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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estandarizacion de la amplificacién de los genes HOX

6.1.1. Obtencion de lineas celulares y tejido de placenta

Las lineas celulares empleadas para la estandarizacién fueron la linea celular de
adenocarcinoma ductal infiltrante con receptor de estrogeno positivo (MCF-7) y la linea
celular de carcinoma de cérvix de células escamosas infectadas con el virus de papiloma
humaneo tipo 16 (SiHa). La linea celular MCF-7 fue amplificada amablemente por la
Q.B.P. Ana Dulce Hermandez Herrera y el Q.B.P. Santiago Saavedra Alonso, de la
Unidad de Biologia Molecular del Céncer y Unidad de Virologia y cancer del
Laboratorio de Inmunologia vy Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas a cargo
del Dr. Pablo Zapata Benavides y de la Dra. Laura Trejo Avila respectivamente. La linea
celular SiHa fue donada por el Dr. Augusto Rojas, del Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Medicina de la UANL. Esta linea fue propagada, en la Unidad de
Virologia y Cancer del Laboratorio de Inmunologia y Virologia, por la Q.B.P. Fernanda
Thompson.

Para la colecta de la pastilla celular, las células se colocaron en tubos para
centrifuga de 50 mL, se centrifugaron a 2,000 rpm por un tiempo de 5 min, se vertio el
medio de cultivo y se colocd 10 mL de Buffer PBS 1X, se agité suavemente, y se
centrifugd a 2,000 rpm por 5 min. Se repitié este paso de lavado con buffer PBS, se
retird el sobrenadante, y la pastilla celular se congeld a -70°C (modificado de Sambrook
& Russell, 2001).

El tejide de placenta utilizado para la estandarizacién de las condiciones de
amplificacion de los genes HOX fue colectado y almacenado en RNA/ater® (Ambion,
Austin, Texas, E.E.U.U.) por el Dr. José [saias Badillo Almaraz del Hospital General de
Zacatecas. El tejido preservado en RNA/ater® (Ambion, Austin, Texas, E.E.U.U.) se
congel6 a -20°C hasta su uso,

6.1.2. Aislamiento de los RNA’s totales a partir de lineas celulares y tejido de
placenta

La extraccion de los RNA’s totales se realizd con material libre de RNAasas,
como tubos para microcentrifuga certificados, agua DEPC, soluciones disueltas en agua
DEPC, recipientes de vidrio, morteros y material quirirgico hormeados a 300°C por 3h,
micropipetas reservadas para ese uso y camaras de electroforesis tratadas con RNAasa
Zap (Invitrogen, Carlsbald California, E.E.U.U.). Se usaron guantes para evitar la
contaminacién con las RNAasas y se trato el area de trabajo con agua DEPC v RNAasa
Zap. El agua DEPC se prepard afiadiendo ImL de DEPC 6.9M (dietilpirocarbonato,
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Sigma, St. Louis Missouri, EEE.U.U.) en | L de agua procesada en filtros MilliQ, se
homogenizé por agitacién, se incubd a 37°C por un minimo de 12 h, y se esterilizé por
autoclave durante 135 min para hidrelizar el DEPC.

La extraccién de los RNA's totales se realizé utilizando el método de
“Aislamiento de ARN con Trizol” descrito por Simms y cols. (1993), en donde mediante
pipeteo se homogeneizaron los cultivos celulares con Trizol (1 mL trizol/5 a 10 x 108
células; Invitrogen) en tubos de microcentrifuga de 1.5 mlL. Por el contrario, en el caso
del tejido de placenta se obtuvo 50 mg, mediante la diseccion de éste con tijera
quirtirgica o bisturi, y se homogenizé con el uso de un morterc. Posteriormente, se
transfirid a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL donde se continud homogenizando
mediante pipeteo. Y posieriormente se incubé la solucién homogenizada durante cinco
min a temperatura ambiente para permitir la disociacién completa de los complejos de
nucleoproteinas. Se afiadié a la solucién 0.2 mL de cloroformo a cada tubo por mililitro
de Trizol utilizado para la homogenizacion, se mezcld en vortex vigorosamente durante
15 seg la mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente 6 min y se centrifugé a 14
000 rpm a 4°C durante 15 min. Una vez terminada la centrifugacién se retiré el tubo
gentilmente observando 2 fases, la fase organica de color rojo (inferior) es
fenol:cloroformo, una interfase y la fase acuosa incolora (superior) donde se encuentran
los RNA’s totales.

