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I. Datos Generales 
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“Niveles de metilación de las regiones promotoras de los genes TOR1A y THAP1 
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II. Introducción  
La distonía es un trastorno del movimiento caracterizado por contracciones 

musculares sostenidas involuntarias, lo que provoca torsiones, movimientos y 

posturas anormales repetitivas (Albanese et al., 2013).  Los síntomas pueden diferir 

significativamente en severidad y pueden localizarse en segmentos restringidos 

(formas focales, como blefaroespasmo y calambre del escritor) o en todo el cuerpo 

(formas generalizadas) (Sciamanna et al., 2022).     

Existen diversas clasificaciones para la distonía. En 2013 un consenso de 

expertos describió una clasificación denominada como la Escala Unificada de 

Calificación de Distonía (Unified Dystonia Rating Scale, UDRS), la cual fue diseñada 

para incluir una evaluación más detallada de la gravedad de la distonía en áreas 

individuales del cuerpo (Movement disorders, 2022).  Dicha escala tiene un enfoque 

en dos ejes principales, el eje 1 para las características clínicas (edad de inicio, 

distribución corporal, temporalidad y características asociadas), mientras que el eje 

2 es para la posible etiología (patología del sistema nervioso, genética o adquirida) 

(Albanese et al., 2013). 

 La DYT-TOR1A es una distonía generalizada de inicio temprano, que 

corresponde a una forma autosómica dominante, y la mayoría de los casos es 

causada por una deleción del triplete GAG en el exón 5 del gen TOR1A 

(c.907_909del:p.303_303del) (Ozelius et al., 2011). Se estima que la prevalencia de 

esta variante patogénica es de 17,6 a 26,1 portadores por cada 100,000 personas 

y muestra una penetrancia clínica reducida, cercana al 30%; lo que permite que los 

pacientes muestren una gran variedad de manifestaciones clínicas (Park et al. 

2019). 

 Uno de los factores identificados que tienen influencia sobre la penetrancia 

reducida ha sido la variante TOR1A_rs1801968, (Risch et al., 2007); sin embargo, 

esta no responde por completo a la penetrancia reducida, por lo que mecanismos 

epigenéticos, encargados de la regulación de la expresión génica, pueden funcionar 

como explicación de la penetrancia reducida presente en esta patología (Sciamanna 

et al., 2022).   
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 El potencial de los mecanismos epigenéticos ha sido poco investigado en la 

distonía; sin embargo, el nivel de metilación de los dinucleótidos CpG en la región 

promotora del gen TOR1A podría ser un buen candidato para la explicación de la 

baja penetrancia presente en la distonía y la variabilidad de manifestaciones clínicas 

de esta (Hamid et al., 2020).  

III. Jus�ficación 
La distonía por variantes patogénicas en el gen TOR1A es un trastorno 

hipercinético de origen genético con baja frecuencia y del cual no existen estudios 

epidemiológicos precisos en México. Existe una amplia variabilidad entre las 

manifestaciones clínicas que presentan los pacientes afectados por distonía, 

encontrándose inclusive sujetos portadores de la variante patogénica que no 

presentan manifestaciones clínicas. La explicación de esta variabilidad es la 

penetrancia cercana al 30% presente en este tipo de distonía; por lo que se han 

evaluado diversos fenómenos que puedan estar involucrados en ello. 

 Uno de los factores identificados que influye sobre la penetrancia reducida 

ha sido la variante TOR1A_rs1801968 (D216H) y su segregación en cis/trans 

respecto a la variante patogénica delGAG, donde el alelo H en trans suele ser un 

factor protector contra la distonía, mientras que el alelo D en cis se asocia con la 

penetrancia en la enfermedad. Sin embargo, este ha demostrado no ser el único 

responsable; por lo que es necesario estudiar otro tipo de fenómenos o mecanismos 

que permitan establecer una relación estrecha.  

