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1. Introduccién

1.1.Marco Teorico

1.1.2 Elementos del Genoma Humano

Con el inicio del siglo XXI, el conocimiento en el area de la gendmica se
incrementd considerablemente, el desarrollo de técnicas de secuenciacion a
mayor escala tuvo como resultado en el afio 2001 la secuenciacion del genoma
humano. Los resultados de esta etapa muestran que nuestro genoma se
encuentra comprendido por alrededor de 3.2 x 10%b, lo que llevéd a los
investigadores inicialmente a pensar que un genoma de tal magnitud se
conformaba por unos 30000 a 40000 genes repartidos en 23 pares de
cromosomas (Venter et al. 2001; International Human Consortium Genome Sequencing
Consortium, 2001).Actualmente, se sabe que el numero de genes que originan a
una proteina es menor de lo que se pensaba, se han determinado alrededor de
unos 20000 genes implicados, muchos de los cuales aun no se conoce su funcion
especifica (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).El genoma
humano consta tanto de regiones de codificacion, como de regiones no
codificantes, y a pesar de la magnitud de nuestro genoma, se considera que solo
el 1.4% del genoma presenta una funcion codificante (Gregory Ryan, 2005). Las
regiones codificantes pueden dividirse en: genes que codifican para el ARN
mensajero (ARNm) que posteriormente se traducen para la formacion de
polipéptidos y proteinas; y los genes que codifican de manera exclusiva para los
ARN’s como su producto final (tARN, rARN, miARN, etc.). A diferencia de los
procariotas, los vertebrados y las plantas superiores presentan proporciones
mucho mas bajas de regiones codificantes.

Por otro lado, las regiones no codificantes (anteriormente conocidas como
“ADN basura” por su falta de funcion) pueden contener regiones que desempefian

papeles importantes en la estructura cromosomica y la regulacion de genes




(Gregory, 2005), lo cual ha llevado a los investigadores a determinar si estas
regiones pueden contribuir funcionalmente con las regiones codificantes
anteriormente descritas.Dentro de las regiones no codificantes, se presentan en
gran proporcidén secuencias repetidas, que pueden constituirse por repeticiones de
pequefios fragmentos (mononucledtidos, dinucleétidos, hasta hexanucleotidos),
hasta de repeticiones compuestas por fragmentos dispersos constituidos por
decenas, cientos o miles de pares de bases (Figura 1).

Los elementos repetidos de mayor magnitud son los elementos dispersos o
transponibles que pueden estar conformados por variaciones con un tamafno de 6
a 8 kb, como son los elementos dispersos de secuencia larga (LINES), también se
han descrito repeticiones que van de 300 a 400pb como los elementos dispersos
de secuencia corta (SINES), o elementos mas pequefios como los semejantes a
retrovirus o transposones de ADN (Garcia Barreno, 2001).Se piensa que gran parte
del ADN no codificante se formo a partir de la replicacion de estos elementos, asi
como algunos genes que se encuentran altamente conservados entre si. Por
ejemplo, la secuencia Alu conocida por ser el elemento mas comun de los SINES,
se conforma por aproximadamente de 300 pb de longitud y se repite
aproximadamente hasta 300,000 veces en el genoma humano, lo que representa
el 5 % del genoma (Jones and Bartlett, 2011). Estas secuencias repetidas pueden
estar presentes en diferentes numeros de copias y se han utilizado para la
deteccion de diferencias entre los individuos en una poblacién o en especies

relacionadas.

Aunado a estos, se han descrito unidades de repeticiones en tandem
conocidas como minisatélites (VNTR’s; del inglés variable number of tandem
repeats) y microsatélites (STR, short tandem repeats). Estos repetidos se
constituyen por repeticiones de fragmentos mas pequefios y que presentan una
tasa de mutacion mayor a lo establecido en otras regiones del ADN, por lo que
pueden ser usados como marcadores polimoérficos para el mapeo de genomas,
trabajos forenses y genética de la conservacion (Ellegren, 2004).




Por mucho tiempo se pensaba que estos elementos repetidos solo se
distribuian en el material genético no codificante y que no tenian algun papel de
importancia en la constitucién y funcionalidad del genoma, ahora se sabe que
pueden localizarse tanto en regiones reguladoras de genes especificos, asi como
en regiones codificantes, por lo que variaciones de estos elementos pueden tener
una consecuencia funcional y en algunos aspectos afectar la maquinaria molecular
de las células de nuestro organismo. Por lo tanto, el estudio de los elementos
repetidos en tandem, son de gran importancia, no solo como marcadores
moleculares, si no como factores que puedan tener una implicacién en la

funcionalidad de un organismo.

Genoma humano
3200 Mb

I
]

Genes ADN intergenico
1200Mb 2000Mb

[
EXONES (~Secuencias ) mpliosrepetdos ) [~ Otras regiones )
48Mb relacionadas 1400Mb intergenicas 600Mb
1152 Mb
| ] ] | ]
Fragmentos Intrones Microsatelites Varias
de genes UTRs S0Mb 510Mb
[ I I ]
LINEs SINES Elementos Transposones
640Mb 420Mb LTR 250Mb de ADN

Figura 1: La composicion del genoma humano. Abreviaturas: UTR (untranslatedregions) regiéon no
traducida.

1.1.2. Elementos repetidos en tandem

La mayoria de estos repetidos en tandem se han encontrado localizados en
regiones no codificantes y debido a su alta variabilidad entre individuos y

poblaciones son conocidas como variantes altamente polimorficas, por lo que su




analisis ha llevado a que estos marcadores sean utilizados para la realizacion de
mapas genéticos y pueden ser usados de manera extensiva para la asociacion de
genes susceptibles en el desarrollo de diferentes enfermedades. Ademas son
usados para el analisis de exclusion de paternidad e identificaciéon entre
individuos, asi como para determinar variabilidad poblacional, en estudios de
parentesco o afinidad, en estudios de genética de poblacion, en estudios de
hibridacion entre especies emparentadas, en la comparacién de niveles de
variacion de especies y poblaciones ya que pueden proveer un uso para la
valoracion genética total, y estimar tamanos de poblacion efectiva y migracion
entre subpoblaciones (Hartl and Jones, 2009). Como marcadores para la asociacion
de enfermedades han sido los mas usados a finales de la década de los 90’s y
principios de éste siglo. Historicamente las repeticiones en tandem formaban parte
del ADN no funcional “basura”, esto por su naturaleza altamente inestable. Sin
embargo, reciente evidencia aclara el importante papel que las repeticiones
pueden desempefar en los genomas. En la década de 1960, los cientificos
identificaron estos elementos repetitivos como la explicacién de la correlacion
negativa entre organismos en la complejidad fenotipica y el tamafio de su genoma
(Gemayel R. et al. 2012).

Las principales clases de ADN repetido en tandem son: ADN satélite, ADN
minisatélite y ADN microsatélite, que varian en el tamafio de la repeticion asi como

en la localizacion cromosomica (Brown, 2007) (Tabla 1).

El genoma humano contiene en total unas 250 Mb de ADN satélite (llamado
asi porque al separar el ADN gendmico en gradientes de densidad aparece como
3 bandas "satélites" de la banda principal).El ADN satélite esta formado por la
repeticion de una secuencia de ADN miles de veces en tandem, es decir unas
copias pegadas a otras. Esto da lugar a regiones repetidas con tamafos que van
desde 100 kb hasta varias megabases. Por ejemplo, el ADN Satélite 1 es una
secuencia de 42 nucledtidos, mientras que en el Satélite 2 la secuencia repetida
es (ATTCCATTCG). Un tipo de ADN satélite muy importante es el ADN alfoide 6

Satélite alfa, en el que la secuencia repetida tiene un tamafno de 171 nucledtidos, y




que forma parte del ADN de los centrdmeros de los cromosomas humanos. Otros

tipos de ADN satélite son el Satélite beta (repeticion de 68 nucledtidos) y el

Satélite gamma (repeticion de 220 nucledtidos), que también se encuentran en la

cromatina centromérica de varios cromosomas (Guizar-Vazquez, 2001).

Tabla 1: Principales clases de ADN humano repetido en tandem. Tomado de Strachan T (Strachan and Read

2004).
Clase Tamaiio de Localizacion cromosémica mayor (s)
la repeticion
ADNSatélite(bloques 5-171 pb Especialmente en los centrémeros
frecuentemente de 100 kb a varios
Mb de longitud)
a (ADN alfoide) 171 pb Heterocromatina centromeérica de todos los
cromosomas
B ( Sau3 Una familia) 68 pb Heterocromatinacentromérica de 1, 9, 13, 14, 15,
21,22yY
Satélite 1 (AT-ricos) 25-48 pb Heterocromatina centroméricade la mayoria de
los cromosomas y otras regiones
heterocromaticas
Satélites2y 3 5 pb La mayoria, posiblemente, todos los cromosomas
ADNMinisatélite (bloques de 6-64 pb En o cerca de los teldbmeros de los cromosomas
frecuencia dentro de la gama de
0,1-20 kb)
familia telomérica 6 pb Todos los teldomeros
familia hipervariable 9-64 pb Todos los cromosomas, a menudo cerca de los
telémeros
ADNMicrosatélite(bloques a 1-6pb Dispersos a lo largo de todos los cromosomas;
menudo menores a 150 pb) algunos pequeios arreglos de secuencia simple
Secuencias repetidas simples

El ADN de tipo Minisatélite esta formado por secuencias de 14 a 75

nucleotidos que se repiten en tandem hasta dar un tamafio total de fragmento

entre 100 nucledtidos y 20 kb. Algunas repeticiones de este tipo son polimérficas,

y dan lugar a los marcadores de tipo VNTR, dichos elementos fueron los primeros

en ser utilizados para estudios de identificacibn humana, sin embargo al ser

fragmentos de mayor tamafo son susceptibles a degradacion y a presentar un

menor poder estadistico en la discriminacion de individuos.
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Por ultimo el ADN de tipo Microsatélite esta formado por secuencias de ADN
hasta de 6 nucledtidos que se repiten para dar bloques con un tamano total
habitualmente no superior a 150 nucledtidos. Hay repeticiones de este tipo por
todo el genoma humano, y muchas de ellas son muy utiles como marcadores
genéticos porque el numero de repeticiones varia entre individuos, utilizandose
como los marcadores de eleccidn para identificacion humana, dejando en desuso
a los marcadores minisatélite debido a su alta confiabilidad. En la actualidad se
estima que aproximadamente el 3% del genoma humano esta constituido por ADN
microsatélite o pequefos elementos repetidos en tandem (short tandem repeats 6
STRs y/o simple sequences repeats 6 SSRs por sus siglas en inglés) (Strachan and
Read, 2004; Magafia, 2012). Estos elementos, a diferencia del ADN satélite y los
minisatélite, pueden presentarse en mayor frecuencia en regiones reguladoras de
muy diversos genes, asi como se han identificado diversos elementos en regiones
codificantes, por lo que su estudio es de gran importancia para la regulacion del
genoma y posibles implicaciones en diversas patologias.

1.1.2. Microsatélites

Los microsatélites o secuencias cortas de repeticion en tandem (STR) son
sistemas multialélicos altamente polimérficos, en los cuales el numero de
repeticiones en tandem es de 1 a 6 pb por lo que se les clasifica como: a)
mononucléotidos, cuyos representantes mas comunes en el humano (Homo
sapiens) son las secuencias poli(A)/poli(T); b) los dinucléotidos, siendo los mas
comunes los CA/TG, los cuales ocurren con una frecuencia hasta dos veces
mayor que AT, y tres veces mas que AG/TC; c) los trinucléotidos, entre los que se
encuentran CAG y AAT como los mas comunes; y d) los tetranucléotidos, e) los
pentanucléotidos y f) los hexanucléotidos que son los STR mas estables (Strachan
and Read, 2004).

Estos marcadores se encuentran distribuidos en todo el genoma humano.

Los STR se encuentran, principalmente, en los genomas de los mamiferos asi
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como en los cloroplastos y se han clasificado como puros, compuestos e
imperfectos(Tabla 2).El tamafio de los alelos de la mayoria de los loci STR se
encuentran en el rango de 100 a 400pb, lo que les permite ser explorados
facilmente en muestras degradadas y escasas; ademas se pueden detectar
facilmente por técnicas sencillas como la electroforesis en poliacrilamida seguida
de la tincion de plata y mas recientemente haciendo uso de la electroforesis
capilar (EC) en analizadores de ADN automaticos. La electroforesis en gel ha sido
el método convencional para determinar el tamafo de los productos de PCR, sin
embargo la técnica consume mucho tiempo y no es cuantitativa. La EC es una
importante herramienta para este propdsito, porque ofrece los beneficios de una
separacion rapida (24 min) y eficiente de los fragmentos del ADN, empleando los
principios de carga, hidrofobicidad, estereoespecificidad y tamano. Estos
marcadores presentan importantes ventajas, ya que se encuentran en grandes
cantidades, y relativamente espaciados a lo largo de todo el genoma, son
importantes debido a que son mas especificos, sobretodo en poblaciones con
niveles bajos de variacién de aloenzima y ADN mitocondrial (mtADN).

Tabla 2. Clasificacion de los polimorfismos STR en base al patrén
de repetidos

Puros CACACACACACACACAACACACACA
Compuestos CACACACACACAGAGAGAAGAGAGA
Imperfectos CACATTCACACATTCATTCATTCACAT

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.
Como se ha mencionado, son altamente polimérficos y generalmente presentan
una baja tasa de mutacion, en ocasiones pueden comportarse de manera
inestable presentando expansiones en el numero de unidades repetidas durante
los procesos de mitosis y/o meiosis (Schlidtterer, 2000). Los marcadores tipo

microsatélite tienen una tasa de mutacién en un rango aproximado de 10° a 102,
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sin embargo en existen algunos repetidos que al parecer pueden tener un efecto a
nivel celular y fenotipico en un organismo produciendo multiples patologias, es en
estos casos en que la tasa de mutacion aumenta considerablemente, a lo que se

le denomina como “mutaciones dinamicas”(Schiétterer, 2000).

A lo largo del tiempo, se han establecido varios modelos donde explican el
comportamiento dinamico expansion/contraccién 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 formaciéon de estructuras secundarias no
comunes del ADN, también conocidas como estructuras “no B-ADN” (tales como
horquilla/bucle, cadena triplex, cadena cuatruplex) son la principal causa que
pueden originar estas modificaciones estructurales (Mirkin, 2007; Wells, 2005).

