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l. Resumen

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es un padecimiento neuroldégico progresivo e
incurable que clinicamente se caracteriza por la falta de coordinacion de los
movimientos y la degeneracidn progresiva de la retina que conlleva a ceguera, siendo
éste ultimo un signo que la distingue del resto de las ataxias. Esta enfermedad es
resultado de la expansidon de trinucleétidos repetidos CAG en el gen ATXN7 y se

hereda con un patron autosbmico dominante.

La prevalencia de este padecimiento es baja, generalmente menor a un caso en un
millon de habitantes. No obstante, existe una gran variabilidad en la frecuencia de esta
enfermedad entre regiones geograficas; hay paises en los cuales no se han descrito
casos de SCA7 y otros en donde esta enfermedad representa hasta el 20.5% de los
casos de SCAs, cuya frecuencia en conjunto es de 0.3 a 2 casos en 100 000

habitantes.

Un estudio previo realizado en poblacién mexicana mostré que la SCA7 es la cuarta
ataxia autosdmico dominante mas frecuente en nuestra poblacién al representar el
7.4% de los casos. Resalta el hecho de que la gran mayoria de las familias con SCA7

provienen de una misma region geografica localizada al centro del estado de Veracruz.

La alta incidencia de casos de una enfermedad hereditaria restringida a una region
geografica puede ser debida a fendmenos de la genética de poblaciones, tales como
los efectos de fundador, los cuales implican que un individuo o un grupo muy pequefio
de individuos dio origen a toda una poblacion. Es por ello que el presente trabajo tuvo
por objetivo evaluar un posible efecto de fundador en 20 familias con SCA7
provenientes del estado de Veracruz.

Para lograr estos fines, se colecté una muestra de 181 individuos que padecen o tienen
riesgo de desarrollar SCA7, asi como un grupo control de 150 individuos proveniente de
la misma region geografica que los pacientes y un segundo grupo control de 150

individuos proveniente de la Ciudad de México y la zona metropolitana.
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Previo consentimiento informado se realizé una toma de muestra de sangre periférica a
cada individuo, a partir de la cual se extrajo el DNA gendmico. Se realizé el diagndstico
molecular de SCA7 mediante PCR-autorradiografia y posteriormente, para comprobar
el efecto de fundador en aquellos individuos portadores de la mutacion, se realiz6 el
analisis de 4 marcadores moleculares tipo microsatélite y un polimorfismo de un solo
nucleotido que flanquean la region de repetidos CAG. La mutacion causante de SCA7
estuvo presente en 90 individuos. De manera interesante, todos los portadores de la
mutacién presentaron también los mismos alelos en cada uno de los marcadores

moleculares analizados, confirmando asi la presencia de un efecto de fundador.

Con el fin de conocer el origen ancestral de la region que comprende la mutacion, se
realizd un analisis de ancestria local en una familia nuclear (padre, madre e hija). Los
resultados mostraron un componente indigena alto, tanto del genoma completo como
del cromosoma 3, en el cual se encuentra el gen ATXN7. Sin embargo, la region
especifica en la cual se localiza la mutacion se encontré en un segmento con ancestria
europea. El analisis de componentes principales mostré que dicho segmento presenta
una alta similitud con la poblacién finlandesa, en la cual ha sido reportado un efecto de
fundador para SCA7.

En conclusién, la alta frecuencia de casos de SCA7 en el estado de Veracruz es
explicada por un efecto de fundador. Se sugiere que dicho efecto de fundador tiene un

origen europeo y muestra una mayor similitud con la poblacion finlandesa.
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Il. Introduccion

2.1 Ataxias

Las ataxias son un conjunto de padecimientos clinica, patologica y genéticamente
heterogéneos, todos ellos caracterizados por una falta de coordinacion de los

movimientos o ataxia (del griego a- “sin” y taxia- “orden”).

Actualmente se estima que existen al menos 50 ataxias distintas, cada una con una
causa molecular o genética diferente. La prevalencia global de estos padecimientos es
de 15 a 20 individuos por cada 100 000 habitantes, y con base en su etiologia se
pueden clasificar en tres tipos: ataxias adquiridas, ataxias esporadicas y ataxias

hereditarias.

Las ataxias adquiridas pueden deberse a causas exogenas o enddgenas no genéticas,
tales como el alcoholismo, el consumo de drogas, la exposicion a metales pesados, la

deficiencia crénica de vitaminas, traumatismos, eventos vasculares o infecciones. 1.2

Las ataxias esporadicas incluyen aquellas en las cuales no existe una causa genética
conocida ni una causa adquirida. Estas incluyen a la atrofia sistémica multiple (MSA-C)

y ataxias esporadicas de inicio en la edad adulta distintas a MSA-C (SAOAs)."?

Las ataxias hereditarias incluyen aquellas con un patron de herencia autosémico
dominante, autosdmico recesivo o ligado al cromosoma X. La prevalencia de este tipo
de ataxias ha sido estimada como menor a 6 en 100 000 habitantes, pero cabe
destacar que existe una gran variabilidad entre grupos étnicos o regiones geograficas,
como ejemplo, en Portugal la prevalencia de las ataxias hereditarias es de 7.9:100 000,

mientras que en Honshu, Japén es de 22:100 000.*

Las ataxias hereditarias autosomico dominantes incluyen a las ataxias
espinocerebelosas (SCAs) y a las ataxias episodicas (EAs). A diferencia de las SCAs,
en las EAs los sintomas se presentan como episodios recurrentes de ataxia
acompafnados de migrafia, nduseas y vértigo, ademas generalmente presentan buena

respuesta a farmacos. °
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2.1.1 Ataxias espinocerebelosas (SCAs)

Las SCAs son un conjunto de padecimientos neurolégicos caracterizados por una
ataxia progresiva e incurable, se presentan generalmente durante la tercera o cuarta
década de la vida y son el resultado de una atrofia del cerebelo y del tallo cerebral
principalmente, no obstante, otras regiones cerebrales pueden ser afectadas también

generando toda una gama de fenotipos.®
Estos padecimientos pueden deberse a tres tipos de mutaciones distintas:

> Expansion de trinucleétidos repetidos CAG codificantes de poliglutaminas (poliQ).
> Expansion de secuencias repetidas en regiones no codificantes.
> Mutaciones convencionales (deleciones, inserciones, mutaciones de sentido

erréneo o sin sentido).”

El comité de nomenclatura de los genes (HGNC) ha nombrado a estos padecimientos
como SCAs seguidos de un numero que denota un locus asociado a cada ataxia en el
orden en que éstos han sido identificados,

existiendo actualmente desde la SCA1 hasta

la SCA36.%°

La prevalencia de las SCAs Vvaria
notablemente entre poblaciones, pero se ha
estimado de 0.3 a 2 por cada 100 000
habitantes de manera global. En Europa esta
cifra aumenta a 3 individuos por cada 100
000." Distintos paises han estimado su
prevalencia, describiendo por cada 100 000
habitantes: 5.5 individuos en Portugal,” 2.8 a
3.8 en Holanda,? 3.7 en Singapur,™ 3.2 en
el oeste de Noruega, 2.4 en ltalia,’ 2 en el ,

Figura 1. Distribucion de las ataxias a nivel

'y 1.6 en Cantabria, Espafia.’®  mundial. Prevalecen las SCAs causadas por

poliglutaminas. La SCA3 es la mas frecuente,

seguida de la SCA2, la t§:1ual es la mas frecuente
en poblacién mexicana.”™ 4

sur de Brasi



La SCA mas frecuente a nivel mundial es la SCA3, seguida de la SCA2, en tercer lugar

se encuentra la SCA1 mientras que la SCA7 ocupa la cuarta posicion (Figura1).

En México, un estudio sobre la distribucion de las ataxias mostré que en una cohorte de
108 familias (558 individuos) con ataxia autosdomico dominante, la SCA2 es la mas
frecuente (45.4% de los casos), seguida de la SCA10 (13.9%), en tercer lugar se
encontro la SCA3 (12%), mientras que la SCA7 ocupo el cuarto lugar (7.4%) vy la
SCA17 el quinto (2.8%). En este estudio no se encontraron mutaciones causantes de
SCA1, SCA6, SCA8, SCA12, ni DRLPA y en el 18.5% de los casos no se identificé la

causa.'’

De manera interesante, sobresale el hecho de que las familias con SCA7 provenian de
una misma region geografica, lo cual era sugestivo de un efecto de fundador y cuyo

estudio se amplia y desarrolla en este trabajo.

2.2 Ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7)

La ataxia espinocerebelosa tipo 7, antes llamada ataxia cerebelosa autosémico
dominante tipo Il (ADCA 1), es la unica ataxia hereditaria que ademas de cursar con

ataxia presenta una degeneracion progresiva de la retina que conlleva a ceguera.

Este padecimiento fue descrito clinicamente por Froment en 1937, sin embargo su

etiologia fue descubierta sesenta afios después.'®

2.2.1 El gen ATXN7

En 1997 David y colaboradores estudiaron dos familias con caracteristicas fenotipicas
similares, una originaria de Brasil y otra del Reino Unido; ambas presentaban ataxia
cerebelosa, degeneracidén progresiva de la retina y un patrén de herencia autosémico
dominante."® El analisis de ligamiento en estas familias, confirmé que se trataba de una

misma entidad: ADCA Il. Ellos mostraron evidencias de ligamiento a una region de 5cM
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en 3p13-p12 y por clonacion posicional identificaron el gen responsable de la ataxia

espinocerebelosa tipo 7, el gen ATXN7.%

El gen ATXN7 esta compuesto por 138 906 pb, contiene 18 exones y a partir de él se
generan 15 transcritos, de los cuales 8 codifican para proteinas. La mas importante de
estas proteinas es la ataxina-7, la cual es una proteina constituida por 892 aminoacidos

y que se forma a partir de un transcrito que contiene 13 exones. (véase Figura 2).