Para la precipitacion de ios RNA’s, se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo y
se agregé 0.5 mL de isopropanol por cada mililitro de Trizol utilizado en la
homogenizacion inicial. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por 5 min y
se centrifugaron a 13 200 rpm por 8 min a 4°C y se procedid al lavado de la pastilla de
los RNAs, donde se removié el sobrenandante y se mezeld en vortex con 1 mL de etanol
75% por cada mililitro de Trizol empleado en la homogenizacidon inicial. Se centrifugé a
13 200 rpm. Una vez obtenida la pastilla de RNA’s, se retiré el sobrenadante y se dejé
secar la pastilla de los RNA’s a temperatura ambiente de 20 a 25 min, sin permitir que se
secara totalmente. Por Gltimo, se resuspendié la pastilla en 20 plL de agua DEPC.

La visualizacion de los RNA’s se realizo en geles de agarosa al 0.8% colocados
en una camara de electroforesis horizontal sumergidos en buffer SB 1X. Las muestras de
los RNA’s fueron mezcladas con 2 pL de jugo azul 6X {(Azul de bromofenol 0.25%,
xilencianol 0.25%, glicerol 30%) y fueron depositadas en los carriles del gel. La
electroforesis se llevd a cabo a 100V por 40 min, posteriormente se tifieron en una
solucién de bromuro de etidio a concentracion de Sug/ml durante 10 min. La
fotodocumentacion de los geles con los RNA’s se realizé utilizando un transiluminador
de luz UV. Se determind la calidad de los RNA's, asi como su integridad con la
presencia de las dos bandas prominentes de los RNA’s ribosomales de aproximadamente
5y 2 kb (28S y 18S, respectivamente).

Yechelt Cunranta Manrqy 28



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX AJ8 TRANSCRITQ 2, 411 Y Bi3 EN
TEJIDOS OVARICOS CON PATOLOGLA MALIGNA
L

6.1.3. Cuantificacion del RNA obtenido

Para cuantificar la concentracién y evaluar la pureza del RNA extraido, se
diluyeron los RNA’s totales 1:200 en agua libre de RNAasas, en 600 pL de volumen
final, Posteriormente se realizé la lectura de las absorbancias a las longitudes de onda
260 y 280nm en el espectrofotometro SmartSpec™ plus de Biorad, para calcular la
concentracion de RNA total se aplicé la formula 1:

ml[=(A260 Férmula 1

Ponde:

A260 =El valor de la absorbancia a la longitud de onda de 260 nm.
B = Factor de dilucién.

La pureza de los RNA’s en relacién a la presencia de proteinas se obiuvo con el
cociente de las absorbancias a las longitudes de 260 y 280nm (A260/A280}.

6.1.4. Sintesis de los DNAc’s a partir de los RNA’s totales

Posterior a la extraccion de los RNA’s, se llevo a acabo la sintesis de los DNAC’s
mediante la técnica de “transcripcion reversa” (RT) descrita por Gerard et al. en 1986.
Se realizaron la mismas condiciones utilizadas en la extraccion de RNA’s para evitar la
contaminacion por RNAasas, se tomaron hasta 10 pL del RNA (5pg totales), 1 pL de
dNTPs 20 mM, 0.5 uL de Oligo (dT); anclado (0.5 pg/ul; Sigma) y se llevé a un
volumen final de 12 pL con agua libre de nucleasas. Se incubé a 65°C por 5 min y se
colocd en hielo. A continuacion, se agregaron 4 pl. de buffer de reaccion 5X para la
enzima transcriptasa reversa del virus Moloney de la leucemia murina (M-MLV,
Invitrogen), 2 uL. de DTT 0.1 M, 1 pL de agua libre de nucleasas, se¢ mezcld suavemente
y se incubd 2 min a 37°C, finalmente se afiadié 1 pL de la enzima M-MLV (200 U/pL;
Invitrogen) y se homogenizé por pipeteo. Posteriormente, se incubé a 37°C por 50 min y
para finalizar se inactivo la reaccion calentando a 70°C por 15 min.

6.1.5. Diseiio de oligonucledtidos especificos para amplificacién mediante PCR

Para disefiar los oligonucledtidos especificos que amplifican regiones de los
genes Bactina (producto de 276pb), HOXA7, A9, A10, AIl y B7 se utilizaron las
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secuencias nucleotidicas del National Center for Biotechnology Information (NCBI), y
el programa primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000), disponible en linea
(httpz//frodo.wi.mit.edw/). El disefio de los iniciadores se realizé de tal forma que
incluyera por lo menos un intron, para poder identificar las amplificaciones debidas a la
presencia de DNA genémico. Posteriormente, se realizaron las amplificaciones virtuales
con el programa “AmplifX 1.37”, para corroborar el peso molecular de ios productos
amplificados y la presencia de interacciones entre los oligonucledtidos (primers dimers),
y finalmente se realizd una bisqueda en el programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para descartar aquellos oligonucledtidos que
amplificaran DNAc’s no deseados. Por el contrario, para la amplificaciéon de HOXB!3 y
Bractina (producto de 414pb) se utilizaron los oligonuclestidos previamente descritos
por Cantile ef al. en el 2003,

