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II. Datos generales  

Lugar de realización 

Departamento de Neurogenética del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

“Manuel Velasco Suárez”, departamento de genética.  

Periodo de realización. 

Del 29 de abril al 28 de noviembre de 2019 

Protocolo de participación  

Evaluación clínica y molecular de pacientes con distonías tipo DYT1, DYT5a, DYT5b, 

DYT6, DYT12 y DYT16. 

Lugar de procedencia: 

Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco 

División: 

División Ciencias Biológicas de la Salud 

Licenciatura 

Química Farmacéutica Biológica 

Asesores 

Asesor interno: Dr. Alberto Ortega Vázquez 

Asesor externo: Dra. Nancy Monroy Jaramillo 
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III. Justificación  

A pesar de que la mayoría de los casos con distonía tipo 1 (DYT1) presentan un cuadro 

clásico y portan la deleción de tres nucleótidos en el gen TOR1A, existen casos con fenotipo 

atípico donde debe hacerse un diagnóstico diferencial, con fenotipos de distonía 

respondedora a dopamina por variante en el gen GCH1, distonía tipo 6, DYT6 (THAP1) y 

distonía tipo 25, DYT25 (GNAL) (Fuchs et al. 2013) que pueden presentar cuadros clínicos 

similares a los de DYT1 (GeneReviews, 2016). Asimismo, existen otras formas 

genéticamente aún no identificadas, con distonía con patrón de herencia autosómico 

dominante (AD) de inicio temprano y distonías aisladas de inicio temprano que se heredan 

de forma recesiva (Charlesworth et al. 2015). 

Es importante implementar técnicas genómicas que nos permitan identificar el gen causal de 

la enfermedad de manera inequívoca. Una vez identificada la variante patogénica, puede 

brindarse asesoramiento genético a los pacientes y a sus familiares en riesgo. Todas las 

variantes nuevas que se identifiquen en TOR1A se investigarán en controles. 

IV. Objetivos 

A. Objetivo general 
Implementar una estrategia integral (clínica y molecular) en los pacientes con distonía 

generalizada.  

B. Objetivos específicos 
Analizar la secuencia del gen TOR1A en pacientes con 

diagnóstico clínico de distonía generalizada y de inicio temprano. 

Analizar la dosis del gen TOR1A en pacientes con diagnóstico 

clínico de distonía generalizada. 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1492/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1492/
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V. Marco teórico  

A. Distonías 
Las distonías son un trastorno del movimiento heterogéneo caracterizado por contracciones 

musculares sostenidas o intermitentes que producen movimientos repetitivos, posturas 

anormales o ambos, se presentan en patrones de torsión y temblor (Albanese et. al. 2013; 

Carvalho et. al. 2002).  

Las distonías se clasifican de acuerdo a la edad de inicio en la que se presentan (infancia, 

adolescencia y tipo etapa adulta); etiología (idiopática y sintomática) y de acuerdo a su 

distribución en el cuerpo (focal, segmentaria, generalizada, multifocal y hemidistonía) 

(Siokas et. al. 2019). 

Es importante identificar los factores genéticos asociados con las distonías pues dependiendo 

de las variantes genéticas, éstas pueden modificar la presentación de la distonía, incluyendo 

edad de inicio y grado de penetrancia (Siokas et al. 2019). 

B. Distonía generalizada tipo I (DYT1) 
La DYT1 es un trastorno neurológico del desarrollo que afecta al cerebro y recientemente se 

clasificó como parte de la distonía aislada generalizada de inicio temprano. Es una de las 

formas hereditarias más comunes de distonía, con un patrón de herencia AD y se caracteriza 

por una contracción sostenida de los músculos en las extremidades y el tronco, lo que resulta 

en una postura torcida. Se cree que la fisiopatología de la distonía DYT1 surge de 

anormalidades en la transmisión sináptica, los microcircuitos neuronales y/o en redes 

neuronales a gran escala (Mitchell et. al. 2018). 

La DYT1 es causada en la mayoría de los casos por una variante en el gen TOR1A 

(c.907_909delGAG, p.Glu302/303del, p.delE302/303, rs80358233), que codifica a la 

proteína torsina A. Esta variante resulta en una supresión del codón para el ácido glutámico 

303 dentro del marco de lectura; pero debido a que en la secuencia son dos ácidos glutámicos 

contiguos, se le denomina E302/303 (Mitchell et. al. 2018). 

C. Gen TOR1A (torsin family 1 member A) 
El gen TOR1A contiene 5 exones y se localiza en 9q34.11. Este gen se expresa de manera 

prominente en la sustancia nigra pars compacta y codifica para la proteína torsina. En 

TOR1A se han documentado 18 variantes (HGMD 2020) que se asocian a distonía 1 de 

torsión. El fenotipo de la DYT1 es una distonía generalizada, de inicio temprano, que 

usualmente inicia en extremidades inferiores (distonía de torsión) (Beauvais et. al. 2018). 

La proteína TOR1A es una ATPasa que se localiza en retículo endoplásmico y se asocia con 

varias funciones celulares, incluyendo su acción como chaperona. De manera interesante, 

THAP1 (asociado a DYT6) se une al promotor de TOR1A y regula su expresión (Kaiser et. 

al. 2010). De tal forma que las DYT1 y DYT6 están relacionadas molecularmente con un 

punto de convergencia de disfunción neuronal a nivel de la ruta del factor de inicio de la 
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traducción, eIF2α y por lo tanto, se pueden presentar semejanzas fenotípicas para ambas 

distonías (Zakirova et. al. 2018).  

La variante genética causante de DYT1, c.907_909delGAG (p.Glu303del) en el gen TOR1A, 

se presenta en la mayoría de los casos de DYT1 confirmados genéticamente y se encuentra 

en aproximadamente el 80% de los casos de judíos  Ashkenazi debido a un efecto fundador; 

así como en casi el 50% de los pacientes con distonía generalizada en poblaciones no judías. 