El codon de inicio de la traduccion se encuentra en la posicion 12 del exdn 3 y la region
codificante se extiende hasta los primeros 5 codones del exén 13. En el exén 3 de este
transcrito se localiza una region de repetidos de CAG que codifican para una secuencia
de poliglutaminas, empezando en el codén 30.2" La ataxia espinocerebelosa tipo 7 es

resultado de la expansion de esta secuencia de repetidos CAG."°

ATXN7

Figura 2. Del gen ATXN?7 a la ataxina-7. La figura muestra el locus del gen ATXN7, a partir del cual se
genera un transcrito de 13 exones que al traducirse da origen a una proteina de 892aa, la ataxina-7.
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El ndmero de repetidos CAG varia naturalmente a manera de polimorfismo, cada
individuo posee un par de alelos con un numero de repetidos CAG que se conservara
invariable a lo largo de la vida. En individuos sanos el numero de repetidos va de 4 a

27, de los cuales el alelo mas frecuente es de 10 repetidos, seguido del alelo de 12.1%%2

El intervalo de 28 a 35 repetidos corresponde a un rango intermedio o de riesgo, en el
cual el individuo no presentara la enfermedad pero es proclive a generar mutaciones de
Novo en su progenie; ante este fendmeno se ha sugerido que secuencias de repetidos
de estas longitudes son especialmente inestables durante la meiosis, por lo cual
pueden expandirse de una generacion a otra, sin embargo se desconoce el mecanismo
especifico por el cual ocurre dicha expansion. Como resultado de la expansiéon la

progenie puede presentar alelos con un tamario patogénico. '%??

Figura 3. Clasificacion del numero de repetidos CAG.

La red europea de la calidad en genética molecular (EMQN), ha determinado estos rangos
basados en evidencia a nivel mundial sobre el inicio de la SCA7, de acuerdo con ello el nimero de
repetidos CAG minimo para que se presente la enfermedad es de 36, sin embargo algunos
autores se refieren a los alelos de 34-35 repetidos como alelos de penetrancia incompleta.

El intervalo patogénico contempla 36 o mas repetidos; el alelo mas grande identificado

consta en 460 repetidos CAG.?>%®

En el afio de 2003 se identificd una de las variantes de corte y empalme en ATXN7 que
difiere en los exones 12 y 13 y genera una proteina de 945 aa, a este producto proteico
se le denominé ataxina-7b, designando entonces ataxina-7a a la estructura canodnica, la
cual es también por mucho, la mas abundante.?* Posteriormente se describié una
variante mas de corte y empalme que usa un codén de inicio distinto, difiere en la
region N-terminal y es mas pequena que la isoforma a, a ésta se le denomino ataxina-

7c 25
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En el gen ATXN7 se han descrito hasta el momento mas de 3500 variantes, de las
cuales aproximadamente 46 estan en region codificante, y aunque algunas de ellas se
han relacionado con el volumen de materia gris en el cerebelo, sélo la presencia de 36

0 mas repetidos CAG en el exdn 3 es responsable de la presencia de SCA7.2"%

ATXN7 es un gen ampliamente conservado en una gran variedad de levaduras, aves,
reptiles, primates y otros cordados. Hasta el momento se han descrito 57 genes
ortdlogos al gen ATXN7 y 3 genes paralogos, siendo éstos ATXN7L1, ATXN7L2 y
ATXN7L3.2"%

El gen Sca7 de raton muestra un 88.7% de homologia con el humano, sin embargo en
este organismo la proteina contiene 867 aa y la region CAG en el ratén consiste en sélo

5 repetidos en tres lineas diferentes examinadas.?®

2.2.1.1 Regulaciéon del gen ATXN7

De acuerdo con el buscador genémico de la Universidad de California y aplicaciones
de SABiosciences, el gen ATXN7 tiene sitios de union para los factores de transcripcion
TBP y TFIID.?**" No obstante, recientemente se describié un mecanismo de regulacién
del gen ATXN7, en el cual es dependiente de CTCF, una proteina ampliamente
conservada constituida por 11 dedos de zinc y que media una gran variedad de
funciones, incluyendo la activacién y la represién de la transcripcion, asi como la

formacion de dominios vecinos aislantes y la impronta genémica.>*%

De acuerdo con este modelo existen dos sitios de union a CTCF, tanto en la region &’
como 3’ de la secuencia de repetidos CAG. También se identific6 un RNA no
codificante antisentido llamado SCAANT1 asociado a la regulacion del gen. De acuerdo
con este modelo existe una relacion inversa entre la expresion de SCAANT1 vy la
expresion del transcrito que da origen a la ataxina-7. Siendo mas especificos, es la
transcripcion convergente de SCAANT1 en cis la que conlleva a la represion,
acompanada de la modificacion post-traduccional de histonas. Dicho modelo se explica
en la figura 4.%
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Figura 4. Modelo de regulacion del gen ATXN7.

La region de repetidos CAG esta flanqueada por sitios de unidon a CTCF. Cuando estos sitios de
union estan desocupados, el promotor de la ataxina-7 adyacente esta activo, y una modificacion
covalente de las histonas en la region promotora es consistente con la activacion (circulos
verdes). Cuando los niveles de CTCF se incrementan y CTCF se une, el promotor antisentido
del RNA no codificante SCAANT1 se activa, conllevando a la transcripcion de éste. Esto es
acompafado por una transicion de la conformacién activa de la cromatina a un estado reprimido
(circulos rojos), silenciando la expresion de la ataxina-7 desde el promotor sentido P2A. Bajo
condiciones de una expresion modesta de CTCF, el promotor sentido de la ataxina-7 esta
moderadamente activo (circulos verde claro). Sin embargo, si hay expansion de repetidos CAG
o los niveles de CTCF disminuyen, los sitios de union a CTCF flanqueantes se desocupan,
resultando en una actividad reducida del promotor de SCAANT1. Bajo estas condiciones, el
promotor sentido esta completamente desreprimido, con una conformacién de la cromatina
consistente con transcripcion altamente activa (circulos verdes), conllevando a una expresion
mas alta de la ataxina-7 mutada.*
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2.2.2 La Ataxina-7

La ataxina-7 (O15265) es una proteina de 892 aminoacidos cuyo peso molecular es de
95,451 kDa. La prediccion de la estructura secundaria de la ataxina-7 indica la

formacion de dos hélices alfa, dos giros y varias laminas bete\-plegadas.?""35

Esta proteina posee un dominio principal conocido como el dominio SCA7 que incluye

un motivo cys-3-his conservado que se une a zinc,
este motivo también lo comparten otras proteinas de la

misma familia y abarca del residuo 334 al 401.

< 4

Hasta el momento no se ha elucidado la estructura

completa de la ataxina-7, unicamente se ha descrito

la estructura del dominio SCA?7 (figura 5).

\

monémero Yy tiene una sefial de localizacion nuclear.®®  Figura 5. Estructura del dominio

. SCA7 de la ataxina-7 obtenida por
En su secuencia consenso de cDNA, hay una resonancia magnética nuclear.® El
dominio SCA7 tiene un sitio de unién
a zinc (esfera azul).

Esta molécula se presenta normalmente a manera de

secuencia de 10 repetidos CAG que codifican para un
tracto de poliglutamina en los residuos 30-39. Rio
arriba de la secuencia de repetidos se encuentra una region codificante de poliprolinas
y una region de polialaninas, incluso llama la atencién la abundancia de secuencias
repetidas en este cDNA, pues rio abajo contiene cuatro secuencias codificantes para

poliprolinas y regiones ricas en serina.®"+3®

La ataxina-7 se presenta de manera ubicua en el organismo, sin embargo es mas
abundante en el cerebro, la retina y algunos tejidos periféricos como el musculo
estriado, los testiculos y la glandula de la tiroides.® A nivel celular, la ataxina-7 se
localiza principalmente en el nucleo, distribuida tanto de manera difusa como asociada
con la matriz nuclear y en el nucledlo; también se ha localizado en el citoplasma

aunque en menor proporcion.
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2.2.2.1 La Ataxina-7 forma parte del complejo STAGA

En el afo 2002 Sanders S, et al., mostré6 que SGF73 es un componente del complejo
SAGA (acetilasa Stp/Ada/Gen5) en levadura. EI complejo SAGA es un coactivador
requerido para la transcripcion de un subconjunto de genes dependientes de la RNA

polimesasa [1.414?

La ataxina-7 es el ortdlogo en el humano de la subunidad SGF73 y
es un componente integral de los complejos TFTC (complejo contenedor de TAF vy libre
de proteinas de wunidbn a caja TATA) y STAGA (complejo acetiltransferasa
SPT3/TAF9/GCNS5) en mamiferos. El dominio SCA7 en la ataxina-7 es requerido para la
interaccidén con subunidades de estos complejos y se encuentra altamente conservado

a lo largo de la evolucion.*

STAGA regula la transcripcioén a través de la acetilacion de histonas y su actividad de
desubiquitinacion.**** Sin embargo, existe controversia en cuanto al papel exacto de la
ataxina-7 en STAGA y como esta funcion se ve afectada por la expansién de

poliglutaminas.**

Palhan y colaboradores plantearon un modelo que explica las posibles consecuencias
de las expansiones de poliglutaminas de la ataxina-7. De acuerdo con este modelo, la
ataxina-7 mutante interfiere con la funcion de GCN5 e impide la incorporacién de otros

componentes del complejo STAGA (figura 6).%

Figura 6. Mecanismo de patogenicidad de la ataxina-7 con poliQ.

Modelos indicando (i) la funcién normal de la ataxina-7 (Atx7) como una subunidad integral de STAGA.
La ataxina-7 interactia con GCN5, facilitando el reclutamiento de todos los integrantes del complejo
STAGA y la acetilacion de la histona H3 mediada por GCN5, el complejo puede interaccionar con un
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factor de transcripcion (TF) unido al promotor, tal como CRX (izquierda). En (ii) la ataxina-7 expandida
genera una inhibicién dominante negativa de la funcion de GCNS5 (acetilacion de histonas) al momento de
la unién al promotor, con esto se ve reducida la incorporacion de ADA2b, SPT3 y TAF12, componentes
de STAGA(derecha).”’

