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1. Introduccion

Las ataxias espinocerebelosas (SCA) son un grupo de trastornos
neurodegenerativos raros, que se caracterizan por una disfuncion cerebelosa
progresiva, principalmente ataxia de la marcha.! La ataxia espinocerebelosa de tipo
10 (SCA10) es causada por la expansion del STR (Short tandem repeats,”
repeticiones cortas en tandem”) ATTCT, en el intrén 9 del gen ATXN10, localizado
en el cromosoma 22g13.31. Un alelo normal contiene de 10 a 32 repeticiones,
mientras que los alelos de las personas afectadas con SCA10 presentan hasta 4500
repeticiones ATTCT, se han observado alelos que van desde 280 a 370
repeticiones, los cuales se consideran alelos intermedios con penetrancia reducida,
lo cual se refiere a las personas asintomaticas.? Se ha observado en un 2-4% de la
poblacibn de América Latina y del Este de Asia, la presencia de un haplotipo
ancestral y estudios recientes sugieren que el polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP), rs41524547 (C>G) presente en el gen ATXN10, tiene relacién con los

expandidos implicados en la patogénesis de SCA10.3*

Actualmente, los avances de la gendmica y la biologia molecular han contribuido a
la nueva era de biomarcadores, los cuales son empleados en medicina clinica por
su uso prometedor en el diagnéstico temprano o confirmatorio y el tratamiento eficaz
de muchas enfermedades; ademas, permiten un prondstico y la identificacién de
diferentes subtipos de enfermedades.® Los diferentes tipos de ataxia requieren de
un diagnéstico eficaz para diferenciar y confirmar el tipo especifico de SCA que
presenta cada persona afectada, ya que, esto permite que cada paciente reciba un
tratamiento especifico adecuado. La presente investigacion busca identificar el SNP,
(rs41524547 C/G), como un posible biomarcador y su empleo en un tamizaje previo
en el diagndstico molecular de SCA10, mediante la implementacion de la técnica de
PCR-RFLP.



2. Marco teodrico

2.1 Ataxia

El término ataxia fue utilizado por primera vez en 1858 por Duchenne, para describir
la falta de coordinacion sensorial en la columna dorsal, tiempo después en 1863 se
designo para describir el sindrome de Friedreich. Actualmente, la ataxia (del griego
a- “sin” y taxia- “orden”) se define como la alteracion de la coordinacion del
movimiento de los musculos voluntarios.? © La prevalencia global estimada de

ataxias es de 15-20 individuos por cada 100,000 habitantes.’

Las ataxias pueden ser de origen hereditario, ya sea del tipo autosémico dominante,
autosomico recesivo, ligado al cromosoma X y mitocondrial; pueden ser adquiridas,
que incluyen causas no genéticas como, alcoholismo, deficiencias vitaminicas,
esclerosis multiple, enfermedad vascular, tumores primarios 0 metastasicos; y de
origen esporadico, es decir, sin un defecto genético definido o una etiologia
definida.>® La tasa de prevalencia estimada de ataxia cerebelosa hereditaria
dominante es de 2.7/100000 y para ataxia cerebelosa hereditaria recesiva es de
3.3/100000.°

2.2 Ataxia espinocerebelosa

Las ataxias espinocerebelosas (SCA) son un grupo de trastornos
neurodegenerativos raros, genética y clinicamente heterogéneos, caracterizados por
una disfuncién cerebelosa progresiva.’ Dentro de las manifestaciones clinicas de las
SCA, se presentan, mala coordinaciéon del movimiento y una marcha inestable y
descoordinada, ademas de una mala coordinacion de las extremidades y del habla

(disartria).

