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Optimizacion de la técnica SSCP-HD para la deteccion
de polimorfismos en el exon 3 del gen ADIPOQ

Optimization of the SSCP-HD technique for the detection of polymorphisms on exon 3
of the ADIPOQ gene
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Resumen

Los polimorfismos del gen de la adiponectina estan relacionados con alteraciones en su expresion con la
subsecuente disminucién en los niveles plasmaticos de adiponectina, esto Ultimo se encuentra asociado a la
insulino-resistencia, obesidad e hipertension arterial, todos factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares
y oncolégicas.

El objetivo del trabajo fue estandarizar una reaccion de amplificacion, PCR, seguida de deteccién mediante SSCP-
HD (polimorfismo de conformacion de cadena simple-heteroduplex) para el analisis de los polimorfismos de simple
nucleotido (SNPs) presentes en el exon 3 del gen ADIPOQ.

Las extracciones de ADN se realizaron por el método Sa/ting-Out modificado, los cebadores fueron analizados
mediante programas bioinformaticos, y los fragmentos obtenidos fueron analizados mediante la técnica de
Polimorfismo en la Cadena Simple-Heteroduplex (SSCP-HD).

Con las condiciones utilizadas se logré la amplificacion del exon 3 de ADIPOQ, identificandose patrones de corridas
mediante la técnica de SSCP-HD que facilitaran el estudio posterior de los polimorfismos de simple nucleétido en
el gen seleccionado.
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Abstract

Polymorphisms of the adiponectin gene are associated with alterations in expression with subsequent decrease
in plasma levels of adiponectin. The latter is associated with insulin resistance, obesity, and hypertension, all risk
factors for cardiovascular disease and cancer.

The objective of the present work was to standardize an amplification reaction, PCR, followed by detection by SSCP-
HD (strand conformation polymorphism-heteroduplex simple) for the analysis of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) present in exon 3 of the gene ADIPOQ.

DNA extractions were performed by the modified salting-out method, the primers were analyzed using
bioinformatics programs, and the fragments were analyzed by the technique of Polymorphism, Single-Stranded-
Heteroduplex (SSCP-HD).

With the conditions used, the amplification of exon 3 of ADIPOQ was possible, identifying patterns of runs using the
technique of SSCP-HD which will facilitate further studies of single nucleotide polymorphisms in the gene selected.

Key words: polymorphisms, adiponectin, PCR, SSCP-HD.
Introduccion * Proteina derivada del gen transcripto mas abundante
del tejido adiposo: apML1. (2)

La adiponectina (ADIPOQ) es una hormona pro- * Proteina de unién a gelatina de 28 kDa: GBP28. (5)
ducida exclusivamente por el tejido adiposo que podria

tener un rol activo como antidiabético, antiinflamatorio y El gen ADIPOQ esta codificado por el brazo largo del

antiaterogénico (1,2). Fue identificada por cuatro grupos
independientes, entre 1995 y 1996, designandosela con
diferentes nomenclaturas:

* Proteina de 30 kDa del adipocito relacionada con el

complemento: Acrp30. (3)

* Adiponectina: ADIPOQ. (4)
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cromosoma 3, locus 3q27. Posee una extension de 17 Kb
y esta compuesto por 3 exones y 2 intrones.

La proteina esta formada por 247 aminodcidos y orga-
nizada en cuatro dominios (3,6): secuencia sefial amino
terminal, region variable, dominio tipo colageno (cAd) y
dominio globular carboxilo terminal (gAd). Su estructura
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cuaternaria esta formada por trimeros asociados a través
del dominio gAd, el cual también es responsable de la
actividad bioldgica. (7)

Los SNPs (polimorfismos de nucleétido simple) del
gen de ADIPOQ estan relacionados con alteraciones en su
expresion con la subsecuente disminucion en los niveles
plasmaticos de adiponectina, esto ultimo se encuentra
asociado a la insulino resistencia, obesidad, e hipertension
arterial, todos factores de riesgo para enfermedades cardio-
vasculares y oncoldgicas. (8, 9, 10).

Cook y Semple (11) observaron que el SNP
rs121917815 afecta a la secrecion de la adiponectina
provocando la disminucion o desaparicion cuando el
alelo es heterocigotico. También, reportaron que el SNP
rs62625753, ubicado en el dominio tipo colageno, redu-
cirfa el nimero de glicosilaciones post-traduccionales y
no se produciria la estructura de colageno de triple hélice,
lo que disminuiria la secrecion de adiponectina. Por otro
lado, el SNP rs17366743, ubicado en la region de bisagra
entre el dominio tipo colageno y el dominio globular,
podria provocar un cambio que obstaculice parcialmente
la formacion de complejos triméricos, sin alterar la expre-
sion de la adiponectina, pero si su estructura cuaternaria,
sin descartar que esto produzca un impacto en la accion
sobre el receptor. (11,12). Estos 3 SNPs rs121917815,
rs62625753, r1s17366743 se encuentran en el exén 3 del
gen ADIPOQ); basado en estas y en otras bibliografias en
donde la mayoria estudiaron al ex6n 3 del gen ADIPQ),
ademas teniendo en cuenta las informaciones del NCBI
(National center for Biotechnology Information) y EBI
(European Bioinformatics Institute), se decidi6 trabajar
con dicha region del gen.

