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Analisis molecular de Ataxias Espinocerebelosas (SCAS,
SCA7 Y SCA17) mediante analisis de fragmentos de
tripletes repetidos en poblacion mexicana

1 Resumen

Las ataxias espinocerebelosas (SCA’s) son un grupo heterogéneo de ataxias
cerebelosas hereditarias que se transmiten de forma autosémica dominante. El inicio de la
enfermedad se presenta principalmente a mediados de la edad adulta, pero también puede
ocurrir en la nifiez y en la vejez. Las formas mas frecuentes de las SCA’s, se deben a
expansiones repetidas de trinucle6tidos CAG en genes que conducen a la elongacion por
estiramiento de poliglutamina en sus respectivas proteinas. La prevalencia de SCA de
manera global tiene un indice de 3 en 100 000 habitantes, siendo SCA3 el subtipo més
comun a nivel mundial. En el presente trabajo se determiné el diagnostico de un grupo de
pacientes con Ataxia espinocerebelosa utilizando la técnica de PCR, seguido de una
electroforesis capilar para el andlisis de fragmentos. Se obtuvo que en un grupo de estudio
gue involucré a 30 pacientes se encontré que el 10% pertenecen al subtipo SCA3. En otro
grupo se analizaron a 102 pacientes para determinar si alguno presentaba el subtipo SCA7,
y finalmente, en otro grupo se estudiaron 101 pacientes para el diagnéstico de SCAL7, los
resultados mostraron que tanto el grupo de SCA7 como de SCA17 no se obtuvieron
expandidos. Es necesario que para los pacientes en los que no se obtuvo un diagndstico
de los subtipos de las SCA’s analizadas, se les realice el diagnostico molecular para
detectar otros de los subtipos de SCA’s, y asi poder darle a cada paciente un diagnéstico
certero. Asi mismo, este estudio aporté informacién sobre la frecuencia de las SCA’s tipo
3, 7y 17 en poblacion mexicana, siendo SCA3 la mas frecuente y SCA7 y SCA17 menos
frecuentes en la poblacion mexicana, estos resultados coinciden con lo reportado en otras
poblaciones de diferentes partes del mundo.

2 Introduccion

Las ataxias espinocerebelosas son un grupo heterogéneo de ataxias cerebelosas
hereditarias que se transmiten de forma autosémica dominante. Las SCA’s son
enfermedades neuroldgicas que presentan una alteracién de la marcha, incoordinacion de
las extremidades, disartria, anomalias del movimiento ocular, y se pueden presentar otros
signos como convulsiones, deterioro cognitivo, miocardiopatia, entre otros. Todos estos
signos y sintomas se traslapan entre las diferentes SCA’s lo que las hace dificil de
diagnosticar. El inicio de la enfermedad se presenta principalmente a mediados de la edad
adulta, pero también puede ocurrir en la nifiez y en la vejez (Coutelier y col., 2017).

Las formas mas frecuentes de las SCA’s, se deben a expansiones repetidas de
trinucleétidos CAG en genes que conducen a la elongacion por estiramiento de
poliglutamina en sus respectivas proteinas (Coutelier y col., 2017). Hay al menos 12 SCA
de expansion repetida y seis de estas enfermedades que son causadas por mutaciones
traducidas de expansiones repetidas de CAG, dentro de ellas se encuentran
SCA3/enfermedad de Machado-Joseph (SCA3/MJD), SCA7 y SCA17, las cuales codifican
tramos de glutamina pura en las respectivas proteinas de la enfermedad. Estas
enfermedades se denominan SCA’s de poliglutamina (Klockgether y col., 2019).



La prevalencia de SCA de manera global tiene un indice de 3 en 100 000 habitantes
(Sullivan y col., 2019). El subtipo SCA3 es mas comun a nivel mundial, debido a que es
mas frecuente en Europa occidental, América del Norte, Brasil y China, por lo que se ha
estimado que es la causa de la ataxia en el 21% de los pacientes en todo el mundo. Para
el caso de SCA7 esta es ligeramente inferior con un 3-5%. Algunas variantes son muy raras,
como es el caso de la SCA17, representando del 0 al 1% de las familias con SCA (Alonso,
y col. 2007). Su distribucion en México no se encuentra bien definida, por lo tanto, el
proposito de este estudio es llevar a cabo el diagndstico molecular para las ataxias
espinocerebelosas (SCA3, SCA7 y SCAL7) de un grupo de pacientes mexicanos con ataxia
espinocerebelosa, mediante andlisis de fragmentos de tripletes repetidos de CAG en
muestras de ADN seleccionadas de pacientes que padecen un tipo de ataxia
espinocerebelosa.

En el presente trabajo se describe el método mas utilizado para el diagnostico de las
SCA, en el que se utiliz6 la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) utilizando un oligonucleétido marcado con fluorescencia flanqueando la
region de repeticion de trinucledtidos, seguido de una electroforesis capilar (Analisis de
fragmentos). Estas técnicas permitieron detectar las expansiones repetidas de
microsatélites causantes de las SCA (Alonso, y col., 2007).

3 Objetivo general

Llevar a cabo el diagnéstico molecular para las ataxias espinocerebelosas (SCA3, SCA7
y SCAL17) de un grupo de pacientes mexicanos que presentan este padecimiento, mediante
el analisis de fragmentos de tripletes repetidos de CAG en muestras de ADN seleccionadas.

4 Objetivos especificos

o Obtener del banco de ADN del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
(INNN) las muestras correspondientes a pacientes con ataxia espinocerebelosa.

e Realizar diluciones y cuantificar la concentracién de ADN que hay en cada una de
las muestras seleccionadas del banco de ADN.

e Realizar la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las diluciones
de ADN de pacientes y controles negativos y positivos, utilizando un oligonucleétido
marcado con fluorescencia.

e Analizar el producto del PCR mediante una electroforesis capilar (analisis de
fragmentos), para SCA3, SCA7 y SCA17.

¢ Identificar los alelos expandidos de cada muestra.

o Determinar frecuencias de las tres diferentes SCA en la muestra de pacientes

5 Planteamiento del problema

Las SCA’s son enfermedades neurodegenerativas hereditarias que afectan el cerebro,
el cerebelo, el tronco encefélico y los tractos espinocerebelosos. La SCA’s tienen diferentes
sintomas neuroldgicos, en los que se incluyen ataxia, disartria, anomalias oculomotoras de
origen cerebeloso y supranuclear, retinopatia, atrofia Optica, espasticidad, neuropatia
periférica extrapiramidal, trastornos del esfinter, cambios cognitivos y epilepsia. Todos esos
signos y sintomas son comunes en las diferentes SCA’s lo que complica el diagnéstico
especifico del tipo de SCA que presenta cada paciente. Durante el desarrollo de la
enfermedad las personas pierden la capacidad de caminar con firmeza, asi como hablar y
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alimentarse. Su prevalencia, en general, se ha determinado que es variable en diferentes
regiones. Por lo tanto, su diagndstico clinico a inicios de la enfermedad es importante para
el comienzo del tratamiento adecuado para disminuir su severidad y/o su rapido progreso,
sin embargo, esto es un desafio debido a la gran variabilidad fenotipica y genotipica que
presenta.