Las SCA pertenecen al grupo de ataxias hereditarias que se transmiten de forma
autosémica dominante. Existen varios tipos, los cuales se clasifican segun la

mutacion del gen responsable del tipo de SCA especifico; actualmente, se han



reportado al menos 48 loci genéticos y se han identificado alrededor de 22 genes
asociados con las SCA." ® Las SCA también pueden ser agrupadas de acuerdo con
su fisiopatologia molecular especifica, por lo que, se derivan 3 grupos: |) Debidas a
expansiones repetidas de CAG codificantes de poliglutamina (SCA1-3, 6, 7, 17); 1l)
Debidas a expansiones repetidas no codificantes (SCA8, 10 Y 12) o insercidon
(SCA31); y lll) Aquellas causadas por mutaciones puntuales (SCA 5, 11, 13-15 y
27).1°

La prevalencia de las SCA varia segun la distribucion étnica en las diferentes areas
del mundo donde se han estudiado. Se ha observado que la prevalencia global es
de 3 individuos por cada 100,000." A nivel mundial, SCA3 es el subtipo mas comun
de SCAs; SCAG6 tiene una prevalencia global de 5.2/100,000, siendo de las mas
comunes en el norte de Inglaterra; SCA7 es el subtipo mas frecuente en Venezuela,
mientras tanto SCA10 es la segunda SCA mas comun de América Latina,

especificamente presente en México y Brasil.'% "

2.3 Ataxia espinocerebelosa tipo 10

La ataxia espinocerebelosa tipo 10 (SCA10) es una enfermedad neurodegenerativa
que se caracteriza por disfuncidén cerebelosa progresiva, cuya base molecular radica
en la expansidn de repeticiones del pentanucleétido (ATTCT) en el intron 9 del gen
ATXN10 en el cromosoma 22g13.3.> Dentro de los sintomas mas comunes se
encuentran ataxia de la marcha, disartria, disfagia y en algunos casos se han
observado crisis epilépticas, capacidad cognitiva reducida y depresion.’? Sin
embargo, estas manifestaciones clinicas varian de acuerdo a la poblacion, por
ejemplo, en el caso de México, las familias que padecen SCA10, presentan ataxia
cerebelosa acompanada de epilepsia y otros sintomas extracerebelosos, como
deterioro cognitivo y polineuropatia sensorial. En Brasil, en contraste, el fenotipo

mas comun de ataxia es la cerebelosa pura.™

La SCA10 muestra una distribucidon geografica en poblaciones del continente
americano, principalmente aquellas con mezclas amerindias.”? Previo al
descubrimiento del gen ATXN10, se pensaba que SCA10 era causa poco comun en

poblaciones diferentes a la mexicana, Sin embargo, actualmente existen reportes de



SCA 10 en pacientes de Brasil con fenotipos diferentes a los reportados en México
donde resalta la ausencia de epilepsia en un primer reporte’ y en un segundo
estudio reportan en el 3.75% de 80 pacientes con SCA10'° Se han reportado
también en una familia de Per0, la cual presento crisis parciales complejas’™, de
igual manera se ha reportado en Argentina, Venezuela, Bolivia; asi, como en paises
asiaticos como China y Japon.™ '® En México es la segunda ataxia hereditaria mas
comun y corresponde al 14.7% de todas las ataxias en México, después de SCA2
(45%)."?

2.4 Repeticiones cortas en tandem

Las repeticiones cortas en tandem (Short tandem repeats, “por sus siglas en inglés,
STR”) o microsatélites, son secuencias repetidas de 1 a 6 pares de bases y en
promedio se produce un STR por cada 2000 pares de bases en el genoma humano.
Estas secuencias se encuentran en procariotas y eucariotas, incluidos los humanos.
La mayoria de las STR se encuentran en regiones no codificantes y solo alrededor
del 8% se encuentran en regiones codificantes, comprendiendo aproximadamente el
3% del genoma humano." '® Las STR son algunos de los elementos gendmicos que
contribuyen a la variacion genética humana, ya que sus secuencias repetidas dan
lugar a mutaciones frecuentes que resultan principalmente en cambios en el numero
de copias repetidas. Ademas, comparadas con las mutaciones puntuales, las STR

tienen entre 100 a 10 000 veces mayor indice de mutacién™

Las mutaciones que dan lugar a una pequefa variacién en el numero de copias
repetidas, pueden llegar a tener efectos fenotipicos escasos o nulos; contrario a
esto, las mutaciones que terminan en expansiones mas grandes son raras, sin
embargo, son mas inestables y pueden tener efectos fenotipicos graves, como la
enfermedad de Huntington, el sindrome de cromosoma X fragil o las ataxias
hereditarias.' Existen varios mecanismos responsables de las alteraciones en la
longitud de las STR, ya sea por recombinacion homaéloga, durante el mecanismo de
reparacion de ADN dafado o por entrecruzamiento desigual durante la meiosis. Sin
embargo, el mecanismo principal es a través de un “deslizamiento de la hebra”,
donde la desalineacién de las hebras forma un bucle en la cadena molde, lo que