1.1.2. Variabilidad de los elementos microsatélites

El origen de los microsatélites y sus expansiones fue explicado a través del
deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion del ADN, cuando la hebra
naciente se re-alinea incorrectamente y provoca un aumento o disminucion de las
unidades de repetidos (Strachan and Read, 2004; Sharma et al. 2007; Magafia,
2012)(Figura 2). A pesar de que estos eventos son corregidos por el sistema que
repara el apareamiento incorrecto (MismatchRepair o MMR), existe un bajo
numero de variantes que escapan a dicha reparacion originando una nueva
mutacion (Wells, 2006; Schidtterer, 2000).Este deslizamiento se ha comprobado en
sistemas in vivo, y puede ser observado in vitro durante la misma amplificacion de
unidades repetidas por PCR, fendmeno conocido como “stutter” (Edwards et al.
1991; Lins et al. 1998).Sin embargo este fendmeno solo ha podido explicar

claramente las expansiones y contracciones de mononucleétidos y dinucleoétidos.
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Actualmente, el origen y la inestabilidad de los microsatélites tri-, tetra-,
penta-, o hexanucledtidos no se han comprendido por completo. Este grupo de
STR’s es fundamental, ya que son los repetidos que se han asociado al desarrollo
de diversas enfermedades monogénicas (Strachan and Read, 2004). A pesar de que
la variabilidad de los elementos repetidos es explicada por pequehos errores
durante la acumulacion de cientos o miles de afos, originados principalmente por
cambios evolutivos, en ocasiones la expansidén y contraccion de estos repetidos
pueden ser aun mas inestables considerando cambios que pueden desembocar
en el desarrollo de una patologia.

Una prominente inestabilidad de repetidos se asocia a mecanismos
complejos que probablemente surgen a través de multiples procesos que se
producen de forma individual o en combinacion dependiendo del tejido, estado de
proliferacion y etapa de desarrollo celular (Pearson, 2005). Los mecanismos de
expansion/contraccidn de las secuencias que incluyen estos repetidos, ocurren a
través de diversos procesos celulares como son la replicacion, recombinacion y
los sistemas de reparacion (Schiétterer 2000). Este deslizamiento no soélo ocurre in
vivo, también se ha observado durante la amplificacion por PCR (Edwards et al.
1991).

Con base en lo anterior, se puede decir que las mutaciones a veces
involucran mas de una unidad de repetidos y que los eventos de mutacién no son
heterogéneos con respecto a los loci, a los tipos de repetidos o a los mismos
organismos (Schlétterer 2000).Ademas, esta heterogeneidad se hace evidente en el
constante cambio de longitud de los microsatélites, posiblemente causado por la
cantidad de repetidos en loci individuales o debido a la estructura de la secuencia.
Afortunadamente, la alta tasa de mutacidén en los microsatélites facilita el estudio
de estos eventos, principalmente en modelos bacterianos y/o levaduras (Ellegren,
2004).
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Figura 2: Mecanismos de mutacion en los locimicrosatélites. A) Después de que inicia la
replicacion en un repetido, las dos hebras pueden separarse. Si la hebra se alinea fuera de sitio, la
replicacion continuara alterando el nimero de repetidos. Un deslizamiento en la hebra naciente
provocara un aumento del repetido, por el contrario, si sucede en la hebra molde se disminuira el
numero de repetidos. B) y C) Los procesos de recombinaciéon que producen conversion génica
introducen mutaciones en la secuencia microsatélite mas larga.

1.2. Mecanismos de inestabilidad

1.2.1. Replicacion

La asociacidn que existe entre la inestabilidad de repetidos (principalmente
trinucledtidos) y la proliferacion celular apoya el papel de la replicacién en la
inestabilidad. La formacion de estructuras ADN-no B y el deslizamiento de la
cadena rezagada podrian facilitar la inestabilidad (Figura 3). Existen evidencias del
papel que juega la cadena rezagada en la inestabilidad, como la similitud entre el
umbral de inestabilidad y la longitud del Fragmento de Okazaki, asi como la

inestabilidad de repetidos en levaduras mutantes para rad27/fen 1 (enzimas exo o
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endonucleasas involucradas en el procesamiento de Okazaki). Ademas el
tratamiento con farmacos que alteran la progresién de la horquilla de replicacion
en células de pacientes con una enfermedad producida por expansiones de
repetidos como la Distrofia Mioténica tipo 1 (DM1) afecta el curso de la expansion
de los tripletes CTGs (Yang et al. 2003; Pearson et al. 2005). Ademas, la
orientacion de las secuencias de repetidos en relacion a la direccion de
replicacion, la localizacion de las secuencias de repetidos y la participacion de la
endonucleasa son componentes interesantes en este proceso (Wells et al. 2005;
Wells, 2006). La localizacion del origen de replicacion podria ser crucial, debido a
que un cambio en la localizacion determina la direccion de replicacion en el
repetido y define el templado de la cadena rezagada, lo que afecta la estabilidad

en diversos modelos.

3’ replication slippage

5 ey 3 - 5 3 - 5 > 3
3 o5 3 o5’ 3 o5

Figura 3. Formacion de hairpin durante la replicacién (tomada de Kim and Mirkin 2013).

Hasta ahora el elemento mas interesante relacionado a la replicacion es la
pausa de la ADN polimerasa en las diferentes estructuras de ADN-no B, lo que
causa que la horquilla de replicacion se colapse. Esta pausa se ve afectada por el
tamano de los repetidos, la pureza y la direccion de replicacion. La restauraciéon de
esta pausa involucra mecanismos de deslizamiento y/o rupturas de doble cadena
dentro o cerca de los tractos de repetidos, lo que hace imprescindible la
intervencién de las maquinarias de reparacion y recombinacion para que la

replicacion pueda continuar (Wells, 2006).
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1.2.3. Reparacion

La acumulacién de inestabilidad de CAG en tejido no mitético de pacientes y
la estabilidad alterada en diversos tejidos de raton deficientes en reparacién apoya
la participacion de los procesos de reparacion del ADN en la inestabilidad. La
reparacion de la inestabilidad de repetidos en tandem puede involucrar el
procesamiento de intermediarios mutagénicos que se forman en las horquillas de
replicacion, sitios de rotura de cadena doble o simple o dafio endogeno del ADN,
dentro o cerca del tracto de repeticion (Pearson et al. 2005).

Las proteinas MMR (Mismatch-repair) estan directamente implicadas en la
inestabilidad CAG/CTG. En diversos modelos murinos se observa que este tipo de
expansiones requieren de las proteinas funcionales MSH2, MSH3 y PMS2
(Savouret et al 2003). También se ha sugerido un papel importante del complejo
MSH2:MSH3 en la inestabilidad debido a que en un modelo de ratén con
deficiencia de MSH6 aumentd la cantidad del complejo MSH2:MSH3 y esto
potencio la expansion (van denBroeck et al. 2002). Por lo tanto, variaciones y
mutaciones que afecten la funcionalidad de este complejo de proteinas de
reparacion, podrian estar implicadas en un aumento en la variacion de repetidos
STRs, siendo un aspecto importante cuando existen expansiones de gran
magnitud tanto a nivel germinal como somatico, lo cual puede estar implicado en

el desarrollo de patologias asociadas a expansiones anormales de repetidos.

1.2.4. Recombinacioén

La recombinacion entre secuencias que flanquean el tracto de repeticidon es
raro en la mayoria de desérdenes que involucran repetidos en tandem. En los
seres humanos, la expansion masiva en linea germinal en los lociDM1, DM?2,
FRAXA, SCA8, SCA10 y FRDA podria involucrar recombinacion dentro de la
tracto, probablemente por hibridacién intracromosomal (entre cromatidas
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hermanas) como resultado de la sintesis de ADN dependiente de hibridacion
(Pearson et al. 2005).

También se han utilizado modelos de levadura para estudiar la inestabilidad
y en particular la reparacion de rupturas de doble cadena. En experimentos con
mas de 250 repetidos CTG/CAG se pudo probar que las rupturas de doble cadena
y la recombinacion estaban implicadas en los mecanismos de inestabilidad.
Demostraron que los tractos de repetidos largos inducen las rupturas de doble
cadena de una forma dependiente a su longitud y que este tipo de secuencias son
propensas a expandirse cuando los eventos de recombinacion inician en lugares
cercanos a los repetidos (Freudenreich et al. 1998; Wells, 2006).

En otro modelo de levadura se indujeron las rupturas de doble cadena con la
endonucleasa “homing” (HO) y observo que en presencia de repetidos cortos, casi
el 20% de las rupturas inducian eventos de conversion génica que llevaban
deleciones de las secuencias repetidas. Sin embargo cuando se utilizaban
repetidos mas largos (98 repetidos), la conversidon génica llevaba a eventos de
expansion en aproximadamente 30% de las rupturas (Richard et al. 1999; Wells,
2006). Sin embargo el papel exacto de la recombinacion en la inestabilidad es
dificil de determinar debido a que es dificil detectar los eventos de recombinacion
que tienen puntos de ruptura dentro de los tractos de repeticion (Pearson et al.
2005).

1.2.5.0tros mecanismos involucrados

Ademas de los mecanismos antes mencionados, existe una variabilidad

interpersonal que puede influir en una mayor o menor estabilidad, como:

A) Elementos en cis
Los elementos en “cis” son regiones de ADN o ARN que regulan la expresion de
genes localizados en la misma molécula de ADN. Este término proviene del latin
cisque significa “en el mismo lado”. Los elementos en cisque pueden afectar la

estabilidad se clasifican en internos y externos. Dentro de los internos se
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encuentran: la longitud o numero de repetidos y la secuencia de los repetidos (si
presentan o no interrupciones a lo largo del microsatélite). Por otro lado, dentro de
los externos se encuentran las secuencias que flanquean los repetidos, los
nucleosomas, la metilacion y los origenes de replicacidon (Cleary and Pearson, 2003;
Pearson et al. 2005; Polak, 2013).

A mediados de la década de los 90’s se demostré que repetidos expandibles
tienen propiedades estructurales inusuales, suelen plegarse en estructuras de
horquillas que comprenden pares de bases de tipo Watson-Crick y diferentes a
Watson-Crick. El potencial de formacion de estructuras en repetidos expandidos
cambia drasticamente el resultado de deslizamiento de la cadena de ADN.

La formacion de estructuras inusuales en el ADN es mas improbable en
regiones con repetidos que no se han expandido; por otra parte las interrupciones
de estabilizacion dentro de regiones con repetidos en alelos largos normales
hacen que la formacion de estructuras inusuales en el ADN sea mas dificil. El
principal evento que desencadena la formacion de estructuras inusuales en el
ADN por repeticiones expandibles en el ADN gendmico es cuando éste se esta
desenrollando o incluso en la separacion completa de la cadena; el principal
proceso celular que implica la separacién de las cadenas de ADN es la replicacion
(Mirkin, 2006).Fig 4.

single semi-stable stable quadruplex
stranded hairpin hairpin
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5 5
5" 5

CCA CAU CGA CCG AGG
CAA CUA CGU CUG UGG
cuu UUA CAG
ccu AUG CGG
AAG UAG
uuG

e — ]

structure stability

Figura 4: Formacion de estructuras secundarias en relacion al tipo de secuencia de los repetidos
(Krzyzosiak, et al. 2012).

19




1.3. Enfermedades por expansion de repetidos

Como se menciond anteriormente, a pesar de que la mayoria de estos
elementos se encuentran en regiones no codificantes, se han identificado algunos
elementos localizados en regiones 5'y 3' UTRs e intrones de muy diversos genes,
asi como diversos trinucledtidos o hexanucle6tidos comunes en algunas regiones
codificantes. Se ha descrito que las expansiones anormales de estos elementos
repetidos que sobrepasan un umbral en el rango de normalidad pueden asociarse
a multiples patologias de origen neuromuscular y neurodegenerativo (Castel et al.
2010). En 1991, La Spada et al., y Kremer et al., mostraron que la atrofia muscular
espinal y bulbar y el sindrome de X fragil son causadas por expansiones de
repeticiones CAG y CGG, respectivamente. Desde entonces, se han encontrado
numerosas enfermedades originadas por la expansidon anormal de regiones
STRs. La revelaciéon de que la repeticion de tripletes puede tener un impacto
patologicamente significativo fue una sorpresa desde el primer descubrimiento de
secuencias simples (ahora conocido generalmente como microsatélites) que
habian sido considerados como estructuras esencialmente neutras, utiles como
marcadores genéticos pero con ninguna importancia evolutiva mas alla de eso
(Hancock and Santibariez, 1998).

La inestabilidad de repetidos es una importante y unica forma de mutacion
que se encuentra ligada con mas de 40 desordenes neurologicos,
neurodegenerativos y neuromusculares. Esta mutacion es dinamica con productos
que continuan mutando dentro de los tejidos y de generacidn en generacion. La
longitud de la seccion con repeticiones correlaciona con la gravedad de la
enfermedad y la edad de inicio, este fenomeno conduce a la anticipacion genética
que es caracteristica de la mayoria de los trastornos de repeticion. La categoria
mas amplia de los trastornos de repeticion esta dada por trinucleétidos repetidos;
estos trastornos también incluyen tetranucleétidos, pentanucleotidos, minisatélites

y megasatélites (Pearson et al. 2005).Tabla3.
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Tabla 3: Resumen de enfermedades hereditarias asociadas a repeticiones inestables.

Enfermedad Locus Gen Proteina Unidad de Localizacion de Normal | Patolégico | Mecanismo
repeticion la repeticion

Distrofia mioténica tipo 1 DM1 DMPK DMPK CTG 3UTR NC 5-37 50-4000 GF ARN

Distrofia mioténica tipo 2 | DM2 ZNF9 ZNF9 CCTG Intrén 1 NC 104- 75-11000 GF ARN

176

Ataxia de Friederich FRDA X25 Frataxina GAA Intrén NC 6-32 200-1700 PF gen

Sindrome de X fragil FMR1 FMR1 FMR-1 CGG 5’UTR NC 6-53 230-2000 PF gen

Sindrome de X fragil FXTAS | FMR1 FMR-1 CGG 5’UTR NC 6-53 55-200 GF ARN?

asociado a ataxia tremor

Sindrome de X fragil Il FMR2 AFF2 FMR-2 GCC 5UTR NC 4-39 200-900 PF gen

Ataxia espinocerebelar SCA8 KLHL1AS Ninguna CTG Extremo 3'NC 19-92 100-127 GF ARN

tipo 8

Ataxia espinocerebelar SCA12 | PPP2R2B PPP2R2B CAG 5'UTR promotor 7-45 55-78 PF?

tipo 12 NC

Ataxia espinocerebelar SCA10 | ATXN10 Ataxina10 ATTCT Intrén NC 10-22 800-4500 PF?

tipo 10

Atrofia dentatorubral DRPLA | DRPLA Atrofina 1 CAG Codificante N-t 3-35 49-88 Gfproteina

Huntington HD HD Huntingtina | CAG Codificante N-t 10-34 40-121 Gfproteina

Huntington tipo Il HDL2 JPH3 Junctofiina | CTG 8-28 44-57 GF ARN?