Sin embargo, en un modelo de ratén con 266 glutaminas se mostré que los complejos
TFTC/STAGA purificados presentan niveles normales de TRRAP, GCNS5, TAF12 y
SPT3 y sus actividades de acetilacion nucleosomal o de histonas no se ven afectadas.
No obstante, los fotoreceptores de estos ratones muestran una severa
descondensacién de la cromatina.*® Se ha sugerido que en este modelo, la ataxina-7
con poliQ puede llevar a cabo sus efectos patogénicos en el nucleo alterando la
estructura de la matriz nuclear asociada a proteinas y/o disrumpiendo la funcién
nucleolar.®® Por otra parte, algunos autores sugieren que la ataxina-7 normal y la

ataxina-7 con poliQ reprimen la transcripcién a niveles similares.*’

En un modelo de ratén que expresaba ataxina-7 con 92 glutaminas en la retina, se
demostrd que habia una distrofia tanto de conos como de bastones. En este modelo se
demostrd también una interaccion entre la ataxina-7 y la proteina CRX, la cual es un
factor de transcripcién nuclear que se expresa en células fotoreceptoras de la retina y
controla los niveles de expresion de numerosos genes especificos de fotoreceptores,
incluyendo las rodopsinas y las opsinas del color. Se observé una reduccion de la unidon
a CRX, asi como una disminucién en la expresion de los genes regulados por este
complejo, por lo cual se sugiridé que la expansién de poliQ interfiere en la interaccién del
complejo con CRX y con ello se provee una explicacion sobre cémo se lleva a cabo la

especificidad celular en la SCA7 a nivel de retina.*®

Conjuntamente, se sugiere que los dominios con expansiones de poliglutamina alteran
la conformacion de la proteina resultando en interacciones aberrantes con proteinas
que se expresan selectivamente en las neuronas. Muchas de las proteinas con las que
interacciona la ataxina-7, se localizan en el nucleo y también contienen pequefios

tractos de poliglutaminas o dominios ricos en glutaminas que median la interaccion.*’

Estudios in silico sobre la interaccion de la ataxina-7 con otras proteinas indican que
ésta participa en un interactoma de moléculas relacionadas con ataxias, que incluyen a

la ataxina-1 y a la ataxina-17 entre otras (figura 7).
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Figura 7. Red de interaccion de ataxinas.48

A) Los puntos finales de una sub-red de interaccién de degeneracion macular son ATXN7, EFEMP1 y
FBLNS indicados en color naranja. Las proteinas causantes de ataxia se presentan en color rojo.48 Hay
80 cuadrupolos involucrando 32 proteinas. Todas las interacciones binarias estan sefialadas por lineas
color rojo. B) Sub-red de interaccion de degeneracion macular, ésta es altamente dependiente de ATXN?7,
pues al remover el nodo de ATXN7 toda la sud-red se colapsa.®

Cabe sefialar que algunas interacciones predichas in silico han sido demostradas por
inmunoprecipitacion, lo cual demuestra el potencial de este tipo de estudios. Uno de los
ejemplos mas importantes fue la prediccion de la interaccion de la ataxina-7 con CRX,
la cual ademas de haber sido comprobada ha contribuido a comprender la relacién de

la ataxina-7 mutada con la degeneracion retiniana.®”

2.2.2.2 Toxicidad de la ataxina-7 mutante

Se ha sugerido que las proteinas que contienen dominios de expandidos de poliQ se
pliegan de manera incorrecta y asumen una conformacién anormal de hoja B-plegada
que facilita su agregacion, promoviendo una mayor toxicidad. Sin embargo aun no esta
claro si las especies mas toxicas son monomeros mal plegados, oligobmeros, o

inclusiones grandes.’*®
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Los sistemas de degradacion de proteinas son cruciales para degradar proteinas
dafadas y mal plegadas que podrian causar toxicidad celular. El sistema ubicuitina-
proteasoma (UPS) y la autofagia son las dos principales vias de degradacién de
proteinas en células de mamifero.>* Tanto el sistema ubicuitina-proteasoma como la
degradacion por autofagia son importantes para reducir la toxicidad en la SCA7.%° Sin
embargo, se ha descrito que las proteinas mutantes con poliglutaminas son resistentes
al procesamiento por el UPS e incluso interrumpen su actividad.>®**° No obstante, otros

estudios han cuestionado estos hallazgos.®"

Algunos autores sugieren que la escision proteolitica de proteinas con poliglutaminas
por caspasas genera fragmentos pequefios que contienen poliglutaminas con una
toxicidad celular incrementada.’?%® Refuerza esta idea la demostracion de que los
productos escindidos son frecuentemente encontrados en inclusiones de agregados en
modelos de enfermedad por poliglutaminas tanto in vivo como in vitro y en tejido de

pacientes postmortem.®*°°

Se ha mostrado que la ataxina-7 es escindida por la caspasa-7 en las posiciones de los
aminoacidos D266 y D344, una region que involucra la sefial de localizacion nuclear. El
transito de la ataxina-7 entre el nucleo y el citoplasma puede ser una manera de
controlar los niveles de ataxina-7 en el nucleo y regular la actividad del complejo
STAGA. La escision de la ataxina-7 por la caspasa-7 irrumpe la exportacion del nucleo,
conllevando a la acumulacién de fragmentos toxicos N-terminales de la ataxina-7 y

alterando la funcion del complejo STAGA.®®

Mediante modelos in vitro utilizando cultivos celulares de neuronas de cerebelo, se ha
demostrado que la ataxina-7 mutante activa una cascada apoptética mediada por la
mitocondria e induce la muerte neuronal por la sobreexpresion de Bax y la disminucién

de la expresion de Bcl-x..%’

En general la expresion de expansiones de polyQ en cultivos celulares y organismos
modelo puede alterar una amplia gama de procesos celulares, que incluyen la
degradacion de proteinas dependiente del proteasoma, el transporte axonal/vesicular,

la funcién mitocondrial y la transcripcion.*
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2.2.3 Relacion genotipo-fenotipo en la SCA7

La expresion fenotipica de la SCA7 depende del numero de trinucledtidos repetidos
CAG; a mayor numero, la edad de inicio de la enfermedad es mas temprana, la

severidad de los sintomas es mayor y su progresion es mas rapida.®®"°

En la mayoria de los casos, la edad de inicio de la SCA7 es entre la segunda y cuarta
década de la vida, pero puede variar iniciando desde los primeros meses hasta
posterior a los 70 afios de edad.”' Los sintomas principales son una ataxia progresiva,
degeneracion de la retina, hiperreflexia, signos piramidales, pérdida de sensibilidad,

disartria y disfagia.'®"?

Los casos infantiles se observan cuando existen 100 o mas repetidos CAG y en
algunos casos excepcionales hasta entre 300 y 400 repetidos.”® Estos casos se
presentan como resultado de un fenomeno de anticipacion extremo y generalmente
provienen de alelos paternos. El fendbmeno de anticipacion hace referencia al hecho de
que la progenie tiene un inicio mas temprano de la enfermedad que los progenitores,
esto como resultado de una expansion del numero de repetidos de una generacion a
otra. Tanto el fendbmeno de anticipacién evidente como la inestabilidad especialmente
por via paterna son caracteristicas muy frecuentes en la SCA7 en comparacion con
otras SCAs.

El fenotipo de pacientes con inicio en la infancia es muy severo, en ellos la ataxia
cerebelosa se acompafna tempranamente de disfuncion visual, la progresion de los
sintomas es muy rapida y puede involucrar dafio sistémico.'® En estos pacientes se han
descrito convulsiones, mioclonias, signos piramidales, disfagia, reflejo de la tos
ausente, hipotonia severa, afectacion cardiaca, hepatomegalia, sindrome de
extravasacion capilar, hemangioma multiple, defecto del tabique interauricular, conducto
arterioso persistente e insuficiencia cardiaca congestiva.?*®*">"* Generalmente los

pacientes sobreviven pocos meses o0 anos y pueden fallecer por anomalias cardiacas.’
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El fenotipo de SCA7 clasico es el que corresponde a 50-55 repetidos. Los sintomas
comienzan en la adolescencia y la duracién de la enfermedad varia desde los 20 hasta
los 40 afios. Se caracteriza por la combinacion de perturbaciones en la vision y ataxia.
Los defectos en la vision de colores y anormalidades electroretinograficas pueden
sugerir el diagnostico tempranamente, a veces incluso cuando el paciente refiere
perfecta vision, los primeros estudios oftalmoldgicos pueden detectar anormalidades en
la retina, como lo muestra la figura 8. La pérdida temprana de discriminacion de color
debida a alteraciones en los fotorreceptores de la macula es seguida por una
disminucién progresiva de la visidn, disfuncion cerebelosa y el desarrollo de signos
piramidales.?’ Posteriormente se presenta disfagia y disartria. En algunas ocasiones se
presentan también movimientos sacadicos oculares lentos, oftalmoplejia externa, ptosis
palpebral, atrofia lingual, y desgaste muscular de las extremidades; algunos autores
han descrito también hipoacusia.”®"® Otros autores han descrito psicosis, alucinaciones
auditivas, delirios y alteraciones del comportamiento en asociacion con caracteristicas
extrapiramidales. La demencia ha sido mencionada en casos excepcionales.®” Debido a
la combinacién de una ceguera progresiva y la desactivacion de funciones cerebelares
y piramidales, los pacientes se vuelven progresivamente discapacitados y la disfagia y
la bronconeumonia son la causa de muerte mas frecuente entre las edades de 30 y 55

anos.

Cuando el numero de repetidos varia entre 36 y 43, los sintomas ocurren de manera
mas tardia, y se caracterizan principalmente por disartria y ataxia, mientras que hay
pocas anormalidades en la retina. Los estudios de imagen en estos pacientes
generalmente muestran caracteristicas normales y es el analisis de DNA el que apoya
el diagnostico. Los sintomas se vuelven mas pronunciados conforme aumenta la edad,

presentandose los sintomas clasicos sobre todo después de los 60 afios de edad.®
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Figura 8. Resonancia magnética y fundoscopia en pacientes con SCA7 y controles.