conlleva a la expansion o contraccion de la cadena de DNA recién sintetizada.'®



El deslizamiento puede generar mutaciones tanto en la linea germinal, como en las
células somaticas, durante la mitosis, y este puede ocurrir durante la replicacién,
donde las STR con secuencias ricas en GC, forman cuadruples de guanina (G4), lo
que impide que la polimerasa continue con la replicacién del ADN. El deslizamiento
también puede formarse durante la transcripcién, donde se forman bucles R (Hibrido

de ADN-ARN), los cuales dan lugar a expansiones de secuencias repetidas."®

Las pruebas genéticas moleculares utilizadas para analizar cada STR tienen un
grado de complejidad mayor que las empleadas para analizar secuencias no
expandidas en el genoma, ya que las secuencias repetidas no se alinean de forma
unica, impidiendo determinar su longitud y por ende se limita la determinacion de la
patogenicidad de la secuencia repetida; es por ello que la PCR convencional
presenta dificultades en la deteccidn de los nucleétidos expandidos y se precisan de
técnicas mas especificas como Southern Blot y la PCR- triple primer (TP-PCR, por
sus siglas en inglés).?° Ademas, es posible realizar andlisis de fragmentos mediante
la electroforesis capilar, la cual permite determinar el numero de repetidos que
corresponden a los individuos con alelo normal y los que portan la premutacién o el
alelo mutado, esta especificidad es muy importante en algunas enfermedades como
la SCA10, en la cual, la diferencia de una sola repeticion es de gran importancia

para el correcto diagnostico.?'

2.5 ATXN10

El gen ATXN10 (OMIM 611150) asociado a la enfermedad autosémica dominante
“SCA10”, se encuentra en el cromosoma 22q13.31 y codifica para una proteina de
475 kDa de funcién indeterminada." ® El producto de ATXN70, “Ataxina-10,
predomina en el citoplasma y estudios sugieren que tiene funcién en la
supervivencia y diferenciaciéon neuronal. Ademas, se ha reportado que el posible
mecanismo patogénico asociado con SCA10, involucra niveles reducidos de
expresion de la proteina “Ataxina-10” en neuronas sensoriales y tractos del
cerebelo, sin embargo, es preciso el desarrollo de nuevos estudios que permitan

esclarecer la funcion exacta de Ataxina-10 en células neuronales.™ %



El gen ATXN10 abarca 172.8 kb de ADN gendmico y consta de 12 exones.® La
mutacion que induce el desarrollo de SCA10, se encuentra en el intron 9 del gen
mencionado (Figura 1), esta representa una expansion de microsatélites, formada
por la repeticion del pentanucledtido ATTCT. Las repeticiones ATTCT son
polimérficas y el rango de repeticiones varia: de 10-22 para el alelo normal, de
850-4500 para el alelo patogénico y de 280-850 repeticiones para alelos de longitud

intermedia, cuya penetrancia observada es reducida.?* %

Gen ATXN10

(ATTCT)n
Intron Exon Normal: n=10-22
Pre-mutacidén: n=280-850
mutacion completa: n=850-4500

Figura 1. Estructura del gen ATXN. Se presentan los 12 exones (morado) y los intrones (azul)
constituyentes del gen. El intrén 9 es la regidon donde se forman los expandidos (ATTCT)n, donde n
se refiere al nUmero de repeticiones. Un alelo normal tiene de 10-22 repetidos, el alelo intermedio

tiene de 280 a 850 repeticiones y el alelo mutado tiene de 850 a 4500 repetidos. 2

2.6 Variante rs41524547.

La ataxia espinocerebelosa tipo 10, afecta principalmente a la poblacién de América
Latina (LA) de ascendencia nativa americana. Las familias de Latinoamérica y del
Este de Asia (EA) comparten un haplotipo ancestral, que incluye el alelo G con una
frecuencia alélica de 2-4% en poblaciones de LA y EA; dicho alelo presenta una
frecuencia del 0% en cualquier otra poblacion.®

