CHILE

UNIVERSIDAD DE TALCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA DE TECNOGIA MEDICA

ESTANDARIZACION DE PCR PARA LA DETECCION DE LA
MUTACION DEL GEN HTT EN LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO ACADEMICO
DE LICENCIADO EN TECNOLOGIA MEDICA

ALUMNO: LUCIANO MARTINEZ SEPULVEDA.
PROFESOR GUIA: Dr. ERNESTO SOLIS

TALCA - CHILE
2019



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2020

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas






INDICE

Pag.

1- Resumen. 6

2- Introduccion. 7
3- Marco teorico. 10
3.1- Enfermedad de Huntington y su etiologia. 10
3.2- Epidemiologia de la enfermedad de Huntington. 11
3.3- Manifestaciones clinicas. 13
3.4- Trastorno del movimiento: Corea y otros. 16
3.5- Trastornos neuropatoldgicos. 19
3.6- Aspectos geneticos moleculares: Gen de la huntingtina (HTT) 20
3.7- Diagnostico para la enfermedad de Huntington. 20
3.8- Protocolo para pruebas genéticas para la enfermedad de Huntington 24
3.9- Extraccion de ADN para la PCR. 26
3.10- Reaccidn en cadena de la polimerasa. 27
3.11- Aplicaciones de una PCR. 29
3.12- Medidas para optimizar la PCR. 29
3.13- Sensibilidad y especificidad de la técnica. 30
3.14- Concepto de estandarizacion de la PCR. 35

4- Hipdtesis y objetivos. 37
4.1- Objetivo general. 37
4.2- Objetivos especificos. 37

5- Metodologia. 38
5.1- Extraccion de ADN. 38
5.2- Cuantificacion del ADN. 39
5.3- Reaccion de PCR. 39
5.4- Modificacion de la mezcla de reaccion y programa de PCR. 40
5.4.1- Variacion de la concentracion de cloruro de magnesio. 40




5.4.2- Variacion de la concentracion de aditivo 360 GC de la Taq 41
polimerasa.

5.4.3- Variacion de la concentracion de ADN. 41

5.4.4- Variacion del nimero de ciclos de amplificacion. 41

5.4.5- Variacion de la temperatura de alineamiento de los iniciadores. 42

5.5- Verificacion del producto amplificado. 42

6- Resultados. 44

7- Discusién. 50

8- Conclusion. 58

9- Bibliografia 60




INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

Figura 1: Frecuencia de la enfermedad de Huntington segtn edad
Figura 2: Ciclo de vida de la enfermedad de Huntington
Figura 3: Esquema de las vias de sefializacion alteradas en Huntington
Figura 4: Frecuencia de repeticiones de CAG normal y expandido
Figura 5: Atrofia prodromica en RMN
Figura 6: Rango de repeticiones CAG en el gen HTT
Figura 7: Variacion de la concentracion de cloruro de magnesio
Figura 8: Variacion del aditivo comercial
Figura 9: Variacion de la concentracion de ADN
Figura 10: Variacion del namero de ciclos
Figura 11: Variacion de la temperatura de alineamiento de iniciadores
Figura 12: Variacion extendida de la temperatura de alineamiento de iniciadores
Tablas:
Tabla 1: Preparacion de mezcla de PCR con variacion de concentracion
cloruro de magnesio.
Tabla 2: Preparacion de mezcla de PCR con variacion de volumen
del aditivo
Tabla 3: Preparacion de la mezcla para PCR con ADN a diferentes
Concentraciones
Tabla 4: Preparacion de la mezcla para muestra de ADN a diferentes
Concentraciones
Tabla 5: Preparacion de la mezcla estandar para PCR utilizada con
variaciones numero de ciclos y temperaturas de anillado
Tabla 6: Preparacion estandar de mezcla para PCR.
Tabla 7: Revision y comparacion sistémica de protocolos de PCR
para la enfermedad de Huntington.

Pag.

16
18
22
23
34
45
46
47
48
49
49

44
63
63
64
64

64
65



1- RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa con herencia
autosémica dominante que afecta el sistema nervioso central y mas predominantemente a los
ndcleos basales, caracterizada por movimientos involuntarios tipo corea, alteraciones
psiquiatricas y deterioro cognitivo. Se origina por una mutacion tipo expansion del
trinucle6tido CAG del extremo 5, en el exdn 1 del gen que codifica la proteina Huntingtina
(HTT), localizado en el brazo corto del cromosoma 4 (4p16.3). Actualmente en Chile la
prueba diagnostica suele ser poco accesible debido a su alto costo. Es por ello entonces, que
el objetivo de este estudio fue estandarizar un protocolo de PCR para la deteccion de la
mutacion del gen HTT en la enfermedad de Huntington, mucho méas econdémico, y acorde a
la realidad de los centros de salud del pais. Las variables implicadas en la estandarizacion
fueron: concentracion de cloruro de magnesio (MgCl), porcentaje del aditivo para la Taq
polimerasa, concentracion de ADN, numero de ciclos de la PCR y cambio de la temperatura
de alineamiento de iniciadores. Estas fueron aplicadas a una muestra de paciente sano (sin la
mutacion) y a una muestra de paciente que presentaba signos de la enfermedad (con la
mutacion), ambos con resultado de prueba genética conocido y confirmado por PCR y

electroforesis capilar en laboratorio externo.

Se encontro que las condiciones dptimas tanto para la mezcla de reaccion de PCR, como
para el programa de amplificacion fueron: concentracion de 2mM de cloruro de magnesio
(MgCl), 100 ng/uL de ADN, 10% de aditivo, temperatura de anillado de iniciadores de 65°C
y 30 ciclos en la reaccion, verificado en un gel de agarosa al 2%. Por lo tanto, se
estandarizaron los parametros de la reaccion de PCR convencional que permitirian la
deteccién de la mutacion del gen HTT en la enfermedad de Huntington para su respectiva

validacion y caracterizacion especifica en geles de poliacrilamida.



2- INTRODUCCION

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa con herencia
autosémica dominante que afecta el sistema nervioso central y mas predominantemente a los
ndcleos basales, caracterizada por movimientos involuntarios tipo corea, alteraciones
psiquiatricas y deterioro cognitivo .(1) Es de tipo hereditaria, con un patrén de transmision
autosémico dominante y de aparicién tardia, con penetrancia completa en portadores del alelo
mutado con 40 o més repeticiones del trinucleétido CAG (citosina, adenina, guanina). Esto
implica que todos los individuos que hereden el alelo mutado eventualmente desarrollaran la

enfermedad, a menos que mueran de otras causas antes del inicio de los sintomas. (2)

El gen involucrado fue clonado en el afio 1993. (3) La mutacion consiste en una expansion
del trinucledtido CAG, cerca del extremo 5°, en el exon 1 del gen localizado en el brazo corto
del cromosoma 4 (4p16.3). que inicialmente fue denominado I1T15 (del inglés interesting
transcript 15), y que actualmente se conoce como HTT. La expansion CAG se traduce en una
proteina huntingtina defectuosa con un segmento de poliglutaminas (poliQ) cercana al

extremo amino terminal. (4)

A pesar de que la edad de inicio o en la que se pueden presentar las primeras
manifestaciones clinicas se describe como un fendmeno variable, suele ocurrir entre la tercera
y quinta década de vida, lo que en términos generales se considera como una enfermedad de
aparicion tardia. La edad de inicio de los sintomas motores se correlaciona inversamente con
el nimero de repeticiones. Entre més alta es la cantidad de estas repeticiones, los sintomas
motores se presentan a menor edad. Este hecho se conoce con el nombre de fendmeno de
anticipacion. A pesar de que el namero de repeticiones explica un porcentaje importante de
la variabilidad en la edad de inicio, ain permanece una fraccién que no puede ser atribuido a

éste y donde se piensa pueden intervenir otros genes modificadores.



La distribucion mundial de la enfermedad es similar entre hombres y mujeres. El origen
de la enfermedad segun los estudios genealdgicos estaria en paises como Francia, Alemania
y Holanda (oeste de Europa), con posterior dispersion hacia Australia, Inglaterra, Sudéafrica
y América. Las mayores tasas de prevalencia ocurren en la costa occidental del lago de
Maracaibo de Venezuela, luego en la isla de Tasmania (Sur de Australia) y en Moray Firth
de Escocia. (5)

En Chile, Cruz Cocke (6) indica una prevalencia aproximada de 1:25.000 habitantes para
el afio 1994. Sin embargo, hasta la fecha no se tiene otro estudio nacional mas actualizado.
Esto limita el desarrollo de politicas publicas que vayan en beneficio de estas personas, el
acceso a pruebas diagnosticas y a los tratamientos correspondientes. La aplicacion temprana
de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR como metodo diagnostico es un aporte para
el manejo clinico y asesoramiento genético de los pacientes, mejorando considerablemente

la calidad de vida de los mismos y sus familias.

El centro de trastornos del movimiento (CETRAM), es una organizacion que junto con la
agrupacion chilena de Huntington trabaja en brindar una atencién integral y
multidisciplinaria a las familias con EH, muchas de las cuales no han tenido el debido acceso
a la prueba genética para confirmar su diagnostico. Teniendo en cuenta esto ultimo, es que
se ha generado la colaboracion conjunta con el laboratorio de medicina molecular de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Talca con el fin de estandarizar un protocolo de
PCR convencional que permita obtener resultados confiables y estandarizados para la
deteccidn de la mutacion en un gel de agarosa, que discrimine en un primer paso segun la
aparicion de las bandas la presencia o0 no de una mutacion y que posteriormente permita la
determinacion del nimero exacto de repeticiones CAG en geles de poliacrilamida y su
validacion como prueba diagndstica. La particularidad de esta estrategia por sobre la serie de
técnicas moleculares existentes que utilizan electroforesis capilar o secuenciacion de Sanger
para detectar expansiones CAG en el gen HTT radica en la accesibilidad, ya que los reactivos,
el equipamiento y los insumos para una PCR convencional, en general, son de menor costo.

Ademas, se debe mencionar que esto viene a ser la primera estandarizacion de una técnica



de diagnostico para enfermedad genética en la Escuela de Medicina de la Universidad de
Talca, por lo que, este estudio constituye un paso hacia adelante en la busqueda de la
aplicacion del concepto de salud como un derecho ciudadano y en el necesario desarrollo del
diagndstico de enfermedades genéticas en la Region del Maule.



3- MARCO TEORICO

3.1- Enfermedad de Huntington y su etiologia.

La enfermedad de Huntington (EH), conocida también con el nombre de el “mal de San
Vito” por los movimientos aberrantes asimilables a un tipo de baile que sufren los pacientes.
Esta enfermedad fue descrita en el afio 1872 por el médico norteamericano George Summer
Huntington, quien hizo el primer estudio clinico completo y detallado de una enfermedad
familiar, cuyos primeros pacientes habian sido estudiados junto a su abuelo y su padre en
Long Island, Nueva York. Este estudio describia como principal caracteristica de la
enfermedad un espasmo clénico que afectaba a los musculos voluntarios, donde no habia
pérdida de voluntad frente a estas contracciones, pero el poder de ésta sobre los musculos

involucrado era deficiente. (7)

La EH se presenta como una patologia de tipo neuroldgica, hereditaria y altamente
degenerativa. En condiciones normales el triplete CAG del gen HTT codifica para el
aminodacido glutamina de la proteina huntingtina, pero cuando ocurre la mutacion y se genera
una expansion considerable del triplete CAG, esta se traduce en un aumento también del
namero de glutaminas en la proteina con su consiguiente disfuncién y la posterior aparicion
de la enfermedad neuroldgica. Por su naturaleza molecular, esta patologia pertenece al grupo
de las poliQ, o mejor conocida como enfermedades causadas por poliglutaminas. Dentro de
los cuadros similares de este grupo esta la ataxia espinocerebelosa, el sindrome de X fragil, la
ataxia de Friedreich y atrofia muscular bulbo espinal (enfermedad de Kennedy). El tipo de
herencia se describe como autosémica dominante, donde las manifestaciones clinicas se

generan a partir de la superacion de un umbral de repeticiones CAG (>40). (8)
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La huntingtina tiene una expresion ubicua en diferentes tipos celulares, tiene un alto
namero de interacciones con otras moléculas y si bien, la funcién principal no es conocida
del todo, se sabe que esté presente en funciones de apoyo en la regulacion transcripcional, el
desplazamiento nucleocitoplasmatico, la funcién sinaptica y la actividad antiapoptotica. (9)

La proteina es de amplia distribucion, pero la region anatémica principalmente afectada
es el cuerpo estriado, especificamente en las neuronas gabaérgicas de proyeccion espinal
media, tanto de la de via dopaminérgica directa como la de via indirecta. Esta Gltima esté&
encargada de suprimir los movimientos inapropiados y es la que se ve afectada de forma mas

inmediata, por ende, responsables de los movimientos coreicos clasicos.

El metabolismo celular también sufre alteraciones, esto se ha podido comprobar en
cerebros postmortem en los que se evidencian procesos metabolicos interrumpidos, y
disfuncién energética en tejido neuronal y muscular. Guardando asi, directa relacion con la
disminucidn del peso y el indice de masa corporal de los pacientes con EH. Se ha demostrado
que el déficit de peso es un signo independiente de la cantidad de corea presente, pero su
manifestacion se evidencia en sujetos pre-EH debido a un desequilibrio que estos pueden
tener en el uso de la energia, por lo que es factible considerarlo como un proceso primario de

la enfermedad. (8)

3.2- Epidemiologia del Huntington.

La frecuencia poblacional de enfermedades monogénicas como es el caso de la EH
depende principalmente de su modo de herencia, tasa de mutacién y aptitud reproductiva.
Otros factores estan definidos por caracteristica de la poblacion tales como la migracion, la
endogamia, el apareamiento variado y el tamafio de la poblacion. (6) A nivel global la EH
se describe con una prevalencia de 5 a 10 por 100.000 habitantes, pero con una tendencia

geogréafica bastante marcada. (10) En cuanto a este Ultimo punto, existen estudios de
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prevalencia mundial de la EH que pueden ampliar el panorama y se mencionan a

continuacion.

Se ha encontrado que existe una variacion de mas de diez veces entre las distintas regiones
geogréficas. Las tasas de prevalencia en el continente africano son muy bajas (Sudafrica 0.02-
0.05 por 100,000 y Zimbawe 0.48-1.84 por 100,000). En América del Norte, autores como
Folstein reportan una prevalencia entre la poblacion afrodescendiente de 6.37 por 100,000 y
en blancos de 4,79 por 100,000. En paises asiaticos como Japdn, Hong Kong, Corea del Sur
y Taiwan la prevalencia fue de 0,42 por 100.000. En cuanto a las poblaciones caucasica de
lugares como Australia, Europa Occidental incluyendo el Reino Unido y América del Norte,
la tasa de prevalencia fue de 9.71 por 100,000. (11) En Latinoamérica la enfermedad de
Huntington muestra una sorprendente tendencia geografica en el Oeste de la Costa del lago
Maracaibo, estado Zulia, Venezuela con una tasa de 700 por 100.000 habitantes. (1) Ademas
de esto segun una revision sistematica de la EH realizada en el continente por Castilhos et al.
(12) pacientes de paises como Brasil y Venezuela presentaron haplotipos similares a los
observados en Europa sugiriendo un origen ancestral caucasico. No asi pacientes de Perd,
donde ademas del Haplogrupo A ligado al cromosoma con la mutacion méas frecuentemente
encontrado en caucasicos, se encontro la presencia en un 15% de pacientes del Haplogrupo
C lo que sugiere un origen amerindio en esos afectados. Finalmente, en lo que respecta a
Chile, la situacion es similar a la de Norteamérica, con nimeros que van de los 4 a 8 casos

por cada 100.000 habitantes segun el estudio realizado por Cruz Cocke en los afios noventa.