 Los mecanismos epigenéticos, como la metilación del ADN y las 

modificaciones de la cola de las histonas, modulan la expresión génica sin realizar 

cambios en la secuencia del ADN. Estos mecanismos podrían explicar la 

penetrancia incompleta en la distonía; por ello, se propone evaluar el porcentaje de 

metilación en el promotor del gen TOR1A en pacientes afectados por distonía  

(portadores de delGAG) y controles pareados por edad y sexo; lo que ayudaría a 

entender más sobre las implicaciones clínicas en pacientes asintomáticos.  



6 
 

IV. Obje�vos 

A. Obje�vo general 
Analizar el nivel de metilación de la región promotora del gen TOR1A. 

B. Obje�vos específicos 
• Cuantificar el nivel de metilación de la región promotora del gen TOR1A en 

individuos control, pacientes con distonía y familiares. 

• Genotipado de la variante TOR1A_rs1801968 en pacientes, familiares e 

individuos control. 

• Identificar familiares portadores de la variante patogénica causante de DYT-

TOR1A. 

V. Marco teórico 

A. DYT-TOR1A 
La DYT-TOR1A (MIM #128100) corresponde a una forma autosómica 

dominante y es causada por una deleción del triplete GAG en el exón 5 del gen 

TOR1A (delGAG. c.907_909del:p.303_303del) (Ozelius et al., 2011). Dicha deleción 

resulta en la pérdida de uno de los pares de residuos de ácido glutámico en el 

dominio C terminal de la proteína de unión a ATP, Torsina A, para la cual codifica el 

gen TOR1A (Ozelius et al., 1997). Se estima que la prevalencia de esta variante 

patogénica es de 17,6 a 26,1 portadores por cada 100, 000 personas (Park et al. 

2019). Muestra una penetrancia clínica reducida, cercana al 30%; por lo que, los 

pacientes afectados por la variante patogénica del gen TOR1A muestren una gran 

variedad de manifestaciones clínicas (Park et al. 2019). 

Las principales características de la DYT-TOR1A son los movimientos de 

torsión involuntarios y los trastornos del movimiento que comienzan en la infancia, 

generalmente comienzan en las extremidades y se extienden gradualmente a los 

músculos del cuello y la cara, y progresan a una distonía generalizada grave. Estos 

movimientos involuntarios pueden afectar significativamente la vida diaria y la 
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movilidad, lo que conduce a la rigidez y discapacidad de las extremidades del 

paciente (Albanese et al., 2013).  

La historia natural de la distonía DYT-TOR1A sugiere un período de 

vulnerabilidad, ya que el inicio ocurre en la infancia, y los portadores de la variante 

patogénica que son asintomáticos en los primeros 20 años de vida a menudo 

permanecen asintomáticos durante toda la vida, lo que sugiere que hay otros 

factores que influyen en el desarrollo (Albanese et al., 2011).   

DYT-TOR1A es una enfermedad irreversible para la que actualmente no 

existe cura; el objetivo del tratamiento es aliviar los síntomas, reducir las molestias 

y mejorar la calidad de vida de los pacientes; las opciones de tratamiento incluyen 

medicamentos, terapia con toxina botulínica, cirugía, fisioterapia, entre otros 

tratamientos emergentes (Fan et al., 2023). 

B. Gen TOR1A  
El gen TOR1A (Torsin family 1 member A) anteriormente conocido como DYT1; 

cubre una región de 11k pb, consta de 5 exones y se localiza en la región 9q34.11 

(Hettich et al., 2014). 

La proteína codificada por este gen es la proteína torsina A que es miembro de la 

familia AAA+ de las adenosinas trifosfatasas (ATPasas), y se expresa de forma 

prominente en la sustancia negra pars compacta (NCBI, 2024).  

Las mutaciones en este gen dan lugar al trastorno autosómico dominante, conocido 

como distonía de torsión 1 o DYT-TOR1A, como es el caso de la deleción del triplete 

GAG en el exón 5 del gen (p.303_303del) (Ozelius et al., 2011). 