El haplotipo ancestral representa un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
“rs41524547 (C>G)”. Este polimorfismo estd vinculado con los expandidos de
SCA10, ya que, pese a estar separados por aproximadamente 35 kb, se considera

que es una distancia suficiente para que ocurran eventos de recombinacion dentro



de los 15,000-20,000 afios desde la migracion desde Asia a las Américas. En
estudios recientes se ha observado que entre el 0 al 25% de personas con el alelo
G, presentan también las expansiones de los repetidos de SCA10; estas
caracteristicas sugieren que este SNP (rs41524547) tiene un papel funcional sobre
los expandidos de SCA10.*%

2.7 Diagnéstico molecular de SCA10

Los diagndsticos moleculares, se refieren a las diversas técnicas utilizadas para la
identificacion de las bases moleculares de una enfermedad genética, este término
es ampliamente utilizado en genética clinica y tiene como fin la deteccién de
variantes gendmicas para facilitar un diagndstico preciso, el prondstico y el
seguimiento de la respuesta a la terapia.?® El diagndstico molecular para SCA10
precisa de la identificacion de la expansion de los repetidos de ATTCT, esto puede
realizarse mediante pruebas de un solo gen (TP-PCR y Southern Blot) o mediante
paneles multigénicos (analisis de secuencia, analisis de delecidn/duplicacion y otras
pruebas no basadas en secuenciacion).?” En los Ultimos afios, la secuenciacion de
segunda generacion (NGS) se ha mostrado muy prometedora ya que existen
‘paneles de ataxia” que utilizan tecnologia de secuenciacidon masiva paralela, sin
embargo, la NGS aun no es lo suficientemente confiable y precisa para identificar
las expansiones de nucledtidos.?” Actualmente, las técnicas mencionadas requieren
de mucho tiempo y tienen un costo elevado, lo que limita que muchos de los
pacientes reciban un diagndstico genético confirmatorio y por ende esto dificulta
predecir la progresion de la enfermedad, dar un asesoramiento genético eficaz e

identificar posibles terapias novedosas.



2.8 Biomarcadores

Un biomarcador se define como “una caracteristica definida que funciona como un
indicador de procesos biolégicos normales o patogénicos y de respuestas a una
exposicion o intervencion”® ?® Los biomarcadores, tienen gran importancia como
predictivos en el diagndstico, el prondstico y en la orientacidn terapéutica de
enfermedades; ademas, estos tienen la ventaja de ser mas simples, requieren
tiempos mas cortos y son menos costosos, sin embargo, aun se estan desarrollando
y refinando.?®

Hoy en dia, con el avance de la biologia molecular y la genética se ha logrado tener
un mayor conocimiento de los genes y las mutaciones asociadas a enfermedades
genéticas; los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), estan implicados en la
diversidad del genoma humano, estos pueden estar o no asociados a alguna
enfermedad, sin embargo, algunos polimorfismos no estan relacionados
directamente con alguna enfermedad y en ocasiones se localizan cerca de
mutaciones o polimorfismos involucrados en procesos patoégenicos, lo que les

confiere especial interés como marcadores genéticos.?

2.9 Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica (PCR-RFLP)

Existen diversas técnicas que permiten la deteccion de polimorfismos causados por
el cambio de una base nitrogenada, la mas directa es mediante secuenciacion, sin
embargo, esta es costosa, requiere mayor tiempo y debido a su complejidad se
emplean otras técnicas mas simples y rapidas, como la reaccién en cadena de la
polimerasa seguida por la digestion con enzimas de restriccion (en inglés,
PCR-RFLP).?*> ® La PCR se emplea para amplificar cantidades muy pequefias de
una secuencia de ADN de interés y los RFLP permiten que los SNP individuales
puedan diferenciarse mediante el analisis de fragmentos derivados de la escision de
su ADN amplificado. Esta técnica precisa que las muestras de ADN sean cortadas
en fragmentos de diferente tamafio mediante enzimas de restriccion y los
fragmentos resultantes se separan segun su longitud mediante electroforesis en gel

de agarosa.*°
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2.10 Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion, también conocidas como endonucleasas de restriccion,
reconocen una secuencia especifica de nucledtidos en la doble cadena de ADN,
dicha secuencia se conoce como sitio de restriccion en donde la enzima corta y
genera fragmentos de diferente tamario.?' Estas se clasifican en los tipos I, Il y III,
segun su estructura, longitud, simetria de las secuencias de reconocimiento y
posicion de escision; Las enzimas de clase |l son las mas empleadas en ingenieria
genética, ya que cortan las dos hebras de ADN en puntos muy especificos dentro
del sitio de reconocimiento.*