6 Justificacion

Las ataxias espinocerebelosas son un grupo heterogéneo de trastornos ataxicos
neurodegenerativos hereditarios que se transmiten de forma autosémica dominante. El
inicio de estas enfermedades suele ocurrir en la edad adulta, donde los sintomas aparecen
entre la terceray cuarta década de vida teniendo un progreso lento (Trott & Houenou, 2012);
sin embargo, algunas formas pueden presentarse en un inicio juvenil o infantil. Las formas
mas frecuentes se deben a expansiones repetidas de trinucle6tidos citosina-adenina-
guanina (CAG) en genes que conducen al aumento en el tracto de poliglutamina, con la
subsecuente produccién de una proteina toxica (Coutelier y col., 2017 & Sullivan y col.,
2019).

Aunqgue las mutaciones ocurren con frecuencia en un gen expresado de manera ubicua,
la neurodegeneracion ocurre en un tipo de célula especifico. El mecanismo patogénico por
el cual la expansion repetida conduce a la enfermedad incluye una pérdida de funcién del
gen y una ganancia de funcion por parte del transcrito de ARN mutante o el producto
proteico (Perrone & Melone, 2008). Por lo anterior, es de gran interés comprender los
mecanismos moleculares de la inestabilidad repetida y el proceso patogénico, con la
finalidad de desarrollar un tratamiento eficaz para esta enfermedad.

La prevalencia global de SCA es de 3 en 100 000 habitantes (Sullivan y col., 2019)
aunqgue su distribucién en México no se encuentra definida. Hay reportes en poblaciones
latinoamericanas que han arrojado que SAC3 es la mas frecuente en Brasil, mientras que
SCA2 exhibe la mayor incidencia en Cuba y México. En este estudio se establece que en
el estado de Veracruz (México), el tipo SCA7 es el que se encuentra con mayor frecuencia.
(Magafia, 2013).

Actualmente no existe un tratamiento para retrasar o detener las SCA’s, por lo que la
atencion clinica de los pacientes se enfoca en el manejo de los sintomas a través de la
fisioterapia, la terapia ocupacional y la terapia del habla (Klockgether y col., 2019). Debido
a la heterogeneidad clinica y genética de las SCA es necesario realizar su identificacion
mediante la aplicacién de técnicas moleculares en ADN gendmico, a partir de una muestra
sanguinea (Orozco y col., 2017). El método mas utilizado para el diagnéstico de las SCA
es la PCR utilizando un oligonucle6tido marcado con fluorescencia flanqueando la regién
de repeticidn de trinucledtidos, seguido de una electroforesis capilar (analisis de fragmentos
de ADN). Estas técnicas permiten detectar las expansiones repetidas de microsatélites
causantes de las SCA (Alonso, y col., 2007).

Por lo tanto, realizar el diagndstico diferencial de las SCA’s, proporciona informacion
indispensable para determinar las diferencias significativas de los genotipos y fenotipos
entre cada SCA, y asi poder crear grupos de estudios posteriores para poder generar un
tratamiento especifico.

En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia que se encuentra ubicado en la
ciudad de México, se cuenta con un grupo de pacientes que padecen un tipo de SCA desde
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1994 que no tienen un diagndstico molecular determinado sobre el tipo de ataxia que
presentan, y debido a que varias de ellas se tienen signos y sintomas similares, por lo que
podrian tener un diagnéstico clinico erréneo. Por lo tanto, el analisis de las muestras de
ADN de estos pacientes es importante para determinar su diagndstico, y con base a ello
elegir el tratamiento adecuado. A demas este estudio proporciona informacién sobre la
distribucion de esta mutacion en poblacion mexicana.

7 Hipotesis

El uso de técnicas moleculares, PCR y electroforesis capilar, ayudaran a identificar los
subtipos de SCA’s, presentes en pacientes del INNN, proporcionando datos sobre su
frecuencia en México, y con ello se lograra crear grupos de estudios para el desarrollo de
nuevos tratamientos especificos para cada una de las SCA’s.

8 Marco tedrico

8.1 Ataxia

El término ataxia proviene del griego atakos (de a que significa no y tassein que significa
ordenar) esto se refiere a la pérdida de armonia del movimiento por asincronia y falta de
precision. En la ataxia los movimientos se caracterizan por ser imprecisos e incontrolados
debido a que existe una alteracién en la velocidad, la fuerza y duracién de estos, afectando
la estabilidad de la marcha, el movimiento de los ojos y el habla (Duran & Querol, 2011).

8.2 Ataxia espinocerebelosa (SCA)

Las ataxias espinocerebelosas son un grupo heterogéneo de ataxias cerebelosas
hereditarias que se transmiten de forma autosémica dominante. El término
espinocerebeloso fue elegido para representar la implicacion concomitante de la médula
espinal y el cerebelo en estas enfermedades. Sin embargo, la médula espinal no se ve
afectada en muchas SCA’s y se producen cambios patoldgicos en otras regiones del
sistema nervioso, incluidos los nervios periféricos, el tronco encefalico y los ganglios
basales (Klockgether y col.,, 2019). Las SCA’s son enfermedades neuroldgicas que
presentan una alteracién de la marcha, incoordinacién de las extremidades, disartria,
anomalias del movimiento ocular, y se pueden presentar otros signos como convulsiones,
deterioro cognitivo, miocardiopatia, entre otros (Coutelier y col., 2017).

El inicio de la enfermedad se presenta principalmente a mediados de la edad adulta,
pero también puede ocurrir en la nifiez y en la vejez, por lo tanto, esto indica que el rango
de inicio de la ataxia cubre casi toda la vida (Klockgether y col., 2019). Actualmente se han
identificado mas de 40 subtipos, sin embargo, no se ha identificado en todos los casos el
gen causante (Martindale, 2017).