La penetrancia de la variante c.907_909delGAG es reducida (aproximadamente 35%) 

(Dobričić et.al. 2015).  

D. Proteína torsina-1A 
La Torsina-A presenta funciones de chaperona, es importante para el control del plegamiento, 

el procesamiento, la estabilidad y la localización de diferentes proteínas, así como para la 

reducción de los agregados de proteínas mal plegados. Está implicada en la regulación del 

reciclaje de vesículas sinápticas, controla la estabilidad de la proteína STON2 en 

colaboración con el complejo de señalosoma COP9 (CSN). En el núcleo, la Torsina A puede 

vincular el citoesqueleto con la envoltura nuclear, este mecanismo parece ser crucial para el 

control de la polaridad nuclear, el movimiento celular y, específicamente en las neuronas, 

modula la integridad de la envoltura nuclear. También participa en el tráfico celular y puede 

regular la ubicación subcelular de las proteínas de membrana multipaso como el 

transportador de dopamina SLC6A3, lo que conduce a la modulación de la neurotransmisión 

de dopamina. En el retículo endoplásmico, desempeña un papel en el control de calidad del 

plegamiento de proteínas al aumentar la eliminación de proteínas mal plegadas o mantenerlas 

en un estado intermedio para un replegamiento adecuado. Además, se ha postulado que la 

Torsina A tiene una función redundante con TOR1B en tejidos no neurales (UNIPROT, 

2019). 

E. Diagnóstico molecular  
El diagnóstico de DYT1 se establece en un probando por la identificación de una variante 

patogénica heterocigótica en el gen TOR1A mediante pruebas moleculares (Campbell et. al. 

2012). 

Las pruebas moleculares pueden incluir un solo gen o emplear un panel multigénico, también 

están las pruebas genómicas (exoma o genoma completo). Debido a que la 

variante c.907_909delGAG es la variante patogénica más frecuente en TOR1A asociada con 

la distonía aislada de inicio temprano DYT1, primero se puede realizar un análisis dirigido 

para esta variante específica (Campbell et. al. 2012). 

En ausencia de esta variante, se realizará análisis de secuencia de TOR1A, que puede ser 

seguido por un análisis de deleciones/ duplicaciones del gen si no se encuentra una variante 

patogénica de secuencia; sin embargo, dado que la distonía aislada de inicio temprano se 

produce por un mecanismo dominante negativo y no se ha reportado una gran eliminación o 

duplicación intragénica, es poco probable que las pruebas de detección de deleciones o 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/gene/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhiwGOpEXFMtVPpH6G6cML4cf1fKGA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/genomic/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhiR8crUwsTQKnW7mrIk23QaNCncMw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1492/table/dystonia.T.tor1a_variants_discussed_in_t/%3Freport%3Dobjectonly&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhhpO38HGvm799fB2q7Wl7NzHgkytA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/pathogenic-variant/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhg1T1pEShjCSnqRW5215FKHQ6Gq0A
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/isolated/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhjt24O9XnUxYmADcyDtntjnAQ1GqA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/deletion-duplication-analysis/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhh8hdBGCqxM153bgQOpRxHoH9CFGA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/gene/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhiwGOpEXFMtVPpH6G6cML4cf1fKGA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/pathogenic-variant/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhg1T1pEShjCSnqRW5215FKHQ6Gq0A
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/pathogenic-variant/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhg1T1pEShjCSnqRW5215FKHQ6Gq0A
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/isolated/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhjt24O9XnUxYmADcyDtntjnAQ1GqA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/dominant-negative/&xid=17259,15700022,15700186,15700190,15700248&usg=ALkJrhijcSKd0EaPZ9FaG-s4mYuEyXAq5Q
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duplicación intragénicas identifiquen una variante causante de la enfermedad. A la fecha, 

sólo se han reportado dos casos con grandes deleciones (1.9-2.3 Mb) en la región del 

cromosoma 9, conteniendo a TOR1A y hasta 35 genes contiguos. Estos casos se presentan 

con rasgos adicionales como discapacidad intelectual, hipotonía y características dismórficas 

(Campbell et. al. 2012). 

F. Método de análisis molecular para el diagnóstico de DYT1 

1. Amplificación de sondas dependientes de ligando (MLPA) 
La amplificación de sondas dependientes de ligando (MLPA) se basa en la amplificación de 

hasta 60 sondas que detectan una secuencia de DNA específica de aproximadamente 60 nt 

de longitud. La reacción de MLPA da como resultado un conjunto de amplicones de PCR 

entre 64-500 nt en longitud que son separados por electroforesis capilar. Después de la 

desnaturalización inicial de la muestra de DNA, se agrega una mezcla de sondas MLPA a la 

muestra. Cada sonda del MLPA consta de dos oligonucleótidos que deben hibridarse con 

secuencias diana directamente adyacentes para unirse en una sola sonda. Durante la reacción 

de PCR posterior, todas las sondas ligadas se amplifican simultáneamente usando el mismo 

par de cebadores de PCR, lo que da como resultado un conjunto de amplicones de PCR de 

longitud diferente. Un cebador de PCR está marcado con fluorescencia (6-FAM en su 

extremo 5´), lo que permite visualizar los productos de amplificación durante la separación 

de fragmentos en un instrumento de electroforesis capilar (Fig. 1) (MRC Holland, 2019). 

 

Figura 1. Fundamento de la técnica de MLPA (tomado de MRC Holland, 2019). 

