGAGGTGTCATCCTGGTCCCCCCGGGCCTGTTTCTCTTATCC
TTCACGAGGAAAGGAAGAAACCAAAATCCCAACCCAAGCCATTGCATGGGCACTGTCC
GAAGCCTGTTCTGCCTCCCAGATGAATAAATATATAAAACAAAGCTCTGGCAGGCAAT
GCTTTGGTCTTCTCTGTCTTTGAATAAAACAAGGCCGGCGAGGTCTCAGGAAGGGTTC
TGGGCAGGGACGGGACTCCAGGCAGATGTTCACGCCACGTCATCCTCCAGACTGACCA
TCTGTCTCTGCCAACAAATGGTAAACAGCGGAAACTATCAGTCCAGCATTCAGGAAAC
ACGGCTGGAGGCCACCTACTTCTCACCTTCTGGGCCTGGCAGCCTCCCCCAGCCTGAT
CCCCAAGCATGTTCCCCCAGGAGCCGCCAGAGGGAGATGGTGAGTACCGGATTCAGTC
ACTTCCCACTGCTCTCAGGGCAAAAGCCCAAAAGTA
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12.4.3. Congruencia entre cebadores

Figura 12.9: Congruencia entre cebadores F y R del exón 1.
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Figura 12.10: Congruencia entre cebadores F y R del exón 2.
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Figura 12.11: Congruencia entre cebadores F y R del exón 3.

Figura 12.12: Congruencia entre cebadores F y R del exón 4.
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Figura 12.13: Congruencia entre cebadores F y R del exón 5.

Figura 12.14: Congruencia entre cebadores F y R del exón 6.
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Figura 12.15: Congruencia entre cebadores F y R del exón 7.

Figura 12.16: Congruencia entre cebadores F y R del exón 8.

70



Figura 12.17: Congruencia entre cebadores F y R del exón 9.

Figura 12.18: Congruencia entre cebadores F y R del exón 10.

Figura 12.19: Congruencia entre cebadores F y R del exón 11.
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Figura 12.20: Congruencia entre cebadores F y R del exón 12.

Figura 12.21: Congruencia entre cebadores F y R del exón 13-14.
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Figura 12.22: Congruencia entre cebadores F y R del exón 15.

Figura 12.23: Congruencia entre cebadores F y R del exón 16.
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Figura 12.24: Congruencia entre cebadores F y R del exón 17.
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Figura 12.25: Congruencia entre cebadores F y R del exón 18.
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12.4.4. Alineamiento con secuencia de referencia

Figura 12.26: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 1
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Figura 12.27: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 2
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Figura 12.28: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 3
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Figura 12.29: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 4

Figura 12.30: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 5

79



Figura 12.31: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 6

Figura 12.32: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 7
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Figura 12.33: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 8

Figura 12.34: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 9
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Figura 12.35: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 10

Figura 12.36: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 11
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Figura 12.37: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 12

Figura 12.38: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exones 13-14
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Figura 12.39: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 15

Figura 12.40: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 16
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Figura 12.41: Alineamiento entre secuencia obtenida y de referencia exón 17

12.5. Variantes detectadas

Figura 12.42: Variante Heterocigota c.941-148A>AG en intrón 6-7 del gen LDLR
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Figura 12.43: Variante homocigota c.1060+7T>C y variante heterocigota c.1060+10G>GC en
intrón 7-8 del gen LDLR.

Figura 12.44: Variante heterocigota c.1359-30C>CT y intrón 9-10 del gen LDLR.
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Figura 12.45: Variante heterocigota c.1413A>AG en exón 10 del gen LDLR.

Figura 12.46: Variante heterocigota c.1706-55A>AC en intrón 11-12 del gen LDLR.
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Figura 12.47: Variante heterocigota c.1773C>CT en exón 12 del gen LDLR.

Figura 12.48: Variante heterocigota c.1959T>TC en exón 13-14 del gen LDLR.
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Figura 12.49: Deleción c.1846-96_1846-93del en intrón 12-13 del gen LDLR.

Figura 12.50: Variante homocigota c.2232A>G en exón 15 del gen LDLR.
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Figura 12.51: Variante heterocigota c.2389+46C>CT en intrón 16-17 del gen LDLR.

Figura 12.52: Variante heterocigota c.2390-136G>GA en intrón 16-17 del gen LDLR.
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Figura 12.53: Variante heterocigota c.2548-80G>GA en intrón 17-18 del gen LDLR.

Figura 12.54: Variante heterocigota c.2548-42A>AG en intrón 17-18 del gen LDLR.
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Figura 12.55: Variante heterocigota c.2548-19G>GA en intrón 17-18 del gen LDLR.

Figura 12.56: Variante heterocigota c.*52G>GA en exón 18 del gen LDLR.
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Figura 12.57: Variante homocigota c.*315G>C en exón 18 del gen LDLR.

Figura 12.58: Cantidad de mutaciones exónicas detectadas.
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Figura 12.59: Mutaciones benignas y probablemente benignas identificadas
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