(A—C) Fundoscopia de dos individuos afectados (A,B) y de un individuo control (C). El panel (A) muestra
un disco optico palido (punta de la flecha) y atrofia del epitelio pigmentario y la capa coroidea (flechas).
Ello concierne a un paciente que fallecié a los 28 afios de edad, se desconoce el numero de repetidos
CAG. (B) Fundoscopia en un paciente a la edad de 40 afios que portaba 52 repetidos; muestra una
macula atrofiada (flecha negra), un disco éptico extremadamente pélido (sefialado con flechas), y una
vasculatura enrarecida (flecha blanca). (C) Retina de un individuo control con una macula normal (flecha
negra), un disco éptico normal (punta de flecha), y una vasculatura normal (flecha blanca). (D) Imagen de
resonancia magnética de un individuo sano. Cerebelo (Cb) y protuberancia (P) tienen un volumen normal.
(E) La imagen de resonancia magnética de un paciente levemente afectado con SCA7 con 43 repetidos.
Existe una atrofia cerebelar (Cb) pero la protuberancia (P) permanece en gran parte sin dafios. (F)
Imagen de resonancia magnética de un paciente severamente afectado con SCA7 con 52 repetidos. Hay
una atrofia cerebelar (Cb) y una atrofia pontina (P).10

A pesar de los numerosos esfuerzos que se realizan alrededor del mundo en la

busqueda de terapias para las enfermedades por poliglutaminas, aun no existe un
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tratamiento capaz de prevenir, detener o revertir los sintomas de estos padecimientos.
Se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas con este fin, incluyendo péptidos
inhibidores de agregacion, terapia génica e implantacion de células madre, sin
embargo estas estrategias que han mostrado resultados favorables han sido llevadas a
cabo en modelos animales o in vitro.”*”® Se espera que en un futuro se obtengan
resultados mas favorables que ofrezcan alternativas a las familias con SCA7, pues
hasta el momento, s6lo se recomienda terapia de lenguaje, fisioterapia, terapia

ocupacional y medicamentos paliativos.79

2.2.4 Epidemiologia y prevalencia

La SCAY representa del 1 al 11.7% de las SCAs a nivel mundial, lo cual corresponde a
una frecuencia menor a 1 por cada 100 000 6 1 000 000 de habitantes, sin embargo
existe una gran variabilidad en la prevalencia de esta enfermedad entre regiones
geograficas y grupos étnicos.’® Este padecimiento ha sido descrito en familias de

alrededor de 20 paises (tabla 1).

Tabla 1. Prevalencia de la SCA7 en diversos paises (Modificada de Martin JJ, 2012)."

% de SCAs
Autores identificadas /Total AD- *%SCATISCAS SCAs mas
— identificadas frecuentes
Moseley, et al. 1998 EUA 49.3 45 SCA3/SCA2/SCAB
Pujana, et al. 1999 Espaia 42 3 SCA2/SCA3
Storey, et al. 2000 Australia 53 2 SCAG6/SCA1
Tang, et al. 2000 China 59 0 SCA3
Filla, et al. 2000 Italia 76 2 SCA2/SCA1
Basu, et al. T 2000 India 61.5 0 SCA2/SCA1
Sasaki, et al. 2000 Japoén 72.9 0 SCA3
Hsieh, et al. 2000 Taiwan 39.7 1.4 SCA3
Kim, et al. 2001 Corea 75 2.6 SCA3/SCA2
Jardim, et al. 2001 Brasil 94 2 SCA3
Soong, et al. 2001 Taiwan 78.4 2.7 SCA3
Silveira, et al. 2002 Portugal/Brasil 89 1 SCA3
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Van de Warrenburg, et Holanda 64 11.7 SCA3/SCA6

al. 2002
Bryer, et al. T 2002 Sudafrica 81.5 22.2 SCA1/SCA7
Bang, et al. T 2003 Corea 54 16 SCA7/ SCA3/SCA6
Lee, et al. + 2003 Corea 20.6 8 SCA2/SCA3

Brusco, et al. 2004 Italia 58.9 1 SCA2/SCA1
Shimizu, et al. 2004 Japon (Nagano) 35 0 SCAG6/DRPLA
Juvonen, et al. ¥ 2005 Finlandia 39 20.5 SCA8/SCA7
Alonso, et al. 1+ 2007 México 80.6 7.4 SCA2/SCA10

*La tabla presenta el porcentaje de SCAs identificadas relativas a la cantidad total de SCAs autosémico
dominantes.
TExpresadas en funcién del numero de pacientes y no de familias.

Como lo muestra la tabla 1, paises como Sudéafrica, Finlandia y Holanda presentan una
alta prevalencia de esta enfermedad, y de acuerdo con estos datos, México ocupa la
quinta posicion en prevalencia de SCA7, sin embargo concierne a este trabajo la

profundizacion del estudio.'°

Stevanin y colaboradores estudiaron los haplotipos que segregaron con la mutacién en
familias del Reino Unido, Alemania, Korea, Jamaica, Filipinas y Brasil, llegando a la
conclusién de que existen multiples origenes para la SCA7, pues estas familias

presentaron haplotipos con la mutacién distintos.'°

La alta prevalencia de una enfermedad genética en una zona geografica delimitada es
muchas veces explicada por la presencia de un efecto de fundador. El efecto de
fundador es un fendmeno de la genética de poblaciones que implica que un individuo o
un grupo muy pequefio de individuos dio origen a toda una poblacion, de tal manera
que individuos de la poblacion actual tienen un ancestro en comin.®' Este fendmeno ha
provisto la explicacion sobre la alta frecuencia de enfermedades mendelianas en
poblaciones aisladas, incluyendo los casos de SCA7 en las poblaciones Finlandesas y

Sudafricanas.??83

En el afio 2000, Jonasson J y colaboradores identificaron 15 familias (37 pacientes) con
SCAT7 provenientes de Finlandia y Suecia. El analisis de estas familias utilizando nueve

marcadores moleculares tipo microsatélite y un SNP demostré que todas las familias
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compartian un haplotipo en comun que abarcaba 1.9cM, sugiriendo fuertemente un

efecto de fundador para estas familias.®

Posteriormente, en el 2006, Greenberg J y colaboradores describieron la presencia de
SCA7 en 13 familias (42 pacientes) indigenas provenientes de Sudafrica. Después de
estudiar cuatro marcadores moleculares tipo microsatélite y un SNP encontraron que
todas las familias comparten un haplotipo en comun que comprende tres de los
marcadores analizados, ante lo cual sugirieron un efecto de fundador en estas

familias.®

Dados los antecedentes de familias mexicanas con SCA7,"® y la evidencia de que
varias de ellas son originarias de una misma regién geografica,’ surgieron
interrogantes acerca de la incidencia de este padecimiento en nuestro pais y la
posibilidad de un efecto de fundador en la poblacion estudiada. Concierne a este

trabajo el estudio de estas cuestiones.
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lll. Planteamiento del problema

En nuestro pais la SCA7 es la cuarta SCA mas frecuente, representando el 7.4% de las
ataxias autosomico dominantes, y llama la atencién que la gran mayoria de las familias
diagnosticadas con SCA7 son originarias del estado de Veracruz. La alta incidencia de
una enfermedad hereditaria restringida a una zona geografica es resultado en muchas
ocasiones de un efecto de fundador, el cual implica que un individuo o un grupo muy
pequefio de individuos dio origen a toda una poblacién. El hecho de que las familias con
SCA7 en nuestro pais sean provenientes de una misma region geografica sugiere un
efecto de fundador como causa. Asimismo, los efectos de fundador son importantes
para comprender el comportamiento de genes en familias, poblaciones e incluso a lo

largo de la evolucion.

Debido a que existe un gran traslape de sintomas entre las diferentes ataxias, el
diagndstico de estas enfermedades basado en las caracteristicas clinicas se dificulta y
es necesario recurrir al diagnéstico molecular. Sin embargo, el realizar el diagndstico
molecular para las distintas SCAs puede resultar tardado y costoso. El conocer la
presencia de efectos de fundador para enfermedades especificas en una poblacion
permite realizar un diagnostico mas dirigido, menos costoso y tardado que contribuye

al buen manejo del paciente y a un asesoramiento genético asertivo.

Por otra parte, en las enfermedades por expansion de microsatélites, como la SCA7, es
de especial importancia conocer la distribucién y caracteristicas de alelos normales y
mutados, puesto que pueden variar entre poblaciones. De igual manera es de
importancia la identificacion de alelos intermedios, el fendbmeno de anticipacién y la
identificacion de casos de novo, pues estos factores aportan informacién valiosa para el

asesoramiento genético respectivo.
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IV. Hipoétesis

La alta frecuencia de casos reportados con SCA7 provenientes del estado de Veracruz

es explicada por un efecto de fundador.

V. Objetivos

Objetivo general

Evaluar un posible efecto de fundador en familias con SCA7 provenientes del estado de

Veracruz.

Objetivos particulares

@ Establecer el intervalo de repetidos CAG de alelos normales en individuos mestizo-
mexicanos sanos sin antecedentes neuroldgicos.
@ Determinar la conformacién de los repetidos (secuencia) en la muestra de pacientes

mexicanos con SCA7.
@ Evaluar el origen ancestral de la mutacion causante de SCA7 en esta poblacion.
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VI. Estrategia experimental

6.1 Procedimiento general
Este estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. La figura 9 muestra el procedimiento general
realizado para este estudio, posteriormente se describen cada uno de los analisis

realizados.

Figura 9. Procedimiento general

Poblacion de estudio Toma de muestra Extraccion de DNA
s Diagndstico molecular Andlisis de integridad,
Evallézc;lcj)gddaecz ;,feCto de SCA7 y analisis del purezay cuantificacion
repetido del DNA
Analisis de
Analisis de ancestria componentes Analisis de resultados
principales

6.2 Poblacion de estudio

La poblacion en estudio contempla un grupo de individuos en riesgo y dos grupos
control que se describen a continuacién. Todos los individuos participantes firmaron una

carta de consentimiento informado para participar en el estudio.
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Grupo de individuos en riesgo.

Comprende 181 individuos que presentan sintomas de SCA7 o tienen riesgo de
desarrollarlo (familiares en primer grado). De los 181 individuos 88 son mujeres y 93
hombres con un rango de edad de 2 a 88 afios y una media de 34.6 afos. Estos
individuos conforman 20 familias, todas ellas son provenientes de las comunidades que

se muestran en la figura 10 en el estado de Veracruz.

Figura 10. Lugar de procedencia de los individuos en riesgo. La figura muestra el mapa de
México, destacando el estado de Veracruz y los 6 municipios de donde provienen el grupo de
individuos en riesgo y el grupo control CV. La regién cuenta con una poblacion de 626 420
individuos.®

Los arboles genealdgicos fueron elaborados con el programa Cyrillic v2.02 y se

muestran en el apéndice.
Grupo control CV.

Consiste en 150 individuos sanos, no relacionados y sin antecedentes neuroldgicos.
De los 150 individuos, 100 son mujeres y 50 hombres con un rango de edad de 18 a 84

afos y una media de 41.6 afos. Todos ellos son provenientes de las mismas
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localidades que el grupo de individuos en riesgo y tienen ascendencia mexicana por al

menos tres generaciones.
Grupo control CM.