 

El MLPA puede detectar diferencias relativas al comparar los patrones de altura de cada pico 

de los amplicones. La altura relativa de cada pico de sonda individual, en comparación con 

las alturas de pico de sonda relativas en varias muestras de DNA de referencia, refleja el 

número relativo de copias de la secuencia objetivo correspondiente en una muestra. Por lo 

tanto, la inclusión de muestras de referencia en la misma ejecución es esencial. Una 

eliminación (deleción) de una o más secuencias objetivo es visible como una disminución 

relativa en la altura; mientras que, un aumento en la altura del pico relativo refleja un aumento 

en el número de copias (duplicaciones) (MRC Holland, 2019). 
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a) Panel de SALSA® MLPA P059 B2 para Distonías 

(MRC-Holland) 
El panel comercial SALSA MLPA Probemix P059 Dystonia es un ensayo de uso exclusivo de 

investigación para la detección de deleciones o duplicaciones en TOR1A (distonía 

generalizada de inicio temprano; 'DYT1'), THAP1 (distonía segmentaria/generalizada de 

inicio adolescente; 'DYT6'), y en los genes ATP1A3 ('DYT12') y PRKRA ('DYT16'), que 

están asociados con distonía de inicio temprano con parkinsonismo y distonía autosómica 

recesiva con parkinsonismo, respectivamente. Este panel también incluye una sonda para 

detectar la presencia de la deleción de 3 pb c.907_909delGAG que involucra la secuencia 

GAG altamente conservada en el exón 5 deTOR1A (MRC-Holland, 2019). 

El panel comercial de MLPA contiene 44 sondas con productos de amplificación entre 130 

y 483 nt. Se incluyen seis sondas para el gen TOR1A, incluida una sonda específica para la 

variante c.907_909delGAG, tres sondas para THAP1, 17 sondas para ATP1A3 y nueve para 

el gen PRKRA. Además, se incluyen nueve sondas de referencia que detectan diferentes 

ubicaciones cromosómicas autosómicas de copia única para normalizar los resultados.  

2. Secuenciación tipo Sanger  
El método enzimático de Sanger utiliza una DNA polimerasa e inhibidores que finalizan la 

cadena de DNA que está siendo sintetizada en lugares específicos, particularmente utiliza 

dideoxinucleótidos (nucleótidos que en su carbono 3´no tienen el grupo hidroxilo). La 

incorporación de una base con estas características en una molécula “naciente” de DNA 

impide que una nueva base pueda incorporarse y la síntesis de DNA es interrumpida (Greif 

G, s.f.) 

La DNA polimerasa requiere de un templado de DNA de cadena sencilla para realizar la 

síntesis de la hebra complementaria extendida a partir de un iniciador en dirección de 5´a 3´. 

Con este método se generan fragmentos de DNA de todos los tamaños posibles que se puedan 

distinguir entre sí, por el tipo de marcaje que llevan o por la incorporación de un terminador 

específico. Inicialmente, la estrategia era realizar cuatro reacciones diferentes de síntesis de 

DNA, esto usando ddNTP diferentes (Necochea y Canul, 2004). A partir de 1986 se publicó 

el primer reporte de automatización de la secuenciación de DNA donde empleaban 

terminadores fluorescentes como variante del método de Sanger, utilizando una molécula 

fluorescente diferente unida a cada dideoxinucleótido y permitiendo realizar la reacción en 

un único tubo (Fig. 2) (Greif G, s.f.) 
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VI. Metodología 

A. Sujetos. 
Siguiendo las consideraciones éticas de acuerdo al protocolo de investigación 155/18 que fue 

aprobado por los Comités de Ética e Investigación del Instituto Nacional de Neurología y 

Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez”, INNN. Todos los participantes firmaron una carta 

de consentimiento informado (Anexo 1). 

Se incluyeron 23 pacientes mestizo-mexicanos (MM), con al menos dos generaciones de 

ancestros mexicanos que contaban con diagnóstico clínico de probable distonía generalizada 

de inicio temprano (DYT1) por la Clínica de Movimientos Anormales del INNN (Gráfica 1 

y Tabla 1).  

 

 

Gráfica 1. Distribución por género de pacientes con DYT1 analizados en el presente estudio. 

 

Figura 2. a) Resultado de método Sanger tradicional 

radioactivo; b) resultado de método Sanger 

semiautomatizado y c) electroferograma con la variante de 

Sanger. Tomada de Greif G, s.f. 

74%

26%

GÉNERO 

Femenino Masculino
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Tabla 1. Rango de edades de pacientes analizados. 

 

 

 

 

 

La Figura 3 muestra el orden secuencial de los procesos realizados.  

B. Extracción de DNA genómico 

En un lapso no mayor a 3h después de la obtención de muestras sanguíneas, se separó 1 mL 

de plasma y se preservo a -70°C para su posterior uso. De 3 mL de muestra sanguínea se 

separaron las células mononucleares (CMN), se dividieron en 2 tubos y se agregó RNA later 

(AMBION) como estabilizador para preservar las células. Las CMN se congelaron 

inmediatamente a -70°C. Del remanente de sangre se extrajo DNA genómico por método 

salino y se almacenó a -20°C. Se llevó a cabo análisis cualitativo y cuantitativo del DNA 

genómico y se realizaron alícuotas de trabajo a una concentración de 50 ng/µL de DNA. 

La integridad del DNA genómico se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% 

con SB 1X como amortiguador (ver anexo 2), 80 volts/45 min. Se empleó marcador de peso 

molecular de la marca Thermo Scientific GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range. 