Atrofia muscular SBMA AR AR CAG Codificante N-t 9-36 38-62 Gfproteina

espinobulbar

Ataxia espinocerebelar SCA2 ATXN2 Ataxina2 CAG Codificante N-t 13-33 32-200 Gfproteina

tipo 2

Ataxia espinocerebelar SCA3 ATXN3 Ataxina3 CAG Codificante C-t 13-44 55-84 Gfproteina

tipo 3

Ataxia espinocerebelar SCA6 CACNA1A | CACNA1A CAG Codificante C-t 4-18 21-33 Gfproteina

tipo 6

Ataxia espinocerebelar SCA7 ATXN7 Ataxina7 CAG Codificante N-t 4-35 37-306 Gfproteina

tipo 7

Tabla 3: AR, receptor de andrégeno; DMPK,

Myotonicdystrophyproteinkinase; CACNA1A,

subunidad a1A de canal de calcio dependiente de voltaje. PPP2R2B subunidad reguladora
especifica de cerebro de la fosfatasa PP2A; ZNF9, proteina con dedos de zinc 9; KLHL1AS, Kelch-
like 1 antisense; G F, ganancia de funcién, P F, pérdida de funcién y N-t, amino terminal; C-t,
carboxilo terminal; NC, no codificante. Tabla modificada de Cummings y Zoghbi 2000 (Cumming

and Zoghbi 2000).

Estos desordenes son de gran importancia debido a su evolucion clinica

degenerativa y discapacitante, y algunos presentan una gran prevalencia en la

poblacion, entre los que sobresalen el SXF que es la causa de retraso mental mas

importante a nivel mundial solo por debajo de trisomia 21 o la Distrofia miotdnica

tipo 1 (DM1) que es considerada como la distrofia muscular mas importante en los

adultos a nivel mundial.
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1.4. Distrofia mioténica tipo 1 (DM1)

La distrofia mioténica tipo 1 (DM1) es una enfermedad autosémica
dominante causada por una expansion de trinucleétidos repetidos CTG en la
region 3’'UTR del gen DMPK (Brook et al.1992)(Fig 5).

Fue inicialmente descrita por el médico aleman Hans Steinert en 1909 siendo
la primera entidad clinica que se definié por miotonia (prolongacion involuntaria en
el tiempo de relajacion muscular posterior a una contraccion) y actualmente es
considerada como la distrofia mas comun en los adultos con una incidencia a nivel
mundial de 1/8000 individuos (Harper et al. 1992).

Chromosome 19

3’-UTR

1 234 56 738 9 10 11 12 1314 15 CTGCTGCTG

CICCIGEICCIE
CTGCTGCTGCTGCTG
DMPK Gene CTGCTGCTGCTGCTGCTG

Figura 5: Localizacién y conformacion del gen DMPK (Magafia, 2012).

El cuadro clinico caracteristico de ésta enfermedad es multisistémico,
inicialmente afecta a los musculos distales de las extremidades y mas tarde a la
musculatura proximal; ademas hay participacion temprana de los musculos de la
cara y el cuello; la debilidad de los musculos extraoculares produce ptosis y
limitacion de los movimientos extraoculares; la atrofia de musculos maseteros,
esternocleidomastoideo y musculo temporal produce un aspecto caracteristico
conocido como “facies inexpresivas”. Otros rasgos de la DM1 son la alopecia

frontal, cataratas, problemas respiratorios, alteraciones del musculo cardiaco que
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produce arritmias auriculares y bloqueo cardiaco, también se presentan
anormalidades gastrointestinales, resistencia a la insulina, hiperglucemia,
hipogonadismo y atrofia testicular. Los pacientes presentan ademas, alteraciones
del sistema nervioso central y periférico que incluyen hipersomnolencia,
hipoventilacion central, alteraciones de la personalidad y retraso mental (D’Angelo,
2006).

La DM1 se clasifica en cuatro subtipos aunque generalmente se presenta
entre la tercera y cuarta década de vida:

-Leve: los sintomas aparecen en la tercera edad de la vida y se caracteriza por
cataratas y posiblemente la presencia de diabetes; la expectativa de vida es estos

pacientes es normal.

-Clasica: aparece entre los 12 y 60 aflos de edad y presenta un cuadro clinico
multisistémico el cual incluye dafio muscular, miotonia y alopecia frontal, entre
otros. Estos pacientes presentan una expectativa de vida promedio de 48 a 55
anos de edad.

-Infantil: los sintomas aparecen antes de los doce afios e incluyen dafio muscular,
retraso mental y problemas respiratorios; la expectativa de vida e encuentra

alrededor de los 40 anos de edad.

-Congénita: se presentan sintomas prenatales o al nacimiento. Durante la
gestacion el feto presenta complicaciones como hiperhidramnios, movimientos
reducidos, hipotonia generalizada, deformidades esqueléticas y problemas
respiratorios. En estos casos se presenta una alta tasa de mortalidad y los
pacientes que sobreviven desarrollan la forma clasica de la enfermedad antes de
los diez afos (D’ Angelo, 2006; Bird, 2013).
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1.4.1.Papel de los repetidos CTG en la patogénesis de la DM1

En esta patologia se presenta el fenbmeno de anticipacion genética, el cual
se define como la predisposicién de los repetidos de trinucledtidos para aumentar
o expandirse durante la transmision a su descendencia, causando un aumento en
la severidad de la enfermedad, y una disminucion en la edad de inicio de la misma
(McMurray, 2010).

Los alelos del gen DMPK que portan de 5 a 34 repeticiones del trinucleotido
CTG se encuentran en individuos sanos y se comportan de una manera estable a
través de la herencia ya que tienen una tasa de mutacion relativamente baja. Por
el contrario, los alelos con un numero de repeticiones del triplete CTG mayor de 50
y hasta aproximadamente 4000 estan presentes en los pacientes con DM1 y son
inestables al heredarse (Magara, 2009). Tabla 4

Existe un rango de repetidos conocido como “premutacion”, el cual incluye la
presencia entre 35 y 49 repetidos, los individuos con estas expansiones no
presentan manifestaciones clinicas a lo largo de su vida, por lo que no son
considerados como pacientes; sin embargo estas expansiones son consideradas
altamente inestables de manera germinal, por lo que pueden tener una
descendencia con un mayor numero de repetidos, alcanzando el grado de
mutaciéon o penetrancia completa, debido a que poseen una susceptibilidad

aumentada para mutar en una transmision subsecuente (McMurray, 2010).

Tabla 4: correlacién genotipo- fenotipo en la DM1

Fenotipo Numero de repetidos | Edad de inicio
CTG
Normal 5-34 Asintomatico
Premutacién 35-49 Asintomatico
Adulto (Clasica) 50-149 30-70 afios
Congeénita > 1000 Desde el
nacimiento
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1.4.2.Patogénesis molecular de la DM1

A lo largo del tiempo, la paradoja de que una mutacién fuera de la region
codificadora del gen DMPK causara la extensa variedad de sintomas de la DM1 se
mantuvo sin resolver, sin embargo después de un extenso numero de estudios en
pacientes, ratones transgénicos y modelos celulares para la DM1, se han logrado
proponer diversos modelos para explicar las bases moleculares de la enfermedad;
tales como haploinsuficiencia del gen DMPK, haploinsuficiencia de genes
adyacentes al gen DMPK, ganancia de funcién del ARN mutante (Magaria et al.
2009).

Hasta ahora el mecanismo mas aceptado es el de ganancia de funcién del
ARN que postula que el transcrito del alelo mutado es suficiente para producir las
caracteristicas de la enfermedad. En el transcrito los repetidos expandidos CUG
pueden originar cadenas complementarias que inducen la formacion de
estructuras secundarias tallo-asa (hairpinloops), de tal forma que no pueden ser
exportados del nucleo y son acumulados adquiriendo una nueva funcion téxica
(Mankodi et al. 2000; Seznec et al. 2001; Wang et al. 2007; Orengo et al. 2008; Lee and
Cooper, 2009).

La acumulacion del ARN mutante en el nucleo de células musculares o
nerviosas provoca su union aberrante con proteinas que participan en la
regulacion de procesos nucleares, tales como moduladores del proceso alternativo
de transcritos (splicing) y factores de transcripcion, lo que modifica finalmente la
expresion de determinados genes impidiendo que las proteinas para las cuales
codifican llevan a cabo sus funciones. En el secuestro de factores de transcripcion
se ha identificado a Sp1 (proteina especifica 1), STAT1 y STAT 3 (miembros de la
familia de proteinas de transduccion de sefales y de activacion de la transcripcion)
y la subunidad gamma del receptor de acido retinoico. Por otra parte cuando se
asocia a moduladores del splicing se ha encontrado a la proteina de union a
repetidos CUG (CUG-BP1), la proteina de union a regiones con repetidos CUG-2
(ETR-3), las proteinas similares a muscleblind (MBNL1, MBNL2 y MBNL3), las
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proteinas de union a ARN con actividad cinasa PKR y las ribonucleoproteinas
heterogéneas nucleares (hnRNPH) (Magafia, 2009).Fig 6.

De manera general, se ha observado que el ARN mutante de la DM1 provoca que
la actividad de MBLN disminuya y se produzcan formas de splicing comunes del
adulto y de manera contraria, que la actividad de la CUG-BP1 se eleve y se
originen formas de splicing fetales (Figura 6).Durante el desarrollo de la DM1 se
han reportado alteracién de diversos eventos de procesamiento alternativo de
ARNSs; de los cuales, siete se presentan tanto en el musculo cardiaco como en el
musculo esquelético, afectando los genes TNNT2 (gen de la troponina T cardiaca),
IR ( gen del receptor de insulina), MTMR1 (gen de la proteina 1 relacionada con la
miotubularina), TNNT3 (gen de la troponina T de musculo esquelético), RyR (gen
del receptor de rianodina), SERCA2 (gen de la ATPasa 2 Ca?* del reticulo
endoplasmico/sarcoplasmatico) y el gen CIC-1 (Charlet et al. 2002; Kimura et al.
2005; Magaiia et al. 2009). Por otra parte, en el cerebro de individuos con DM1 se
han identificado alteraciones en el procesamiento de trascritos de los genes de la
proteina tau, del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR1) y del precursor de la
proteina amiloide (APP). Mientras la afectacion del receptor de Insulina (IR) podria
explicar la presencia de la resistencia a la insulina (Jiang et al. 2004; Savkur et al.
2001).

Cabe mencionar que hasta la fecha no se conocen todos los genes alterados
que pudieran estar involucrados en la patogénesis molecular de la DM1, ademas
de que en los 2 ultimos afios, se han descrito algunos otros probables
mecanismos que pudieran co-adyuvar con el secuestro de factores de
transcripcion y la alteracion del splicing alternativo, lo que hace mas complejo el
entendimiento de la patogénesis molecular de la DM1, como es la alteracion de
mMiRNAS’s o la presencia de ARNsno candnicos que pudieran estar implicados en
los mecanismos que originan la enfermedad (Udd and Krahe, 2012).
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Figura 6:Patogénesis de la Distrofia Mioténica Tipo 1, modelo de ganancia de funcion del ARN
mutante.

1.4.3.Prevalencia de la DM1

La prevalencia global de la DM1 se estima en 1 de cada 8000 individuos
(Musova et al. 2009). Esta prevalencia es considerada como alta para una
enfermedad huerfana y de origen genético, sin embargo presenta variabilidad en
el numero de casos encontrados alrededor del mundo,por ejemplo, en la regidon de
Saguenay de la provincia de Quebec, la prevalencia de la distrofia miotonica es de
1 en 475 individuos, debido a la presencia de alrededor de 600 casos en una
poblacion de 285.000 habitantes. Mathieu et al.,(1990) estimaron que la
prevalencia de la distrofia miotonica en la region de Saguenay- Lac -Saint -Jean
de la provincia de Quebec es de 30 a 60 veces mayor que la prevalencia en la
mayoria de otras regiones del mundo. De Braekeleer et al., (1991) estimaron la
prevalencia de la distrofia miotonica en la poblacion franco-canadiense en la

region de Saguenay- Lac -Saint -Jean de la provincia de Quebec, es mayor a
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1/514individos, en contraste con la estimacion de 1/25, 000 de la poblacion
europea en general (De Braekeleer, 1991).

Por otro lado, en poblaciones de origen africano los casos de DM1 son poco
comunes, por lo que se piensa que el origen étnico es muy importante para el
desarrollo de esta patologia. Actualmente, se considera que la presencia de DM1
es comun en paises de origen caucasico, y en paises asiaticos, excluyendo a la
poblacién de Taiwan donde se observoé una baja prevalencia de la patologia
(Tishkoff et al.1998).

1.5. DM1 en México y el papel de los repetidos CTG en la poblacion

sana

En la actualidad no existen registros epidemiolégicos de la prevalencia de la
DM1 en la poblacion Mexicana, sin embargo en los ultimos afios se ha registrado
un alto numero de pacientes con esta patologia. Posteriormente a la
estandarizacion del diagnostico molecular en afio 2010-2011, en el Instituto
Nacional de Rehabilitacion, el cual es considerado como un centro de referencia
de enfermedades neuromusculares en el pais, se han descrito alrededor de 230
pacientes positivos para DM1 (Marquez, 2013), lo que sugiere que se podria
encontrar frecuentemente la enfermedad en nuestra poblacion. Fortaleciendo esta
hipdtesis, en el aino 2011, Magana et al., sugirieron a través de un estudio de
caracterizacion genotipica de la poblacién mexicana sana, que la prevalencia de la
DM1 podria ser comparable a poblaciones caucasicas y asiaticas (Magafa et al.
2011). Este estudio se baso en la identificacion de la presencia de alelos largos
normales (alelos mayores a 18 repetidos CTG) en la poblacion Mexicana. Como
se menciono anteriormente los alelos largos normales con mas de 18 repeticiones
CTG no son causa de la patologia, pero se consideran como susceptibles a un
mayor incremento y posible inestabilidad genética, que con el paso de las
generaciones pudiesen evolucionar y aumentar a un rango de premutacion. Existe

una notoria relacion entre la presencia de alelos largos normales con altas
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prevalencias de la DM1, como se ha observado en poblaciones Caucasicas y en
poblaciones asiaticas (Japon y Corea del Sur) (Deka et al. 1996; Tishkoff et al. 1998),
en contraparte la baja frecuencia de estos alelos se ha asociado a bajas
prevalencias de la patologia, como lo reportado en poblaciones de origen africano
(Africo-americanas y Africo-negroides) y en la poblacion Taiwanesa (Acton et al.
2007; Goldman et al. 1994; Hsiao et al. 2003). Esta correlacién también ha sido
observada en algunas otras patologias producidas por expansiones de repetidos,
como Corea de Huntington, ataxia espinocerebelosa tipo 2 y 3, entre otras
(Squitieri et al. 1994; Takano et al. 1998; Laffita-Mesa et al. 2014). Por lo que la
prevalencia de estos alelos en una poblacion nos puede dar una idea de la
prevalencia de la enfermedad (Tishkoff et al. 1998).

En el estudio realizado por Magana JJ. et al, se compard la distribucion
alélica de la poblacion mexicana con lo reportado para seis diferentes poblaciones,
con lo que se determind que la frecuencia de alelos por encima de 18 repetidos
CTG es mayor en la poblacion mexicana que en las poblaciones de Coreanos,
taiwanés, afro-americanos y afro- negroide, lo que sugiere la existencia de un

numero elevado de casos de DM1 en nuestra poblacion (Magaria et al. 2011).

