UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

VNIVER4DAD NACIONA

AVENMA, DE FACULTAD DE QUIMICA
MEXICO

DETERMINACION DEL ORIGEN COMUN DE LA
EXPANSION DEL TRINUCLEOTIDO CAG EN EL GEN
ATXN7 PRESENTE EN LA POBLACION MEXICANA

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

P R E S E N T A:
MALDONADO RODRIGUEZ MARICRUZ

MEXICO, D.F. 2013

@ s—



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado Asignado:

PRESIDENTE:

VOCAL:

SECRETARIO:

ler. SUPLENTE:

2do. SUPLENTE:

Profesor: José Pedraza Chaverri

Profesor: Maria Benita Leonor Fernandez Salgado
Profesor: Jonathan Javier Magafa Aguirre
Profesor: Tzvetanka Dimitrova Dinkova

Profesor: Laura Carmona Salazar

Sitio donde se desarroll6 el tema:

Laboratorio de Medicina Gendmica del Departamento de Genética del Instituto Nacional de

Rehabilitacion (INR).

Este trabajo fue financiado por el proyecto con registro PICSA12-162 de la Secretaria de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion del Distrito Federal a cargo del Dr. Jonathan Javier

Magafia Aguirre.

ASESOR

Dr. Jonathan Javier Magafa Aguirre

SUSTENTANTE

Maricruz Maldonado Rodriguez



Agradecimientos

A Dios por darme la oportunidad de disfrutar todo lo que tengo en la vida, por

darme a la mejor familia.

A mis padres, gracias Laura y Angel por sus esfuerzos, por su comprension y
sobre todo gracias por el amor que siempre me han brindado. Gracias por

ensefarnos a luchar ante la vida, a darnos principios y valores, los amo.

A Ricardo gracias por ser mi guia, por todos los afios que me cuidaste, te

quiero y te admiro mucho.

A Eugenia porque eres una gran mujer, gracias por ser mi compafia y porque
siempre me ayudas en todo. A ti mi grande y guapo sobrino por todo lo que nos

hemos divertido, a mi cuiiado Julio por apoyarme.

A ti Fernando, mi héroe, por ser la luz de mi vida, porque hemos cumplido
aquella promesa que hicimos hace varios afios atrds, porgue siempre estas a
mi lado. Gracias por tu apoyo incondicional, no cabe duda que sin él, el camino

seria aun mas largo. Te amo

A la Universidad Nacional Autbnoma de México porque es un orgullo ser
egresada de la maxima casa de estudios, especialmente a la Facultad de
Quimica por todas las vivencias y ensefianzas brindadas a lo largo de la

carrera.

A mi tutor el Dr. Jonathan Magafa por darme la oportunidad de ser parte de su
gran equipo de trabajo, por el asesoramiento al realizar esta tesis.

A la Dra. Rocio Gémez, por todas las experiencias y enseflanzas compartidas,
por su gran apoyo a lo largo de este camino y gracias por ser como una amiga

admirable para mi.

A aguellas personitas que ya no estan fisicamente conmigo, y aquellas
personas que empiezan a formar parte de mi familia en especial a Dani, Sr.

Marcos y Sra. Lupita



Contenido

I ST B[ T o PP 1
2. ANEECEABNTES ... 2
P = (= L T PP PP PP PP PPPP PP PR PPPPN 2
2.1.1 Ataxias autoSOMICAS AOMINANTES. .......coiiiiiiiiiiiie et e e 3

2.2 Mutaciones genéticas asociadas a ataxias espinocerebelosas ..........cccoeevviiiiiiiiiiieeeeceiinn, 4
2.2.1 Expansién anormal de repetidos trinucledtidos ..........cccceeeiiieiiiiiiiiiii e, 5

2.2.2 Mecanismos de inestabilidad genétiCa ...........ccoooeviiiiiiiiiii i 7

2.3 Genética y patofisiologia de las SCAs poliglutaminiCas ...........ccoevvvviiiiiiiiii e, 9
2.3.1 Epidemiologia de las SCAs poliglutaminiCas ...........cccuveiiiiieiiiiiiiiiiiiee e 11

2.3.2 Panorama de 1asS SCAS €N MEXICO ......ccuuuiiiiiiiieeieiiiii et 11

2.4 Ataxia esSpin0CEreDElOSA PO 7.......uuuuiiiiiiiiiii b 13
241 ATBXINA 7 oo 14

2.4.2 PAtOGENESIS 8 SCAT ..ottt ettt e e et e e e e e e aaa e s 15

2.12 Origen de la SCA7: Efecto fundador ...........ooooiiiiiiiieeeeee 18

2.5 Marcadores MOIECUIAIES ..........uuuuiiiiiiiii e annnnnes 20
2.5.1 Marcadores genéticos para el estudio de ligamiento con SCA7 ............cceeeeeeeeeeeeennn. 22

2.6 Genética de PODIACIONES .........uuiiiiiiiiiiie et 24
3. Planteamiento del ProbIEmMa ..........ueiii e 26
N U ] Tox= Tod T | PP PP PP PRSP PPPPPPPPIN 26
T o 1100 (=] OSSP PPPRR 27
ST @ o TT=] 1Y/ 01 PPPURRR 27
A = (ol (o] (oo | - USSP PPPR 28
7.2 INdIVIAUOS € ESTUTIOS ...ttt e e e e e e e e e e e e 28
7.1.1 Portadores de [a MUtaCiOn SCAT ... 28
4% R €1 W o o = o] o 1 o | S 28
7.1.3 Familiares sanos de 10S portadores de SCA 7 ... 29
7.1.4 Poblacion sana meStizO MEXICANA .........uuueiiiieeeeiiiiiiiiiiieee e e e e et e e e e e e e s airbreeeaaaaeeaaann 29

7.2 Determinacion de variables OPEratiVas ............ccooiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiee e 29



T.2.1 EXIrACCION 0B ADN ..ooiiniieiie ettt et e ettt ettt et et e et e e e et s e s e s et eeaeeneens 29

7.2.2 Cuantificacion d& ADN ...........ueiiiiiiiiiiii e e e e e e e 31
7.2.3 DiagnOstico MOIECUIAr e SCAT ...oveeii e e e 31

7.3 Marcadores microsatélite ligados a la mutacion de SCAT ......ccoevieviiiieiiiiiii e 31
7.3.1 Amplificacién mediante PCR en punto final ............cccciiiii i 31
7.3.2 Andlisis de los productos de PCR mediante electroforesis capilar .............cccccveeeeeennnnns 33

7.4 Analisis del marcador SNP ligado a la mutacion de SCAT........cccuuvveeiieeiiiiniiieeee e 34
7.5 ANAIISIS @SLAAISTICO .....eiiiiiiiiieiie ittt e e e e e s e e e e e e e 35
8. RESUIAAOS ... 36
8.1 Caracteristicas generales de los individuos portadores de SCA7 .........coooviiiiiieeieeeeiisniiene 36

8.2 Andlisis de los marcadores microsatélites D3S1287, D3S1228 y D3S3635 a través de

€lECIIOfOrESIS CAPIIAI ...t 37
8.3 Frecuencias alélicas para cada marcador MiCroSatélite .............ccccevvuvrummmmmmmrmnnniiiiiiininannnn. 39
8.4 Frecuencias genotipicas para cada marcador microsatélite ..............cccceevvivurvurnrnnmnnnnnnnnnnnn. 43
8.5 Frecuencias alélicas y genotipicas del marcador rS377429...........ccoovviiiiiiieeeeeciiiee e 48
8.6 Haplotipo comUn en 10s portadores CON SCAT ...ouuuiie e 49
8.7 Equilibrio de Hardy-WeINDEIG ........oouiiiiiii it e e e 52
LS I I Yo U ] T o PP 53
LS I =T o (oI {1 o = Vo (o 54
9.2 Haplotipo comUn para portadores de SCAT ......ouuuiiiii e 56
9.3 Determinacién del origen de la expansion parental .............cccccoeeiiiiiiiiiiiiiiei e 58
9.4 ANAlISIS PODIACIONAL .....coeiiiiii it a e 59
9.5 0rigen de 1@ MULACION ......uuuii i e e e e e e e e e e e e e e et e e aeaaeas 59
0 @] T [ 13 (o 1= SR 60
L. PEISPECHIVAS ..ot 60
i S =) (=1 (=T [l = LT PP PPPORPPPPP 61




Tablas

Tabla 1. Ataxias autoSOMICAS OMINANTES ........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt eaeees 4
Tabla 2. Clasificacion de los STRs de acuerdo a su longitud y tipo de secuencia..............cccceee....... 6
Tabla 3. Caracteristicas de las SCAS poliglutaminiCas ..........ccovvveiiiiiiiiii e 10

Tabla 4. Distribucién de portadores con SCA y la tasa de prevalencia en el Estado de Veracruz.. 13

Tabla 5. Haplotipos de Familias de SCA7 de diferentes origenes geogréficos, usando los

Marcadores deSCritOS €N €] TEXIO ......cceeeeeeee e 24
Tabla 6. Secuencias de [0S OligONUCIEOLIAOS. .........oiiuuiiiiiiiie e 32
Tabla 7. Condiciones de la Amplificacion por PCR punto final.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenn 32
Tabla 8. Condiciones utilizadas para el andlisis de fragmentos .............ccooivviiiiiii e, 34
Tabla 9. Condiciones de la Amplificacion por PCR tiempo real........cccooooeeiiiiiiiiiiiii e 35
Tabla 10. Frecuencia en porcentaje de los alelos obtenidos para el marcador D3S1287............... 39
Tabla 11. Frecuencia en porcentaje de los alelos obtenidos para el marcador D3S3635............... 40
Tabla 12. Frecuencia en porcentaje de los alelos obtenidos para el marcador D3S1228............... 41
Tabla 13. Frecuencia en porcentaje de los genotipos obtenidos para el marcador D3S1287......... 43
Tabla 14. Frecuencia en porcentaje de los genotipos obtenidos para el marcador D3S3635......... 44
Tabla 15. Frecuencia en porcentaje de los genotipos obtenidos para el marcador D3S1228......... 45
Tabla 16. Frecuencia en porcentaje de los alelos y genotipos para el polimorfismo rs377429....... 48

Tabla 17. Diferencias estadisticamente significativas entre el grupo portador de SCA7 y los grupos

(o0 11 o] [ SR 50
Tabla 18. Desequilibrio de LIgAmMIENTO ........cviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ittt 52
Tabla 19. Caracteristicas de variabilidad genética por marcador polimoérfico. .............cccccvveeeenneen. 52
Figuras

Figura 1. Distintas expansiones anormales de repetidos causan un gran niumero de enfermedades

01U o] [0 To (o= LSO PP PPPRPPO 6




Figura 2. Estructuras secundarias diferentes a la B-ADN ............ooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 7
Figura 3. Mecanismo de repliCACION.............ooiiiiiiiiiece e e e e e e et s e e e e e eaeaanes 8
Figura 4. Origen geografico de los portadores con SCA2 y SCA7, dentro del estado de Veracruz 12
Figura 5. Representacion grafica de la familia Ataxina 7 en humanos y en levadura .................... 14

Figura 6. Degeneracion de las CP y la formacién de agregados nucleares en otras células

CEIEDEIAIES ... 17
Figura 7. Incorporacion de Ataxina 7 mutada dentro del complejo STAGA. .......ccccviieeieeiiiiniiinne 18
Figura 8. Localizacion genética de 1a region de SCAT ........uueeiiiiiiiiiiiiieiieee e 23
Figura 9. Condiciones de Temperatura de PCR ... 33
Figura 10. Condiciones de temperatura para la realizacion de la PCR en tiempo real .................... 35
Figura 11. Distribucion de los alelos presentes en los portadores con la mutacién de SCA7........ 36

Figura 12. Secuencias de los marcadores microsatélites ligados a la expansion anormal de los

repetidosS CAG €N €l GEN AT XN T ... 37
Figura 13. Electroferogramas para los marcadores D3S1287, D3S3635 y D3S1228..................... 38
Figura 14. Distribucién alélica obtenida para cada marcador microsatélite .............ccccceeeeereeeniiinnn, 42
Figura 15. Distribucién genotipica obtenida para cada marcador microsatélite..............ccceeeeeeeenns 47
Figura 16. Distribucién alélica y genotipica del Polimorfismo rs3774298 ...........cccovviiieieieeeeeinnnnn, 49
Figura 17. Frecuencia en porcentaje del haplotipo A-254-98-82............ciiieiiiiieiiiiiiiiiiee e, 51
Figura 18. Zona Geogréfica de las diferentes comunidades con portadores de SCA7...........cc...... 54
Figura 19. Pedigrees de las familiaS CON SCAT ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 55
Figura 20. Pedigree de la familia con el individuo de mayor nimero de repetidos .............c.ccceuuee 58




Abreviaciones

SCA Ataxia espinocerebelosas

CAG Citosina/Adenina/Guanina

FRDA Ataxia de Friedrerich

FXTAS Sindrome ataxia/temblor asociado a X-fragil

ADN Acido desoxirribonucleico

NARP Neuropatia con ataxia y retinitis pigmentosa

ADCA Ataxias cerebelosas autosomicas dominantes

FGF14 Factor de crecimiento de fibroblastos 14

TTBK-2 Cinasa tau tubulina 2

STR Repeticiones cortas en tandem

EH Enfermedad de Huntington

DM Distrofia mioténica

FEN1 Endonucleasa Flap

MMR Reparacion en el apareamiento erréneo

NER Reparacidn por eliminacion de nucleétidos

ARN acido ribonucleico

CP Células de Purkinge

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

SAGA Spt/Ada/Gcenb acetilasa

STAGA SPT3-TAF9-ADA-GCNS5 acetiltransferasa

SLN Secuencias de localizacién nuclear

SEN Secuencias de exportacién nuclear

MT Microtubulos

LINE Elementos nucleares largos intercalados

CNVs Variacion en el nimero de copias

VNTR Repeticiones en tandem de nimero variable

SNPs Polimorfismos de un solo nucle6tido

A Adenina

C Citosina

T Timina

G Guanina

cM centi Morgan

PCA Probabilidad de coincidencia al azar

ML Marco de lectura

Crx Homeobox cono-bastén

X g Multiplicador por la aceleracion gravitacional
terrestre (9.81 m/s*s)

MgCl, Cloruro de magnesio




1. Resumen

Las ataxias espinocerebelosas (SCAs) conforman un grupo de trastornos
neurodegenerativos con una alta heterogeneidad clinica, genética y neuropatoldgica.
Actualmente se han identificado més de 30 variedades de SCA debido a mutaciones en
diversos genes. A lo largo del mundo se reporta que la SCA3 es la ataxia mas comun
(21%), seqguida por la SCA2 y SCA6 (15%) y lejanamente por SCA1 (6%) y SCA7 (5%). Sin
embargo, recientemente se reportd en México una alta prevalencia de SCA7 en la region
central del estado de Veracruz, lo que hace que sea la serie de casos mas importantes de
SCA7 a nivel mundial. La SCA7 es provocada por una expansion anormal de repetidos
CAG en el tercer exdn del gen ATXN7 ubicado dentro del cromosoma 3. Se caracteriza por
presentar ataxia cerebelosa que se acompafia de disfagia, disdiadococinesias, asi como

pérdida de la vision.

Debido a la alta frecuencia de SCA7 en el estado de Varacruz, es importante determinar si
el problema es propio de esta regidn geografica o puede estar generalizado a través de la
Republica Mexicana. Para ello es necesario determinar si los casos de SCA7 en Veracruz
presentan un origen comun. Para encontrar un haplotipo comun en los portadores de
SCA7, se realizdé la genotipificacion de cuatro marcadores moleculares anteriormente
reportados como ligados a la mutacion de SCA7 (3145(G/A) / D3S1287 |/ D3S3635 /
D3S1228). Este estudio incluyd a 71 portadores de SCA7 originarias de 4 comunidades del
estado de Veracruz (Tlaltetela, Tuzamapan, Cosautlan y Xalapa), ademas de 300
individuos de la poblacibn sana mestiza mexicana, un grupo de 74 individuos no
relacionados entre si originarios de la region en estudio y 69 familiares sanos de los
portadores con SCAY7.

