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DESCRIPCIÓN

Procedimientos para someter a ensayo variantes del MC1R y marcadores mitocondriales en muestras de piel

Objeto de la Invención5

La presente invención se refiere a procedimientos para predecir, diagnosticar y supervisar estados de la piel y 
enfermedades de la piel. En particular, la presente invención se refiere a procedimientos que vinculan técnicas 
de muestreo de piel no invasivas con ensayos para determinar mutaciones mitocondriales y variantes del 
receptor de melanocortina 1 (MC1R) para su uso como herramienta integral para predecir y supervisar 10
enfermedad, fotoenvejecimiento y daño por radiación ultravioleta (RUV). Los procedimientos también son útiles 
para evaluar la eficacia y la respuesta ante agentes terapéuticos, productos para el cuidado de la piel y 
regímenes de tratamiento.

Antecedentes de la Invención15

La enfermedad de la piel representa uno de los principales retos de la atención sanitaria en el mundo actual. Con 
más de un millón de casos nuevos de cáncer de piel diagnosticados cada año en Estados Unidos (National 
Cancer Institute, www.cancer.gov), la predicción y el diagnóstico de la enfermedad de la piel son aspectos 
importantes de su abordaje. Los procedimientos de diagnóstico actuales se basan principalmente en 20
observaciones visibles y biopsias. Sin embargo, los procedimientos de detección que se basan en observaciones 
visibles, no son necesariamente eficaces para diagnosticar estados o enfermedades de la piel y no detectan el 
riesgo de enfermedad hasta que se hayan producido manifestaciones clínicas. Además, los procedimientos 
invasivos tales como las biopsias, no sólo son traumáticos para un sujeto que se somete a la prueba, sino que 
también aumentan la probabilidad de infección. Estos procedimientos también los debe realizar un médico para 25
que se desarrollen con seguridad y, típicamente, no proporcionan una muestra enriquecida de células de la 
superficie de la piel, que son las células que, por lo general, participan en una reacción.

Por lo tanto, los procedimientos no invasivos de diagnóstico y supervisión de estados y enfermedades de la piel, 
representan herramientas importantes para la atención de los pacientes y para evaluar la eficacia de agentes 
terapéuticos existentes y nuevos, productos para el cuidado de la piel y regímenes de cuidado de la piel. 30
Además, estos procedimientos pueden proporcionar información importante en relación con los cambios 
genéticos específicos subyacentes al estado de la piel de un sujeto, así como su predisposición genética a 
desarrollar una enfermedad de la piel. La identificación de estos cambios genéticos identifica posibles objetivos 
farmacológicos y medidas preventivas y puede ser esencial para determinar si una persona responderá 
realmente a un agente terapéutico, un producto para el cuidado de la piel o un tratamiento en particular. 35
Asimismo, los procedimientos de detección y diagnóstico son importantes para evaluar la seguridad de estos 
tratamientos, productos y medidas.

Daño por radiación ultravioleta (RUV)

Con frecuencia, factores desconocidos o poco cuantificables contribuyen al daño de la piel como consecuencia 
de la radiación ultravioleta (RUV). Los factores conocidos incluyen color de la piel, frecuencia e intensidad de la 40
exposición a RUV, producción de melanina, ratio de eumelanina y feomelanina y uso de protectores solares, 
entre otros. Los factores conductuales desempeñan un papel importante en la gravedad y el nivel de daño de la 
piel por RUV, pero es extremadamente difícil evaluarlos clínicamente, ya que dependen de la precisión de la 
información aportada por el paciente y, con frecuencia, de una conciencia errónea de los hábitos de exposición al 
sol del paciente. Muchos individuos que usan bloqueadores solares regularmente también los usan de forma 45
incorrecta, al aplicarlos en cantidad insuficiente o no aplicarlos de nuevo a los intervalos recomendados, lo que 
crea una falsa sensación de protección que puede dar lugar a un aumento de la exposición a la RUV.

Estos factores, entre otros, hacen necesaria la disponibilidad de una herramienta para supervisar de cerca del 
éxito y la idoneidad de las medidas preventivas y los tratamientos aconsejados para evitar el daño por RUV en la 
piel, con consecuencias en el espectro desde el envejecimiento prematuro hasta el aumento del riesgo de cáncer 50
de piel. En un esfuerzo para valorar por completo el estado de la piel de un individuo, y como consecuencia su 
riesgo de fotoenvejecimiento y cáncer de piel, es indispensable que se proporcione a los profesionales sanitarios 
tanta información como sea posible para que conozcan y comuniquen los factores de riesgo de su paciente. Por 
lo tanto, sería deseable contar con un procedimiento de diagnóstico para evaluar la predisposición genética de 
un individuo a los efectos dañinos de la RUV, así como para identificar factores de riesgo asociados con los 55
hábitos de exposición al sol particulares del individuo. Un procedimiento de este tipo puede incluir la recogida de 
una muestra de ADN de la epidermis o la dermis de la piel de un individuo para cuantificar los biomarcadores 
mitocondriales indicativos de daño por RUV, así como el genotipado del receptor de melanocortina 1 (MC1R), 
para identificar variantes implicadas en el control de la melanogenia. El uso combinado de ambas pruebas en 
tándem proporciona una herramienta integral para que los profesionales sanitarios supervisen, aconsejen y 60
traten a pacientes, al tener en cuenta tanto la predisposición genética del paciente al fotoenvejecimiento o el 
cáncer como las consecuencias de la exposición continuada del paciente a radiación ultravioleta.
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Deleciones mitocondriales asociadas con la RUV

El tejido epitelial humano es muy complejo y comprende numerosos tipos de células. En consecuencia, la 
identificación de biomarcadores de células epiteliales humanas es de especial importancia. Para determinar un 
marcador fiable de exposición acumulada a RUV en la piel humana, los inventores y otros han estudiado la idea 
novedosa de usar ADN mitocondrial (ADNmt), en lugar de ADN nuclear, como biomarcador de daño en el ADN 5
inducido por UV (Pang et ál., 1994; Berneburg et ál., 1997; Birch-Machin et ál., 1998; Birch-Machin, 2000).

El uso del daño en el ADNmt como biomarcador para la exposición al sol acumulada en la piel humana es un 
campo de investigación relativamente nuevo y el trabajo anterior simplemente ha comparado el daño en el 
ADNmt para distinguir entre la piel protegida frente al sol y la expuesta al sol (Pang et ál., 1994; Berneburg et ál., 
1997; Birch-Machin et ál., 1998). Este planteamiento es limitado porque el cáncer de piel no melanómico (CPNM) 10
se forma predominantemente en sitios del cuerpo que están expuestos al sol "habitualmente" al estar al aire libre 
en oposición con los sitios que están expuestos al sol "ocasionalmente" (Armstrong, 2004).

En la solicitud PCT del presente solicitante en trámite en relación con la publicación n.º WO/06/111029, se 
identificó una deleción de 3895 pb en el ADN mitocondrial humano (ADNmt) como biomarcador del daño en el 
ADN inducido por UV. Esta deleción se identificó en el arco menor que se extiende de los nucleótidos 547 a 15
4443. Esta deleción se había asociado anteriormente con el síndrome de Kearns-Sayre y la oftalmoplejía externa 
progresiva crónica (Moraes et ál., 1995).

Los ejemplos de la publicación PCT n.º WO/06/111029 demuestran que la frecuencia de aparición de la deleción 
de 3895 pb en el ADNmt es significativamente diferente entre sitios del cuerpo que expuestos al sol 
"habitualmente" frente a "ocasionalmente". Además, los ejemplos demostraron la relación entre la etiología de la 20
deleción de 3895 pb y el componente de RUV de la luz solar al inducir la deleción de 3895 pb in vitro con dosis 
subletales repetitivas de una fuente de luz UVA+UVB.

Es importante el hecho de que la muestras de piel analizadas en el documento WO/06/111029 no se evaluaron 
con respecto a la predisposición genética del individuo al daño solar y el riesgo de cáncer de piel. Además, estas 
muestras se obtuvieron por procedimientos dolorosos de toma de piel conocidos anteriormente en la técnica.25

Genotipado del receptor de melanocortina 1 (MC1R)

El gen del receptor de melanocortina 1 (MC1R) codifica una proteína receptora unida a la membrana que es 
esencial para la síntesis de melanina. La región codificante del MC1R es muy polimórfica y se ha informado de 
asociaciones de variantes con fenotipos de pigmentación y riesgo de melanoma y cáncer de piel no melanómico 
(Rees, Pigment Cell Research, vol. 13(3), 135-140(6), junio de 2000; Kanetsky et ál. Cancer Epidemiology 30
Biomarkers & Prevention vol. 13, 808-819, mayo de 2004). La tasa de incidencia del melanoma es mayor en los 
individuos de piel clara sensibles al sol, lo que sugiere que la capacidad de respuesta ante la exposición UV 
mediante el aumento de la síntesis de melanina es un factor importante en la defensa frente al melanoma. En 
estudios de familias se ha demostrado que los individuos de piel clara y cabello pelirrojo albergan cambios 
funcionalmente significativos en ambos alelos del MC1R. Los alelos D84E, R142H, R151C, R160H y D294H 35
tienen una penetrancia alta para cabello pelirrojo y piel clara. También son factores comunes en el riesgo de 
melanoma dos alelos de penetrancia reducida (V60L, V92M).

Por lo tanto, el MC1R es un determinante principal de la sensibilidad al sol y un factor de riesgo genético para el 
cáncer de piel. La evaluación del ADN o la secuencia de aminoácidos del gen del receptor de melanocortina 1 
(MC1R) para identificar si determinadas variantes que se asocian con el aumento de la sensibilidad al sol, la 40
propensión al daño en el ADN y el aumento del riesgo de cáncer de piel están presentes, proporciona una 
herramienta valiosa para identificar pacientes con un riesgo mayor que necesitan medidas de supervisión y 
tratamientos más agresivas. La valoración de las características fenotípicas asociadas con la sensibilidad al sol 
por sí solas no podría aclarar este riesgo aumentado.

Muestreo de piel45

Los procedimientos actuales para la toma de muestras de piel para su uso en el diagnóstico o la caracterización 
de enfermedades, tales como el cáncer de piel, incluyen procedimientos invasivos o dolorosos que pueden 
provocar molestias sustanciales al individuo sometido a las pruebas. Los ejemplos de procedimientos actuales 
para la toma de muestras de piel incluyen la biopsia en sacabocados, la retirada de cinta adhesiva (tapelift) y la 
escisión quirúrgica. Además de las molestias provocadas por los procedimientos actuales de toma de piel, estos 50
procedimientos también los debe realizar un médico para que se desarrollen con seguridad.

Estas técnicas invasivas tienen otras desventajas, que incluyen el riesgo de infección, la incomodidad de la toma 
de la muestra y la posibilidad de que se pierdan o se identifiquen erróneamente las muestras tomadas. La 
infección y la incomodidad se magnifican en situaciones en las que es necesaria una toma de muestras frecuente 
o regular, tal como con los regímenes de supervisión de la exposición a RUV y la evaluación de tratamientos de 55
larga duración. Además, el tiempo y el coste asociados con estos procedimientos de prueba invasivos dificultan 
la realización de un genotipado con rapidez y la evaluación del daño en el ADN para grandes poblaciones de 
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individuos. Por lo tanto, sería deseable proporcionar una metodología de toma de piel no invasiva o 
mínimamente invasiva que se pueda desarrollar con facilidad y rapidez en un entorno doméstico, clínico o 
cosmético.