Consiste en 150 individuos mestizos, sanos, no relacionados y sin antecedentes
neurologicos. De los 150 individuos, 90 son mujeres y 60 hombres con un rango de
edad de 41 a 93 afnos y una media de 56.9 afnos. Todos ellos son originarios de la
Ciudad de México y zona metropolitana y tienen ascendencia mexicana por al menos

tres generaciones.

6.3 Toma de muestra bioldgica.
Se obtuvo mediante venopuncion una muestra de 12mL de sangre periférica en tubos

Vacutainer® con citrato de sodio y dextrosa como anticoagulantes.

6.4 Extraccion de DNA.
Se realizé una separacion de células nucleadas a partir de la muestra sanguinea. El

DNA gendmico fue obtenido por el método de sales modificado de Miller y cols.%®

6.5 Cuantificacion y analisis de integridad del DNA.

Se determind la concentracion y pureza del DNA obtenido mediante espectrofotometria,
basada en la ley de Lambert y Beer. Las lecturas se obtuvieron a 260 y 280 nanémetros
utilizando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®). Se prepararon alicuotas de

cada una de las muestras a una concentracion final de 100ng/uL.

La integridad del DNA fue analizada mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa 1%/TBE0.5X tefiidos con bromuro de etidio. La migracién se efectué a 100

volts durante 45 minutos.

6.6 Analisis de la region (CAG), en ATXN?.

El diagnéstico se realizé cumpliendo los lineamientos de la EMGQ. #*#" El método
empleado fue PCR-autorradiografia, para lo cual se llevé a cabo la amplificacion del
repetido CAG incorporando a*’-dCTP. La secuencia de los oligonucledtidos empleados,
los reactivos utilizados y las condiciones de reaccidén de todos los procedimientos se

describen en el apéndice.
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Los productos de PCR fueron resueltos en geles de poliacrilamida al 6% tipo

secuenciacion, utilizando la secuencia del plasmido pGEM a manera de marcador de

peso molecular. La migracion se realizé durante 5 horas a 1700v, posteriormente el gel

fue transferido y sometido a autorradiografia. El tamafio del repetido se determiné

comparando el peso del producto obtenido con la secuencia del plasmido y aplicando la

formula:

# CAG = (p.b.- 250)/ 3

Adicionalmente, se amplifico por PCR de punto final un subconjunto de 40 muestras (15

alelos normales y 25 mutados). Estos fueron analizados mediante secuenciacion

automatizada en un secuenciador ABI PRISM 3130 de Applied Biosystems®. El analisis

de las secuencias se realizo con el programa Sequencing Analysis v.5.3.

6.7 Seleccion de marcadores moleculares.

Con el fin de evaluar la presencia de un efecto de fundador en los individuos mutados,

se seleccionaron los marcadores moleculares

altamente polimorficos mas cercanos al gen ATXN7
utilizando la herramienta MapViewer del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(NCBI).? La posicion de los marcadores utilizados

se ilustra en la figura 11 y se describe en la tabla 2.

Tabla 2. Posicidon fisica y genética de los marcadores
seleccionados. La regién abarcada por los microsatélites
seleccionados es de 1 664 312 pb; 4.49cM.

Posicion

Marcador Posicion fisica

genética

D3S3566 6248644-62482875 84.11cM
D3S3698 63059785 - 63060054 84.92 (cM)
D3S1600 63260067-63260264 85.97cM
Gen ATXN7 63850233 - 63989138

Repetidos CAG 63898384

rs3774729 63922082 G>A

D3S1287 64146956-64147215 88.6cM

Figura 11. Localizacién fisica de los
marcadores seleccionados. La figura muestra el
cromosoma 3, en cuyo brazo corto se localiza el
gen ATXN7 (rojo). Los microsatélites
seleccionados para el estudio se muestran en
recuadros azules.



6.8 Genotipificacion de los microsatélites D3S1287 y D3S1600.

La genatipificacion de los marcadores moleculares tipo microsatélite D3S1287 (UniSTS:
30381) y D3S1600 (UniSTS: 18193) se realizd6 mediante PCR-autorradiografia
utilizando el método anteriormente descrito para el analisis de (CAG), en ATXNY. La

migracion se llevé a cabo durante 4.5 horas a una potencia de 1700v.

6.9 Genotipificacion de los microsatélites D3S3698 y D3S3566.

La genatipificacion de los marcadores moleculares tipo microsatélite D3S3698 (UniSTS:
55643) y D3S3566 (UniSTS:13319) se realiz6 mediante analisis de fragmentos. En esta
metodologia se llevd a cabo la amplificacion de los marcadores mediante PCR
empleando el oligonucledtido sentido marcado con un fluoréforo. Los amplicones fueron
sometidos a electroforesis capilar en un secuenciador ABIPRISM 3130. EI tamafio del
peso fue calculado por el equipo realizando una regresién y un ajuste basado en la
deteccion del paso del fluoréforo y su relacion con el marcador de peso molecular
L1Z500°

6.10 Genotipificacion del polimorfismo rs3774729.
El SNP rs3774729 representa un cambio de adenina por guanina. La genotipificacion
de este SNP se realizd6 por medio de PCR-RFLPs utilizando la enzima Nlalll de

acuerdo al método previamente descrito por Stevanin G y cols.®

6.11 Analisis de ancestria del genoma.

Se realizé la genotipificacion de 3 muestras seleccionadas a partir de una familia
nuclear: padre afectado, madre sana e hija afectada (véase figura 12) utilizando el
microarreglo SNP 6.0 de Affymetrix® que incluye 906 703 polimorfismos de un solo

nucleodtido.

Utilizando la herramienta bioinformatica PLINK se aplicaron controles de calidad a los
datos para verificar la consistencia de género, errores mendelianos y confirmar el

parentesco de los individuos.®®
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Figura 12. Arbol genealégico de una de las familias estudiadas (familia 7). En este arbol
genealdgico se muestra el patrén de herencia autosémico dominante de una familia con SCA7 de siete
generaciones, aunque en algunos casos los individuos portadores aun no presentan o no presentaron
sintomas debido a que aun no alcanzan la edad de inicio o al fallecimiento previo al inicio de la
enfermedad. Los individuos sefialados en rojo fueron seleccionados para el andlisis de ancestria. Estos
individuos fueron seleccionados por tratarse de una familia nuclear con los sintomas clasicos vy
caracteristicas tipicas de SCA7, incluyendo el fendmeno de anticipacion, asi como por la alta calidad de
las muestras de DNA obtenido.

Para estimar la proporcion global de ancestria indigena, europea y africana, se
utilizaron los datos de 50 individuos no relacionados de cada una de las poblaciones
ancestrales, es decir indigena, europea y africana. Los datos de la poblacion europea y
africana fueron obtenidos del proyecto del HapMap fase 3, mientras que los datos de la
poblacién indigena incluyen datos de poblacién totonaca, nahua y zapoteca.®® Para este
analisis se utilizaron 576,805 SNPs, que son los que permanecieron después de los

controles de calidad y la fusion de las bases de datos.
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La estimacion de la proporcion de ancestria indigena, europea y africana se realizo
utilizando la herramienta bioinformatica ADMIXTURE con K=3, donde K representa el
numero de poblaciones ancestrales para el genoma completo y para el cromosoma 3

de manera individual.*

6.12 Analisis de ancestria local.

Se estimo la ancestria local para cada uno de los cromosomas empleando el programa
PCAdmix. PCAdmix se basa en un analisis de componentes principales utilizando como
referencia haplotipos faseados cromosoma por cromosoma.®! Derivado de lo anterior,
para realizar este analisis se eligieron 10 trios de cada una de las poblaciones
ancestrales; indigena, europea y africana utilizando la misma fuente de datos que en el
caso de la ancestria global. Los datos fueron faseados utilizando el programa Beagle.*?

Para este analisis se utilizaron 368,715 SNPs.

6.13 Analisis de componentes principales.

Se llevd a cabo el andlisis de componentes principales del segmento europeo
identificado en el cromosoma 3, el cual comprende 13.65Mb y contiene a la mutacion.
El analisis se realizd empleando el programa EIGENSTRAT,® con el cual se realizé la
comparacion de dicho segmento del padre afectado con datos de 375 individuos con
ancestria europea provenientes del proyecto de los 1000 genomas.94 Los 375
individuos provienen de poblaciones: ibérica de Espana (IBS), finlandesa de Finlandia
(FIN), britanica de Inglaterra y Escocia (GBR), toscana de lItalia (TSI) y residentes de
Utah con ancestria del norte y oeste de Europa (CEPH, CEU).
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VII. Resultados

7.2 Analisis del repetido (CAG),

7.2.1 Determinacion del numero de repetidos.

A través del analisis de PCR-autorradiografia se determiné el numero de repetidos

(CAG), en ATXNY en el grupo de individuos en riesgo y en los grupos control CV y CM.

La figura 13 muestra de manera representativa la autorradiografia de un conjunto de

muestras analizadas.

Alelos mutados<

Alelos normales

Figura 13. Autorradiografia de amplicones de la regién CAG de controles y pacientes.

La imagen muestra a los extremos 4 carriles correspondientes a la secuencia del plasmido pGEM por el
método de Sanger, cada carril corresponde a un didesoxinucleétido marcado. Esta secuencia se utiliz6 a
manera de marcador de peso molecular. Los carriles 1 a 10 y 31 a 35 muestran productos de PCR
correspondientes a controles, en ellos se observan bandas de 280p.b. en la mayoria de los casos que
corresponden a 10 repetidos CAG. En los carriles 11 a 30 se muestran productos de PCR de individuos
mutados, los cuales presentan un alelo de tamafio normal, similar a los controles y otro de peso

molecular mayor a 358pb.

Noventa individuos (35 mujeres y 55 hombres)
de los 181 individuos en riesgo presentaron la
SCA7, lo

representa el 49.7% de la poblacion estudiada

mutacion causante de cual

como se ilustra en la figura 14.

Los individuos portadores de la mutacién

pertenecen a 19 de las 20 familias estudiadas.