El haplotipo A-254-98-82 fue comun para todos los portadores con SCA7, presentando
diferencias estadisticamente significativas con los grupos controles analizados. Se
determind que este haplotipo se encuentra ligado con la mutacion de SCA7 en nuestra
poblacion, lo que determina que todos los portadores de SCA7 presentan un origen comun.
Con ello, demostramos la presencia de un efecto fundador para SCA7 en la region central
del estado de Veracruz, con lo que se puede determinar que dicho fendmeno es de origen

local y no a nivel nacional.




2. Antecedentes
2.1 Ataxia

La palabra ataxia se refiere a un desorden neurolégico manifestado histolégicamente por
una degeneracion del cerebelo y de sus conexiones aferentes y eferentes. Clinicamente
significa la pérdida del control en los movimientos corporales presentando una inestabilidad
en la marcha, dificultades para hablar, respirar y deglutir. Esta degeneracion puede ser

clasificada en ataxias hereditarias, no hereditarias y/o adquiridas®*>.

Las ataxias de tipo hereditario se consideran las de mayor importancia debido a su rapida
evolucion, se caracterizan por tener un desorden neurodegenerativo que causa
afectaciones multisistémicas, y de acuerdo al patrén de herencia que presentan son

subclasificadas como:

i) Autosémicas dominantes
i) Autosdmicas recesivas
iii) Ligadas al cromosoma X
Iv) Mitocondriales.

Las ataxias autosdmicas recesivas son un gran y complejo grupo de enfermedades
causadas por mutaciones en diferentes genes que generalmente se presentan en una
edad temprana. Dentro de este grupo, la Ataxia de Friedrerich (FRDA) y la ataxia
telangiectasia son las mas comunes a nivel mundial. Aunado a estas, se han descrito al
menos 13 tipos mas de ataxias con un patron de herencia autosémico recesivo, sin

embargo presentan una baja frecuencia en la poblacion.*

Por otro lado el sindrome ataxia/temblor asociado a X-fragil (FXTAS) es una ataxia de
evolucion lenta que presenta un patron de herencia ligado al cromosoma X, afectando a
mas hombres que a mujeres, es la causa mas comun de retraso mental en nifios.> También
existen diversas mutaciones en el ADN mitocondrial que ocasionan ataxia, como por
ejemplo mutaciones en genes que codifican para subunidades del complejo de la cadena
respiratoria, como el sindrome NARP (neuropatia con ataxia y retinitis pigmentosa), pero

son consideradas de muy baja prevalencia a nivel mundial.®

Por ultimo, dentro de las ataxias dominantes encontramos a las ataxias episédicas

caracterizadas por lances discretos, recurrentes de vértigo y ataxia principalmente, las




cuales no necesariamente tienen una degeneracion progresiva, mientras que las ataxias
espinocerebelosas llamadas SCAs (del inglés Spinocerebellar Ataxias), también con un
patron de herencia autosomica dominantes, si presentan una degeneracidén progresiva,
ademas son las mas comunes dentro de las ataxias hereditarias, por lo que se les
considera como el grupo de ataxias de mayor importancia dentro de las ataxias de origen
genético. La prevalencia de todas las ataxias hereditarias es cercana a un rango de 2.7 a
6.5/100,000 habitantes, pero para las ataxias espinocerebelosas la prevalencia estimada
es de 5-7/100,000. Sin embargo estas estimaciones son variables dependiendo de los

paises y continentes estudiados.®’

2.1.1 Ataxias autosdmicas dominantes

El gran grupo de desérdenes neuropatologicos, heredadas por un patron autosémico
dominante conocidas como SCAs, se caracterizan por mostrar una heterogeneidad clinica,
genética y neuropatoldgica. Los pacientes que presentan algun tipo de SCA, se distinguen
clinicamente por una marcha ataxica, disartria cerebelosa, dismetria, disdiadococinesias,
temblor postural, entre otras manifestaciones cerebelosas. En algunos tipos de SCAs se
pueden distinguir expresiones extracerebelosas como son: trastorno cognitivo, signos
piramidales y extrapiramidales, oftalmoplejia, patologia del suefio, fatiga, retinopatia, entre

otros; los cuales son caracteristicos de cada tipo de SCA dado.?®’

Inicialmente, a principios de los 80°s, se clasificaron como ADCAs (del inglés Autosomal
Dominant Cerebellar Ataxia) fundamentadas en sus caracteristicas clinicas: a) ADCA tipo
1, asociada a ataxia y la degeneracion de otros sistemas neuronales, b) ADCA tipo 2,
asociada a ataxia y a la degeneracién de la retina, ¢c) ADCA tipo 3, asociada a ataxia
cerebelosa pura y mas recientemente ADCA tipo 4, asociada a ataxia con movimientos
mioclénicos.® Sin embargo, la variabilidad de caracteristicas clinicas provoca que el
diagndstico en estas patologias sea complicado, ademas de existir un sobrelapamiento
entre el fenotipo y el genotipo, lo que hace necesario clasificar a los diferentes tipos de
SCAs mediante su vinculacién a la mutacion que la origina. Actualmente con los avances
de la biologia molecular se han descrito alrededor de 36 variedades de SCAs (Tabla 1),

ayudando a tener una correlacion clara de fenotipo-genotipo. **°




2.2 Mutaciones genéticas asociadas a ataxias espinocerebelosas

Aunque las SCAs comparten un mismo tipo de herencia autosomica dominantes,
genéticamente son provocadas por diferentes variaciones, tales como: mutaciones
puntuales, como es el caso de SCA27 en donde se presenta la mutacion en el exon 4 del
gen FGF14 ubicado en el cromosoma 13!, mutaciones en el marco de lectura, como es el
caso de SCA11 que afecta al gen TTBK-2 que codifica para la enzima tau tubulina 2*2, 0 en
SCA15 y SCA20 donde se presentan alteraciones cromosomales como deleciones y
duplicaciones, respectivamente (Tabla 1). No obstante, el tipo de mutacion mas comun
entre las SCAs son trinucleotidos,

las expansiones anormales de repetidos

pentanucledtidos o hexanucledtidos en regiones geénicas tanto codificantes como no

codificantes del ADN (Tabla 1). *°

Tabla 1. Ataxias autosémicas dominantes.

SCA Gen Locus Mutacién Caracteristicas Clinicas*
SCA1l ATXN1 6p23 (CAG)N Demencia
SCA2 ATXN2 12924 (CAG)N Demencia
SCA3 ATXN3 14924.3-q31 (CAG)n Demencia
SCA4 ND 16922.1 ND Neuropatia
SCA5 SPTBN2 11p11-ql1 Sentido erréneo Ataxia cerebelosa pura
SCAG6 CACNALA 19p13 (CAG)n Ataxia cerebelosa pura
SCA7 ATXN7 3pl2-p21.1 (CAG)n Retinopatia pigmentaria
SCA8 ATXNS8 13921 (CTG)n Ataxia cerebelosa pura
SCA10 ATXN10 227913 ATTCT Epilepsia
SCA11 TTBK2 15q14-q15.3 Cambio en el ML Ataxia cerebelosa pura
SCA12 PPP2R2B 5031-g33 (CAG)n Temblor
SCA13 KCNC3 19913.3-q13.4 Sentido erréneo Retraso mental y motor
SCA14 PRKCG 19913.4 Sentido erréneo Mioclonia
SCA15/16 ITPR1 3p26-p25 Sentido erréneo Ataxia cerebelosa pura
SCA17 TBP 6q27 (CAG)Nn Demencia y temblor
SCA18 SCA18 7922-923 Sentido errébneo Neuropatia
SCA19 SCA19 1p21-g21 ND Mioclonia
SCA20 SCA20 11912.211912.3 ND Duplicacién
SCA21 SCA21 7p21-p15.1 ND ND
SCA23 PDYN 20913-p23 Sentido errébneo Ataxia cerebelosa pura




SCA25 ND 2P21-P13 ND Neuropatia

SCA26 SCA26 19p13.3 ND Signos cerebelosaes puros
SCA27 FGF14 13934 Sentido erréneo Temblor

SCA28 AFG3L2 18p1-ql1 Sentido erréneo Oftamoplejia
SCA30 SCA30 4q34.3-g35.1 ND ND

SCA31 BEAN-TK2 16g22.1 (TGGAA)N Sordez

SCA35 TGM6 20p13-12.2 Sentido erréneo ND

SCA36 NOP56 20p13 GGCCTG Dafio en la neurona motora

*Adicionales a las comunes. ND= No definido

Cuando el aumento de repetidos trinucle6tidos se origina en regiones codificantes,
comunmente la unidad de repeticion de esta mutacion es el trinucleétido
Citosina/Adenina/Guanina (CAG) que codifica para el aminoacido llamado glutamina. Este
tipo de mutacién es la que presentan varios tipos de SCAs, por lo que también son
denominadas ataxias poliglutaminicas. Es importante mencionar que en la actualidad hay
varios tipos de SCA donde no ha sido posible determinar el tipo de mutacion que genera la
enfermedad como es el caso de SCA26, SCA29 o SCA30, y otras tantas que no han sido
asociadas a un locus especifico, por lo que se espera que en afios subsecuentes aumente

el nimero de SCAs.’
2.2.1 Expansion anormal de repetidos trinucleétidos

Un polimorfismo (del Griego, poli: muchas, formos: formas) est4 dado por la existencia de
dos o mas variantes discretas en una poblacion, llamados alelos, y su frecuencia en dicha
poblacién debe de ser mayor al 1%, cuando estas variantes se presentan en menos de

este porcentaje son llamadas mutaciones.®

Los microsatélites o también conocidos como STRs (del inglés Short Tandem Repeat), son
repeticiones que van desde 1 a 6 nucleétidos organizados en tdndem. Se encuentran
ampliamente distribuidos en el genoma, representando cerca del 3% del mismo. Se
clasifican de acuerdo a la longitud de la unidad de repeticion como es mono-, di-, tri-, tetra-,
penta- y hexanucleotidos; también pueden ser clasificados por el tipo de secuencia
repetitiva, es decir, en perfectos, imperfectos, interrumpidos o en compuestos (Tabla 2).%*
Los polimorfismos del tipo microsatélite deben su variabilidad principalmente a la longitud
de sus alelos, mas que a las diferencias en la secuencia de ADN. Los STRs son altamente

polimorficos y generalmente presentan una baja tasa de mutacion, en ocasiones pueden




comportarse de manera inestable presentando expansiones en el niumero de unidades

repetidas durante los procesos de mitosis y/o meiosis. *

Tabla 2. Clasificacion de los STRs de acuerdo a su longitud y tipo de secuencia

Clasificacién de STRs de acuerdo a su longitud de la unidad de repetidos.
A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A Mononucleétidos
CA-CA-CA-CA-CA-CA-CA-CA-CA Dinucleottidos
CAG-CAG-CAG-CAG-CAG-CAG Trinucle6tidos
TGAC-TGAC-TGAC-TGAC-TGAC Tetranucledtidos
TCATC-TCATC-TCATC-TCATC Pentanucledtidos
TGCATG- TGCATG- TGCATG- Hexanucledtidos
Clasificacién de STRs de acuerdo al tipo de secuencia repetitiva.
CAG-CAG-CAG-CAG-CAG-CAG Perfectos
CAG-CAG-CTG-CAG-CAG-CAG-CAG Imperfectos
CAG-CAG-CAG-CAG-GGTC-CAG-CAG Interrumpidos
CAG-CAG-CAG-CAG-GGC-GGC-GGC Compuestos

En los ultimos 40 afios se ha encontrado que expansiones anormales de las secuencias
tipo microsatélite principalmente repetidos de trinucleétidos, estan asociados con mas de
40 enfermedades neurodegenerativas y neuromusculares, entre las que encontramos a la
enfermedad de Huntington (EH), distintos tipos de ataxias, como la FRDA y una gran
cantidad de SCAs, asi como también a la Distrofia Mioténica tipo 1 (DM1) y 2 (DM2), por

mencionar algunas (Figura 1)™.
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Figura 1. Distintas expansiones anormales de repetidos causan un gran namero de
enfermedades neuroldgicas.™




Existe una gran cantidad de SCAs causadas por expansiones de trinucleétidos, la mayor
parte se encuentra dentro de regiones codificantes, como es el caso de SCAl, SCA2,
SCA3, SCA6, SCA7 y SCA17 (Figura 1).

2.2.2 Mecanismos de inestabilidad genética.

Los marcadores tipo microsatélite tienen una tasa de mutacion en un rango aproximado de
10° a 10 En trinucledtidos asociados a enfermedades la tasa de mutacién aumenta
considerablemente, es por ello que también se les llama mutaciones dinamicas.’® A lo
largo del tiempo, se han establecido varios modelos donde se explica el comportamiento
dinamico expansién/contraccion de las secuencias que incluyen estos repetidos,
principalmente estan involucrados procesos genéticos en donde ocurre una separacion
entre las dos hebras del ADN, como es el caso de la replicacion, recombinacion y sistemas
de reparacion, que pueden actuar de forma independiente o en conjunto. La formacién de
estructuras secundarias no comunes del ADN (Figura 2), son la principal causa de que se

originen estas modificaciones estructurales.

Horquilla/Bucle s Elemento de ADN
desenrollado

Cadena triplex Cadena cuadruplex

Figura 2. Estructuras secundarias diferentes a la B-ADN™.

Los primeros modelos de inestabilidad en la replicacion del ADN se basaron en los errores
de desplazamiento de la ADN polimerasa cuando ocurre la sintesis de la cadena naciente.
Las expansiones ocurren cuando se forman estructuras secundarias, ocasionadas

principalmente por el resbalon de la ADN polimerasa (Figura 3). En diferentes estudios se




ha observado que la inestabilidad depende de la orientacion, es decir, cuando estos bucles
aparecen en la cadena conductora la probabilidad de tener una contraccion aumenta, pues
la region de repetidos dentro del bucle no es amplificado. La ubicacion de los repetidos
juega un papel importante en la inestabilidad. Se ha encontrado que repetidos mas cerca
del origen de replicacibn son mas inestables que aquellos que estan mas alejados del
mismo origen. Sin embargo, para expansiones de trinucleétidos al parecer existen otros

factores de mayor importancia que originan la inestabilidad de los repetidos.*®

Otro factor importante que aporta inestabilidad genética durante la replicacion es la
presencia de mutaciones en genes que codifican proteinas involucradas en la replicacion

tales como la endonucleasa FEN1 (Flap Endonuclease 1).1%*®

Los modelos de reparacion son los que mejor explican la mutacion dinamica en aquellas
células quiescentes o0 que no tienen una replicacidon como tal. La inestabilidad en este tipo
de células depende principalmente del dafio oxidante cerca o dentro de la regién en donde

se encuentran los repetidos.*®
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Figura 3. Mecanismo de replicaciéon. Se describe las dos orientaciones que provocan las

expansiones y/o contracciones.'®

Los principales modelos en este mecanismo involucran una reparacion en el apareamiento
erréneo (Mis Match Repair, MMR) y reparacién por eliminacién de nucle6tidos (Nucleotides
Excision Repair, NER). Esta ultima es capaz de reconocer una lesion en el ADN que
genera un cambio importante en la estructura de la doble hélice, como es el caso de las

estructuras presentadas en la figura 2. La importancia de la via NER es que esta se




relaciona con la reparacion de las cadenas que se estan transcribiendo lo que constituye
una fuente para la formacion de bucles. La via MMR es muy importante en la reparacion
pues es fundamental para corregir bases mal apareadas y estructuras secundarias no
comunes del ADN (Figura 2). Usando un modelo de raton transgénico para las
enfermedades de Huntington y distrofia miotonica se observé que una inactivacion de las
proteinas involucradas en la reparacion tales como MSH2 (MutS homologue 2) y MSH3
(MutS homologue 3) reducia las expansiones de repetidos durante la transmision
intergeneracional.’®' Mutaciones en proteinas de estos sistemas de reparacién podrian
contribuir en una expansion inicial de los tripletes repetidos. Existe una afinidad entre la
estructura secundaria no comun del ADN y el complejo MSH2-MSH3, pues este ultimo es
atraido por los apareamientos incorrectos dentro del bucle, de acuerdo a estos estudios se
sugiere que el complejo de las proteinas reparadoras podria estar estabilizando las

estructuras secundarias del ADN.%°

Sin embargo los procesos mitéticos no son los Unicos que pueden generar estas
estructuras diferentes a la B-ADN, sino que también varias vias de recombinacion a nivel
de la meiosis pueden inferir en esta inestabilidad, principalmente cuando ocurre un
entrecruzamiento desigual, dando oportunidad a que se formen estructuras similares como
las presentadas en la figura 2, que posteriormente con la ayuda de la maquinaria
involucrada en la reparacion o replicacion se presentan las expansiones o contracciones
de manera similar a los procesos ya antes explicados.'®*® Es indudable que los
mecanismos exactos por los que se produce la inestabilidad ain no se conocen por

completo y que podrian existir otras vias que pudiesen estar implicadas.
2.3 Genéticay patofisiologia de las SCAs poliglutaminicas

Como se menciond anteriormente, la mutacion genética que origina a las SCAs
poliglutaminicas consiste en la expansién anormal del trinucle6tido CAG en la regién
codificante de diversos genes, los cuales cuentan con un numero de repeticiones que
representa un umbral entre el estado normal y patolégico para cada una de las diferentes
SCAs, de tal manera que un incremento que rebase el umbral origina la aparicion del
fenotipo clasico de las SCAs (Tabla 3). Algunas de estas enfermedades presentan un
rango de baja penetrancia, es decir, cuando tienen un cierto nimero de repetidos, los
individuos pueden o no presentar una sintomatologia, dependiendo de algunas variables

aun no establecidas. Es importante mencionar que también algunos tipos de SCA (SCAly




SCA7) presentan alelos intermedios, también conocidos como rango de “pre-mutacion”,
donde no se presenta la enfermedad pero es muy probable que en generaciones sucesivas
ocurra una inestabilidad que provoque que el niumero de repetidos se expanda y se
presente el fenotipo de SCA.?