Estos antecedentes se proporcionan con el propósito de dar a conocer información que el solicitante cree que 
puede ser de importancia para la presente invención. No se pretende necesariamente, ni se debe interpretar así, 5
que la información anterior constituya la técnica anterior frente a la presente invención.

Descripción de la Invención

Un objetivo de la presente invención es proporcionar procedimientos para someter a ensayo variantes del MC1R 10
y marcadores mitocondriales en muestras de piel. De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se 
proporciona un procedimiento de diagnóstico para determinar el estado de la piel y la predisposición genética de 
un sujeto al daño por RUV, que comprende:

(a) someter a ensayo una muestra de piel del sujeto para una anomalía en el ADN mitocondrial (ADNmt), 15
en el que la anomalía es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los ácidos nucleicos 546 a 4444 del 
genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o más variantes del receptor de 
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o más variantes del MC1R se seleccionan del grupo que 20
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M; y

(c) determinar el estado de la piel y la predisposición genética del sujeto al daño por RUV basándose en la 
detección de la anomalía en el ADNmt y la(s) variante(s) del MC1R en las muestras de piel y tejido, 
respectivamente.25

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporciona el uso del procedimiento de la invención para 
predecir el fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la piel o para determinar un tratamiento 
profiláctico o terapéutico para evitar o mejorar el fotoenvejecimiento, daño por RUV o cáncer de piel.

30
De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporciona un procedimiento para supervisar la respuesta de 
un sujeto a un tratamiento preventivo o terapéutico para el fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la 
piel, que comprende:

(a) someter a ensayo una primera muestra de piel del sujeto para una anomalía en el ADN mitocondrial 35
(ADNmt), en el que la anomalía es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los ácidos nucleicos 546 a 
4444 del genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o más variantes del receptor de 
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o más variantes del MC1R se seleccionan del grupo que 40
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

(c) determinar el estado de la piel y la predisposición genética del sujeto al daño por RUV basándose en la 
detección de la anomalía en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o más variantes del MC1R 
en la muestra de tejido;45

(d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalía en el ADNmt transcurrido un 
periodo de tiempo prescrito después del tratamiento preventivo o terapéutico para el fotoenvejecimiento, 
daño por RUV o enfermedad de la piel; 

50
repetir la etapa (d) en intervalos regulares a lo largo de un periodo de tiempo prescrito; y

comparar el nivel de anomalía en el ADNmt entre la primera muestra de piel y las muestras de piel 
adquiridas en intervalos regulares para detectar cambios en la anomalía en el ADNmt, supervisando así la 
eficacia del tratamiento.55

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporciona un procedimiento de cribado para un agente 
terapéutico o cosmeticéutico eficaz para el tratamiento del fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la 
piel, que comprende:

60
(a) someter a ensayo una primera muestra de piel de un sujeto para una anomalía en el ADN mitocondrial 
(ADNmt), en el que la anomalía es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los ácidos nucleicos 546 a 
4444 del genoma del ADNmt;
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(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o más variantes del receptor de 
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o más variantes del MC1R se seleccionan del grupo que 
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

(c) determinar el estado de la piel y la predisposición genética del sujeto al daño por RUV basándose en la 5
detección de la anomalía en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o más variantes del MC1R 
en la muestra de tejido;

(d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalía en el ADNmt transcurrido un 
periodo de tiempo prescrito después del tratamiento con el agente terapéutico o cosmeticéutico; y10

(e) comparar el nivel de anomalía en el ADNmt en la primera muestra de piel y la segunda muestra de piel 
frente a un control para determinar la eficacia del agente terapéutico o cosmeticéutico.

De acuerdo con otro aspecto de la invención, se proporciona un kit de diagnóstico para determinar el estado de 15
la piel y la predisposición genética de un sujeto al daño por RUV, que comprende:

(a) material para tomar muestras de tejido; y

(b) cebadores, sondas y reactivos adecuados para llevar a cabo el genotipado del receptor de 20
melanocortina 1 (MC1R) y la detección de una anomalía en el ADN mitocondrial (ADNmt);

en el que la anomalía en el ADNmt es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los ácidos nucleicos 546 a 
4444 del genoma del ADNmt y en el que el genotipado del MC1R comprende someter a ensayo una o más 
variantes del MC1R seleccionadas del grupo que consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y 25
V92M.

Descripción de las Figuras

Estas y otras características de la invención resultarán más evidentes en la siguiente descripción detallada en la 30
que se hace referencia a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra datos de PCR en tiempo real relativos a los niveles de deleción de 3895 pb del ADNmt en 
muestras de piel tomadas de la nariz y el talón usando el procedimiento de la presente invención.

35
La figura 2 muestra datos de PCR en tiempo real relativos a los niveles de deleción de 3895 pb del ADNmt en 
células epiteliales tomadas de diversos sitios del cuerpo usando el procedimiento de la presente invención.

La figura 3 muestra datos de PCR en tiempo real relativos a los niveles de deleción de 3895 pb del ADNmt en 
células epiteliales tomadas de diversos sitios del cuerpo usando el procedimiento de la presente invención.40

La figura 4 es un gel que muestra la presencia de productos de amplificación presentes en muestras tomadas a 
partir de diversos procedimientos de toma de piel no invasivos.

La figura 5 es un gel que muestra la presencia de productos de amplificación presentes en muestras tomadas a 45
partir de diversos procedimientos de toma de piel no invasivos.

Las figuras 6 a 11 muestran los resultados de genotipado para sujetos sometidos a pruebas de variantes alélicas.

La figura 12 muestra un gel que proporciona resultados de una prueba de ensayo para la variante alélica R160H.50

La figura 13 muestra una gráfica que representa el nivel de deleción de 3895 pb del ADNmt de una población 
clasificada en cohortes de edad.

Exposición Detallada de la Invención55

La presente invención proporciona procedimientos de predicción, diagnóstico y supervisión de estados de la piel 
y enfermedades de la piel. Los procedimientos comprenden vincular técnicas de muestreo de piel no invasivas 
con ensayos que determinan mutaciones mitocondriales y variantes del receptor de melanocortina 1 (MC1R). A 
este respecto, los procedimientos proporcionan una herramienta integral para evaluar la predisposición genética 60
y los factores de riesgo asociados con enfermedad, envejecimiento daño por radiación ultravioleta (RUV). Los 
procedimientos también permiten la evaluación de respuesta de un paciente ante agentes terapéuticos, 
productos para el cuidado de la piel y regímenes de tratamiento.

Definiciones65
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A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente 
documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece la 
presente invención.

Tal como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a una variación de 5
aproximadamente +/-10 % del valor indicado. Se ha de entender que tal variación se incluye siempre en 
cualquier valor dado que se proporcione en el presente documento, se haga o no referencia a ella de forma 
específica.

Tal como se usa en el presente documento, "alelos" significa una de varias formas alternativas de una secuencia 10
de ADN dada que ocupa un lugar específico en un cromosoma.

Tal como se usa en el presente documento, "umbral del ciclo" (CT) es el punto en el que la amplificación objetivo 
de una secuencia de ácido nucleico se eleva por encima del fondo, según indica una señal como una señal de 
fluorescencia. El CT está relacionado inversamente con la cantidad de la secuencia que se estudia.15
Tal como se usa en el presente documento, "diagnóstico" o "diagnosticar" significa usar la presencia o ausencia 
de una mutación o combinación de mutaciones como un factor en el diagnóstico o el abordaje de una 
enfermedad. La detección de la(s) mutación/mutaciones puede ser una etapa del diagnóstico de una 
enfermedad.

20
Tal como se usa en el presente documento, "deleciones" significa la eliminación de una región de ADN o ADNmt 
de una secuencia contigua de un ácido nucleico. Las deleciones pueden variar en tamaño de una base hasta 
miles de bases o más grande.

Tal como se usa en el presente documento, "ADN mitocondrial" o "ADNmt" es ADN presente en mitocondrias.25

Tal como se usa en el presente documento, "mutación" engloba cualquier modificación o cambio en el ADN 
nucleico o mitocondrial con respecto a la secuencia natural, incluidas, sin limitación, mutaciones puntuales, 
transiciones, inserciones, transversiones, traslocaciones, deleciones, inversiones, duplicaciones, 
recombinaciones o combinaciones de las mismas. La modificación o el cambio de la secuencia se pueden 30
extender desde el cambio de una sola base a la adición o eliminación de un fragmento de ADN completo.

El término "muestra" se refiere a cualquier preparación procedente de la piel de un sujeto. Por ejemplo, se puede 
usar una muestra de células obtenida con el uso del procedimiento no invasivo descrito en el presente 
documento para aislar polinucleótidos, polipéptidos o ADN mitocondrial para los procedimiento de la presente 35
invención. Típicamente, las muestras para la presente invención se adquieren de la dermis o la epidermis de la 
piel. Preferentemente, las muestras se adquieren de la superficie de la piel usando procedimientos de muestreo 
de piel no invasivos o mínimamente invasivos analizados en el presente documento.

El término "piel" se refiere al recubrimiento externo protector del cuerpo, que consiste en la dermis y la epidermis, 40
y se entiende que incluye glándulas sudoríparas y sebáceas, así como estructuras de folículos pilosos. En un 
modo de realización, la piel es piel de mamífero, preferentemente humana.
Tal como se usa en el presente documento, el término "estado de la piel" se refiere a las condiciones de la piel 
con respecto a la cantidad de daño por RUV acumulado debido a la exposición al sol, cabinas de bronceado o 
enfermedades relacionadas con la RUV y similares.45

Los términos "terapia" y "tratamiento," que se usan indistintamente en el presente documento, se refieren a una 
intervención realizada con la intención de mejorar el estado de un sujeto. La mejora puede ser subjetiva u 
objetiva y se refiere a mejorar los síntomas asociados con, evitar el desarrollo de, o modificar la patogenia de una 
enfermedad, un trastorno o un estado de la piel. Por tanto, los términos terapia y tratamiento se usan en su 50
sentido más amplio e incluyen la prevención (profilaxis), moderación, reducción y cura de una enfermedad, un 
trastorno o un estado en diversas fases. También se engloba en ellos la prevención del deterioro del estado de 
un sujeto. Por tanto, los sujetos que necesitan terapia/tratamiento incluyen los que ya tienen la enfermedad, el 
trastorno o el estado, así como aquellos propensos o con riesgo de desarrollar la enfermedad, el trastorno o el 
estado y aquellos en los que se debe prevenir la enfermedad.55

Ensayos para determinar el estado de la piel y evaluar la predisposición genética a enfermedad de la piel

Los procedimientos de la presente invención comprenden vincular técnicas de muestreo de piel no invasivas con 
ensayos eficaces para identificar la predisposición genética de un individuo a la enfermedad de la piel y los 60
factores de riesgo asociados con la exposición a RUV. Los ensayos se pueden realizar solos o combinados entre 
sí. El uso combinado de estos ensayos proporciona una habilidad única para evaluar simultáneamente factores 
de riesgo genéticos y hábitos de exposición al sol, proporcionando así una herramienta de diagnóstico para los 
profesionales sanitarios para supervisar, asesorar y tratar mejor a pacientes que son propensos a o que padecen 
fotoenvejecimiento, daño por RUV o una enfermedad de la piel.65

E08838509
12-11-2014ES 2 523 684 T3

 



7

Ensayo para detectar mutaciones mitocondriales

La dinámica del ADN mitocondrial (ADNmt) es una herramienta de diagnóstico importante. Con frecuencia, las 
mutaciones en el ADNmt son indicadores preliminares de enfermedades en desarrollo y pueden actuar como 
biomarcadores indicativos de factores de riesgos asociados con la aparición de enfermedades. Asimismo, como 5
consecuencia del mayor número de copias por célula de ADN mitocondrial en comparación con el ADN nuclear, 
es un objetivo más sólido para ensayos basados en cantidades extremadamente diminutas de ácido nucleicos. 
Por lo tanto, los procedimientos de la presente invención vinculan técnicas no invasivas para tomar muestras de 
piel con un ensayo para detectar mutaciones en el genoma mitocondrial humano.