A cada oligonucledtido se le determind la temperatura de fusion (Tm), y la
temperatura de alineamiento (TA) usando las formulas descritas por Sambrook &
Russell (2001) y Rychlik & Rhoads (1989) respectivamente. En la Tabla 111 se resumen
las caracteristicas de los oligonucléotidos utilizados para la amplificacién de los genes
empleados en esta tesis.

6.1.6. Amplificacion de los Genes HOX y f-actina mediante RT-PCR

La amplificacién de los genes HOX en los ADNc’s obtenidos de las lineas
celulares y ¢i tejido de placenta se llevo a cabo mediante la metodologia modificada de
Sambrook & Russell (2001). Todas las reacciones de amplificacién se realizaron en
volumenes finaies de 25 ul., con 1 pl. de una dilucion 1 a 10 de ADNc, 0.2 mM de
dNTPs, buffer (a una concentracion de 20mM de Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCI),
diferentes concentraciones de MgCl: (de 1.0 a 2.5 mM) y 2.5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen), en tubos de microcentrifuga de 0.6 mL. La reaccién de PCR se llevd acabo
en el termociclador Mastercycler gradient, de Eppendorf.

Para estandarizar la reaccion de amplificacion, se utilizaron gradientes de
temperatura a partir de las temperaturas de alineamiento de los oligonucledtidos
empleados buscando la banda de amplificacion mds intensa. En el caso donde no se
obtuvo una amplificacién adecuada, se realizé un gradiente de cloruro de magnesio.

Una vez amplificado el gen HOX deseado, se continué con la estandarizacion de
la reaccion de PCR duplex con los oligonucledtidos para S-actina en la misma reaccion,
usando las condiciones normalizadas para el gen HOX empleado. En los casos en tos que
no se obtuvo amplificacion, se Hevé a cabo un gradiente de cloruro de magnesio o de
temperatura. En ia Tabla IV se sefialan las condiciones estandarizadas para la
amplificacién de los genes HOX y fractina mediante PCR duplex, cabe destacar que la
amplificacién de todos los PCR diplex se obtuvieron a la temperatura de alineamiento
de 62°C, por lo que la unica variable fue la concentracién de cloruro de magnesio usada.
Asi mismo, en la Tabla V se especifican los pasos de la reaccion de PCR llevados a cabo
en el termociclador asi como la temperatura, el tiempo y los ciclos en cada uno de ellos.
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Tabla 11L Caracteristicas de los Oligonuc] eftidos especificos empleades

Oligouncledtidos para fractinal? GeaeBank
Nombre Bacuna2?65 Bacnna2?63
Secuencin 5" CGT GAT GGT GGG CAT GGG 3 5 ACG TAC ATG GCT GGG GTG TT 3'
Ta {'C) 7133 030 rloohaiz
TA{"C) 62 617
Oligoancledtidos para FOXA7
Nombre HOXA751x HOXA7Ix
Secnencia 5" TGC GCC TCC TAC GAC CAAA Y STCTTCTTCATCATCGTCCTCC T3
Tm °C) 6871 6945 NM_D06856 3
TA(C) 621 62
Ofigoancledtidos para BONA? transcrito 1y 2
Nombre HOXaAS5 HOXA93"
Secaencia 5 CGT GCAGCTTCC AGT CCAA S 5 GTC GAG CCACCT CGT ACC T3
Tm CCY 5971 er AFO10258 1
TA{'C) 624y 62 631y627
Oligonncledtidos para HOXAI0 franscrito 1
Nowbre HOXALGT hax$ HOXAIGTixd
Secaencia 5 GCA AAGCCTCGC CGG AGA A Y 5" GGA CGC TGC GGC TAATCT CTA Y
Tw (*C) 71387 27 AroloTi4
TALC) 64 817
Mligonwcledndos para HOXAI transerito 2
Nombre HOXAIGT25 New ROXAIL03"New
Setsencia S GCATGATIC TIGGCC TITGTTC 3 S CAGTTIT CATCCTGOG GTTCT % AFOIT141
Tu (*C) 6093 66.93
TA{C) 61.2 612
Oligonncledtidos para HOX1?
Nombre HOXAl xS HOXA] hx3*
Secuencia S OTC TIC CGG CCACACTGA G Y 5" GAC GAT CAG TGA GGT TGA GCAT 3" NM_ 005523 5
Tm {"C) 87 n32
TA{"C) 612 &t
Oligonaclettidos para KFOXB7
Nombre HOXB75" HOXB73"
Secuenciz 5 TAT GGG CTC GAG CCG AGTTY 5" GGC CTC GTT TGE GOT CAGT 3
Tw (*0) 6971 6971 NM_ 001502 3
TACC 607 807
Oligonucledtidos para HOXB{3
Nombre HOXBI133 HOXB133
Secwenria 5'CTG GAA CAG CCAGAT GTG TT 3° 5'TTG GCG AGA ACCTTCTTC TC 3 \M._006361 5
Ta (*C) 6825 6825
TA{"C) 612 612
Oligonagledtdos pars factingd33
Noobre B-act433 5 B-act 433 3"
Secoencia $'CGT GAT GGT GGG CAT GGG 3 SACGTAC ATG GCT GGG GTG TT 3
NM_0OL1GE2
Tw {"C} 713 703
62 617
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Tabla IV. Concentracién de Cloruroe de Magnesio en las