Uno de los métodos utilizados para identificar los SNPs
es la electroforesis en geles de poliacrilamida SSCP-HD
(Single Strand Conformation Polymorphism-Heterodu-
plex). Es un método simple, de bajo costo y se fundamenta
en la conformacion espacial que adopta una hebra indivi-
dual de DNA en condiciones no desnaturalizantes. Esta
conformacion depende de la secuencia nucleotidica y de
la hibridacién entre distintas regiones de un segmento de
ADN replegado sobre si mismo, y es capaz de detectar
cambios provocados por una Unica modificacion. La
sensibilidad del método varia entre 80-90% para detectar
mutaciones en fragmentos menores de 200 pares de bases
(pb). (13)

El objetivo de este trabajo fue estandarizar una reaccion
de amplificacion, PCR, seguida de deteccion mediante
SSCP-HD para el andlisis de los SNPs presentes en el exon
3 del gen ADIPOQ.

Materiales y métodos
Muestras

Se analizaron 86 muestras de sangre entera anticoagula-
da con EDTA obtenidas por puncioén venosa. La poblacion
analizada consistio en un grupo de empleados publicos del
hospital de pediatria Dr. Fernando Barreyro de la ciudad
de Posadas, Misiones. Todos los participantes del estudio
fueron debidamente instruidos, firmaron su consentimiento
informado antes de iniciar el estudio. Fueron excluidos
aquellos individuos que presenten diabetes, hipotiroidismo
o hipertiroidismo, enfermedad infecciosa, renal, hepatica o
neoplasias y embarazadas.

Extraccion de ADN

Se utilizo el método de Salting-Out, una modificacion
del protocolo de Miller ef al., 1988 (14). Primeramente se
lisaron los eritrocitos mediante Buffer de Lisis de Globulos
Rojos (Tris-HCI 10mM; TRITON X-100 1%; Sacarosa
11%), y posteriormente se lisaron los leucocitos mediante
la adicién de Buffer de Lisis de Globulos Blancos (Tris-
HCI1 10mM; NaCl 400mM; EDTA 2mM), luego se agregd
50ul de solucion de proteinasa K: proteinasa K 1 mg/ml;
SDS 1%; EDTA 2mM. Las proteinas fueron eliminadas
mediante acetato de potasio 3M y la precipitacion del
DNA se logré por el agregado de isopropanol. E1l DNA
fue lavado con etanol 70%, secado, disuelto en agua
destilada estéril y conservado a -20°C hasta el momento
de su utilizacion. Para verificar la integridad del DNA se
realizaron geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio y se visualizaron con transiluminador UV.

Diseno de cebadores

Para el disefio de los cebadores se tuvieron en cuenta
datos bibliograficos y bases de datos para dbSNPs del
NCBI (data base de single-nucleotide polymorphim -
National center for Biotechnology Information) y EBI
(European Bioinformatics Institute). En todos los casos
se utilizo la secuencia del contigo NT 005612.16 para el
Exon 3 del gen ADIPOQ y el programa Primer 3 (version
0.4.0). (15)

PCR

Para ajustar la PCR se realizaron reacciones en un
volumen de 20 pl conteniendo tampoén para PCR (200mM
(NH4)2S04; 750mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1% Tween 20),
0,5U de Tag-Polimerasa (Fermentas®), 10ng de ADN y
cantidades variables de dNTPs (rango de 50 a 200uM), de
MgCI2 (rango de 1,5 a 6mM) y de de cada cebador (rango
de 0,5 a 0,25uM).

El ciclado realizado consistio en una desnaturalizacion
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inicial de 3 min a 94°C seguida de 30 ciclos de 94°C por
20min, 55°C por 20min y 72°C por 20min. Los productos
de amplificacion fueron separados mediante geles de
agarosa 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
con transiluminador UV.

SSCP-HD

Las muestras fueron desnaturalizadas mediante calen-
tamiento a 95°C por 6 min en una solucion de formamida
98%, EDTA 10mM pH 8, azul de bromofenol y rapidamen-
te enfriadas en hielo. Posteriormente, fueron separadas en
geles de poliacrilamida al 10% conteniendo 20% de for-
mamida en tampén TBE 0,5X (Tris-borato 90mM pH 8,3;
EDTA 4mM), a un voltaje constante de 100v y temperatura
ambiente por aproximadamente 36h. Para la visualizacion
del resultado de la electroforesis los geles fueron fijados en
una solucion de etanol 10% y acido acético 0,75%, tefiidos
con nitrato de plata 2g/1 y revelados con una solucion de
NaOH y formaldehido (16). El resultado fue registrado
mediante Scanner HP Deskjet F300 All-in-One series.