Un ejemplo de endonucleasas de tipo Il, es la enzima “Acil”, la cual ha sido aislada
de Arthrobacter citreus; esta enzima reconoce una secuencia no palindromica y
corta entre las dos citocinas en la cadena 5°...3" y escinde entre la citocina y la

guanina en la cadena 3°...5" (Figura 2).*

¥
5...CCGC...3° 5...C CGC...3

3...GGCG...5 3...GGC G...%5
t*

Sitio de restriccion Productos del corte

Figura 2. Sitio de restriccion de Acil y producto del corte. Sefialado con flechas (izquierda), se
observa la secuencia no palindrémica donde corta la enzima y los fragmentos generados por el corte

de la enzima (derecha) *

11



3. Justificacion

En México, la ataxia espinocerebelosa tipo 10 representa el segundo tipo mas
comun de ataxias espinocerebelosas de herencia autosbmica dominante, presente
en un 14.7% de la poblacién. La SCA 10 esta subdiagnosticada en México debido a
la dificultad para su diagnostico, asi como la homogeneidad de signos y sintomas
entre las diferentes ataxias, por lo cual, es necesario tener un biomarcador que nos
permita identificar a los probables pacientes con SCA 10. Dentro de las limitaciones
en los diagnésticos moleculares para SCA10 estan, el costo elevado, periodos de
tiempo largos y la complejidad de las técnicas, por lo que es necesario recurrir a
técnicas mas simples y costeables que permitan a las personas tener un diagndstico
preciso. Por ello, en la presente investigacidén se realizara un tamizaje mediante la

PCR-RFLP para la posible identificacion de portadores de la mutacién de SCA10.

Hasta el dia de hoy, uno de los mayores retos de la medicina es identificar y
prevenir el riesgo de desarrollar una enfermedad en una persona sana o estimar la
evolucion de un padecimiento en un paciente concreto, esto ha despertado interés
en el uso de biomarcadores que puedan ser utiles en el diagndstico predictivo de
eventos patologicos. El polimorfismo rs41524547 (C>G) en el intron 9 del gen
ATXN10, si bien no se ha reportado como una variante patogénica relacionada con
SCA10, su cercania con los expandidos de los microsatélites de ATTCT sugieren
que este SNP pudiera tener un papel como biomarcador para el diagndstico de
SCA10.
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4. Obijetivos

Objetivo general

Implementar la técnica PCR-RFLP para la identificacion de la variante rs41524547
(C/G) en el gen ATXN10 usado como un biomarcador como tamizaje previo para el

diagndstico molecular de SCA10 en pacientes mexicanos.
Objetivos especificos

Obtencion de muestras de DNA de pacientes con diagnéstico de SCA 10 mediante
Southern Blot y/o analisis de fragmentos.

Estandarizacion de la técnica PCR-RFLP

Detectar la presencia de la variante rs41524547 mediante la técnica de PCR-RFLP
y electroforesis en gel de agarosa, en pacientes mexicanos con SCA10

Determinar el porcentaje de pacientes con el Alelo G

13



5. Materiales y métodos

Diseio: estudio de tipo transversal para describir la distribucion alélica.

Poblacién de estudio: Las muestras empleadas se obtuvieron del banco de DNA

del Departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

“‘Manuel Velasco Suarez” (INNN-MVS). Se seleccionaron muestras de ADN de

pacientes con SCA10 con diagndstico molecular mediante analisis de fragmentos o

Southern Blot, esto con la finalidad de corroborar si el alelo G segrega con la

mutacion del expandido ATTCT de SCA10.

Materiales

Los materiales necesarios para llevar a cabo las técnicas empleadas en la presente

investigacion se describen a continuacion, en la Tabla 1.