(8)

La distribucion es homogénea entre hombres y mujeres a lo largo del mundo, no hay
evidencias de gue la mutacién tenga una preponderancia por género para presentarse. Los
estudios genealdgicos afirman que el origen de la EH se encuentra en el Oeste de Europa,
especificamente en Francia, Alemania y Holanda, con posterior extension hacia Inglaterra,

Sudafrica, Australia y el continente americano. (5)
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3.3- Manifestaciones clinicas.

La enfermedad de Huntington se caracteriza clinicamente por afectacion de tres areas
fundamentales: motora, psiquiatrica y cognitiva. Desde el punto de vista motor, las
principales caracteristicas son los movimientos involuntarios tipo corea (movimientos
irregulares, repetitivos, breves) en boca, manos, pies, cabeza y tronco, que pueden iniciarse
como pequerios tics en una extremidad o cara de forma intermitente hasta generalizarse y
hacerse mas frecuentes; deterioro en movimientos voluntarios con torpeza motora,
enlentecimiento de movimientos o bradicinesia, distonia y finalmente rigidez, asimismo
ataxia, disartria, impersistencia motora, disfagia, alteraciones de los movimientos oculares,
del equilibrio y de la marcha con pérdida progresiva de la deambulacién. Dentro de las
manifestaciones psiquiatricas podemos encontrar depresion, cambios en la personalidad,
ansiedad, apatia, ideacion suicida, trastornos psicéticos entre otros. Otro aspecto importante
es el deterioro cognitivo progresivo que evoluciona a demencia subcortical, con alteraciones

de memoria, de funciones ejecutivas y atencion, entre otras.

Otras manifestaciones clinicas que pueden ocurrir son: pérdida de peso asociada a
alteraciones en metabolismo energético, a pesar de la hiperfagia que suele caracterizar a
estos pacientes; hipotonia: las personas con EH experimentan una brusca perdida del tono
muscular, que con el tiempo las lleva a depender de instrumentos de apoyo para mantenerse
de pie conduciendo finalmente a pérdida de la deambulacion; cefalea: de intensidad
moderada a severa y que suele iniciarse en las zonas occipito-cervical para luego pasar a la
frontotemporal o viceversa, avanzando finalmente hasta generalizarse; trastornos urinarios
tipo incontinencia urinaria sobre todo en estadios mas avanzados; narcolepsia: los individuos
afectados pueden quedarse dormidos repentinamente a cualquier hora del dia; despertar
psicomotor tardio con desasosiego Yy trastornos de la libido: con aumento o disminucion de

la misma. (13)

Las manifestaciones clinicas de la EH tienen una edad de inicio que oscila entre la cuarta

y la quinta década de vida, pero no es el inico momento en el que estas se presentan, pudiendo
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distinguirse cuatro formas en base a la clasificacion etaria. Alrededor de un 10% de casos
ocurren en una etapa infantil donde las alteraciones patoldgicas son visibles antes cerca de
los 10 afios, también una forma juvenil de inicio anterior a los 20 afios.(14) Finalmente, la
manifestacion adulta o clasica que se encuentra en mayor proporcion, que es precisamente la
descripcion de un paciente promedio (ver figura 1). A lo ya mencionado se puede agregar
otro estado clinico, conocido como la forma tardia; ocurre después de los 55 afios de edad,
pudiéndose observar corea pura y ausencia de deterioro intelectual, con una presentacion, en

general, mas lenta.

- __DDD]:MHHHDDDE&

5 1015 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Frequency

5 Year Age Ranges

Figura 1: Grafica de la frecuencia en la que se presenta la EH segun la edad. (Myers, 2004)

Un factor que incide en la edad de aparicion de las primeras manifestaciones clinicas es
la cantidad de replicaciones de CAG que puedan existir de en una misma persona, ya que, a
mayor numero de repeticiones, mas temprano inicia la enfermedad; por lo que una prueba

genética es clave para desarrollar en mayor profundidad este tipo de correlaciones. (15)

En la enfermedad de Huntington, de acuerdo con su evolucion (la cual puede ser variable
entre un individuo y otro incluso dentro de una misma familia) es posible diferenciar varios
estadios. Para realizar esta clasificacion se toma en cuenta principalmente el aspecto motor
(16) En la literatura que hace referencia a este punto se encuentra la escala de Fahn-Marsden
(Burke et, al., 1985) en la que se estratifica la severidad respecto a las alteraciones del habla,
la deglucion, movimiento de 0jos, alteraciones motoras en boca, cuello, brazo, tronco, pierna,
alimentacion, higiene el caminar, ente otros. A cada uno de estos se les da una puntuacién de

0 a 4, generando cinco estadios, donde el 0 para todos los casos significa normal o ausencia
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de algun movimiento erratico, mientras que el valor 4 hace referencia a un dafio severo. (16)
Esta escala es de alto valor diagndstico, especialmente en la eleccion de un tratamiento para
el paciente segun su condicion. Si se quisiera hacer un analisis mas integro en el que se
contemple ademas del &mbito motor, la funcién neuroldgica de un paciente, se tiene la escala
de calificacion de capacidad funcional de Shoulson-Fahn de 1979, que mide la independencia
en actividades diarias como comer, vestirse y administrar las finanzas personales, y se utiliza
para estadificar la enfermedad y seguir su progresion. Al respecto se han llevado a cabo
multiples estudios de correlacidn entre la discapacidad temprana de un individuo y la manera
en que este desarrolla la enfermedad usando precisamente este método como herramienta de
evaluacion. (17) Sus autores distinguen cinco estadios, con cuatro pardmetros cada uno como
los ya mencionados, siendo organizados de forma ascendente en cuanto a incapacidad

funcional.

Por otro lado, autores como Walker et al. (18), describe cuatro estadios de forma
transversal en pacientes con EH. Aqui hace una relacion del ciclo de vida completo
incluyendo no solo los aspectos motores, sino que también la implicancia genética y la
condicién neuropatolégica de acuerdo al estadio correspondiente, por lo general las causas
maés frecuentes de muerte son la neumonia posterior encamamiento prolongado, asfixia por

broncoaspiracion debido a los problemas de deglucion, y el suicidio (ver figura 2).
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Figura 2: Ciclo de vida en la enfermedad de Huntington (Walker, 2007)

La figura 2 describe la evolucién secuencial de los de la EH y, en ultima instancia, la
naturaleza recurrente de la enfermedad de Huntington desde la perspectiva de un nifio nacido
de un padre afectado. La cronologia de los eventos familiares muestra los sucesos que pueden
ocurrir en diferentes secuencias para diferentes individuos; independientemente de si hay una
sincronizacion o no. Dichos eventos pueden tener implicancias clinicamente significativas.
(18)

3.4- Fisiopatologia de la Corea en la Enfermedad de Huntington.

La corea es la alteracion caracteristica del movimiento en la enfermedad de Huntington.
Resulta de la disfuncion generada dentro de un complejo de red neuronal que se encuentra

interconectando areas corticales motoras con un grupo de ndcleos subcorticales denominados
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colectivamente ganglios basales. Estos ultimos incluyen el nucleo caudado, putamen,
segmentos externos e internos del globo palido (GPe y GPi), junto con estructuras asociadas
como el ndcleo subtaldmico y la sustancia negra. (19)

Para poder comprender el origen de esta manifestacion es necesario ampliar el panorama
de la morfofisiologia implicada (ver figura 3). Al respecto se describe una relacion directa
con la degeneracion de los ganglios basales antes mencionados, los cuales estan constituidos
por el cuerpo estriado y el nacleo amigdaloide. La sustancia negra (SN) y el nucleo
subtalamico (NST) también se incluyen dentro de los ganglios basales, debido a sus
conexiones con los nucleos anteriores. El cuerpo estriado comprende el neoestriado (NC y
putamen) y el paleoestriado o globo palido (GP). Este ultimo se divide en externo (Gpe) e
interno (Gpi). Las proyecciones de la corteza y de la SNc terminan principalmente en el
caudado-putamen. La informacion del caudado-putamen se dirige al GPi/SNr a través de 2
vias: una directa monosinaptica y una indirecta que pasa a traves del GPe y el NST. La
liberacion de dopamina de los terminales nigroestriados parece tener accion moduladora en
la actividad de las vias directa e indirecta. La transmision es facilitada por los receptores D1
en la via directa e inhibida por los receptores D2 en la indirecta. El efecto final de la liberacion
estriatal de la dopamina es una reduccion de la actividad de las conexiones de salida de los
ganglios basales, lo que conduce a una hiperactividad de las neuronas de proyeccién talamo-
corticales. Segun este modelo, la estimulacion de la via directa produce una reduccion en la
actividad de las conexiones de salida de los ganglios basales causando una desinhibicion de
las neuronas talamo-corticales y facilitacion del movimiento. Por el contrario, la activacion
de la via indirecta conduciria a un incremento en la actividad de las conexiones de salida de
los ganglios basales y la supresidon del movimiento. Precisamente la EH se caracteriza por un
descenso en la actividad de las conexiones de salida de los ganglios basales. Teniendo en
cuenta todo lo mencionado, se afirma entonces que el mecanismo de produccién de los
movimientos coreicos seria el siguiente: la degeneracion de las neuronas estriatales que se
proyectan al GPe (via indirecta) produciria una desinhibicién del GPe, seguida de un aumento
de la inhibicion del NST y, como consecuencia, una reduccién de la actividad del GPi y de
la conexion de salida hacia el talamo. La desinhibicién del talamo originaria una

hiperactividad de la via talamo-cortical y la aparicién de los movimientos coreicos. (20)
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Figura 3: Esquema de las vias de sefializacion alteradas en la EH (Cardoso, 2006).

Glu = glutamato; SP = sustancia p; Enk = encefalina; STN = ndcleo subtalamico; Th =

talamo.

Las vias de salida estriato-palido-talamicas que facilitan (a través de la via directa) o

inhiben (a través de la via indirecta) la actividad motora cortical. La modulacién se logra

mediante diferentes niveles de actividad de las proyecciones inhibitorias GABAérgicas del

GPi al nucleo motor del talamo. Una desinhibicion cortical motora neta conducen a un mayor

impulso motor talamo-cortical con aumento de la activacion cortical motora produciendo

corea. (19)
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3.5- Trastornos neuropatoldgicos.

Las alteraciones neuropatoldgicas en la EH son muy selectivas, con pérdida importante
de células y atrofia de los nucleos caudado y putamen que como es sabido juegan un rol
fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad; Investigadores como Vonsattel et al. (21)
De forma més detallada, describen la patologia afirmando que el 80% de los cerebros de
pacientes con EH presenta atrofia de los lI6bulos frontales, si se examina macroscopicamente
la seccion coronal revela atrofia simétrica bilateral del cuerpo estriado en el 95% de los
cerebros con EH. Esta atrofia del estriado es prominente en 80% leve en 15%, y sutil en 5%
de los casos. En cuanto al tamafio cerebral VVonsattel menciona que, como regla general, el

cerebro es difusamente mas pequefio de lo normal en la etapa tardia de la enfermedad.

Los dafios ya mencionados son considerados como los principales desencadenantes de
trastornos psiquiatricos conductuales, que, como se mencioné en un principio pueden
constituir el primer sintoma. Estos se caracterizan por: cambios en la personalidad, cuadros
depresivos, paranoia, alucinaciones, agitacion, apatia, disminucién de la libido, inatencion
para seguir una conversacion, descuido del aseo personal, etc. Como es de esperarse, el area
cognitiva también se ve muy deteriorada dejando ver fallas en la memoria a corto plazo y
alteracion del juicio; su cuspide se alcanza con el desarrollo de la demencia que incapacita
ampliamente a los afectados. Esta es de tipo subcortical, donde principalmente se puede

detectar lentitud en el pensamiento. (13)

Un alto numero de repeticiones del trinucleotido CAG no solo se relaciona a la premura
con la que se presentara la enfermedad en un individuo, sino que ademas existe una
correlacién entre esta carga genética y el grado de severidad neuropatolégica. Un alto nimero
de repeticiones de CAG se corresponde con una pérdida neuronal también mucho mas
acentuada. (20)
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3.6 Aspectos genéticos moleculares: Gen de la Huntingtina (HTT).

El gen HTT esta directamente vinculado a la enfermedad de Huntington, la expansién del
trinucloetido CAG en el exdn 1 se traduce en una proteina Huntingtina inestable y anémala
con cola de poliglutamina. EI gen HTT se encuentra en el cromosoma 4 humano,
especificamente en la ubicacion 4p16.3, muy cercano al telomero del brazo corto del
cromosoma. Esta region es de aproximadamente 1000 Kb y tiene un contenido génico
potencial de unos 5000 genes de los cuales se sospecha que 27 estan relacionados con
enfermedades. (22) El locus donde se aloja es grande, abarca 180 kb y consta de 67
exones. Se expresa de dos formas poliadeniladas con abundancia relativa en diversos tejidos
fetales y adultos. EIl transcrito mayor es de aproximadamente 13.7 kb y se expresa
predominantemente en el cerebro adulto y fetal, mientras que el mas pequefio de
aproximadamente 10.3 kb se expresa mas ampliamente por otros tejidos. Este gen contiene
un marco de lectura abierto en sentido ascendente en la UTR 5 'que inhibe la expresion del
producto genico de la huntingtina a través de la represion de la traduccion. pero puede

conferir una nueva propiedad al ARNm o alterar la funcién de la proteina. (23)

3.7- Diagnostico para la enfermedad de Huntington.

Actualmente las patologias de tipo neurodegenerativo, en general, tienen un gran
impacto a nivel mundial, ya que reGnen una serie de caracteristicas que las hacen ser
altamente insidiosas. En primer lugar, la incapacidad de generar un diagnostico oportuno
limita las acciones clinicas para con los pacientes. Esto ocurre en gran medida debido a que
cuando hay manifestaciones tempranas como trastornos del movimiento, ataxia, entre otras,
suelen superponerse con una serie de signos similares que retrasan el proceso. Aunque el
diagnodstico de la EH se puede sospechar de acuerdo a la presencia de manifestaciones
clinicas caracteristicas y en la historia familiar, el mismo debe ser confirmado mediante la

deteccidn de la mutacion con la prueba genética correspondiente.
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Si bien, actualmente no existen précticas para prevenir la aparicion o generar la cura
de una de estas enfermedades, el diagnostico temprano y preciso favorece al momento
planificar las decisiones, estilos de vida y cuidados que el afectado requerird. Lo que, por
supuesto va en pos de la mejor calidad de vida posible una vez que se esta inmerso en esa
situacion. De igual forma, un diagndstico confirmado tempranamente permite ofrecer un
adecuado asesoramiento genético al afectado y familiares en riesgo, y aunque en la actualidad
el tratamiento para la EH es s6lo sintomético y no modifica el curso de la enfermedad, los
avances actuales en la terapia génica de la EH permiten predecir que en un futuro podria
iniciarse este tipo de tratamiento afios antes de que los sintomas inicien, cobrando mucha mas

relevancia la deteccidn de la mutacion y el diagnéstico precoz.