Resultados y discusion

Basado en datos bibliograficos referidos a la epidemio-
logia molecular de los SNPs observados en poblaciones de
otros lugares, que ubican un gran numero de polimorfismos
en el exdn 3 del gen ADIPOQ y considerando el objetivo
se selecciono este exon para el disefio de la metodologia
que permita analizar la presencia de los SNPs rs76533408,
rs62625753, 1s72563731, rs17366743, rs121917815,
rs79645624, rs78129385, rs78685763 y rs113716447.
(11,12)

Los resultados del andlisis con el programa Primer3
arrojaron valores detallados en la tabla I, que fueron utili-
zados para elegir los cebadores 6ptimos. Se evaluaron las
complementariedades de cada cebador sobre si mismo y
entre ellos, al igual que en sus extremos 3’, lo que indicaria
la formacidn de estructuras secundarias y la formacion de
dimeros. Ademas, se obtuvo el porcentaje de GC, cuyo
optimo se encuentra entre los rangos de 40-60%, y la Tem-
perature melting (Tm) que indica temperatura a la cual la
mitad de las bases del cebador estan apareadas con el ADN
molde, y a partir de este valor, se decidio la temperatura
de hibridacion (Th).
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Tabla I: Analisis bioinformatico de los cebadores.

Cebadores Izquierdo Derecho
Secuencia 5'-GGCTGACCTTCACATCCTTC |5'-CCTAAGGGAGACATCGGTGA
[Tamafo de 20 20
secuencia en pb
ITm °C? 60,07 59,66
GC%P 55 55
3% 2 0
IComplementariedad 4
entre los 2
cebadores
Complementariedad 2
3’entre los 2
cebadores
Producto de 298
lamplificacion en pb

a) Temperatura melting; b) Porcentaje de guanina y citosina; c)

Complementariedad entre los extremos 3’ de los cebadores.

Para la puesta a punto de la PCR se ajusto la concen-
tracion del MgClI2 ya que éste actlia como cofactor de la
Taq polimerasa, optimizandose este valor en 3,5 mM y
amplificando de esta manera la region del Exon 3 del gen
ADIPOQ. (Figura 1)

500
300
200
100
Figura 1: Resultado de la optimizacion de la PCR. Gel de agarosa al
2% tefido con bromuro de etidio. Se observan las bandas del producto

amplificado en la posicién de 298 pb. En los carrieles 1, 2, 3, 5, 6 muestras
de los individuos, en el 4 se encuentra el PM y en el 7 el control negativo.

El método elegido para el estudio de los SNPs fue el
SSCP-HD porque es un método reproducible, econdmico,
rapido y facil, de uso habitual en muchos laboratorios de
biologia molecular. La mejor técnica para detectar las
mutaciones desconocidas es la secuenciacion directa, pero
requiere equipos poco disponibles actualmente y es costosa
para ser usada rutinariamente (17). Uno de los principales
inconvenientes de la técnica SSCP-HD, es la imprecision
existente todavia a los efectos de algunos parametros que
afectan su sensibilidad, como por ejemplo: la composicion
del gel, concentracion de ADN y el contenido de guanina/
citosina (G+C) del ADN. También se observaron dificulta-
des en la deteccion de muestras con un contenido de G+C
inferior al 40%, segun Sheffield ez al., (17) los SNPs en
fragmentos mayores de 200 nucle6tidos son menos sensi-
bles a ser detectados por SSCP, pero se ha demostrado que
en condiciones adecuadas alelos de 261 y 335 pb pueden
ser detectados (11,18). Sin embargo, ajustando todos
estos parametros puede arribarse a una optimizacion sin
inconvenientes como es el caso presentado en este trabajo
en el cual se analiz6 exitosamente una secuencia de 298
pb. En la figura 2 se observa un gel de poliacrilamida
representativo de la optimizacion de la técnica SSCP-HD
lograda para el fragmento amplificado del exon 3. En el
gel se observa como una de las muestras, la namero 48,
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presenta un perfil electroforético diferente, pudiendo ser
indicativo de la presencia de un cambio de secuencia, como
por ejemplo un SNP, aunque el mismo debe ser confirmado
por secuenciacion. El reconocimiento de patrones diferen-
ciales es fundamental para la identificacion de muestras
con posibles cambios de secuencia y constituye el primer
paso para la caracterizacion de los mismos.

ds —sp

.

5

Figura 2: Resultado de la optimizacién del SSCP-HD. Gel de poliacrila-
mida al 10 % tefido con plata. En cada carril esta indicado el codigo de la
muestra. La muestra 48 presenta un patron electroforético diferente al de
los demas carriles. ds: cadena doble, ss: cadena simple.

Como conclusion se destaca la puesta a punto de la am-
plificacion de un segmento del exon 3 del gen ADIPOQ y
la determinacion de patrones electroforéticos diferenciales
que podrian emplearse para la identificacion de cambios
de secuencia que pudieran asociarse a algun SNPs en el
fragmento amplificado de ADIPOQ.
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