Tabla 3. Caracteristicas de las SCAs poliglutaminicas

SCAS Gen Alelos _ AIeIos_ Alelos baj_a Alelos altg
normales intermedios penetrancia penetrancia
SCAl ATXN-1 6 a35 36a38 | @ - 39a91 CAG
SCA2 ATXN-2 13a31CAG | - | e 32<CAG>200
SCA3 ATXN-3 <31CAG | = -—-- 45 a51 52 a 86
SCA6 CACNA1A <18 CAG | W - | - 20 a 33 CAG
SCA7 ATXN-7 7al8 28 a 33 34 a 36 37 a 460
SCA17 TBP 25a42 | - 43 48 49 a 66

Las SCAs poliglutaminicas presentan el fenbmeno de anticipacion, el cual consiste en un
inicio mas temprano de la enfermedad y una mayor severidad de la sintomatologia en
generaciones sucesivas de las familias afectadas, lo que coincide con un aumento en el
namero de repetidos CAG. Los sintomas aparecen cuando se rebasa el umbral de
repeticiones de CAG, y presentan una selectividad neuronal especifica.?’

El ARN mutado tiene la capacidad de traducirse y originar proteinas que cuentan con una
expansion anormal del tracto poliglutaminico, estas proteinas anormales son propensas a
formar agregados de manera in vitro e in vivo, debido a la conformacion R-plegada de la
proteina que origina su oligomerizacion. Este grupo de proteinas mutadas, pueden
presentar modificaciones post-traduccionales como la escision proteolitica ocasionada
principalmente por caspasas, dando como resultado fragmentos cortos téxicos que forman
agregados de una manera mas rapida que aquellas proteinas que no sufren escision.?*%
La acumulacibn de agregados da pie a la existencia de inclusiones nucleares o
citoplasmaticas, las cuales pueden reclutar otras proteinas tales como las chaperonas que
son componentes importantes de la maquinaria de control de calidad celular.?”® Se ha
asumido que estos agregados tienen un efecto toxico asociado a la muerte celular
programada de las células que los presentan, pero aun no es claro como las inclusiones
celulares participan en la patogénesis de este conjunto de enfermedades. Por otro lado, se

ha propuesto también que al formarse los agregados se pierde toxicidad de la proteina
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mutada que contiene la expansion anormal de glutaminas, lo que probablemente sea un
efecto neuroprotector. Estos mecanismos son contradictorios, por lo que es necesario
identificar mayor evidencia para dilucidar el mecanismo que lleva a la muerte celular de las

células que presentan la expresion de la proteina mutada.?®

Asi mismo la acumulacién de los agregados en el nlcleo hace pensar que probablemente
las proteinas mutadas tengan una interaccion con algunos factores o cofactores de
transcripcion. La interaccion de algunas proteinas puede contribuir al proceso
neurodegenerativo especifico como sucede en SCA1 y SCA7. La proteina LANP (Leucine
rich acidic nuclear protein) interactia con ataxina 1 explicando la neurodegeneracion de las
células de Purkinge (CP) en SCAL, mientras que en SCA 7 la ataxina 7 interactda con la
proteina homeobox cono-baston CRX contribuyendo a la degeneracion de la retina en
SCA7. Esto sugiere que una interaccién especifica puede restringir la citotoxicidad a

ciertos tipos de neuronas dentro del sistema nervioso central. 2"

2.3.1 Epidemiologia de las SCAs poliglutaminicas

Los estudios de prevalencia de las SCAs revelan la existencia de algunas regiones
geograficas con una alta incidencia. De acuerdo con diversos informes en la literatura se
considera que la SCA3 es la ataxia mas comun a nivel mundial con un porcentaje de 21%,
seguida por la SCA2 y la SCA6 con 15% cada una y después la SCA1 y SCA7 con 6% y
5%, respectivamente. No obstante, la incidencia de las SCA varia dependiendo la region
geogréfica, ademas de la influencia de fenébmenos genético-poblacionales. Por ejemplo, la
SCA3 es méas comun en Brasil, China, Alemania y Portugal, mientras que la SCA2 es la
ataxia mas frecuente en Cuba, India y el sur de lItalia, asimismo la SCA6 en Japon. Por lo
tanto es necesario realizar estudios de identificacion de estas patologias en diversas
poblaciones mediante estudios moleculares que puedan determinar el tipo especifico de
cada SCA. %

2.3.2 Panoramade las SCAs en México

En nuestro pais no existen datos epidemiolégicos sobre las SCAs; el Unico estudio
publicado anteriormente se bas6 en el analisis de 108 individuos mexicanos con
caracteristicas clinicas de ataxia espinocerebelosa y se determind que la ocurrencia de las
diferentes SCAs en nuestro pais es la siguiente: SCA2 (45.4%), seguida distantemente por
SCA10 (13.9%), SCA3 (12%), SCA7 (7.4%) y SCA17 (2.8%) *°. Sin embargo, la mayoria
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de los casos analizados se reclutaron en la region centro del pais, por lo que estos datos

podrian no reflejar la incidencia de las SCAs a lo largo y ancho de nuestro pais.

Con la finalidad de impulsar el estudio clinico y genético de las SCAs en México, en el
laboratorio de medicina gendmica del departamento de genética en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR) se dio a la tarea de implementar un diagndstico molecular eficaz y
rutinario para las ataxias espinocerebelosas autosomico dominante tipo 1, 2, 3, 6 y 7, (las
ataxias mas comunes a nivel mundial), el cual se basa en una reaccion de PCR multiplex
acoplada a electroforesis capilar.! Una vez establecido el diagndstico molecular para las
diferentes SCAs se iniciaron estudios para determinar su frecuencia en diferentes regiones
del pais. De manera interesante, se identific6 que una region central del estado de
Veracruz presenta una alta incidencia de SCA7 (Tabla 4). Los portadores se concentran en

5 diferentes comunidades que cubren un area de aproximadamente 1,400 Km? (Figura 4).

"‘1-\ r i Regidn central del estado de Veracruz
V

|
G,

‘Iummap.m

Cosautlan

Tlaltetela

México

Figura 4. Origen geogréfico de los portadores con SCA2 y SCA7, dentro del estado de
Veracruz.*

De manera particular la comunidad de Tlaltetela presenta una prevalencia de
817.14/100,000 habitantes, y la de Tuzamapan una prevalencia de 161.2/100,000; datos
gue las sitian como las poblaciones con mayor incidencia de SCA7 a nivel mundial y que

representan la serie de casos mas grande descrita a nivel mundial para SCA7. El hallazgo
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de una poblacion con alta incidencia de SCA7, una patologia poco descrita a nivel mundial,

abre perspectivas interesantes para su estudio en nuestro pais.*

Tabla 4. Distribucion de portadores con SCA y la tasa de prevalencia en el Estado de

Veracruz.

Comunidad | Habitantes Portadores Tasa de_ Portadores Tasa de'

SCA2 Prevalencia SCA7 Prevalencia

Xalapa 457 928 0 0 3 0.66
Tlaltetela 4528 6 132.51 37 817.14
Tuzamapan 6 824 0 0 11 161.2
Cosautlan 4 429 0 0 90.31
Xico 35188 3 8.53 0
Total 508 897 9 1.74 55 10.63

2.4  Ataxia espinocerebelosatipo 7

Clinicamente presenta caracteristicas similares a otras ataxias como la ataxia cerebelosa
gue se acompafia de disfagia, dismetrias y disdiadococinesias. El inicio suele ser de 20 a
40 afos, siendo la media de 30 afios, sin embargo existe una marcada anticipacion de la
edad de inicio y de la velocidad de progresion, por lo que en ocasiones inicia antes en los
hijos que en los padres.? A diferencia de otras ataxias, suele ser muy notorio el deterioro
visual, que inicia de visidbn central y evoluciona a ceguera total, sin embargo en el
desarrollo de esta alteracion inicialmente se presenta deterioro de la percepcion de colores

azul y amarillo que inicia afios antes de notarse la falla visual.*®

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 es una de las seis SCAs poliglutaminicas, causada por
una expansion anormal de una secuencia de repetidos CAG que se encuentran en el tercer
exon del gen llamado ATXN7 dentro del brazo corto del cromosoma 3. El intervalo de
repetidos CAG va de 7 a 34 en individuos sanos, donde 10 repetidos CAG es el alelo méas
comun. Esta patologia presenta alelos intermedios o alelos normales mutables que van de
28 a 34 repetidos CAG, los individuos que porten alelos dentro de este rango no
presentaran la enfermedad pero hay una alta probabilidad de expandirse en la transmision
a su descendencia pues son meibticamente inestables, los alelos de baja penetrancia
abarcan un rango de 34 a 36 unidades CAG mientras que los alelos de alta penetrancia se
encuentran en un intervalo de repetidos CAG de 37 hasta 460.%°
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El gen ATXN7 codifica para la proteina llamada Ataxina 7, de la cual s6lo se conoce de
manera parcial su funcion. La expresion de Ataxina 7 es ubicua, lo que incluye diferentes
regiones del cerebro y regiones no neuronales, sin embargo, cuando se presenta la
patologia, la ataxina 7 mutada presenta una restriccion en el tejido neuronal, similar a otras

ataxinas.>’

2.4.1 Ataxina7

La proteina ataxina 7 estd compuesta por 892 amino&cidos y se han identificado cuatro
genes paralogos a ATXN7 en el genoma humano, que son denominados SCA7 o ATXN?7,
SCA7-L1, SCA7-L2, SCA7-L3, codifican para ataxina 7, ataxina 7-L1, ataxina 7-L2, ataxina
7-L3, respectivamente. (Figura 5). ** Se han identificado diversas proteinas homélogas en
diferentes genomas, por ejemplo la proteina ortdloga a ataxina 7 de levadura, denominada
SFG73 que es codificada por YGL066w, ha sido utilizada como base en la identificacién de
la funcién proteica de ataxina 7. En la levadura ha sido identificada como una subunidad
del complejo SAGA (Spt/Ada/Gen5 acetylase), el complejo SAGA en la levadura actia
como un coactivador de la trascripcion presentando una actividad acetiltranferasa en
histonas y a su vez regulado por GCN5.*° Analogamente, se ha asociado con la actividad
acetiltransferasa de histonas en el humano, ya que ataxina 7 forma parte del complejo
homélogo de SAGA que en humanos es llamado complejo STAGA (SPT3-TAF9-GCN5

acetyltransferase).3* 3 3¢

Block | Block Il Block Il

ATX7 — — — —

892 aa |

719

o 75% 71%

ATX7-L1 = o/ m— —/

864 aa

Humano

76% 58% 51%
ATX7-L2 = 77— 7

18% 34%

ATX7-L3 =— /a— e 353 21

16% 42% Levadura

SGF73 = o/ E— — 0657 aa

Figura 5. Representacion gréafica de la familia ataxina 7 en humanos y en levadura. Las cajas
grises representan los bloques conservados en ataxina 7. **

Dentro de la estructura de ataxina 7 se encuentran al menos dos secuencias de
localizacion nuclear (SLN) y una secuencia sefial de exportacion nuclear (SEN) rico en
Leucina, lo que le permite ir del nucleo al citoplasma y viceversa, asi mismo contiene un

dominio de unién a Zinc entre los residuos 311 y 406, y este probablemente es el que
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permite tener una interaccion con la acetiltransferasa de histonas en el complejo
STAGA *>%

Por otro lado, se ha identificado que el tracto poliQ de ataxina 7 es fundamental para la
union a la proteina Crx (ConeRod-Homeobox) la cual es una proteina de homeodominio
gque se une a promotores de varios genes especificos pertenecientes a células
fotoreceptoras, lo que podria explicar las anomalias visuales en estos pacientes.®
Ultimamente se ha encontrado que la proteina ataxina 7 normal presenta una asociacion
con los microtubulos (MT) ayudando a estabilizarlos, principalmente esta union esta dada
por a-tubulina, lo que sugiere que la proteina mutada podria afectar en la estructura
citoplasmatica de las células, asi como en la comunicaciéon intracelular. Finalmente,
también se ha observado que la localizacion de ataxina 7 en el ndcleo y en el citoplasma
cambia dindmicamente con respecto al ciclo celular, presentando una concentracién
abundante en el nucleo después de la mitosis y en una proporcion menor en el citoplasma

para ayudar a la estabilizacién de los MT’s.%

2.4.2 Patogénesis de SCA7

Dentro de los mecanismos fisiopatolégicos en la SCA7, se considera que la expansion
poliglutaminica genera una funcién toxica que afecta a grupos neuronales especificos en
el ser humano, tales como las CP, neuronas del puente de Varolio, motoneuronas del asta
anterior de la médula espinal y de los nucleos motores de los nervios craneales. El grado
de degeneracion se relaciona con el tamafio de la expansion poliglutaminica y se expresa

fenotipicamente por alteraciones motoras y cognitivas.®

Las proteinas con expansiones poliglutaminicas se caracterizan por un plegamiento
anormal y la formacién de agregados en forma de inclusiones. Estas inclusiones se
localizan fundamentalmente a nivel del nucleo y se han observado en menor medida a
nivel del citoplasma de las neuronas donde se expresan las mismas. La acumulacion de
estas inclusiones en la célula desencadena una serie de efectos que conducen a la
muerte celular y por lo tanto, a la degeneracion de las estructuras neurales periféricas y
centrales. La agregacion de las proteinas mutadas suele ocurrir cuando las secuencias de

glutaminas sobrepasan determinado umbral, generalmente entre 36 y 40.’

Por otro lado, aln existen controversias en relacién a, si este mecanismo autbhomamente

es capaz de provocar la neurodegeneracion, ya que otros autores hacen referencia a un
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posible papel protector de los mismos. Sin embargo, otras evidencias sugieren que la

disminucién de la carga poliglutaminica disminuye la neurotoxicidad.®"*

La vulnerabilidad de ciertos linajes neuronales especificos, no se ha podido explicar; por lo
que el mecanismo patogénico puede ser especifico aunado a la formacién de los
agregados proteicos. La presencia de repetidos CAG anormales en las regiones
codificantes, parecen no afectar la integridad de la proteina. Por lo que dicha mutacion

parece afectar directamente en la funcién normal de las proteinas codificadas.*°

La funcion anormal de las proteinas mutadas puede explicarse por los cambios aberrantes
en las modificaciones post-traduccionales (fosforilacién, acetilacion, ubiquitinacion,
sumoilacién o los cambios en la escisidon proteolitica), lo que origina modificaciones en la
interaccion de la proteina mutada con otras proteinas a nivel celular, lo cual desencadena

variaciones en diversas vias de sefializacion.*

Aungue aun no es del todo claro la patogénesis de SCA7 existen modelos que ayudan a
explicar los posibles mecanismos de esta patologia, los cuales incluyen en primer lugar la
formacion de inclusiones nucleares que podrian estar implicados en el secuestro de

factores de transcripcién dando como resultado una mala regulacién transcripcional. 34

En modelos celulares y en estudios in vitro se ha observado que la proteina ataxina 7
mutada es sustrato de la caspasa 7, una proteasa intracelular que corta principalmente en
dos residuos de acido aspartico (266 y 344) pertenecientes al producto del gen ATXN?7,
como resultado de la escisién proteolitica se obtienen dos fragmentos con 266 y 344
residuos de aminoacidos, los cuales contienen la expansion anormal del trinucle6tido CAG
cerca del extremo N-terminal, pero dichos fragmentos quedan ausentes de las secuencias
SLN y SEN, lo que promueve la formacion de agregados dentro del ndcleo, aumentando la
toxicidad y la muerte celular, es por ello que la escisidn proteolitica es un punto importante

en la patogénesis de SCA7, ademas de que podria ser un blanco terapéutico.*?