Ademas en dicho estudio se aprecia un analisis poblacional comparativo
conforme al comportamiento de nuestra poblaciéon con el de otras poblaciones
reportadas en la literatura y se observa la presencia de una distribucién alélica
bimodal, con picos en 5 y 11 a 13 repetidos CTG, similar entre las diferentes
poblaciones analizadas, sin embargo, hay algunas diferencias importantes que
distinguen a nuestra poblacion (Fig. 7). La poblacion mexicana muestra la mas
baja frecuencia de los alelos con 5 y 12 repetidos CTG, siendo el alelo de 5
repeticiones practicamente el alelo mas comun a lo largo del mundo. Por el
contrario, en nuestra poblacién se reporto la frecuencia mas alta para los alelos
de 11 y 13 repetidos, en comparacién con el resto de las poblaciones, siendo el
alelo de 13 repeticiones CTG el mas comun, con una frecuencia de 38,8% (Figura
7).Esta distribucion particular podria atribuirse al background genético de nuestra

poblacién, ya que somos una mezcla de ancestros europeos, nativo americanos y

29




africanos. Este estudio también reveld que las altas frecuencias de los alelos de
11 y 13 repetidos fueron comunes en una muestra de poblacion mixteca (grupo
étnico de México), por lo que probablemente la distribucidn de la poblacion
Mestizo-Mexicana presenta una alta influencia de la poblacion nativo-americana,
por esta razén es importante conocer el comportamiento de la frecuencias de los
repetidos CTG en el gen DMPK en poblaciones de diferentes grupos étnicos de
nuestra poblacion e identificar la presencia de los alelos largos normales, con el
objetivo de determinar si existe también la influencia de la poblacién nativa-
americana para la alta prevalencia de la patologia en nuestra poblacidén (Magana et

al. 2011).

W Mexican (n=400) B Yugoslav (n=235] [4 Chilean {(n=138)
E Korean (n=215) B3 African-American (n=161)
[ Taiwanese (n=248) B African-Negroid (n=210)
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Figura 7: Distribucién de repetidos CTG del gen DMPK en diferentes poblaciones.
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Figura 8:Distribucién de los repetidos CTG del gen DMPK en personas saludables de tres
diferentes poblaciones humanas: Mexicana, mixteca y europea.
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2. Justificacion

La Distrofia Miotonica tipo 1 es considerada como la distrofia muscular mas
frecuente en adultos a nivel mundial. Estudios recientes realizados por Magana y
colaboradores, sugieren que la prevalencia de esta enfermedad en nuestro pais
puede ser semejante a lo reportado en poblaciones caucasicas 0 japonesas
(poblaciones con mayor prevalencia de la enfermedad), lo que es de gran
relevancia ya que es una enfermedad altamente discapacitante, lo que repercute
directamente en el Sector Salud de nuestro pais, asi como en la calidad de vida y
economia familiar de los pacientes y sus familiares. Por lo tanto, es indispensable
conocer mas del comportamiento de esta patologia en nuestro medio. De manera
peculiar se sabe que la frecuencia alélica del triplete repetido CTG del gen DMPK
(mutacion que origina la DM1) en nuestra poblacion parece ser muy diferente a lo
reportado en otras poblaciones, por lo que es fundamental describir las
frecuencias alélicas en diferentes regiones de nuestro pais y determinar si ese
comportamiento sui géneris, presenta una influencia de nuestras poblaciones
nativo-americanas. Esto es de relevancia, ya que se sabe que la presencia de la
patologia varia dependiendo del grupo étnico y region geografica, por lo que
conocer si existe alguna relacidn de este marcador con el desarrollo de la
patologia de acuerdo con nuestra constitucion poblacional de origen mestizo
puede aportar datos que reflejen la aparicidon de mas casos, ya que hasta la fecha
es una patologia sub-diagnosticada. Por esta razon, y al no existir datos
epidemioldgicos se puede sugerir la importancia de la magnitud del problema. Un
mayor conocimiento del tracto CTG y la presencia de alelos de riesgo, podria
fortalecer el estudio de esta patologia y reflejar su importancia en nuestro pais.
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3. Planteamiento del problema

En el presente trabajo se analizara el numero de repetidos CTG del gen
DMPK en diversas poblaciones mestizo-mexicanas de diferentes regiones del
pais, para determinar si existen variaciones y compararlo con lo reportado en la
poblacion general Mexicana. Posteriormente se plantea, analizar el tracto de
repetidos CTG del gen DMPK en diversas poblaciones de origen étnico (nativo-
americanas) de nuestro pais, evaluar su comportamiento genético y ver su
influencia en los grupos mestizos. La determinacion de la presencia de alelos
largos normales en poblaciones mestizas y nativo-americanas nos puede reflejar
de manera indirecta el grado de presencia de la patologia en México. Ademas se
plantea determinar la constitucion de los repetidos para evaluar la posible
presencia de factores en cis (interrupciones de tripletes repetidos), que pudieran
explicar si existe algun efecto relacionado con la inestabilidad de este tipo de
repetido. Por lo tanto la pregunta de investigaciéon es ¢Existen alelos largos
normales en la poblaciéon nativo-americana que refleje su alta frecuencia en la
poblacién mestizo mexicana; y la constitucion de éstos que papel pudiera jugar en

la inestabilidad para una expansion en consecuentes generaciones?
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4. Objetivo General

Determinar el numero de repetidos CTG del gen DMPK en poblacion
mexicana (grupos mestizo-mexicanos y grupos de origen étnico); asi como el
papel de los alelos largos normales con respecto a la presencia de distrofia

miotdnica tipo 1 en nuestro pais.

4.1. Objetivos particulares

* Determinar el numero de repetidos CTG de una muestra de la poblacion
general mestizo mexicana sana de tres regiones del pais.

* Determinar el numero de repetidos CTG de los alelos normales en
familiares y pacientes con DM1.

* Genotipificar los tripletes repetidos CTG en 10 grupos étnicos nativo-
americanos representativos de diversas regiones de México.

* Comparar las distribuciones alélicas y genotipicas de los diversos grupos
de estudio.

* Determinar la frecuencia de los alelos largos normales en la poblacion
Mexicana, tanto en grupos mestizos mexicanos como en grupos étnicos.

* Determinar el comportamiento genético del tracto de repetidos CTG en las
diversas poblaciones a través de parametros de genética de poblaciones
(EHW, He, Diversidad genética) y compararlas entre si a través de un
analisis de componentes principales.

* Identificar la constitucion de la region de repetidos CTG a través de
secuenciacion automatica en alelos normales y alelos largos normales y su

relacion con la inestabilidad del microsatélite.
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5. Metodologia

5.1. Estrategia experimental

Fase 1

Extraccion de DNA genémico
Cuantifiacion de DNA
PCRy TP-PCR

!

Electroforesis capilar

|

h)eterminaci()n del numero de repetidos CTG

l

[Analisis de resultados |

Fase 2

Se realizo la seleccidbn de manera azaroza de individuos con alelos largos
normales (218 repetidos CTG) e individuos con alelos normales para realizar la

secuenciacion.
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Secuenciacion

Cuantificacion de DNA
PCR

!

Electroforesis en gel de agarosa

|

Aislamiento de alelos

l

PCR de secuenciacion

Purificacion del producto

|

Secuenciacion en el analizador genético

5.2. Sujetos de estudio

5.2.1.Poblacion General Mestizo Mexicana

Criterios de Inclusion: Se incluyeron muestras obtenidas de 406 voluntarios

saludables (hombres y mujeres) no relacionados entre si, los cuales contaban con
una historia familiar de por lo menos tres generaciones establecidas en México,
especificamente en la region geografica de origen (edades de 18 a 65 anos; 34.68
+/- 10). Los grupos de poblacién general se agruparon de acuerdo a su estado de
origen:
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a) 258 individuos de la Ciudad de México
b) 113 individuos de Torredn, Coahuila

c) 34 individuos de Morelia, Michoacan

Criterios de exclusion: Se excluyeron aquellos casos en los cuales no fue

posible realizar el 100 % de los procesos moleculares requeridos en la
investigacion. Asi mismo se eliminaron individuos con expansiones anormales del

triplete CTG en el gen DMPK a través del estudio molecular para DM1.

5.2.2. Familiares sanos de pacientes con DM1

Criterios de Inclusidn: Familiares de primer y segundo grado sanos en riesgo

de heredar la mutacion, identificados por arbol genealégico y que sean
asintomaticos para DM1.

Criterios de exclusion: Todos aquellos individuos con otro tipo de distrofias y
que no sean familiares directos de algun afectado o que no estén en riesgo de
heredar la mutacion por ejemplo por ser hijos adoptivos.

Criterios de eliminacion: Individuos positivos para la mutacion (asintomatico)

o pre-mutacion de la DM1, y todos aquellos casos en los cuales no fue posible
realizar el 100% de los procesos requeridos en la investigacion.

5.2.3. Grupos étnicos de la poblaciéon mexicana (nativo-
americanos)

Criterios de Inclusién: Se seleccionaron individuos voluntarios de ambos

sexos no relacionados entre si establecidos en distintas areas de México:

* 78 Nahuas-Xochimilco,de la delegacidén Xochimilco en la Ciudad de México.

% 31 Nahuas del Estado de Morelos.
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* 90 Mayas, del Estado de Yucatan.

* 46 Zapotecas del Estado de Oaxaca.

* 45 Mixes del Estado de Oaxaca.

* 85 Pames del Estado de San Luis Potosi.
* 74 Tarahumaras del Estado de Chihuahua.
* 32 Yaquis del Estado de Sonora.

* 34 Popolucas del Estado de Veracruz.

% 46 Totonacas del Estado de Veracruz.

Criterios de exclusion: Todos aquellos individuos con tipo sanguineo

diferente a RH 0+ y con historia familiar con antecedentes familiares externos a la
region de origen (se verificd el origen de sus apellidos y su estado antropolégico
de las comunidades analizadas).

Criterios de exclusion: Se excluyeron aquellos casos en los cuales no fue

posible realizar el 100 % de los procesos moleculares requeridos en la
investigacion. También no se considerd a individuos con expansiones anormales

del triplete CTG en el gen DMPK a través del estudio molecular para DM1.

Los individuos participantes en este estudio (pacientes con DM1, familiares
de pacientes, poblacion general y poblacién de grupos nativo-americanos),
firmaron una carta de consentimiento informado para la realizacion de este trabajo
(Anexo 1).

5.3. Extraccion de DNA genémico

El DNA se extrajo a partir de 5mL de sangre periférica de cada individuo de
estudio. La sangre se recolect6 en un tubo Vacutainer con EDTA como

anticoagulante, se realizé la separacion de leucocitos, para el aislamiento del
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material genético empleando elkitde purificacion GENTRA PUREGENE (Qiagen,
Duesseldorf, Germany), como se describe a continuacion:

Las muestras se centrifugaron a 400x g durante 10 minutos, se aislo la fase
de los leucocitos (localizada entre los eritrocitos y el plasma). Se adicionaron
750puL de solucion lisis de células rojas RBC (Red BloodCells) y se homogenizé
con agitacion, posteriormente se centrifugo a 1,400 x g durante 30 segundos y se
decantd el sobrenadante. La pastilla se resuspendié con 300-400pul de solucion de
lisis de células blancas CLS (Cell Lysis Solution) con agitacion en vortex. Se
coloco en bafio Maria a 37°C por el tiempo necesario para homogenizar y se
adicioné 150pl de Puregene-Proteinase K. La mezcla fue centrifugada a 13,000 x
g durante 5 minutos. Se recolectd el sobrenadante y se precipito el DNA con
700uL de isopropanol a una temperatura de 4° C. Posteriormente se centrifugé a
13,000 x g durante 4 minutos, seguido de la decantacion del isopropanol. Se
realizaron lavados con 700ul de etanol al 70% y se centrifugd a 13,000 x g durante
4 minutos, repitiendo este paso al menos 2 veces. Se decantd y dejo secar el
boton de DNA a temperatura ambiente y finalmente se hidraté el DNA con 120 L
de agua inyectable.

5.4. Cuantificacion de DNA
La cuantificacion del DNA se realizé por espectofotometria utilizando el
sistema NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). La pureza
del DNA se determiné por el cociente de las absorbancias de 260nm/280nm.
Segun los datos de concentracion obtenidos, se realizaron las diluciones de las
muestras a una concentracion de 15ng/uL.

5.5. Determinacion del numero de repetidos CTG en el gen DMPK

5.5.1. Reaccion en cadena la polimerasa (PCR)

Los repetidos CTG fueron amplificados por medio de la reaccidon en cadena
de la polimerasa (PCR); empleando un par de oligonucledtidos los cuales
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flanquean la region de repetidos CTGcomo se observa en la figura 9. La secuencia
de los oligonucledtidos fue la siguiente: P1 5-AGAAAGAAATGGTCTGTGATCCC-
3"y P2 5-GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCG-3’; el oligonucledtido P1
se marco con el fluoréforo “Hexaclorofluoresceina” (HEX) para poder llevar a cabo

posteriormente su identificacion mediante el analisis de electroforesis capilar.

crimer 1 \

N\

Repetidos CTG

™S

GCGAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCGGGAATGETGETGCTGCTGCTGCTGCTGCTGC
TGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGGGGGATCACAGACCATTTCTTTCTTTC

.

~N

Primer 2 J

Figura 9:Fragmento de la secuencia del gen DMPKhumano en el cromosoma 19q13.3. En color

gris se observa la secuencia de los oligonucleétidos utilizados. En color verde se observa la

secuencia STR analizada.

La mezcla de reaccién para la PCR se realiz6 como se muestra a continuacion:

Componente Concentracién Volumen

Buffer 10X (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 0.6 pL

MgCl, 2uM (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 0.18uL

dNTPs 200uM (Roche Diagnostics GmbH, 0.25uL
Mannheim)

Tagpolimersa 0.5U (Roche DiagnosticsGmbH, Mannheim) 0.08uL

OligonucleotidoForwad | 0.38Mm (Invitrogen TM. Life Technologies) 0.23pL

Oligonucleotido 0.38uM (Invitrogen TM. Life Technologies) 0.23pL

Reverse

DNA 15ng 1 Ml

Betaina 31% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 1.86pL
Steinheim, Ger)

HO |- c.b.p. 6 uL
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La PCR se llevo acabo en un volumen total de 6 pL, bajo las siguientes
condiciones:

X1 X 36 X1

94° 94° 720 | 720
/11:00' 1:00 ° 58° 40
100" 1:30° ‘ 10:00

Figura 10:La reaccion de PCR consté de 36 ciclos, incluyendo un paso de desnaturalizacion a
94°C por 60s;hibridacién a 58°C por 60s y la polimerizacion a 72°C por 90s.