Material Reactivos

' Agarosa ' Agua destilada

' Micropipetas ' Buffer TBE
Puntas ' Buffer 10X
Papel Parafilm Enzima Acil
Microtubos Templado de DNA

Gradilla de plastico = Primer forward
Guantes de latex Primer reverse
Bata de laboratorio  AmpliTaq Gol 360 master mix

' Cubrebocas ' Enhancer

Equipos

Termociclador

' Camara de electroforesis

Transiluminador

' Espectrofotometro

Vortex

Microcentrifuga

' Fuente de poder

Tabla 1. Materiales. Se describe el material, reactivos y equipos utilizados durante esta

investigacion

14



Procedimiento general

La presente investigacion fue aprobada por los comités de investigacion y bioética
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN)
ubicado en la ciudad de México. En la Figura 3, se muestra el procedimiento general
de los procesos llevados a cabo en este trabajo y posteriormente se describiran a

detalle.

) )
s Restriccion '
Obtencion de cuantificacion de Reaccion de S | i
PCR enzimatica Genotipificacion
las muestras “ ADN - g “
N J \ J

Figura 3. Procedimiento general, se resumen las etapas experimentales de la

presente investigacion. Se muestran en orden de ejecucién de izquierda a derecha.

Descripcion de los procedimientos

|. Preparacién de las muestras y cuantificacion de DNA
Las muestras provenientes del banco de DNA del INNN, fueron cuantificadas

mediante espectrofotometria de luz visible, para lo cual se utilizaron 3uL de cada
muestra para medir la concentracion y obtener el valor obtenido de la relacién de
absorbancia 260/280 (Longitud de onda de maxima absorcion de acidos nucleicos y
proteinas, respectivamente); posteriormente se realizaron diluciones para obtener

una concentracion de DNA final de 50 ng/uL en un volumen final de 50 uL.

II.  Amplificacion por PCR

Las muestras de ADN diluidas para amplificar la secuencia diana de interés (Figura

4), se prepararon de acuerdo a las condiciones descritas en la Tabla 1.
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AGCAAGCACTTTCTGAGTGCTTACCATGTGCCACTTTCTGTGAACCTCTGCAG
TTCAACAGTGGAGTCAGAGGCAGTCCTTGTTCTCAAGTAGCTCATGATCTACT Primer forward
GTGGGAGACAGATGGCTAGATGATAGGGTGTAGTCATATCCCATTATTTCTGA
TACCHCAAATCTTGATCAGAAGCCTTGATCAGAAGCTAGGAAGGCTTCTGATC
AAGATTTGTGGTGTCAAGAATAACAACGATTACAGCAATAGTAGTTGCTTATTG
AGTGTGTCCTGTGTCCTAGGCACAGTTCTGAGTATTCGTCTCTTACCTCATTTA
ATGATGATACCTCTCCCATGTTGCAGATGAGGAGACTGAGGGCCAGAATGGT
TCAGTAGTGTACCCAAGGCCACACAGCTGTTAAGTGGCATGAGAAAGAAAGA

Primer reverse

B 541524547 (C>G)

Figura 4. Fragmento de la secuencia del gen de la ATXN10, donde se muestra la region a
amplificar, flanqueado por los primer forward (amarillo) y primer reverse (verde). Se encuentra el

marcador de estudio en color rojo.

Se prepard la mezcla de reaccion de PCR de acuerdo a la Tabla 2, para
posteriormente realizar la PCR, siguiendo las condiciones de reaccion descritas en
la Tabla 3.

Reactivos Cantidad por reaccion
Templado gDNA _ 200 ng/uL
AmpliTag Gol 360 master mix 10 uL
Primer forward _ 1.5 uL
Primer Reverse 1.5uL
Enhancer _ 1.3 uL
Agua destilada 6 uL

Tabla 2. Reaccion de PCR. Componentes y volumenes usados en la reaccién de PCR

Desnaturalizacion inicial 95 °C 6s
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Alineamiento 85 °C 30s .
Extension 72 °C 30s S0 ciclos
Extension final 72 °C 30s
Conservacion 12 °C )

Tabla 3. Condiciones de reaccion de PCR. Se describen las temperaturas, el tiempo y el nimero
de ciclos durante cada etapa de la reaccion de PCR
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1. Restriccion enzimatica por RFLP

De los productos amplificados a partir de la PCR, se tomaron 10 uL para restriccion
enzimatica durante una hora a 37°C en un termociclador, siguiendo las siguientes

condiciones de reaccion descritas en la Tabla 4.