C. Análisis de amplificación de sondas dependientes de ligando 

(MLPA)  
 

Las duplicaciones y deleciones de los genes THAP1 (DYT6), ATP1A3 (DYT12), 

PRKRA (DYT16) y TOR1A se analizó mediante el método de MLPA mediante el 

panel comercial SALSA® MLPA Probemix P059 B1 Dystonia (MRC-Holland) el 

cual contiene los genes THAP1 (DYT6), ATP1A3 (DYT12), PRKRA (DYT16) y 

TOR1A, para este último, también contiene la sonda que reconoce la variante 

p.Glu302/303del. Amortiguador TE (ver anexo 3) (pH: 8.0) (esterilizar por 

GÉNERO RANGO DE EDAD (AÑOS) 

FEMENINO 7 – 59 

MASCULINO 10 – 32 

Extracción de 
DNA 

genómico a 
partir de 

muestras de 
sangre

Análisis de 
amplificación de 
sondas múltiples 
dependientes de 
ligando (MLPA) 

Secuenciación 
de TOR1A

Análisis de 
resultados
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filtración). Todas las muestras de DNA se diluyen a 100 ng/µL. el análisis se realiza 

en las siguientes condiciones:  Desnaturalización (98°C, 5min), hibridación (95°C,1 

min; pausa a 60 °C por 16 a 20 h), reacción de ligación y PCR. 

 Dilución de la muestra de 100ng/µL a 20 ng/µL llevando a volumen de 50 µL con 

amortiguador TE. 

El método de MLPA consta de 4 pasos: 

1. Desnaturalización (98°C, 5min) 

2. Hibridación (95°C,1 min; pausa a 60 °C por 16 a 20 h) 

3. Reacción de ligación 

4. PCR 

El procedimiento toma dos días, por lo que se verifica previamente la existencia de reactivos 

a usar: 

 Panel comercial SALSA® MLPA Probemix P059 B1 Dystonia (MRC-Holland) el 

cual contiene los genes THAP1 (DYT6), ATP1A3 (DYT12), PRKRA (DYT16) y 

TOR1A, para este último, también contiene la sonda que reconoce la variante 

p.Glu302/303del. 

 Amortiguador TE (ver anexo 3) (pH: 8.0) (esterilizar por filtración). 

Preparación de las muestras de DNA: 

 Dilución de muestras problema y controles a 100 ng/µL. 

 Dilución de la muestra de 100ng/µL a 20 ng/µL llevando a volumen de 50 µL con 

amortiguador TE. 

Transferir 5µL del DNA diluido a tubos de 200µL (tubo 1). 

Día 1. Reacción de hibridación 

Se preparó la mezcla 1 como sigue:  

 0.75 µL amortiguador de MLPA 

 0.75 µL mezcla de las sondas  

Se introducen los tubos 1 en el termociclador con el programa de trabajo (Fig. 4) y cuando la 

temperatura desciende a 25°C, se agrega 1.5 µL de la mezcla 1 a cada tubo. Así se deja la 

reacción por 16-20 h. 

Día 2. Reacción de ligación y PCR 

Se prepara la mezcla 2, como sigue:  

 1.5 µL amortiguador LA de ligación 

 1.5 µL amortiguador LB de ligación 
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 12.5 µL agua libre de DNAsas 

 0.5 µL enzima ligasa (NO VORTEX) 

Concluida la reacción de hibridación, se detuvo la reacción y se seleccionó el programa de 

ligación-PCR (Fig.5), al llegar a la temperatura de 54 °C, se agregaron 16 µL de la mezcla 2 

al tubo1. 

A la temperatura de 20°C, se agregaron 5 µL de la mezcla 3 que contenía: 

 1 µL de SALSA PCR 

 0.25 µL SALSA DNA polimerasa 

 3.75 µL agua libre de DNAsas 

Al término de la reacción, la muestra se conservó a 4°C por no más de una semana hasta su 

análisis mediante electroforesis capilar. La reacción se conservó protegida de la luz. 

La muestra se preparó como sigue para la electroforesis capilar:  

 0.2 µL de marcador de pesos GeneScanTM -500 LIZ 

 8.8 µL de formamida desionizada 

 µL de la reacción de MLPA 

Esta reacción se separó por electroforesis capilar en un equipo AB3130. Siguiendo las 

instrucciones del proveedor, se incluyeron controles y los resultados se analizaron con el 

programa Coffalyzer.net 

En aquellas muestras de DNA que presentaron MLPA normal, se procedió a la reacción de 

secuenciación.  

 

Figura 4. Condiciones de tiempos y temperaturas para la reacción de hibridación del día 1 

del proceso del MLPA. 

 

 

Cantidades por /muestra. 
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Figura 5. Condiciones de tiempo y temperatura para reacción de ligación y PCR del día 2 de 

MLPA. 

 

D. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Las muestras negativas en MLPA se analizaron mediante secuenciación, donde inicialmente 

se requiere amplificar por PCR la región promotora y los cinco exones de TOR1A. Para ello, 

se prepararon alícuotas de las muestras de DNA a una concentración de 50 ng/µL y alícuotas 

de los oligonucleótidos (Tabla 2) a una concentración de 10µM. 

La amplificación del gen TOR1A se realizó con las condiciones de tiempo y temperatura de 

la figura 6 en un termociclador Applied Biosystems 9700. 

 

Tabla 2. Secuencia nucleotídica y nombre de oligonucleótidos usados en las PCR del gen 

TOR1A. 

 

NOMBRE DE LA SECUENCIA SECUENCIA 5' A 3' 

DYT1_5F (gag205) CCTGGAATACAAACACCTA 

DYT1_5R (gag205) GGCTGCCAATCATGACTGTC 

TOR1A_PROM_297F GCAAAACAGGGCTTTGTACCG 

TOR1A_PROM_297R AGTAGAGACGCGGGTAGATG 

TOR1A_PROM_140F GCGTCTCTACTGCCTCTTCG 

TOR1A_PROM_140R ATGCCCTGGTCCTAGTTCAG 

TOR1A_2F_410 GGTTTCGCAAGGTGCTTGGA 

TOR1A_2R_410 GGGATTCCAAACTTCCATCC 

TOR1A3-4F_804 TCCATGGGGTTGGTAGGAAC 

TOR1A3-4R_804 GGTGACAGAGTAAAACTATCTG 

TOR1A_5F_640 GACCCCCAGTAGACGTTTGT 

TOR1A_5R_640 GTAAAAAATCATGAGCCCTGC 
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Figura 6. Condiciones de tiempo y temperatura para la PCR para TOR1A. 