10
Tal como se analiza en el presente documento, la medida del nivel de anomalía en el ADN mitocondrial en una 
muestra de piel puede identificar el estado de la piel de un paciente con respecto a la exposición acumulada al 
sol y el daño por RUV. Además, la medida del ADNmt en intervalos regulares, tales como bisemanales o 
mensuales, puede proporcionar a los profesionales sanitarios una herramienta de supervisión cuantitativa en 
tiempo real para la comparación frente a recomendaciones de tratamiento con el fin de determinar su eficacia 15
para evitar el daño de la piel provocadas por la RUV.

Por lo tanto, la presente invención proporciona un procedimiento para determinar el estado de la piel de un 
paciente con respecto al daño por RUV acumulado, que comprende combinar una técnica de toma de piel no 
invasiva con un ensayo para detectar una anomalía mitocondrial que es la deleción de 3895 pb del ADNmt 20
identificada en la solicitud PCT n.º WO/06/111029. De acuerdo con un modo de realización de la invención, la 
mutación es la deleción de 3895 pb descrita en la SEQ ID NO:1. De acuerdo con otro modo de realización de la 
invención, la mutación del ADNmt corresponde a la secuencia descrita en la SEQ ID NO:2.

En la sección de ejemplos se proporcionan procedimientos ejemplares para tomar muestras de piel de forma no 25
invasiva y someter a ensayo la mutación mitocondrial. La extracción de ADNmt de una muestra se puede llevar a 
cabo usando cualquier procedimiento conocido adecuado. La extracción de ADNmt va seguida de la 
amplificación de la totalidad o de una región del genoma mitocondrial y puede incluir la secuenciación del 
genoma mitocondrial, como se conoce en la técnica y se describe, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular 
Biology (Ausubel et ál., John Wiley & Sons, Nueva York, 2007). Del mismo modo, se pueden seleccionar 30
procedimientos para detectar la presencia de mutaciones en el ADNmt entre las técnicas adecuadas conocidas 
por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el análisis del ADNmt puede comprender la secuenciación del 
ADNmt, amplificación del ADNmt por PCR, hibridaciones de bandas de Southern, Northern, Western South-
Western, HPLC desnaturalizante, hibridación con micromatrices, biochips o chips génicos, análisis de 
marcadores moleculares, biosensores, perfiles de temperatura de fusión o una combinación de cualquiera de las 35
anteriores.

Se puede usar cualquier medio adecuado para secuenciar ADN mitocondrial. Preferentemente, el ADNmt se 
amplifica por PCR antes de la secuenciación. El procedimiento de PCR es bien conocido en la técnica y se 
puede realizar como se describe en Mullis y Faloona, 1987, Methods Enzymol., 155: 335. Se pueden secuenciar 40
directamente los productos de PCR o clonarlos en un vector que después se dispone en un huésped bacteriano. 
Se encuentran ejemplos de secuenciación de ADN en Brumley, R. L. Jr. y Smith, L. M., 1991, Rapid DNA 
sequencing by horizontal ultrathin gel electrophoresis, Nucleic Acids Res. 19:4121-4126 y en Luckey, J.A., et ál., 
1993, High speed DNA sequencing by capillary gel electrophoresis, Methods Enzymol. 218: 154-172. Se describe 
el uso combinado de PCR y secuenciación del ADNmt en Hopgood, R., et ál., 1992, Strategies for automated 45
sequencing of human mtDNA directly from PCR products, Biotechniques 13:82-92 y en Tanaka, M. et ál., 1996, 
Automated sequencing of mtDNA, Methods Enzymol. 264: 407-421.

Genotipado del receptor de melanocortina 1 (MC1R)
50

El receptor de melanocortina 1 es un punto de control clave en la melanogenia y determina la cantidad de 
acumulación de pigmento en la piel. Dado que el pigmento de la piel determina el nivel de protección natural de 
un individuo frente a la RUV carcinógena, el genotipado del MC1R puede determinar la propensión al daño en el 
ADN provocado por exposición al RUV y evaluar factores de riesgo asociados con el cáncer de piel. Como tal, la 
valoración del ADN o la secuencia de aminoácidos del gen del receptor de melanocortina 1 (MC1R) para 55
identificar si determinadas variantes que se asocian con el aumento de la sensibilidad al sol y la propensión al 
daño por RUV, proporciona una herramienta valiosa para identificar individuos con un riesgo mayor y que puede 
que necesiten medidas de supervisión y de tratamiento más agresivas.

Los procedimientos de la presente invención vinculan técnicas de toma de piel no invasivas con un ensayo para 60
el genotipado del MC1R. Se puede usar ADN o ARN extraído de muestras de piel para identificar una o más 
variantes alélicas del MC1R. Por ejemplo, se pueden someter a prueba simultáneamente las siete variantes 
alélicas D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M asociadas con un riesgo aumentado de melanoma. 
De forma alternativa, se puede llevar a cabo el genotipado del MC1R para las cinco variantes alélicas que se 
asocian más comúnmente con el riesgo aumentado de cáncer de piel, es decir, D84E, R151C, D294H, V60L y 65
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V92M. El gen MC1R, incluidas sus variantes, se describe en la SEQ ID NO: 3. Además, se describe la secuencia 
de ARN del MC1R en la SEQ ID NO: 4.

Por lo tanto, la presente invención proporciona un procedimiento para determinar la predisposición genética de 
un individuo a enfermedades o al cáncer de piel que comprende combinar una técnica de toma de piel no 5
invasiva con un ensayo para identificar la presencia de una o más variantes del MC1R en una muestra de piel, 
en el que las variantes del MC1R se seleccionan del grupo que consiste en las variantes alélicas D84E, R142H, 
R151C, R160H, D294H, V60L y V92M.

En la sección de ejemplos se proporcionan procedimientos ejemplares para tomar muestras de piel de forma no 10
invasiva y realizar genotipado del MC1R. Un experto en la técnica apreciará que, a diferencia de la detección de 
mutaciones en el ADNmt, que pueden fluctuar a lo largo de la vida de in individuo como consecuencia de los 
patrones de exposición a RUV, los resultados del genotipado del MC1R no cambiarán a lo largo de la vida de un 
individuo. En consecuencia, se puede someter a prueba el MC1R una sola vez durante la vida del paciente.
Los ensayos de genotipado tales como los usados para valorar las variantes del MC1R producirán resultados 15
idénticos en un individuo, independientemente del tejido corporal del que se tomen las muestras, ya que la 
secuencia del gen MC1R se hereda y no cambia a lo largo de la vida. Un experto en la técnica reconocerá que, 
aunque se puede obtener la muestra por el procedimiento de toma no invasivo para la piel, también se puede 
tomar de cualquier otro tejido corporal para obtener el mismo genotipo. La toma de tejidos adecuados para su 
uso en los procedimientos de la invención es bien conocida en la técnica y puede incluir ejemplos no limitantes 20
tales como tejido bucal, tejido muscular, tejido nervioso y similares. No ocurre lo mismo con los ensayos 
mitocondriales, que son mutaciones somáticas específicas de tejido.

La extracción de ADN o ARN de una muestra se puede llevar a cabo usando cualquier procedimiento conocido 
adecuado. Se puede determinar la detección de alelos específicos con el uso de técnicas reconocidas en la 25
técnica tales como ABI, un ensayo de genotipado de SNP por qPCR Taqman 
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/direct/). Del mismo modo, los procedimientos de preparación 
de cebadores y sondas a medida son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel, et ál., Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY).

30
De forma alternativa, se puede basar la valoración de variantes alélicas en el estudio de la secuencia de 
aminoácidos del gen MC1R. Las técnicas para llevar a cabo el análisis de aminoácidos son bien conocidas en la 
técnica y pueden incluir, por ejemplo, la cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC).

Determinar tipo de piel y riesgo de cáncer de piel35

Los procedimientos de la invención no sólo se pueden usar para evaluar la presencia de variantes alélicas en un 
individuo, sino que también se pueden utilizar para determinar un tipo de piel que se aproxima al fototipo de 
Fitzpatrick del individuo. A este respecto, adicionalmente, los resultados del genotipado del MC1R permiten 
agrupar individuos en tipos de piel específicos caracterizados por el riesgo de cáncer asociado.40

Estos tipos de piel se definen a continuación:

El tipo de piel 1 se caracteriza por que el individuo tiene dos o más de las cuatro variantes alélicas que más 
se asocian con el riesgo de cáncer de piel.45

El tipo de piel 2 se caracteriza por que el individuo tiene una de las cuatro variantes alélicas que más se 
asocian con el riesgo de cáncer de piel.

El tipo de piel 3 o más se caracteriza por que el individuo no tiene ninguna de las cuatro variantes alélicas 50
que más se asocian con el riesgo de cáncer de piel.

Por tanto, de acuerdo con un modo de realización, se proporciona un procedimiento de identificación del tipo de 
piel de un individuo y factor de riesgo de cáncer de piel con base en el genotipado del MC1R.

55
Procedimientos no invasivos de toma de tejidos epiteliales

La presente invención hace uso de técnicas no invasivas o mínimamente invasivas de toma de muestras de piel 
para pruebas de genotipado o de diagnóstico. En el contexto de la presente invención, "mínimamente invasivas" 
se refiere a las técnicas que dan lugar a la penetración en una o más capas de la piel, pero con una extracción 60
de sangre pequeña o nula. Los ejemplos no limitantes de técnicas no invasivas o mínimamente invasivas usadas 
para tomar muestras de piel incluyen, pero sin limitación, la retirada de cinta adhesiva usando cinta adhesiva 
quirúrgica, un hisopo estéril humedecido con ácido mandélico al 8 %, un hisopo estéril humedecido con agua 
destilada, una banda de cera, un bastoncillo de algodón; el raspado de la piel usando un bisturí estéril; el 
raspado de la piel usando un raspador de madera, la superficie pegajosa de una almohadilla adhesiva 65
(almohadilla de limpieza CapSure™, Arcturus), una película de LCM MacroCap™ (Arcturus), una película 
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caliente de LCM MacroCap™ (Arcturus); y emplear una aguja de calibre pequeño (por ejemplo, de calibre 28), 
para tomar micronúcleos de tejido epitelial.

Se puede tomar la muestra de la capa dérmica o epidérmica de la piel y puede proceder de zonas del cuerpo 
tales como, por ejemplo, talón, nariz, parte interna del brazo, oreja, boca, cuero cabelludo, pecho, hombro, nalga, 5
espalda, cara, nuca, mano, cabeza. Se puede usar la muestra directamente, tal como se obtiene de la fuente, o 
después de un pretratamiento para modificar el carácter de la muestra. Por tanto, se puede pretratar la muestra 
de piel antes de su uso, por ejemplo, con conservantes, reactivos y similares.