5.5.2.Electroforesis en gel de agarosa

El DNA obtenido de la sangre fue corrido en un gel de agarosa al 0.8%. Se
estandarizaron las condiciones de PCR eliminando cualquier banda inespecifica,
de la misma forma se establecieron las cantidades optimas para la reaccion de
PCR, disminuyendo los oligonucledétidos para evitar que estos pudiesen afectar las
lecturas durante la técnica de EC, para ello al término de las reacciones de PCR,
los tubos se guardaron a 4°C, a cada tubo se le agregaron 2.5ul de buffer de
carga 6X(ficoll 400, azul de bromofenol en TE pH 8.0) y posteriormente se
analizaron los productos de reaccion en geles de agarosa al 3%. Se realizaron las
electroforesis a 100 V en buffer TBE 0.5 X (tris-borato 0.045M, EDTA 0.001M)
hasta que el colorante alcanzo el final del gel. Cada gel se corrié en presencia de
de un marcador de peso molecular. Los geles se tifieron con bromuro de etidio a

concentracion final de 0.5 ug/ml y posteriormente se fotografiaron.

Las amplificaciones de los fragmentos de DNA, se realizaron en un
termociclador 2400 (AppliedBiosystems™). ElI producto de amplificacion se
encuentra localizado entre 100pb y 200pb(fig. 11), lo cual corresponde al peso

molecular reportado por Tsukamoto et. al. 2000.
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Figura 11:Amplificacion de DNA en Gel de Agarosa al 3%. En el primer carril se observa el
Marcador de peso molecular (100 pbLadder Plus), el segundo y tercer carril pertenecen a la banda
especifica para los repetidos CTG en el gen DMPK.

5.6. Analisis mediante electroforesis capilar

La EC es una herramienta alternativa en el analisis de fragmentos de DNA
con pesos moleculares parecidos. Separa cada alelo de acuerdo a sus pesos
moleculares a través de un capilar de un diametro de 50 um, corridos
simultaneamente con un marcador de peso molecular, el cual permite determinar
el tamafo en pares de bases de los fragmentos de PCR en forma mas precisa que
en una electroforesis en gel. La deteccion del DNA migrado se obtiene a través de
una ventana por medio de fluorescencia inducida por laser (LIF). Es un sistema
automatizado que disminuye el tiempo de deteccidn (24 min), teniendo una gran
resolucion, asi como una facil manipulacién en el analisis de resultados, ademas
de realizar el analisis con una pequefa cantidad del producto de PCR. En cada
corrida el equipo de EC, realiza una curva patron con los puntos del marcador
TAMRA 500 vy cuya x°< 1. Por medio de esta curva se obtienen el (los) peso(s)

molecular(es) de cada alelo(s).

Cada alicuota del producto de PCR se mezclé con una solucion 74:1 de
Formamida (desionoizada) y el estandar de peso molecular (TAMRA ™ 500 N°
401733; PE Biosystems), se desnaturalizo elevando la temperatura a 95°C por 5

minutos y posteriormente disminuyendo la temperatura a 4°C.Las muestras se

41




analizaron por medio de electroforesis capilar en el secuenciador automatizado
ABI PRISM 310 (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA), utilizando una
temperatura constante (60°C), un voltaje de 15 kV y un tiempo de corrida de 24
minutos, empleando el polimero POP-4 ™ (N°. Cat. 402838; PE Biosystems). Para
el analisis de los alelos y la genotipificacion se empledé el programa
GeneScanV.2.01.

5.7. TP-PCR para individuos heterocigotos

Debido al limite de deteccion de la técnica de PCR acoplada al analisis de
fragmentos por electroforesis capilar, no es posible determinar alelos con
expansiones mayores a 100 repetidos CTG. Por lo tanto es necesario utilizar una
reaccion de PCR modificada conocida como “triplet primer PCR” (TP-PCR), para
evitar una falsa asignacion de un homocigoto sano. La técnica de TP-PCR utiliza
una triada de primers: un primer que flanquea un locus especifico y marcado con
un fluoroforo (P1); un primer quimérico con la unidad de repeticion en el en el
extremo 3 'y una cola con secuencia de ADN no especifica para el genoma
humano en el extremo &' (P2); y finalmente un primer que reconoce la secuencia
quimérica del primer P2 (P3). En los primeros ciclos de amplificacién, el primer con
las repeticiones (P2) hibrida en multiples sitios a lo largo de la region de repeticion,
generando varios productos de PCR diferentes por una repeticion (Fig 12).

P3

P1 P2

=
=

(CTG)n

Figura 12:Representacion de la técnica TP.PCR, en donde se muestran los sitios de hibridacion de
los oligonucledtidos utilizados.
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Basado en la TP-PCR para el analisis de los repetidos CTG del gen DMPK,
se utilizé el oligonucledtido sentido marcado fluorescentemente (previamente
descrito como P1); el primer P3R 5-TACGCATCCCAGTTTGAGACG-3" y un
oligonucledtido  quimérico P2 CTG 5-TACGCATCCGAGTTTGAGACGT
GCTGCTGCTGCTGCT-3’ conforme a lo reportado por Magafia y colaboradores.

Los componentes de la mezcla de reaccion para la PCR se muestran a

continuacion:

Componente Concentracién Volumen

Buffer 10X (Roche Diagnostics GmbH, 1uL
Mannheim)

MgClz 2uM (Roche Diagnostics GmbH, 0.3 uL
Mannheim)

dNTPs 200uM (Roche Diagnostics GmbH, 0.42uL
Mannheim)

Taq polimersa 0.5U (Roche DiagnosticsGmbH, 0.2uL
Mannheim)

OligonucleotidoForwad P1 0.38Mm 0.4uL

Oligonucleotido Reverse P3 0.38uM 0.4uL

Oligonucleétido Quimérico P4 | 0.38uM 0.4uL

CTG

DNA 30ng 2uL

Betaina 31% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 3.1uL
Steinheim, Ger)

La PCR se llevo acabo en un volumen total de 6 uL bajo las siguientes
condiciones:

X1 X36 X1
94° ’ 94° 72° 72°
/1 1:00° | 1:00° \ 99° ’ \ 4°
1:00 " 2:00° ‘ 10:00 - 0

Figura 13:Lareaccion de PCR const6 de 36 ciclos, incluyendo un paso de desnaturalizacion a 94°C
por 60s, la hibridacion a 59°C por 60s y la polimerizacion a 72°C por 120s, asi como un ciclo de
desnaturalizacion final por 12 min.
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Estos productos de TP-PCR fueron analizados a través de electroforesis

capilar, en las mismas condiciones descritas anteriormente en la seccién 3.6.

5.8. Determinacion de la conformacién de los repetidos CTG a través

de secuenciacion

Se seleccionaron azarosamente individuos de las poblaciones nativo-
americanas con alelos normales con un numero de repetidos CTG determinado
anteriormente por medio de electroforesis capilar, para realizar la técnica de
secuenciacion, teniendo 2 alelos de 11 y 2 alelos de 13 repetidos CTG; y se
seleccionaron individuos con alelos largos normales, teniendo asi: 1 alelo con 26
repetidos CTG, 1 con 20 repetidos CTG, 1 alelo con 19 repetidos CTG, 1 alelo con
22 repetidos CTG y por ultimo 1 alelo con 21 repetidos CTG.

El numero de repetidos CTG presentes en cada alelo se verificO mediante
secuenciacion de ADN. Alelos homocigotos fueron secuenciados con el kit de
secuenciacion de ciclo BigDyeTerminator (AppliedBiosystems), y se analizaron en
el ABlI PRISM 310 GeneticAnalyzer (PE AppliedBiosystems, Foster City, CA,
EE.UU.). Alelos heterocigotos fueron analizados mediante amplificacion por PCR,
como se describe anteriormente y, a continuacion, los productos de la PCR se
purificaron con el kit de purificacion de PCR QIlAquick (Qiagen) y se secuenciaron
en el Analizador Genético.

5.9. Analisis estadistico y poblacional

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas a través del programa
STATA 8.0 software package (Statcorporation, CollegeStation, TX, USA). Para
determinar las diferencias entre las frecuencias alélicas y genotipicas entre los
diferentes grupos poblacionales, se realizd la prueba de chi cuadrada (x?)

mediante una tabla de 2 x 2. El analisis de genética poblacional se realizé

44




mediante los programas: Geneétix(University of Montpellier, Francia) y PopGen 32
(University of Alberta & Center for International ForestryResearch, Canada)
obteniendo a través de ellos las frecuencias alélicas y genotipicas, el indice de
Shannon (Sl), la heterocigocidad (H), asi como determinar si nuestras poblaciones
de estudio se encontraban en equilibrio con relacion a la ley de Hardy-
Weinberg(HW) por medio de Weir and CockerhamFis test. Los niveles de
significancia fueron determinados empiricamente mediante un analisis de
permutaciones (10000 permutaciones) empleando para ello el programa Genétix.

La relacion genética entre las poblaciones estudiadas se analizaron con base
en las distancias génicas (valores de RST y FST usando 5000 permutaciones) con
el programa Arlequin v.3.5 y \visualizadas con el plot de escalas
multidimensionales (MDS) con el programa SPSSv.11.
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6. Resultados

6.1. Genotipificacion de los repetidos CTG del gen DMPK en la
poblacidn mestizo-Mexicana: Poblaciones de tres regiones del pais

Inicialmente en el presente trabajo, se realizd la genotipificacion de los
repetidos CTG del gen DMPK en tres poblaciones originarias de diferentes
regiones del pais (Norte, Centro y Sur-oeste), con la finalidad de determinar si se
presentan diferencias en la distribucion alélica dependiendo la region geografica
de México. Se determin6 el numero de repetidos CTG en 113 individuos de la
poblacién general originaria de la Ciudad de Torredn, 258 individuos de la Ciudad
de México y 34 de la Ciudad de Morelia. La genotipificacion se realizo a través de
electroforesis capilar; en la Figura 14 se aprecian algunos de los
electroferogramas obtenidos, el patrén electroforético ejemplifica los resultados
tanto para un individuo homocigoto (Figura 14 A) , como para un individuo
heterocigoto (Figura 14 B).
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Figura 14: Electroferogramas para la determinacion de repetidos CTG en el gen DMPK. En el eje
de las abscisas se encuentra graficado el nimero de pares de bases con lo que se puede
determinar niumero exacto de repetidos CTG de cada individuo utilizando un marcador de peso
molecular, el cuel se aprecia en color rojo. En el eje de las ordenadas se encuentran graficadas
unidades de fluorescencia la cual esta dada por el primer marcado con el fluoroforo. A) Se aprecia
un individuo homocigoto para el alelo de 13 repetidos CTG. B) Se aprecia un individuo heterocigoto
con alelos de 5 y 13 repetidos CTG respectivamente.
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En la Tabla 5 se observan los alelos encontrados para cada poblacion y su
frecuencia obtenida, de manera paralela en la ultima columna se realizé un
comparativo con los resultados obtenidos en la poblacion mexicana en general,
conforme a los resultados reportados recientemente por Magafa y colaboradores
(Magaiia et al. 2011).

En cada una de las poblaciones analizadas se observa una distribucion
bimodal, lo que significa que se presentan 2 grupos de alelos de mayor frecuencia,
el primero en 5 repetidos CTG y el segundo contempla alelos entre 11 y 13
repetidos. Se puede observar que los alelos mas comunes para todas las
poblaciones analizadas son el de 13 repetidos, seguido del de 11 repetidos.Lo que
nos sugiere que la distribucion alélica en las tres regiones del pais presenta un
comportamiento similar. De manera peculiar se observd que el alelo con 5
repetidos es mas comun en la poblacion del DFcomparada con las poblaciones de
provincia, por el contrario el alelo de 11 repetidos muestra una menor frecuencia
en el D.F.,, sin embargo no se observa una diferencia estadisticamente

significativa.

Tabla 5:Frecuencia alélica en la poblacién General mestizo Mexicana

Repetidos CTG D.F. (n=516) Torreén (n=226) Morelia (n=68) P. General Mex"
(Alelos) (%) (%) (%) (%)
5 18.02 8.84 7.35 15.000
6 0 (0} 0 0.125
8 0.39 0.44 1.47 0.500
9 0] 0.88 0 0.250
10 0.78 0.88 0 0.750
11 22.28 28.32 25 24.620
12 5.81 6.64 1.47 5.370
13 36.63 40.7 41.17 38.875
14 5.38 2.65 2.94 4.250
15 0.97 3.54 4.41 1.875
16 0.58 0.44 1.47 0.500
17 0.58 1.33 0 1.125
18 0.2 0.44 4.41 0.375
19 0.97 0.44 0 0.750
20 0.2 1.33 0 0.875
21 1.94 0.44 0 1.500
22 1.16 0.88 2.94 1.000
23 0.39 0.44 0 0.500
24 0.19 6] 1.47 0.125
25 1.16 0.44 1.47 0.875
27 0.39 (0} 0 0.250
28 0.19 0 2.94 0.125
29 0.19 0] 1.47 0.125
31 0 0.44 0 0.125
34 0.19 0.44 0 0.125
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Como era de esperarse el genotipo mas comun fue11/13 en las tres
poblaciones (16.34% (DF), 23.89% (Torredn), 19.35% (Morelia)), seguido de 11/11
(15.11% (DF), 20.35% (Torredn), 16.13% (Morelia)).

Con respecto a los alelos largos normales (>18 repetidos) se observa que
todas las poblaciones presentan una alta frecuencia de estos alelos, siendo la
poblacién de Morelia la que presenta la mayor frecuencia (10.29%), seguida de la
pobacion del Distrito Federal (6.97%), y por ultimo la poblacién de Torredn
(4.85%). Lo que sugiere que la poblacion del norte presentan una menor
frecuencia de alelos largos normales. Sin embargo, alconsiderar a los 3 grupos
geograficos como parte de la poblacién general Mexicana se sigue observando
una alta frecuencia de este tipo de alelos (6.25%).

Es importante mencionar que los repetidos CTG son altamente polimérficos,
ya que conjuntando las poblaciones en estudio se identificaron alrededor de 25
alelos diferentes, sin embargo muchos de estos se presentan en una baja
frecuencia (<2.0%).

6.2. Frecuencia de los repetidos CTG normales en familiares de

pacientes con DM1

Por otro lado, de manera paralela se determindé la frecuencia de los repetidos
CTG en 230 individuos sanos familiares de pacientes diagnosticados
molecularmente con DM1. A partir del analisis de los 460 cromosomas se
identificaron 22 alelos diferentes que van de 5 a 31 repetidos CTG, siendo el mas
frecuente el de 13 repetidos con una frecuencia del 42.17%, en segundo lugar el
de 11 repetidos con una frecuencia del 20.43% y en tercer lugar el de 5 repetidos
con 16.3% (Figura 15). Como se muestra en la Figura 15,la frecuencia alélica
presenta una distribucidon bimodal. Estas frecuencias son comparables a lo
observado en las poblaciones sanas mestizo mexicanas, ya que el alelo de mayor

frecuencia es el alelo de 13 repetidos CTG con una frecuencia de 38.87%, seguido
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del de 11 repetidos CTG con una frecuencia de 24.62% y el de 5 repetidos CTG
con una frecuencia de 16.3% presentando también una distribucién de tipo
bimodal.De manera peculiar, se observa que la frecuencia de los alelos largos
normales es alta (5.0%), a pesar de que estos individuos se encuentran
relacionados con pacientes que presentan la patologia de DM1, lo que fortalece la
idea de una alta frecuencia de alelos largos normales en nuestra poblacion

Mexicana.
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Figura 15: Distribucion alélica de los repetidos CTG en el rango normal (Marquez, 2013).