reacciones PCR duplex de los genes HOX v S-actina

Gen Concentracion de MgCl, (mM)
HOXA7 1.5
HOXAS® transcrito 1y 2 1.5
HOXAIO transcrito 1 1.5
HOXAI0 transcrito 2 2.0
HOXAll 20
HOXB7 1.5

K HOXBI13 25 /

6.1.7. Visualizacién de los Productos Amplificados en Geles de Agarosa

La electroforesis se realizé en geles de agarosa al 1.2 y 2.0% situados en una
camara horizontal sumergidos en buffer SB 1X (0.01M de NaOH, 0.04M H3;BOy). Se
mezclaron 10 pl. de los productos amplificados con 2 pl de jugo azul 6X (Azul de
bromofencl 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) v se colocaron en los carriles del
gel. La electroforesis se llevé a cabo a 150V por 35min, posteriormente los geles se
tifleron en una solucién de bromuro de etidio a una concentracién de Sug/mL durante
10min. La fotodocumentacion de los geles con los productos amplificados se realizd
utilizando un transiluminador de luz UV. En los casos en que la banda de amplificacion
fue muy tenue, se confirmd su presencia mediante el ajuste de los niveles de color en la
fotografia del gel, utilizando el programa Adobe Photoshop 7.0.1.

/ Tabla V. Etapas de la reaccién de PCR realizades enel termociclador \

Etapa Ciclos Tempoeramra Tiempo

O
Despateralizacién S min

L. i 94

inicial
Desnaturalizacidn 94 I min
Alinezmiento 35 Gradenteo TA 45 seg
Extension 72 1 min
uxknsién final | n 10 min /
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6.2. Amplificacion de los Genes HOX en Tejidos Oviricos
6.2.1. Colecta de Muestras de Tejido Ovarico

Las muestras de tejido ovarico se obtuvieron del Departamento de Anatomia
Patologica y en el Laboratorio Forense del Hospital General de Zacatecas por el Dr. José
Isaias Badillo. Asi como en el Depto. de Patologia del Hospital Christus Muguerza por
la Dra. Lucia Jara y la Dra. Gabriela Quiroga bajo la direccion del Dr. Rail Garza. Las
muestras se colectaron en la solucion RNA/ater® almacenadas a 4°C por un tiempo
variable (2 dias a 2 semanas) y posteriormente se almacenaron a -20°C. Cuatro de las
muestras se preservaron en trizol y el resto se conservd en RNA/ater®,

6.2.2. Extraccién de los RNA’s Totales a partir de Tejido Ovarico y Sintesis de los
DNAc's

La metodologia utilizada para la extraccion de los RNA’s totales de los tejidos
ovaricos fue similar a la realizada para la obtencion de los RNA’s totales de tejido de
placenta. Las muestras almacenadas a -20°C se descongelaron, y se tomaron del tubo
contenedor con pinzas (previamente horneadas por 3 h a 300°C), se cortd una cantidad
variable de tejido (20-70 mg), se peso, vy se procedid a homogeneizar en moriero con la
solucidn de trizol. A continuacidn, se continud con la metodologia descrita en los puntos
6.1.2 y 6.1.3. La reaccién de transcripcion reversa se realizé mediante el mismo método
que se expuso en la seccién 6.1.4.

6.2.3. Amplificacion de los Genes HOX en Tejido Ovarico

La amplificacion de los genes HOX los DNAc’s del tejido ovarice se llevd a cabo
como se describe en el punto 6.1.6. En cada reaccién se incluyd un ensayo sin DNAc
como testigo negativo y otro ensayo con el DNAc de las lineas celulares o el tejido de
placenta, como control positivo de la reaccion de PCR.