Gusella y colaboradores fueron quienes identificaron por primera vez el locus en 1983,
para posteriormente clonar el gen que codifica para la proteina huntingtina en el afio 1993.
(24) Logrando relacionar la mutacion especifica con la enfermedad de Huntington. En otras
palabras, descubrieron que un aumento en las repeticiones del trinucledtido CAG en el exon
1 del gen HTT (conocido como IT15 en esa epoca) era el causante del conjunto de
manifestaciones clinicas observadas en los afectados con EH. Este importante hallazgo,
ademas de tener una utilidad inmediata para la confirmacion del diagndstico en presencia de
manifestaciones clinica, permitié detectar la mutacion aun en familiares a riesgo que no
tenian sintomas (diagndstico predictivo o presintomatico) y posteriormente prenatal e incluso

preimplantacional.

Desde el punto de vista del tamafio de la expansion, un individuo con 40 0 mas
repeticiones CAG va a presentar penetrancia completa, y sus hijos tendran un 50% de
probabilidades de heredar la EH. Por otro lado, un nimero menor a 27 repeticiones implica
un riesgo nulo de desarrollar la EH y se considera un fenotipo normal, sin riesgo para su
decendencia. Entre 27 y 35 repeticiones se denominan alelos intermedios, en este caso no
hay manifestaciones clinicas en el sujeto portador, pero cuando éste es de género masculino,

ocurre una tendencia a mayor inestabilidad mei6tica, por lo que el nimero de repeticiones
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podria expandirse en sus gametos y por ende en su descendencia y pasar al de rango de
penetrancia reducida o completa y aumentando asi considerablemente el riesgo de tener hijos
afectados con EH. La ultima subclasificacion va de 36 a 39 repeticiones denominandose
alelos con penetrancia reducida, pudiendo o no desarrollar la enfermedad en el transcurso de
su vida (ver figura 4) y, al igual que en el caso anterior sus hijos tendrian también un riesgo
de estar afectados también. (25)

Frequency

o8 383888 &

Ml |

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79

Repeat Size
Figura 4: Frecuencia de repeticiones de CAG normal y expandido. (Myers, 2004)

Las repeticiones de 40 0 mas estan asociadas con la expresion de EH. Las personas que
llevan repeticiones en este rango desarrollaran EH, asumiendo que no mueren por otras

causas antes de su aparicion.

El diagnostico se basa principalmente en las manifestaciones clinicas (siendo la corea el
signo mas orientador) y antecedentes familiares del paciente. Para esto se debe tener
informacion sobre antecedentes hereditarios, que la aparicién sea generalmente en etapa
adulta, que se observe una evolucidon cronica progresiva, trastornos mentales, crisis
hipotonicas, cefalea, trastornos del suefio, trastornos demenciales y el fatal empeoramiento
del afectado. Una vez cumplido lo anterior y teniendo como base que en patologias
extrapiramidales hay dos grandes sindromes principales, el clinico trata de descartar e

investigar mas en profundidad segln corresponda.
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Por un lado, un sindrome hipokinético hiperténico que hace alusion a Parkinson,
abarcando a pacientes con poco movimiento y un tono muscular elevado. Todo lo contrario,
a individuos coreicos. Y, por otro lado, el sindrome hiperkinético distonico donde hay mayor
movimiento corporal y alteraciones del tono muscular. En este caso si hay coincidencia,
pudiendo tratarse de corea o atetosis. Para poder discriminar finalmente entre una y otra es
que se evalla el cuadro de hiperkinesia, puesto que una motilidad involuntaria tan anarquica
y violenta que llegue a comprometer miembros y segmentos corporales enteros, no podria
ser sino clésica de una persona con EH. (26) De igual manera, la enfermedad de Huntington
termina con un cuadro de hipokinesis y rigidez por la degeneracién de las neuronas

dopaminérgicas de la via directa en su fase mas avanzada.

Finalmente, otras pruebas como la neuroimagen pueden apoyar el diagnostico con el fin
de descartar otras condiciones, pero habitualmente no son necesarias, mas ain si hay una
presentacion caracteristica de un individuo con una historia familiar conocida y una prueba
genética positiva. Sin embargo, si una resonancia magnética o tomografia computarizada
muestra simetria en la atrofia del estriado en ausencia de otros cambios sustanciales, puede
ser fuertemente sugerente de un diagnostico de la enfermedad de Huntington (ver figura 5),

con cambios visibles incluso antes del "inicio motor™. (27)

Prodromal Huntington disease

Subcortical Cortical
white matter grey matter Lateral Caudate
ventricle

Putamen

Figura 5: Atrofia prodromica mostrada mediante RMN. (Bates, 2015)
23



Se compara una imagen de cerebro normal (izquierda) con cerebro de paciente con EH en
fase prodromica (derecha), donde se observa atrofia de nucleos, caudado, putamen vy
ventriculos laterales ensanchados. Atrofia bilateral del caudado y putamen, con un aumento
concomitante en el tamafo del ventriculo lateral lleno de liquido, observable en el portador

del gen en comparacién con el control.

Al tener toda la informacion ya mencionada sobre el diagnéstico de la EH, en Chile se
han establecido criterios clinicos impartidos por el ministerio de salud (MINSAL) en base a
guias clinicas internacionales y adecuadas a la realidad nacional. Estos criterios toman en
cuenta topicos como: sintomas neuropsiquiatricos y cognitivos compatibles, donde se
evallan los trastornos del animo, mania de conducta obsesiva, compulsiva, alucinaciones,
sindrome disejecutivo, apatia, irritabilidad. (28) En cuanto al ambito molecular se toma en
consideracion la prueba genética para cuantificar el nimero de repeticion de CAG del exdn
1 del gen HTT. Este resultado debe ir relacionado ademas con trastorno del movimiento
hiperkinético, especificamente corea, ataxia, distonia, mioclonias. Por ultimo, la evaluacion
de la historia familiar toma bastante peso, mas aun cuando se trata de pruebas
presintomaticas. La clasificacion de los pacientes segln su estado se facilita gracias al uso de
la escala de funcionalidad y a la escala unificada de valoracion de la Enfermedad de
Huntington (UHDRS). (28) Presentes en el protocolo del MINSAL vigentes a partir del 1 de
julio del 2019.

3.8- Protocolo de evaluacion y consejeria genéticas para la Enfermedad de

Huntington.

Antes de llevar a cabo cualquier prueba genética es necesario tener jornadas informativas

que pueden guiar en distintos aspectos del proceso al paciente involucrado. Los objetivos del
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asesoramiento son: Informar al individuo de sus opciones sobre pruebas u otras alternativas,
dependiendo de las circunstancias personales para garantizar que él esta consciente de los
riesgos y posibles consecuencias adversas, informar sobre las limitaciones y nivel de
exactitud del procedimiento. Debe quedar en claro que el asesoramiento no trata de excluir o
desalentar a las personas, sino que trata de asegurar que el individuo esté informando al
momento de la eleccion. Varios protocolos utilizados segun consenso incluyen dos sesiones
de asesoria, examen neuroldgico y la entrega en persona de resultados de la prueba. La
informacidn sobre la historia familiar de la persona es reunida para confirmar la presencia de
la EH en la familia y también para evaluar el estado de riesgo actual de la persona. En cuanto
a la prueba predictiva, muchos programas incluyen una evaluacion neurolégica como parte
de la evaluacion pretest. Muchas personas en riesgo buscan las pruebas genéticas
preocupados por haber exhibido sintomas de EH o por su riesgo debido a antecedente
familiar. Por lo tanto, la evaluacion neurologica respondera a la pregunta de si el individuo
tiene sintomas de la enfermedad, sin embargo, un porcentaje importante de las personas a
riesgo y que no presentan los sintomas deciden posponer o no realizarse nunca la prueba
genética. Para aquellas personas que pueden ser sintomaticas y que pueden ser diagnosticadas
en el curso de la evaluacion de la prueba genética, es importante reconocer que la prueba ya
no es presintomatica y luego iniciar un tratamiento asociado con el inicio de la enfermedad.
(15)

Para las pruebas de diagndstico prenatal y diagndstico genético preimplantacional,
estas deben ser solicitadas por un genetista clinico. EI método de prueba es idéntico a la
prueba presintomatica con algunas excepciones. Esta puede ser una opcion valiosa para las
parejas que desean evitar transmitir la enfermedad sin revelar su propio estado o para evitar
la interrupcion de un embarazo, peros solo se ofrece en un nimero limitado de centros

especializados. (23)
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En general, la realizacion de pruebas de diagnostico genético tiene algunos procesos
en comun independientemente del tipo de prueba y del tejido de origen, como lo son el
aislamiento o extraccion del ADN, la reaccion en cadena de la polimerasa y métodos

especificos de caracterizacién de mutaciones.

3.9- Extraccion de ADN para la PCR.

Antes de realizar la reaccion en cadena de la polimerasa, previamente se debe extraer el
ADN del tejido original. Uno de los tejidos mas utilizados hace referencia a muestras de
sangre periférica con anticoagulante. Existen distintos métodos para obtener ADN de alta
pureza y calidad. Entre estos se encuentran: la extraccion con disolventes organicos, con
isotiocianato de guanidina, extraccion por Trizol, técnica por shock, extraccion inorganica
por salting out, cuentas magnéeticas, entre otros. (29)

Algunos de los principales pasos utilizados en la extraccion con disolventes organicos
son: 1) lisis celular realizada mediante la adicion de una solucidn que contiene detergente /
caotrdpico, que incluye SDS o N-Lauroyl sarcosine; 2) inactivacion de las DNasas y RN Asas,
generalmente mediante el uso de disolventes organicos; 3) purificacion de ADN vy
eliminacion de ARN, lipidos y proteinas; y 4) resuspension de acidos nucleicos extraidos.
(30) En 1988, Miller et al. (31) publicaron un protocolo que logro la purificacion del ADN
mediante la precipitacion de proteinas a altas concentraciones de sal. El protocolo tradicional
involucra la interrupcion celular inicial y la digestién con SDS-proteinasa K, seguida de la
adicién de altas concentraciones de sales, generalmente cloruro de sodio 6M. Luego, la
mezcla se centrifuga para permitir que las proteinas precipiten al fondo, con el sobrenadante
que contiene el ADN vy es transferido a un nuevo vial. EI ADN se precipita utilizando etanol
o isopropanol de la misma manera que se describe para los métodos con solventes organicos.
Otro protocolo es el método modificado de salting out publicado en 2005 por Nasiri et al.
(32) que reemplazé la digestion con proteinasa K con el uso de polvo de lavanderia. Esta
técnica modificada se ha utilizado con éxito como protocolo de extraccion de ADN. Los

métodos de extraccion en fase sélida para la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre
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fueron descritos inicialmente en 1989 por McCormick, quien publicé una técnica que utiliza
particulas insolubles basadas en silicio, quimicamente similares al fenol, que interactdan con
las proteinas para permitir la purificacion del ADN. Desde entonces, se han desarrollado
varios procedimientos diferentes que utilizan el enfoque de extraccion de ADN liquido /
solido y se utilizan en la mayoria de los Kits de extraccion disponibles comercialmente. (30)
Otro método util es el de las matrices de silice, las que tienen propiedades Unicas para la
union al ADN. Estan cargadas positivamente y tienen una alta afinidad con la carga negativa
del ADN. Las altas condiciones salinas y el pH se logran utilizando cationes de sodio, que se
unen fuertemente al oxigeno cargado negativamente en el fosfato del ADN. Los
contaminantes se eliminan con una serie de pasos de lavado, seguidos de la elucién del ADN

con baja fuerza ionica (pH > 7) utilizando tampdn TE o agua destilada esteéril. (30)

3.10- Reaccion en cadena de la polimerasa. (PCR, polymerase chain reaction)

La primera vez que se describié un método enzimatico para la replicacién de una pequefia
secuencia de ADN con iniciadores in vitro fue en 1971, en un articulo publicado por Kleppe et
al. en Journal of Molecular Biology. Sin embargo, este temprano ejemplo del principio basico
de la PCR no recibié mayor reconocimiento, y no fue sino hasta 1983 donde se volvio a
hablar de una técnica similar, derechamente con la invencion de la reaccion en cadena de la
polimerasa, generalmente atribuida a Kary Mullis. Mullis gan6 el Premio Nobel por su
trabajo en PCR. (33)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es sin duda una de las técnicas mas
importantes de la biologia molecular. Su principal particularidad se sustenta en el hecho de
sintetizar muchas copias de ADN a partir de un fragmento inicial muy pequefio. La enzima
encargada de este proceso es una polimerasa proveniente de la bacteria Thermus aquaticus,
esta puede trabajar a altas temperaturas (79°C a 85°C). EIl objetivo de llevar a cabo esta
reaccion es simular lo que pasa en la célula cuando sintetiza ADN. Por lo tanto, para hacerlo

in vitro es necesario mezclar una serie de ingredientes que aseguren el éxito del
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procedimiento. En primer lugar, debe estar la enzima antes mencionada que se encarga de
generar la replicacion utilizado una hebra como molde para complementarla con los
dinucleotidos (ANTPs), el ADN del organismo que se desea estudiar donde se encuentra el
segmento a amplificar, los oligonucleétidos o primers que son un aproximado de 15 a 30
nucleédtidos que flanquean el sitio donde comienza y termina la accién de la Taq polimerasa.
De estos se debe tener uno en el sentido de la hebra original (forward) de 5" a 3" y otro anti
sentido (reverse) dejando un extremo 3" libre para facilitar la transcripcion. Los dNTPs son
la materia prima que utiliza la enzima para hacer posible la amplificacion, el magnesio
cumple un rol de cofactor en el sitio activo de la polimerasa y se adiciona como una sal de
cloruro de magnesio (MgCl.). Finalmente, el medio debe mantener un pH optimo el cual es

otorgado por una solucién amortiguadora que es capaz de darle estabilidad de cargas. (34)

La reaccion como tal se lleva a cabo en el termociclador, el que utiliza el efecto Peltier
para generar un blogue de resistencia eléctrica que distribuye una temperatura homogénea a
toda la placa con las muestras. Esta es reprogramable gracias al sistema operativo, que
ademas facilita la edicion tanto del nimero de ciclos a realizar como el tiempo de duracion
de cada etapa. La muestra en primera instancia es sometida a una desnaturalizacion, donde
se separa la doble hebra del ADN a 94°C, rompiendo los puentes de hidrogeno que las
mantenian unidas y, por lo tanto, dejando disponibles dos hebras simples como molde. Luego
de esto la hay un descenso hasta un rango que puede ir de los 40°C a los 60°C favoreciendo
la alineacién de los iniciadores a sitios especificos para los que fueron disefiados
previamente. La unidén a las cadenas simples se da por complementariedad de bases.
Finalmente, la temperatura debe elevarse hasta 72°C para optimizar la actividad de la enzima,
la que se une al ADN junto a los iniciadores para comenzar la replicacion siempre en sentido
de 5" a 3". Estas etapas de desnaturalizacion, alineamiento y extension del material genético
se repiten sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica simultaneamente la region de
interés de las dos cadenas complementarias; cominmente se utilizan 35 ciclos para amplificar

el fragmento que se requiere. (35)
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Los productos generados aumentan su concentracién de manera exponencial porque cada
nueva copia sirve de molde en los ciclos subsecuentes, dando origen a millones de copias del

fragmento seleccionado.