E. Secuenciación de los productos de PCR  
Posterior al análisis de PCR, se verificó el amplicón por electroforesis horizontal en gel de 

agarosa al 2% y se limpió la reacción por filtración en gel para eliminar ddNTPs no 

incorporados en la reacción. Para la secuenciación del fragmento de DNA amplificado se usó 

el reactivo BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit siguiendo el programa de la 

figura 7, se limpió con DNA Sequencing Clean-up Kit™ (Zymo Research), al término la 

reacción se secó al vacío a temperatura ambiente, en un equipo SpeedVac (Eppendorf). 

La reacción de secuenciación se preparó según la Tabla 3, en un volumen de 10µL en 

microtubos de 200µL. 

Tabla 3. Preparación de muestra de trabajo para reacción de secuenciación tipo Sanger de 

TOR1A 

 

  

 

 

 

 

Cantidad (µL) Reactivo 

1.0 Oligonucleótido (sentido o antisentido) 

2.0 Amortiguador de secuenciación 

1.0 
Mezcla comercial de reacción de 

secuenciación 

2.5 Amplicón purificado 

3.5 Agua libre de nucleasas 
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Figura 7. Condiciones de tiempo y temperatura para la reacción de secuenciación de TOR1A 

F. Método de análisis de resultados  
Para el análisis de las secuencias, se usó como referencia la secuencia del NCBI del gen 

TOR1A (Tabla 4).  

El análisis bioinformático de las secuencias se realizó con los programas Mutation Surveyor 

(SoftGenetics), Sequencing analysis v5.2 (AB), Sequencher® v5.1 (Gene Codes), BioEdit 

7.2 y GeneStudio y se compararon con las reportadas en bases de datos públicas tales como 

Ensembl, VARSOME, ClinVar y dbSNP, Mastermind.  

Para las variantes nuevas se hizo una predicción in silico de sus posibles efectos en la proteína 

con las herramientas: Human Splicing Finder (HSF), ESEfinder, Rebase y PolyPhen. 

Tabla 4. Secuencia de los exones de gen TOR1A (tomado de Ensembl, transcrito 

ENST00000351698.5) 

EXÓN SECUENCIA Número 

1 

ACCGGTTCGCGGTCGGCGCGAGAACAAGCAGGGTGGCGCGG

GTCCGGGCATGAAGCTGGGCCGGGCCGTGCTGGGCCTGCTG

CTGCTGGCGCCGTCCGTGGTGCAGGCGGTGGAGCCCATCAG

CCTGGGACTGGCCCTGGCCGGCGTCCTCACCGGCTACATCTA

CCCGCGTCTCTACTGCCTCTTCGCCGAGTGCTGCGGGCAGAA

GCGGAGCCTTAGCCGGGAGG 

60 

120 

180 

228 

2 

CACTGCAGAAGGATCTGGACGACAACCTCTTTGGACAGCAT

CTTGCAAAGAAAATCATCTTAAATGCCGTGTTTGGTTTCATA

AACAACCCAAAGCCCAAGAAACCTCTCACGCTCTCCCTGCA

CGGGTGGACAGGCACCGGCAAAAATTTCGTCAGCAAGATCA

TCGCAGAGAATATTTACGAGGGTGGTCTGAACAGTGACTAT

240 

300 

360 

420 

480 

493 
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=318569955
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=309678925
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=309678925
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=325904671
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=325904671
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307377096
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307377096
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307815742
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307815742
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=695870213
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307593265
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=318177595
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=308642729
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=308642729
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=319869048
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=319869048
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307624396
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=307624396
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=308126007
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=308126007
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=306879061
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=306879061
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=322533247
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=322533247
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=308069170
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=326026201
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=313493497
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=313493497
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=695870212;vf=325142928
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812944-129824134;t=ENST00000351698;vf=695870212;vf=325142928
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GTCCACCTGTTTGTGGCCACATTGCACTTTCCACATGCTTCA

AACATCACCTTGTACAA 

3 

GGATCAGTTACAGTTGTGGATTCGAGGCAACGTGAGTGCCT

GTGCGAGGTCCATCTTCATATTTGATGAAATGGATAAGATGC

ATGCAGGCCTCATAGATGCCATCAAGCCTTTCCTCGACTATT

ATGACCTGGTGGATGGGGTCTCCTACCAGAAAGCCATGTTC

ATATTTCTCAG 

540 

600 

660 

668 

4 

CAATGCTGGAGCAGAAAGGATCACAGATGTGGCTTTGGATT

TCTGGAGGAGTGGAAAGCAGAGGGAAGACATCAAGCTCAA

AGACATTGAACACGCGTTGTCTGTGTCGGTTTTCAATAACAA

GAACA 

720 

780 

796 

5 

GTGGCTTCTGGCACAGCAGCTTAATTGACCGGAACCTCATTG

ATTATTTTGTTCCCTTCCTCCCCCTGGAATACAAACACCTAA

AAATGTGTATCCGAGTGGAAATGCAGTCCCGAGGCTATGAA

ATTGATGAAGACATTGTAAGCAGAGTGGCTGAGGAGATGAC

ATTTTTCCCCAAAGAGGAGAGAGTTTTCTCAGATAAAGGCTG

CAAAACGGTGTTCACCAAGTTAGATTATTACTACGATGATTG

ACAGTCATGATTGGCAGCCGGAGTCACTGCCTG 

840 

900 

960 

1020 

1079 

VII. Resultados  

A. Análisis cualitativo del DNA 
El DNA de las muestras incluidas fue de alto peso molecular e íntegro (Fig. 8).  

              

 

Figura 8. Integridad y calidad de DNA 

genómico. a), b) y c) Electroforesis en gel de 

agarosa al 1% de muestras de muestras de 

DNA de pacientes con DYT1. 

a) 

 

 

c) 

b) 
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B. Análisis cuantitativo del DNA 
La cuantificación de las muestras de DNA se realizó por espectrofotometría en un equipo 

NanoDrop (ThermoFisher). Las muestras cumplieron con los estándares de concentración 

(>100ng/µL) y los rangos de pureza con lecturas a las siguientes longitudes de onda (nm) y 

calculando los factores: 260/280 =1.8-2.0 para evitar contaminación por proteínas y 260/230 

=2.0 para lecturas de sales y carbohidratos. 