63. Cuantificacion relativa mediante PCR tiempo real de la expresion de HOXBI13
en Tejidos Oviricos

En Ja Figura 14 se muestra que los sistemas de cuantificaciéon por PCR tiempo
real se caracterizan por detectar la amplificacién de un producto de PCR durante el
desarrolio de una reaccion y no por medir la cantidad de un producto de PCR generado
tras un numero determinado de ciclos, como ocurre en el PCR punto final. Por lo tanto,
cuanto mayor sea el numero de copias inicial del producto amplificado se detectard un
incremento en la fluorescencia, como consecuencia del acumulo de productos de PCR.
De esta forma es posible realizar la cuantificacion del DNA o RNA de una forma mas
exacta y reproducible (Heid et al., 1996).
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Los ensayos que se realizan mediante PCR tiempo real se dividen en dos grandes
grupos: sistemas no especificos y sistemas especificos, los primeros detectan la
presencia o ausencia de productos amplificados, pero no proporcionan informacion
sobre la identidad de los productos generados (por ejemplo: SYBR® Green), es decir,
que se pueden producir falsos positivos en el ¢aso de la amplificacién de productos de
PCR inespecificos o dimeros de oligonucledtidos {Wittwer et al., 1997).

Visualizacion mediante
|Bromuro de etidia

Fluorescance

Modificado de Nolan et al., 2006

Figura 14. Cuantificacién de la expresion génica mediante las técnicas de PCR tiempo real. S¢
cuantifics la amplificacién de un producto de PCR durante el desarroilo de la reaccidn en contraste con
la reaccién de PCR punto final que solo podemos estimar la cantidad de un producto de PCR generado
después de un niimero determinado de ciclos (recuadro rojo).

Por otro lado, los sistemas especificos emplean diversos tipos de sondas
fluorescentes (Tagman®, “molecular beacons” y “scorpions™) que hibridan
especificamente en la secuencia blance (Livak er af., 1995). La Figura 15 muestra que la
sonda Tagman® es un oligonucledtido que contiene fluorocromos en los dos extremos y
que es capaz de hibridar en regiones internas y especificas de los productos de PCR (Lee
et al., 1993). El fluorocromo situado en el extremo 5° se denomina reportero y el del
extremo 3" recibe el nombre de inhibidor. Cuando la sonda, que se incluye en la reaccion
de PCR conjuntamente con los cebadores esta integra, la proximidad del reportero y del
inhibidor provoca un fenémeno denominado FRET (transferencia de energia de
resonancia de Forster o transferencia de energia de resonancia fluorescente) que se
traduce en la anulacion de la fluorescencia de la sonda (Cardillo er al., 1988). En el
curso de la PCR, la sonda se une a su secuencia blanco cuando esta se encuentra
presente en la reaccion. Durante la extension de la cadena, la actividad 5° exonucleasa de
la enzima Taq DNA polimerasa, permite eliminar nucledtidos especificamente desde el
extremo 5 de una cadena de dcido nucleico (Holland er af, 1991), provocando la
liberacion del reportero del extremo 5° de la sonda, que al separarse del inhibidor
comienza a emitir flucrescencia. La acumulacién de los productos de PCR se cuantifica
monitorizando el aumento de fluorescencia por la liberacidn del fluorocromo reportero.
El proceso de hibridacion y corte no interfiere con la acumulacion exponencial del
producto amplificado. A medida que aumenta el nimero de copias del producto,
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aumenta €l nimero de moléculas de sonda que hibridan en su secuencia blanco y cada
reportero se separa de su respectiva sonda, por lo que la intensidad de la fluorescencia es
proporcional a la cantidad del amplicén generado. Como la sonda s6lo se corta si hibrida
en la secuencia blanco, la fluorescencia generada procede exclusivamente de la
amplificacién especifica de los productos de PCR.

Modificado de http://cgr.otago.ac.nz/slides TAQMAN.

Figura 15. Caracteristicas de las Sondas Tagman®. A) La sonda Tagman® es un
oligonucledtido que es capaz de hibridar en regiones internas y especificas de los
productos de PCR. Esta sonda contiene dos fluorocromos, uno situado en ¢l extremo 5
que s¢ llama reportero (R) v el del extremo 3”7 recibe el nombre de inhibidor (Q). B)
Durante el curso de la PCR, la sonda sc une a su secuencia blanco, y cuando se llevaa
cabo la extension de la cadena, la actividad 5° exonucleasa de la enzima Tagq DNA
polimerasa, provoca la liberacion del reportero del extremo 57 de la sonda, que al
separarse del inhibidor comienza a emitir fluorescencia.