Las formas mas frecuentes se deben a expansiones repetidas de trinucleétidos CAG en
genes que conducen a la elongacion por estiramiento de poliglutamina en sus respectivas
proteinas (Coutelier y col., 2017). En la Figura 1, se observa el mecanismo de repeticion de
la expansion de la proteina poliglutamina.
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Figura 1. Mecanismo de repeticidn de la expansién de la proteina poliglutamina. En A se
observa una traduccién de repeticiéon de poliglutamina dentro del rango normal, produciendo una
transcripcion y un plegamiento de proteinas normales. En B, hay una longitud de la repeticion de
expansion de poliglutamina patégena, que conduce a la traduccién de la repeticion PolyQ anormal
expandida, esto produce un plegamiento incorrecto de la proteinay, por lo tanto, las proteinas polyQ
mal plegadas forman agregados que generan disfunciones del proceso celular, llevando a la
toxicidad celular y a su degeneracién (Modificado de Sullivan y col., 2019).

De acuerdo con Klockgether y col., (2019), las SCA se dividen genéticamente en dos
grupos principales: las primeras son causadas por mutaciones dinAmicas de expansion
repetida y las segundas causadas por mutaciones no repetidas. Estas se muestran en la
tabla 1.

Hay al menos 12 SCA de expansion repetida y seis de estas enfermedades que son
causadas por mutaciones traducidas de expansiones repetidas de CAG, dentro de ellas se
encuentran SCA3/enfermedad de Machado-Joseph (SCA3/MJD), SCA7 y SCAl7, las
cuales codifican tramos de glutamina pura en las respectivas proteinas de la enfermedad.
Estas enfermedades se denominan SCA’s de poliglutamina (Klockgether y col., 2019).

8.3 Prevalencia de las SCA’s

Los datos epidemiolégicos de SCA estan limitados por los pocos estudios que se han
realizado en diferentes regiones geograficas. Debido a ello, no es posible definir la
prevalencia verdadera de la enfermedad (Schdls y col., 2004). Sin embargo, de manera
global se tiene un indice de 3 en 100 000 habitantes, siendo SCA3 el subtipo mas comuin a
nivel mundial (Sullivan y col., 2019).




El subtipo SCA3 es el mas comun en Europa occidental, América del Norte, Brasil y
China, por lo que se ha estimado que es la causa de la ataxia en el 21% de los pacientes
en todo el mundo. Para el caso de SCA7 esta es ligeramente inferior con un 3-5%. Algunas
variantes son muy raras, como es el caso de la SCA17, representando del 0 al 1% de las
familias con SCA (Alonso, y col. 2007). Por otro lado, SCA2 es mas frecuente en Cuba que
SCA3, mientras que SCA7 es el subtipo més frecuente en Venezuela debido al fuerte efecto
fundador (esto resulta cuando un cromosoma de un individuo portador de un alelo de
enfermedad se introduce en una poblaciéon por migracién o por mutacién de novo) y SCA6
es una de las mas comunes en el norte de Inglaterra, con una prevalencia de 5,2/100.000
(Sullivan y col., 2019). Su distribucién geografica se representa en la Figura 2.
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Figura 2. Representacién esquematica de la prevalencia mundial de los subtipos de ataxia
espinocerebelosa (SCA). (Modificado de Klockgether y col., 2019).




Tabla 1. Genética y Neuropatologia de algunas SCA seleccionadas (Modificado de
Klockgether y col., 2019).

SCA? Gen (tipo de mutacion) Neuropatologia
SCA’s? por mutaciones repetidas
SCA1l ATXN1 (repeticibn CAG traducida) Cerebelo, tronco encefalico y
médula espinal
SCA2 ATXN2 (repeticion CAG traducida) Cerebelo, tronco encefalico,
sustancia negra, médula espinal
y polineuropatia
SCA3/MJD P ATXN3 (repeticibn CAG traducida) Nucleo dentado, ganglios
basales, sustancia negra,
médula espinal y polineuropatia
SCAG6 CACNAL1A (repeticion CAG Cerebelo
traducida, sentido errobneo)
SCA7 ATXN7 (repeticién CAG traducida) Cerebelo, tronco encefalico,
ganglios basales y retina
SCA8¢ ATXNS8 (repeticion CTG en la 3' Cerebelo
regiéon no traducida)
SCA10 ATXN10 (repeticion de ATTCT Cerebelo
intrénico)
SCA12 PPP2R2B (Repeticion de CAG en la Cerebelo y polineuropatia
region 5' no traducida)
SCAl7 TBP (repeticion CAG traducida) Cerebelo
SCA31 BEANZ1(insercién de repeticion Cerebelo
TGGAA intrénico)
SCA36 NOPS56 (repeticion GGCCTG Cerebelo
intrénico)
SCA37 DABL1 (repeticion ATTTC intrénica) Cerebelo
SCA’s por mutaciones convencionales
SCA5 @ SPTBN2 (supresion, sentido Cerebelo
erroneo)
SCA13 KCNC3 (sin sentido) Cerebelo y tronco encefalico
SCA14 PRKCG (sin sentido) Cerebelo
SCA15/SCA16 b ITPR1 (supresion grande, sentido Cerebelo
erréneo)
SCA 19/SCA22 P KCND3 (sin sentido) Cerebelo
SCA28 AFG3L2 (sin sentido) Cerebelo

a. Se muestran todas las SCA conocidas causadas por mutaciones repetidas y las SCA mas prevalentes
causadas por mutaciones convencionales.
b. Se refiere a una sola enfermedad que ha recibido ambos nombres en la literatura.

o

En SCAS8, la penetrancia de la mutacién ATXN8 es incompleta.

d. En SCA5, las mutaciones homocigotas de SPTBN2 causan SCA de inicio infantil y retraso psicomotor.
Conocidas causadas por mutaciones repetidas y las mas prevalentes causadas por mutaciones

convencionales.

Su distribucién en México no se encuentra bien definida, no obstante, se ha encontrado
gue algunas variantes son muy raras o inexistentes en la mayoria de las poblaciones, como
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es el caso de SCA10 y SCA12. En México, estudios previos llevaron a la identificacion de
la mutacién SCA10, que desde entonces solo se ha reportado en familias mexicanas o
brasilefias (Alonso, y col. 2007). Asi mismo, el genotipo SCA2 ha sido uno de los mas
frecuente, ya que se ha reportado un indice del 43% de las familias que tienen SCA
(Klockgether y col., 2019).