Un experto en la técnica entenderá que se puede emplear más una técnica de toma de muestras a la vez. 10
Además, cuando son necesarias una serie de tomas, por ejemplo, para la supervisión de un estado de la piel en 
el tiempo, se pueden usar técnicas iguales o diferentes solas o juntas a lo largo del periodo de prueba. A este 
respecto, se pueden adquirir muestras de piel una sola vez o en intervalos regulares, tales como bisemanales o 
mensuales.

15
Un experto también apreciará que determinados procedimientos de toma dan concentraciones de ácidos 
nucleicos extremadamente bajas (aproximadamente 0,1 ng) que no resultarían útiles para un ensayo dirigido al 
ADN nuclear; sin embargo, los objetivos de ADN mitocondrial, que son mucho más abundantes 
(aproximadamente 1000 veces más) serían especialmente adecuados para un procedimiento de toma con 
rendimientos tan extremadamente bajos. Los ejemplos que figuran a continuación demuestran que las células 20
epiteliales tomadas por medio de los procedimientos no invasivos proporcionan ADNmt suficiente para obtener 
resultados comparables con el ADNmt obtenido por medio de metodologías de toma de piel usadas 
anteriormente.

Una técnica de toma no invasiva puede implicar el uso de un hisopo estéril, tales como los que se usan en la 25
toma de células bucales o bastoncillos de algodón. Se saca el hisopo estéril de su envase y se frota sobre un 
sitio de interés de la piel. Preferentemente, se hisopa el sitio aproximadamente 15 veces con el fin de garantizar 
que se toma una cantidad de células epiteliales suficiente para fines de genotipado o de diagnóstico. Aunque la 
presente invención se describe a continuación con referencia a un ejemplo específico, el procedimiento también 
se puede usar para tomar muestras de piel para el diagnóstico o la caracterización de enfermedades, el 30
envejecimiento o la exposición a radiación ultravioleta y para la identificación de mutaciones asociadas con los 
mismos.

Después del hisopado de la piel, se deposita el hisopo en un tubo estéril. Se puede añadir tampón al tubo según 
sea necesario con el fin de mantener la integridad del material genético (es decir, el ADN) contenido en el mismo. 35
Después, se extrae el ADN utilizando procedimientos bien conocidos en la técnica.

De forma alternativa, en una técnica mínimamente invasiva se puede emplear una aguja de calibre muy pequeño 
(calibre 28 o 29) que se usa para tomar células epiteliales con fines de investigación genética. Aquí, se toman 
células epiteliales de la dermis y la epidermis de un sujeto por perforación a través de una capa tirante de la piel, 40
de modo que se extraiga muy poco o nada de sangre, pero que se adhiera una cantidad microscópica de tejido 
dérmico y epidérmico al núcleo interno de la aguja. Se pueden tensar la piel elevando la piel mediante el uso de, 
por ejemplo, los dedos, unas pinzas u otras formas de sujeción. El material epitelial queda contenido en la aguja 
hasta que se extrae para su procesamiento adicional (es decir, la extracción del ADN). Para expulsar la muestra 
de piel de la aguja, se deposita solución salina tamponada con fosfato en la columna de la aguja y después se 45
hace pasar a su través con el émbolo hacia un tubo estéril. El ADN se extrae utilizando procedimientos bien 
conocidos en la técnica. Como se ilustra con el ejemplo siguiente, este procedimiento mínimamente invasivo 
para la toma de una muestra de piel da suficiente ADN o ADNmt para la evaluación de los daños en el ADN o el 
ADNmt, por ejemplo, provocados por la radiación UV. Este procedimiento de obtención de muestras de piel es 
seguro e indoloro. Además, como se ilustra a continuación, permite la toma de ADN o ADNmt suficiente para 50
desarrollar ensayos precisos.

Diagnosticar y supervisar estados de la piel y detectar factores de riesgo genéticos asociados con enfermedad

Como se describe en el presente documento, los ensayos de la invención se pueden usar solos, por ejemplo, 55
para evaluar el estado de la piel o el riesgo genético, o en combinación para valorar tanto la predisposición 
genética a la enfermedad de la piel como la identificación de factores de riesgo asociados con el estilo de vida de 
un individuo en particular. Como se analiza a continuación, la identificación y supervisión de estos factores son 
importantes en la determinación de medidas preventivas y de tratamiento eficaces frente al daño por RUV, 
fotoenvejecimiento y enfermedad de la piel.60

Diagnosticar y supervisar estados de la piel

Muchos individuos que usan regularmente productos para el cuidado de la piel, tales como bloqueadores solares 
y pantallas solares, los usan de forma incorrecta, al aplicarlos en cantidad insuficiente o no aplicarlos de nuevo a 65
los intervalos recomendados, lo que crea una falsa sensación de protección que puede dar lugar a un aumento 
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de la exposición a la RUV. Además, hasta hace poco, por lo general, los bloqueadores solares y las pantallas 
solares aplicados regularmente por individuos durante la exposición al sol protegían frente a los efectos 
mutágenos del UVB, pero no conseguían contener agentes dirigidos a los efectos dañinos de la radiación UVA.

Estos factores, entre otros, hacen necesaria la disponibilidad de una herramienta tanto para determinar el estado 5
inicial de la piel con respecto al daño por RUV como para, a lo largo de una serie de estudios, supervisar el éxito 
y la idoneidad de las medidas preventivas y tratamientos aconsejados para evitar más daño por RUV en la piel. 
La medida del nivel de deleción del ADN de la piel de un paciente mediante la toma de muestras de piel de forma 
no invasiva en intervalos regulares, tales como bisemanales o mensuales (o a cualquier otro intervalo adecuado), 
puede proporcionar a los profesionales sanitarios una herramienta de supervisión cuantitativa en tiempo real para 10
comparar con las recomendaciones de tratamiento para determinar su eficacia determine en la prevención del 
daño de la piel provocado por la RUV. Esta metodología de toma permite muestreo regular sin efectos 
secundarios o molestias y se puede realizar en casa, si se desea. Sorprendentemente, las técnicas para tomar 
muestras de piel tales como la utilización de hisopos son especialmente adecuadas para la detección de 
mutaciones en el ADNmt, ya que los rendimientos de ADN extremadamente bajos que proporcionan los hisopos 15
son suficientes para llevar a cabo este tipo de análisis.

Volviendo ahora a los ejemplos, en un modo de realización de la invención, se usa el procedimiento para tomar 
células epiteliales para la cuantificación de biomarcadores asociados con el daño provocado por la radiación UV 
(véase el ejemplo 1). Específicamente, el procedimiento de la presente invención se usó para tomar muestras de 20
piel para realizar pruebas para detectar deleciones en el genoma mitocondrial humano, a saber, la deleción de 
3895 pb del ADNmt descrita anteriormente. El ejemplo demuestra que las células epiteliales tomadas por medio 
del procedimiento no invasivo de la presente invención proporciona ADNmt suficiente para obtener resultados 
comparables con el ADNmt obtenido por medio de metodologías de toma de piel anteriores.

25
Un experto en la técnica entenderá que la toma no invasiva de muestras de ADN de las capas epidérmica o 
dérmica de la piel humana para la cuantificación de un objetivo de ADN mitocondrial proporciona un medio para 
que un profesional sanitario supervise de la eficacia de las recomendaciones sobre regímenes de tratamiento y 
estilo de vida para la prevención del daño provocado por la RUV en la piel y el ADN con la intención de evitar 
consecuencias tales como el fotoenvejecimiento y el cáncer de piel.30

Un experto en la técnica también apreciará la utilidad del análisis de ADNmt para uso de los profesionales 
sanitarios en la identificación de malos hábitos relacionados con el sol o de procedimientos de protección 
ineficaces. Esta utilidad se demuestra en el ejemplo 6, donde, de acuerdo con un modo de realización de la 
invención, se analizaron los resultados de uso bloqueadores solares para dos individuos de edad y tono de piel 35
similares para evaluar la eficacia de los regímenes de protección del sol.

Determinación de fotoedad

Un procedimiento de diagnóstico adicional de la invención que hace uso de un procedimiento de muestreo 40
mínimamente invasivo vinculado con la identificación de un marcador mitocondrial es la determinación de la 
fotoedad. Como se describe en la sección de ejemplos, el fin de este procedimiento es valorar la exposición a la 
RUV de un individuo mediante el muestreo de tejido epitelial del individuo de la cara o la cabeza con una técnica 
mínimamente invasiva de toma de piel y la medida de la cantidad de un objetivo mitocondrial asociado con el 
daño por RUV, tal como la deleción del ADNmt. Después, se compara este resultado con una base de datos de 45
resultados obtenidos por el mismo procedimiento y se clasifica al individuo en una cohorte de edad basándose 
en el nivel de deleción del ADNmt detectado. Para asignar una fotoedad, se comparan los resultados del análisis 
del ADNmt de un individuo con su edad cronológica para determinar si tienen un fotodaño mayor o menor que 
otros individuos de su grupo de edad.

50
Por tanto, al utilizar técnicas mínimamente invasivas para tomar micronúcleos de tejido epitelial para analizar 
marcadores de ADN mitocondrial, los profesionales sanitarios pueden identificar la fotoedad de un individuo y 
determinar si su fotoedad está en consonancia o no con su edad cronológica. De este modo, la determinación de 
la fotoedad proporciona un medio para que los profesionales sanitarios prescriban de manera más apropiada 
medidas preventivas y de tratamiento para combatir el fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la 55
piel.

Determinar predisposición genética a enfermedad

Con el fin de valorar por completo el riesgo de fotoenvejecimiento de un individuo y su riesgo de cáncer de piel, 60
es indispensable que se proporcione a los profesionales sanitarios tanta información como sea posible para que 
conozcan y comuniquen los factores de riesgo de su paciente. La utilización del genotipado del MC1R no sólo 
contribuye a la propensión de un individuo al daño del ADN provocado por la exposición a RUV y el riesgo de 
que desarrolle cáncer de piel, proporciona una herramienta valiosa para identificar pacientes con riesgo mayor 
que puede que necesiten medidas de supervisión y tratamiento más agresivas.65
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Por lo tanto, la presente invención proporciona un procedimiento no invasivo para la toma de muestras de ADN 
para el genotipado del MC1R. De acuerdo con un modo de realización de la invención, se puede usar el ADN 
extraído de células tomadas por el procedimiento de la presente invención para identificar una o más variantes 
alélicas asociadas con un riesgo aumentado de melanoma. Se puede usar el procedimiento para evaluar la 
presencia de estas variantes en un individuo y, adicionalmente, para determinar un tipo de piel del individuo. Por 5
lo tanto, los resultados del genotipado del MC1R permiten agrupar individuos en tipos de piel específicos 
caracterizados por el riesgo de cáncer asociado.

Análisis vinculado
10

El uso combinado del genotipado del MC1R y el análisis del ADNmt proporciona una herramienta para que los 
profesionales sanitarios supervisen, aconsejen y traten mejor a los pacientes al tener en cuenta tanto la 
predisposición genética como los resultados finales de sus hábitos de exposición al sol. Este uso combinado de 
ensayos proporciona una habilidad única para evaluar simultáneamente los factores de riesgo y las 
consecuencias. Es importante el hecho de que se puede retirar temporalmente la prueba del MC1R de las 15
repeticiones de pruebas con la toma no invasiva para realizar pruebas de ADNmt y, aun así, usarla en tándem. 
Como se analiza anteriormente, esto es posible porque la información obtenida de la prueba del MC1R no 
cambiará a lo largo de la vida de un individuo, aunque los niveles de daño en el ADN dilucidados al medir la 
deleción del ADN mitocondrial fluctuarán como consecuencia de los patrones de exposición a RUV.