6.3. Distribucion de los repetidos CTG en diversos grupos étnicos de
México: analisis de poblaciones Nativo-Americanas

El comportamiento suigeneris de la poblacion Mexicana con respecto a otras
poblaciones(Magaria et al. 2011) nosllevd a la determinacion del comportamiento
genético de grupos nativo americanos de nuestro pais. Se analizarén 10 grupos
étnicos, los cuales fueron clasificados de acuerdo a su localizacion geodgrafica del
pais:
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A. Region Sur-Este: Mayas de Yucatan, Totonacas de Veracruz y Popolucas
de Veracruz.

B. Region Sur: Zapotecas de Oaxaca y Mixes de Oaxaca.

C. Region centro: Nahuas de Xochimilco y Nahuas de Morelos.

D. Region Norte: Pames de San Luis Potosi, Tarahumaras de Chihuahua y
Yaquis de Sonora.
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Figura 16: Mapa linglistico que muestra la localizacion de los grupos Nativo Americanos
analizados (CDI).

La regidon geografica coincide en pocos aspectos con las bases linguisticas de

cada poblacion, en la region sureste el grupo Maya pertece a la familia linguistica

Macro-Maya, los Totonacas a la famila Toto-tepehua y los Popolucas a la familia

Mixe-zoque. En la regién Sur el grupo Zapoteco pertence a la familia linguistica

Oto-mangue y el Mixe a la Mixe-zoque.Mientras que los grupos Nahuas,

pertenecen a la familia linguistica Yuto-nahua. Por ultimo de los grupos que

pertenecen a la regidén Norte, los Tarahumaras y los Yaquis pertenecen a la familia
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linguistica Yuto-nahua mientras que los Pames a la Oto-mangue (INALI, 2010).

Esto nos habla de una amplia diversidad de los grupos étnicos en nuestro pais.

A continuacion analizamos a cada grupo étnico de acuerdo a su regién geografica.

6.3.1. Region Sur-Este

Se determiné el numero de repetidos CTG en un total de 170 individuos de
grupos nativo americanos de la zona sur de la Republica Mexicana: 90 Mayas de
Yucatan, 46 Totonacas de Veracruz y 34 Popolucas de Veracruz.En la figura 17,
se observa que los alelos mas comunes en los tres grupos fueron el de 13
repetidos (51.93%) seguido del de 11 y 5 repetidos (23.08% y 10.72%
respectivamente).A pesar de las similitudes encontradas, la poblacion popoluca
presenta una muy baja frecuencia del alelo de 5 repetidos CTG.

Distribucion de repetidos CTG en grupos étnicos de la region Sur
Este de México
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Figura 17: Distribucién de repetidos CTG en grupos étnicos del Sur Este de México.

Por otra parte la frecuencia para alelos largos normales (iguales o mayores a
18 repetidos CTG) fue de 4.71%, en donde los alelos largos normales se

encontraron con mayor frecuencia en la poblacion popoluca con una frecuencia de
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5.88%, lo que refleja un alto numero de estos alelos en los grupos étnicos de esta
region del pais.

Es importante resaltar la presencia de un individuo con premutacion
correspondiente al grupo étnico Maya, con un alelo de 41 repetidos CTG (Fig.
18).Lo que sugiere probables casos de DM1 en la poblacién analizada.

"fh .

Figura 18: TP-PCR de individuo con premutacién. Se observa un patrén electroforético
caracteristico de una premutacion, de un alelo con 46 repetidos CTG. La muestra analizada
corresponde al grupo étnico Maya.

"’ﬁ AN VA ulﬂ MH

6.3.2. Determinacion de los repetidos CTG en los grupos étnicos
de la region Norte de México

Se determind el numero de repetidos CTG en un total de 191individuos de
grupos nativo americanos de la zona Norte de la Republica Mexicana: 85
individuos del grupo étnico Pame del estado de San Luis Potosi, 74 individuos del
grupo étnico Tarahumara del estado de Chihuahua y 32 individuos del grupo
étnico Yaqui del estado de Sonora.En la figura 19 se observa que los alelos mas
comunes fueron el de 11 repetidos (45.82%) seguido del de 13 y 5 repetidos
(33.39% y 5.63% respectivamente).Los alelos mas frecuentes en las poblaciones
nativo-mexicanas del norte del pais son similares a los observados en otros

grupos étnicos, sin embargo el alelo de 11 repetidos presenta la mayor frecuencia
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en comparacion a cada grupo, similar a lo que se observa en la poblacion general
mestizo-mexicana de Torredn. Es de resaltar que las frecuencias alélicas entre la
poblacion Pame y la poblacion Tarahumara son muy semejantes, sin embargo la
poblacion Yaqui presenta una alta frecuencia de los alelos de 11 repetidos
(56.25%), a diferencia de un bajo porcentaje de alelos de 13 repetidos (17.18%).

Distribucion de repetidos CTG en grupos étnicos de la region
del Norte de México
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Figura 19: Distribucién de repetidos CTG en grupos étnicos del Norte de México.

En cuanto la frecuencia de alelos largos normales, se encontro 4.12%,
siendo la poblacién Tarahumara la que posee una mayor frecuencia de estos

alelos con un 4.73%, seguida de la poblacion Yaqui (4.67%) y por ultimo la
poblacion Pame (2.94%).

6.3.3. Determinacion de los repetidos CTG en los grupos étnicos
de la regiéon centro de México.

Se determindé el numero de repetidos CTG en un total de 109 individuos de
grupos nativo americanos de la zona Centro de la Republica Mexicana: 78
individuos del grupo étnico Nahua del Distrito Federal, 31 individuos del grupo
étnico Nahua del estado de Morelos (Fig 20).El alelo mas comun fue el de 13
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repetidos (44.54%) seguido del de 11 y 14 repetidos (33.90% y 4.35%

respectivamente), siendo este ultimo muy frecuente en la poblacion Nahua de
Morelos.

Distribucion de repetidos CTG en grupos étnicos de la region
del Centro de México
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Figura 20: Distribucién de repetidos CTG en grupos étnicos del Centro de México.

Con respecto a la frecuencia de alelos largos normales, se encontré un
1.92%, siendo la poblacion Nahua de Xochimilco la que contd con la presencia de

estos alelos en un 3.84%, mientras que en la poblacion Nahua de Morelos no se
encontré ningun alelo largo.

A pesar de que en la zona centro los grupos étnicos mostraron alelos largos
en menor frecuencia, cabe resaltar que se encontré la presencia de un alelo

premutado con 41 repetidos CTG el cual corresponde al grupo étnico Nahua de
Xochimilco.
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6.3.4. Determinacion de los repetidos CTG en los grupos étnicos
de la regiéon Sur de México

Por ultimo, se determind el numero de repetidos CTG en un total de 91
individuos de grupos nativo americanos de la zona Sur de la Republica Mexicana
(Oaxaca): 46 individuos del grupo étnico Zapoteco de Oaxaca y 45 individuos del
grupo étnico Mixe de Oaxaca (Fig 21).

Distribucion de repetidos CTG en grupos étnicos de la regiéon
Sur Oeste de México.
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Figura 21: Distribucién de repetidos CTG en grupos étnicos del Sur Oeste de México.

El comportamiento de estas poblaciones es similar pero menos polimorfico
que otros grupos étnicos. Se observa que el alelo mas comun fue el de 13

repetidos (42.82%) seguido del de 11 y 5 repetidos (41.64% y 7.77%
respectivamente).

Con respecto a los alelos largos normales, no se encontré ningun alelo largo
en estos grupos analizados.

En resumen, contemplando a todos los grupos étnicos en conjunto,
seanalizaron un total de 561 sujetos de 10 grupos nativo americanos de México.

Los grupos nativo americanos, se encuentran distribuidos en diferentes zonas de
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la Republica Mexicana.Se determinaron las frecuencias alélicas para cada una de
las poblaciones como se mostr6 anteriormente y se encontraron 27
alelosdiferentes que se encuentran en el rango de 5 a 46 repetidos CTG. El alelo
mas comun es el de 13 repetidos (43.31%) seguido por alelos de 11 y 5 repetidos
(34.78 y 7.36% respectivamente). Los grupos étnicos presentan un
comportamiento similar, sin embargo se presentan caracteristicas especificas para
cada grupo pertenecientes a diferentes regiones del pais (Figura 22).

Distribucion de repetios CTG del gen DMPK en grupos nativo
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Figura 22: Distribucion de repetidos CTG en grupos nativo americanos. Se muestran las
frecuencias alélicas de cada grupo nativo americano; el alelo mas frecuente es el 13 repetidos
seguido de 11y 5 repetidos (43.07%, 35.78% y 7.07% respectivamente).

Con respecto a la presencia de alelos largos normales, la frecuencia es de
3.03%, la cual se encuentra por debajo de lo encontrado en la poblacion mestizo-
Mexicana, sin embargo muchos alelos se encuentran en regiones limitrofes entre

un alelo normal y una pre-mutacion, encontrando 2 casos con pre-mutacién para
la DM1.
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6.4. Comparacion de la Distribucién alélica de los grupos étnicos y la
poblacion Mestizo Mexicana

Al comparar las frecuencias alélicas de grupos étnicos con la distribucion
alélica encontrada en la poblacion mestizo mexicana y la poblacion europea, se
observa que la poblacion mestizo mexicana presentan una distribucién alélica
intermedia entre la poblacion nativo-americana y las poblaciones Europeas
(Magaiia et al. 2011), es evidente que la poblacion mestizo mexicanapresenta una
mayor similitud a lo encontrado en grupos nativo americanos(Fig 23).Esta
particular distribucidn podria sugerir que la carga genética ancestral nativo

americana presenta una gran influencia para nuestras poblaciones actuales
mestizo-Mexicanas.

Distribucion de repetidos CTG del gen DMPK en diferentes
poblaciones (europeos, mexicanos, nativo americanos).
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Figura23: Comparacion de la distribucion de repetidos CTG en poblacion mestizo mexicana,

europea y grupos nativo americanos.

Conforme al comportamiento genético de cada grupo poblacional y tomando
encuenta la distribucion de repetidos CTG del gen DMPK, se realizé un analisis de

componentes principales para observar la relacion de estos grupos. En la Figura
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24 se observa que las poblaciones mestizas presentan un comportamiento similar,
siendo la poblacion del DF una poblacion mas lejana con respecto a su
comportamiento genético.Tanto los grupos del norte, sur este y centro presentan
comportamientos muy diversos pero cada grupo se encuentra emparentado entre
si.Sin embargo los grupos del sur presentaron un comportamiento suigeneris ya
que se encuetran lejanos entre si, pudiendo no estar tan emparentados, y como se
menciond anteriormente los zapotecos pertenecen a la familia linguistica oto-
mangue y los mixes a la familia mixe zoque lo cual también puede indicar la

lejania entre estas poblaciones.
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Figura 24. Analisis de componentes principales. Se observa de manera general el
comportamiento de los repetidos CTG en diversas poblaciones de nuestro pais y su
relacion entre ellas. En color café podemos observar las poblaciones étnicas del norte
(Pame, Tarahumara y Yaqui), en color verde podemos observar las poblaciones del sur-
este (Maya, Popoluca y Totonaca), en color rojo podemos observar a la oblacién Mestiza
(Torredn, Morelia y D.F), en color azul a las poblaciones del centro (Nahuas de Xochimilco
y Nahuas de Morelos) y por ultimo en clor amarillo a las poblaciones del sur (Zapoteca y
Mixe).
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6.5. Parametros poblacionales para los grupos analizados

Se realizo un analisis del Equilibrio de la Ley de Hardy y Weinberg (EHW)
para cada marcador por medio de la prueba de chi cuadrada y por la estimacion
de la prueba de Weir y Cockerham.

El analisis por medio del programa POPGen 32 para la inferencia del EHW
por la prueba de chi cuadrada determindé que el marcador microsatélite CTG del
gen DMPK se encontr6é en equilibrio con la ley de EHW en las poblaciones del
Centro (DF), Occidente (Morelia), Maya, Totonaca, Popoluca, Zapoteca, Nahua
(Xochimilco), Pame, Tarahumara y Yaqui; mientras que las poblaciones del Norte
(Torreén), Mixe y Nahua (Morelos) no siguieron el equilibrio de EHW (Tabla 16).
Después de este analisis como se muestra en la Tabla 16 se decidié analizar cada
marcadorpor medio del programa GENETIX para la estimacién de la EHW a partir
de la prueba de Weir y Cockerham, ya que este analisis se ha establecido para
disminuir los errores tipo | y tipo Il que podrian provocar algun sesgo en esta
determinacién. La prueba de Weir y Cockerham confirmé los datos obtenidos en el
desequilibrio conEHW. De cada poblacién se definié la heterocigosidad y el indice
de Nei, el cual nos determina el grado polimorfico del marcador analizado.
Podemos observar que el valor de diversidad genética encontrado nos indica un
alto grado de polimorfismo para este locus; y practicamente todas las poblaciones
se encontraron en equilibrio de HW, lo cual nos habla de que este microsatélite
cumple con las caracteristicas para ser un buen marcador genético: elevado
polimorfismo y alto grado de heterocigosidad. Por otra parte dos poblaciones no se
encontraron en equilibrio de HW (Mixes y Nahuas de Morelos) como se menciond
anteriormente, y esto puede atribuirse al tamafio de la muestra analizada para el
caso de Mixes y Nahuas (Mixes n=45 y Nahuas de Morelos n=31); mientras que
para la poblacion de Torredn podria atribuirse caracteristicas o estructura de la

poblacién en especifico como migracion.
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Tabla 6. Parametros genético-poblacionales del microsatélite CTG en el gen DMPK

Poblacion HWE He Diversidad
genética

D.F. 0.96 0.76 1.69
Torredn 0.23 0.74 1.68
Morelia 0.95 0.73 1.61
Mayas 0.98 0.52 0.78
Totonacas 0.90 0.68 1.37
Popolucas 0.91 0.62 1.28
Zapotecas 0.98 0.52 0.78
Mixes 0.55 0.71 1.45
Nahuas Xochimilco 0.98 0.65 1.35
Nahuas Morelos 0.32 0.68 1.43
Pames 0.99 0.69 1.48
Tarahumaras 0.89 0.61 1.22
Yaquis 0.99 0.63 1.41

6.6. Analisis de los alelos largos normales en la poblacion mexicana

La presencia de alelos largos no es tan comun en la poblaciones sanas, pero la
alta frecuencia de estos alelos se ha relacionado con la presencia de la

enfermedad, como se describi en la seccion de Introduccion (ver seccion 1.5).