3.11- Aplicaciones de la PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa tiene varias aplicaciones de gran utilidad en el
ambito de la biologia molecular. Esta técnica es el método de eleccion para clonar fragmentos
de ADN que son especialmente reducidos de tamafio, (secuencias menores a 10.000 pares de
nucleotidos) y que pueden ser de utilidad para la identificacion de mutaciones para el
diagnostico de enfermedades especificas. Tiene la ventaja de que el molde original puede ser
tanto ADN como ARN. Obteniéndose una copia gendmica completa o una copia de ADN
complementario (cDNA) respectivamente. Otra aplicacion se sustenta gracias a su elevada
sensibilidad que permite detectar infecciones producidas por patdégenos en estadios tanto
tempranos como tardios. En este caso se utilizan secuencias cortas complementarias para el
genoma del patégeno como cebadores y luego de los ciclos de amplificacion se determina la
presencia o ausencia del genoma invasor en una muestra de sangre. Actualmente esta técnica
puede reemplazar el uso de anticuerpos contra proteinas de superficie. Por dltimo, la PCR
tiene un rol fundamental también en la medicina forense, ya que es necesario el uso de
minimas trazas de muestras bioldgicas para obtener resultados. Y si se usan grupos de
iniciadores que abarquen las secuencias conocidas altamente variables del genoma humano

es posible generar un perfil genético de ADN para identificar a cada individuo. (36)

3.12- Medidas para optimizar la PCR.

La optimizacion de la técnica PCR depende de una serie de factores, los que en su mayoria
pueden ser estandarizados, pero para esto es necesario conocerlos y saber exactamente en
qué etapa de la reaccion y de qué forma pueden interferir. Esterilizar el material que se va a

utilizar (para aplicaciones muy sensibles a la contaminacion se recomienda emplear puntas
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con filtro), etiquetar reactivos con nombre, fecha de preparacion, concentracion y nombre del
usuario, determinar las condiciones de la PCR basados en la enzima polimerasa que se utilice,
el tamafio del fragmento y la temperatura de alineamiento de los iniciadores (también
denominado Tm, por las siglas en inglés de melting temperature), limpiar el area de trabajo
con cloro 10%, hidréxido de sodio (NaOH) 0.5 N o etanol 70%. Estas son algunas de las
medidas bésicas para una reaccion satisfactoria. En cuanto a los reactivos todos deben ser
descongelados en bafio de hielo y mezclados perfectamente ya que son sensibles a la
temperatura. Unicamente la enzima se mantiene en el congelador hasta el momento de usarse
para prevenir su degradacion, y esta lista para usarse inmediatamente dado que por su
dilucion en glicerol no se congela a -20°C. En lo que respecta al termociclador antes
mencionado, es necesario determinar el ramping (tiempo que tarda el equipo en cambiar de
una temperatura a otra). Lo ideal es que este cambio lo realice lo mas rapido posible (3-4°
Clseg.), pero dicha caracteristica esta sujeta a la capacidad de cada equipo en cuestion.

Es necesario asegurarse de tener areas exclusivas para extraccion de ADN, PCR y
electroforesis, hacer alicuotas de todos los reactivos facilita la resolucion de problemas frente
a alguna contaminacion o hidrolisis, ya que de ocurrir esto se puede tomar una nueva alicuota.
Por ultimo, el valor analitico a la técnica esta dado por los controles de la misma. Se debe
utilizar siempre un control negativo que contenga todos los reactivos menos el ADN molde
para poder monitorear posibles contaminaciones. También es recomendable usar un control
positivo, que consiste en una muestra que amplificara sin problemas bajo las condiciones
establecidas. Asegurandose de que las soluciones utilizadas se encuentran en las condiciones

apropiadas. (35)

Hoy existen multiples variantes de PCR que han ido perfeccionando la técnica en cuanto
a especificidad, automatizacién, cuantificacion, sensibilidad, etc; sin embargo, los

fundamentos son los mismos para todas.
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3.13- Sensibilidad y especificidad de la técnica.

Para evaluar el desempefio, la calidad o lo certera que puede ser una prueba diagnostica,
se ha definido una serie de pardmetros a cumplir acordes con las caracteristicas que esta
posea. Las dos propiedades mas conocidas son la sensibilidad y la especificidad. La primera
es la probabilidad de que la prueba clasifique correctamente a los enfermos o, dicho de otro
modo, la probabilidad de que el enfermo sea positivo; numéricamente se puede obtener
dividiendo los verdaderos positivos por el namero total de enfermos. Por otra parte, la
especificidad se entiende como la probabilidad de que se clasifique correctamente a los sanos
0, en otras palabras, de que los sanos tengan un resultado negativo; y se calcula dividiendo
los verdaderos negativos entre el nimero de sanos. Tanto la sensibilidad como la
especificidad son caracteristicas intrinsecas de la prueba diagnéstica, por ende, van de la
mano con la reproducibilidad de la técnica, ya que siempre que se realice en condiciones
similares los valores de ambas deberan ser los mismos que los obtenidos en una oportunidad
anterior. Es asi, que estos conceptos dan una idea de la capacidad de la técnica para
discriminar entre sanos y enfermos. Luego se pueden establecer rangos umbrales y decidir

en cada caso si se alcanza el grado de certidumbre necesario para la toma de decisiones. (37)

La reaccion en cadena de la polimerasa es utilizada para el diagnéstico de la enfermedad
de Huntington, ya que permite el analisis directo de los fragmentos generados y
posteriormente por electroforesis determinar el namero de repeticiones del triplete CAG en

el gen HTT de los pacientes.

Distintos investigadores han generado a lo largo de los afios una serie de protocolos donde
detallan la cantidad y la concentracion de cada componente para la reaccion en cadena de la
polimerasa en personas con EH, los que responden en cada caso al mas alto nivel de
sensibilidad y especificidad posible. Existen leves variaciones entre cada autor y su
respectivo experimento, pero son precisamente estas diferencias operacionales en las que se
fundamenta el presente trabajo de investigacion, llevandose a cabo una revision exhaustiva

para lograr la correcta combinacion de los métodos mas adecuados. (ver Tabla 7)
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Respecto a lo anterior, destaca por ejemplo la eleccion de los iniciadores, tomando en
cuenta la secuencia utilizada en el trabajo de Paradisi, que asegura una alta especificidad para
fragmentos con un elevado porcentaje de contenido GC. (38) Para el caso del volumen final
de reaccidn, autores como Téth et al. (39) optaron por 40 uL, apuntando a que al trabajar con
volimenes mayores el error de manipulacién puede ser considerablemente menor. Sin
embargo, en este punto se siguié lo descrito por Kremer et al. (2) Ya que al utilizar 25 uL
finales permite la homologacion de las concentraciones de cada reactivo con los volumenes
a agregar al tubo de reaccion. Esta publicacion también sirvié de sustento para la eleccion de
la concentracion adecuada de cloruro de magnesio (MgCl,), ya que demostraron que con
2mM de este catalizador enzimatico la PCR adquiria altos niveles de sensibilidad. Para saber
con qué concentracion de material genético trabajar Majhoubi et al. (40) en su investigacion
asegura que 100 ng/uL es un valor estandar con el que se obtienen resultados altamente
satisfactorios. Esto lo concluye a su vez, basado en trabajos como el de Warner et al. (41)
quien genero un gradiente de concentracion de ADN entre 50 y 500 ng/uL. Demostrando el
impacto en la sensibilidad de la técnica al ir haciendo estas variaciones. Debido a las
caracteristicas ya mencionadas de los fragmentos a amplificar, la mayoria de los autores
revisados en la tabla 7 sugerian el uso de un aditivo o potenciador de la Taq polimerasa que
facilitara el proceso de amplificacion. Hormozian et, al. (42) afirma que, para un correcto
desempefio de la enzima sobre las cadenas de ADN, la cantidad de aditivo respecto al
volumen final de reaccion debe ser de un 10%. Teniendo en cuenta esto, y que, ademas estos
autores trabajaron en condiciones similares a las de la presente estandarizacion, se opto por

trabajar con esta relacion.

Las condiciones de amplificacion también fueron tanteadas con el fin de asegurar la mayor
prolijidad posible al momento de observar las bandas en el gel. En este &mbito los protocolos
revisados presentaron diferencias considerables que hubo que saber distinguir. Bruland et,
al. (43) menciona que con treinta ciclos y una temperatura de alineamiento de iniciadores de
58°C la Taq polimerasa amplifica el material genético sin mayor dificultad. Bastante alejado
de los treinta y cinco ciclos a una temperatura de 65°C que habia aplicado Warner con
anterioridad. Pero al investigar un poco mas se entiende esta diferencia, puesto que Bruland

utiliza otros iniciadores y no hace referencia al uso de algun aditivo para la enzima. Se deduce
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entonces, que el reemplazo o la no inclusion de algunos reactivos en la mezcla de reaccion,
pueden generar cambios compensatorios en las condiciones de amplificacion. Finalmente,
para este caso se decide tomar lo recomendado por Warner en su investigacion de 1993. Si
bien la larga data de las afirmaciones cientificas de este investigador podria, el algin punto
parecer de poca evidencia cientifica. El hecho de incorporar treinta y cinco ciclos con
temperatura de alineamiento para los iniciadores de 65°C al protocolo actual también se
sustenta en trabajos mas contemporaneos como el de Vasquez et, al. (44) realizado en 2008,
donde se desprenden satisfactorios resultados de amplificacion con estas Ultimas condiciones

mencionadas.

En la etapa final, donde se debe determinar el tamafio de los fragmentos amplificados
también hay alternativas. Para este caso figuran métodos como la electroforesis capilar o la
electroforesis en gel de poliacrilamida, las que deben tener una resolucién tal que permita
discriminar o separar alelos diferentes en una repeticion (21). En cualquier caso, es
fundamental que se optimice su metodologia para conseguir una clara diferenciacion de los
distintos rangos o categorias alélicas que pueda presentar un individuo. Es, por lo tanto,
responsabilidad de cada laboratorio determinar empiricamente sus limites de deteccion y
utilizar adecuados controles internos y externos, tales como marcadores de peso molecular
conocido, material clonado de referencia con distintos tamafios de secuencias CAG, muestras
normales y expandidas de pacientes previamente analizadas y verificadas de forma

independiente; todo con el objetivo de maximizar la sensibilidad y especificidad del proceso.

La presencia de polimorfismos dentro de la propia secuencia de tripletes CAG o su region
adyacente puede dar lugar a una cuantificacion incorrecta del tamafio de los alelos. El tamafio
de la secuencia repetida CCG situada en el extremo 3" de los tripletes CAG puede variar entre
7 y 1226. Por ello los iniciadores antes mencionados no deben incluir aquella region
polimérfica. Adicionalmente, hay un pequefio porcentaje de personas presentan un
polimorfismo (delecién del triplete CAA que se encuentra seguido del tracto CAG) que
impediria la hibridacion del cebador a la secuencia de interés homdloga, dando lugar a un

fallo de amplificacion y una aparente homocigosidad alélica. Por ello, los resultados de
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homocigosis para alelos normales han de interpretarse con precaucion y se debe descartar un
fallo técnico usando otros iniciadores alternativos. Los errores en la determinacion del
nimero de CAG son especialmente relevantes en los casos de alelos en el rango de
penetrancia reducida con 36-39 repeticiones (figura 7), ya que puede llevar a graves errores
de diagnostico y en el posterior asesoramiento genético. La separacion y analisis del tamafio
del segmento CAG puede realizarse mediante técnicas de electroforesis en gel de agarosa,
poliacrilamida desnaturalizante o capilar, entendiendo que cada una de ellas tiene un nivel
diferente de especificidad o resolucion. Justamente por eventualidades genéticas como las
antes mencionadas se ha establecido un margen de incertidumbre segin el nimero de copias
que estan presente en una persona. Los limites de error aceptados son de +1 repeticion para
alelos menores de 43 repeticiones, de +2 para los de 44-50, +3 para los de 51-75 y +4 para
los > 75. Ademaés de recomendar la realizacion de PCR vy electroforesis capilar dado que
proporcionan una mayor sensibilidad o resolucion para estimar el tamafio de la secuencia

CAG vy, por tanto, una mayor fiabilidad diagndstica. (45)
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Figura 6: Rango de repeticiones CAG en el gen HTT. (Sequeiros J. et al, 2012)

La red de calidad de Genética Molecular Europea (EMQN) define a los alelos de 27-35
repeticiones como ‘intermedios' o también con el nombre de "mutable normal* o "grande
normal”. Ya que estan por debajo del rango patoldgico, pero con potenciales posibilidades
de expandirse hacia el rango de repeticiones que implica tener la enfermedad en la proxima
generacion. (23) Estos son relativamente comunes en la poblacion, con una frecuencia de
entre 1y 7% y un riesgo de expansion de 0.1 a 1% por generacion. (46) Frente a esto es
importante establecer claramente el nimero de repeticiones del paciente por PCR y el tamafio

del fragmento de CAG que se genera. Esto ultimo, puede ser a través de un gel a una
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resolucion suficiente para observar la separacion de alelos con una diferencia de repeticiones
como es el de poliacrilamida, o por High Resolution Melt (HRM) como herramienta flexible
basada en la web para predecir curvas de fusién de ADN y perfiles de desnaturalizacién de
productos de PCR, tomado en cuenta que dentro de sus aplicaciones esta la deteccion
de mutaciones, polimorfismos y alteraciones epigenéticas en muestras de ADN
bicatenario.(47) o también por electroforesis capilar, ya que constituye una técnica de
separacion basada en la migracion diferencial de moléculas (ADN, proteinas, iones
inorganicos, carbohidratos, esteroides, farmacos, etc.) sujetas a un campo eléctrico (de 100 a
500 V/cm) a través de un capilar de menos de 50 um de diametro. Esta ultima recomendada
en muchas mas ocasiones que las técnicas antes mencionadas por la capacidad de generar el
analisis de los diferentes analitos en unos minutos; con pequefias cantidades de muestra, en
el rango de nanolitros, con una alta reproducibilidad, y con un error estandar relativo de
tiempo de migracion menor a 0,5% pero que requiere reactivos y equipos de mayor costo
(48) Sobre las pruebas genéticas para EH, la EMQN establece un error maximo simplificado
de + 1 repeticion para los alelos con <40 repeticiones y de + 3 repeticiones para alelos con
>42 repeticiones de CAG.(23).

3.14- Concepto de estandarizacion de la técnica de PCR.

“La estandarizacion de un método analitico es un proceso riguroso que dependiendo de la
técnica a la que pertenezca el método, la matriz, el analito, la cantidad de parametros de
estandarizacion, y de la logistica empleada para su desarrollo, puede requerir de un tiempo

mas o menos considerable (en algunos casos puede superar los seis meses)”. (49)

En general, al realizar una estandarizacion de una PCR, las condiciones experimentales
se basan en un protocolo ya existente que sirve como referencia. El que debe adecuarse a las
condiciones propias de cada laboratorio. A partir de este protocolo, se van realizando
modificaciones en la mezcla de reaccion o en el programa del termociclador en cuestion con

el fin de optimizar la amplificacion.
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4- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La variacion de parametros en la mezcla de reaccion y en las condiciones de amplificacion
permite la estandarizacion de un protocolo especifico de PCR para detectar la mutacion de

tipo expansion del trinucleétido CAG del gen HTT en la enfermedad de Huntington.