Producto de PCR 10 ul
Enzima Acil 0.5uL &
Buffer 10X 2.5 ul Ll s
Agua destilada 7 ulL

Tabla 4. Restricciéon enzimatica, se muestran los componentes y volumenes utilizados para la
digestion enzimatica de los amplicones obtenidos. La digestién se realizé6 durante una hora a una

temperatura de 37°C

IV.  Electroforesis en gel de agarosa

De las muestras digeridas con la enzima Acil (NEB), se mezclé toda la muestra con
15 uL de colorante de carga y gel red para su visualizacion, se cargaron en un gel
de agarosa al 1.5% y se corrieron en la cadmara de electroforesis a 100 voltios
durante 2 horas. Finalmente, el gel se expuso a la luz ultravioleta (UV) en el
transiluminador, lo que permitié la visualizacion de las bandas y asi poder

determinar el genotipo presente en cada muestra estudiada.

V.  Genotipificacion

La presencia de 3 fragmentos derivados de la accion de corte de la enzima Acil
corresponden a los pacientes con la variante rs41524547, es decir, aquellos con el
genotipo C/G, ademas, cuando la enzima Acil no hace corte en el fragmento de
DNA amplificado, se puede visualizar 1 fragmento correspondiente al genotipo C/C,
también se pueden formar dos fragmentos cuando la enzima corta en ambos alelos

materno y paterno y lo cual corresponde al genotipo G/G. En la Figura 5, se muestra
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como se verian los genotipos en el gel de electroforesis después de la restriccion

enzimatica.

Figura 5. Genotipo en gel de electroforesis. Se observa el gel bajo la luz UV, la presencia de una
banda corresponde al genotipo C/C, mientras que tres bandas corresponden al genotipo C/G vy

finalmente, se observan dos bandas para el genotipo G/G
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6. Resultados

Las muestras incluidas en este estudio corresponden a 39 pacientes, de los cuales,
22 pacientes eran hombres y 16 eran mujeres (Tabla 5). La poblacién de estudio
final tiene una media de edad de 38.6 anos y presentaba signos aparentes de leves
a graves de ataxia cerebelosa, los cuales obtuvieron un diagndstico molecular de

ataxia espinocerebelosa de tipo 10 dentro de las instalaciones del INNN mediante

analisis de fragmentos o Southern Blot.

Muestra Edad Genotipo

RFLP’'S

1 50 M CIG
2 31 F c/C
3 48 F CIG
4 30 F CIG
5 21 F CIG
6 54 M CIG
7 55 M c/iC
8 29 | e CIG
9 33 F ciC
10 50 M CIG
11 58 F CIG
12 22 M CIG
13 44 M CIG
14 48 F ciC
15 27 M CIG
16 21 M c/iC
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17 43 M CIG
18 30 M CIG
19 35 F CIG
20 42 M c/iC
21 34 M CIG
22 49 M CIG
23 43 M CIG
24 30 M CIG
25 42 M c/iC
26 33 F CIG
27 37 F CIG
28 38 M CIG
29 53 F CIG
30 38 F CIG
31 48 M CIG
32 31 F CIG
33 48 F CIG
34 41 F CIG
35 45 F c/iC
36 35 M CIG
37 20 M CIG
38 60 M CIG
39 10 M CIG

Tabla 5. Resultados de la genotipificaciéon. Se enlistan las edades, sexo y el genotipo obtenido

para cada una de las muestras de estudio.

20



Del total de las muestras, se observé que el 21% de los pacientes correspondieron

al genotipo C/C, mientras que el 79% corresponde al genotipo C/G (Figura 6).

mC/G
mC/C

Figura 6. Porcentaje de genotipos C/C y C/G. Se observé el genotipo C/G en el 21% de las

muestras totales, mientras que el 79% tiene el genotipo C/C

El 82% de los sujetos hombres presenté el genotipo C/G con la variante y el 18%
restante mostro el genotipo C/C; en el caso de las mujeres, se observé la presencia

del genotipo C/G en el 75% del total y el 25% corresponde al alelo C (Figura 7).