8.4 Ataxia espinocerebelosatipo 3 (SCA3)

La ataxia espinocerebelosa tipo 3, también conocida como enfermedad de Machado-
Joseph (SCA3/MJD por sus siglas en inglés) es una ataxia de poliglutamina dominante
(polyQ) que es causada por una expansion de repeticion del trinucleétido CAG en la region
codificante del gen ATXNS3, localizado en el cromosoma 14g32.1(Matos y col. 2019). La
longitud de la repeticion CAG expandida esta inversamente correlacionada con la edad de
inicio de los sintomas y explica hasta el 55% de la variabilidad en el inicio de la enfermedad
(Leotti y col. 2021), esto hace referencia al “fen6meno de anticipacion”, el cual se
caracteriza por la disminucion de la edad de inicio y el aumento de la gravedad de los
sintomas de una la enfermedad neurodegenerativa (Choi y col., 2013). De acuerdo con
Martindale, (2017) el namero de repetidos normales de CAG es <44 y en el rango
patogénico esta entre 45 y 260 repetidos. El fenotipo clinico es muy variable por lo que
algunos lo han clasificado en 4 subtipos que se describen a continuacion:

e Tipo 1. Enfermedad de aparicibn temprana con signos extrapiramidales vy
espasticidad, pero ataxia minima.

e Tipo 2. Ataxia progresiva de mediana edad.

e Tipo 3. Ataxia de inicio tardio acompafiada de neuropatia, amiotrofia y pérdida de
reflejos.

e Tipo 4. Parkinsonismo con o sin ataxia.

En cuanto a la neuropatologia de SCA3, esta difiere de la de SCAL1 y SCA2 en que la
corteza cerebelosa y los ndcleos olivares estan relativamente menos afectados en SCA3,
mientras que los nucleos cerebelosos profundos y la base del puente suelen estar mas
gravemente afectados (Paulson y col., 2017).

8.4.1 SCA3Yy laproteina del gen ATXN3

La proteina del gen ATXN3 de la enfermedad SCA3 es una deubiquitinasa
especializada (DUB) que esta involucrada en el control de calidad de la proteina
dependiente de la ubiquitina. Esta proteina tiene un dominio catalitico amino-terminal
(denominado dominio Josephin) y una cola C-terminal flexible que incluye tres motivos de
interaccion con ubiquitina (UIM) que flanquean el tracto polyQ. Ademas, el dominio
Josephin de ATXN3 contiene otros sitios de unién a ubiquitina que regulan la actividad
catalitica y la estabilidad de la proteina. ATXN3 actla preferentemente en cadenas mas
largas de al menos cuatro ubiquitinas de longitud (Paulson y col., 2017).

8.5 Ataxia espinocerebelosatipo 7 (SCA7)

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por ataxia cerebelosa, signos piramidales y distrofia retiniana. SCA7 es
causada por la expansion de una repeticion de CAG que se encuentra en la region
codificante del gen ATXN7 en el cromosoma 3pl12-13.Las personas con SCA7 en
ocasiones pueden desarrollar otros déficits neurolégicos como lo son la pérdida de destreza
manual, disartria, disfagia y anomalias en el movimiento de los ojos (Hernandez y col.,
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2021). La expresion fenotipica de SCA7 es muy variable y depende del nimero de
repeticiones CAG expandidas. Existe una fuerte correlacion negativa entre el nimero de
repeticiones CAG y la edad de inicio. En expansiones mas grandes se producira un curso
mas rapido, mientras que expansiones moderadas tienen una expectativa de vida casi
normal o normal. El inicio de SCA7 suele ser entre la segunda y cuarta década, es decir, se
manifiesta entre 18 a 41 afios (Martin, 2012).

8.5.1 SCA7y laproteinadel gen ATXN7

La proteina de gen ATXN7 de la enfermedad de SCA7 es un componente del complejo
acetiltransferasa SPT-ADA-GCN5 (complejo SAGA). SAGA regula ampliamente la
transcripcion a través de sus enzimas modificadoras de histonas duales, la histona acetil
transferasa GCN5 (también conocida como KAT2A) y la hidrolasa 22 C-terminal de
ubiquitina DUB (USP22). Aunque ATXN7 en si mismo no tiene actividad enzimética, ancla
USP22 dentro del médulo DUB del complejo SAGA, mejorando la actividad DUB de SAGA.
El ATXN7 in vitro, normal y expandido con polyQ mejora la actividad DUB por igual; sin
embargo, in vivo, la ATXN7 expandida forma complejos insolubles que secuestran otros
componentes del médulo DUB, de modo que el complejo SAGA ya no puede eliminar la
ubiquitina de sus sustratos, incluida la histona H2B107. Se cree que este efecto negativo
dominante de ATXN7 expandido, probablemente interrumpe el cuidadoso equilibrio entre la
acetilacion y la desubiquitilacibn mediada por SAGA, lo que lleva a cambios nocivos en la
expresion génica que ayudan a precipitar la retina y la neurodegeneracién en SCA7
(Paulson y col., 2017). El nimero de repetidos de CAG normales es de <19 y en el rango
patogénico esta entre 20 y 237 repetidos (Martindale, 2017).

8.6 Ataxia espinocerebelosatipo 17 (SCA17)

SCA17 es una ataxia cerebelosa autosémica dominante causada por la expansion
anormal de una repeticion CAG/CAA que codifica un tracto de poliglutamina (polyQ) en el
gen de la proteina de union a la caja TATA (TBP) en el cromosoma 6q. Los alelos del rango
normal portan repetidos de CAG/CAA de 25 a 42 residuos de glutamina mientras que los
alelos causantes de enfermedades portan de 43 a 63. SCA17 es una enfermedad compleja
con una gran variabilidad fenotipica, se caracteriza por ataxia cerebelosa, demencia y
movimientos involuntarios, que incluyen corea y distonia. Ademas, son comunes los
sintomas psiquiatricos, los signos piramidales y la rigidez. La edad media de aparicion es
de unos 30 afios para las personas con alelos de penetrancia completa (el 100% de los
pacientes van a presentar la enfermedad) pero oscila entre los 3 y los 55 afios de aparicion
(Toyoshima & Takahashi, 2018; Zihlke, & Birk, 2007).

La estructura del tracto repetido en el gen TBP es compleja y se puede segmentar en
cinco dominios representados del | al V (Figura 3), que consisten en combinaciones de
codones CAG y CAA, que codifican glutamina que conduce a un tracto PolyQ puro
(Nethisinghe, 2018).

(CAG),(CAA),(CAG) (CAA)(CAG)(CAA)(CAG) (CAA)(CAG)

Figura 3. Dominio | (rojo), Dominio Il (marrén), Dominio Il (verde), Dominio IV (azul) y Dominio V
(purpura), estos dominios son combinaciones de codones CAG/CAA (Nethisinghe, 2018).
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Para conocer los subtipos de esta enfermedad es necesario aplicar ciertas técnicas
moleculares que proporcionen esa informacion. Los fundamentos de estas técnicas se
presentan a continuacion.