4.1- Objetivo general:

- Estandarizar un protocolo de la PCR para la deteccion de la mutacion de tipo expansion del
gen HTT en la enfermedad de Huntington.

4.2- Objetivos especificos:

- Optimizar los parametros de la mezcla de reaccién de la PCR para la identificacion de la

mutacion de tipo expansion del gen HTT.

- Optimizar las condiciones de amplificacion de la mutacion tipo expansion del gen HTT

-Demostrar que la estandarizacion del protocolo de PCR utilizado permite detectar

mutaciones en el gen HTT con diferentes nimeros de repeticiones CAG.
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5- MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio experimental en el Laboratorio de Medicina Molecular de la Escuela
de Medicina de la Universidad de Talca, como parte del estudio mas amplio “Caracterizacion
clinica y Genética de pacientes chilenos con Enfermedad de Huntington” que se realiza en
asociacion con el Centro de Trastornos del Movimiento (CETRAM) en Santiago y que cuenta
con la aprobacion del Comité Etico Cientifico (CEC) del servicio de salud metropolitano
norte de Santiago. (ver anexo 3)

5.1- Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN para este estudio se llevo a cabo a partir de 2 muestras de sangre
venosa periférica provenientes del Centro de trastornos del movimiento (CETRAM) en
Santiago, previa firma del respectivo consentimiento informado y respetando los principios
éticos promulgados en la Declaracion de Helsinski. Las muestras se tomaron en tubo de
EDTA de 5 ml, para efectos de la estandarizacion se utilizd sangre de dos participantes
diferentes con un numero de repeticiones CAG conocido procesados previos a su
participacion en el estudio y de forma independiente en laboratorios externos por el método
de electroforesis capilar de Jama et al. (4) Se identificaron como C007 (participante sano,
con un genotipo de 20/22 repeticiones) y C008 (participante clinicamente afectado con EH,
con un genotipo de 17/42 repeticiones). EI método de extraccion se realizo por la técnica de

Salting out descrita por Miller.(31)

Se colocaron 5ml de sangre en un tubo conico de 15 mL y se agregd 10 mL de solucién
de lisis (NH4CI 155Mm, NaHCO3 10Mm, EDTA 0.1mM, pH 7.4). Se incubo la muestra en
hielo durante 15 minutos, mezclando ocasionalmente de manera suave. A continuacion, se
centrifugd durante 10 minutos a 3000 r.pm. a 4°C para descartar el sobrenadante y luego
resuspender el pellet de leucocitos obtenida en 10 mL de solucion de lisis. Luego se

agregaron 5 mL y se centrifugd como en los pasos previos. Se eliminé el sobrenadante por
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altima vez y se lavé el pellet con 5 mL de solucion de lisis, para posteriormente resuspender
en 6 ml de TE1LX (Tris HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8). Se afiadieron 60 yL de Proteinasa
K (10mg/mL) y 300 pL de SDS al 20% y se incub6 a 50 °C toda la noche (0 minimo de tres
horas). Una vez que los tubos alcanzaron la temperatura ambiente se adicion6 1,5ml de NaCl
5M, mezclandose por un minuto y se centrifugé por 10 minutos a 6000 r.p.m a 4°C.
Finalmente el sobrenadante se transfiri6 a un tubo de 50 ml conteniendo 15 ml de etanol
absoluto frio. Al mezclarlo suavemente fue posible observar la malla de ADN, la que fue
rescatada con una pipeta Pasteur y lavada con etanol al 70%. EI ADN lavado se almacené en
tubo eppendorf de 1.5 ml resuspendido en maximo 1 ml de TE1X (dependiendo del tamafio
de la malla obtenida). Este tubo se mantuvo en agitacion por al menos 24 horas

5.2- Cuantificacion del material genético obtenido.

Una vez extraido el material genético se cuantifico su calidad y cantidad por microlitro
con el espectrofotometro de microgota (NanoDrop). Se selecciond la opcion DNA vy lo
siguiente fue calibrar con opcion “BLANK” en dos ocasiones con 1 microlitro de buffer
TE1X. Luego de limpiar el area de medida con papel absorbente se pulsé la opcidn
“MEASURE” para la medicién de la muestra, cargando 1 microlitro de la misma. La
concentracion de ADN viene dada en ng/ul y también se obtiene la calidad del ADN de la

relacion de lecturas entre 260/280 nm, siendo lo éptimo entre 1,8 y 2.

5.3- Reaccion de PCR

La reaccion de PCR se llevo a un volumen final de 25 pl, donde se tenian concentraciones
estandar para cada componente de un protocolo previo obtenido de Paradisi (42): 2.5 ul de
Buffe4 10X 25 mM, 2ul de cada iniciador 20 pM, Forward (igual al HD1 de Warner): 5
ATG-AAG-GCC-TTC-GAG-TCC-CTC-AAG-TCC-TTC 3" y el Reverse (modificacién
hecha por Paradisi a partir del HD3 de Warner) : 5°GGC-GGC-GGT-GGC-GGC-TGT-TG
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3". 3 ul de MgCl23mM, 5 pl de aditivo, 1.5 pl NTPs 200 uM de cada uno, 0.1 ul Amplitaq
Gold polimerasa 1U/mly 3.9 ul de agua ultra pura. Llegando asia un volumen de 20 pl (tabla
4). Los 5 pl restantes se completaron con la muestra de ADN y agua ultra pura, calculando
la cantidad de pl necesarios para tener una concentracion de 100 ng/ul. (ver tabla 5). La
secuencia de los iniciadores fue tomada de Paradisi et al.2008 (42) y corroboradas en: In
silico PCR Genome Browser Disponible en https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr. (Anexo
4)

5.4- Modificacion de la mezcla para la PCR y del programa de amplificacion.

A continuacion, se realizo una revision y comparacion sistematica de protocolos similares
de PCR para la deteccion de la mutacion causante de la enfermedad de Huntington (ver anexo
2) y basados en esta informacion se establecieron rangos para el disefio de los experimentos
(realizados por duplicado), con variaciones en cada uno de una variable de la reaccion de
PCR y manteniendo constantes las otras, en el siguiente orden: MgCl, aditivo de Taq
polimerasa (potenciador para amplificacién de regiones ricas en G-C), concentracion de
ADN, temperatura de alineamiento y numero de ciclos de reaccién como se describe a

continuacion:.

5.4.1- Variacion de concentracion de cloruro del MgCl.:

Se trabajé con concentraciones de 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 mM. El frasco original del
reactivo se encontraba a una concentracion de 25 mM, por lo que se generd una relacion
directa entre el volumen tomado para cada mezcla y el punto de concentracion que se buscaba
representar (Tabla 2). Cada tuvo de reaccion se prepard con su respectivo control negativo.
Luego de su uso los reactivos volvieron a ser almacenados en congelacion y las muestras de
ADN a 4°C.
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5.4.2- Variacion de concentracion del aditivo 360 GC de la Taq polimerasa:

El aditivo 360 GC viene incluido en vial separado, pero junto a la enzima TaqGold
polimerasa y se vario entre 10, 20, 30 y 40% v/v, ademés de una mezcla sin este componente
(Tabla 3). El protocolo comercial no indica una concentracion molar ni la naturaleza quimica
del aditivo, por lo que, tanto la forma de trabajo, como los resultados, fueron expresados en
porcentajes v/v. Cada tuvo de reaccion se prepard con su respectivo control negativo. Luego
de su uso los reactivos volvieron a ser almacenados en congelacion y las muestras de ADN
a4°C.

5.4.3- VVariacion de concentracion de ADN:

Para el ADN se tomaron concentraciones de 50-100-150-200 y 300 ng/ul. Calculando la
cantidad en ul necesaria de cada muestra (C007) para representar los puntos ya mencionados
a un volumen final de 5 uL (Tabla 5). Mientras que, para la mezcla de reaccion, que se
prepard aparte a un volumen final de 20 uL se siguio el protocolo estandar de Paradisi (Tabla
4). En este caso se prepard un control negativo para todos los tubos, ya que se trataba de la
misma muestra. Luego de su uso los reactivos volvieron a ser almacenados en congelacion y
las muestras de ADN a 4°C.

5.4.4.- Variacion del numero de ciclos de amplificacion:

En este caso la mezcla de reaccion se realizo con las condiciones estandar del protocolo
de Paradisi (Tabla 6). Esto se llevé al termociclador, generando variaciones de 25, 30 y 35
ciclos. Cada muestra se prepard con su control negativo correspondiente. Luego de su uso

los reactivos volvieron a ser almacenados en congelacién y las muestras de ADN a 4°C.
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5.4.5- Variacion de la temperatura de alineamiento de iniciadores:

La mezcla de reaccion se realizd con las condiciones estandar del protocolo de Paradisi
(42) (Tabla 6). Esto se llevo al termociclador, generando variaciones en la temperatura de
alineamiento de los iniciadores de 64°C, 65°C y 66°C. Cada muestra se prepard con su
control negativo correspondiente. Luego de su uso los reactivos volvieron a ser almacenados

en congelacion y las muestras de ADN a 4°C.

Los volimenes que se modificaban para generar las variaciones se corrigieron con agua
ultra pura para no alterar el volumen final de la reaccion (25 uL). Cada muestra trabajada se
acompafio de un control negativo donde el volumen de ADN fue reemplazado por agua ultra

pura.

El programa de inicio segun protocolo de Paradisi (42) se basaba en: Desnaturalizacion
prolongada a 94 °C por 3 minutos, desnaturalizacion a 94 °C por 0.75 minutos, alineamiento
de los primers a 65 °C por 1 minuto, extension a 72 °C por 1.5 minutos, con un total de 30

ciclos, extension prolongada a 72 °C por 10 minutos y 23°C para finalizar el proceso.

Componentes como la concentracion de la Tag polimerasa o los dNTPs no fueron

modificados en el presente experimento de estandarizacion.

5.5- Verificacion del producto amplificado.

Para verificar el producto amplificado se utilizd gel de agarosa al 2% (500 mg para un
volumen de 25 ml) en camara de electroforesis horizontal, tefiido con 1 ul bromuro de etidio

en mezcla de gel, y condicién de corrida de 100V constantes por 45 minutos. Se considero
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un volumen de 10 ul de producto amplificado y 1 ul de colorante (Xilencianol) al momento
de cargar en los carriles del gel. La observacion de este gel se hizo en transiluminador UV y

con el sistema de documentacion de geles Enduro ™ GDS.

La amplificacion de las bandas en cuestion, fueron comparadas con pBR322 DNA Msp
Digest como marcador de peso molecular, del cual se cargd 1 uL, junto con 1 uL del colorante
suministrado por el kit del marcador de peso molecular (gel loading Dye purple)
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6- RESULTADOS

Todos los experimentos se hicieron por duplicado. Sin embargo, en este item solo se

publicaron las figuras que contribuian de mayor forma a la evidencia cientifica.

Extraccion de ADN y cuantificacion de muestras C007 y C008:

Durante todo el estudio se trabajo con dos muestras denominadas como C007 y
C008 con numero conocido de repeticiones CAG en el exén 1 del gen HTT. La muestra
CO007 genotipicamente normal (20/22 CAG), y la C008 heterocigoto para la mutacion
(22/46 CAG).

Tabla 1: Calidad de extraccion de ADN y concentracion por microlitro.

Muestra Calidad Concentracion
Co07 1.86 95.1 ng/uL
C008 1.89 92.4 ng/uL

La extraccion de ADN para ambos casos se llevd a cabo mediante el método
inorganico descrito por Miller (27) modificado. Como se observa en la tabla 1 se pudo
obtener resultados satisfactorios en el ambito de calidad y concentracion para las dos

muestras trabajadas.

Variacién de la concentracion de cloruro de magnesio (MgCly).

En la Figura 7 se observa un gel de agarosa del experimento donde se vario
concentracion de cloruro de magnesio en la reaccion de PCR. La banda de 42 repeticiones
(banda superior de la muestra C008) debe tener 176 pares de bases. Respecto al marcador de
peso molecular ésta, migra segun lo esperado aproximadamente a la altura de 180-190 pares
de bases, representada en la figura 7 con color rosado. Asi mismo la banda de 17 repeticiones

debe tener 101 pares de base, migrando también segun lo esperado a la altura aproximada de
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banda de 90-110-123 pares de bases, representada con color azul. Al observar los carriles se
destaca claramente una mayor intensidad del carril M2 por sobre los demas. La mezcla de
reaccion de este contiene una concentracion de MgCl. de 2 mM, mientras que los otros
parametros no fueron alterados. Por lo tanto, se puede afirmar que esta variacion mejoro las
condiciones de amplificacién. La concentracion de MgCI2 de 2.5 mM, como se aprecia en el
carril M3 también resulto aceptable. Por otro lado, tanto al disminuir a 1.5 mM (carril M1),
como al aumentar a 3y 3.5 mM la concentracion de MgCI2 (carriles M4 y M5) se tiene una

visidbn menos clara de ambas bandas.

1
Mo1 M1 M02 M2 MPM MO3 M3  Mo4 M4 MO5 M5

+ 307 pb
8 * 242pb
Ll
180-190-201 pb
+ 147-160 pb

* 110-123pb
90 pb

1.5mM 2mM 2.5mM 3mM 3.5mM
MgClz MgClz MgClz MgClz MgClz

Figura 7: Variacion de la concentracion de cloruro de magnesio.

Muestra C008 con mutacién confirmada por test genético, sometida a concentraciones
crecientes de MgClz en un volumen final de 25 uL y corrida en gel de agarosa al 2% por 45
minutos a 100V y una concentracién de ADN de 100 ng/uL. Acomparfiada del marcador de
peso molecular pBR322 DNA-Mspl Digest (MPM). M1, M2, M3, M4, M5= muestras. M01,
MO02, M03, M04, M05= control negativo.
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Variacion del aditivo 360 GC de la Taq polimerasa.

En la Figura 8 se observa gel de agarosa de experimento donde se varié concentracién del
aditivo de la Taq polimerasa, apreciandose una leve mejoria en las bandas de la muestra C008
al utilizar el aditivo al 10%v/v (carril A2) por sobre las otras mezclas de reaccion. Incluso
levemente mejor que con la adicion del aditivo al 20% v/v (carril A3). El resto de los
pardmetros no fue alterado. Al aumentar el volumen de aditivo se puede observar una menor
claridad en las bandas, hasta llegar al carril A5, donde aparentemente no habria amplificacion
detectable en el gel de agarosa. Por otro lado, al no adicionar el aditivo dentro de la mezcla

de reaccion (carril Al), tampoco hay bandas visibles en el gel.

C008 (mutada)
pb MPM AO01 A02 A1l A2 AO03 A3 A04 A4 A05 AS
307
180-190

90-110

%vjv = S/A 10% 20% 30% 40%

Figura 8: Variacion del aditivo. Muestra C008 con mutacién confirmada por test genético,
sometida a concentraciones crecientes de aditivo (potenciador de la enzima) en un volumen
final de 25 uL y corrida en gel de agarosa al 2% por 45 minutos a 100V y concentracion de
ADN de 100 ng/uL. Acompafiada del marcador de peso molecular (MPM) pBR322 DNA-
Mspl Digest. A01, A02, A03, A04, A05= control negativo de cada muestra. Al, A2, A3, A4,

A5= muestras. S/A= sin aditivo.
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Variacién de la concentracion de ADN.