Individuos en riesgo

Mutados No
49.7% mutados
50.3%

35 mujeres
55 hombres

53 mujeres
38 hombres

Figura 14. Individuos portadores de Ila
mutacion causante de SCA7.
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A la familia restante (familia 20) se le realizd el diagndstico molecular de SCAZ2,
resultando positivo con alelos mutados de 37 y 42 repetidos CAG y alelos normales de

22 repetidos.

No se encontraron individuos homocigotos para la mutacién causante de SCA7, de
manera que todos los individuos portaron un alelo normal y uno mutado. El numero de

repetidos del alelo mutado fue de 36 a 100, siendo el alelo de 48 repetidos el mas

frecuente (10% de los casos) como lo

muestra la figura 15. Predominan alelos Repetidos CAG en alelos
. mutados
menores a 56 repetidos, los cuales se 8
° 10
relacionan con un inicio tardio de los | 2 ¢
c o
. . 28 5
sintomas (alrededor de la cuarta década | & g
o o
. o '] '] i 0 HENEN
de vida). El rango del alelo normal fue | £ 0
E 36 38 40 42 44 46 48 50 53 55 57 59 64 81 100
de 8 a 12 repetidos siendo el alelo de 10 Numero de repetidos CAG

el mas frecuente en estos individuos.

Figura 15. Numero de repetidos CAG en los
individuos mutados.

Este estudio permitié también observar una relacion inversa entre la edad de inicio de la
enfermedad y el numero de repetidos CAG; mostrando que a mayor numero de

repetidos menor es la edad de inicio de los sintomas, tal como se ilustra en la figura 16,

en la cual se muestra que un
Numero de repetidos CAG vs. edad de

individuo con 100 repetidos tuvo un inicio de la enfermedad

(U]
e <
inicio de la enfermedad a los dos S 120
O 100
afos de edad, mientras que 2 80 .
o : _ 2 60 .
individuos con 40 repetidos tuvieron g 40 L .
e s ~ . e 20
un inicio hasta los 60 afos e incluso °© o
GEJ 0 10 20 30 40 50 60
*2

individuos con 36 repetidos Edad de inicio

permanecen asintomaticos.

Figura 16. Relacion entre el niumero de repetidos CAG
y la edad de inicio de la enfermedad.
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En 33 transmisiones se observé un fendmeno de anticipacion, es decir una expansion
en el numero de repetidos de una generacién a otra. De éstos, 21 casos fueron por
herencia paterna, mientras que 12 casos fueron por herencia materna. EI numero de
repetidos incrementados fue de 2 a 38 en los casos paternos, con una media de 9.1. En
los casos maternos la expansién producida fue de 1 a 16 repetidos, con una media de
6.2.

El numero de repetidos CAG tanto en el grupo control CV como en el CM fue de 7 a 15,
siendo el alelo de 10 repetidos el mas frecuente en ambos casos como se puede

observar en la figura 17.

Figura 17. Numero de repetidos

Numero de repetidos CAG en controles CAG on individuos control.
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® tamafio intermedio (28 a 35
3 S0 Grupo control CV | repetidos).
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7.2.2 Secuenciacién de (CAG),

Se secuenciaron 25 alelos mutados y 15 normales, cuyo numero de repetidos CAG ya
habia sido determinado por autorradiofrafia. EI numero de repetidos obtenido por
ambas técnicas fue el mismo en el 87.5% de los casos, en los casos restantes la

diferencia no excedio 3 repetidos.

No se encontraron interrupciones entre los repetidos, tal como se observa en la figura
18, las secuencias de los alelos mostraron repetidos CAG puros, es decir, sin

interrupciones por otras secuencias como suele ocurrir con otras ataxias.
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Figura 18. Secuencia de la regién de repetidos CAG. La imagen muestra un segmento de
electroferograma de repetidos CAG presentes en un paciente que presentoé 42 repetidos.

7.3 Analisis del efecto de fundador

Una vez identificados los casos positivos de SCA7, se evalué un posible efecto de
fundador en ellos. Con este fin, se genotipificaron los marcadores moleculares tipo
microsatélite D3S3566, D3S3698, D3S1600, D3S1287 y el SNP rs3774729. Los
marcadores moleculares tipo microsatélite tienen la ventaja de ser los marcadores mas
polimorficos del genoma, esto los convierte en una herramienta poderosa en la
identificacion de individuos y como es el caso, el estudio de efectos de fundador, pues
al estudiarse varios marcadores las combinaciones de alelos que se pueden generar es

inmensa.

Para demostrar un efecto de fundador en poblaciones humanas, es necesario que al
emplear varios marcadores moleculares, preferentemente de tipo microsatélite y
analizar la segregacion de los genotipos encontrados, los individuos posean un

haplotipo en comun.

No existe un numero minimo de marcadores a emplear, sin embargo en la literatura se
han descrito efectos de fundador empleando cuatro marcadores. En este trabajo se
utilizaron cinco marcadores y el numero de alelos encontrados en cada uno se describe

a continuacion.
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Se identificaron 12 alelos distintos para el marcador D3S1600 y 8 para el marcador
D3S1287 mediante autorradiografia. La figura 19 muestra de manera representativa los
alelos presentes en el marcador D3S1600 en 7 individuos control y 7 individuos con la

mutacion.

Figura 19. Autorradiografia del marcador D3S1600.

A los costados se muestra la secuencia del plasmido pGEM utilizado a manera de marcador de peso
molecular. Los carriles 1 a 7 corresponden a muestras provenientes de individuos control, los carriles 8 a
14 corresponden a muestras provenientes de individuos mutados. Todos los individuos mutados (M)
presentan de manera homocigota u heterocigota un alelo 182pb, mientras que en los individuos control
(C) prevalece un alelo de 184pb.

En el caso del SNP rs3774729, que representa un cambio de adenina por guanina, el
analisis mediante PCR-RFLP mostré que todos los individuos portadores de la mutacién
son portadores también del alelo 1 (adenina), a diferencia de los controles en los cuales

prevalece el alelo 2 (guanina).

©) 1 2 3 a4 5 8 8 9 10 11 12 13 14 ()

AG GIG GIG AG AG GG AIG GIG aa AG GG GIG AR

Figura 20. RFLP del rs3774729.

La fotografia muestra el resultado de una electroforesis de productos de PCR-RFLPs. El producto
presenta dos sitios de restriccion, el primero realiza un corte generando un producto de 68pb y otro de 98
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pb. El segundo corte sélo lo realiza en presencia del alelo 1, que corresponde a la presencia de adenina,
cortando el fragmento de 98pb en uno de 84pb y otro de 14 pb. Los carriles de los costados
corresponden a productos de PCR sin digerir, que tienen un peso de 166pb; los genotipos de cada
muestra se indician en la parte superior.

Finalmente, el analisis de los marcadores D3S3698 y D3S3566 a través de
electroforesis capilar permitié la identificacion de 6 alelos distintos para el marcador
D3S3698 y 13 para el marcador D3S3566 en la poblacién estudiada.

Figura 21. Andlisis de fragmentos de los marcadores D3S3698 y D3S3566.

La grafica muestra los resultados obtenidos de la electroforesis capilar de productos de PCR
correspondientes a los marcadores D3S3566 y D3S3698 en un paciente. Las sefiales de mayor
intensidad corresponden a alelos, cuyo tamaio se indica junto a cada pico.

Al haberse genotipado marcadores altamente polimérficos la informacion generada es
vasta, la distribucion completa de todos los alelos para cada marcador se muestra en el
apéndice. Para fines practicos, la siguiente tabla resume los alelos prevalentes en cada

marcador analizado.

Tabla 3. Alelos mas frecuentes en la poblacién estudiada. La tabla muestra el alelo
prevalente en los individuos mutados para cada marcador molecular (segunda columna). Se

muestra también el numero de individuos que porta dicho alelo ya sea de manera homocigota u
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heterocigota, asi como el porcentaje al cual corresponde ese numero de individuos en cada

grupo.

Individuos

Alelo mutados *

Marcador
prevalente X Valor de X Valor de
(n=150) (n=150)
P P

D3S3566 6 90 (100%) 145 (96.7%) 146 (97.3%) 1.648 0.1993 1.085 0.2976
D3S3698 3 87 (96.7%) 68 (45.3%) 69 (46%) 62.57 <0.0001 61.27 <0.0001
D3S1600 1 90 (100%) 73 (48.7%) 74 (49.3%) 65.69 <0.0001 65.69 <0.0001
rs3774729 1 90 (100%) 60 (40%) 81 (54%) 83.86 <0.0001 55.88 <0.0001
D3S1287 6 90 (100%) 104 (69.3%) 110 (73.3%) 32.19 <0.0001 26.91 <0.0001

VC: Individuos control provenientes de Veracruz.
MC: Individuos control de la ciudad de México y sus alrededores.

Unicamente para el marcador D3S3566 no hay diferencias significativas entre los
individuos mutados y los grupos control, tomando como valor significativo una p<0.01.
Un valor de p menor de 0.01 sugiere fuertemente el ligamiento del alelo a la mutacion,

siempre y cuando la segregacion sea congruente.

7.3.6 Generacion de un haplotipo en comun.

Se analiz6 la segregacion de los genotipos a lo largo de las genealogias,
encontrandose, de manera congruente con los resultados mostrados en la tabla 3, que
en los individuos existe un alelo que segrega de manera conjunta con la mutacion para
cada marcador, formando entonces un haplotipo en comun, el cual es 6-3-1-(CAG),-1-6
en el orden D3S3566-D3S3698-D3S1600-(CAG),-rs3774729 como lo muestra la figura
21.
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Figura 22. Haplotipo que segrega con la mutacion de SCA?7. La figura muestra una parte de la familia
8, en la cual es posible apreciar la segregacién de los alelos asociados a la mutacién.

El haplotipo identificado segregd con la mutacion en 87 de los 90 pacientes de SCA?Y.
Los tres individuos restantes difieren unicamente en el marcador D3S3698 y pertenecen
a una misma familia. El haplotipo identificado en los individuos mutados no fue hallado

en individuos no mutados analizados.

El identificar un haplotipo que segrega con la mutacién causante de SCA7 en esta

poblacién, evidencia un efecto de fundador en ésta.