C. Proteína Torsina 1A 
La proteína torsina A, pertenece a la familia de las ATPasas AAA+ que se 

pueden encontrar en el retículo endoplásmico y la envoltura nuclear de la mayoría 

de las células (Hettich et al., 2014), incluidas las células del sistema nervioso central 

(Charlesworth, et al., 2013) y están asociadas con una variedad de actividades 

celulares (Ozelius et al., 1997).   
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La función de torsina A y cómo las mutaciones del gen TOR1A conducen a la 

distonía son poco conocidas (Charlesworth, et al., 2013). Sin embargo, la proteína 

Torsina A está implicada en varios procedimientos moleculares y celulares, como 

las interacciones entre el citoesqueleto y la membrana, funciones importantes del 

retículo endoplásmico (reacción al estrés, vía secretora, degradación de proteínas, 

expansión de las neuritas) y de la envoltura nuclear (formación de membranas y 

migración celular) (Hettich et al., 2014). 

D. Variante TOR1A_rs1801968 
Además de la variante patogénica (p.303_303del) en el gen TOR1A hay una 

variante de un solo nucleótido (SNV) (rs1801968; NM_000113.3:c.646G>C) en la 

secuencia codificante; que en el residuo 216 codifica para ácido aspártico (D) en el 

88% de los alelos de la población e histidina (H) en el 12% (Ozelius et al., 1997).  

La importancia funcional de este SNV se ha demostrado en cultivos celulares; 

en donde las células que sobre expresan la proteína torsina A con el alelo H 

desarrollaron inclusiones similares a las observadas en las células que sobre 

expresan a la proteína torsina A resultante de la variante patogénica (p.303_303del) 

(Kock et al., 2006). 

Estos hallazgos sugieren que la variante D216H podría influir en la 

susceptibilidad a la distonía; y también como una variante potencialmente 

modificadora de la penetrancia en DYT-TOR1A (Ozelius et al., 2011). 

Cuando se examinó la relación de esta SNV con la penetrancia de la distonía 

DYT-TOR1A, se observó un aumento significativo en la frecuencia del alelo 216 H 

en los portadores asintomáticos de la deleción GAG en relación con los portadores 

sintomáticos (Risch et al., 2007). El análisis de haplotipos demostró un efecto 

altamente protector del alelo H cuando se encuentra en trans con la deleción GAG 

(trans se refiere al hecho de que dos variantes genéticas se localizan en alelos 

diferentes); mientras que el alelo D216 en cis se asoció con la presencia de la 

distonía (Ozelius et al., 2011). 
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Los hallazgos anteriores se confirmaron en un estudio donde se avala esta 

variante como un potente modificador intragénico (Kamm et al., 2008); sin embargo, 

tiene un papel relativamente pequeño en la explicación de la penetrancia reducida 

porque el alelo H no es común (frecuencia de alrededor del 12%) en la población 

mundial (Ozelius et al., 2011). En población mexicana este alelo tiene una 

frecuencia del 9.5 % (NCBI, 2023). 

La confirmación funcional de esta asociación genética ha sido proporcionada 

por estudios de imagen que revelan que el metabolismo alterado observado en 

regiones cerebrales específicas en portadores asintomáticos de DYT-TOR1A está 

regulado por el SNV D216H (Carbon y Eidelberg, 2009). 

E. Mecanismos epigené�cos 
Debido a que la presencia de la variante D216H, no responde por completo 

la penetrancia reducida en esta condición también se tiene en sospecha la 

existencia de potenciales factores epigenéticos que modulan el desarrollo de la 

patología (Sciamanna et al., 2022).   

Los mecanismos epigenéticos han sido poco investigados en la distonía; sin 

embargo, el nivel de metilación de las regiones CpG en la región promotora del gen 

TOR1A podría ser un buen candidato para la explicación de la baja penetrancia 

presente en la distonía y la variabilidad clínica de esta (Hamid et al., 2020). 