Aungue la proteina mutada de Ataxina 7 tiene una expresion generalizada a través del
cuerpo, la patologia es restringida principalmente a una degeneracion de cerebelo y retina.
Dentro del cerebelo afecta de manera general a las tres capas celulares (Figura 6)
mientras que las CP no presenta como tal inclusiones nucleares, pero si una degeneracion

en la ramificacion dendritica, esto se observo en un modelo de ratbn MoPrP (Murine Prion
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Protein) con 92 repetidos de CAG dentro del gen ATXN7. También se han reportado estas
7'38,40

mismas caracteristicas en pacientes con SCA

Figura 6. Degeneracion de las CP y la formacién de agregados nucleares en otras células
cerebelosas. Agregados nucleares en células de la capa molecular tales como células estrelladas,
en cesta y de Golgi, asi como en células granulosas pertenecientes a la capa mas profunda del
cerebelo. En las CP no se observan agregados nucleares, pero si una degeneracion en las
dendritas. Inmunotincién con anticuerpo de ataxina 7 (magenta), anticuerpo calbindina (verde)
DAPI (azul).*®

Por otro lado, la retina estd compuesta por diferentes tipos de neuronas como las células
fotorreceptoras, las células amacrinas, las células horizontales y las células ganglionares.
En SCAY la distrofia en la retina es causada por una pérdida de células fotorreceptoras que
incluyen a los conos y bastones las cuales contienen pigmentos visuales que absorben
distintos tipos de luz (la fotopsina y rodopsina), ademas de una pérdida de células
ganglionares*. Se han realizado estudios en modelos de ratones transgénicos que
expresan tanto la proteina de ataxina 7 mutada como la normal sobre el promotor del gen
de la rodopsina y se ha encontrado una mala regulacion en el promotor perteneciente a
rodopsina. Por otra parte la distrofia de la retina se asocia a mutaciones en el factor de
trascripcion CRX (cone-rod homeobox) el cual esté involucrado en la regulacion de genes
fotoreceptores especificos, esto se relaciona con la interaccion que tiene Ataxina 7 con
este factor de transcripcion pues se ha visto que cuando se forman las inclusiones
nucleares, el factor de transcripcion CRX queda atrapado dentro de ellas. **** La
interaccion entre la proteina ataxina 7 y el factor de transcripcion CRX, es mediada por una
region rica en glutamina de CRX y por el tracto poliglutaminico de Ataxina 7 que esta
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cercano al extremo N-terminal. La presencia de la proteina mutada provoca que el
extremo C-terminal sea indispensable para generar una represion de los promotores
dependientes del factor CRX y posteriormente causar una retinopatia. EI complejo
coactivador STAGA participa en la transcripcion de algunos genes fotorreceptores
dependientes del factor CRX. Se ha propuesto que la ataxina 7 pueda participar en la
unién del complejo STAGA-CRX, y ademas también posiblemente sea una subunidad del
complejo coactivador STAGA. Uno de los principales componentes de este complejo es la
enzima GCN5 que con ayuda de ataxina 7 se encarga de acetilar principalmente al residuo
de lisina perteneciente a la histona H3, GCN5 ademas de ataxina 7 necesita a las
proteinas adaptadoras (ADA2 y ADA3), que también pertenecen al complejo STAGA y se
ha observado que al tener una proteina de ataxina 7 mutada dentro el complejo STAGA, se

inhibe su actividad de acetiltransferasa llevada a cabo por GCN5 (Figura 7) 4344

Iniciacion v ELONGACION DF 1A

TRANSCRIPCION

Figura 7. Incorporacién de Ataxina 7 mutada dentro del complejo STAGA. Ataxina 7 actia

interfiriendo con su actividad catalitica. **
2.4.3 Origen de la SCA7: Efecto fundador

A nivel mundial, la alta incidencia de las ataxias espinocerebelosas depende de las zonas
geograficas estudiadas, se han encontrado casos en donde las frecuencias alélicas
relacionadas a la mutacion son muy altas en regiones pequefias de diferentes puntos del
mundo, como es el caso de SCA6 en Japdn, SCA2 en Cuba, SCA3 en Camboya, SCA7 en
paises Nordicos y uUltimamente se ha reportado que en México (especificamente en el

estado de Veracruz) se tiene un gran niumero de casos de SCA7, esto nos podria hacer
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pensar que probablemente estos casos se deben a la presencia de un efecto

fundador,3246:47:48

Con respecto a SCA7 se informd una alta incidencia en los paises Escandinavos
principalmente en Finlandia y Suecia, en donde se evaluaron 5 tipos de SCAs (SCA1, 2, 3,
6, 7 junto con la ataxia FDRA). Se obtuvo un alto nimero de casos para SCA7,
representado un total de 37 portadores conformados en 15 familias diferentes (8 familias
de Suecia y 7 familias de Finlandia). Mediante un analisis de haplotipos a través de
marcadores genéticos ligados a la mutacion de SCA7 (nueve microsatélites y un
polimorfismo intragénico cercanos al locus de SCA7). Se confirmd que las 15 familias

analizadas comparten un haplotipo comun. #°

Ademas de la alta frecuencia en los paises Escandinavos, se han reportado humerosos
casos en Sudafrica y en menor cantidad en paises de diferentes zonas geograficas como
Francia, Israel, Marruecos, Corea, Brasil y Estados Unidos, por mencionar algunos.
Stevanin y colaboradores,* informaron que SCA7 posiblemente tenga diferentes origenes,
pues al analizar individuos portadores con la mutacion de SCA7 originarios de diversas
poblaciones (Asiaticas, Africanas, Anglosajonas y Europeas), reportaron que todos ellos

presentan un haplotipo diferente entre si.>*>*

Como se menciond anteriormente, la alta frecuencia de SCA7 en nuestro pais podria
explicarse por la presencia de un efecto fundador, ya que la region geografica afectada se
localiza en una zona que por muchos afios fue inaccesible, ademas de los aspectos
culturales que propiciaron posiblemente casamientos consanguineos.® El fenémeno
conocido como efecto fundador, se origina cuando una pequefia poblacién es
descendiente de solamente unos pocos individuos, el cual se caracteriza por tener una
poblacion endogdmica o exogamica, es decir tener un déficit de heterocigotos o un exceso
de heterocigotos, respectivamente. *° Sin embargo en poblaciones humanas el fenémeno
efecto fundador sobresale cuando esta presente un desorden genético en una poblacion
endogamica o en una poblacion aislada, de manera que resulta interesante poder
determinar el origen de dicho fendmeno, mediante un analisis de haplotipos basados en la

utilizacion de marcadores moleculares.®

19



2.5 Marcadores moleculares

En la actualidad, los marcadores de ADN son herramientas muy importantes en la era de la
medicina gendmica. Es importante sefialar que los marcadores genéticos deben ser
polimérficos, esta singularidad nos permite utilizarlos para poder discriminar a un individuo
de otro genéticamente. La mayoria de los marcadores moleculares se encuentran en
secuencias de ADN no codificantes, se clasifican en dominantes y codominantes, la
diferencia radica principalmente en que un marcador codominante puede distinguir
claramente a un individuo heterocigoto mientras que con un marcador dominante es
imposible distinguirlo. El tipo de herencia puede ser bi-parental (cada cromosoma es
heredado por ambos progenitores) o pueden tener una herencia uni-parental, donde en el
caso de los humanos es transmitido ya sea por herencia materna mediante el ADN

mitocondrial o paterna mediante el cromosoma Y para el caso de los varones. >3°4°

Las variaciones genéticas a lo largo del genoma que pueden ser utilizadas como
marcadores genéticos son muy diversas en tanto a su estructura como en su longitud, a
continuacion se definen de manera general las diferentes variantes genéticas que se han

utilizado como marcadores moleculares:

a) Elementos genéticos modviles o transponibles; se definen como secuencias
repetitivas de ADN que varian entre unos cientos de nucleétidos hasta una longitud
en un orden de magnitud de kilobases (Kb), ademas tienen la capacidad para
transportarse a diferentes sitios dentro del genoma. Actualmente se clasifican en

dos grandes familias en base a su mecanismo de transposicién; >>°’

o Clase [; Retrotransposones o retroelementos, los cuales requieren una
enzima que tenga la capacidad de sintetizar ADN a partir de un ARN
(transcriptasa inversa).*®>’ En el genoma humano los elementos LINE-1 y
las secuencias Alu representan mas del 40% de todos los elementos

genéticos maviles y aproximadamente 19% del genoma humano. >"°®

o Clase II; Transposones, que a diferencia de los retroelementos, no necesitan

de una transcriptasa inversa sino de una enzima del tipo transposasa.®®>’

b) Variacion en el nimero de copias (CNVs), se definen como segmentos de ADN de
al menos 1,000 pb que son variables en comparacion con un genoma de referencia;

dentro de esta definicidbn encontramos a las inserciones, deleciones y duplicaciones.
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El término CNVs no incluye aquellas inserciones o deleciones provocados por
elementos transposables. En un inicio se pensaba que solamente los CNVs se
relacionaban con desérdenes genéticos, actualmente se sabe que pueden ser

altamente variables en la poblacion general.>®%%

e Minisatélites o VNTR (Variable Nucleotide Tandem Repeat) son secuencias
variables que se repiten en tandem en un locus definido, el tamafio de las
secuencia va desde los 7 hasta 100 pb y por lo general son secuencias estables, se
han encontrado alelos con nuevas mutaciones en algunos loci. Ademas se localizan
principalmente en las regiones subteloméricas de los cromosomas, dando como
resultado la desventaja de que no se encuentran distribuidos en todo el genoma, lo

cual limita su utilidad. %3

e Microsatélites o0 SRTs (Single Repeat Trinucleotide), son repeticiones que van desde
1 a 6 nucledtidos organizados en tandem, como su nombre lo indica son
secuencias mas cortas que los minisatélites, se encuentran ampliamente
distribuidos en el genoma, representando cerca del 3% del mismo, ademas son
polimorfismos hipervariables por lo que estas y la anterior caracteristica hacen que
sean muy utilizados en analisis de eventos demograficos (migracion,
expansion/contraccién poblacional), estudios de mapeo en genomas y estudios
forenses, entre otros. Estas repeticiones se pueden encontrar en regiones
codificantes y no codificantes, de manera que pueden ser clasificados como
perfectos, imperfectos y compuestos (Ver Tabla 2, pag. 7). ®% Por otra parte se
han establecido algunos modelos mutacionales para explicar un poco la

hipervariabilidad que presentan los microsatélites, como:

o Modelo de alelos infinitos; especifica que cada nueva mutacién produce un

nuevo alelo, y todas las mutaciones son igualmente probables. ®

o Modelo de mutaciones paso a paso; indica que las mutaciones solo
generaran ganancia o pérdida de una unidad de repeticion y que existe la

misma probabilidad de aumento o disminucién del nimero de repetidos. ®°

o Modelo de dos fases; indica que existe la misma probabilidad de que una
mutacion aumente o disminuya el tamafio de una microsatélite en una o0 mas

unidades de repeticion. ®°
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e Polimorfismos de un solo nucleétido o SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms).
Son pequefias variaciones que ocurren dentro de la secuencia de ADN de un
individuo, es decir, es el cambio de un solo nucleétido como por ejemplo el
remplazo de una Adenina (A) por cualquiera de los tres nucleotidos restantes
Citosina (C), Guanina (G) o Tiamina (T). Los SNPs representan cerca del 90% de la
variacion existente dentro de la secuencia del ADN humano, se presentan cada 100
a 300 bases, por lo que se estima que hay mas de dos millones de SNPs a lo largo
del genoma humano, donde el remplazo mas comun es el de C, por T que ocurre
cada dos de tres SNPs. De igual manera que los microsatélites, la importancia que
los encontremos distribuidos en todo el genoma y su estabilidad permiten que sean
usados en estudios de asociacion, estudios demograficos, en estudios de
ligamiento dentro de familias, desequilibrios de ligamiento en poblaciones aisladas,
etc. Ademas su deteccion es mas practica pues se basa en la hibridacion de
oligonucledtidos con la secuencia complementaria al ADN, por lo que no se
necesita realizar una electroforesis, sino simplemente una reaccioén de PCR tiempo

real. %57

2.5.1 Marcadores genéticos para el estudio de ligamiento con SCA7

En las regiones adyacentes al gen ATXN7 se encuentra una zona polimorfica de repetidos
CA/GT, la cual forma parte de varios marcadores genéticos que son utilizados para
estudios de segregacion con la mutaciéon de SCA7.' En un principio la identificaciéon de
marcadores informativos en el gen ATXN7 se realiz6 a lo largo de regiones de mas de 30
centi-Morgan (cM), sin embargo su busqueda se redujo a no mas de 20 cM. Conforme al
mapeo de este locus (Figura 8) se definié que la region que va del marcador D3S1600 al
marcador D3S3635 estaba en desequilibrio de ligamiento, lo que ayud6 a identificar
diversos marcadores de tipo STR que pudieran estar asociados a la presencia de la

70,71

mutacion. De manera independiente, dos grupos de investigacion liderados

respectivamente por Brice (1999) y Holmberg (2000), informaron la construccion de
haplotipos de diversos marcadores moleculares con el objetivo de determinar los diferentes

origenes de SCA7.49°°
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Figura 8. Localizacién genética de laregion de SCA7. (A) Marcadores ocupando una distancia
de més de 30 cM, (B) STR localizados a menos de 20 cM.

Los marcadores microsatélite D3S1287, D3S3635 y D3S1228 son los mas consistentes,
estos presentan la caracteristica de ser marcadores centromeéricos, como se presenta en la
figura 8, abarcan una distancia genética de no mas de 5 cM, sus repetidos son
representados por el dinucleétido CA. Ademas de estos marcadores microsatélites también
se ha identificado un marcador tipo SNP dentro del gen ATXN7 que segrega de manera
dependiente con la expansion de repetidos CAG; el cual es un cambio de una Guanina por
una Adenina (G**°TG/A®**TG) y se encuentra identificado como rs3774729. En 1999
Stevanin y colaboradores,* asigné la presencia de una “G” como alelo A y en contraparte
la presencia de una “A” como alelo B. Este polimorfismo al encontrarse en una region
codificante modifica el marco de lectura del aminoacido 862 segun sea el caso, cuando se
tiene el alelo A (GTG) se forma el coddn que codifica para una valina, mientras que el

alelo B (ATG) en esta posicion que corresponde al de ataxina 7, codifica para el
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47,50,69,70 En

aminoacido metionina. la tabla 5 pueden apreciarse los haplotipos

conformados y ligados a la presencia de SCA7 en diferentes poblaciones.

Tabla 5. Haplotipos de Familias de SCA7 de diferentes origenes geograficos, usando los
marcadores descritos en el texto. *"*°

Origen Geogréfico Pais G3145TG/A314G | D3S1287 | D3S3635 | D3S1228
Asia Corea A 2 4
Norte de Africa Marruecos A 3 6
Anglo-Sajones USA A 4 6
Eur. Continental Francia B 3 6
Eur. Continental Alemania A 5 10
Europa del Norte Finlandia /Suecia A 3 5 10

2.6 Genética de poblaciones

La variabilidad genética entre un individuo o entre diversas poblaciones esta dada por las
diferencias que existen dentro del genoma de cada especie. Las caracteristicas genéticas
individuales determinan distintos rasgos que pueden ser transmitidos de padres a hijos, asi
mismo la transmision de las variaciones neutras pueden formar parte del transfondo
genético de un individuo o un mismo grupo. Estas variantes genéticas con el paso del
tiempo y por factores ambientales pueden ser influenciadas por fuerzas evolutivas tales
como migracion, sucesos reproductivos, mutacién, deriva génica, flujo génico y seleccion
natural. Por lo tanto, el desarrollo de una disciplina como la genética de poblaciones es
necesaria para cuantificar la variabilidad genética a través del tiempo, asi como para
determinar los parametros caracteristicos de un genoma y su comparacion con otros

individuos, poblaciones, o especies. >* ¢

Con ayuda de marcadores moleculares la genética de poblaciones puede medir la
variabilidad genética intra e inter poblacional, para ello es necesario realizar inferencias
estadisticas que nos permitan analizar nuestros resultados, asi como conocer algunos

aspectos fundamentales de la genética de poblaciones.