Femenino Masculino

m (/G
mC/C

uC/G
mC/C

Figura 7. Genotipos en hombres y mujeres. Se describen los porcentajes para genotipos C/C y

C/G en mujeres (izquierda) y hombre (derecha).
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7. Discusion

La ataxia espinocerebelosa de tipo 10 es una de las SCA mas comunes en México,
si bien, los primeros indicios de esta enfermedad provinieron de familias de origen
mexicano, tiempo después se identifico en familias brasilefias con origen portugués
y amerindio y recientemente se tienen reportes en una familia argentina con origen
espanol y amerindio. La ausencia de SCA10 en varias poblaciones de Europa y su
aparicion comun en Ameérica Latina respalda la teoria de un posible efecto fundador
para este tipo de ataxia.®* En los ultimos afos, la explicacion del origen ancestral de
la expansion de SCA10 y un posible efecto fundador han sido de importancia, ya
que, podria ayudar a explicar la frecuencia de SCA10 en América Latina. Se ha
reportado la presencia del alelo G (rs41524547) en familias con SCA10 de América
Latina y del Este de Asia con una frecuencia alélica de 2-4%. Actualmente, en
Texas y Brasil se lleva a cabo una investigacion a cargo del Instituto Nacional de
Enfermedades Neuroldgicas, donde se estudian muestras de ADN con el alelo G de
la variante rs41524547 y de donde se ha encontrado que el 25% de las muestras
con presencia de la variante, tienen las expansiones repetidas de SCA10.* En la
presente investigacion se observo que el 79% de la poblacién de estudio presentaba
un genotipo C/G con el diagnostico molecular previo de SCA10, sin embargo, sera
necesario aumentar el numero de poblacién para poder tener un resultado mas
certero y con menor margen de error, ya que, con algunas de las muestras con las
que se trabajo, se observd un alelo normal “C” aun cuando el diagndstico era
confirmatorio para los expandidos de SCA10 mediante analisis de fragmentos y
Southern Blot, por lo que, si esta técnica se implementara tendriamos un 21% de
pacientes portadores de la mutacion, de los cuales el 25% de las mujeres y el 18%

de los hombres no entrarian en el diagndstico molecular.

Para que un biomarcador sea clinicamente util, debe tener una alta precisidon
predictiva, debe ser facilmente medible y reproducible, ademas, deben emplearse
técnicas minimamente invasivas y accesibles para el paciente y el personal de la
salud.* La evaluacion de los biomarcadores empleados en el diagndstico predictivo
o confirmatorio de enfermedades, se realiza frente a un diagndstico de referencia
para calcular la sensibilidad (fraccibn de personas con la enfermedad que dan

positivo) y la especificidad (fraccion de personas sin la enfermedad que dan
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negativo), lo ideal para un biomarcador seria un 100% tanto de sensibilidad como de
especificidad, sin embargo, en la practica, no se ha observado un rendimiento
perfecto, pero siempre es necesario buscar lo mas cercano al 100%, de esta forma
una vez validado un biomarcador se puede utilizar para evaluar el riesgo de
enfermedad en una poblacion general, detectar o confirmar el diagnéstico de

enfermedad en un paciente individual y adaptar el tratamiento de un individuo.>®
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8. Conclusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se cumplié
con el desarrollo de la técnica de PCR-RFLP y por ende se logré determinar la
presencia de la variante rs41524547. Sin embargo, los resultados obtenidos no
permiten utilizar el SNP como biomarcador de SCA10, ya que, un porcentaje
considerable de pacientes no podria tener un diagndstico molecular confirmatorio
del expandido mediante otra técnica. Por lo que, en caso de que se hagan
investigaciones futuras para identificar biomarcadores, sera necesario trabajar con
un mayor numero de muestras para una optimizacion de la técnica, que permita
realizar un escaneo de los pacientes con probable diagnostico de SCA10 que los

vuelvan candidatos a realizarles el diagndstico molecular.
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