8.7 Técnicas moleculares para el analisis de Acido Desoxirribonucleico
(ADN)
Para la aplicacion de diversas técnicas de biologia molecular es importante disponer de
muestras de material genético de buena calidad, ADN/ARN, de las cuales se debe conocer
tanto su concentracién como su pureza.

8.7.1 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se hace mediante espectrofotometria, que es un método que
permite que el ADN absorba luz ultravioleta (UV) a 260 nm permitiendo estimar su
concentracion. Para conocer la pureza del ADN se debe considerar la proporcion de la
absorbancia a 260 nm y 280 nm. Para un ADN puro la proporcién aceptada es de 1.8, y si
se tienen valores menores indica la presencia de proteinas (Veldzquez y col., 2014).

Una vez cuantificado el ADN es necesaria realizar la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para amplificarlo.

8.7.2 Reaccioén en Cadena de la Polimerasa (PCR) “Punto Final”

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite la produccién
(amplificacion) rapida de millones a miles de millones de un segmento especifico de ADN.
La PCR implica el uso de fragmentos cortos de ADN sintético, denominados cebadores que
flanquean y permiten la amplificacidon en un gran nimero de copias de un segmento de
interés del genoma (National Human Genome Research Institute , 2023).

8.7.3 Principio de la PCR

La PCR punto final consta de tres pasos: 1) desnaturalizacion térmica del ADN obijetivo,
2) hibridacién de cebadores sintéticos y 3) extension de los cebadores hibridados por una
ADN polimerasa. Estos pasos completan un ciclo el cual se repite varias veces en el que el
namero de moléculas del producto se va duplicando (Figura 4). Una vez concluidos los
ciclos, el producto resultante tiene el tamafio determinado por la distancia entre los
extremos 5' de los dos cebadores (Lo & Chan 2006).

Cuando se obtiene el producto de ADN después de la aplicacion de PCR, a
continuacién, se puede realizar el analisis de los fragmentos amplificados mediante
electroforesis capilar. Sin embargo, para esto es importante conocer qué son los
microsatélites y como pueden ser identificados a través de la electroforesis capilar.

8.7.4 Microsatélites

El genoma humano esta compuesto por secuencias de copia Unica (por ejemplo, genes
que codifican proteinas) y secuencias repetidas. Los microsatélites o STR (siglas en inglés:
Short Tandem Repeats) son pertenecientes a un grupo de secuencias repetidas, pueden
estar compuestos por repeticiones del mismo nucleétido (mononucle6tidos), por dos
(dinucledtidos), por tres (trinucle6tidos) y asi hasta seis nucleotidos (hexanucle6tidos).
Estas secuencias de repeticién abarcan, generalmente, alrededor de 100 pares de bases
(pb) que se distribuyen en regiones codificantes y no codificantes (Gémez Gonzalez & Prior
de Castro, 2017; Vazquez & Morales 2014)
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Figura 4. Ciclos de la PCR donde se producen de millones a miles de millones de copias de un
segmento especifico de ADN (National Human Genome Research Institute , 2023).

Algunos microsatélites estan implicados en enfermedades causadas por mutaciones
dinamicas, las cuales se caracterizan por la expansion o incremento en el nimero de
repeticiones de un determinado microsatélite por encima de su intervalo normal (Gémez
Gonzéalez & Prior de Castro, 2017). El polimorfismo de los microsatélites se atribuye a dos
mecanismos de mutacién: el deslizamiento en el apareamiento de las hebras de ADN y el
entrecruzamiento desigual. Cuando el ADN se esta replicando pueden ocurrir alineamientos
errébneos como se muestra en la Figura 5 (Vazquez & Morales 2014).

apareamiento normal

5 CTAATGCTATATA 3
"GATTACGATATATATGCATTA §'

A e 5 B
apatcamrento eroneo

«G(*
5' CTA 7TATATA 3' 5' CTAATGCTATATA 3
3' GATTACGATATATATGCATTA 5! 3! GAI’_‘ v_‘\ ATATATGCATTA §5'
sintesis sintesis
A
X CT YTATATACGTAAT 3' 5" CTAATGCTATATACGTAAT 3'
' GATTACGATATATGCATTA &5 3' GAT “ATATATGCATT 5!

c(.':

Figura 5. Mutacién por alineamiento erréneo. En A, se muestra que la hebra nueva se pliega
errbneamente causando una insercién del motivo TA. En B, la hebra parental se alinea erréneamente
causando una delecion del motivo TA (Vazquez & Morales 2014).

El analisis molecular de los microsatélites se basa en la determinacion del numero de
repeticiones, para ello, se lleva a cabo la aplicacion de diferentes técnicas como el analisis
de fragmentos a través de la electroforesis capilar, las cuales van a permitir la determinacién
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del diagnéstico diferencial de enfermedades, en este caso se aplica para Ataxia
espinocerebelosa.

8.7.5 Analisis de fragmentos de ADN por medio de electroforesis capilar

El analisis de fragmentos permite determinar el tamafo de fragmentos de ADN a través
de Electroforesis Capilar (EC), esta técnica estd basada en la migracion diferencial de
moléculas sujetas a un campo eléctrico (de 100 a 500 V/cm) a través de un capilar de menos
de 50 um de diametro (Magafia y col., 2009).

Ahora bien, para llevar a cabo el analisis es necesario de disponer de una muestra de
ADN, amplificada mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de la region
donde se localiza el microsatélite a estudio, para esto es necesario que los cebadores estén
marcados con un fluoréforo. (Thermo Fisher Scientific Inc., 2023).

Una vez aplicada la electroforesis se analizan los resultados mediante un software,
donde se obtiene que, por cada individuo se obtendran, para un microsatélite dado, una de
las siguientes posibilidades: 1) Dos fragmentos de diferentes tamafios. Esto sucede cuando
el sujeto presenta un nimero de repeticiones distintas en cada alelo (heterocigoto) (Figura
5A) y 2) Un Unico fragmento. Esto en caso de que el sujeto presente el mismo nimero de
repeticiones en ambos alelos (homocigoto), o que tenga un alelo normal y un alelo
expandido que no se detecte por esta técnica, (Figura 6B).