La manera en que la genética de poblaciones mide la variacion genética es por medio de
frecuencias alélicas, que se definen como la proporcidbn que se observa de un alelo
especifico respecto al conjunto de los que pueden ocupar un locus determinado en la

poblacién. Generalmente se reporta en porcentaje y se determina sumando el nimero de
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alelos homologos entre el niamero total de cromosomas analizados. La combinacion de dos
alelos nos da como resultado un genotipo, por lo que las frecuencias alélicas repercuten en
las frecuencias genotipicas las cuales se definen como la proporcion o porcentaje de
individuos de cada genotipo para un carécter, presentes en una poblacién.’?

Se dice que un individuo es homocigoto cuando los dos alelos presentes en el genotipo
son iguales, mientras que un heterocigoto se presenta cuando los alelos son diferentes, la
heterocigosidad esperada (He) es la probabilidad de que dos alelos cualesquiera

escogidos al azar en la poblacion sean diferentes entre si. "4

Cuando las fuerzas evolutivas no actian en una poblacién, las frecuencias alélicas y por lo
tanto las frecuencias genotipicas se mantienen constantes a través de las generaciones,
entonces se dice que dicha poblacidn es ideal, esto es basado en el principio de Hardy
Weinberg postulado en 1908. En el caso de un locus con dos alelos codominantes cuyas
frecuencias alélicas sean A; y A, en una poblacién bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg?,

la frecuencia de equilibrio esta dada por:

Dénde:

A1hs A1l AzAz

= =5

. p= Pqd q=
(p+a) =P +2pg+q’

Este principio permite conocer si las frecuencias genotipicas esperadas y las observadas
presentan una diferencia significativa, en cuyo caso se concluye que la poblacién se
encuentra en desequilibrio con el principio. El desequilibrio del principio de Hardy-Weinberg
sefiala la pérdida de la homogeneidad en la poblacion, causada por fuerzas evolutivas
mencionadas anteriormente como flujo génico (mezcla de poblaciones), migracion,

sucesos reproductivos, mutacion, deriva génica.>>"

El flujo genético es un factor importante porque contribuye a que una poblacion pierda su
homogeneidad lo que puede provocar que haya una subestructuracion poblacional. Existen
estadisticos de F que describen la estructura genética que presentan las poblaciones de

individuos diploides: ™"
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e Fs: Correlacion entre alelos homodlogos en los individuos con referencia a la
poblacion local. Sus valores van de O<Fis, cuando se presenta un exceso de
heterocigotos y Fis >0 cuando hay un exceso de homocigotos, debido a esto, este
indice de fijacidon pueden interpretarse como la desviacion de las frecuentas
genotipicas esperadas en Hardy-Weinberg dentro de la poblacién local.

e Fst: se interpreta como la varianza de la frecuencia alélica entre poblaciones,
estandarizada al valor maximo posible dada la media observada de frecuencias

alélicas.

Por otro lado, un pardmetro de genética poblacional que determina si un marcador
molecular o un grupo de marcadores es polimorfico y puede ayudar a distinguir a un
individuo de otro es “la probabilidad de coincidencia al azar” que se refiere a la probabilidad
de que dos individuos de una poblacion tomados al azar tengan el mismo patron genético,
es decir, que muestren el mismo haplotipo del conjunto de marcadores analizados. La
probabilidad de coincidencia al azar global para un sistema de identificacion depende del
namero de marcadores utilizados y se calcula multiplicando la PCA de cada uno de los

marcadores; entre mayor sea el nimero de marcadores menor seré la PCA.™

Es fundamental utilizar a la genética de poblaciones como una herramienta confiable para
analizar el comportamiento de diferentes variaciones genéticas en un individuo o en grupos
poblacionales, por lo que sera importante en el analisis del presente proyecto, ya que se

pretende visualizar el origen de la mutacion de SCA7 en nuestra poblacion mexicana.

3. Planteamiento del problema

Establecer si la mutacion de SCA7 tiene un origen comun mediante el analisis de

haplotipos de marcadores ligados al gen de SCA?7.
4. Justificacion

La atencion requerida por los pacientes con SCA7 repercute tanto en la economia de las
familias como la del estado de Veracruz, ya que por cada familia de un paciente indice
pueden presentarse varios miembros afectados y muchos de ellos presentan la patologia
en la edad productiva, por lo que es importante determinar si la alta frecuencia de SCA7 es

exclusiva de esta region o pudiera extrapolarse a nivel nacional, esto ayudard a aportar
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evidencia para que a corto plazo se lleven a cabo programas de salud para el manejo de
los pacientes, asi como un tratamiento integral de esta patologia ayudando a la mejora de

la calidad de vida de los pacientes.
5. Hipotesis

Si la patologia presenta un origen comun entonces el haplotipo conformado por los
marcadores rs3774729, D3S1287, D3S3635 y D3S1228 va a ser el mismo en todos los
portadores de SCA7.

6. Objetivos
Objetivo General

» Determinar si todos los pacientes de SCA7 en la region central del estado de

Veracruz presentan un origen comun.
Objetivos Particulares

» Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de 3 marcadores microsatélite
(D3S1287, D3S3635, D3S1228) y un marcador SNP (G3**TG/A***TG) en

individuos portadores de la mutacion de SCA?7.

» Validar las frecuencias alélicas y genotipicas de 3 marcadores microsatélite
(D3S1287, D3S3635, D3S1228) y un marcador SNP (G***TG/A3**TG) en un grupo
control, una poblacién sana mestizo mexicana y en los familiares sanos de los

individuos portadores de SCA?7.

» Comparar las frecuencias haplotipicas de los diversos marcadores ligados a la
mutacion de SCA7 entre un grupo de individuos portadores de SCA7 en
comparacién de un grupo control, en los familiares sanos de los portadores de

SCA7 y de la poblacién sana mestizo mexicana.

» Determinar el Desequilibrio de Ligamiento entre estos marcadores y la presencia de

la expansion anormal de tripletes repetidos CAG en el gen ATXN7.

» Analizar el comportamiento de cada marcador de acuerdo con el equilibrio de
Hardy-Weinberg y diversos parametros de genética de poblaciones.
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7. Metodologia
7.1 Individuos de estudio

Para el presente estudio se analizaron 514 individuos conformados por tres diferentes
grupos: a) un grupo de individuos portadores de SCA7, b) un grupo de individuos sanos de
la regién central de Veracruz (grupo control), c) un grupo de familiares sanos de los
individuos portadores de SCA7, d) un grupo de la poblacion sana mestizo mexicana. Todos
los individuos de estudios fueron previamente diagnosticados para determinar la mutacion
de SCA7, a través del estudio molecular realizado en el laboratorio de medicina genémica

del departamento de genética en el INR *°
7.1.1 Portadores de la mutacién de SCA7

Todos los sujetos de estudio para este grupo fueron seleccionados de 5 comunidades
pertenecientes a la region centro del Estado de Veracruz, en un area de alrededor de
1,400 km? (Figura 4), que de manera voluntaria hayan aceptado su participacién en el

estudio y que hayan firmado una carta de consentimiento informado (ver anexo 1).*°
-Criterios de Inclusién: individuos diagnosticados molecularmente con SCA?7.

-Criterios de exclusion: individuos negativos en el diagnéstico de SCA7. Todos

aguellos pacientes con ataxia adquirida, por ejemplo alcoholismo.

Criterios de eliminacion: Todos aquellos casos en los cuales no sea posible realizar

el 100 % de los procesos moleculares requeridos en la investigacion.
7.1.2 Grupo control

Grupo conformado por 74 individuos no relacionados entre si, pertenecientes a la zona

centro del Estado de Veracruz (Comunidad de Tlaltetela).

-Criterios de Inclusion: individuos que no presenten SCA7 y que no tengan ningun

parentesco en al menos tres generaciones con los portadores de SCAY7.

-Criterios de exclusién: individuos positivos en el diagnéstico de SCA7, o que
presenten parentesco con los portadores de SCA7. Cualquier individuo con

diagnéstico de enfermedad neurologica o neuromuscular.
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Criterios de eliminacion: Todos aquellos casos en los cuales no sea posible realizar

el 100 % de los procesos moleculares requeridos en la investigacion.

7.1.3 Familiares sanos de los portadores de SCA7

Grupo conformado por 69 familiares sanos diagnosticados previamente a través del

estudio molecular para la mutacion de SCA?7.

-Criterios de Inclusion: individuos diagnosticados negativamente con SCA7 y que

sean familiares de los portadores de SCA7.

-Criterios de exclusion: individuos positivos en el diagndstico de SCA7. Cualquier

individuo con diagnoéstico de enfermedad neuroldgica o neuromuscular.

Criterios de eliminacion: Todos aquellos casos en los cuales no sea posible realizar

el 100 % de los procesos moleculares requeridos en la investigacion.

7.1.4 Poblacién sana mestiza mexicana.

Grupo conformado por 300 individuos, mexicanos por nacimiento no relacionados entre si,

los cuales cuenten con una historia familiar, de por lo menos tres generaciones

establecidas en México y que voluntariamente accedieron a participar en el estudio

mediante una carta de consentimiento informado, éstos cumplian con los siguientes

requisitos:

7.2

-Criterios de Inclusion: individuos que no presenten SCA7, que tengan los dos
apellidos hispanos, con grupo sanguineo O y Rh positivo.

-Criterios de exclusiéon: individuos con algin apellido extranjero en sus tres

generaciones anteriores o con grupo sanguineo A, B, AB y factor Rh negativo.

Criterios de eliminacién: Todos aquellos casos en los cuales no sea posible realizar

el 100 % de los procesos moleculares requeridos en la investigacion.
Determinacion de variables operativas.

7.2.1 Extraccién de ADN

La recoleccion de muestras de sangre para los grupos de portadores de SCA7, controles y

familiares, se llevd a cabo mediante un muestreo en el centro del estado de Veracruz
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realizado por nuestro grupo de trabajo del laboratorio de medicina gendmica del

departamento de genética en el INR. Se obtuvieron 5 ml de sangre venosa periférica de

cada individuo a estudiar, se recolectaron en un tubo Vacutainer empleando EDTA (Del

inglés EthyleneDiamineTetraacetic Acid) como anticoagulante. Se realiz6 la extraccion de

ADN a patrtir de los leucocitos de sangre periférica a travées del kit de purificacion GENTRA

PUREGENE (Qiagen, Duesseldorf, Germany), siguiendo el procedimiento:

1.

9.

Las muestras se centrifugaron a 151 x g por 10 minutos.

Se aisl6 la fase de los leucocitos (localizada entre los eritrocitos y el plasma) y se

colocaron en un tubo de 1.5 ml.

Se adicionaron 750 pl de solucion lisis de células rojas RBC (Red Blood Cells)

mezclando con ayuda de un vortex.
Se centrifug6 a 1240 x g durante 30 segundos.
Se decanto el sobrenadante evitando eliminar el botén.

Al pellet se le adicionaron nuevamente 750 pl de solucién lisis de células rojas RBC,

se mezclé con ayuda de un vortex aproximadamente 15 segundos.
Se decanto el sobrenadante evitando eliminar el pellet o botdn.

El pellet se re suspendié con 500 pl de solucion de lisis de células blancas CLS (Cell

Lysis Solution), se mezcl6é con ayuda de un vortex aproximadamente 15 segundos.

Se incubd a 37°C por 24 horas.

10. Se adicionaron 150 pl de Puregene Proteinase K mezclando con ayuda de un vortex.

11.La mezcla se centrifug6 a 14104 x g por 4 minutos.

12.Se recolectd el sobrenadante y se le adicion6 un volumen de isopropanol a una

temperatura de 4°C, al mezclar manualmente se pudieron se observar las fibras de
ADN.

13.Se centrifug6 a 14104 x g durante 4 minutos.

14.Se decanto el isopropanol, quedando unicamente el boton blanco (ADN).
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15.Se agregaron 500 pl de etanol al 70% y se centrifugd a 14104 x g durante 4 minutos,

repitiendo este paso no menos de 2 veces.
16. Posteriormente se hidrato el ADN, manteniéndolo incubado a 37°C por 12 horas.

Para corroborar que el ADN extraido se encontraba en buenas condiciones, se realizaron
geles de agarosa al 0.8% trabajo realizado en el laboratorio de medicina genémica del
departamento de genética en el INR. Para las muestras de los individuos pertenecientes
al grupo de la poblacion sana mestizo mexicana se utilizd un banco de ADN del

laboratorio de medicina genémica del departamento de genética en el INR.
7.2.2 Cuantificacion de ADN

Una vez hidratado el ADN se llevo a cabo su cuantificacibn por el método
espectrofotométrico empleando un NanoDrop de la marca ThermoScientific. La pureza de

ADN es determinada por el cociente de las absorbancias de 260nm y 280nm. Con la

ngDNA

cuantificacion del ADN se prepararon diluciones a una concentracion de 12.5=r

Concentracion 1L.DO

— rglINA
260 T 5UT

Pureza (1.7 - 1.9) PH?"EEI = A*—

7.2.3 Diagnéstico molecular de SCA?7.

El diagndstico molecular de SCA7 para todos los grupos estudiados, se realizé en nuestro
grupo de trabajo en el laboratorio de medicina gendmica del departamento de genética en
el INR mediante una reaccién multiplex la cual incluye 5 ataxias autosémicas dominantes;
SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 y SCA7. Actualmente el diagnéstico molecular se realiza
mediante una PCR seguido de una electroforesis capilar, lo que asegura una cuantificacién
exacta del nimero de repetidos CAG. #

7.3 Marcadores microsatélite ligados a la mutacion de SCAY.
7.3.1 Amplificacion mediante PCR en punto final.

La amplificacibn de los marcadores moleculares tipo microsatélite se llevé a cabo

mediante la técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) punto final empleando un
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Termociclador Veriti (Appleid Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando oligonucleoétidos
reviamente descritos (Tabla 6). Cada extremo 5" de los primers forward fueron marcados
con el fluorocromo Carboxifluoresceina (6-FAM) para poder distinguir y analizar cada uno

de los amplicones mediante electroforesis capilar.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 6 pL. En la Tabla 7 se
muestra el contenido de cada reaccién que fue estandarizada para cada uno de los tres
marcadores microsatélite. Las condiciones de PCR consistieron en una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 3 minutos, 45 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, en
una hibridacion de los cebadores a 55°C, y en una extension del cebador a los 72°C, y un
ciclo final a 72°C por 5 minutos (Figura 9). Se optimizé la reaccion PCR afiadiendo
dimetilsulfoxido (DMSO) en cual actia como un agente potenciador de la PCR
aumentando la especificidad de la reaccion mediante una 6ptima separacion de las hebras
de ADN™>"

Tabla 6. Secuencias de los oligonucledétidos.

Locus | STR Taman_o,del Secuencia Referencia
amplicén
D3S1228 | (CA)n 86 pb 5’ TCCTTAACTCTTTCTCTGTGAGTTG 3 48
5'TCCTTCCTAATCCCTTTCCTACA 3

D3S1287 | (CA)n 259 pb 5 ATAACACAACAAGCAAGCCTATGGT 3 47
5"CAAAGGGGCAAATGTCACTC 3

D3S3635|(CAn| 110 pb 5 TCTATTTCTAGGAATTCATTTTCCA 3’ ar
5'TTGCTAAAACTGGCTATGCA 37

Tabla 7. Condiciones de la Amplificacién por PCR punto final.