7.4 Analisis de ancestria

Una vez demostrado el efecto de fundador, es posible inferir que al seleccionar
individuos de esa poblacion, la informacidén genética que ellos posean dentro del
haplotipo, sera la misma que la del resto de los individuos. Bajo esta premisa, se
seleccionaron tres individuos para realizar el analisis de ancestria. Los individuos
seleccionados se muestran en la figura 12 y forman una familia nuclear (madre sana y
padre e hija afectados). El analisis de ancestria del genoma completo mostré que la
proporcion de componente indigena es la mas elevada en los tres individuos (>66%)

como se aprecia en la tabla 4.
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Tabla 4. Ancestria global del genoma.

% Componente % Componente % Componente

africano indigena europeo
Padre 41 75.2 20.6
Madre 5.0 66.9 28.0
Hija 5.1 70.0 247

Sin embargo, el gen ATXN7 se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 (3p13-p12),
y tras analizar la ancestria de este cromosoma en particular, similar a lo obtenido para
el genoma completo, este cromosoma mostré6 tener una mayor proporcion de

componente indigena como lo muestra la tabla 5.
Tabla 5. Ancestria del cromosoma 3.

% Componente % Componente % Componente

africano indigena europeo
Padre 1.8 70.2 27.9
Madre 6.8 56.9 36.3
Hija 5.9 61.8 32.1

A pesar de que resulta interesante el conocer tanto la ancestria del genoma completo
como del cromosoma, no son suficientes para conocer el origen ancestral de la
mutacion de SCA7. Para este fin, fue necesario un acercamiento mas fino al
cromosoma, un analisis de ancestria local que nos permitiera conocer la ancestria de

este cromosoma segmento a segmento.

De manera interesante, aun cuando el componente indigena es alto en los tres
individuos analizados, el analisis de ancestria local mostré que la region especifica en
la cual se localiza el gen ATXN7 mutado, y que es heredada del padre a la hija afectada

es de origen europeo como se puede apreciar en la figura 23.
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Figura 23. Analisis de ancestria local del cromosoma 3.

La imagen esta elaborada a escala y representa las dos copias del cromosoma 3 de los padres y la hija
estudiados y cuya genealogia se muestra a la izquierda. Como se aprecia en la grafica, no se
identificaron regiones considerables de origen africano en estos cromosomas, y de manera interesante, el
gen ATXN7 (y con ello la mutaciéon de SCA7) se encuentra contenido en un bloque de origen europeo en
los individuos mutados.

El blogque con ancestria europea identificado comprende 13 650 097pb, y al incluir en el
la mutacion causante de SCA7, se sugiere un origen europeo para esta mutacién en la

poblacion estudiada.

39|Pagina



7.5 Analisis de componentes principales

Con el fin de evaluar el origen particular de este bloque europeo, se realizé un analisis
de componentes principales a partir de los datos obtenidos de los microarreglos para

este segmento en particular, el resultado se ilustra en la figura 24.

Figura 24. Andlisis de componentes principales del bloque de origen europeo identificado.

Se muestra la comparacion del paciente SCAT7971 con datos del proyecto de los 1000 genomas de
diversas poblaciones, incluyendo ibérica de Espafia (IBS), finlandesa de Finlandia (FIN), britanica de
Inglaterra y Escocia (GBR), toscana de lItalia (TSI) y residentes de Utah con ancestria del norte y oeste
de Europa (CEPH, CEU).

Como se puede observar en la gréfica, el analisis reveld que este segmento tiene un
mayor parecido con la poblacién finlandesa que con las demas poblaciones estudiadas,
lo cual resulta interesante al recordar que previamente se ha descrito un efecto de

fundador de SCA7 para esta poblacion.
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VIIl. Analisis de resultados

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 es un padecimiento muy poco frecuente a nivel
mundial, su incidencia es menor a 1 en 100 000 individuos y representa la cuarta SCA
mas frecuente tanto a nivel mundial como en nuestro pal's.“’17 En un estudio previo
realizado por el mismo grupo de trabajo se determiné que la SCA7 representa el 7.4%
de las ataxias autosomico dominantes en México, llamando la atenciéon que mayoria de
las familias analizadas provenian de una misma region geografica localizada en la zona
centro del estado de Veracruz."” En este trabajo la muestra fue ampliada a un total de
20 familias en estudio, contemplando 181 individuos afectados o en riesgo de
desarrollar la enfermedad. El 49.7% de los individuos presentd la mutacion causante de
SCA7, es decir, 90 de los 181 individuos estudiados, lo cual incluso refleja el caracter
autosomico dominante de la enfermedad, en el cual un individuo afectado tiene el 50%

de probabilidad de heredar el padecimiento a la progenie.

Estos 90 individuos mutados son provenientes de 19 de las 20 familias analizadas, la
familia restante no presentd la mutacion causante de SCA7, sino la mutacién causante
de SCA2, la cual es la SCA mas frecuente en la poblacion mexicana y ha sido
previamente descrita en esta regién.’ %> Ambos padecimientos se caracterizan por una
ataxia progresiva, disartria, disfagia, signos piramidales, entre otros, sin embargo, un
signo que las distingue es la pérdida progresiva de la visién en los casos de SCA7." En
este caso, la familia 20 presentaba ademas de las caracteristicas en comun, una

disminucién en la agudeza visual, sin embargo esta fue debida a miopia.

No se encontraron individuos homocigotos para la mutacion causante de SCA7, esto es
debido a que en ninguna de las familias se presentaron casos donde ambos
progenitores estuviesen afectados. De esta manera, todos los individuos mutados

presentaron un alelo normal y uno mutado.

Los alelos mutados tuvieron un rango de repetidos CAG de 36 a 100, prevaleciendo el
alelo de 48 repetidos (10% de los casos). En esta serie predominaron alelos menores a

56 repetidos, lo cual implica un inicio tardio de los sintomas, es decir, posterior a la
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cuarta década de la vida. Esto se vio reflejado en el hecho de que 22 individuos

permanecieran aun asintomaticos al momento del estudio.

En aquellos individuos sintomaticos, la edad de inicio de los sintomas mostré una
relacion inversa con el numero de repetidos, similar a lo descrito en otras poblaciones.96
El individuo con mayor numero de repetidos (CAG)1pp tuvo un inicio a los dos afios de
edad, mientras que individuos con (CAG)4 presentaron sintomas hasta los 60 o 70

anos.

La SCA7 es la ataxia con el fendmeno de anticipacién mas pronunciado, principalmente
cuando el alelo mutado proviene del padre;'® este hecho se corrobord en este estudio,
en el cual se observd que en 33 transmisiones hubo un incremento en el numero de
repetidos en el alelo mutado. Este aumento en el numero de repetidos fue mayor en los
casos de transmision por via paterna, algunos autores sugieren que este fendmeno es

debido a la inestabilidad de la secuencia durante la meiosis.®’

El numero de repetidos del alelo normal en estos individuos fue de 8 a 12, mientras que
en ambos grupos control fue de 7 a 15, prevaleciendo el alelo de 10 repetidos (73% de

los casos) y seguido del de 12 (21.5%), similar a lo descrito para otras poblaciones.®

La secuenciacion automatizada de un subconjunto de muestras confirmé el numero de
repetidos obtenidos por autorradiografia, y mostré que los repetidos CAG son puros, es
decir, no presentan interrupciones por otras secuencias como ocurre con algunas otras
ataxias espinocerebelosas, en donde se ha encontrado que la presencia de
interrupciones confiere estabilidad a los repetidos durante la transmision a la

descendencia.®

Llama la atencidon que en una poblacion de 626,420 habitantes se presenten 90 casos
positivos de SCA7, pues al extrapolar el numero de casos positivos se tienen 14.4
casos por cada 100 000 habitantes, cuando la cifra consenso a nivel mundial es de

menos de 1 caso por cada 100 000.

Comparando los resultados obtenidos en este estudio con los datos descritos en la

literatura, esta es la serie mas grande de casos de SCA7 a nivel mundial, seguida de
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Sudafrica y los paises escandinavos, donde se han descrito series de 42 y 37 pacientes

respectivamente.

La alta incidencia de padecimientos hereditarios restringidos a regiones geograficas es
en muchos casos resultado de fendbmenos de la genética de poblaciones, entre los
cuales se encuentra el efecto de fundador, el cual implica que un individuo o un grupo

muy pequeio de individuos dio origen a toda una poblacién.

Con el fin de evaluar si los numerosos casos de SCA7 en esta poblacién son debidos a
un efecto de fundador se genotipificaron cuatro marcadores moleculares tipo
microsatélite cercanos al gen ATXN7 vy un SNP intragénico. Los microsatélites son
secuencias repetitivas de 2 a 5 nucledtidos cuyo numero de repeticiones varia
ampliamente a manera de polimorfismo. En este estudio se encontraron entre 6 a 13
alelos distintos en los marcadores tipo microsatélite empleados, lo cual nos muestra
que son marcadores altamente polimérficos, y su distribucion y segregacion nos mostro

que fueron también informativos.

Pese a la gran cantidad de combinaciones que es posible formar con los marcadores
utilizados y los alelos encontrados en ellos, la segregacion de los genotipos a lo largo
de las genealogias permitio identificar un haplotipo en comun en los individuos
mutados, el cual es 6-3-1-(CAG)n-1-6 en el orden D3S3566-D3S3698-D3S1600-
(CAG)n-rs3774729-D3S1287.

El hecho de que todos los individuos mutados presenten el mismo haplotipo, aun
cuando cada uno de los marcadores es tan polimérfico confirma la existencia de un

efecto de fundador en esta poblacion.

Unicamente tres individuos de una misma familia difieren en el marcador D3S3698, lo
cual puede deberse a un evento de recombinacion, pues conforme el paso del tiempo y
las generaciones este haplotipo se ira rompiendo, acercandose a un equilibrio de

ligamiento.