20
Cabe señalar el hecho de que el daño en la piel provocado por la RUV es un proceso multifactorial. En 
consecuencia, no se puede suponer que un individuo con variantes del MC1R tenga siempre mayores daños que 
un individuo sin ellas, como tampoco es el caso de que un individuo que refiera un uso regular de bloqueadores 
solares tenga necesariamente menor daño que uno que refiera que no usa bloqueadores solares. Por tanto, el 
vínculo del genotipado del MC1R con el análisis del ADNmt proporciona a los profesionales sanitarios la 25
información única que necesitan para dar recomendaciones mejor fundamentadas a aquellos bajo su cuidado.

Valoración de agentes terapéuticos y productos para el cuidado de la piel

El procedimiento de la presente invención también se puede usar para un cribado generalizado de la piel con 30
fines tanto médicos como cosmeticéuticos. El procedimiento de la presente invención se puede usar para realizar 
un genotipado y/o para medir diversos biomarcadores asociados con el cáncer de piel (tanto el melanoma como 
el cáncer de piel no melanómico). La habilidad para evaluar el nivel de daño en el ADN en la piel de un individuo 
debido a la radiación UV en cualquier punto temporal y a partir de cualquier localización anatómica externa, 
proporciona la base para una prueba de cribado única e informativa para la salud de la piel y para evaluar la 35
seguridad y la eficacia de agentes terapéuticos, productos para el cuidado de la piel y regímenes de cuidado de 
la piel existentes y nuevos. Además, al identificar los cambios genéticos específicos subyacentes a la 
enfermedad o estado de la piel de un sujeto, se puede determinar fácilmente si el paciente responderá, y en qué 
medida, a un agente terapéutico, un producto para el cuidado de la piel o régimen particular.

40
Kits

Los materiales de toma usados en el procedimiento de la presente invención pueden estar envasados, en 
función de la aplicación deseada, en un kit para el usuario o en un kit médico para su uso en un entorno clínico. 
Los kits de este tipo podrían incluir no sólo uno o más medios de muestreo, tales como hisopos estériles, 45
bastoncillos de algodón o agujas, sino otros materiales necesarios para el genotipado y/o la identificación de 
mutaciones en el ADNmt.

Opcionalmente, los kits pueden incluir reactivos necesarios para desarrollar un ensayo de diagnóstico, tales 
como tampones, sales, reactivos de detección y similares. También se pueden incluir en el kit otros 50
componentes, tales como tampones y soluciones para aislar y/o tratar una muestra de prueba. Uno o más de los 
componentes del kit pueden estar liofilizados y el kit puede comprender además reactivos adecuados para la 
reconstitución de los componentes liofilizados.

Cuando sea apropiado, el kit puede contener también recipientes de reacción, recipiente de mezcla y otros 55
componentes que facilitan la preparación de la muestra de prueba. Opcionalmente, el kit también puede incluir 
instrucciones de uso, que se pueden proporcionar en formato impreso o en un formato legible por ordenador, tal 
como un disco, un CD, un DVD o similar.

Para lograr un mejor entendimiento de la invención descrita en el presente documento, se exponen los ejemplos 60
siguientes. Se entenderá que estos ejemplos pretenden describir modo de realización ilustrativo de la invención.

Ejemplos

Ejemplo 1: análisis de la deleción de 3895 pb del ADNmt humano65
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Se usó el procedimiento de la presente invención para analizar la deleción de 3895 pb del ADNmt identificada en 
la solicitud PCT n.º WO/06/111029. La toma y extracción del ADNmt se desarrolló como se indica a continuación.

1. Se tomaron muestras de piel hisopando un sitio de piel aproximadamente 15 veces con un hisopo estéril. 
Se tomaron muestras de piel del talón (n = 41), nariz (n = 43), parte interior del brazo (n = 20), oreja (n = 5), 5
hombro (n = 5), nalga (n = 5) y espalda (n = 5).

2. Se extrajo el ADNmt usando un kit disponible comercialmente (microkit de ADN QiaAMP™, n.º de 
producto 56304, Qiagen, Maryland, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

10
3. Se cuantificó el ADN bicatenario de piel humana con el kit de ensayo Quant-it™ dsDNA HS (n.º producto 
Q32851, Invitrogen, California, EE. UU.) en el fluorímetro Qubit™ (n.º de producto Q32857), Invitrogen, 
California, EE. UU.).

4. Después, se cuantificó el nivel de la deleción de 3895 pb por PCR en tiempo real (rt-PCR) usando el iQ 15
Sybr Green Supermix™ (n.º de producto 170-8882, Bio-Rad, California, EE. UU.) y los siguientes 
cebadores:

Directo 5'-CTGCTAACGCCATACCCCGAAAATGTTG-3' (SEQ ID NO: 5);
Inverso 5'-GAAGGATTATGGATGCGGTTGCTTGCGTGAG-3' (SEQ ID NO: 6).20

En este ejemplo, se usa el par de cebadores de amplificación para amplificar una región objetivo indicativa de la 
presencia de la deleción de 3895 pb. El cebador directo solapa con una región de ADNmt sometida a empalme 
después de producirse la deleción de la secuencia de 3895 pb (es decir, un empalme en una posición entre 547 
a 4443 del genoma de ADNmt). Por lo tanto, solamente se puede producir la extensión del cebador solapante 25
para crear el producto de amplificación de tamaño correcto si se elimina la sección de 3895 pb.

En la etapa de cuantificación de la deleción de 3895 pb, se configuró la reacción de RT-PCR como sigue:

12,5 ul de iQ Sybr Green Supermix™;30
350 nmol de cebador directo (SEQ ID NO: 5);
350 nmol de cebador inverso (SEQ ID NO: 6);
5 ul de molde (aproximadamente 0,5 ng de ADN bicatenario);
agua hasta 25 ul;

35
Parámetros de ciclado:

Etapa 1. 95 °C durante 3 minutos;
Etapa 2. 95 °C durante 30 segundos;
Etapa 3. 67,5 °C durante 30 segundos;40
Etapa 4. 4,72 °C durante 30 segundos;
Etapa 5. Lectura de placa 45 ciclos de las etapas 2-5
Curva de fusión 55-110 °C lectura cada 3 segundos en intervalos de 1 °C
Mantener a 10 °C durante 10 minutos.

45
Los resultados de estos ensayos se muestran en las figuras 1 a 3 y demuestran una distinción clara entre 
hisopos de piel adquiridos de zonas raramente expuestas a la luz del sol/radiación UV (es decir, talón y nalgas) y 
las que se exponen habitualmente (nariz y oreja). En zonas que reciben un nivel mayor de radiación UV, tales 
como la nariz y los hombros, los niveles de la deleción de 3895 pb son significativamente elevados en 
comparación con las zonas generalmente protegidas de la radiación UV, tales como el talón y las nalgas.50

Como se muestra en las figuras 1 y 2, los umbrales de ciclo (CT) de la PCR en tiempo real para la deleción de 
3895 pb indican que hay una mayor incidencia de la deleción en sitios de la piel expuestos a la radiación UV 
habitualmente (nariz u oreja) u ocasionalmente (hombro o espalda) en comparación con los sitios que raramente 
están expuestos (talón o nalgas).55

La figura 3 muestra que el ADNmt tomado de las células epiteliales obtenidas de sitios que se exponen 
habitualmente a la radiación UV (p. ej., nariz y oreja) se caracteriza por presentar niveles más elevados del 
marcador de deleción de 3895 pb que el ADNmt tomado de células epiteliales obtenidas de sitios que raramente 
se exponen a la radiación UV (p. ej., talón o parte interna del brazo).60

Estos resultados también demuestra la eficacia de tomar muestras de piel de acuerdo con la presente invención 
con el fin de obtener ADNmt suficiente para desarrollar los ensayos. Como tal, los procedimientos de toma de 
piel no invasivos de la presente invención son igualmente eficaces para obtener ADNmt para análisis que las 
metodologías invasivas, por ejemplo, los procedimientos usados en la publicación PCT n.º WO/06/111029 del 65
solicitante.
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Ejemplo 2: comparación de procedimientos de toma de piel

Se probaron cinco metodologías de toma de piel no invasivas con el fin de identificar cuál, de haberla, daría una 
cantidad y una calidad suficientes de ácidos nucleicos para análisis moleculares tales como la PCR cuantitativa 5
en tiempo real. Los cinco procedimientos probados fueron:

• Retirada de cinta adhesiva usando cinta adhesiva quirúrgica;

• Tira adhesiva Biore®;10

• Hisopo estéril humedecido con ácido mandélico al 8 %;

• Hisopo estéril humedecido con agua destilada; y
15

• Banda de cera.

La cinta adhesiva, la tira Biore y la banda de cera se aplicaron a la superficie de la piel después de la aplicación 
de isopropanol al 70 % para esterilizar la zona. Se aplicó una presión firme y después se retiró rápidamente la 
cinta o banda. Los hisopos se depositaron en primer lugar en una solución estéril de ácido mandélico al 8 % o en 20
agua destilada y después se frotaron con firmeza sobre el sitio de interés de la piel después de haber limpiado la 
piel con isopropanol al 70 %.

Después de la toma de células epiteliales de 3 individuos, se depositó cada medio de toma en 200 ul de solución 
salina tamponada con fosfato (PBS) y se incubó durante la noche a 56 °C.25

Después, se sometieron todas las muestras a la extracción de ácidos nucleicos usando el minikit de ADN 
QiaAMP™ de Qiagen, con el protocolo de hisopos bucales (n.º de producto 51304). Se cuantificaron las 
muestras purificadas usando el espectrofotómetro NanoDrop™ ND-1000 para determinar si el procedimiento de 
extracción era satisfactorio.30

Tabla 1: determinación de la cantidad de ADN extraído de la piel tomada mediante cinco procedimientos no 
invasivos

ID de la muestra Concentración de 
ADN ng/ul

A260nm Paridad ADN        
ratio 260:280

1 Biore -0,42 -0,008 0,48

1 hisopo con agua 5,03 0,101 1,6

1 hisopo con ácido mandélico 5,05 0,101 1,74

1 cinta adhesiva quirúrgica 2,22 0,044 4,4

1 cera 3,52 0,07 1,69

2 Biore -0,02 0 -0,09

2 hisopo con agua 2,74 0,055 1,97

2 hisopo con ácido mandélico 4,9 0,098 1,82

2 cinta adhesiva quirúrgica 2,99 0,06 1,78

2 cera 2,17 0,043 184

3 Biore -0,26 -0,005 0,24

3 hisopo con agua 3,26 0,065 3,15

3 hisopo con ácido mandélico 2,71 0,054 12,1

3 cinta adhesiva quirúrgica 2,45 0,049 4,26

3 cera 2,67 0,053 4,25

35

Al tener en cuenta tanto la concentración de ácidos nucleicos como la pureza de la muestra, se obtuvieron los 
resultados más coherentes para las muestras de hisopos usando agua o ácido mandélico como agente 
humectante, o para las muestras de cera.