Por consiguiente al tener las frecuencias alélicas se decidi6 hacer un
comparativo de la presencia de éstos en las poblaciones nativo-americanas. Como
se observa en la figura 24, los grupos nativo americanos del Norte y del Sur Este
muestran alelos largos normales con una frecuencia que va de 3.26% a 5.88%.
Mientras los grupos nativo americanos del centro y el Sur Oeste muestran una
baja frecuencia de estos alelos (Fig 24). En la tabla 5 se observan las frecuencias
de alelos largos normales encontrados para la poblacion general asi como en los

grupos nativo americanos analizados.
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Figura 24: Distribucion de alelos largos normales en diferentes grupos nativo americanos.

Tabla 5: Frecuencias de alelos largos normales.

Poblacion Alelos >18 CTG
(%)
México 6.37
(Magana et al. 2011)

D.F. 6.97
Torreén 4.85
Morelia 10.29

Region Sur Este
Mayas 5.01
Totonacas 3.26
Popolucas 5.88
Regién Sur
Zapotecas 0
Mixes 0
Regién Centro
Nahuas Xochimilco 3.84
Nahuas Morelos 0
Region Norte
Pames 2.94
Tarahumaras 4.73
Yaquis 4.69

Tabla 5: Se puede observar las frecuencias de alelos largos normales en las poblaciones

analizadas segun su distribucion geografica.
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Como se puede observar que practicamente en todos los diversos grupos
mestizo-Mexicanos y en los grupos étnicos nativo-americanos estudiados existe la
presencia de alelos largos normales, sin embargo la presencia de éstos es aun
mayor en las poblaciones mestizo Mexicanas, cabe sefialar que su alta frecuencia
también es evidente en los grupos étnicos del sur-este y del norte del pais,
presentando una baja frecuencia en los grupos del suroeste.

6.7. Efecto de la composicién de los repetidos CTG de los alelos

largos normales

De acuerdo a la alta frecuencia de alelos largos normales tanto en poblacion
mestizo-Mexicana como en los diversos grupos étnicos, se decididé analizar la
constitucién de estos para determinar si son marcadores puros o imperfectos, y

que esto pudiera contribuir en mecanismos implicados en una expansion anormal.

Se realizé la secuenciacion de alelos normales y alelos largos normales, para
evaluar el efecto de la composicion de los repetidos CTG en estos alelos.Se
analizaron 12 alelos normales en un rango de 11 repetidos hasta 27 repetidos
CTG. A diferencia de otras patologias causadas por expansiones de tripletes
repetidos, los alelos largos normales analizados no mostraron interrupciones
dentro del tracto de repetidos, efecto similar se observé en los alelos normales en
la poblacion Mexicana (Fig 25).

Como control analizamos la secuencia de 2 alelos correspondientes a
premutacion en familiares de pacientes con DM1(46 y 40 repetidos
respectivamente), de la misma manera se analizo la secuencia de 2 mutaciones
pequefias (73 y 78 repetidos respectivamente), en estos casos tampoco se

determind la presencia de alguna interrupcion.
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Figura 25: Secuencias del tracto de repetidos de alelos del gen DMPK. En la figura A1 se aprecia un patron
electroforéticode TP-PCR, en la figura A2 se observa un patron electroforético de una PCR y en la figura A3 la
secuencia de un alelo largo normal con 27 repetidos CTG (el cual no muestra interrupciones). En la figura B1
se aprecia un patron electroforético de TP-PCR, en la figura B2 se observa un patron electroforético de PCR y
en la figura B3 la secuencia de alelo normal con 11 repetidos CTG (que tampoco muestra ninguna

interrupcion).
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7. Discusion

La DM1 es la distrofia muscular mas frecuente en adultos a nivel mundial con
una incidencia de 1/8000 individuos.Es una patologia multi-sistémica que tiene
importantes implicaciones en los pacientes ya que es una enfermedad
degenerativa que puede originar un alto grado de discapacidad y en ultimas
instancias llevar a la muerte a los pacientes. La patologia es causada por una
expansion anormal de tripletes repetidos (CTG) en la region 3’'UTR del gen DMPK.
Hasta la fecha es una enfermedad que no se encuentra completamente
caracterizada con respecto a su patogénesis molecular y mecanismos implicados
en el dafo celular, de la misma manera al ser una mutacion dinamica, tampoco se
ha logrado entender los mecanismos de expansion entre una generacion y otra.
Con respecto a su frecuencia, las enfermedades producidas por expansiones de
tripletes repetidos y en especial la DM1, presentan una alta variabilidad entre
poblaciones y zonas geograficas. Por ejemplo, existe una baja prevalencia en
poblaciones de origen africano (Goldman et al. 1994) o poblaciones taiwanesas (Pan
H et al. 2001), mientras que en poblaciones caucasicas y asiaticas principalmente
japonesas y coreanas presentan una alta prevalencia de DM1 (Kwon et al. 2010;
Davies et al.1992). Estas variaciones se han atribuido a posibles diferencias étnicas
y poblacionales, sin embargo se ha determinado que probablemente otras
modificaciones genéticas in “cis” o en “trans” a la mutacion podrian estar
implicadas en los mecanismos de inestabilidad entre un progenitor normal y un
descendiente que presente una premutacidbn, o entre un progenitor con
premutacion y un descendiente con una mutacidn con penetrancia completa
yfinalmente subsecuentes generaciones de pacientes presentando altos rangos de
inestabilidad.

Sin embargo al ser una patologia genética poco conocida, la falta de un
diagnostico certero ha complicado los analisis en diferentes poblaciones ya que
esta enfermedad generalmente se encuentra sub-diagnosticada, esto refleja la
poca informacion de casos de esta patologia en poblaciones del sur-oeste
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asiatico, Africa y Latinoamérica. A la fecha,no se cuentan con reportes en

poblaciones latino-americanas y especificamente en nuestro pais.

7.1. La DM1 en nuestro pais y su carga genética

Recientemente, estudios realizados por Magafia y colaboradores, sugieren
que la prevalencia de esta enfermedad en nuestro pais puede ser semejante a lo
reportado en poblaciones caucasicas o japonesas (poblaciones con mayor
prevalencia de la enfermedad); esto con base en la alta frecuencia encontrada de
alelos largos normales ya que como se menciond anteriormente los alelos con
mas de 18 repetidos CTG, pueden significar un depdsito para futuras expansiones.
Con respecto a este punto se sabe que en patologias como Ataxia
Espinocerebelosa tipo 1, 2, 3 y 6 (SCAs), Atrofia Dentato-Rubro-Palido-
Luisiana (DRPLA) y la Enfermedad de Huntington (Squitieri et al. 1994;Takano et al.
1998;Laffita et al 2014), una alta frecuencia de alelos largos con un numero de
repetidos cercano al umbral de repetidos correspondiente a la mutacién puede
estar asociada con un aumento en el numero de casos de dichas patologias. En el
caso de la DM1 los alelos por encima de 50 repetidos CTG son considerados
patoldgicos, sin embargo la presencia de alelos que van de 35 a 49 repetidos se
asocian con un umbral correspondiente a la premutacion. Por otra parte los alelos
normales de este gen se presentan en un rango de 5 a 34 repetidos CTG, siendo
el alelo de 5 repetidos el mas frecuente para la mayoria de las poblaciones. En
poblaciones con baja prevalencia de la DM1 como la Afro-negroide, Afro-
americana y Taiwanwesa la frecuencia de estos alelos largos normales es menor
al 1%, mientras que en poblaciones como Japonesa, Yugoslava y Europea se
presenta una frecuencia alta por encima del 5 0 6 %.(Pan H et al. 2001; Acton et al.
2007; Goldman et al. 1994;Hsiao et al. 2003 y Culjkovic et al. 2002; Davies et al. 1992)lo
gue se asocia con una alta prevalencia de la DM1 en estas poblaciones.
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Esta evidencia ha llevado a postular (postulado de Tishkoff) que la presencia
de alelos largos normales se encuentran directamente asociados con la alta

prevalencia de este tipo de patologias. (Tishkoff et al. 1998).

Por lo que estos datos sugieren que la poblacién mexicana puede tener una
prevalencia alta de DM1, lo cual se ha reforzado con la descripcion de alrededor
de mas de 200 casos con diagnostico de la enfermedad en los tres ultimos afios
en el INR (Marquez, 2013), el cual es considerado como un centro de referencia
para enfermedades discapacitantes en nuestro pais.

Aunado a esto en el estudio realizado por Magafa y colaboradores (Magaria
et al. 2011), se observo que la frecuencia de los alelos normales presenta un
comportamiento muy diferente a lo reportado en otras poblaciones. En donde el
alelo mas comun para la poblaciéon mexicana fue el 13 repetidos CTG con una
frecuencia de 38.8% seguido del de 11 repetidos CTG con una frecuencia de
24.6%, estos alelos tienen frecuencias mayores a las encontradas en oftras
poblaciones, en donde el alelo de 5 repetidos es el mas comun para poblaciones
Taiwanesa, Yugoslava, Afroamericana, Chilena, entre otras (Acton et al. 2007;
Goldman et al. 1994; Hsiao et al. 2003; Tishkoff et al. 1998); mientras que el alelo de 12
repetidos CTG es el predominante en la poblacion Coreana(Deka et al. 1996;
Tishkoff et al. 1998). Lo cual nos lleva a la sospecha de que dicho comportamiento
se debe a nuestro peculiar background genético debido al mestizaje de nuestra
poblacién y con una alta contribucion de la poblaciéon Nativo Americana.

Con respecto a este punto, sabemos que la poblacion mexicana es una poblacion
joven que se ha constituido en los ultimos 500 afos, por lo que un fendmeno
mutacional seria descartado, ya que el numero de generaciones es muy pequefio
para determinar cambios significativos en la distribucion de la poblacion. Ahora
bien, la poblacion contemporanea de México se encuentra conformada por
mestizos, la cual es la mezcla de diferentes grupos étnicos con diferentes
caracteristicas geénicas, constituida principalmente por grupos Nativos conocidos
como Amerindios, migrantes europeos (principalmente espafioles) quienes

arribaron posterior a la conquista en el siglo XVI y grupos Africanos
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(principalmente de Africa del Oeste) que se establecieron en nuestro pais entre el
siglo XVI al XVIlIl como consecuencia de la esclavitud (Aguirre, 1981;Stavenhagen
and Carrasco, 1997). Este mestizaje es relativamente reciente (1516), razon por la
cual no se ha logrado una homogeneidad genética producto de la panmixia
(probabilidad de que cada uno de los hombres y mujeres de una poblacion tienen
la misma capacidad de apareamiento con el sexo opuesto), lo cual es
independiente de su genotipo, o que nos indica que la falta de homogeneidad se
debe al flujo génico. Estudios recientes indican que los grupos mestizos-
mexicanos presentan un 65% de descendencia Amerindia, un 30% de Europea y
un 5% Africana (Martinez-Marignac, 2007). Sin embargo, estos porcentajes varian
en las distintas regiones geograficas, ya que en algunos sitios el porcentaje de
ascendencia Europeo es mucho mayor como en el norte del pais, mientras que en
las regiones del Golfo de México la presencia de genes Africanos representa un
gran porcentaje de la carga genética (Silva-Zolezziet al. 2009; Rubi-Castellanos et al.
2009). Por otra parte, algunas regiones del sureste presentan mayor carga
Amerindia en comparacion de la Caucasica. De la misma forma, debemos
considerar que la poblacibn Mexicana ha tenido otras migraciones menos
importantes, sin embargo genéticamente tienen una influencia real, entre ellas se
encuentra la migracion Caucasica proveniente de Francia, Alemania e ltalia asi
como las migraciones Asiaticas, principalmente de grupos judios y libaneses.
Estas migraciones han impedido que la poblacion logre un equilibrio génico, pues
han sido de aparicion relativamente reciente, ademas de que han generado
sesgos en el flujo génico, es decir que el DNA mitocondrial (mtDNA) sea de origen
Amerindio, mientras que los marcadores estudiados en el cromosoma Y sean de
origen Europeo, aunque en algunos casos también puede ser de origen Africano.
Esta herencia acufia a lo que llamamos “Mestizos”. El Instituto Nacional de
Antropologia e Historia (INAH) define el término Mestizo como una persona que ha
nacido en México y cuyo primer apellido se deriva de los colonizadores Espafioles
y que tiene una familia de ancestros Mexicanos de por lo menos tres generaciones
(Sanchez, 1996).
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Diversos estudios poblacionales a través de diferentes marcadores genéticos
han comprobado que nuestra poblacién se encuentra sub-estructurada.El analisis
de estructura genética para la poblacidn mexicana mostréo que ésta poblacion
mestiza podria ser dividida en tres subpoblaciones diferentes(Noris et al. 2012;
Silva-Zolezzi et al.2009). Esto concuerda con informes anteriores que tienen
establecido que la poblacidn mestiza mexicana muestra una estratificacion
genética integrada por una ascendencia trihibrida, que a su vez muestra diferentes

proporciones de cada ascendencia en todo el pais (Fig 26) (Noris et al. 2012).

Sub-pop 3

Sub-pop 1 Sub-pop 2

Figura 26:Diagrama usado para representar a los individuos de una poblacién se ordenan en
varias subpoblaciones. El triangulo equilatero, muestra a través de un andlisis de 15 marcadores
autésomicos la representacion de tres subpoblaciones, cada esquina del triangulo representa una
poblacién parental (Noris et al. 2012).

Por lo que nuestro background genético puede explicar la singular
distribucion alélica del gen DMPK en nuestra poblacion. Esta evidencia nos llevé a
pensar que el comportamiento sui géneris de nuestra poblacion (Magafia et al.
2011) esta dado por la gran influencia de nuestra ancestria nativo americana. Para
constatar esta hipotesis se decidio analizar un grupo de individuos sanos de tres
diferentes regiones del pais para determinar si el comportamiento en nuestra
poblacién es homogéneo con respecto a la distribucién alélica de los repetidos
CTG del gen DMPK. Posteriormente, para evaluar la existencia de la influencia
nativo-americana en la poblacion mestiza, se determin6 y analizé el numero de
repetidos CTG del gen DMPK en diversos grupos Nativo Americanos, ya que son

grupos ancestrales de la poblacién actual mexicana.
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7.2. Comportamiento genético del triplete CTG en la poblacién

mestizo-mexicana

Se determind en numero de repetidos CTG de individuos de poblacion
general de la ciudad de Torredn (norte), la ciudad de México (centro) y la ciudad
de Morelia (sur-oeste). Se observé un comportamiento alélico similar en las tres
regiones del pais, con una distribucion alélica bimodal con picosen 5y en 13y 11
repetidos. Esto indica que el background genético en la poblacidon mestizo-
mexicana, al menos del locus DMPK puede reflejar el comportamiento general en
nuestro pais. Sin embargo, se encontraron algunas diferencias entre estas
poblaciones, por ejemplo la poblacion del D.F. presenta una frecuencia mayor
para el alelo de 5 repetidos (18.02%) con respecto a las poblaciones de Torredn
(8.84%), Morelia (7.35%) y Poblacion General (15%); esta diferencia puede
deberse a que el D.F. es la zona urbana mas grande del pais , asi como el
principal centro politico , académico, economico , financiero y cultural, lo cual
estimula la inmigracion intra-nacional con lo que se tiene diferente comportamiento

genético en la zona centro.