El haplotipo que presentan los individuos mutados en comun no puede ser comparado

con los haplotipos reportados en otras publicaciones, ya que los alelos de cada
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marcador son nombrados de manera arbitraria y no se especifica el tamafio exacto de
cada alelo, el unico polimorfismo comparable es el SNP, para el cual todos los
individuos mutados presentan el alelo correspondiente a adenina tanto en este estudio

como en otras publicaciones.??#

Previamente se han reportado efectos de fundador en paises escandinavos y en
Sudafrica.®#% Histéricamente la regidon geografica en la que se presentan los casos de
este estudio fue una zona de paso de migrantes que arribaban al puerto de Veracruz y
viajaban hacia la Ciudad de México; no se conoce alguna poblacién migrante en
particular que se haya asentado ahi. Como poblaciones nativas las regiones aledanas

eran habitadas por individuos totonacas y nahuas, principalmente.’®

Con el fin de evaluar el origen ancestral de la region en la cual esta incluida la mutacién
se realizé un analisis de ancestria, utilizando como poblaciones parentales individuos
europeos, africanos e indigenas. El analisis mostréo un alto componente indigena en
estos individuos (60-70%), tanto del genoma completo como del cromosoma 3, lo cual
seria sugestivo de un origen nativo para esta mutacion, sin embargo, al hacer el analisis
de ancestria local destaca un bloque de origen europeo heredado por el padre, tal como
se observa en la figura 23. Dicho bloque contiene al gen ATXN7 y a la mutacion
causante de SCA7, por lo cual se sugiere fuertemente que la mutacion causante de

SCAY7 en estos individuos es de origen europeo.

Con el fin de realizar un acercamiento y evaluar la poblacién europea en particular que
dio origen a esta mutacion se realizé un analisis de componentes principales, para el
cual se utilizaron datos de poblaciones espafola, francesa, italiana, inglesa, finlandesa
y estadounidense con ancestria europea. Es bien sabido que desde el siglo XVI han
habido migraciones importantes de poblaciones europeas a nuestro pais, siendo la mas
importante por parte de poblaciones espanolas durante la época de la conquista.
Ademas de estos eventos ha habido migracion bien documentada de poblaciones

francesas y estadounidenses.

De manera interesante, este analisis mostré que el segmento europeo presente en

estos individuos presenta una mayor similitud con la poblacion finlandesa, lo cual
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resulta interesante puesto que previamente se ha descrito una alta incidencia de SCA7

en esa poblacion.

No se han descrito en la literatura eventos de migracion entre Finlandia y México. Existe
la posibilidad de que los casos de SCA7 en México sean derivados de los casos en esta
poblacion escandinava, sin embargo se requeriria una comparacion entre los pacientes
con SCA7 mexicanos y finlandeses para confirmar que ambas poblaciones de SCA7
tienen un origen comun. Es probable también que aun si la mutacién surgié en la
poblacion escandinava haya habido posteriores eventos de recombinacién y el individuo

que la introdujo a nuestra poblacion era de ancestria europea.
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IX. Conclusiones

Este estudio muestra la serie mas grande de pacientes con SCA7 descrita hasta el

momento.

La alta frecuencia de casos de SCA7 en Veracruz es explicada por un efecto de

fundador.

Los resultados de este estudio sugieren fuertemente que dicho efecto de fundador tiene

un origen europeo, mostrando una mayor similitud con la poblacién finlandesa.
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11.2. Reactivos y condiciones de reaccion empleadas.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados.

Region blanco Secuencia Tamafio del producto
esperado
5’- TAGGAGCGGAAAGAATGTCGG-3
(CAG)n 280 pb
5’- ACTTCAGGACTGGGCAGAGG-3
5-ATAACACAACAAGCAAGCCTATGGT-3’
D3S1287 255-263 pb
5-GAGTGACATTTGCCCCTTTG-3
5-ATCACCATCATCTGCCTGTC-3
D3S1600 182-198 pb
5-TGCTTGCCTTGGGATTTA-3’
5-AGGAAAGAAAAGAAAGTG-3
rs3774729 166 pb
5-TGGCTGATGAAGGAGGGA-3
5’-6FAM-GGTTACCAGGGTCTGGG-3’
D3S3698 270-278 pb
5-GAAGAGATTACCATAATGAAGCC-3’
5’-6FAM-AGCCCACACATCACTGGT-3
D3S3566 218-234 pb
5-TGGTTTTACTCAAGGGATTCTC-3’
Tabla 2. Reactivos utilizados en PCRs de punto final (monoplex).
Reactivo (CAG)n D3S1287 D3S1600 rs3774729
DNA [100ng/pL] 4 L 2L 2L 2L
Oligonucleétido sentido [10 pM] 1uL 2 uL 2 uL 1L
Oligonucleétido antisentido [10 uM] 1uL 2 uL 2 uL 1uL
Master Mix 10 uL 10 L 10 L 10 uL
DMSO 2 uL - - -
a32-dCTP 0.05 pL 0.1 pL 0.1 uL -
H,O 1.95 uL 3.9uL 3.9uL 6 pL
Volumen final 20 uL 20 uL 20 yL 20 yL
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Tabla 3. Reactivos y volumenes utilizados por cada PCR empleando oligonucleétidos marcados

con fluoresencia (multiplex).

Reactivo Volumen
DNA [60ng/ pL] 1L
Oligonucleétido sentido D3S3698 [5 pM] 1uL
Oligonucleétido antisentido D3S3698 [5 pM] 1uL
Oligonucleétido sentido D3S3566 [5 pM] 1uL
Oligonucleétido antisentido D3S3566 [5 pM] 1uL
True Allele Premix 9 uL
H,0 2L
Volumen final 16 pL

Tabla 4. Reactivos y volumenes empleados en la reaccion de secuenciacion.

Reactivo Volumen
Producto de PCR  [~100 ng/uL] 2 uL
Oligonucleoétido sentido [10 ng/ pL] 1uL
Amortiguador  [5 X] 3.5uL
Big Dye 1.5 L
H.O libre de RNAsas 12 yL
Volumen final 20 uL

Tabla 5. Condiciones de reaccion

Region blanco (CAG)n D3S1287 D3S1600 rs3774729 Secuenciacion
Fase T°C | t(s) | T°C | t(s) | T°C | t(s) | T°C t(s) T°C t(s)
Desnaturalizacion
icial 94 | 600 94 | 600 | 94 | 600 94 600 96 30
Desnaturalizacion 94 60 94 60 94 60 94 60 95 30
Hibridacion 58 60 | 60.5 | 60 58 60 56 60 50 10
Extension 72 | 120 72 (120 | 72 | 120 72 120 60 240
Extension final 72 | 300 72 | 300 | 72 | 300 72 300 72 60
No. ciclos 25 25 25 25 25
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Tabla 6. Condiciones de reaccion para los marcadores D3S3698 y D3S3566.

Fase T t Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 12 min 1
Desnaturalizacion 94°C 15s
Hibridacion 55°C 15s 10
Extension 72°C 30s
Desnaturalizacion 89°C 15s
Hibridacién 55°C 15s 20
Extension 72°C 30s

Extension final 72°C 10 min 1

11.3 Distribucion de los alelos identificados en los marcadores moleculares
Los alelos encontrados en cada marcador fueron nombrados de acuerdo a su tamano,
siendo el alelo 1 el mas pequefio. En el caso del SNP rs3774729 el alelo 1 corresponde

a la presencia de adenina, mientras que el alelo dos representa al alelo de guanina.

Las tablas muestra el numero de individuos que porta cada alelo ya sea de manera
homocigota o heterocigota. Entre paréntesis se muestra el porcentaje al que

corresponde ese numero de individuos para cada grupo de estudio.

Tabla 1. Alelos presentes para el marcador D3S1600.

Alelo Tamaino Individuos mutados,(%) Individuos CV, (%) Individuos CM, (%)

(p-b.) n=90 n=150 n=150

1 90 (100%) 73 (48.67%) 74 (49.33%)
2 184 39 (43.33%) 92 (61.33%) 76 (50.67%)
3 186 10 (11.11%) 30 (20%) 36 (24.0%)
4 188 0 (0%) 1 (0.67%) 1(0.67%)
5 190 0 (0%) 3 (2%) 0 (0%)

6 192 0 (0%) 2 (1.33%) 1(0.67%)
7 194 0 (0%) 2 (1.33%) 10 (6.67%)
8 196 21 (23.33%) 57 (38%) 59 (39.33%)
9 198 0 (0%) 1(0.67%) 2 (1.33%)
10 200 0 (0%) 1(0.67%) 6 (4.0%)
11 202 0 (0%) 1(0.67%) 4 (2.66%)

62|Pagina



12 204 0 (0%) 3 (2%)

0 (0%)

Tabla 2. Alelos presentes para el marcador D3S1287.

Alelo Tamano Individuos mutados, (%) Individuos CV, (%)

(p.b.) n=90 n=150

1 243 pb 2 (2.22%) 0 (0%)

2 245 pb 1(1.11%) 1(0.67%)
3 247 pb 3 (3.33%) 3 (2%)

4 249 pb 9 (10%) 23 (15.33%)
5 251 pb 12 (13.33%) 62 (41.33%)
6 253 pb 90 (100%) 104 (69.33%)
7 255 pb 20 (22.22%) 62 (41.33%)
8 257 pb 7(7.78) 5 (3.33)

Ind

ividuos CM, (%)
n=150
0 (0%)
0 (0%)
1 (0.67%)
15 (10%)
37 (24.67%)
110 (73.33%)
76 (50.67%)
11 (7.33%)

Tabla 3. Alelos del SNP rs3774729.

Individuos CM (%),

n=150

Nucleétido Individuos mutados (%), Individuos CV (%),
n=90 n=150
A 90 (100%) 60 (40%)
2 G 70 (77.78%) 143 (95.33%)

81 (54%)
140 (93.33%)

Tabla 4. Alelos presentes en el marcador D3S3698.

Alelo Tamano Individuos mutados (%), Individuos CV (%), Individuos CM (%),

n=90 n=150

n=150

1 268 21 (23.33%) 75 (50.0%) 71 (47.33%)
2 270 56 (62.22%) 105 (70.0%) 113 (75.33%)
3 272 87 (96.67%) 68 (45.33%) 69 (46%)
4 274 0 (0%) 4 (2.67%) 5 (3.33%)
5 276 0 (0%) 2 (1.33%) 1(0.67%)
6 278 0 (0%) 0 (0%) 1(0.67%)
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Tabla 5. Alelos presentes en el marcador D3S3566.

Alelo Tamano Individuos mutados (%), Individuos CV (%), Individuos CM (%),

n=90 n=150 n=150

210 3 (3.33%) 27 (18.0%) 30 (20%)

216 0 (0%) 8 (5.33%) 4 (2.67%)

6 220 90 (100%) 145 (96.67%) 146 (97.33%)

8 224 0 (0%) 4 (2.67%) 3 (2%)

10 228 1(1.11%) 2 (1.33%) 0 (0%)

12 0 (0%) 0 (0%) 2 (1.33%)
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