A continuación, se realizó una PCR en todas las muestras para determinar si había inhibidores de la 40
amplificación presentes o se había producido una degradación significativa de la muestra durante el 
procesamiento. Se amplificaron las muestras de acuerdo con las siguientes condiciones:
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Tabla 2: condiciones de PCR para amplificación de las muestras

Reactivo Concentración final en la reacción

Tampón de reacción 10X 1X

dNTP 0,4 mM cada uno

BSA 1X

cebador 12s (directo) 0,4 uM

cebador 12s (inverso) 0,4 uM

Taq LA (Takara p/n RR002B 1,25 unidades

Reactivo Concentración final en la reacción

Molde 5 ul (de la concentración anterior)

Agua Hasta 25 ul

Los cebadores usados eran cebadores de ADN mitocondrial con la secuencias que se proporcionan a 
continuación: secuencia de cebador directo 12s 5'-CGTTCCAGTGAGTTCACCCTC-3' (SEQ ID NO: 7) secuencia 
de cebador inverso 12s 5'-CACTCTTTACGCCGGCTTCTATT-3' (SEQ ID NO: 8)5

Se ciclaron las reacciones de amplificación en un DNA Engine Tetrad (Bio-Rad) de acuerdo con el siguiente 
protocolo:

1. 94 °C durante 2 minutos10
2. 94 °C durante 30 segundos
3. 64 °C durante 30 segundos
4. 72 °C durante 30 segundos
5. Repetir las etapas 2-4 39 veces
6. 4 °C MANTENER15

Después, se sometieron los productos de amplificación a electroforesis en un gel de agarosa al 2 % y se tiñeron 
con bromuro de etidio. Los resultados de la amplificación se proporcionan en la figura 4, donde la mitad superior 
del gel contiene:

20
Carril 1 500 ng de 100 pb de GeneRuler SM0323 (Fermentas)
Carril 2 Biore del individuo 1
Carril 3 hisopo con agua del individuo 1
Carril 4 hisopo con ácido mandélico del individuo 1
Carril 5 cinta adhesiva quirúrgica del individuo 125
Carril 6 cera del individuo 1
Carril 7 Biore del individuo 2
Carril 8 hisopo con agua del individuo 2
Carril 9 hisopo con ácido mandélico del individuo 2
Carril 10 cinta adhesiva quirúrgica del individuo 230
Carril 11 cera del individuo 2
Carril 12 vacío
Carril 13 control negativo de la amplificación
Carril 14 control positivo de la amplificación
Carriles 15-18 vacíos35

Y donde la mitad inferior del gel contiene:

Carril 1 Biore del individuo 3
Carril 2 hisopo con agua del individuo 340
Carril 3 hisopo con ácido mandélico del individuo 3
Carril 4 cinta adhesiva quirúrgica del individuo 3
Carril 5 cera del individuo 3
Carril 6 500 ng de 100 pb de GeneRuler SM0323 (Fermentas)
Carril 7 control negativo de extracción con Biore45
Carril 8 control negativo de extracción con hisopo con agua
Carril 9 control negativo de extracción con hisopo con ácido mandélico
Carril 10 control negativo de extracción con cinta adhesiva quirúrgica
Carril 11 control negativo de extracción con cera

50
Carril 12 vacío
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Carril 13 control negativo de la amplificación (carga por duplicado del carril 13 anterior)
Carril 14 control positivo de la amplificación (carga por duplicado del carril 14 anterior)
Carriles 15-18 vacíos

Resultados5

No se amplificó nada de ADNmt del ADNmt tomado de células epiteliales recogidas usando las tiras Biore. Los 
hisopos tanto de agua como de ácido mandélico se amplificaron, si bien el hisopo de agua se amplificó más 
claramente. La cinta adhesiva quirúrgica se amplificó de forma esporádica. La cera se amplificó claramente, 
aunque es probable que el control negativo de la extracción del carril 11 de la mitad inferior del gel se 10
contaminara como consecuencia de la naturaleza no estéril o de las dificultades de manipulación asociadas con 
la cera.

Con todos los factores considerados, este ejemplo demostró que el uso de un hisopo estéril es el procedimiento 
preferente de toma de una muestra de piel no invasiva. El hisopo puede estar seco o humedecido con diversos 15
líquidos para facilitar la toma o el tamponamiento de la muestra.

Ejemplo 3: comparación de procedimientos de toma de piel adicionales

En este ejemplo, se probaron cinco procedimientos adicionales de toma de muestras de piel no invasivos con el 20
fin de identificar cuál, de haberlo, daría una cantidad y una calidad suficientes de ácidos nucleicos para análisis 
moleculares tales como la PCR cuantitativa en tiempo real.

Se tomaron muestras de piel de un único individuo dos veces usando los procedimientos siguientes:
25

• raspado de la piel usando un bisturí estéril

• raspado de la piel usando un raspador de madera

• superficie pegajosa de una almohadilla adhesiva (almohadilla de limpieza CapSure™, Arcturus)30

• película de LCM MacroCap™ (Arcturus)

• película calentada de LCM MacroCap™ (Arcturus)
35

En primer lugar, se preparó la piel limpiándola con una toallita de isopropanol al 70 %. El raspador de madera y 
el bisturí se pasaron con firmeza sobre la superficie de la piel para retirar células epiteliales y después se 
depositaron en un tubo de centrífuga. La almohadilla adhesiva y las películas se presionaron con firmeza contra 
la piel sin frotarlas para tomar células epiteliales.

40
Se procesaron las múltiples tomas usando dos procedimientos de extracción de ácidos nucleicos diferentes. El 
primer conjunto se extrajo usando una digestión con proteinasa K, bien conocida en la técnica, mientras que el 
segundo conjunto se extrajo usando el minikit de ADN QiaAMP (Qiagen 51304).

Después, se cuantificaron las muestras procesadas con el kit de Qiagen usando el espectrofotómetro NanoDrop 45
ND-1000. No se hizo con las de la digestión con PK, ya que no estaban lo suficientemente limpias para facilitar 
este tipo de cuantificación.

Tabla 3: determinación de la cantidad de ADN extraído de la piel tomada mediante procedimientos de toma 
adicionales (ADN extraído con Qiagen)50

ID de la muestra Concentración de ADN ng/ul A260nm Paridad ADN
ratio 260:280

Tampón AE -1,09 -0,022 1,6

Raspador de madera 2,06 0,041 0,95

CapSure 5,59 0,112 1,29

Bisturí 2,32 0,046 1,41

Control negativo bisturí 1,19 0,024 0,8

Control negativo de CapSure 2,47 0,049 1,2

Control negativo de raspador de madera 2,92 0,058 1,35

Control negativo del kit de QiaGEN 2,4 0,048 1,83

Se amplificaron las muestras de acuerdo con el protocolo que se proporciona en el ejemplo 2.
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Después, se sometieron los productos de amplificación a electroforesis en un gel de agarosa al 2 % y se tiñeron 
con bromuro de etidio. Se muestran los resultados en la figura 5, donde el gel contiene:

Carril 1 500 ng de GeneRuler de 100 pb (SM0323)5
Carril 2 control negativo de la amplificación
Carril 3 control positivo de la amplificación
Carril 4 tampón de PK raspador de madera
Carril 5 tampón de PK raspado con bisturí
Carril 6 tampón de PK almohadilla CapSure10
Carril 7 tampón de PK MacroCap
Carril 8 tampón de PK MacroCap calentada
Carril 9 tampón de PK control negativo de extracción con raspador de madera
Carril 10 tampón de PK control negativo de extracción con raspado con bisturí
Carril 11 tampón de PK control negativo de extracción con CapSure15
Carril 12 tampón de PK control negativo de extracción con MacroCap
Carril 13 tampón de PK control negativo de extracción con MacroCap calentada
Carril 14 QiaAMP raspado con bisturí
Carril 15 QiaAMP almohadilla CapSure
Carril 16 QiaAMP raspador de madera20
Carril 17 QiaAMP control negativo de extracción con raspado con bisturí
Carril 18 QiaAMP control negativo de extracción con CapSure
Carril 19 QiaAMP control negativo de extracción con raspador de madera
Carril 20 QiaAMP control negativo de reactivo

25

El rapado con bisturí y MacroCap™ se amplificaron usando el tampón de PK, mientras que la almohadilla 
CapSure™ se amplificó bien usando el kit QiaAMP™. Al comparar con el hisopado de la piel, se observó que la 
cantidad de ADNmt tomado y la cantidad de producto amplificado obtenido usando los procedimientos probados 
en este ejemplo no eran tan eficaces.30

Ejemplo 4: toma de muestras de piel con aguja

Se usaron agujas para tomar muestras de piel de 5 sitios del cuerpo diferentes de 9 individuos. Los sitios del 
cuerpo incluían la cejas, lóbulo de las oreja, nuca, mano y talón.35

Usando una aguja como se describe anteriormente, se pellizcó o se tensó la piel entre el dedo pulgar y el índice 
de la mano del que toma la muestra. Se pasó la aguja a través de la piel, extrayendo muy poco o nada de 
sangre. Se extrajo la muestra de piel de la aguja depositando solución salina tamponada con fosfato en la 
columna de la aguja y haciendo salir la muestra de la aguja con un émbolo hacia un tubo estéril. Después, se 40
extrajo ADN de este volumen que contenía el tejido epitelial usando el minikit de ADN QiaAMP™ (Qiagen, n.º de 
producto 51304).

Después, se amplificaron las muestras con el fin de identificar la deleción de 3895 pb del ADNmt. Las 
condiciones de reacción y los parámetros de ciclo para este ejemplo fueron los mismos que para el ejemplo 1 45
proporcionado anteriormente. Los resultados se presentan en la tabla 4

Tabla 4: resultados para muestras de piel tomadas con aguja

Muestra
Umbral del ciclo

C(t)
Muestra

Umbral del 
ciclo

C(t)

Ceja izquierda del sujeto 1 25,82 Ceja izquierda del sujeto 6 22,15

Lóbulo de la oreja izquierda del sujeto 1 25,98 Lóbulo de la oreja izquierda del 
sujeto 6

19,87

Cuello del sujeto 1 26,26 Cuello del sujeto 6 25,87

Mano derecha del sujeto 1 26,73 Mano derecha del sujeto 6 27,91

Talón derecho del sujeto 1 27,93 Ceja izquierda del sujeto 7 29,89

Ceja izquierda del sujeto 2 30,85 Lóbulo de la oreja izquierda del 
sujeto 7

19,18

Lóbulo de la oreja izquierda del sujeto 2 25,6 Cuello del sujeto 7 25,49

Cuello del sujeto 2 23,92 Mano derecha del sujeto 7 23,41

Mano derecha del sujeto 2 27,01 Talón derecho del sujeto 7 27,05
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(continuación)

Muestra
Umbral del ciclo

C(t)
Muestra

Umbral del 
ciclo

C(t)

Talón derecho del sujeto 2 35,55 Ceja izquierda del sujeto 8 21,82

Ceja izquierda del sujeto 3 29,64 Lóbulo de la oreja izquierda del 
sujeto 8

21,32

Lóbulo de la oreja izquierda del sujeto 3 23,51 Cuello del sujeto 8 23,51

Cuello del sujeto 3 24,52 Mano derecha del sujeto 8 16,35

Mano derecha del sujeto 3 22,47 Talón derecho del sujeto 8 20,57

Ceja izquierda del sujeto 4 24,23 Ceja izquierda del sujeto 9 25,09

Lóbulo de la oreja izquierda del sujeto 4 23,64 Lóbulo de la oreja izquierda del 
sujeto 9

26,76

Cuello del sujeto 4 24,96 Cuello del sujeto 9 27,74

Mano derecha del sujeto 4 25,93 Mano derecha del sujeto 9 25,24

Talón derecho del sujeto 4 23,58 Talón derecho del sujeto 9 22,39

Ceja izquierda del sujeto 5 22,35

Lóbulo de la oreja izquierda del sujeto 5 24,39

Cuello del sujeto 5 22,06

Mano derecha del sujeto 5 22,04

Talón derecho del sujeto 5 22,6

Resulta evidente que el material obtenido a través de este procedimiento de toma es suficiente para realizar 
análisis moleculares tales como la PCR en tiempo real. Específicamente, se ha detectado y cuantificado el 
producto de amplificación indicativo de la deleción de 3895 pb del ADNmt, como se demuestra en la tabla 4. Por 
lo tanto, la toma de muestras de piel por medio del procedimiento de toma con aguja da suficiente ADN para su 5
uso en un ensayo de este tipo.