Los fluorocromos comiinmente utilizados para PCR tiempo real son: 6-FAM™
(6-carboxy-fluorescein), VIC™ (2'-chloro-7'-phenyl-1,4-dichloro-6-carboxy fluorescein),
TET™  (6-carboxi-tetrachloro-fluoresceina), JOE™  (2,7-dimethoxi-4,5-dicloro,6-
carboxi-fluoresceina) y HEX™ (hexacloro-6-carboxi-fluoresceina). En el extremo 3, se
utiliza TAMRA™ (6-carboxi-tetrametil-rhodamina) como inhibidor. Como referencia
interna de las reacciones se emplea ROX™ (6-carboxy-X-rhodamine) que sirvié para
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normalizar las reacciones, evitando fluctuaciones en la fluorescencia de las reacciones
réplicas por errores en el pipeteo o evaporacion de las muestras. La sefial generada por la
referencia interna no depende de la cantidad de producto de PCR generado.

Ademas las sondas Tagman® MGB presentan dos caracteristicas innovadoras: 1)
incorporan una molécula llamada MGB (del acrénimo en inglés, minor groove binder)
que se une al surco menor del DNA, lo cual incrementa la estabilidad y especificidad de
la hibridacién de la sonda (Afonina ef @l., 1997, Kutyavin et al., 1997), y 2) emplean un
inhibidor no fluorescente.

El MGB es una molécula pequefia, con forma de media luna, que encaja en el
surco menor del DNA de doble cadena. En las sondas Tagman®-MGB, ¢l grupo MGB
va unido al extremo 3, junto al inhibidor. Cuando la sonda hibrida, la molécula MGB
estabiliza la union pegéndose al surco menor de la doble cadena de DNA generada entre
la sonda y la secuencia blanco. Esta caracteristica ha permitido el disefio de sondas de
menor tamafio, con una longitud comprendida entre 13 y 20 pb, 1a mitad que una sonda
estandar. Por otra parte, las sondas Taqman® MGB usan un inhibidor no fluorescente,
también conocido come inhibidor oscuro. Este inhibidor no fluorescente es una
molécula que actia como un aceptor de transferencia energética de un inhibidor, pero
que no emite sefial fluorescente detectable por si misma. La ventaja es que se emite una
seflal con menor fondo fluorescente procedente de la reaccién, mejorando la
discriminacion y facilitando la interpretacion de los datos. El inhibidor no fluorescente
proporciona buenos resultados cuando se emplea con cualquiera de los fluorocromos
reporteros mas comunes {FAM™, VIC™, TET™). Las principales ventajas de las
sondas MGB cuando se emplean en PCR cuantitativo en tiempo real, se deben a su
mayor especificidad de hibridaciéon y a su pequefic tamafio. Esto permite una mayor
discriminacion, que facilita el diseiio de ensayos y la reduccion del tamatio del amplicdn,
lo que mejora la fiabilidad del ensayo.

Cada reaccién de PCR tiempo real se prepard adicionando los DNAc’s a pariir de
250 ng de RNA total de las muestras llevandolo a un volumen total de 10 pL, el cual
contiene 5 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems California,
E.E.U.U.), 0.5 ul. de la mezcla de oligonucleétidos ¥ sonda Taqman 200nM (Applied
Biosystems, Foster city, California, E.E.U.U.) y 4.5 pL. de H30 libre de RNAasas. Las
reacciones se llevaron a cabo en tubos de microcentrifuga de 200 pL, los cuales fueron
colocados en el termociclador DNA Engine cycler con la unidad de deteccidn de
fluorescencia para tiempo real Chromo4 (Biorad, Hercules, California, E.E.U.U.), bajo
las condiciones especificadas en la tabla VI. El calentamiento inicial durante 10 minutos
a 95°C se debe a la utilizacion del sistema de inicio en caliente (hot starf) con el fin de
reducir la formacién de productos no especificos. La enzima AmpliTag Gold® DNA
polimerasa es una de las mas empleadas en los ensayos de PCR tiempo real y esta
disefiada para permanecer inactiva hasta que se calienta a 95°C durante 10 minutos, por
lo que no es necesario conservarla en hielo.
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/ Tabla VI. Pasos de Ia reaccionde PCR tiempo real\

realizados en el fermociclador
. Temperatura Tiempo
Ciclos
CC)
1ciclo 95 10 min
93 15 seg
40 ciclos

K 60 I min /

La reaccion de PCR consta habitualmente de 3 etapas: desnaturalizacién de la
doble cadena de DNA, unidn especifica de los cebadores a las cadenas sencillas de DNA
y extension del producto amplificado mediante la incorporacién de los nucleétidos
presentes en la solucién, en contraste con la técnica de PCR cuantitativo que emplea dos
etapas, debido al pequefio tamafio de los fragmentos generados, no es necesario afadir
una tercera etapa a 72°C para extender la cadena de amplificacion de DNA, va que el
tiempo invertido en pasar entre las fases de union de los cebadores a 60°C y de
desnaturalizacion a 95°C es suficiente para copiar la secuencia blanco.