En la Figura 9 se observa gel de agarosa de experimento donde se vari6 concentracion de

ADN, en este caso se tiene un gradiente de concentracion de ADN de la muestra C007

(normal). El carril A2 es el que representa la concentracion ideal de trabajo a 100 ng/ul. La

banda normal (17 repeticiones) se observa con mayor fluorescencia en este caso. A medida

que se aumenta la concentracion de ADN va disminuyendo la intensidad de la banda en el

gel, hasta llegar al carril A6, donde se vuelve a ver una leve mejoria respecto a los carriles

A3, A4, A5. Por ultimo, el carril de menor concentracién de ADN (A1) refleja una banda

aceptable en cuanto al plano general de la figura, pero aun asi no es tan satisfactoria como la

banda del carril A2.

A0 AL A2 A3 AL AS A6 MPM
AT M 307 pb

¥ 90-110 pb

SO 100 150 200 250 300

ng/ul muestra C007

Figura 9: Muestra C007 sin mutacion,
preparada a distintas concentraciones de esta.
En un volumen final de 25 uL en gel de
agarosa al 2% por 45 minutos a 100V.
Acompariada del marcador de peso molecular
(MPM) pBR322 DNA-Mspl Digest. AO=
control negativo. Al, A2, A3, A4, A5=

muestras.

Variacion del namero de ciclos en el programa de la PCR.

En la Figura 10 se observa gel de agarosa de experimento donde se varié namero de ciclos

en el programa de la PCR. Se puede observar simultdneamente el impacto de la variacion de

ciclos en la etapa de amplificacion en ambas muestras. Queda de manifiesto en el carril 30c,
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que 30 ciclos es el nimero mas adecuado para la reaccion. Si los ciclos son disminuidos,
como se observa en los carriles de 25c, la amplificacion parece verse afectada y por lo tanto
el avistamiento de las bandas en el gel de agarosa es mucho méas debil. De la misma forma,
aumentar la cantidad de ciclos, como se puede ver en los carriles 35¢ no favorecio en la

calidad de las bandas en ninguna de las dos muestras

0 35 35  30c  30c 25¢ 25¢c  MPM

307 pb

180-190-201 pb

110-123 pb
90 pb

co07 coos coo7 co07 coo7 coo8

Figura 10: Variacion del namero de ciclos. Muestra C007 (normal) y C008 (mutada) sometidas
a 35y 25 ciclos de PCR. Y solo la muestra CO07 sometida a 30 ciclos. Concentracién de ADN de
100 ng/uL, en todas las muestras. En un volumen final de 25 uL en gel de agarosa al 2% por 45
minutos a 100V. Acompafada del marcador de peso molecular (MPM) pBR322 DNA-Mspl Digest.

CO0= control negativo.

Variacion de la temperatura de alineamiento de iniciadores en el programa de PCR.

En la figura 11 se observa simultaneamente la variacion de la temperatura de alineamiento
de los iniciadores. Es posible observar diferencias en la calidad de las bandas incluso con el
cambio de un grado de temperatura. En este gel se comparan dos temperaturas diferentes 64
y 65 °C, donde se evidencia una mejor calidad de bandas al realizar la reaccion a 65°C. Este

hecho se replica en la muestra C007 (normal) y en la muestra C008 (mutada).
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€007 (normal) C008 (mutada)

T0 65°C 64°C 65°C 64°C T0 MPM

307 pb

242 pb
217 pb
180 pb
160 pb
147 pb

Figura 11: Variacion de la temperatura de alineamiento de iniciadores. Muestra CO07 (normal)
y C008 (mutada) sometidas a distintas temperaturas de alineamiento de iniciadores. En un volumen
final de 25 uL en gel de agarosa al 2% por 45 minutos a 100V. y con concentracion de ADN de 100

ng/uL. Acompafiada del marcador de peso molecular (MPM) pBR322 DNA-Mspl Digest. TO=
control negativo de cada muestra.

En la figura 12 se observa una tercera temperatura de alineamiento de iniciadores de 66°C. Existe
una clara disminucion en la intensidad de las bandas en el gel en los carriles de 66°C en ambas
muestras. No se detectan cambios respecto a la figura 11. La temperatura de alineamiento de

iniciadores que genera mejor visualizacion de las bandas en el gel es la de 65°C.

C007 (normal) C008 (mutada)

I | | 1
MPM T0 66°C 65°C 64°C 66°C 65°C 64°C
307 pb 2 BRI e ey - % e ¢ SRS TUSIE S SR TY S

180-201 pb

110-123 pb

90 pb

Figura 12: Variacion extendida de la temperatura de alineamiento de iniciadores. Muestras
C007 y C008 sometidas a mismas condiciones anteriores, pero con tercera variacion de
temperatura. (66°C). TO= control negativo.
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7- DISCUSION

Las mutaciones de tipo expansion de secuencias repetidas de tripletes son caracteristicas
de varios trastornos neuroldgicos hereditarios en humanos. Enfermedades como la distrofia
miotonica, la enfermedad de Huntington, la ataxia espinocerebelosa, el sindrome de X fragil,
la ataxia de Friedreich y atrofia muscular bulbo espinal (enfermedad de Kennedy), son
causadas por dicho aumento de las repeticiones CTG, CAG, CGG, CCG o GAA, TTC
respectivamente. (42) Ante esto, técnicas de biologia molecular como la reaccion en cadena
de la polimerasa pueden detectar mutaciones de este tipo. Sin embargo, la estandarizacién de
la PCR es un paso fundamental para la optimizacion del proceso que cobra mayor relevancia
cuando se trata de regiones gendmicas con expansiones en tandem ricas en guanina y citosina,

que habitualmente pueden resultar en un reto técnico para una amplificacion reproducible.

Para el caso particular de la EH en este estudio se generaron variaciones en cinco
parametros diferentes para encontrar las condiciones dptimas de amplificacion. Estos
apuntaron tanto a la mezcla de reaccion como a las condiciones de amplificacion del equipo
utilizado. Previo a la realizacion de los experimentos disefiados se realizo la extraccion de
ADN de las muestras de sangre venosa de los participantes, obteniéndose con el método de
extraccion utilizado resultados éptimos en concentracion y calidad de ADN comparables con
lo reportado en la literatura (23), lo que resulté fundamental para continuar con los

procedimientos.

Al consultar la literatura, queda en evidencia que el cloruro de magnesio (MgCl.) es uno
de los primeros componentes que se debe poner a prueba en la estandarizacion de la reaccion.
Esto responde a la directa interaccion que tiene con la enzima que lleva a cabo la sintesis del
ADN, puesto que especificamente el magnesio cumple un rol de cofactor en el sitio activo
de la polimerasa, el que se adiciona en forma de sal. (34) El gradiente de concentracion de
este metal divalente se delimitd entre cinco concentraciones diferentes en base a

publicaciones anteriores relacionadas con la EH, donde se afirma, por ejemplo, que con de
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1.5 mM para una reacciéon con volumen final de 25 uL genera bandas de visibilidad aceptable.
(41) Este punto se tomé como el valor minimo, mientras que el corte superior fue de 3.5 mM
queriendo comparar con los buenos resultados obtenidos por Paradisi a 3.2 mM en un

volumen final de reaccion de 15 uL. (38)

Al analizar las bandas logradas en el gel de agarosa al 2% (figura 7) en un paciente con la
mutacion, la acentuacion de estas en el carril M2 que corresponde a 2 mM es evidente. En
contraste con el protocolo inicial donde se sugeria la adicion de 3 mM por tubo de reaccion.
Esto no quiere decir que a 3 mM la PCR va a fallar, pero en vista de la mejor visualizacion y
a la vez de un menor uso de reactivo se prioriza el trabajo a la concentracion del carril M2,
ya que precisamente de esto se trata tambien la optimizacion. Los saltos de 0.5 unidades entre
punto y punto se seleccionaron de esa manera porque se describe que intervalos muy
pequefios en la concentracion de magnesio no alteran de forma importante la intensidad de
las bandas. Claramente concentraciones bajas son insuficientes y altas son inhibitorias de la
reaccion. Ademas, se descartd el uso de buffer TRIS con EDTA por la capacidad de quelar

metales divalentes de este ultimo. (50)

La ADN polimerasa AmpliTag Gold de alta procesividad ha sido disefiada para la
amplificacion de regiones del ADN ricas en G-C, por lo que, eventos como la formacion de
dimeros por parte de los cebadores, repeticiones de homopolimeros o fragmentos muy ricos
en guanina-citosina (G-C) no alteran del desempefio de la enzima. La cantidad de ADN
polimerasa AmpliTaq Gold 360 aumenta lentamente en la reaccion con cada nimero de ciclo,
y el rendimiento del producto especifico aumenta sin acumulacion de productos no
especificos. Para asegurar este hecho, en el mismo empaque comercial de la Taq Gold
polimerasa se puede encontrar en vial separado un aditivo (360 GC enhancer) con funciones
coadyuvantes de la reaccion para aumentar la especificidad y procesividad de la enzima en
PCR de regiones ricas en G-C (algunos de los mas conocidos con estas caracteristicas son el

Dimetilsulféxido (DMSO), la betaina, entre otros).
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El protocolo de la enzima recomienda su uso en un rango de entre 1 a 10 uL para un
volumen final de 50 uL, de esta forma se estaria trabajando a un % v/v del 10 al 20%. El
protocolo estandar utiliza 20% v/v de aditivo para 25 uL finales. En base a esto trabajo con
cinco concentraciones distintas. El primer tubo se hizo reaccionar sin aditivo para comprobar
la real participacion de este en la mezcla, y, en efecto como se aprecia en la figura 8, el carril
Al tubo amplificacion tenue del material genético. Tras esto, se verifica que el reactivo
mejora ampliamente la produccion cuantitativa y / o cualitativa de la PCR, justificando su

utilizacién, mas ain en fragmentos con las particularidades ya mencionadas. (51)

Como limite superior se llego a adicionar hasta un 40% v/v de aditivo (10 uL de DMSO
a un volumen final de 25 uL), tomando como referencia el estudio de Majhoubi et al. (40)
donde a esta concentracion se obtuvieron amplificaciones Optimas y buen desempefio
enzimatico. Al observar el carril A2 y el A3 del gel de agarosa en la figura 8, correspondientes
a 10% y 20% v/v de aditivo respectivamente, queda una cierta incertidumbre de cual de los
dos amplificd de mejor forma. Cabe destacar que, tanto en este caso, como en todas las otras
variaciones realizadas al protocolo inicial, el grado de impacto del cambio generado se midio
de forma cualitativa, entiéndase esto como una mayor o menor intensidad en las bandas de
la electroforesis. Por lo tanto, A2 y A3 fueron los mejores exponentes en la variacion de
aditivo, y al igual que en el caso anterior se privilegia la mejor intensidad al menor gasto de

reactivos posible.

En paralelo se pudo observar que un volumen mayor puede ser excesivo ya que genero
interferencia en la amplificacion y por ende una corrida mas débil. No se especifican los
componentes del aditivo, pero se sabe que en trabajos similares se utiliza dimetilsulfoxido
DMSO al 10% del volumen final como disolvente organico en combinacién con glicerina
para disminuir la amplificacion de productos inespecificos. (39, 40). La concentracion 6ptima
de este aditivo puede variar de un protocolo a otro también dependiendo de los iniciadores

utilizados en cada uno.
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Para encontrar la concentracion ideal de ADN a la cual trabajar se tomo6 en cuenta el
estudio pulicado por Warner en 1993 (41) . Un rango de entre 50 y 500 ng/uL genera un
espectro considerablemente amplio para encontrar la relacion optima entre la cantidad de
ADN vy la amplificacion resultante. Se decide usar este protocolo, y fundamentalmente la
variante de ADN que presenta este cientifico, debido a su alta semejanza con el protocolo
inicial de esta investigacion. Iniciadores similares, misma cantidad de unidades de la
polimerasa, mismo nimero de ciclos y temperatura de alineamiento. Sin embargo, el limite
superior en este caso fue solo hasta 300 ng/uL. No se experiment6 con valores menores a 50
ng/uL debido a que, como lo afirma Henegariu et al. (50) cuando el ADN molde se encuentra
por debajo de esta concentracion, en una mezcla final de 25 uL, los productos obtenidos

disminuyen sustancialmente.

En la figura 9, la intensidad de la banda del carril A2 correspondiente a una concentracion
de ADN de 100 ng/uL, es claramente mayor que entre los demas, concluyéndose que podria
ser la mejor concentracion para amplificacion. Esta situacion es concordante con numerosos
trabajos, donde se comprueba que existe una relacion ideal entre una muestra de 100 ng/uL
con 1 unidad de enzima y/o concentraciones de MgCl.de 1.5 a 2 mM para una mezcla de 25
uL. (2) Al aumentar la cantidad de ADN por microlitro hay una minima tendencia a bajar la
intensidad de la banda a 150, 200 y 250 ng/ul, con nuevo aumento de intensidad a 300 ng/ul.
Por lo que la cinética enzimatica, a las concentraciones utilizadas de los reactivos en ese
experimento pareciera estar en un estado de equilibrio tal que, al variar solo la cantidad de
sustrato, y no la de enzima, ésta aun no se ve saturada (47), no pareciendo tan critica la
variacion de la concentracion de ADN en este caso a diferencia de otras variables en los otros

experimentos realizados

52



La calidad visual de las bandas obtenidas fue considerada aceptable pero no 6ptima dado
el aumento de grosor e intensidad en los carriles, ya que como se observa en el gel, estas no
estan tan bien definidas como el marcador de peso molecular. Un hecho como este también
puede ser atribuible a variables no evaluadas en el estudio y en menor medida a la

degradacion de las muestras durante su procesamiento.

Para el siguiente experimento se realizaron modificaciones en la programacion del
termociclador utilizado para variar las condiciones de amplificacion. En primer término, se
modificd el nimero de ciclos de la PCR. Basandonos en los aportes de los estudios de
Kremer et al., Jama et. al, Vazquez et. al, entre otros. (2, 4, 44) se esperaba que las bandas
maés intensas de la electroforesis fueran a los 35 ciclos. Sin embargo, se obtuvieron bandas
considerablemente mas claras al ser amplificadas con solo 30 ciclos (ver figura 10).
Coincidiendo con lo propuesto por Bruland et al. (43) en la determinacion precisa del nimero
de repeticiones de CAG en el gen de la enfermedad de Huntington, estos resultados podrian
explicarse por las diferencias y similitudes de los iniciadores utilizados en los diferentes
estudios, siendo uno de los iniciadores utilizados por Bruland et al. igual al utilizado en este

estudio mientras que el otro tenia alta homologia.