Ejemplo 5: detección de variantes del MC1R

Se tomaron muestras bucales de tres sujetos. Todos los sujetos se enjuagaron la boca con agua corriente o 10
embotellada y expulsaron el agua. Se sacó un hisopo de algodón de su envase protector y se tomó por el asa. 
Sujetando el asa del hisopo de algodón, se dispuso la punta de algodón dentro de la boca del sujeto y se frotó la 
punta de algodón sobre el interior del carrillo durante 30 segundos. Se dispusieron los hisopos en tubos estériles 
y se cerraron para su procesamiento adicional.

15
Se determinó la detección de alelos específicos usando ABI, un ensayo de genotipado de SNP por qPCR 
Taqman. Se sometió a todos los sujetos a pruebas para las siete variantes alélicas D84E, R142H, R151C, 
R160H, D294H, V60L y V92M.

Se identificaron los genotipos para D84E, R142H, R151C, V60L y V92M con ensayos ABI (https://products 20
appliedbiosystems.com/ab/en/US/direct/) como sigue

V60L-n.ºde ensayo C751905410
D84E-n.ºde ensayo C751905520
V92M-n.ºde ensayo C20334052025
R142H-n.ºde ensayo C2754163410
R151C-n.ºde ensayo C203340420

Para la detección de las variantes del alelo D294H se usaron cebadores y sondas a la medida, como se enumera 
a continuación.30

Cebador directo MC1R-294: CGCCCTCATCATCTGCAATG SEQ ID NO: 9;
Cebador inverso MC1R-294: GGCTGTGGAAGGCGTAGAT SEQ ID NO: 10;
Sonda 1 MC1R-294V1VIC: CCATCATCGACCCCCT SEQ ID NO: 11;
Sonda 2 MCIR-294M1 FAM: CCATCATCCACCCCCT SEQ ID NO: 12.35

Las condiciones de reacción usadas para todos los ensayos fueron las descritas esquemáticamente en el 
protocolo de ensayos de genotipado de SNP Taqman™.

Se realizaron pruebas para la variante alélica R160H usando una digestión con Sac II. Se usaron cebadores para 40
amplificar una región objetivo del ADN del gen MC1R. Después se sometió el producto de amplificación a una 
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digestión con Sac II. Los carriles de 1 a 4 del gel (véase la figura 12) muestran los resultados para los tres 
sujetos sometidos a las pruebas y la muestra de control. Las cuatro muestras eran de tipo natural homocigotas. 
El tamaño del producto de amplificación indicativo de un tipo natural homocigoto para este sitio alélico es de 436 
pb, lo que después de la digestión con SAC II da un producto de 327 pb. En variantes homocigotas no se 
produce la digestión y, por tanto, todo el producto de amplificación por PCR mantiene un tamaño de 436 pb.5

Los resultados de las pruebas se muestran en las figuras de 6 a 12. Se realizaron dos pruebas para cada 
individuo y también se sometió a prueba una muestra de control dos veces. El genotipo de la muestra de control 
era heterocigoto para V60L, variante homocigota para V92M y natural para el resto de los alelos. Se determinó 
que el primer individuo sometido a prueba tenía piel de tipo 3 (no se observaron variantes del MC1R). Se 10
determinó que el segundo individuo sometido a prueba tenía piel de tipo 3 (no se observaron variantes del 
MC1R). Se determinó que el tercer individuo sometido a prueba tenía piel de tipo 2 (homocigoto para las 
variantes V60L y R151C y heterocigoto para R142H).

Resulta evidente que el material obtenido a través de este procedimiento de toma es suficiente para el 15
genotipado del MC1R. Específicamente, la toma de muestras de ADN por medio del procedimiento de toma con 
hisopos bucales da ADN suficiente para su uso en un ensayo de este tipo.

Ejemplo 6: análisis de la eficacia de los regímenes de bloqueo solar
20

Antecedentes:

El UVB es el espectro de la RUV que provoca eritema (quemadura solar), la indicación visual de que se ha 
producido una sobreexposición a la radiación UV. Se suelen usar la frecuencia y la gravedad del eritema como 
medida del éxito de los hábitos de protección del sol de un individuo. Sin embargo, se sabe que el UVA 25
contribuye al daño en la piel y el ADN, aunque hasta hace poco los bloqueadores solares y las pantallas solares 
no contenían agentes destinados a bloquear el UVA. Por tanto, se crea una situación en la que un individuo que 
usa bloqueador solar se protegía de los efectos inductores del eritema del UVB, pero que quizás sufría una 
exposición aún más prolongada a los efectos mutágenos del UVA de lo que habría sido de otro modo. Un 
individuo en esta situación referiría que usa bloqueadores solares y el profesional sanitario evaluaría de forma 30
errónea que se adoptan medidas para evitar el daño por RUV cuando, de hecho, el paciente no se estaba 
protegiendo del UVA y los riesgos finales podrían seguir siendo muy altos.

Como se lleva a cabo en el ejemplo 1, la medida del nivel de la deleción de 3895 pb del ADN mitocondrial en la 
epidermis tomada con un hisopo de algodón en intervalos regulares, tales como bisemanales o mensuales, 35
puede proporcionar a los profesionales sanitarios un herramienta de supervisión cuantitativa en tiempo real para 
comparar frente a las recomendaciones de tratamiento para determinar su eficacia en la prevención del daño de 
la piel provocado por la RUV.

Esta metodología de toma permite un muestreo regular sin efectos secundarios o molestias. El hisopo da 40
concentraciones de ácidos nucleicos extremadamente bajas (aproximadamente 0,1 ng) que no resultarían útiles 
para un ensayo dirigido al ADN nuclear; sin embargo, los objetivos de ADN mitocondrial, tales como la deleción 
de 3895 pb son mucho más abundantes (aproximadamente 1000 veces más) y son especialmente adecuados 
para un procedimiento de toma con rendimientos tan extremadamente bajos.

45
Estudio:

La utilidad del análisis de la deleción del ADNmt para identificar malos hábitos de exposición al sol o 
procedimientos de protección ineficaces se demuestra con los resultados de dos individuos de edad y tono de 
piel similares. El paciente 202 no usaba bloqueadores solares en absoluto, mientras que el paciente 225 usaba 50
bloqueadores solares de forma eficaz. Sus niveles de daño reflejan este comportamiento, al presentar el paciente 
202 una cantidad aproximadamente 10 veces mayor de la deleción de 3895 pb que indica niveles altos de daño 
en el ADN por exposición a RUV que el paciente 225 (donde una diferencia de 3 CT es equivalente a una 
diferencia de 10 veces en la cantidad de objetivo). Aunque los fenotipos de estos dos individuos indican que el 
riesgo de daño en la piel asociado con RUV sería similar o equivalente, la deleción de 3895 pb vinculada a la 55
toma con hisopos no invasiva puede demostrar que el paciente 202 presenta un riesgo mayor, probablemente 
debido a las diferencias conductuales tales como el uso de bloqueadores solares.

Tabla 5: perfil del paciente y factores de riesgo de daño por RUV60

PACIENTE CT (deleción de 3895 pb) EDAD SEXO Cabello Piel Uso eficaz de filtros solares

202 23,16 25 Hombre Negro Marrón oscuro No

225 26,06 28 Mujer Marrón Beige claro Sí
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Ejemplo 7: análisis de variantes del MC1R y deleción del ADNmt para predecir la eficacia de regímenes de 
cuidado solar

A continuación se demuestra la utilidad combinada de realizar tanto un seguimiento del daño en el ADN con el 
biomarcador de la deleción de 3895 pb asociado con la RUV como indicador para estimar la eficacia de 5
regímenes de cuidado solar, como de determinar el estado de las variantes del MC1R, donde dos pacientes de 
edad, color de piel y uso de bloqueadores solares similares presentan niveles diferentes de daño en el ADN, 
probablemente como subproducto de diferentes genotipos del MC1R. El paciente 300 no tiene variantes 
asociadas con un aumento de la propensión a los efectos dañinos de la RUV en la piel, mientras que el paciente 
303 tiene una variante en la posición de aminoácido 92. Aunque los pacientes son muy similares en cuanto al 10
fenotipo y su puntuación en la escala de fototipos de Fitzpatrick sería muy parecida (tipo 3), el aumento de la 
propensión se refleja en un nivel de daño en el ADN 3 veces mayor en el paciente que tiene la variante del 
MC1R que en paciente sin variantes (donde una diferencia de 1 CT es aproximadamente una diferencia de 3 
veces en la cantidad objetivo).

15
Tabla 6: análisis comparativo de la variación del MC1R y la deleción en el ADNmt para dos pacientes

Variante del MC1R 
(posición de aminoácidos)

PACIENTE
CT de la deleción 

de 3895 pb
60 84 92 142151160294EDAD SEXO Cabello

Tono
de piel

Uso eficaz de 
bloqueadores 

solares

303 26,1 0 0 1 0 0 0 0 42 Mujer Negro Cetrino Sí

300 27,11 0 0 0 0 0 0 0 45 Mujer Marrón Cetrino Sí

Como se analiza previamente, el daño provocado por la RUV es un proceso multifactorial y, en consecuencia, no 
se puede suponer que un individuo con variantes del MC1R tenga siempre mayores daños que un individuo sin 
ellas, como tampoco es el caso de que un individuo que refiera un uso regular de bloqueadores solares tenga 20
necesariamente menor daño que uno que refiera que no usa bloqueadores solares. La combinación de estas dos 
pruebas proporciona al profesional sanitario la información necesaria para realizar recomendaciones mejor 
fundamentadas a aquellos bajo su cuidado.

Las dos tablas siguientes ilustran este punto, ya que, por lo general, los individuos con y sin variantes están 25
representados de igual manera en todo el espectro de daño en el ADN.

Tablas 7A y 7B: comparación de la variación del MC1R con el nivel de daño en el ADN

A.

% de la población 
con variantes

% de la población 
sin variantes

daño bajo 30 70

daño promedio 37 63

daño alto 44 58

30

B.