En cuanto a los alelos largos normales, las tres poblaciones presentaron una
frecuencia relativamente alta de los mismos. Estos datos sugieren un
comportamiento similar en las regiones analizadas. Por lo que se podria hablar de
una alta frecuencia de la DM1 en todo nuestro pais, esto es de considerarse ya
que anteriormente en la literatura las poblaciones con mayor frecuencia eran las
caucasicas y asiaticas, sin embargo pareciera que las poblaciones latinas podrian
tener también un alto numero de casos. En este aspecto el alto incremento de
pacientes diagnosticados con DM1 en nuestra poblacion(Marquez, 2013), nos hace
sospechar que la frecuencia de alelos largos normales si se asocia con un
incremento en la prevalencia de la enfermedad en determinada zona geogréafica,
esto concuerda con diversos reportes anteriormente reportados en la
literatura(Tishkoff et al. 1998; Deka et al. 1994; Hsiao et al. 2003; Acton et al. 2007).
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Por otro lado, en cuanto a los alelos analizados en los familiares de
pacientes con DM1, al realizar la comparacion con lo reportado anteriormente por
Magana y colaboradores en poblacion general mestizo mexicana se aprecia que la
distribucion alélica no varia considerablemente. Se debe destacar que se encontrd
una frecuencia de alelos largos normales de 5% que se considera alta a pesar de
que varios de estos individuos se encuentren relacionados entre si y a pesar de
que en familiares e individuos en riesgo ya se excluyeron los alelos mutados, esto
refuerza la idea de que en nuestra poblacion puede encontrarse una alta
frecuencia de la enfermedad comparada con muchas poblaciones a nivel mundial
(Fig 15).

7.3.Repetidos CTG en diversos grupos étnicos y su efecto en la

poblacién general

Conforme a lo esperado, claramente la frecuencia de los alelos de 11y 13
repetidos es muy alta en practicamente todos los grupos étnicos, mientras que el
alelo de 5 repetidos presenta una baja frecuencia, lo cual comprueba que el
comportamiento de la poblacidn mestizo mexicana se encuentra dado por una alta
influencia de la poblacion nativo americana. En el total de individuos analizados se
encontraron 27 alelos diferentes que en el rango de 5 a 46 repetidos CTG. El alelo
mas comun es el de 13 repetidos (43.31%) seguido por alelos de 11 y 5 repetidos
(34.78 y 7.36% respectivamente). Como se puede observar, a pesar de ser grupos
mas cerrados se identifico6 un alto numero de alelos, casi comparable a lo
observado en la s poblaciones mestizas, sin embargo, a pesar de encontrar este
numero tan extenso de alelos, la distribucidon se concentra principalmente en 2

alelos (13 y 11 repetidos) lo que sefala un grupo mas enddgeno y cerrado.

En general, en los grupos étnicos analizados el alelo de 11 repetidos se encuentra
en una frecuencia que va del 17.77% al 56.25% y el alelo de 13 repetidos se
encuentra con una frecuencia que va de 17.18% al 56.11%, mientras que la
frecuencia de estos dos alelos en conjunto va de 71. 11%al 97.82%; es decir que

70




la frecuencia de estos dos alelos especificos es mucho mayor en comparacién con
la frecuencia de los demas alelos. En concordancia la poblacion Mestizo Mexicana
muestra una alta frecuencia para los alelos de 11 y 13 repetidos(Magana et al.
2011). Este hallazgo es peculiar, ya que la frecuencia de estos dos alelos (13 'y 11)
es preponderante en las poblaciones de origen étnico nativo-americano a
diferencia de lo observado en practicamente todas las poblaciones del planeta
anteriormente analizadas, por lo tanto este polimorfismo podria ser usado como un
marcador forense y de estudios de grupos étnicos para poblaciones nativo-

americanas.

Entre los grupos étnicos se encuentran algunas diferencias, por ejemplo las
poblaciones Zapoteca, Yaqui y Pame, presentan una mayor frecuencia para el
alelo de 11 repetidos, mientras que en las demas poblaciones el alelo mas
frecuente es el de 13 repetidos; sin embargo el comportamiento genético de los
grupos no cambia significativamente. Otro punto a resaltar es que en la poblacion
Zapoteca no se encontré el alelo de 5 repetidos CTG, lo cual confirma que a pesar
de ser el alelo mas frecuente en las poblaciones estudiadas a lo largo del mundo,
es un alelo practicamente ausente en la poblacion nativo americana (Magafna et
al.2011). Interesantemente el alelo de 14 repetidos mostr6 una frecuencia mas alta
en la poblacion Nahua de Morelos a diferencia de lo descrito en los otros grupos

étnicos.

En general, el comportamiento genético entre los grupos étnicos es
relativamente similar, presentando a los alelos de 13 y 11 repetidos como los mas
frecuentes, ademas se presenta el alelo de 5 repetidos en muy baja frecuencia,
esto al compararlo con la poblacidon mestizo Mexicana, confirma que la alta
frecuencia de los alelos 13 y 11 en nuestra poblacion se debe a una alta influencia

de nuestros grupos nativo-americanos.

Como se mencionod entre los diversos grupos étnicos a pesar de presentar
frecuencias similares de los alelos mas frecuentes, se pueden observar diferencias
en la distribucion alélica y genotipica entre cada grupo étnico. Conforme al analisis
de componentes principales se observd que las poblaciones Maya, Totonaca y
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Popoluca se encuentran relativamente cercanas entre si, esto de cierta manera es
l6gico ya que geograficamente se encuentran relacionadas, pero al identificar por
familias linguisticas, no se observa una relacion. Para las poblaciones del norte
como la Pame, Tarahumara y Yaqui se encuentran relativamente cercanas y al
identificarlas por familias linguisticas se observas que la poblacién Yaqui y
Tarahumara pertenecen a la misma familia (yuto- Nahua) sin embargo la poblacion
Pame no comparte la misma familia linguistica; mientras las poblaciones Nahua de
Xochimilco y Nahua de Morelos que se encuentran muy cercanas entre si. En
contraparte las poblaciones Mixe y Zapoteca parecen tener un componente
genético completamente diferente, lo cual puede ser por tener caracteristicas
genéticas poblacionales distintas o por un sesgo en la muestra analizada (limitado
numero de individuos analizados), sin embargo este analisis se realizd solo
identificando la variabilidad de microsatélite CTG en el gen DMPK, por lo que seria
interesante realizar un estudio que conjunte otros aspectos genéticos, histéricos,
culturales y ampliar el numero de marcadores genéticos analizados, como se ha

realizado en otros estudios (Moreno-Estrada et al. 2014).

7.4.Analisis de los alelos largos normales y su importancia

En cuanto a los alelos largos normales; los grupos nativo americanos del
Norte y del Sur Este muestran alelos largos normales con una alta frecuencia que
va de 3.26% a 5.88%. Mientras los grupos nativo americanos del centro y el Sur
muestran una baja frecuencia de estos alelos (0% y 1.92% respectivamente).

A pesar de ser tamanos de muestras pequefos en algunas poblaciones, es
de gran relevancia que se identificé un alto numero de alelos largos normales,
ademas se encontraron casos de premutacion, lo que refuerza nuestra hipdtesis y
nos sugiere que podrian encontrarse casos de DM1 en estos grupos Nativo

Americanos, lo cual seria un importante hallazgo.
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En la tabla 5 se observan las frecuencias de alelos largos normales
encontrados para la poblacién general asi como en los grupos nativo americanos
analizados. Por lo que considerando lo postulado por Tishkoff, que propone que la
presencia de alelos expandidos son originados a partir de alelos intermedios o
alelos largos normales (Tishkoff et al. 1998; Goldman et al. 1994), lo cual ha sido
corroborado a través de diversos estudios que confirman que las poblaciones que
presentan una alta prevalencia de DM1 correlacionan con una mayor presencia de
alelos intermedios o alelos largos normales, como en poblaciones Caucasicas o
Japonesas, en contraparte con poblaciones africanas, afroamericanas vy
taiwanesas que presentan una menor frecuencia de alelos mayores a 18 repetidos
lo que concuerda con la baja prevalencia de DM1 reportada en estas poblaciones
(Tishkoff et al. 1998; Goldman et al. 1994; Magafa et al. 2011; Magana et al. 2012).

Esta propuesta en donde la frecuencia de alelos largos normales
correlaciona con la prevalencia de la enfermedad; también se ha observado en
otras patologias producidas por expansiones de repetidos, como Corea de
Huntington, ataxia espinocerebelosa tipo 2 y 3, entre otras (Squitieri et al. 1994;
Takano et al. 1998; Laffita et al. 2014), por lo que el conocimiento de la presencia de
alelos largos normales en una poblacion nos puede dar un panorama de que tan

frecuente es esta patologia.

Todos estos hallazgos apuntan a que existe una alta frecuencia de alelos
largos normales en grupos étnicos, asi como la identificaciéon de individuos con
premutacion, lo que indicaria que en gran medida la ancestria nativo-americana
contribuye con la alta frecuencia de casos de DM1 en nuestra poblacién y no solo
se presentan por una carga genéticamente europea asociada a la enfermedad.
Estos datos confirmarian el postulado de Tishkoff en nuestra poblacion.
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7.5.El efecto de la composicion del tracto de repetidos, un primer

analisis

A pesar de preveer que en poblacion mexicana podrian existir cientos de
casos de DM1, aun se desconoce por completo los mecanismos de inestabilidad,
es decir, jpor qué se producen estas expansiones? Multiples factores se
encuentran implicados en la inestabilidad de trinucleotidos repetidos, los cuales se
dividen generalmente en dos categorias; en primer lugar los factores en trans que
a menudos estan involucrados en la replicacion y reparacion del ADN, tales como
FEN1, Msh2, Msh3 y Msh6. Deficiencia de estos factores en trans dan como
resultado inestabilidad gendmica (Manley et al. 1999;Gordenin 1997; van den Broek,
2002; Mirkin, 2005). La otra categoria que son los factores in cis reflejan
propiedades locales de los loci tales como la proximidad de las islas CpG (Brock et
al. 1992), la orientacién del origen de replicacion adyacente(Cleary and Pearson
2003) y el numero de copias y la composicion del tracto de repetidos (Pearson et al.
2005). Por lo anterior se decidié analizar la estructura o el componente genomico
del tracto de repetidos CTG de este gen, ya que en otras patologias como Ataxia
Espinocerebelosa tipo 1 (SCA1) que es causada por una expansion de repetidos
CAG, un analisis de secuencia de alelos normales revel6 una composicion de
repetidos con 1 y hasta 3 interrupciones CAT en el 98% de los cromosomas
analizados; en contraste los alelos de SCA1 expandidos se caracterizan por
carecer de interrupciones (Zuhlke et al. 2002). Para el caso de Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 que es debida a una expansion de repetidos CAG, los
alelos normales presentan 1 o mas interrupciones CAA, mientras que alelos
expandidos no presentan interrupciones en el tracto de repetidos (Choudhry, 2001).
Cabe mencionar que también se encontro parael Sindrome de X Fragil el cual es
debido a la expansion de repetidos CGG, un estudio demostré la prevencion de
insuficiencia ovarica prematura en pacientes con alelos intermedios que
presentaban interrupciones AGG dentro del tracto de repetidos (Bodega et al.
2006).Estas interrupciones se consideran que proveen estabilidad contra el
deslizamiento de la polimerasa y por lo tanto la expansion de repetidos. Estos
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datos concuerdan, cuando en los casos limitrofes al umbral de penetrancia
completa, se pierde una interrupcién que comprende el tracto de repetidos, y se

presenta una inminente expansion a rangos de mutacion.

Por lo tanto en este trabajo se realiz6 la secuenciacion de alelos del gen
DMPK para conocer la constitucion mismos en el tracto de repetidos. Sin embargo
como se muestra en la figura 25 no se encontré ninguna interrupcién en la
secuencia de los alelos analizados, lo que nos sugiere que la variacion en la
estructura de los repetidos en DMPK no influye en los mecanismos de estabilidad
en gen, por lo que se podria pensar que estan presentes otros elementos que
pueden influir en la estabilidad como patrones de metilacién, nucleosomas,
secuencias que se encuentran flanqueando los repetidos, entre otros(Mulvihill et al.
2005).

Es importante resaltar el gran esfuerzo que se ha realizado y se sigue
haciendo por entender los mecanismos moleculares que llevan a la inestabilidad,
desde la descripcidn de la expansion de microsatélites como causa de mutaciones
patogénicas. Todos los hallazgos deben ser tomados en cuenta para entender el
significado biologico de la inestabilidad y comprender mejor este tipo de

enfermedades.

Sin embargo, no debemos olvidar que no se trata de un solo mecanismo el
causante de la inestabilidad sino que se trata de un conjunto de varios de ellos
que forman un complejo dispositivo genético que predispone a expansiones 0
deleciones de repetidos de microsatélites y que hacen que los individuo presenten
un comportamiento variable entre si, ante la presencia de secuencias genéticas

similares.
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8. Conclusiones

* Se encontré una distribucion alélica homogénea en la poblacion general
mestizo Mexicana en las diversas regiones analizadas y en todas se
encontraron frecuentemente alelos largos normales lo que nos sugiere una
alta prevalencia de DM1 en México.

* La particular distribucién alélica en la poblacion mexicana puede atribuirse
en parte a nuestra ancestria nativo americana.

* Los alelos de mayor frecuencia (11 y 13 repetidos CTG) podrian ser usados
como marcadores poblacionales, debido a su amplia distribucion en grupos
nativo-americanos a diferencia de las otras poblaciones a lo largo del
planeta.

* Se encontré una alta frecuencia de alelos largos normales en grupos
étnicos de México, ademas se encontraron dos individuos con premutacion.
El primero con un alelo de 46 repetidos perteneciente al grupo étnico Maya
y el segundo con un alelo de 41 repetidos perteneciente al grupo étnico
Nahua de Xochimilco. Lo que sugiere que la presencia de la DM1 no es
exclusiva de grupos caucasicos y que podria estar presente en grupos de
origen nativo-americano.

* Practicamente todas las poblaciones para este marcador se encontraron en
equilibrio con la ley de HW, lo que sugiere que no existe un efecto
poblacional que incida sobre su distribucién.

* Al parecer las interrupciones en DM1 no juegan un papel en la inestabilidad
de los alelos como se conoce en otras patologias producidas por tripletes
repetidos.

76




9. Perspectivas

Incrementar y homogenizar el numero de muestras para las poblaciones

analizadas.

Realizar un analisis con marcadores que nos permitan conocer la carga

genética tanto Nativo Americana como europea en los pacientes con DM1.

Realizar la secuenciacion de un numero mayor de alelos con mutaciones

analizadas por segregacion de individuos.

Dilucidar otros mecanismos que puedan estar involucrados en inestabilidad

de DM1 y abordarlos.
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