Cuando se disminuy6 a 25 los ciclos, se observd una evidente disminucion en la
intensidad de las bandas tanto de la muestra normal como de la muestra con la mutacion. Si
bien, se entiende que la débil visualizacion del producto obtenido en este caso puede
responder a que la enzima amplifico en menos ocasiones, autores como Henegariu et al.(50)
describen una serie de alternativas para mejorar este panorama. Como ejemplo de esto se
menciona aumentar la concentracion del buffer en la mezcla, disminuir la temperatura de

anillado y de la extension, y aumentar la cantidad de primers de loci débiles.
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Cuando se aumentd el numero de ciclos a 35, la muestra C008 con la mutacion tuvo una
intensidad un tanto similar que cuando se programd para 25, pero inferior a los 30 ciclos. Por
otra parte, la muestra C007 no amplificé en absoluto a 35 ciclos por lo que el experimento
con esta muestra deberia repetirse. Un probable sesgo en este resultado fueron los intervalos
entre cada tanda de ciclos que se designaron. Ya que a diferencia de la variacién del MgCl.,
acé el realizar pequefios cambios de a un ciclo si pudiera haber creado un espectro mas amplio
y con diferencias notorias. Por lo tanto, queda una cierta incertidumbre en cuanto a cémo

habria sido la amplificacion en puntos intermedios como 28, 32 o 33 ciclos.

La variacion en la temperatura de anillado es un paso que debe estar perfectamente
estandarizado en una PCR. Cuando hay errores como la aparicion de bandas inespecificas o
los productos obtenidos son débiles, una de las primeras soluciones descritas es precisamente
reajustar la temperatura de esta etapa. (50) En base a lo anterior se considero generar variables
de este factor, pero que fueran cercanas a la recomendada por el protocolo inicial. Cada par
de iniciadores de acuerdo a la concentracion, secuencia de bases y longitud tiene
temperaturas de fusion diferentes, por lo que es fundamental conocer el entorno “ideal” de
los que se usaran para la reaccion. El célculo de las temperaturas de fusion (melting
temperature) precisas de los acidos nucleicos se ha convertido en un paso crucial para la
eficiencia y la optimizacion de numerosas técnicas de biologia molecular, como

la hibridacion in situ, la PCR, la seleccion de antigenos y los microarrays. (52)

Los iniciadores utilizados en este estudio fueron corroborados con el programa In silico
PCR Genome Browser Disponible en https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr. (Anexo 4) que
permite simular una amplificacién y ademas tener la “Tm” teodrica adecuada. El programa
sugirié una temperatura de fusion bastante alta en comparacion con los 65 °C del protocolo
de base. Segun el software, el alineamiento a 73 °C otorgaria a la reaccion las mejores
condiciones. La Tm del iniciador sentido segun la hoja de informacidn es de 59,3 °C y la del

antisentido es de 72C° el promedio de ambas es de 65°C, lo que se supone que es la
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temperatura optima y es precisamente la que recomienda el protocolo estandar. Lo ideal es
que ambos iniciadores cuando se disefian tengan Tm similares, pero en este caso no es asi
por el tipo de region y mutacion involucrada. Por otro lado, autores como Jama et. al. y Toth
et. al. (4, 39) demostraron que con 64 °C para el alineamiento se obtenian productos
amplificados de buena resolucion. Entonces para comenzar se sometieron ambas muestras
(C007 y C008) a 64y 65 °C (ver figura 11). Se observé que la variacion de un solo grado ya
generaba cambios evidentes en la intensidad de las bandas. Esto fue aplicable tanto para la
muestra con la mutacion como para la normal. A los 64°C disminuye considerablemente la
amplificacién en ambas muestras, dandose por entendido que esa no es la condicion ideal

para el que los iniciadores se unan a la cadena molde.

Tomando en cuenta lo ocurrido, se incluyo una tercera temperatura correspondiente a
66°C como aparece en la figura 12. Al hacer la comparacion de las tres temperaturas siguio
prevaleciendo la temperatura recomendada en el protocolo inicial de 65 °C. Y entre 66°C y
64°C se logra discriminar una leve mejoria con la ultima por sobre la primera. Respecto a la
informacion sugerida por el programa se generé una mezcla de reaccion a una temperatura
de 71°C, cercana a los 73 ° tedricamente Utiles. Esta accion fue respaldada con literatura.
Hormozian (42) investigador que utiliza iniciadores similares, obtuvo productos
amplificados satisfactorios con una “Tm” de 71°C. Para este caso se trabajé con ambas
muestras, pero no se logré ninguna amplificacion de las muestras. Si bien se observo la
presencia de los iniciadores en la parte inferior del gel, no hubo ninguna banda visible. Lo

que contradice los datos entregados por el programa de simulacién. (figura no mostrada).

A pesar de que se consiguio demostrar diferencias en el proceso de amplificacion con las
variantes térmicas seleccionadas, autores mencionan que para obtener una “Tm” precisa se
requieren incrementos de temperatura estrechas de 0,02 ~ 0,2 ° C, debido a la alta
sensibilidad a pequefias variaciones. (53) Aungue actualmente existen multiples herramientas

para determinar la temperatura de fusién de los oligonucle6tidos, se dan muchas situaciones
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en las que la informacion teorica dista bastante de la real. Por lo tanto, se describe que como
la “Tm” de un oligonucle6tido es un valor de critica importancia. Su estandarizacién mas

confiable y exacta es fundamentalmente empirica. (54)

En lo que respecta a esta investigacion, no se generaron modificaciones de los otros
componentes de la PCR, puesto que se priorizé interferir en los parametros fundamentales y
considerados mas criticos, acotandose ademas a la disponibilidad de tiempo y reactivos. De
todas formas, esta decision se sustenta en datos bibliograficos como: el poco impacto que
tiene generar variacion en la concentracion de los iniciadores, el aumentar las unidades de la
enzima Taq polimerasa puede generar desequilibrio en la amplificacion, el uso de agua ultra
pura que asegure estar libre de elementos y otros compuestos en partes por billon (p.p.b) que
podrian comprometer los resultados de los ensayos por su interaccion con las muestras. En
cuanto a la alteracion de las concentraciones de dNTPs es un acto poco practico, ya que estos
son muy inestables a la constante descongelacion durante su uso en cada reaccion. (50) Sin
embargo, esta concentracion debe encontrarse en equilibrio con otros reactivos como la Tag-

polimerasa y el ADN molde.

Cabe destacar que los dNTPs y el agua son los principales agentes proclives a
contaminacién dentro de la mezcla. Situaciones como esta deben ser predichas y
minimizadas, teniendo en cuenta que indirectamente también forman parte de la
estandarizacion y posterior reproducibilidad de la técnica. Una recomendacion al respecto

es realizar alicuotas de cada reactivo a partir de su recipiente original.
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8- CONCLUSION

Para la aplicacion de cualquier técnica es vital un previo proceso de estandarizacion. Una
vez instaurado, este va a asegurar una alta reproducibilidad y la optimizacién de sus

componentes al maximo.

Esta investigacion se propuso como objetivo estandarizar un protocolo de la PCR para la
deteccion de la mutacion que origina la enfermedad de Huntington. Al respecto se lograron
establecer concentraciones Optimas para cada componente de la mezcla de PCR, asi como
definir parametros de amplificacion que fueran representativos de las condiciones ideales
para la reaccion. Para llevar a cabo esto fue necesario una amplia revision de la literatura que
respaldara las acciones practicas. Por lo que se cumple el objetivo general de esta

investigacion.

En cuanto a las condiciones 6ptimas de amplificacion que se encontraron, estas fueron
comprobadas individualmente, sin embargo, no se realizé una unificacion de todas ellas, lo
que limité el panorama general de estandarizacion. Por otro lado, la etapa cuantitativa del
namero de repeticiones de las muestras mutadas no fue llevado a cabo, considerandose como
una oportunidad para generar temas de futuras de investigacion. Este ultimo punto no es al
azar, ya que se deja el incentivo para continuar analizando un tipo de trastorno que,
particularmente en Chile no ha sido tan estudiado, siendo conscientes de que tanto el costo
de su manejo como el nivel de incapacidad alcanzado por un paciente son muy elevados,

incluso comparables con la enfermedad de Parkinson.

Por ltimo, se concluye que la optimizacion de los parametros de PCR con los iniciadores

utilizados incluyé una concentracion de cloruro de magnesio (MgClI2) al 2 mM, ADN a 100
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ng/uL, aditivo de la Taq polimerasa al 10% v/v, temperatura de alineamiento de iniciadores
de 65°C y 30 ciclos la reaccion de PCR, lo que permitio la estandarizacion de la técnica para
la deteccién de la mutacion del gen HTT, pudiendo diferenciar claramente un individuo

normal de otro con la mutacion.

Esta investigacion experimental busca ser un aporte para las personas afectadas por la
enfermedad de Huntington en Chile, fundamentalmente en el aspecto de estandarizar un
protocolo de PCR para ser utilizado en la posterior determinacion del nimero de repeticiones
CAG en geles de policacrilamida, método validado y utilizado con buenos resultados en otros
paises con recursos limitados, por requerir reactivos y equipamiento de menor costo. La
estandarizacion de esta metodologia de bajo costo permitiria democratizar el acceso a este
tipo de pruebas y asi no solo avanzar en el diagndstico confirmatorio de los afectados con la
EH en Chile si no también con el diagnostico predictivo para familiares en riesgo, siendo
importante para la toma de decisiones personales y también para la posibilidad de brindar
inclusion de estas personas en actuales y futuros protocolos de investigacion sobre terapias
de silenciamiento génico que se desarrollan a nivel mundial con resultados muy

prometedores.
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ANEXO 1

Tabla N°2: Preparacion de la mezcla de reaccion

con variacion de cloruro de

magnesio.
Reactivos M1+M01 M2+M02 M3+M03 M4+M04  M5+M05
Buffer 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
PrimerR  4uL 4 uL 4uL 4uL 4uL
Primer F 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL
MgCl, 3uL 4 uL 5uL 6uL  7uL
Agua 10.8 uL 9.8 uL 8.8 uL 7.8 uL 6.8 uL
Aditivo  10uL 10 uL 10 uL 10uL  10uL
dNTPs 3uL 3uL 3uL 3uL 3uL
tagPolimerasa 0.2 uL 0.2 uL 0.2 uL 02uL  02uL
Total 40 uL 40 uL 40 uL 40 uL 40 uL

Volumen final para cada reaccion=25 ul, Volumen de la mezcla de reaccion por muestra=20
ul. Volumen de mezcla muestra + control negativo= 40 ul. Los 5 uL faltantes a cada tubo se
completan con la muestra de ADN (concentracion estandar de 100ng/uL)+agua ultrapura.
Muestra C008 (M1, M2, M3, M4 y M5): 92.4 ug/uL. 0.9 uL de muestra C008 + 4.1 uL agua
ultra pura. Con sus controles negativos (M01, M02, M03, M04 y MO05) sin muestra y con

solo 5 ul de agua ultrapura.

Tabla 3: Preparacion de la mezcla para la variacion de aditivo.

Reactivos  Sinaditivo  A1+A01 A2+A02 A3+A03  A4+A04
Buffer 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
Primer F  4uL 4uL 4uL 4uL | 4uL
Primer R 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL
MgCl; . 6uL 6 uL 6 uL 6 uL | 6 uL
Agua 17.8 uL 12.8 uL 7.8 UL 2.8 uL OuL
Aditivo . ouL 5uL 10 uL 15uL | 20uL
dNTPs 3uL 3uL 3uL 3uL 3uL
taq polimerasa 0.2 uL 0.2 uL 0.2 uL 02uL  0.2uL

Total 40 uL 40 uL 40 uL 40 uL 42.2 uL

Muestra C008 (Al, A2, A3, A4y Ab): 92.4 ug/uL. 0.9 uL de muestra C008 + 4.1 uL agua ultra pura.
Con sus controles negativos (A01, A02, A03, A04 y A05) En el caso de los tubos A4 y A04 se

exceden los 20 uL por c/u, por lo tanto, aqui el volumen de muestra varia de la siguiente forma: 0.9

uL de muestra C008 + 3 uL de agua ultra pura. (para no exceder los 25 uL de volumen final).
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Tabla 4: Preparacion de la mezcla para la PCR.

Tabla 5: Preparacion de muestra C007.

ADNng/ul MuestraC007  Agua  Total
Reactivos  (X1) (X 6) 50 1902ul | 3.098ul | Sul
PB_UfferF 2é5 UL'— | ig U:: 100 0951ul [ 4049ul | 5ul
rimer u u
Primer R~ 2 uL 12 uL 150 0.634ul | 4366ul | Sul
MgCl, 3uL  18uL 200 0476ul | 4524ul | 5ul
Agua 3.9uL 23,4 uL
Aditivo 5uL  30uL 300 0317l 4"333 ul | Sul
dNTPs ~ 15uL 9uL Control Oul 5ul 5ul
TagPol 0.1uL  0.6uL negativo
Total 20uL | 120uL

Los volumenes preparados en Tabla 4 corresponden a un control negativo mas las cinco
variaciones de concentracion que se observan en Tabla 5. La concentracion de la muestra
CO007 era de 95.1 ng/ul.

Tabla 6: Preparacion estandar de la mezcla para la PCR.

Reactivos (X1) (X 3)
Buffer 25uL  7.5uL
Primer F 2 uL 6 uL
Primer R 2uL  6uL
MgCl; 3uL 9 uL
Agua 39uL  11.7uL
Aditivo 5uL 15 uL
dNTPs 1.5uL  45uL
Taq Pol 0.1uL 0.3 uL
Total 20uL  60uL

Los volimenes preparados corresponden a un control negativo mas la muestra CO07
(normal) y muestra C008 (mutada).
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ANEXO 2

Tabla 7: Revision y comparacion sisteméatica de protocolos de PCR para la
enfermedad de Huntington.

Referencia ADN Enzima | Temperatura Volumen

protocolos MgCl2 [ng/uL] Iniciadores | [U/mL] | alineamiento | aditivo reaccion
PCR [mM] uL

Warner, 1.5 50-500 HD-1 1 35 ciclos . 25

1993 (41) HD-3 65°C

Kremer, 2 100 HD-344 5 35 ciclos . 25

1995 (3) HD-450 64°C

Toth, 1997 0.625 300-500 1.25 28 ciclos 120g/L 40

(46) 64°C DMSO

Bruland, 25 2 plasmido HD-482 2.5 30 ciclos - 25

1999 (49) 50 gendmico HD-344 58°C

Hormozian, 1.5 100 HD-1 1.5 35 ciclos 10% 25

2004 (39) HD-3 71°C DMSO

Jama, 2013 Pre-mix 15-25 1 35 ciclos - 20

(4) 64°C

Majhoubi, 100 32 ciclos 10 uL

2013 (45) 61°C DMSO

Vasquez, 1.5 150 HD-1 2 35 ciclos _ 25

2008 (48) HD-3 65°C

Paradisi, 3.2 HD-1 65°C - 15

2007 (42)
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ANEXO 3

Carta de aceptacion del proyecto: Caracterizacion clinica y genética de pacientes
chilenos con enfermedad de Huntington.

Servicha de
Salud

»  Metropolitano Cireccsan
Norte
Sagida Metvpetion Comité de Etica de | [nvestigadon ded Servico de

Salud Netrepoitano borte
»

Cocta N* O16/2029

Or, 115/%c

Santiago, marzo 20 de 2019

Dr. Pedro Chana

Investigador Principal

Centro de Trastornos del Movimiento
CETRAM

Presente

Ref,: Titulo del Estudio: "Caracterizacion clinica y genética de pacientes chilenos con enfermedad
de Huntington”.