[.a Figura 16 muestra los datos obtenidos en el detector de fluorescencia Cromod
y que fueron graficados usando el programa Opticon Monitor'™ 3.1 (Biorad, Hercules,
California, E.E.U.U.), En los ciclos iniciales de la PCR, donde existen muy pocos
cambios en la sefal de fluorescencia y esta zona define la linea basal del gréifico de
amplificacion. El umbral indica el nivel de fluorescencia a partir del cual se comienza a
detectar producto de PCR acumulado. Esta linea debe situarse por encima de la linea
basal y dentro de la zona en la que se produce la fase exponencial de la reaccion. El
parametro Cr (ciclo umbral o threshold cycle) se define como la fraccién del numero de
ciclo en el que la fluorescencia sobrepasa la linea umbral. El valor del Cr se obtiene
cuando la reaccion esta en la fase exponencial y ningin componente de la reaccién estd
limitado, por lo que los valores de Ct obienidos son muy reproducibles en reacciones
con el mismo namere de copias iniciales. Por el contrario, la cantidad de producto de
PCR acumulado al final de la reaccién es muy sensible a pequefias variaciones en los
componentes de la reaccion. El programa Opticon Monitor™ analiza los datos
calculando la contribucién de cada componente fluorescente al experimento. En los
ciclos iniciales de la PCR, apenas hay cambios en la sefial de fluorescencia {ARn). Esta
zona define la linea basal del grafico de amplificacion. La linea umbral indica el nivel de
fluorescencia a partir del cual se comienza a detectar producto de PCR acumulado. Esta
linea debe situarse por encima de la linea basal y dentro de la zona en la que se produce
la fase exponencial de la reaccién (que es lineal en la transformacién logaritmica del
grafico), y en donde la eficiencia de la reaccion de PCR debe ser de 90 a 110%.
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Figura 16. Representacion de los datos que se obtienen en el programa Opticon Monitor®
en PCR tiempo real. La linea basal del grafico de amplificacién se refiere a los ciclos iniciaies
de la PCR en los que hay muy pocos cambios en la sefial de fluorescencia. El umbral indica el
nivel de fluorescencia a partir del cual se comienza a detectar el producto de PCR acomulado. El
parémetro Cr (ciclo umbral o threshold cycle) es definido como la fraccion del numero de ciclo
en el que la fluorescencia sobrepasa la linea umbral. El R, es el nivel de fluorescencia, las
abreviaturas Rn+ y Rn- se refieren ai nivel de fluorescencia de la muestra y del blanco

respectivamente.

6.3.1. Estandarizacion de la expresién del gen factina y HOXBI3 en la linea

celular SiHa.

Se realizé una curva estandar para determinar la concentracién de los DNAc’s
optima en la reaccion de amplificacién. Los DNAc’s extraidos de la linea celular SiHa

(seccidn 6.1.4), fueron obtenidos por duplicado a partir de: 250, 125, 75 y 37.5ng/pl de

RNA’s totales. Las condiciones de amplificacién son las mismas que las indicadas en la

seccion anterior, los oligonucledtidos y la sonda Tagman® utilizados fueron disefiados y
sintetizados por Applied Biosystems, la sonda Tagman® tiene MGB y esta marcada con
los fluoréforos reporteros VIC™ y FAM™ (Racrina y HOXB13 respectivamente) y el
inhibidor sin fluorescencia. La linea de tendencia de la grafica muestra la escala
logaritmica de las concentraciones de RNA y de los valores de Cr en el umbral 0.03,

cuya pendiente refleja la eficiencia de la reaccion de PCR. La eficiencia de la reaccién

de ampilificacion se obtiene usando las siguientes férmulas:

La eficiencia en por ciento es igual a:

Formula 2

Formula 3

La eficiencia obtenida debe de encontrarse en un rango de 90-110% para poder

realizar una cuantificacion relativa.
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6.3.2. Validacién del método comparativo para cuantificacion relativa (AACT)