A AN ]
180 220 260 300 M0
o ; 22 . . . 0 4 40
0900
4800
2300 t
0 —h. VA - - — el
al 21 li
al 216
B | AN J
140 L 220 200 00
2700
1000
800 A‘L
0 T
al 232

Figura 6. Resultados obtenidos del analisis de microsatélites amplificados por
electroforesis capilar. En A, se observa dos fragmentos con un tamafio de 211 y 216 nucledtidos,
uno por cada alelo y en B) se observa un fragmento con un tamafio de 232 nucle6tidos, lo que sugiere
gue ambos alelos tienen el mismo tamafio (Gémez Gonzalez & Prior de Castro, 2017).
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Cuando se obtiene el tamafio de los fragmentos se puede calcular el nimero de
repeticiones del microsatélite. Esto se representa en la Figura 7, donde los fragmentos
obtenidos vienen dados por la pareja de cebadores que delimita la region que contiene el
microsatélite (GoOmez Gonzéalez & Prior de Castro, 2017).

Cebador Forward Microsatélite (CTG)n

S 1
GGGGCTCGAAGAGCCAATGCCTCCACTGCTGCTG...CTGCTGCTGCTGGGGGGATCGTTCCATCCTC
CCCCGAGCTTCTCGGTTACGGTGCGGACGACGAC...GACGACGACGACCCCCCTAGCAAGGTAGGA

1 ‘ L Cebador Reverse1

a b

L J
2 5
Figura 7. Se muestra la secuencia con un microsatélite con repeticiones de nucleétidos (CTG)n,
en la que se representan los cebadores flanqueantes directo (Forward) e inverso (Reverse) y se
marcan las variables (a, b) que son necesarias para el calculo del nimero de repeticiones del
microsatélite (n) a partir del tamafio de los fragmentos obtenidos por electroforesis capilar (T) (Gomez
Gonzélez & Prior de Castro, 2017).

Cuando se conoce el numero de pb que flanquean la region del microsatélite (a + b) y
el namero de nucleétidos que componen el microsatélite (en el caso de la figura 5 esta
compuesto por repeticiones de 3 nucleétidos CTG) se puede calcular el nimero de
repeticiones de este mediante la siguiente férmula:

T—(a+b)

n° de repeticiones (n) = 3

Estas técnicas moleculares han demostrado ser Utiles para el diagnéstico de
enfermedades. Por lo tanto, en el presente trabajo han sido aplicadas para el diagndstico
diferencial de la enfermedad de interés llamada ataxia espinocerebelosa que es causada
por la expansion del microsatélite (CAG)n localizado en la region de los genes ATXN3,
ATXN7 y ATXN17.

9 Materiales y Métodos

Micropipeta de 2 uL Equipo de andlisis
Micropipeta de 10 pL _ _
Micropipeta de 100 pL v Agitador vor,tex (Genie 2)
v' Espectrofotémetro de haz (Jenway™

Micropipeta de 20 pL
Micropipeta de 200 pL
Puntillas estériles
Microtubos 0.6 mL
Microtubos PCR de 0.2 mL
Microtubos 1.5 mL

Placa con 96 pocillos

UV/Visible modelo

7315)

Centrifuga de placas

Termociclador Digital

Secuenciador (ABIPRISM 3130, Apllied
Biosystems).

N N N N NN NN
ASANENEN
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Reactivos

v

AN

AN NN NN

Agua inyectable

CEBADORES DIRECTOS (FORWARD)

SCA3 (FAM-CCA GTG ACT ACT TTG ATT CG)
SCA7 (FAM-TAG GAG CGG AAA GAATGT CG)
SCA17 FAM-GCC AGC GCA CTC ACC CTC)

CEBADORES INVERSOS (REVERSE)

SCA3 (TGG CCT TTC ACATGG ATG TGA A)
SCA7 (ACT TCA GGACTG GGC AGA GG)
SCAL7 (TTG ACT GCT GAA CGG CTG CA)
Ampli Tag Gold 360 Master Mix

360 GC Enhancer

Formamida

Liz 500

10 Desarrollo experimental

10.1 Cuantificacion de ADN
1.
2.

3.

Se obtuvieron las muestras del banco de ADN.

Se homogeneizaron las muestras en el agitador vortex a una velocidad de 600 a
3200 rpm por 3 segundos.

Se calibré el espectrofotdmetro con la ayuda de una micropipeta. Después se
depositaron 3uL de muestra blanco en el espectrofotémetro y se ley6 a A 320 nm.
Se leyeron en el espectrofotémetro cada una de las muestras de ADN, agregando
con la micropipeta 3 puL de muestra. (Se utilizé una puntilla diferente para cada
muestra).

Se llevé a cabo un registro de la concentracion (ng) y la pureza obtenida de cada
muestra.

Posteriormente, se hicieron diluciones de las muestras leidas en microtubos de 1.5
mL, en las que se requiere preparar 50 pL que contengan 25 ng de ADN. Para esto
se realizaron los calculos adecuados para determinar cuanto se agregaria de cada
una de las muestras y cuanto de agua.

Una vez preparadas las diluciones se homogeneizaron en el vortex durante 3
segundos.

Las muestras diluidas se leyeron en el espectrofotbmetro donde se obtuvieron los
valores de concentracion (ng) y pureza.

Se realizaron los pasos de 4 al 8 para el proceso de los controles positivo y negativo.
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10.2 Técnica de PCR
1. En un microtubo de 0.6 mL se prepar6 la mezcla con el kit de reactivos para PCR

de la siguiente forma *:

e Cebador directo 1L
e Cebador inverso 1L
e Ampli Tag Gold 360 Master Mix 5puL
e 360 GC Enhancer 1.3 puL
e Agua inyectable 1.7 pyL

N

El tubo con la mezcla anterior se homogeneizé en el vortex durante 3 segundos.

3. En microtubos para PCR de 0.2 mL, previamente rotulados con la identificacion de
cada muestra, se colocaron 10 pL de la mezcla en cada uno.

4. Posteriormente, se requirié preparar 50 ng de ADN calculando la cantidad de ADN
a agregar de cada muestra diluida a partir de su concentracion (ng). Con esto se
obtuvo la cantidad que se afiadi6 a cada tubo que contenia una porcion de la mezcla.

5. Una vez preparados los tubos deseados se colocaron en el vortex durante 3

segundos para homogeneizar. Después se llevaron al termociclador.

Las condiciones estandarizadas fueron las siguientes:
Desnaturalizacion

e Temperatura: 94°C
e Tiempo: 1 min.

Hibridacion
e Temperatura: 56°C
e Tiempo: 1 min.
Elongacién

e Temperatura 72°C
e Tiempo: por 2 min.

Estas tres temperaturas completan un ciclo y vuelve a iniciar hasta completar 30 ciclos.

* - . : .
El volumen de la mezcla dependié del nimero de muestras analizadas, considerando un control

(+) y un control (-). Por lo que, cada cantidad de reactivo se multiplica por el nimero total de muestras
a procesar, esto nos da la cantidad exacta necesaria de cada reactivo.
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10.3 Electroforesis capilar
El producto de PCR obtenido a partir de cada una de las muestras se preparé para su
andlisis en el secuenciador.