Daño 60 84 92 142 151 160 294 SUMA SIN V UNA V DOS V >0 V N.º de 
pacientes

Bajo 0 0 1 1 8 8 1 19 6 9 5 14 20

Prom. 10 1 18 3 16 16 4 68 28 28 20 48 76

Alto 2 1 2 0 2 5 0 12 7 6 3 9 16

sin v Pacientes sin variantes

una v Pacientes con una variante heterocigótica en v60, v80 o v92

dos v Pacientes con dos variantes heterocigóticas o una homocigótica en v60, v80 y/o v92.

>0 v Pacientes con al menos una variante en v60, v80 o v92

Bajo Grupo con daño bajo; el C(t) está una desviación estándar por encima de la media de la población

Prom. + alto Grupo con daño promedio y superior; el C(t) está menos de una desviación estándar por encima de 
la media de la población
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En las dos tablas siguientes se observa una excepción al tener en cuenta únicamente variantes que típicamente 
no se asocian con un fenotipo de riesgo. Estas variantes en las posiciones de aminoácido 60 y 92 están 
infrarrepresentadas en la población con riesgo bajo, lo que quizás indica que su combinación exclusiva de 
propensión al daño como consecuencia de la variantes del MC1R vinculada con una ausencia de indicios 5
visuales tales como la piel clara o el cabello pelirrojo, que indican un riesgo aumentado, da lugar a un nivel de 
daño consistentemente más alto en los portadores.

Tabla 8: comparación de las variantes v60 y v92 del MC1R frente al nivel de daño en el ADN

                                      Pruebas de proporciones agrupadas usando solamente v60 y v9210

Daño SIN V >0 V N.º de 
pacientes

Bajo 19 1 20

Prom. + alto 63 29 92

n1 n2 p1 p2 n1+n2 1/n1+1/n2 p1hat p2hat delta 
phat

phat phat(1-
phat)

z p ¿sig a 
0,95?

¿sig a 
0,90?

bajo

frente a

prom.+ 
alto

sin v 20 92 19 63 112 0,06 0,95 0,68 0,27 0,73 0,20 2,43 0,02 SÍ SÍ

>0 v 20 92 1 29 112 0,06 0,05 0,32 0,27 0,27 0,20 2,43 0,02 SÍ SÍ

Sin V Pacientes sin variantes

una v Pacientes con una variante heterocigótica en v60, v80 o v92

dos v Pacientes con dos variantes heterocigóticas o una homocigótica en v60, 
v80 y/o v92

>0 v Pacientes con al menos una variante en v60, v80 o v92

Bajo Grupo con daño bajo; el C(t) está una desviación estándar por encima de la media de la población

Prom. + alto Grupo con daño promedio y superior; el C(t) está menos de una desviación estándar por encima 
de la media de la población

Ejemplo 8: muestreo con aguja para la determinación de la fotoedad15

Una herramienta adicional que hace uso de un procedimiento de muestreo mínimamente invasivo vinculado con 
un marcador mitocondrial para evaluar la exposición a RUV se proporciona realizando un muestreo del tejido 
epitelial de la cara o la cabeza, tal como el lóbulo de la oreja o cerca del arco superciliar, con una aguja de 
calibre pequeño (calibre 28), expulsar el micronúcleo en una solución, realizar la extracción del ácido nucleico y 20
medir la cantidad de un objetivo mitocondrial asociado con el daño por RUV tal como la deleción de 3895 pb 
(véase el ejemplo 1). Después, se compara este resultado con una base de datos de resultados y se clasifica en 
una cohorte de edad basándose en el nivel de deleción de 3895 pb. La base de datos se crea midiendo los 
niveles de deleción de 3895 pb en varios individuos en intervalos de 5 años con edades de entre 0 y 80 años, 
hallando agrupaciones o medias para cada intervalo, eliminando los valores atípicos y estableciendo la25
correlación del intervalo del nivel de deleción de 3895 pb con un intervalo de edad. Por ejemplo, se pueden 
correlacionar valores de CT desde 21,5-23,5 con un intervalo de edad de 45-65 años. Después, se compararían 
los resultados de la prueba de un individuo con su edad cronológica para determinar su presenta un fotodaño 
mayor o menor que otros individuos de su grupo de edad y asignarle una fotoedad con base en su resultado.

30
Para crear esta base de datos, se tomaron micronúcleos de 289 individuos, tanto de su lóbulo de la oreja como 
del arco superciliar. Como se muestra en la figura 13, después de la extracción del ADN y cuantificación del nivel 
de deleción de 3895 pb, se construyó la base de datos como se describe anteriormente con cohortes de edad 
clasificadas en 3 grupos con una diferencia significativa entre ellos (p<0,01).

35
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<210> 2
<211> 3895
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<220>
<221> caract_misc
<222> (2559)..(2559)
<223> n es a, c, g o t10

<400> 2
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<210> 3
<211> 2360
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 3
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<210> 4
<211> 3115
<212> ARN
<213> Homo sapiens5

<400> 4
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<210> 5
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> cebador directo de la deleción de 3895 en el ADNmt

<400> 510

ctgctaaccc cataccccga aaatgttg 28

<210> 6
<211> 3115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de la deleción de 3895 en el ADNmt20

<400> 6

gaaggattat ggatgcggtt gcttgcgtga g 31
25

<210> 7
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> cebador directo del genoma de ADNmt

<400> 7
35

cgttccagtg agttcaccct c 21

<210> 8
<211> 23
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador inverso del genoma de ADNmt

<400> 8

cactctttac gccggcttct att 235

<210> 9
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebador directo 294-MC1R

<400> 9 –15

cgccctcatc atctgcaatg 20

<210> 10
<211> 1920
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso 294-MC1R25

<400> 10

ggctgtggaa ggcgtagat 19
30

<210> 11
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> sonda VIC 294V1-MC1R

<400> 11
40

ccatcatcga ccccct 16

<210> 12
<211> 16
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda FAM 294M1-MC1R

50
<400> 12

ccatcatcca ccccct 16

55
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REIVINDICACIONES

1.-    Un procedimiento de diagnóstico para determinar el estado de la piel y la predisposición genética de un 
sujeto al daño por RUV, que comprende:

5
        (a) someter a ensayo una muestra de piel del sujeto para una anomalía en el ADN mitocondrial 

(ADNmt), en el que la anomalía es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los nucleótidos 546 a 
4444 del genoma del ADNmt;

        (b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o más variantes del receptor de 10
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o más variantes del MC1R se seleccionan del grupo que 
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M; y

        (c) determinar el estado de la piel y la predisposición genética del sujeto al daño por RUV basándose 
en la detección de la anomalía en el ADNmt y la(s) variante(s) del MC1R en las muestras de piel y 15
tejido, respectivamente.

2.-    El procedimiento de la reivindicación 1, en el que se obtuvo la muestra de piel usando una técnica de toma 
de piel no invasiva o mínimamente invasiva.

20
3.-    El procedimiento de la reivindicación 2, en el que se tomó la muestra de piel usando un hisopo estéril, un 

bastoncillo de algodón, una aguja de calibre pequeño para tomar micronúcleos de tejido epitelial o una 
combinación de los mismos.

4.-   El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra de piel se tomó de la 25
capa dérmica o epidérmica del sujeto.

5.-    El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra de piel procede del 
talón, nariz, parte interna del brazo, oreja, boca, cuero cabelludo, pecho, hombro, nalga, espalda, cara, 
nuca, mano, cabeza o una combinación de los mismos.30

6.-    Uso del procedimiento de la reivindicación 1 para predecir fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad 
de la piel o para determinar un tratamiento profiláctico o terapéutico para evitar o mejorar el 
fotoenvejecimiento, daño por RUV o cáncer de piel.

35
7.-    Un procedimiento para supervisar la respuesta de un sujeto a un tratamiento preventivo o terapéutico para

el fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la piel, que comprende:

        (a) someter a ensayo una primera muestra de piel del sujeto para una anomalía en el ADN 
mitocondrial (ADNmt), en el que la anomalía es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los 40
nucleótidos 546 a 4444 del genoma del ADNmt;

        (b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o más variantes del receptor de 
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o más variantes del MC1R se seleccionan del grupo que 
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;45

        (c) determinar el estado de la piel y la predisposición genética del sujeto al daño por RUV basándose 
en la detección de la anomalía en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o más variantes 
del MC1R en la muestra de tejido;

50
        (d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalía en el ADNmt 

transcurrido un periodo de tiempo prescrito después de un tratamiento preventivo o terapéutico para el 
fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la piel;

        (e) repetir la etapa (d) en intervalos regulares a lo largo de un periodo de tiempo prescrito; y55

        (f) comparar el nivel de anomalía en el ADNmt entre la primera muestra de piel y las muestras de piel 
adquiridas en intervalos regulares para detectar cambios en la anomalía en el ADNmt, supervisando 
así la eficacia del tratamiento.

60
8.-   El procedimiento de la reivindicación 7, en el que se obtuvieron las muestras de piel usando una técnica de 

toma de piel no invasiva o mínimamente invasiva.

9.-   El procedimiento de la reivindicación 8, en el que la técnica de toma de piel no invasiva o mínimamente 
invasiva comprende obtener una cantidad suficiente de la muestra para dar niveles ultrabajos de ADN, tales 65
como aproximadamente 0,1 ng de ácido nucleico.
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10.- El procedimiento de la reivindicación 7, en el que dichos intervalos regulares son bisemanales o mensuales.

11.- Un procedimiento de cribado para un agente terapéutico o cosmeticéutico eficaz para el tratamiento del 
fotoenvejecimiento, daño por RUV o enfermedad de la piel, que comprende:5

        (a) someter a ensayo una primera muestra de piel de un sujeto para una anomalía en el ADN 
mitocondrial (ADNmt), en el que la anomalía es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los 
nucleótidos 546 a 4444 del genoma del ADNmt;

10
        (b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o más variantes del receptor de 

melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o más variantes del MC1R se seleccionan del grupo que 
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

        (c) determinar el estado de la piel y la predisposición genética del sujeto al daño por RUV basándose 15
en la detección de la anomalía en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o más variantes 
del MC1R en la muestra de tejido;

        (d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalía en el ADNmt 
transcurrido un periodo de tiempo prescrito después del tratamiento con el agente terapéutico o 20
cosmeticéutico; y

        (e) comparar el nivel de anomalía en el ADNmt en la primera muestra de piel y la segunda muestra de 
piel frente a un control para determinar la eficacia del agente terapéutico o cosmeticéutico.

25
12.- El procedimiento de la reivindicación 11, en el que se obtuvieron la primera muestra de piel y la segunda 

muestra de piel usando una técnica de toma de piel no invasiva o mínimamente invasiva.

13.- El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o 7 a 12, en el que la muestra de tejido 
para el ensayo del MC1R comprende una muestra de tejido epitelial, una muestra de tejido bucal, una 30
muestra de tejido muscular o una muestra de tejido nervioso.

14.- Un kit de diagnóstico para determinar el estado de la piel y la predisposición genética de un sujeto al daño 
por RUV, que comprende:

35
        (a) material para tomar muestras de tejido; y

        (b) cebadores, sondas y reactivos adecuados para llevar a cabo el genotipado del receptor de 
melanocortina 1 (MC1R) y la detección de una anomalía en el ADN mitocondrial (ADNmt);

40
        en el que la anomalía en el ADNmt es una deleción de 3895 pb en el ADNmt entre los nucleótidos 546 

a4444 del genoma del ADNmt y en el que el genotipado del MC1R comprende someter a ensayo una 
o más variantes del MC1R seleccionadas del grupo que consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, 
D294H, V60L y V92M.
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