Se ha demostrado el papel fundamental que juega la metilación del ADN en 

diferentes tipos de distonía como la distonía-parkinsonismo ligada al cromosoma X 

y la distonía mioclónica. En el caso de la distonía-parkinsonismo ligada al 

cromosoma X se ha informado sobre la presencia de una metilación del ADN 

alterada como mecanismo en la modulación de la expresión del gen TAF1 (Krause 

et al., 2020).  

Además, en la distonía mioclónica, que es un síndrome caracterizado por 

mutaciones en el gen sarcoglicano épsilon (SGCE), se ha encontrado un 

mecanismo dependiente de una metilación diferencial del promotor del gen en las 
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neuronas diferenciadas a partir de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) 

(Grütz et al., 2017). 

1. Me�lación  
 

Se ha demostrado que la metilación del ADN desempeña un papel importante 

en la regulación de muchos procesos biológicos esenciales, como la expresión 

génica, el desarrollo embrionario, la diferenciación celular y la impronta génica 

(Pajares et al., 2021).  

En los mamíferos, la metilación del ADN se caracteriza por la adición de un 

grupo metilo a la posición C5 de la base de citosina de forma covalente; este proceso 

es catalizado por las metiltransferasas de ADN (DNMT) (Schubert, 2015). 

En los seres humanos, la metilación se restringe a los residuos de citosina y 

se encuentra principalmente en los dinucleótidos de citosina-guanina (CG) 

(generalmente abreviados como "CpG") (Von Känel et al., 2013). Las regiones con 

alto porcentaje de sitios de CpG se denominan islas de CpG; estas regiones se 

encuentran con frecuencia en los promotores de genes (Gardiner et al., 1987). 

Alrededor del 40% de los genes humanos contiene una isla CpG en su región 

promotora, y su metilación suele asociarse con una expresión silenciada (Fatemi et 

al., 2005).  

La metilación del ADN cumple diferentes funciones en los seres humanos;  

entre ellas la regulación de genes específicos; por lo que, para mantener el correcto 

funcionamiento de los procesos celulares, la expresión génica debe estar 

estrictamente controlada (Smith et al., 2013).   

La presencia de grupos metilo en el promotor de un gen modifica la unión de 

ARN polimerasas, factores transcripcionales, y otras enzimas al ADN del gen 

(Pajares et al., 2021). Así, las consecuencias biológicas de la metilación del ADN 

están determinadas no solo por su presencia en el genoma sino principalmente por 

su localización (Schubert, 2015).   
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Teniendo en cuenta su papel fundamental en la regulación de los genes y 

otros elementos genéticos, no es sorprendente que la metilación aberrante del ADN 

se asocie con varias enfermedades (Von Känel et al., 2013).   

F. Análisis molecular 

1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La PCR es un proceso capaz de amplificar una sola molécula de ADN en millones 

de copias en poco tiempo; la amplificación se logra mediante una serie de tres 

pasos: desnaturalización, en la que por efecto del aumento de temperatura las  

plantillas de ADN de doble hebra se separan; alineamiento, en donde las moléculas  

de ADN llamadas cebadores u oligonucleótidos se unen a regiones flanqueantes del 

ADN objetivo; y extensión, donde la ADN polimerasa extiende el extremo 3' de cada 

cebador a lo largo de las hebras plantilla; estos pasos se repiten ("ciclan") entre 25 

y 35 veces para producir exponencialmente copias exactas del ADN objetivo (Figura 
1) (aThermo Fisher Scientific Inc. 2024). 

 

Figura 1. Pasos de la PCR (desnaturalización, alineamiento y extensión) como se muestra 

en el primer ciclo, y la amplificación exponencial del ADN objetivo con ciclos repetidos 

(Tomado y traducido de aThermo Fisher Scientific Inc. 2024). 
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2. qPCR y Discriminación Alélica 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (qPCR) 

monitorea el progreso de la amplificación a medida que ocurre; por lo tanto, los 

datos se recopilan durante todo el proceso de la PCR, en lugar de al final del mismo. 

En la qPCR, las reacciones se caracterizan por el momento durante el ciclo en el 

que se detecta por primera vez la amplificación de un objetivo; cuanto mayor sea el 

número de copias iniciales del ácido nucleico diana, mucho antes se observará un 

aumento significativo de la fluorescencia (bThermo Fisher Scientific Inc. 2024). 