Estimado Dr. Chana:

Por medio de la presente acuso recibo de su carta de fecha 05 de marzo de 2019 con las
modificaciones indicadas por este Comité y se procede a entregar Aprobacion al proyecto de la
referencia. Adjunto encontrard Consentimiento Informado para participar en Investigacion Clinica
debidamente firmado, fechado y firmado por el suscrito,

Listado de Integrantes presentes en sesion de fecha 10 de enero de 2019:

Dr. Juan Jorge Silva Solis

Dr. Carlos Navarro Cox

Dra. Maria de los Angeles Avaria Benaprés

Dra. Katherina Llanos Parra

A.S. Luls Garcia Hurtado, Representante de la Comunidad

Lo saluda atentamente,

O'Daqamo Kissiah ‘M e

Senicia de DREJUAN JORGE SILVA SOLIS
Metropaliano NPRESIDENTE - CEI-SSMN
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Consentimiento informado para participantes:

Consentimiento informado para participar en Investigacién Clinica

Titulo: CARACTERIZACION CLINICA Y GENETICA DE PACIENTES CHILENOS
CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON. Versién 1.0 del 3 de diciembre de 2018.

Investigadores responsables: Pedro Chana, Ernesto Salls

Instituclones Responsables: Centro de Trastarna def Maviméento CETRAM
Escuela de Medkina Univarsidad de Taka

Titulo del Proyecto: CARACTERIZACION CLINICA Y GENETICA DE PACIENTES
CHILENOS CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Patrocinante: Centro de trastornos del movimiento (CETRAM) en asoclacién
con la Escuela de Medicina de Universidad de Talca

Estimado(a) participante:

El propésite de este documento es entregarle toda ia informacién necesaria
para que Ud. pueda decidir libremente sl desea participar en la
INVESTIGACION que se le ha explicado verbalmente, y que a continuacién
se describe en forma resumida. Recuerde que debe firmar 2 coplas, una es
para usted y la otra para ¢l/fia investigador/a,

Resumen del proyecto:

* Objetivo: El cbjetivo de este proyecto es conocer 13 distrioucion gecgrafica, las
caracteristicas clinicas y alleraciones genédticas de los pacientes chilenos con
Enfermedad de Huntington que sirvan de base para dsediar estrategias de salud

|___Que sermitan mejorar 13 calidad de vida de Ias familias afectadas

* Procedimientos: El Centro de Irastarnce del movimiento (CETRAM) es una Y
institucion especiaizada en la stenckdn 2n salud de individuos afectados con
trastornes del movimiento y enire elios, la Enfermedad de Huntington, ko cual nos
ha permitido ubicarle & invitarlo a participar en esta Investigacidn. Su participacion
en la misma consiste en su autorzacidn para realzar una ravision de su nformacion
clinica que ya ha sido registrada praviamente en el CETRAM o elabarar una nuava
ficha ciinica si es el caso, en ambas situaciones, el fin es recoleciar informacion
demografica, antecedentes tanto perscnaes como familiares, hallazgos al examen
fisico, y resultados de escalas de evaluacion aplicadas previaments como |a escala
dagnéstica unificada para la Enfermedad de Hunlingten (UMDRS), de problemas
de comportamiento (PBA) y cognitiva {Minimantal teet), que tamarian 45 minutos en
aplicarse da sar neceeario y que séle implican responder algunas preguntas
sercitas de forma werbal o por escrito y un examen fisico neuroidgico no Invasivo.
Luego se tomara una muastra de sangre vencea (Sml) para reakzar on el Laborstono

O, o ‘A&‘{

it
enaeSee, 20 MAR 2019
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de! Centro de invastigacionas Madices do 3 Sscuela de Medicna de Ia Universidad
de Talka la extraccion de ADN (materi=’ panético), |a prusba penética malecular
para |a confirmacidn del diagnestics de Enfemedad de Huntington y eu posterior
almacenamiento en &l banco de ADN, 5i Ud. 5% na realizado prevamente |a prueba
genética en ofro laboratorio Indepandenta, su participacién centribuird también a la

validacion de la técnica utiizacs o0 93t5 Imvezigacion.

Beneficios: of registro de sue delas ciimass ¢ Ta realizacion de la prusba genética
pera g diagndstico de |s Enfermacard de Huntinglon podra servir para confirmar
o descartar @se diagnostico v que suz madicos puedan ofrecarie una atencion
médica y asesaramiento genstice s avecuado En e caso de confirmarse el
diagnostico parmitira tenar un estvnado de les personas en su famiia que estdn
a nesgo de padecer la misms enfarmadad. 10 que & su vez pecmitird la
planificacidn de programas de atencids médica interdiscipinana para las familiss
afectadas. También podria ayudarnos a comarender mejor la smtomatologia, 1a
evolucion de |a enfarmedad de Huringior e comportamiento de la mutacién en
su famiia y en Chile, y dsefiar esir2'egias nersonalzadss de tratamiento.

En caso de que Ud desee conoce: @ “ssultado de su prueta gendlica, se le
enviard a los nvestigadores madicos de CETRAM miembros del equipo de
investigacion quienes regstraran ¢ rasuitade en su ficha clinica y ko contactaran
para planificar junta con Ud. fa e1esa de su resultado con & respsctivo
asesorameanto genstico.

¢Desea Ud desee recibir i3 informacion genética dervada de aste estudio?..

SI NO

Riesgos La extraccion de sangre cius=s muy pocas molestias. Las personas
aprensivas sienten a veces que s& mirean o les dusle, ofras vecss puede quedar
un pequenc morado en el silio de puncidn. La cantidad de sangre que se fomara
en este esiwdio es relatvamente pequeia ¥ por |0 tanto no conduce & anemia.

La estandarzacion de un pratecole descrilo para el diagnostico moleculsr de la
enfermedad de Huntington podria tener un use comercial por parte de la
Institucion en un futwro. Los msuliados ce asta investigacion pretenden ser
publicados ylo presentados en revistas y/'o congresos cientificos respeatando el
anonimato y confidencialidad de los parlicicantes

Costos: s5u particpacion en e2ie eslus s Jue incluye 18 realizacitn o revisién de
su ficha clinica. el examen fisico, aolicacién de escalas, toma de muestra de
sangre venosa, la extraccion de ADN y ‘s prusba genética para 'a Enfermedad
e Huntington no tendra ningun costo pare usted y serdn asurmnidos por el estudio
y si ocurnera alguna complicacién derivada directaments de su participacidn en
&l mismo, su costo serd asumide sor el investigader.

Compensaciones: Dado que o asrmovechars su visita 8 CETRAM por ofros
metivos DIFERENTES A ESTE £5TUDIO No Se compensaran los gastos en que
el particpante haya debido incurir (TRANSPORTE, alimeréacién, entre otros)

- SSMNORY.

Sanpo oo

g

Yotmookeo W 2.0 MAR 2019
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derivados de su participacion NI habra NINGUN pago ADICIONAL. i
Confidencialidad: Su ficha clinica y resuliades seran confidenciales y se
igantificara en el estudio con un nirmero y solo los investigadores paricipantes '
en este estudic podrin saber 8 qué nombre corresponde. Su nombre No serd |
usado en ninguna putlicacion o reporte. esios ¢atos no tendraén apicacion an oiro ‘
Proyacto © por parsonas sjenas & presente éstudio sin su consentimiento pravio, |
El custedio de los datos sera e investigador Emesto Solis Afiez. Obtencion,
estudio y almacenamiento del material genético: El ADN s= cbliene
principaimente de la sangre. Su muesira de ADN podra ser almacenada con su |
consentimento y usada Unicamente en esta linea de nvestigacion del CETRAM |
y de la Universidad de Talca en investigaciones futuras para aprander mas sobre #
I8 enfermedad de Huntinglon, La muesira que 58 obtenga se almacenara an &l
Banco de ADN de la Universidad de Talca, a menss que usted quiers que s8
desache al finalzar el astudio ¢ &n un momento postarice. Estas muestras pueden
facilitar a los investigadores el desarrolio de pruebas médicas o tratamientos gue
tengan vsior comercial. El paciente no reckira ningun tipe de compensacitn
economica derivada da la comarcialzacidn de e3as pruebas o Iratamientos

Deses que su muestra de ADN. después de finalizar este estude, sea

almacenada de forma ndafinida, en el Banca de ADN del laboratorio de Medcna

Molecudar ded centro de estudios médicos de |3 Escusfa de Medicina de la

Universicad de Talca, bajo ka custodia del investigador Emesto Adridn Salis Afez:
Si NO

Comunicacién con el investigador En caso de dudas adicionales o algin
nconveniente refacionado con esta investigacion o de sus darechos como sujeto
de investigacion, puede drigise 8 CETRAM O contactar directamante al
responsable al Dr. Padro Chand o al Dr. Emesto Solis Afez al 58988534718
email: esalis <l

Desde ya muchas gracias, saluda cordiaimenta 3 usted.

Dr. Pedro Chana

Investigador responsable

arrepentirse de su primera decision, $in ningun problems o represalis para
ysted S desea firmar hoja de revocackin debe dirigrse @ CETRAM los dias
jueves de 9:00 a 12:00 y contactar & Dr. Pedro Chana o Dr. Emesto Solls Afez.

o SSMNORT.E
2 0 MAR 2013
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Declaracién

He recibido una explicacién sats®oioria sobre el propdsitc de la
investigacién la cual consisté e cenccer las coracteristices clinicas y
alteraciones genéticas de los pacientas zriencs con Enfermedad de Huntington, asi
como de los beneficios de esia 4ormacion para planificar politicas
plblicas para mejorar la atencidn ¢ ‘as famllias afectadas y la
disponibilidad de la pruebz genética pars el diagnostico de la

enfermedad en Instituciones puolicas

riesgos de mi participacidn en |2 Investigacian.

He sido Informado/a sobre las evertuales molestias, lnogmodidades‘y"

He sido también informado/z que les procedimientos que se realicen
como registro y/o evaluacion de datos clinicos, evaluacion fisica,
aplicacién de escalas clinicas, toma ¢e muestra de sangre, extraccion y
almacenamiento de ADN y realizacién de |a prueba genética no implican
un costo que yo deba asumir, es dacir, mi participacion en el
procedimiento no Involucra un costo conémico alguno que yo deba
- solventar.

Estoy en pleno conocimiento c¢e gque la informacién obtenida sera
manejada de manera absolutaments confidencial, esto significa que
solo el equipo Investigador tendré acceso a mis datos y nadle mas. En
caso de que la informacion abtenida del estudio sea publicada esta se
mantendra andnima, ello significa que no aparecerd ningin dato con el
' que puedan |dentificarme en lioros, revistas y Otros medios de
_publicidad derlvadas de |2 investigacion ya descrita.

Sé que la decision de participsr en esta Investigacion, es

. S/ no deseo participar en ella, o una
vez iniciada la investigacién no deseo seguir colaborando,
puedo hacerlo sin problemas y sin tener que dar ninguna
explicacién. Para esto ditimo soic debo presentarme en CETRAM,
I los dias jueves de 9:00 a 12:00m, con el Dr. Pedro Chana o el Dr.

Ernesto Solis firmar la hoja de revocacion.

Adiclonalmente, los investigadores responsables Dr. Pedro Chanad y Dr.
Ermesto Solis, esolisPutalca.cl, +56 986934718 los dias jueves en
horaric de 9:00 a 12:00m han manifestade su voluntad de aclarar
cualquier duda que me surja, 2ntes, durante y después de mi
participacién en la actividad. Ademas, si deseo realizar mis consultas
| personalmente el domicilio para estos efectos es CETRAM, con los
0\_-',_.58" Nom.e
MAW xnlM

Servicso e Sa0
%vm:um 20”“20!9
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Investigadores responsables Dr. Pedro Chand y Dr. Emesto Solis, |
+56986934718, dias martes o jueves, en el horario comprendido entre
las 9:00 y las 17:00 horas.

ACEPTACION:

He leido el documento, entiendo las declaraciones contenidas
en él y la necesidad de hacer constar mi consentimiento, para lo
cual lo firmo libre y voluntariamente, recibiendo en el acto eopla '
de este documento ya firmado.

MO ..(nombre completo), |
Cédula de ldentidad o Pasaporte N° ..................................... ” de’
nacionalidad... wenasy  Mayor  de edad, con domicilio en |

, ACEPTO participar en la |

i}i'\}'é;t.i'é;é'igﬁ'B;H&h"l'r';éé}s "CARACTERIZACION CLINICA Y GENETICA DE |
PACIENTES CHILENOS CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON", vy AUTORIZO |
al sefior(a) PEDRO CHANA o ERNESTO SOLIS, investigadores |
responsables del proyecto y/o a quienes aste(os) designen como sus
colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del presente |
documento, para realizar el(los) procedimiento(s) requerido(s) por el |
proyecto de investigacion descrito. y
Fecha: ....... ) T3 eiolas Hora: .......

Firma de 13 persona qUe CONSIBNLR:.........ccuciemreaermunnrnrnsrnarssrnsrarss

Investigador(a) responsable: !

--------------------------------------------------------------------------

Nombre Firma

Co-investigador(a) 1:

..........................................................................

..........................................................................

20 MAR 2013
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RECHAZO

He leido el documento, cntenco lxz declaraciones contenidas |
en él. Sin embargo, rechazo otargar mi consentimiento, para lo |
cual firmo libre y voluntariarnente el siguiente documenho,
recibiendo en el acto copia de ~=t2 va firmado.

Y0, s i (nombre completo),
Cédula de Identndad o stauarte N de
nacionalidad......c.ccocvcormrees , mayor de edad con dornlclllo en

, RECHAZO particlpar en la
Invesﬂgaclén denommada CARAC"EPkZACION CLINICA Y GENETICA DE
PACIENTES CHILENOS CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON", y NO
AUTORIZO al sefior(a) PEDRC CHANA o ERNESTO SOLIS,
investigadores responsables del orovecto y/o a qulenss este(os)
designe comao sus colabaradores directos y cuya ldentidad consta al ple
del presente documento, para realizar el{los) procedimiente(s)
requerido(s) por el proyecto de Investigacidn descrito.

Fecha: ....... $oiencan Fisupnnns Hora: ......
ﬁFirma de |12 persona QUE reCBZB: . ....ii iiretssrrnivarresssrssrnsrasres

l

| Investigador{2)responsable:

Nombne .................................. F‘rma ..................... |

..........................................................................

Nombre : Firma

" 20 MAR 2019



REVOCACION

Mediante |a presente revoco lo anterlormente firmado, para lo
cual firmo este nuevo documento libre y voluntariamente,
recibiendo en el acto copia de este documento ya firmado.

2 1> YR S or ey R SR S R I o e S N AR AR I (nombre completo),
Cédula de Identidad o Pasaporte | (o A B ST TR Y S de
nacionalidad... e, Mayor de  edad, con dom»clllo en

. ... REVOCO |0 anteriormente

Firma de 12 persona QUE MEVIOCE: .....iiriresririeriearnaresasssesisssesssnnans

Investigador(a)responsable:

.........................................................................

-------------------------------------------------------------------------

C,E,\-SBM NORTE - (

""“-““ 20 MAR 209
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ANEXO 4

Imagen de la temperatura optima de alineamiento de los iniciadores segun el
programa de simulacion UCSC In-Silico

fi Genomes Genome Browser T00IS Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>ehrd:307484743074953 107hp ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC GGCGGCGRTGECGOCTOTTG
ATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCcagcageageageageagea
geageageageageageageageageageageagcagCAACAGCCGCCAC

CGCCGCC

Primer Melting Temperatures

Porward: 73.7 C atgaaggecttegagteceteaageeette
Reverse: 7.8 C goeggegutagegetatts

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3,
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