1.

o

Se prepar6 una segunda mezcla que contenia formamida y un marcador de peso
molecular fluorescente (Liz 500). Las cantidades fueron *: Formamida 9.7 pL y Liz
500 0.3 pL.

En una placa con 98 pocillos se agregaron 3 uL de cada muestra del producto de
PCR (utilizando solo los pocillos correspondientes a cada muestra).

Una vez colocada la muestra del producto de PCR en cada pocillo, se afiadieron 10
uL de la mezcla preparada previamente en cada uno de los pocillos que contenia el
producto de PCR.

La placa se centrifug6 durante 2 min a 3000 r.p.m. Una vez transcurrido el tiempo
de centrifugacion la placa se coloca en el termociclador por 5 minutos para su
desnaturalizacion. Posteriormente, la placa se colocé inmediatamente en un bafio
de hielo para hacer un choque térmico y asi evitar que la enzima se degrade.

La placa se llevd enseguida al secuenciador para el analisis de las muestras.

Una vez obtenidos los electroferogramas se obtuvieron los tamafios de cada
fragmento generado y se interpretaron para determinar el resultado.

11 Resultados y Analisis de Resultados

Se estudié un grupo de 124 pacientes para la determinacién de los repetidos patolégicos
de la enfermedad de ataxia espinocerebelosa, de los cuales 56 (45%) fueron mujeres y 68
(55%) fueron hombres, con un rango de edad de entre 8 a 70 afios.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos para cada una de las SCA’s.

11.1 Casos con diagndstico de SCA3

Durante la determinacion de los repetidos para SCA3 se hizo el andlisis de 31 muestras,
de las cuales 14 (45%) eran mujeres y 17(55%) eran hombres, con un rango de edad de 8
a 56 afos. Una de las muestras analizadas no amplifico, por lo tanto, solo se logr6 obtener
los datos de 30 muestras.

En la tabla 2, se reportan las muestras que obtuvieron repeticiones normales,
repeticiones expandidas, asi como de las muestras que no amplificaron.

Tabla 2. Muestras con repetidos normales y repetidos expandidos para SCAS.

Muestras No. muestras %
Normales 27 87
Expandidos 3 10
No amplificaron 1 3

* - . : .
El volumen de la mezcla dependié del nimero de muestras analizadas, considerando un control
(+) y un control (-). Por lo que, cada cantidad de reactivo se multiplica por el nimero total de muestras

a procesar, esto nos da la cantidad exacta necesaria de cada reactivo.
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Se determind el porcentaje de la frecuencia alélica de cada numero de repeticiones
obtenidos. Estos datos se observan en la figura 8.

Frecuencia alélica (%)

23.3

43.3

Alelo de 14 repetidos
Alelo de 22 repetidos
Alelo de 25 repetidos
B Alelo de 26 repetidos
Alelo de 27 repetidos
H Alelo de 32 repetidos
B Alelo de 69 repetidos
H Alelo de 71 repetidos
Hm Alelo de 74 repetidos

Figura 8. Porcentaje de la frecuencia alélica para SCA3. El alelo menor es el alelo de 14
repetidos, el alelo mayor es el de 74 repetidos y alelo en mayor proporcion es el de 22 repetidos,
seguido de los alelos de 14 y 26 repetidos, para los alelos con 25, 27, 32, 69, 71y 74 repetidos son
los que presentan una menor frecuencia.

11.2 Casos con diagndstico de SCA7

En la determinacion de los repetidos para SCA7 se analizaron 102 muestras, donde se
tenian 48 (47%) mujeres y 54 (53%) hombres, el rango de edad es de 7 a 70 afios y con un
promedio de 37 afios. Durante el andlisis 8 muestras no amplificaron, por lo tanto, solo se
pudieron obtener los valores de 94 muestras.

En la tabla 3, se reporta la cantidad de muestras que obtuvieron repeticiones normales,
repeticiones expandidas, asi como de las muestras que no amplificaron.

Tabla 3. Muestras con repetidos normales y repetidos expandidos para SCA7.

Muestras No. muestras %
Normales 94 92
Expandidos 0 0
No amplificaron 8 8

Se determind el porcentaje de la frecuencia alélica de cada numero de repetidos
obtenidos. Esto se puede observar en la figura 9.
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Frecuencia alélica (%)

H Alelo de 5 repetidos
Alelo de 6 repetidos
B Alelo de 7 repetidos

[l Alelo de 8 repetidos

Figura 9. Porcentaje de la frecuencia alélica para SCA7. El alelo mas frecuente es el de 5
repetidos con un 71.3 %, el alelo 6 y el alelo 7 tienen una frecuencia similar, ya que tienen un valor
de 12.8% y 14.4%, respectivamente, por ultimo, el alelo de 8 repetidos fue el alelo menor y el que
tuvo una menor frecuencia, siendo esta de 1.6%.

11.3 Casos con diagnhodstico de SCA17
Para la determinacion de los repetidos se analizaron 101 muestras de las cuales 5 de
ellas no amplificaron, por lo tanto, solo se logré obtener los datos de 96.

En la tabla 4, se reportan las muestras que obtuvieron repeticiones normales,
repeticiones expandidas, asi como de las muestras que no amplificaron.

Tabla 4. Muestras con repetidos normales y repetidos expandidos para SCAL17.

Muestras No. muestras %
Normales 96 95
Expandidos 0 0
No amplificaron 5 5
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En la Figura 10 se puede observar el porcentaje de la frecuencia alélica de cada numero
de repetidos obtenidos.

Frecuencia alélica (%)
0.5

0.5 0.5

Alelo de 28 repetidos
M Alelo de 30 repetidos
Alelo de 33 repetidos
Alelo de 34 repetidos
Alelo de 35 repetidos

M Alelo de 36 repetidos
i H Alelo de 37 repetidos
M Alelo de 38 repetidos

Alelo de 41 repetidos

62.0 H Alelo de 43 repetidos

Figura 10. Porcentaje de la frecuencia alélica para SCAL17. El alelo més frecuente es el 35 con
un 62%, el alelo 28 es el alelo menor y con frecuencia intermedia de 7.3%, los alelos 30, 33, 34, 36,
y 37 también presentan una frecuencia intermedia de 13.5%, 2.6%, 17.2%, 10.4% y 4.7%,
respectivamente. Finalmente, los alelos 38, 41 y 43 tienen una frecuencia menor siendo de 0.5%,
asi mismo el 43 fue el alelo mayor.