C. Estandarización de PCR 
La estandarización de PCR se llevó a cabo de acuerdo a las condiciones de volumen de la 

tabla 5. 

Tabla 5. Volúmenes finales de reactivos para PCR de los exones y promotor de TOR1A 

REACTIVO 
Prom. 140 

(µL) 

Prom. 297 

(µL) 

Exón 2 

(µL) 

Exón 3-4 

(µL) 

Exón 5 

(µL) 

Exón 5 

(µL) 

DNA (50ng/µL) 1.0 0.5 0.5 0.5 0.8 0.8 

Oligo F (10µM) 0.35 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

Oligo R (10µM) 0.35 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

Mezcla de 

reacción 
10.5 11.0 11.0 11.0 10.5 10.5 

DMSO 0.1 - - - - - 

Agua libre de 

nucleasas 
7.6 7.7 7.7 7.7 7.9 7.9 

*Prom., secuencia del promotor de TOR1A. DMSO: dimetilsufóxido como co-solvente. 

Se obtuvieron los amplicones específicos de TOR1A (Fig. 9).  

 

Figura 9. Imagen representativa de los productos de PCR de los diferentes exones y promotor 

de TOR1A. MP: marcador de peso molecular (guía de tamaños en pares de bases a la derecha). 

C: control; 16, 17: número de muestra. PROM, promotor. Ex, exón. Tamaño de cada 

amplicón en pares de bases entre paréntesis. 
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D. Amplificación de sondas dependientes de ligando (MLPA) 
Los resultados de MLPA en los pacientes estudiados, se resumen en la Tabla 6, así mismo la 

Figura 10 compara el resultado de MLPA en un paciente con la deleción del trinucleótido 

GAG y un control sano. 

Tabla 6. Resultados de MLPA en pacientes con probable distonía tipo 1 

MUESTRA RESULTADO  MUESTRA RESULTADO 

16 Normal  77 Normal 

17 (+) para GAGdel  82 Normal 

18 Normal  83 ------- 

21 Normal  84 (+) para GAGdel 

22 Normal  88 Normal 

23 Normal  91 Normal 

28 Normal  93 Normal 

50 Normal  99 (+) para GAGdel 

59 Normal  102 Normal 

61 Normal  107 Normal 

65 Normal  111 Normal 

75 Normal    

 

Figura 10. Imágenes representativas del MLPA de un control (a) y un paciente con la 

deleción GAG en el exón 5 TOR1A (166pb) (b). 

 

             

a b 
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E. Secuenciación tipo Sanger  
La Tabla 7 muestra todas las variantes genéticas identificadas en el gen TOR1A mediante 

secuenciación.  

Tabla 7. Variantes genéticas de TOR1A identificadas durante el análisis bioinformático. 

MUESTRA 
Promotor (297pb) 

(Exón 1) 
Exón 2 Exón 3-4 Exón 5 

16 
rs758157379 

p.Leu42= 
(-)  (-) 

17 (-) (-)  
rs80358233 

p.Glu303del 

18  (-)  (-) 

21 
rs758157379 

p.Leu42= 
(-)  (-) 

22 
rs758157379 

p.Leu42= 

c.275C>T * 

p.Ala75Val 
 (-) 

23 
rs758157379 

p.Leu42= 
(-)  (-) 

28 (-) 
rs2296793 

p.Ala82= 
 (-) 

50 (-) (-) 
c.518G>C* 

p.Arg156Pro 
(-) 

59 (-) 

 rs2296793 

p.Ala82= 

 

 (-) 

61 (-) 

  rs2296793 

p.Ala82= 

 

c.518G>C* 

p.Arg156Pro 
(-) 

65 (-) 

  rs2296793 

p.Ala82= 

 

 (-) 

75 (-) (-)  (-) 

77 (-) 

 rs2296793 

p.Ala82= 

 

 (-) 

82 (-) 
 rs2296793 

p.Ala82= 
 (-) 

83     

84 (-) (-)  
rs80358233 

p.Glu303del 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;source=dbSNP;t=ENST00000351698;v=rs2296793;vf=302558569
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88 (-) (-)  (-) 

91 (-) 
rs1243026347 

p.Leu65= 
 (-) 

93 (-) (-) (-) (-) 

99 (-) (-) (-) 
rs80358233 

p.Glu303del 

102 (-) 
c.303T>G* 

p.F84L 
 (-) 

107 (-) (-)   

111 (-) (-)  (-) 

*No reportadas; variantes en color verde: benignas; amarillo: probablemente dañinas; y rojo: 

dañinas. 

Las Figuras 11 y 12 muestran un fragmento de la secuencia del exón 5 del gen TOR1A, donde 

se puede observar la deleción del residuo de ácido glutámico en fase.   

 

 

 

Figura 11. Fragmento de secuencia del exón 5 del gen TOR1A, deleción del triplete GAG 

(resaltado en amarillo). Debido a que esta deleción elimina uno de los dos ácidos glutámicos 

contiguos en la secuencia del gen, también se le conoce como del E302/303. 

 

Figura 12. Electroferograma con la secuencia parcial del exón 5 TOR1A en un paciente que 

presenta deleción heterocigota del triplete GAG (marcado en rojo). Panel superior 

corresponde a un control, y el panel inferior al paciente. 