El método comparativo AACy descrito por Applied Biosystems asume que la
eficiencia de amplificacion es igual y optima, es decir del 100%, para los genes de
referencia (fractina) y blanco (HOXB13), en muchos casos no se puede obtener, ademas
de que se requiere la optimizacién de la reaccién, el uso de reactivos y tiempo. Por lo
que Pfaff] en el afio 2001 propone una férmula aiterna en donde incluye las eficiencias
de amplificacion para los genes de referencia y blanco, posteriormente MultiD Analyses
AB ® en su programa Genes Light Ver 4.3.2 sugiere normalizar los valores de Cr
obtenidos con la eficiencia de las reacciones de PCR de los genes blanco y de referencia,
mediante la formula 4:

Férmula 4

Posteriormente se obtiene el ACy para cada uno de las concentraciones de RNA
obtenidas en las secciones 6.3.1 y 6.3.2 con la férmula 5;

Formula §

La pendiente de la linea de tendencia que se obtiene graficando el ACt contra la
concentracion de RNA, debe de ser menor a 0.1 para validar que el ACt no varia con
respecto a la concentracion de DNAc.

6.3.4 Cuantificacién relativa de la expresién del gen HOXBI3 en tejidos ovaricos
normales, con patologia henigna y maligna

Se realizé la amplificacién mediante PCR tiempo real de los DNAc’s (obtenidos
de 250 ng/mL de RNA totales) obtenidos de las muestras de tejidos ovaricos, con la
metodologia ya mencionada en la seccidn 6.2.2, tanto de S-actina (gen referencia) como
de HOXB!3 (gen blanco). Los Cr's obtenidos fueron normalizados por la eficiencia de
la reaccion de PCR tanto en el gen referencia como en el blanco (Férmulas 4 v 5). y se
obtuvieron los ACy para cada muestra. Posteriormente, se realizaron los calculos
matematicos para la obtencién de la cuantificacion relativa de HOXB13 (Formulas 6 y
7.

= ACcalibrador — AC el Férmula 6

a a muestra normal Formula 7
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6.4. Tipo de Estudio y Anilisis Estadistico

El tipo de estudio que fue llevado acabo es transversal, descriptivo y
observacional, La expresion mediante PCR punto final de los genes HOX 47, A9, A10,
All, B7 y Bi3, el tipo de tejido analizado (normal, patologia benigna y maligna), y la
expresion relativa del gen HOXBI3 mediante PCR tiempo real fueron las variables
analizadas (Tabla VII).

Los datos se sometieron a pruebas de estadistica descriptiva y exploratoria, y los
datos cuantitativos se presentan en el texto como las medias * desviacion estandar y en
las Figuras como las medias * desviacién estindar 6 limites de confianza, Se
comprobaren los requisitos de normalidad mediante el estadistico D con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov tanto para distribucion normal y normal logaritmica. Para probar
la igualdad de las medias se utilizé un andlisis de varianza, y en aquellos casos en donde
la hipdtesis nula fue rechazada se aplicé la prueba de contrastes HSD (diferencia honesta
significativa) de Tukey para probar cuiles medias fueron diferentes. En los casos en los
que solamente se compararon dos medias se realizd la prueba de t-student. Para la
comparacion de las variables ordinales dicotomicas se realizé la prueba exacta de Fisher.
Se mantuvo el nivel global de o de todas las comparaciones en 0.05. El andlisis
estadistico se llev a cabo en el paquete IMP® (SAS Institute Inc,, Cary, Calorina del
Norte, E.E.U.U.).

Tabla VIL Definicion y caracteristicas de las variables utilizadas para el anilisis estadistico

Vansble Tipo Medicion Escala Operacionakzacion
Expresion por punto
final de bs genes
AOXA7
HOXAY wanserin 1
HOXA? dansento 2
HOXAIO ] La presencia o ausencia
franscnn
Cualiative deuna banda , Ordinal dicor 1}Encendudo
HOXAI0 wanserio 2 conespondienic a la 2)Apagado
expresion del gen
HOXAL!
HOXB7
HOXEL3
Cuantificacion de la Cuantitairvo Expresion de HOXK13 Discresa Valores en escala
expresion relafiva de relahva a unz muesira nommal y e escala
HOXBI3 nomma| de ovarno logaritmica
Tipo de wejdo para Cualrtativo Evaluacion Ordinal 1) Tepdo nomal
estudws con PCR microscdmea del tejdo 2)Tepdo con
tieznpo real ovarico patologia beugna
3)Tepdo con patclogia
maligna
Tipo de tepdo para Cualitativo Evaluaatn Ordinal 1)Tepdo con
estudios con PCR punio mueroscopica del epdo diolonuca histopatolopta
final ovanco maligna
2)Tegpdo sm
histopatologa
rraligna
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