Reactivo | Concentracion Reactivo Concentracion Reactivo | Concentracion
D3S1228 Fw | 0.35 pmol/L D3S1287 Fw 0.84 pumol/L D3S3635 Fw 0.6 pumol/L
D3S1228 Rw| 0.35 pmol/L D3S1287 Rw | 0.84 umol/L D3S3635 Rw 0.6 pmol/L

dNTPs 150 pmol/L dNTPs 200 pumol/L dNTPs 150 pmol/L
Buffer 1X Buffer 1X Buffer 1X
MgCl2 1.7 mM MgClI2 1.7mM MgCI2 1.5mM
DMSO | = - DMSO 0.5x DMSO 0.5x
Taq 05U Taq 05U Taq 05U
ADN 2.5 nglul ADN 2.5 nglul ADN 2.5 nglul
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Figura 9.Condiciones de Temperatura de PCR. La PCR consta de tres temperaturas: en primer
lugar se tiene una temperatura de desnaturalizacién con un valor de 94°C la cual se encarga de
separar a la hélice de ADN para permitir que los oligonucleétidos se hibriden a cada una de las
hebras, esta es llamada temperatura de alineacién y tiene un valor aproximado en los 55°C,
finalmente se tiene una temperatura de extension cercana a los 72°C en este paso se efectua la
polimerizacién a cargo de la enzima ThermusAquaticus (Taq) polimerasa con ayuda de su co-factor
el MgCl, y de dNTPs. Estas tres temperaturas constituyen un ciclo, luego de varios ciclos se
obtiene una gran cantidad de fragmentos de ADN.

7.3.2 Andlisis de los productos de PCR mediante electroforesis capilar.

Una alicuota de 1 uL del producto de reaccion se mezcld con 7L de una solucién 74:1 de
formamida desionizada y marcador de peso molecular (TAMRA500- Appleid Biosystems,
Foster City, CA, USA), se desnaturaliz6 elevando la temperatura a 98°C por 5 minutos y
posteriormente a 4°C. El analisis de los productos de PCR y la genotipificacién de los
individuos se llevé a cabo mediante electroforesis capilar con un equipo ABI PRISM 310
GeneticAnalyzer (Appleid Biosystems, Foster City, CA, USA) de 1 capilar (Tabla 8). La
electroforesis capilar utiliza campos eléctricos desde 100 hasta 500 V/cm. La separacion
electroforética ocurre dentro de un tubo capilar de silice diminuto con menos de 50 um de
diametro interior, este posee una ventana optica en donde pasa un laser argon (Ar) el cual
excita a los fluorocromos que son utilizados para el marcaje de los primer forward
previamente en la reaccion de PCR, permitiendo el analisis de fragmentos mediante el

software GeneMapper (Appleid Biosystems, Foster City, CA, USA).”*"
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Tabla 8. Condiciones utilizadas para el andlisis de fragmentos.

Condiciones de electroforesis capilar para cada muestra

Marcador de peso molecular TAMRA 500 0.20 pL
Formamida HI-DI 7.30 pL
Producto dePCR 1.0 pyL
Tiempo de corrida 24 minutos
Temperatura 60°C
Voltaje 15 kV
Polimero POP 4
Tiempo de inyeccién 5 segundos

7.4  Andlisis del marcador SNP ligado a la mutacién de SCA?7.

La amplificacion del SNP se realiz6 mediante un sistema de PCR en tiempo real en un
Termociclador StepOne Real-Time PCR System (Appleid Biosystems, Foster City, CA,
USA), empleando sondas TagMan MGB (Appleid Biosystems, Foster City, CA, USA).

La amplificacion de los fragmentos en donde se encuentra localizado el polimorfismo tipo
SNP es igual a las otras reacciones en las que se emplean un par de oligonucléotidos o
primers que son complementario a la cadena molde del DNA (aproximadamente de 20pb),
pero ademas emplean dos fragmentos de DNA de unos 10 pb (“probe”), llamados sondas,
los cuales incorporan un reportero fruorescente o fluoréforo (FAM o VIC) y un “quencher”
(tetrametilrodamina, TAMRA). Ambos fluoréforos se encuentran unidos covalentemente. El
guencher tiene como funcién impedir temporalmente la emision de la fluorescencia por su
impedimento estérico con el reportero, asi al existir una hibridaciéon entre la sonda y el
DNA, la exonucleasa 5°—3" de la DNA polimerasa degrada la porcién del cebador que se
ha alineado al templado, rompiendo el enlace con el reportero y separandolo del
“‘quencher”, permitiendo con ello la emision de fluorescencia. Por su parte, si no hay una
hibridacién, al paso de la DNA polimerasa, la sonda se libera espontaneamente sin emision
de fluorescencia, por tanto estos cambios puede diferenciar a cada alelo a través del

sistema de deteccion de fluorescencia de forma cuantitativa.*®

Cada Tagman Universal PCR Master mix contiene la Tag polimerasa AmpliTag Gold, la
enzima UNG Amperasa, dNTP’s con dUTP, referencia pasiva, y optimizada con

amortiguador y MgCl,. Cada 20x SNP genotyping Assay mix contiene oligonucleétidos
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secuencia especificos para la amplificacion de la region de interés y dos sondas MGB
(acopladas con un elemento que permiten que las sondas se unan a una mayor
temperatura [minor groove binder] y un elemento silenciador o apagador de fluorescencia),
una sonda alelo especifica para A marcada con VIC y otro alelo especifico para el cambio

G marcada con FAM.

Tabla 9. Condiciones de la Amplificacién por PCR tiempo real.

Reactivo Volumen Reactivo Volumen
Tagman Universal PCR Master mix 50mL |Agua 5.0 mL
20x SNP genotyping Assay mix 0.5mL ADN gendmico a 12.5 ng/mL 0.5mL

Cada reaccion se realizé en un volumen de reaccion de 10 pL.

El procedimiento de amplificacion se llevd a cabo con una desnaturalizacion inicial y
activacion de la Taq polimerasa a 95°C por 10 minutos, y 40 ciclos de; desnaturalizacion a
95°C por 15 segundos y de hibridacién de cebadores asi como la extension del cebador a
60°C por 1 minuto (Figura 10).

Condiciones de T ( C) de PCR tiempo real
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Figura 10. Condiciones de temperatura para la realizacion de la PCR en tiempo real.

7.5 Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias entre las frecuencias alélicas y genotipicas entre los
individuos portadores de SCA7 y los individuos sanos, asi como también de los individuos

de la poblacién general, se realiz6 una prueba de chi cuadrada (X?) mediante una tabla
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2x2. Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron se calcularon con ayuda del programa
GenALEXx v.6.1. El equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado con programa Arlequin 3.1
(University of Berne, Geneva Switzerland) y confirmado con el programa GENETIX 4.01
(University of Montpellier, Montpellier, Francia). Los niveles de significancia fueron
determinados empiricamente con 10,000 permutaciones. El desequilibrio de ligamiento se

calcul6 con ayuda del programa FSTAT v. 2.9.3.2
8. Resultados
8.1 Caracteristicas generales de los individuos portadores de SCA7

Los portadores de SCA7 fueron reclutados a partir de 8 diferentes familias de la zona
central del Estado de Veracruz, localizados en una regién que comprende 5 diferentes
comunidades (Figura 4).%° Se identificaron 71 individuos portadores de la expansion
anormal del triplete CAG en el gen ATXN7 trabajo realizado en el laboratorio de medicina

R 29,30

gendmica del departamento de genética en el IN , que se clasificaron de acuerdo a

sus caracteristicas clinicas en: 54 sintomaticos y 17 individuos asintomaticos.

El rango de edad de los individuos analizados se presentd entre los 11 y los 89 afios de
edad, con una media de edad de 32.74 + 17.87.%°*° En la figura 11, se puede observar
tanto la frecuencia de los alelos normales como la de los alelos mutados en la muestra de

individuos portadores de la mutacion de SCA?7.
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Alelos (CAG)

Figura 11. Distribuciéon de los alelos presentes en los portadores con la mutacion de SCA7.
Se identificaron solamente 4 alelos normales, donde el alelo de 10 repetidos CAG fue el mas
frecuente (37 %). Las expansiones anormales del triplete CAG se presentaron en un rango de 34
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hasta 72 repetidos, con una frecuencia de 6.3 % para el alelo con 39 repetidos siendo este el mas
frecuente.

8.2 Analisis de los marcadores microsatélites D3S1287, D3S1228 y D3S3635 a través

de electroforesis capilar

La amplificacion de cada marcador se realizd6 de manera independiente, a pesar de que su
temperatura de alineamiento entre cada par de oligonucle6tidos utilizados es similar, esto
debido a que el oligonucledtido sentido utilizado para cada uno de los tres marcadores fue
marcado con el mismo fluorocromo (FAM) y el peso esperado de cada amplicon es muy
cercano, por lo que la posibilidad de sobrelapamiento era inminente. En la Figura 12, se
presentan los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de cada  marcador

microsatélite dinucleétidos utilizado.

D351287
ATAACACAACAAGCAAGCCTATGGTTTTCAGATGCCAAATAATAAACTGCTCAGACA
ATAGGCCAAAGAAAAAAGAAAACGAAGTCTCCAAACTCGACTGACTCAATCCCCAA
AAGAGATCTTCACCCCTGCTTGATTCATACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACGCACACACACAGCATAAAAACCAGAACATITCATTTTAAATGTTTACA
GGTTAAGACAGCGLAAAGGGGCAAATGTCACTC

D353635
TCTATTTCTAGGAATTCATTTTCCAAACATGGTGAGTATACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACCCCAAATITGCTAAAACTGGCTATGCA

D351228
TCCTTAACTCTTTCTCTGTGAGTTGCACACACAAACACACACACACACACACACACA
CACACCTCCTTCCTAATCCCTTTCCTACA

Figura 12. Secuencias de los marcadores microsatélites ligados a la expansién anormal de
los repetidos CAG en el gen ATXN7. Los tres marcadores analizados se encuentran en una
region de aproximadamente de 5 cM en la region adyacente al gen ATXN7. Las letras en negritas
muestran la secuencia STR analizada y los nucleétidos subrayados muestran las regiones
especificas para los oligonucleétidos utilizados para cada amplificacion. Las regiones analizadas se
confrmaron mediante el alineamiento a través de la base electronica BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

La separacion de los productos de PCR se realizd mediante una electroforesis capilar y se
analizé a través del programa GeneMapperID 3.2 (Appleid Biosystems, Foster City, CA,

USA). El patrén electroforético de un individuo heterocigoto para cada marcador analizado
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se muestra en la Figura 13. La asignacion de los alelos se realiz6 de manera arbitraria de

acuerdo al peso molecular que corresponde al fragmento de la secuencia de nucledétidos.

| 98 pb

D353635

D351287

254 pb

(|| 256 pb

D351228 |

Figura 13. Electroferogramas para los marcadores D3S1287, D3S3635 y D3S51228. En el eje de
las abscisas se determind el tamafio del alelo en pares de bases, mientras que en las ordenadas
se determinaron las unidades relativas de fluorescencia. En color Azul se observo la amplificacion
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para cada marcador, mientras en color rojo se observo el marcador de peso molecular. El patrén
electroforético correspondié a un marcador dinucleétido, que se describe como un “patron de
guante o mano” debido al resbalon de la amplificacién.

8.3 Frecuencias alélicas para cada marcador microsatélite

v" Marcador microsatélite D3S1287
El marcador D3S1287 es el polimorfismo analizado méas cercano al locus de SCA7. En la
poblacion sana mestizo mexicana se identificaron 9 alelos secuenciales diferentes, en un
rango que corresponde de 240 hasta 258, por otro lado solamente se observaron seis
alelos en el grupo de portadores de SCA7 y en sus familiares, mientras que en el grupo

control se observé un alelo mas llamado 240 (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencia en porcentaje de los alelos obtenidos para el marcador D3S1287

Alelo SCA7 Controles | Familiares sanos Pob. sana mestiza mexicana
(n=142) (n=148) (n=138) (n=600)
240 2,0 0,2
244 0,2
246 14 2,7 2,2 0,0
248 14 0,7 3,6 1,2
250 3,5 10,1 7,2 11,0
252 16,9 47,3 34,8 37,8
254 75,4 29,1 44,9 41,8
256 14 8,1 7,2 6,8
258 1,0

n=Numero de cromosomas analizados. Los alelos que estdn sombreados son los que se

presentaron en mayor frecuencia.

El alelo 254 es muy frecuente en el grupo de portadores de SCA7 presentando diferencias
estadisticamente significativas con los otros grupos analizados (Figura 14), lo que sugiere
gue este podria ser el alelo ligado a la expansion anormal de tripletes CAG en el gen
ATXN7. En contraparte los alelos 252 y 254 tienen frecuencias similares en el grupo
control asi como también en el grupo de poblacién sana mestizo mexicana. El alelo 254
también es el mas frecuente en el grupo de familiares sanos de los portadores de SCA7,
sin embargo existen diferencias estadisticamente significativas en comparacion al grupo de
portadores con SCA7, lo que confirma que a pesar de ser familiares el comportamiento del
alelo 254 difiere entre ambos grupos. La frecuencia de los otros alelos identificados es

similar entre los 4 grupos analizados.
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v" Marcador microsatélite D3S3635
Para el locus correspondiente al marcador D3S3635, el alelo de mayor frecuencia en el

grupo de portadores de SCA7 fue el alelo 98, presentando mas del 60%, mientras que en
los grupos restantes la frecuencia de este alelo es por debajo del 32% (Tabla 11).
Estadisticamente el comportamiento para el alelo 98 del grupo con la mutacién de SCA7

es totalmente diferente al observado por los grupos controles (Figura 12).

Tabla 11. Frecuencia en porcentaje de los alelos obtenidos para el marcador D3S3635

Alelo SCA7 Controles | Familiares sanos Pob. sana mestiza mexicana
(n=142) (n=148) (n=138) (n=600)
92 0.7 - ---
94 - - 0.7
96 --- --- 0.7
98 60.6 31.1 26.8 22.2
100 8.5 10.8 11.6 15
102 8.5 21.6 15.2 28.7
104 19.7 31.8 41.3 225
106 2.1 4.1 3.6 8.5
108 0.7 - 14 1.7
110 --- --- 0.2

n=Numero de cromosomas analizados. El niumero de individuos analizados es igual a n/2. Los
alelos que estan sombreados son los que se presentaron en mayor frecuencia.

En el grupo de controles no se observo el alelo 108 el cual esta presente en los portadores
de SCA7 y sus familiares, asi como también en la poblacién sana mestiza mexicana, de
manera opuesta el alelo 92 solamente se encuentra en el grupo de los controles, sin
embargo todos estos alelos se encuentran pobremente distribuidos en la poblacion.
Aunque este marcador no es el mas polimorfico, presenta el mayor nimero de alelos mas

comunes (Figura 12).

v' Marcador microsatélite D3S1228
Este marcador fue el mas polimérfico de los tres marcadores utilizados, con un total de 14

alelos encontrados en la poblacién sana mestiza mexicana, 9 alelos en el grupo control y 7
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alelos encontrados en el grupo de portadores de la mutaciéon de SCA7 y sus familares. De
manera peculiar, al contrario de lo que sucede con el marcador D3S1287 no todos los
alelos de los portadores y sus familiares coinciden, por ejemplo en los familiares aparece el
alelo 68, mientras que en los portadores el alelo que aparece es el 76. Los controles

presentaron dos alelos extras con respecto a los portadores y sus familiares. Es importante

mencionar que el alelo 68 solo fue identificado en el grupo de familiares de SCA7.

Tabla 12. Frecuencia en porcentaje de los alelos obtenidos para el marcador D3S51228

Alelo SCA7 Controles | Familiares sanos Pob. sana mestiza mexicana
(n=142) (n=148) (n=138) (n=600)

68 0,7

70 0,2
72 0,3
74 20,4 43,2 44,9 41,8
76 1,4 0,7 0,8
78 0,7 0,8
80 0,7 2,3
82 62,0 24,3 23,9 25,7
84 0,7 2,0 2,2 3,8
86 1,4 0,7 1.4 0,5
88 2,8 0,7 4,3 15
90 11,3 27,0 22,5 21,8
92 0,2
94 0,2

n=Numero de cromosomas analizados. Los alelos que estdn sombreados son los que se

presentaron en mayor frecuencia.