CAGAGTGGCTGAGGAGATGACATTTTTCCCCAAAG 

CAGAGTGGCTGAGATGACATTTTTCCCCAAAG 

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1189133538;vf=317837065
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1189133538;vf=317837065
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs745483393;vf=307306404
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;vf=303324262
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;vf=303324262
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;v=rs758682715;vf=303324262;vf=307836640
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;v=rs758682715;vf=303324262;vf=307836640
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1413443554;v=rs1220003400;vf=327794076;vf=319207034
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1413443554;v=rs1220003400;vf=327794076;vf=319207034
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs753167620;vf=307614916
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs779431842;vf=308669764
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1277183554;vf=321745917
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1189133538;vf=317837065
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1189133538;vf=317837065
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs745483393;vf=307306404
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;vf=303324262
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;vf=303324262
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;v=rs758682715;vf=303324262;vf=307836640
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs80358233;v=rs758682715;vf=303324262;vf=307836640
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs779431842;vf=308669764
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000136827;r=9:129812942-129824244;t=ENST00000351698;v=rs1277183554;vf=321745917
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VIII. Discusión de resultados  

En este estudio se analizó la dosis de cuatro genes (TOR1A, THAP1, ATP1A3 y PRKRA) y la 

secuencia de TOR1A en 23 pacientes con probable DYT1 o distonía generalizada de inicio 

temprano. 

De acuerdo con Dobričić et al. (2015), las variantes causales de DYT1 no solo se deben a la 

variante c.904_906delGAG, por ello se recomienda caracterizar los 5 exones que componen 

TOR1A, en ese estudio se caracterizaron variantes de novo probablemente patogénicas en un 

caso familiar. 

El MLPA evidenció la deleción GAG en tres pacientes, con esta técnica determinamos la 

dosis de todos los exones de TOR1A, y de otros genes asociados a distonías que están 

presentes en el panel, y observamos que no hubo alteraciones estructurales en ninguno de los 

genes. Este resultado concuerda con lo descrito en la literatura, donde sólo hay dos casos con 

grandes deleciones que incluyen a TOR1A (Campbell et al. 2012). Por lo que, las alteraciones 

estructurales en los genes TOR1A, THAP1, ATP1A3 y PRKRA son raras en pacientes MM 

con probable DYT1. 

La secuenciación de TOR1A identificó dos variantes nuevas probablemente dañinas, una de 

ellas localizada en el exón 2 (p.Ala75Val) y una en el exón 3 (c.518G>C, p.Arg156Pro) 

(Anexo 4) que de acuerdo a la predicción in silico con la herramienta PolyPhen involucran 

cambio de aminoácido y se sugieren probablemente dañinas.  Los cambios de aminoácidos 

en estas variantes afectan el dominio de torsina 1A interacciona con la proteína esnapina por 

lo que la pérdida de función de alguna de ellas afectará a ambas proteínas, afectando la 

captación neuronal de neurotransmisores como la dopamina, que desempeña un papel en el 

desarrollo de movimientos distónicos (Granata et. al. 2007). Los residuos afectados en las 

dos variantes nuevas están altamente conservados en distintas especies animales, apoyando 

la patogenicidad de las variantes descritas. 

Adicionalmente, se hallaron variantes sinónimas benignas ya reportadas y una variante nueva 

(c.303T>G, p.F84L), la predicción in silico de esta última se sugiere benigna con las 

herramientas Polyphen y Human Splicing Finder. 

Los 17 pacientes con diagnóstico clínico probable de DYT1 no presentaron variantes dañinas 

en el gen TOR1A lo que sugiere la participación de otros genes implicados en DYT1. De 

acuerdo con Schneider y cols. (2011) puede haber alteraciones en el gen THAP1 que podrían 

explicar este cuadro clínico. 

A pesar de que la variante más común en DYT1 sigue siendo GAGdel, en este trabajo 

identificamos 2 variantes adicionales; por lo que nuestros resultados, al igual que en otros 

reportes confirman que es necesario secuenciar el gen completo para tener un diagnóstico de 

certeza. 
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IX. Conclusiones  

Este es el primer estudio molecular de pacientes MM con diagnóstico clínico de DYT1. Se 

identificaron seis casos con 3 variantes alélicas de TOR1A que explican el cuadro clínico de 

DYT1 en 26.08% de casos en esta muestra.    

La frecuencia de la variante GAGdel, rs80358233 en TOR1A en pacientes MM con DYT1 es 

baja en la muestra estudiada (3/23= 13.04%), en comparación con lo reportado en la literatura 

de 80% en judíos Ashkenazi (Dobričić, 2015). Sin embargo, la frecuencia de variantes en 

TOR1A en pacientes MM con DYT1 está dentro de los rangos (6/23= 26.08%), en 

comparación con lo descrito en la literatura para otras poblaciones, por ejemplo, en población 

brasileña es de 31.81% (Camargo, 2014).  

Nuestros resultados sugieren la participación de otros genes DYT asociados a este fenotipo, 

ya que 17 casos no mostraron alteración en TOR1A. 
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XI. Anexos 

A. ANEXO 1 
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGÍA Y NEUROCIRUGÍA “MVS” 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Fecha: ____/____/____ 

PROTOCOLO INNN 155/18: Evaluación clínica y molecular de pacientes con distonías tipo 

DYT1, DYT5a, DYT5b, DYT6, DYT12 y DYT16. 

Antes de participar en el estudio que se le ha propuesto, es importante que esté informado acerca de 

las características del mismo y que esté de acuerdo con los procedimientos a los que será sometido. 

SU PARTICIPACIÓN EN EL ESTUDIO ES COMPLETAMENTE VOLUNTARIA. Esta 

investigación está respaldada por el Comité de Ética y de Investigación del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía (INNN). 