Los ensayos de PCR en tiempo real de genotipado que utilizan sondas de 

hidrólisis o TaqMan® de la marca Applied Biosystems™ constan de un par de 

oligonucleótidos de PCR preoptimizados y dos sondas TaqMan® para 

discriminación alélica (una con una etiqueta del fluoróforo FAM y otra con una 

etiqueta del fluoróforo VIC en el extremo 5') presentan una región de unión al surco 

menor (MGB) que evita la degradación de la sonda por la ADN-polimerasa durante 

la fase de extensión de la PCR y un apagador no fluorescente (NFQ, non-fluorescent 

quencher) en el extremo 3' (cThermo Fisher Scientific Inc. 2024). 

Los ensayos de genotipado TaqMan se utilizan para amplificar y detectar 

alelos específicos en el ADN genómico (ADNg). La Figura 2 muestra el proceso del 

ensayo de genotipado de un SNV mediante el uso de sondas TaqMan, como se 

describe a continuación (Applied Biosystems, 2010): 

 El ADN genómico se introduce en una mezcla de reacción o TaqMan® 

Genotyping Master Mix, un par de cebadores y dos sondas TaqMan® MGB. 

 Cada sonda TaqMan MGB (minor groove binder) se hibrida específicamente 

con una secuencia complementaria a cada alelo, si éste está presente; 

cuando la sonda está intacta, la proximidad del apagador al fluoróforo 

indicador suprime la fluorescencia indicadora (estructura en resonancia). 

 La actividad exonucleasa de la ADN polimerasa escinde solo las sondas 

hibridadas con el objetivo. La escisión separa el fluoróforo reportero del 

apagador, aumentando la emisión de fluorescencia. El aumento de la 

fluorescencia se produce sólo si la secuencia diana amplificada es 
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complementaria a la sonda. Así, la señal de fluorescencia generada por la 

amplificación por PCR indica qué alelos están en la muestra. 

 

Figura 2. Proceso del ensayo de genotipado de la SNV con sondas TaqMan®. 1. 

Componentes de la reacción con el ADN sin desnaturalizar. 2. Desnaturalización del ADN y 

alineamiento de los componentes del ensayo. 3. Polimerización y generación de la señal. 

(Tomado y traducido de Applied Biosystems 2010). 

a) Gráficos de discriminación alélica 
El programa de los instrumentos de PCR en tiempo real traza los resultados 

de los datos de discriminación alélica como una gráfica del alelo 1 (colorante VIC™) 

frente al alelo 2 (colorante FAM); el diagrama de discriminación alélica (AD), también 

conocido como diagrama de conglomerados o diagrama de dispersión, representa 

cada muestra como un punto individual en el diagrama; un gráfico típico de AD 

muestra grupos de homocigotos, un grupo de heterocigotos y los controles; los 

puntos de cada grupo (cluster) se agrupan muy juntos y, a su vez, cada grupo se 

encuentra muy lejos de los demás clusters como se observa en la Figura 3 (Thermo 

Fisher Scientific Inc, 2017). 
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3. Secuenciación de Sanger 
La secuenciación de Sanger se dirige a una región específica del ADN molde 

utilizando un oligonucleótido de secuenciación, que se une al ADN adyacente a la 

región de interés (debe haber un área de secuencia conocida cerca del ADN 

objetivo). Para determinar la secuencia, la secuenciación de Sanger utiliza análogos 

químicos de los cuatro nucleótidos del ADN; a estos análogos, llamados 

didesoxirribonucleótidos (ddNTP), les falta el grupo hidroxilo 3' que se requiere para 

la extensión de 5' a 3' de una cadena de polinucleótidos de ADN. En una reacción 

con ddNTP marcados con un color diferente para cada base, desoxiribonucleótidos 

trifosfato o dNTP no marcados, ADN templado y polimerasa, se producen hebras de 

diferente longitud cuando los ddNTP se incorporan aleatoriamente y terminan la 

cadena. Posteriormente, los productos de extensión se separan mediante 

electroforesis y se detectan mediante sus etiquetas fluorescentes, donde cada color 

identifica uno de los ddNTP terminales (dThermo Fisher Scientific Inc, 2024). 