12 Discusion

En los diferentes tipos de ataxias espinocerebelosas que existen, sus signos y sintomas
suelen ser muy similares, lo que las hace dificil de diagnosticar. Asi mismo, su distribucién
en México no se encuentra bien definida, por lo que sigue estando en estudio, y debido a
esto se planted la hipétesis de que la aplicacion de técnicas moleculares en el diagndstico
de las SCA’s, ayudara a realizar la diferenciacion entre ellas y proporcionara datos sobre
su frecuencia en México, y con ello se lograra crear grupos de estudios para el desarrollo
de nuevos tratamientos especificos para cada una de las SCA’s. Para abordar esta
hipotesis, se analiz6 a un grupo de pacientes con probable SCA. El objetivo fue llevar a
cabo el diagnéstico molecular para las ataxias espinocerebelosas SCA3, SCA7 y SCA17
de un grupo de pacientes mexicanos con ataxia espinocerebelosa, mediante analisis de
fragmentos de tripletes repetidos de CAG en muestras de ADN seleccionadas.

En un estudio realizado por Alonso y col. (2007) se analiz6 a un grupo de pacientes
mestizos mexicanos con ataxias cerebelosas autosémicas dominantes y ataxias
esporéadicas, donde determinaron la frecuencia relativa de cada SCA. Ellos obtuvieron que
la mutacién mas frecuente fue de SCA2, seguida de SCA10, SCA3, SCA7 y finalmente
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SCA17. Para el caso de SCAS obtuvieron una frecuencia de 12%, para SCA7 un 7.4% y
para SCAL7 fue un valor menor siendo este de 2.8%. De manera similar en el presente
estudio también obtuvimos expansiones para SCA3 a pesar de que el grupo estudiado fue
pequefo; para SCA7 y SCAL7 no se obtuvieron expansiones, esto demuestra que SCA3
fue mas frecuente.

En otro estudio realizado por Gomez y col. (2022) a una poblacion de nativos
americanos mexicanos, encontraron que la distribucion alélica de los loci de microsatélites
varia hasta cierto punto entre las poblaciones. Ellos reportan que para SCA3 tuvieron mayor
diversidad de repetidos, obteniendo alelos de 23 repetidos y para SCA7 obtuvieron alelos
de 8 repetidos. En este caso para SCAS3 el alelo mas frecuente fue el de 22 repetidos, y en
el caso SCA7 para el alelo mas frecuente, ellos obtuvieron alelos de 8 repetidos y en este
estudio fue de 5 repetidos, lo que nos indica que hay similitud entre la frecuencia alélica.

Por otro lado, Magafia y col. (2013) llevaron a cabo un estudio en el estado de Veracruz,
México, para el diagnéstico diferencial de SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 y SCA7 en un grupo
de pacientes. Ellos identificaron 55 pacientes con SCA7 y 9 con SCA2, esto les arrojé una
prevalencia muy alta para SCA7, ya que reportan hasta un 85.94%. Esto podria deberse a
gue ellos realizaron el estudio en una regién en especifico y en contraste con lo reportado
en el presente andlisis, para el caso de SCA7, fue realizado en pacientes en general y no
sé obtuvo ningun caso.

Como se menciona en Klockgether y col. (2019), la SCAS es la mas frecuente en todo
el mundo. En el caso de SCA7 es alta en ciertas regiones del mundo, por ejemplo,
Escandinavia, Sudafrica y México. Finalmente, SCA17 pertenece a las SCA’s que tienen la
frecuencia més baja en todo el mundo. La frecuencia de las SCA’s es relativa en todo el
mundo, ya que depende de zona geografica y de las etnias.

Haciendo un andlisis de lo reportado en este estudio, se cree que, para obtener una
frecuencia mas acertada sobre la poblacion mexicana, es necesario llevar a cabo un estudio
con una muestra de mayor volumen de pacientes, ya que esto nos proporcionaria mayor
certidumbre sobre la frecuencia en la poblacién mexicana.

Las ataxias espinocerebelosas son enfermedades consideradas como raras y el
impacto que tienen sobre las personas que la padecen es alto, ya que en la actualidad
siguen siendo enfermedades en estudio.

En la actualidad se estan obteniendo avances en el campo de la genética, con el
proposito de comprender las funciones y disfunciones neuronales y asi permitir el estudio y
desarrollo de posibles terapias.

13 Conclusion

Al aplicar las técnicas moleculares se logré obtener el diagnéstico de algunas de las
muestras analizadas para SCA3. Sin embargo, para SCA7 y SCA17 no se obtuvieron
expandidos, por lo tanto, se descarta que el grupo de pacientes analizados presenten
algunos de estos dos subtipos.

Debido a que existe un nUmero grande de ataxias, es necesario que para los pacientes
en los que no se obtuvo un diagnostico de los subtipos de las SCA’s analizadas, se les
realice el diagnostico molecular para detectar otros de los subtipos de SCA’s y asi poder
darle un diagnéstico certero.
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Por otro lado, se cree que las muestras que no amplificaron pudieron ser debido a la
mala calidad del material genético, esto porque algunas de ellas quizds se encontraban
contaminadas o tenian bastante tiempo guardadas, y debido a que el ADN es una molécula
muy sensible, algin cambio en las condiciones como la temperatura pudo haber afectado
su composicién degradando el material genético.

Este estudio aport6 informacion para conocer la frecuencia de las SCA's tipo 3, 7y 17
en poblacién mexicana, siendo SCA3, asi como en otras partes del mundo la mas frecuente
en una poblacion. En contraste se demuestra que SCA7 y SCA17 son subtipos de ataxia
que son menos frecuentes en la poblacion mexicana, estos resultados coinciden con lo
reportado en otras poblaciones de diferentes partes del mundo.

14 Perspectivas del presente estudio

Es importante seguir analizando muestras de pacientes con probable SCA, esto con el
fin de obtener un buen diagndstico sobre el subtipo de SCA que presentan, y asi poder
separar en grupos determinados de acuerdo con el subtipo, esto con el fin de conocer los
signos y sintomas, ya que muchos de ellos se traslapan entre si. Y una vez divididos en
grupos se pueden observar algunas diferencias que se puedan presentar entre ellos, esto
servird para dar el tratamiento adecuado para cada paciente.

Debido a que actualmente no existe un tratamiento para retardar o detener las SCA, es
importante seguir llevando a cabo estudios moleculares que permitan la comprension de la
patologia de muchas de las SCA’s, en la que se conozca lo que ocurre a través de los
mecanismos que generan la toxicidad en los genes que tienen la mutacién. Esto ayudara a
plantear objetivos para el desarrollo de mejores tratamientos que proporcionen al paciente
una mejor calidad de vida.
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