He sido informado que padezco distonía. La distonía es un trastorno del movimiento en el cual 

suceden contracciones involuntarias de músculos, causantes de movimientos lentos y repetitivos en 

el paciente. Actualmente se conocen parcialmente los mecanismos que determinan la aparición de la 

distonía. Existe evidencia de que los factores genéticos pueden contribuir al desarrollo de las mismas.  

OBJETIVO DEL ESTUDIO 

Determinar la prevalencia y el impacto de variantes genéticas de secuencia y estructurales en el DNA 

(material genético) de pacientes mestizo-mexicanos con diagnóstico clínico de distonía. Los 

resultados de este protocolo nos permitirán identificar factores causales para el desarrollo de esta 

enfermedad. 

PROCEDIMIENTOS A REALIZARSE 

En primera instancia se me realizará una historia clínica completa, la cual incluye la elaboración de 

árbol genealógico, con la finalidad de identificar a otros familiares que posiblemente estén afectados, 

así como a las personas que estén en riesgo de desarrollar la enfermedad en el futuro. A continuación, 

se me tomará una muestra de sangre periférica de la cual se extraerá el DNA (material genético) y se 

estudiarán diferentes variaciones genómicas asociadas con estas enfermedades. 
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EFECTOS INDESEABLES Y RIESGOS 

Cuando la sangre es obtenida, usted podrá experimentar un leve dolor en el sitio de punción. Raras 

veces ocurren infecciones o inflamación local.  

CONFIDENCIALIDAD 

La información clínica recopilada es estrictamente confidencial. El nombre de los participantes nunca 

aparecerá en ningún reporte o publicación, pues para el desarrollo del estudio se siguen los 

reglamentos internos del INNN. 

CONSIDERACIONES ECONÓMICAS 

El estudio de su muestra no tendrá ningún costo para usted. 

RESULTADOS 

Este estudio es a largo plazo (3 años) y requiere de la participación de un gran número de pacientes 

con esta enfermedad. Una vez terminado el estudio si los resultados son de relevancia para usted se 

le contactará para comunicárselos y explicárselos.  

CONTACTOS 

Si usted considera que los puntos antes mencionados no están claros, o le surgen nuevas dudas puede 

dirigirse directamente con las responsables de este estudio. Las personas responsables son el Dr. 

David J. Dávila Ortiz de Montellano y la Dra. Nancy Monroy del Departamento de Neurogenética y 

se puede comunicar con cualquiera de ellas al Tel. (55) 56 06 38 22 Ext. 2018. En caso de así 

requerirse, los pacientes también pueden acudir al Comité de Ética en Investigación, al teléfono 56 

06 38 22 ext. 5027. 

CONSENTIMIENTO 

Gracias por tomarse el tiempo de leer detenidamente esta información y por participar en el 

estudio. 

A través de la presente, otorgo mi consentimiento para participar como voluntario en el protocolo de 

investigación “Evaluación clínica y molecular de pacientes con distonías tipo DYT1, DYT5a, 

DYT5b, DYT6, DYT12 y DYT16”. 

Hago constar que he recibido toda la información acerca de la naturaleza y propósito del estudio. He 

recibido, leído y entendido la carta de información del estudio, así como el riesgo descrito. Se me ha 

informado que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento. Entiendo que recibiré una 

copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento. Estoy de acuerdo que la información clínica 

derivada del estudio de mi caso sea informada a la comunidad médica verbalmente o por escrito, pero 

sin revelar mi identidad 

 

______________________________________________ 

Nombre y firma del voluntario 
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______________________________ ______________________________ 

Nombre y firma del testigo 1  Nombre y firma del testigo 2 

 

___________________________________ 

Nombre y firma del investigador que obtuvo el consentimiento 

B.  ANEXO 2 
Amortiguador  SB (20X) 

Amortiguador de borato de sodio (NaOH 200 mM, pH-8.2) 

El amortiguador SB permite que los geles de agarosa se ejecuten a un voltaje más alto, por 

lo tanto, la separación del DNA es más rápida. 

 

 

 

 

 

Asegúrese de que se disuelvan completamente. Use una membrana de filtro de 0.2 m para 

filtrar. El pH se puede ajustar a 8 con HCl o NaOH, según sea el caso (Brody, 2004). 

C. ANEXO 3. 
Amortiguador TE  

El amortiguador TE está compuesto por Tris-HCl que otorga el pH de 8.0 – 8.3 y EDTA 

como agente quelante del ión Mg2+ que es cofactor de nucleasas, por tanto protege el DNA 

de la degradación. 

El pH debe ser de 8.0–8.3 ya que favorece la inactivación de las nucleasas. 

 

 

 

 

 

El pH se puede ajustar a 8 con HCl o NaOH según el caso (Aitken, 2012). 

Componentes Cantidad (g) 

NaOH 8 

H3BO3 47 

Agua c.b.p. 

Componentes Concentración final 

Tris pH: 8 10 mM 

EDTA pH: 8 1 mM 

Agua c.b.p. 
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D. ANEXO 4 
Electroferogramas de secuenciación de variantes posiblemente dañinas 

 

Figura 1. Electroferograma con la secuencia parcial del exón 2_TOR1A en un paciente que 

presenta variante nueva c.275C>T, p.Ala75Val (marcado con flecha negra). Panel superior 

corresponde a un control, y el panel inferior al paciente. 

 

Figura 2. Electroferograma con la secuencia parcial del exón 3_TOR1A en un paciente que 

presenta variante nueva c.518G>C, p.Arg156Pro (marcado con flecha negra). Panel superior 

corresponde a un control, y el panel inferior al paciente. 

 

Figura 3. Electroferograma con la secuencia parcial del exón 3_TOR1A en un paciente que 

presenta variante nueva c.518G>C, p.Arg156Pro (marcado con flecha negra). Panel 

superior corresponde a un control, y el panel inferior al paciente. 

 

 

 