Con respecto a las frecuencias, el alelo 82 se observd mas frecuente en el grupo de
portadores con SCA7 a diferencia de los otros grupos analizados, lo que nos sugiere que

podria tener un papel importante en el grupo de portadores.
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Figura 14. Distribucién alélica obtenida para cada marcador microsatélite. Se muestran las
diferencias estadisticamente significativas (***= p <0.0001) obtenidas para los alelos
correspondientes entre el grupo de portadores de SCA7Y y los otros grupos analizados.
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8.4 Frecuencias genotipicas para cada marcador microsatélite

Las frecuencias genotipicas nos

heterocigotos presentes en la poblacion de estudio. Para cada uno de los marcadores se

determind la frecuencia de los genotipos observados, de tal forma que se pudieron ver

indican el

comportamiento de homocigotos vy

diferencias significativas entre el grupo portador de SCA7 con los otros grupos analizados.

v Marcador microsatélite D3S1287

El alelo mas comun para el locus D3S1287 dentro del grupo de portadores fue el 254 con

una frecuencia de 75.4% (Tabla 10), lo que sugiere que todos los portadores tienen al

menos un alelo 254.

Tabla 13. Frecuencia en porcentaje de los genotipos obtenidos para el marcador D3S1287

Genotipos SCA7 Controles Familiares sanos Pob. sana mestiza mexicana
(N=71) (N=74) (N=69) (N=300)

240/252 4,1 --- ---
240/254 --- --- 0,3
244/254 --- --- 0,3
246/250 1,4 --- ---
246/252 4,1 1,4 -
246/254 2,8 --- 2,9 -
248/248 --- --- 0,3
248/250 1,4
248/252 1,4 1,4 1,0
248/254 2,8 --- 4,3 0,7
250/250 2,7 14 1,0
250/252 8,1 2,9 11,7
250/254 7,0 4,1 7,2 5,7
250/256 1,4 --- 2,7
252/252 17,6 13,0 13,0
252/254 33,8 33,8 29,0 32,0
252/256 8,1 8,7 5,0
254/254 50,7 8,1 20,3 19,0
254/256 2,8 4,1 5,8 4.7
254/258 1,4 --- 2,0
256/256 0,7

N=Numero de individuos analizados. Los genotipos que estdn sombreados son los que se

presentaron en mayor frecuencia.

43




El analisis de los genotipos arrojé un gran niumero de homocigotos para el alelo 254, en la
tabla 13 se observa que mas del 50% de los portadores son homocigotos, mientras que la
frecuencia de estos para los familiares es cercana al 20% al igual que en la poblacion sana
mestiza mexicana, y solamente un 8% de los individuos controles son homocigotos
254/254. De manera similar, se identific6 que todos los individuos portadores de SCA7
heterocigotos para el marcador D3S1287, presentaron al menos un alelo 254. Por otra
parte los heterocigotos que se comparten entre todos los grupos analizados tienen un
comportamiento similar, de modo que no presentan diferencias significativas (Figura 13).

v' Marcador microsatélite D3S3635
El genotipo homocigoto 98/98 fue mas frecuente en el grupo de portadores de SCA7

(21.1%) mostrando diferencias estadisticamente significativas con el grupo de sus
familiares asi como también con el grupo de controles y la poblacion sana mestiza
mexicana (Figura 14). Mientras que el heterocigoto 98/104 present6 una frecuencia de casi
el 40% en los portadores con SCA7Y. Por otra parte aguellos genotipos que no presentan el
alelo 98 no pertenecen a los genotipos encontrados en el grupo de los portadores, de

manera que el alelo 98 es el que esta podria estar ligado a la mutacion de SCA7.

Tabla 14 Frecuencia en porcentaje de los genotipos obtenidos para el marcador
microsatélite D3S3635 en cada grupo analizado.

Genotipos SCA7 Controles | Familiares sanos Pob. sana mestiza mexicana
(N=71) (N=74) (N=69) (n=300)

92/102 1,4
94/98 0,7
94/100 0,3
94/104 0,3
96/98 0,3
96/102 0,3
96/104 0,3
96/106 0,3
98/98 21,1 4,3 10,8 6,3
98/100 16,9 2,9 54 4,7
98/102 16,9 11,6 12,2 15,7
98/104 39,4 29 18,9 8,7
98/106 4,2 1.4 4,1 1,3
98/108 1,4 0,3

100/100 2,7 3

100/102 4,3 2,7 7
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100/104 15,9 6,8 9,7
100/106 1,4 1
100/108 13
102/102 1,4 8,1 9,7
102/104 10,1 10,8 9
102/106 1,4 5
102/108 1
104/104 10,1 12,2 6
104/106 4,3 2,7 47
104/108 2,9 0,3
106/106 >
106/108 0,3
108/108 03

N=Numero de individuos analizados. Los genotipos que estan sombreados son los que se
presentaron en mayor frecuencia.

v" Marcador microsatélite D3S1228
Como se menciono anteriormente el marcador D3S1228 fue el mas polimérfico con un total

de 14 alelos (Tabla 12). Al realizar el analisis de las frecuencias genotipicas se observaron
33 genotipos diferentes (Tabla 15) y conforme a lo esperado se observé que cada genotipo
presente en el grupo de portadores con SCA7 presenté al menos un alelo 82 lo que dio
una frecuencia de individuos homocigotos para este alelo del 23.9%, mientras que dentro

de los heterocigotos el genotipo mas frecuente fue 74/82.

Como se observa en la figura 13 los genotipos 74/82, 82/82 y 82/90 presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los individuos portadores de SCA7 y los

grupos restantes analizados.

Tabla 15. Frecuencia en porcentaje de los genotipos obtenidos para el marcador D351228

Genotipos SCiA 7 Conzroles Familiar_es sanos Pob. sana me;'stiza mexicana
(N=71) (N=74) (N=69) (N=300)

68/74 1,4

70/78 0,3
72/72 0,3
74/74 13 24,3 15,3
74176 0,3
74/78 1,4

74/80 3,3
74/82 40,8 21,7 14,9 24,3
74/84 2,9 2,7 3,7
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74/88 7,2 --- 1,7
74/90 --- 30,4 18,9 19,3
74/94 --- --- 0,3
76/76 --- --- 0,3
76/82 2,8 --- 1,4 0,7
78/78 --- --- 0,3
78/82 --- --- 0,3
78/84 --- --- 0,3
80/80 --- --- 0,3
80/82 --- --- 0,3
80/90 --- 1,4 0,3
82/82 23,9 7,2 6,8 7,7
82/84 14 1,4 1,4 0,3
82/86 2,8 2,9 --- ---

82/88 5,6 --- 1,4 ---

82/90 22,5 7,2 16,2 9,7
82/92 --- --- 0,3
84/84 --- --- 0,3
84/88 --- --- 0,3
84/90 --- --- 2,3
86/90 --- 1,4 1

88/88 --- --- 0,3
88/90 1,4 --- 0,3
90/90 --- 2,9 8,1 53

N=Numero de individuos analizados. Los genotipos que estan sombreados son los que se

presentaron en mayor frecuencia.
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Figura 15. Distribucion genotipica obtenida para cada marcador microsatélite. Se muestran
las diferencias significativas (***= p <0.0001) obtenidas para los genotipos.
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8.5 Frecuencias alélicas y genotipicas del marcador rs377429

El marcador rs377429 es un polimorfismo bi-alélico, el cual presenta la sustituciéon de una
Adenina por una Guanina en la posicion 3145 del gen ATXN7, el alelo con mayor
frecuencia en el grupo de los portadores es el correspondiente al que presenta una
Adenina (alelo A), el cual presenta casi un 65%, mientras que en sus familiares solamente
estd cercanamente a un 35%, es decir, aunque compartan caracteristicas genéticas, la
frecuencia de este alelo no es similar (Tabla 16). En cambio, la frecuencia de los familiares
es similar con la frecuencia de los grupos control y poblacion sana mestiza mexicana, por
lo que no hay diferencias significativas entre ellos, pero si las hay entre los portadores de

SCA7 y estos tres grupos (Figura 16).

Tabla 16. Frecuencia en porcentaje de los alelos y genotipos para el polimorfismo rs377429

Frecuencias alélicas rs377429
Alelo SCA7 Controles Familiares sanos Pob. sana mestiza mexicana
(n=142) (n=148) (n=138) (n=600)
A345(Br) 64,8 29,2 34,8 29,7
G¥43(A%) 35,2 70,8 65,2 70,3
Frecuencias genotipicas rs377429
Genotipo SC_A 7 Coniroles Familiar_es sanos Pob. sana m?stiza mexicana
(N=71) (N=74) (N=69) (n=300)
AA 29,6 54 14,5 9
AG 70,4 48,6 40,6 40,3
GG 0 45,9 44,9 50,7

n=Namero de cromosomas analizados. El nimero de individuos analizados es igual a N=n/2
*Nomenclatura dada por Stevanin y colaboradores. *’

Debido a que el polimorfismo es bi-alélico el maximo de genotipos encontrados son tres
(Tabla 16). En el grupo de los portadores no encontramos el genotipo GG, pero si casi un
30% del homocigoto AA y un 70% del heterocigoto AG, lo que probablemente esté
indicando que el alelo A es el que podria estar ligado a la mutacion. Por el contrario, el
genotipo GG se presenta casi en un 50% en controles, familiares y poblacion sana mestiza

mexicana, permaneciendo ausente en los individuos portadores de SCA?Y.
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Figura 16. Distribucion alélica y genotipica del Polimorfismo rs377429. Se muestran las
diferencias significativas (***= p <0.0001) obtenidas para los alelos (izquierda) y genotipos

(derecha) correspondiente al marcador entre el grupo de portadores con SCA7 y los grupos
controles.

8.6 Haplotipo comun en los portadores con SCA7

Como hemos visto para cada uno de los polimorfismos estudiados, el comportamiento del
grupo de los portadores de SCA7 es diferente en comparacion con sus propios familiares,
de hecho el comportamiento de los familiares es similar al grupo control que son individuos
sanos no relacionados pero que representan de alguna manera a la poblacion donde se
encontraron mas casos de SCA7, aunado a esto el comportamiento del grupo de controles
es muy parecida al del grupo de poblacion sana mestizo mexicana, por lo que en estos tres
altimos grupos no existen diferencias estadisticamente significativas, en la tabla 17 se
resumen las diferencias encontradas en cada alelo ligado a la mutacion asi como en los

genotipos homocigotos a dicho alelo o los genotipos heterocigotos que contienen ese alelo.
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Tabla 17. Diferencias estadisticamente significativas entre el grupo portador de SCA7 y los
grupos controles.

AIeI_o/ SCA 7 | Controles p Fasr,r;irI]is;es = Pr?w%gﬁiga p
Genotipos | (N=71) (N=74) (N=69) meilcana
(N=300)
rs3774729
A 92 44 48 175
AlA 21 4 10 * 27
A|G 50 36 * 28 ek 121 ok
G|G 0 34 31 152
D3S1287
254 107 43 62 ok 251
254|254 36 6 ok 14 b 57 ok
254| X 35 31 NS 34 NS 137 NS
X |X 0 37 21 106
D3S3635
98 86 46 37 ok 133
98| 98 15 8 NS 3 *k 19
98| X 56 30 31 95
X | X 0 36 35 o 186
D3S1228
82 88 36 33 154
82|82 17 5 x* 5 x* 23
82| X 54 26 23 108
X | X 0 43 41 169

n=Namero de cromosomas analizados utilizados para la determinacion de la frecuencia alélica. El
namero de individuos analizados es igual a N=n/2 utilizados para la determinacion de la frecuencia
genotipica. * = p < 0.05; **= p <0.01; ***= p <0.001

Las frecuencias de los alelos A, 254, 98 y 82 correspondientes a los polimorfismos
rs377429, D3S1287, D3S3635 y D3S1228 respectivamente, son mayores al 50% dentro
del grupo de los portadores con SCA7 cuando se analizan de manera independiente, lo
significa que todos los portadores presentan al menos un alelo de los antes mencionados.
Por lo tanto, se identificé la presencia de un haplotipo comun para todos los portadores de

SCA7 (haplotipo A-254-98-82). Es relevante mencionar que este haplotipo solamente esta
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presente en un 7% en los familiares sanos, mientras que en los controles y en la poblacion

sana mestiza mexicana se encuentra en un 5% y 6%, respectivamente (Figura 15).

7%

93%

Portadores de SCA7 (N=71) Controles (N=74)
5% 6%
95% 94%
Familiares sanos (N=69) Poblaciéon sana mestizo mexicana (N=300)

= Haplotipo A - 254 - 98 - 82 Otros haplotipos

Figura 17. Frecuencia en porcentaje del haplotipo A-254-98-82

Los marcadores microsatélites utilizados en este estudio no tienen mas de 15 alelos, y
solamente algunos de estos alelos presentan una frecuencia mayor al 5%. Por lo que el
porcentaje del haplotipo comin de SCA7 encontrado en individuos sanos como es el caso
de los familiares, del grupo control y de la poblacion sana mestiza mexicana, se debe a
gue la probabilidad de coincidencia al azar es de 2.89E-3, lo que significa que por cada
346 individuos 1 presenta el haplotipo comin de SCA7. Para corroborar que los alelos que
conforman el este haplotipo comun de SCA7 si estan ligados a la mutacion se calculd el
desequilibrio de ligamiento para estos marcadores con la expansion anormal del
trinucledtido CAG en SCAY.
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Tabla 18. Desequilibrio de Ligamiento.

rs3774729 | D3S1287 | D3S1228 | D3S3635
A 254 82 98
SCA7 * * * *
*=P<0.05

8.7 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada una de las poblaciones
estudiadas, mediante las diferencias significativas entre los genotipos observados y los que
se deberian esperar de acuerdo a las frecuencias obtenidas. En la tabla 19 se observa que
solamente los grupos que presentan diferencias estadisticamente significativas son los
portadores y la poblacién sana mestiza mexicana, lo que significa que se encuentran en
desequilibrio con la ley de Hardy-Weinberg. Al analizar el indice Fis se determiné que
existe un exceso de heterocigotos en los portadores de SCA7 y un ligero exceso de

homocigotos para la poblacién sana mestiza mexicana.

Tabla 19. Caracteristicas de variabilidad genética por marcador polimoérfico.

Grupo Marcador Ho He HW (p) Fis
D351228 0.76 0.56 **

Portadores |D3S3635 0.78 0.58 i 0.32
de SCA7 |D3S1287 0.49 0.40 NS '
SNP 0.70 0.45 *hk
D351228 0.60 0.68 NS
D3S3635 0.66 0.74 NS
Controles
D351287 0.65 0.66 NS
SNP 0.48 0.42 NS
D3S1228 0,76 0,69 NS

Familiares D3S3635 0,84 0,72 NS
sanos D351287 0,65 0,66 NS
SNP 0,4 0,45 NS
D351228 0.69 0.71 *kk
Poblacion | p3s3635 0.73 0.78 *x
sana mestiza " 0.04
mexicana | D3S1287 0.66 0.66
SNP 0.40 0.41 NS

He: Heterocigosidad esperada, Ho; Heterocigosidad observada. * = p < 0.05; **= p <0.01; **=p
<0.001
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9. Discusion

La SCA7 es una enfermedad neurodegenerativa de herencia autosomica dominante, por lo
gue la probabilidad de transmision a los descendientes de primer grado es del 50% vy el
simple hecho de presentar un solo alelo mutado repercute en el desarrollo de dicha
patologia. Clinicamente es una patologia de rapida evolucién, es decir, puede llevar a los
pacientes a perder sus funciones motoras con un alto grado de discapacidad, llevandolos
primero a la necesidad de usar una silla de ruedas y posteriormente llevar

irremediablemente a la muerte del paciente.

A pesar de que a lo largo del mundo existen pocos casos registrados con esta patologia,
se han reportado casos en donde se tiene una alta prevalencia de SCA7, como es el caso
de los paises nérdicos principalmente Suecia y Finlandia, Sudafrica y recientemente se ha
reportado un alto nimero de pacientes en nuestro pais, especificamente en el Estado de

Veracruz®%4®

Los hallazgos de pacientes con SCA7 en México se reduce a 2 reportes; en un estudio
inicial en el afio 2007 se analizaron diversos pacientes con caracteristicas clinicas de
ataxias espinocerebelosas autosémico dominante en un centro de referencia a nivel
nacional, el cual reportdé que entre las cinco ataxias mas comunes en el territorio mexicano
se encontraba la SCA7, pero ocupando el cuarto lugar con un porcentaje de 7.4% en 108
individuos analizados, muy por debajo de SCA2 que se encontré en el primer lugar con
cerca del 50% de los casos. Sin embargo en el afio 2013, se identific6 una alta prevalencia
de SCA7 en el Sureste del pais, identificando alrededor de 71 casos confirmados con un
diagnodstico positivo. Este namero supera por mucho, a los individuos identificados con
SCAZ2 reportados por Alonso y colaboradores, en el afio 2007. Estas inconsistencias
pueden ser explicadas debido a que el primer estudio se realiz6 en un centro de referencia
a nivel central, lo que indicaria que no es representativo de todo nuestro pais, por lo que la
variabilidad de la presencia de los diversos tipos de SCA podria variar entre las diversas
regiones de México. Esto es importante, ya que en un momento dado seria fundamental
analizar la frecuencia de los diversos tipos de SCA en diferentes regiones geograficas de
México, para tener una mejor vision de la frecuencia de estas enfermedades en nuestro
territorio nacional. Por lo que respecta al hallazgo de un gran nimero de pacientes con

SCA7 en la zona central de Veracruz, es importante conocer cual es el fenémeno que
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propicio la alta prevalencia en esta region, y los riesgos que pudieran tener los habitantes

de esta zona geografica.
9.1 Efecto fundador

Especificamente, en el presente trabajo se analizaron individuos que presentaron un
diagndstico molecular positivo para SCA7 (grupo de portadores de SCA7), reclutados de
cuatro comunidades aledafias en el sureste del estado de Veracruz, las cuales son Xalapa
gue es la capital del estado de Veracruz, Tuzamapan, Tlaltetela y Cosautlan, estas
comunidades abarcan no mas de 1,200 km? (Figura 18), siendo Tlaltetela la regién donde
se presentaron el mayor nimero de casos de SCA7 (N=37), con una prevalencia de 817
individuos por cada 100,000 habitantes, lo que significa que es la regién con mayor

prevalencia a nivel mundial.*

Tuza’maan

Cosautl.“ A
. . Tlaltetel;

Figura 18. Zona Geogréafica de las diferentes comunidades con portadores de SCA7.

La aparicién de un alto nimero de casos de SCA7 en una regién tan pequefia nos llevé a
plantear la hipétesis del origen de la mutacidon en esta zona del pais. El primer paso fue
identificar si todos los pacientes se encontraban de alguna manera relacionados entre si.
Al realizar un estudio genealégico de los 54 individuos que ya presentaban las
caracteristicas clinicas de SCA7 y 17 individuos asintomaticos, se encontrd6 que la
mutacion de SCA7 estaba presente en un total de ocho familias independientes, por lo que
el simple hecho de un efecto de consanguinidad podria descartarse como el Unico efecto
gue propicié el desarrollo de SCA7, aunque no se descarta que efectos de consanguinidad

contribuyeran de manera parcial a la alta frecuencia en esta region. De acuerdo con lo
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reportado por Magafia y colaboradores® las genealogias analizadas muestran un maximo
de 7 generaciones con SCA7 (Figura 19), lo que sugiere que el origen de esta patologia
podria haberse iniciado aproximadamente 140 afios atras, lo cual puede estar relacionado
con las fundaciones de estas poblaciones.

(a) SCAT7 families

Family # 1

“oem "R . ey . . T )

v e

Family # 2 Family # 3 Family # 4 Family # 5 Family # 6 Family #7 Family # 8

Figura 19. Pedigrees de las familias con SCA7. Se muestran ocho familias
correspondientes al estado de Veracruz. La familia 1 es originaria de Tlaltetela y fue la que mas
miembros tiene y la que se pudo obtener un rastreo de siete generaciones, las familias de la 2 a la
8 no se encontraron relacién alguna con la familia 1. *

Histéricamente se sabe que antes de 1900 ya existian diversas rancherias posiblemente
dirigidas por cacigues, donde probablemente algunos pudieron ser Europeos, los
trabajadores eran individuos nativos americanos originarios de esta zona y que pronto
fueron poblando la regién y organizadndose en comunidades. Por ejemplo, la comunidad
con la mayor frecuencia de portadores de SCA7 reportada a nivel mundial “Tlaltetela” fue
fundada en 1919,”® poco a poco fue albergando individuos de las rancherias adyacentes,
algunos habitantes de la congregacion de Limones que pertenece al municipio de
Cosautlan, llegaron unos cuantos afios después de la fundacion de la comunidad, y en la
actualidad son poblaciones que coinciden con la presencia de pacientes afectados por la
SCA7. Todos estos hechos nos muestran que el inicio de la enfermedad podria tener un

origen comun, lo que sugeriria un efecto fundador.
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9.2 Haplotipo comun para portadores de SCA7

Los marcadores tipo microsatélite y el marcador tipo SNP utilizados en este trabajo estan
segregando junto con la mutacién de SCA7, es decir, cuando se presente la expansion
anormal de trinucle6tido CAG dentro del gen ATXN7, un alelo especifico de cada marcador
va estar en el cromosoma que porte tal mutacion, permitiéndonos poder determinar un
origen comun. Por lo que en todos los portadores de SCA7 se encontrd un alelo especifico
para cada marcador (alelo A —marcador rs3774729; alelo 254- marcador D3S1287; alelo
98- marcador D3S3635; alelo 82- marcador D3S1228), presentando diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con los otros tres grupos de estudio (Tabla
17).

Analizar a la poblacién sana mestiza mexicana da validez externa al estudio realizado, ya
gue en ella podemos ver la distribucion de los alelos y ver un reflejo de la diversidad
genética en la poblacion, ademas podemos observar si los alelos tienen o no un porcentaje
similar al que presentan los portadores de SCA7, de esta manera podemos determinar si
estos alelos son caracteristicos de la poblacion sana mestiza mexicana o se encuentran
asociados a la patologia. De manera directa, nuestro grupo de controles comprendié a
individuos sanos no relacionados entre si y no relacionados con individuos que presenten
la patologia, y que ademas viven en la regiébn geografica donde se ha localizado la
aparicién de esta enfermedad (comunidad de Tlaltetela), por lo que su comparacion nos
lleva a tener un acercamiento de la distribucién de los alelos de los marcadores utilizados
en la zona donde se presentan los casos de SCA7. Finalmente, el grupo de los familiares
nos da informacion importante pues aunque son familiares directos, las frecuencias alélicas
y genotipicas presentan una distribucién diferente, lo que nos indica que realmente el alelo
de cada marcador presente en el grupo de portadores de SCA7, es el alelo que se esta
segregando junto con la mutacion y que la region cercana al locus de ATXN7 esta en
desequilibrio de ligamiento.

Para comprobarlo, al analizar la conformacion del haplotipo para los 4 marcadores
utilizados encontramos que el haplotipo A-254-98-82 se present6é en todos los individuos
portadores de la mutacién para SCA7 (100%) (Figura 17 y 20), mientras que sélo se
presentd en un 5% en el grupo control y de manera similar en un 6% en el grupo de
poblacién sana mestiza mexicana como en un 7% en el grupo de familiares sanos. Estas

diferencias entre el grupo de portadores de SCA7 y los otros grupos hacen suponer que
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este haplotipo esta ligado a la mutacion, sin embargo la presencia de este haplotipo en un
muy bajo porcentaje en los otros grupos de estudio se explica debido a que los 4
marcadores analizados no son tan polimérficos en nuestra poblacidén, ya que para el
marcador D3S1287 encontramos sélo 9 alelos, asi como 14 alelos para el marcador
D3S1228 y 10 alelos para el marcador D3S3635, mientras que el marcador rs377429 por
su naturaleza bi-alélica s6lo puede presentarse 2 alelos (alelo A y G). La probabilidad de
que este haplotipo aparezca en la poblacién general es de 2.89 x 10, lo que se traduce
que 1 de cada 346 individuos concordara con el haplotipo comuan. Por lo tanto, la presencia
del mismo haplotipo ligado a la mutacion, puede aparecer en un muy bajo nivel en la
poblacidén sana, sin la obligacién de que se encuentre asociada a la mutacion, por lo que
estos marcadores nos ayudaron a determinar si la poblacion en estudio presenta un origen

comun, pero jamas podré ser utilizado como un método diagndstico.

Es relevante mencionar que al determinar el desequilibrio de ligamiento por cada marcador
se encontré que los alelos que conforman el haplotipo mencionado presentan un fuerte
desequilibrio con la mutacién (p<0.05). De acuerdo a todos estos datos podemos inferir
gue todos los individuos positivos para SCA7, a pesar de estar conformados en diversas
familias tienen un origen comudn, por lo que se puede sugerir fuertemente un efecto

fundador para la mutacion de SCA7 en el sureste de México.

Ademas de los factores genéticos estudiados en este trabajo, la clara presencia del efecto
fundador puede explicarse también por las condiciones geogréficas y culturales de estas
poblaciones. Las cuatro comunidades estan situadas en regiones montafiosas
especificamente en las estribaciones de la Sierra Madre Oriental, lo cual hace que sea una
zona aislada y de dificil acceso. Esto explicaria la movilidad de individuos portadores de la
mutacion dentro de esta misma region. Por otro lado los aspectos culturales como

matrimonios consanguineos pudieron haber incrementado la presencia de esta patologia.

En la literatura encontramos que SCAY tiene diferentes origenes, en donde se observa que
para un mismo marcador tenemos alelos diferentes que segregan junto con la mutacion
dependiendo principalmente de la zona geografica, aunque en este trabajo se utilizaron los
marcadores mencionados en la tabla 5, (rs377429-D3S1287-D3S3635-D3S1228) no
podemos comparar los alelos reportados con otras poblaciones al menos para los
marcadores microsatélite, pues las técnicas utilizadas en ese entonces no eran tan

especificas como lo son ahora.
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9.3 Determinacion del origen de la expansion parenteral

Por otro lado, el uso de los marcadores moleculares fue importante para discernir en un
caso especifico el origen parental de la mutacion. En este caso particular, se identificé un
infante de 11 afios de edad con 72 repetidos CAG, siendo este los casos méas graves de
los pacientes con SCA7 analizados hasta el momento dentro del estado de Veracruz. Al
ser una expansion muy grande, era necesario conocer de quién habia heredado la
patologia; al analizar a los padres, se identific6 que ambos eran positivos para la mutacion
(& con 40 repetidos CAG; @ con 38 repetidos CAG) (Figura 20), por lo que ahora era
importante conocer la via parental de inestabilidad.

Para determinar si el alelo mutado era heredado por la madre o por el padre, se realiz6 el
seguimiento a través del uso de los marcadores genéticos estudiados en este trabajo.
Conforme a su haplotipo se determind que la expansion fue heredada por parte del padre a
la hija, donde se hace evidente la presencia del fendbmeno de anticipacion genética
caracteristico de SCA7, aumentando 32 unidades de repetidos, mientras que en el caso de
los dos hijos restantes (también positivos para la mutacion) el alelo mutado es heredado
por parte de la madre, sin embargo la herencia de la madre al hijo no presenta
inestabilidad, es decir se conserva el nimero de repetidos, mientras que en la hija se ve
una pequeiia inestabilidad de 1 repetido, por lo que podemos concluir que en este caso la

mayor inestabilidad presentada fue transmitida por via paternal, como se reporta en varias

SCAT 10 38 10 | 40
A G A
254 254| 254
82 a0 82
o8 1i04| 98

enfermedades poliglutaminicas.

rs3774729 G
D351287 254
D351228 82
D353635 104

SCAT 10 10 (38 10
rs3774729 G A G n G A
D351287 25a| 254 254| 254 254| 254
D351228 a0 82 a2 82 82 82
D353635 104| a8 104| a8 104| as
Figura 20. Pedigree de la familia con el individuo de mayor niumero de repetidos. Los dos
padres son portadores de la mutacion de SCA7, sin embargo la mama de 36 afios de edad alun no

presenta sintomatologia en cambio el papa de 37 afos ya tiene una historia clinica, la segunda hija
tiene 72 repetidos CAG.
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9.4  Andlisis poblacional

De acuerdo con el principio del equilibrio de Hardy-Weinberg, el grupo control y los
familiares sanos estan en equilibrio, pues las frecuencias observadas son similares a las
esperadas. Sin embargo en el grupo de pacientes vemos que no esta en equilibrio pues
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las frecuencias observadas y las
esperadas (Tabla 18). El parametro de Fs para los portadores de SCA7 da un valor de
-0.32 representando un gran namero de heterocigotos, al observar los genotipos de los
marcadores (Figura 15) vemos que en efecto si hay mas heterocigotos en el grupo de
portadores para los marcadores D3S1228 y D3S3635, este resultado también nos resalta
un claro efecto fundador, pues conjuntando los datos historicos y genéticos, se sugiere que
la poblacion migrante que llego estas regiones se mezclé con los individuos nativos de
estas comunidades, y que por lo visto las dos poblaciones eran endogamicas por lo que al
mezclarse dio como resultado muchos heterocigotos pues solamente se segregaban los
alelos mas comunes en ambas poblaciones. Por lo que el incumplimiento de una poblacion
con el principio de Hardy-Weinberg, nos refleja que la poblacién pudo haber sufrido un
efecto de alguna o algunas fuerzas evolutivas tal como la migracion, mutacion, expansion o

reduccién de la poblacion. *°

Por otra parte el desequilibrio de Hardy-Weinberg que se presenta en la poblacién mestiza
mexicana es relevante y puede ser explicado por la estratificacion poblacional que
presenta México, por lo que la gran mayoria de los marcadores polimoérficos se encuentran

en desequilibrio con el principio de Hardy-Weinberg.”

9.5 Origen de la mutacion

Aunque en la literatura ya existan haplotipos reportados para SCA7 en diferentes zonas
geograficas, la comparacion con el haplotipo encontrado en la poblacion mexicana no es
exitosa, pues las técnicas utilizadas varian en la especificidad, no obstante, podemos
comprar solamente el polimorfismo rs377429, que el grupo liderado por Stevanin fue el
primero en reportarlo, de acuerdo con el reporte, se indica que de todas las familias
analizadas solamente aquellas de origen francés presentan el alelo A (de acuerdo a su
nomenclatura de Stevanin es alelo B)*’, que en nuestra poblacién fue el que segregé con
la mutacién de SCA7, por lo que se sugiere que una posibilidad de la presencia de la
mutacion en nuestra poblacion pudo haber migrado de Francia a nuestro pais, sin

embargo, para comprobar esto se necesita determinar la ancestria de los portadores de
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SCA7 por medio de haplotipos de marcadores neutros como es el caso de marcadores
microsatélites presentes en el cromosoma Y, pues sabemos que son uniparentales y que
por medio de estos marcadores podemos determinar el haplogrupo ancestral de los
portadores de SCA7.

10. Conclusiones

El haplotipo A-254-98-82 fue comun para todos los portadores con SCA7 estando presente
en un 100% de los individuos con la mutacién, a diferencia de los otros grupos estudiados,

donde la frecuencia de este haplotipo es muy baja.

El haplotipo A-254-98-82 se encuentra ligado a la presencia de la expansion anormal de

repetidos CAG en el gen ATXN7 en la poblacién analizada.

La presencia de la baja frecuencia del haplotipo A-254-82-98 en la poblacion Mexicana
sana se debe a la alta Probabilidad de coincidencia al azar (PIC), debido al bajo poder
polimorfico de los marcadores analizados.

Los individuos portadores de SCA7 en la region central del estado de Veracruz tienen un

origen comun, por lo tanto la mutacién fue originada por un “efecto fundador”.

El uso de los marcadores polimérficos ligados a la mutacibn de SCA7 son Utiles para
determinar la transmision parental en los casos donde los dos padres sean portadores de

la expansion anormal.

El alelo A del polimorfismo rs377429 es frecuente en las familias de origen francés lo que
podria sugerir que la mutacion fundadora que encontramos en México posiblemente llego

debido a una migracion.
11. Perspectivas

Determinar la ancestria de los portadores con SCA7, mediante un analisis con marcadores

uniparentales como aquellos microsatélites localizados en el cromosoma Y.

Segquir identificando individuos asintomaticos, para ayudar en la toma oportuna de
decisiones médicas sobre su tratamiento, el asesoramiento genético y la ayuda

psicoldgica.

Mejorar el plan de rehabilitacion en cada una de las comunidades afectadas.
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