Figura 3. Gráfico de discriminación alélica. (Tomado y traducido de Thermo 

Fisher Scientific Inc. 2017). 

Homocigoto para el alelo 1 
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Figura 4. Diagrama de flujo para realizar secuenciación de Sanger (Tomado y traducido 

de (eThermo Fisher Scientific Inc, 2024). 

La secuenciación de Sanger puede llevarse a cabo en seis pasos (Figura 4); 

el primero es la amplificación por PCR de la secuencia objetivo para garantizar que 

habrá suficiente templado para la reacción de secuenciación; después un paso de 

limpieza para eliminar el exceso de oligonucleótidos; los productos de la PCR se 

utilizan posteriormente en una reacción de secuenciación cíclica para generar 

fragmentos terminados en cadena; sigue otro paso de limpieza para eliminar los 

ddNTP no incorporados que podrían afectar la capacidad del analizador genético; y 

finalmente los fragmentos se separan mediante electroforesis capilar y la secuencia 

se lee utilizando un programa de análisis de secuencias (eThermo Fisher Scientific 

Inc, 2024). 

a) Electroforesis capilar  
La electroforesis capilar (CE) es una técnica de electroforesis que utiliza 

pequeños capilares de vidrio llenos de polímero; cada reacción de secuenciación 

se ejecuta en un único capilar. La electroforesis dentro de estos capilares separa 

por los fragmentos marcados de cadenas de terminación de diferente longitud a 

medida que éstos migran a través del capilar, un láser excita la marca fluorescente 

en el ddNTP incorporado al final de cada fragmento; ya que cada uno de los cuatro 

ddNTP está etiquetado con un color diferente, la señal emitida por cada nucleótido 

excitado corresponde a una base específica; una vez finalizada la ejecución y con 

la ayuda de un programa se obtiene un cromatograma como el de la  Figura 5 
(eThermo Fisher Scientific Inc, 2024). 
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Figura 5. Cromatograma. Gráfico obtenido de la salida de datos de una secuenciación de 

Sanger (Tomado y traducido de eThermo Fisher Scientific Inc. 2024). 

4. Análisis de me�lación del ADN 
La pirosecuenciación se considera el estándar de oro para los estudios de 

metilación del ADN; la pirosecuenciación con bisulfito es una técnica cuantitativa 

que se basa en la amplificación del ADN convertido con bisulfito mediante PCR y 

posterior pirosecuenciación (Pajares et al., 2021). 

a) Tratamiento del ADN con bisulfito de sodio 

El tratamiento del ADN con bisulfito de sodio desamina las citosinas no 

metiladas a uracilos, mientras que las citosinas metiladas están protegidas 

químicamente y permanecen como citosinas metiladas (Pajares et al., 2021).  

La amplificación por PCR del ADN tratado con bisulfito se realiza mediante 

cebadores biotinilados, lo que permite la purificación y la retención de la plantilla 

monocatenaria que contiene la biotina (Pajares et al., 2021). 

b) Pirosecuenciación 
La diferencia entre la pirosecuenciación y la secuenciación de Sanger se 

basa en la detección del grupo pirofosfato (PPi), liberado por la incorporación de 

nucleótidos durante la reacción de extensión del cebador, en lugar de la terminación 

de la cadena con didesoxinucleótidos (Pajares et al., 2021). 

La pirosecuenciación comienza cuando un oligonucleótido de secuenciación 

se hibrida con un templado de ADN monocatenario amplificado por PCR; el 
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templado se incuba con enzimas y sustratos (QIAGEN, 2013). Posteriormente el 

primero de los cuatro nucleótidos se agrega a la reacción; si el nucleótido es 

complementario a la base de la hebra molde, será incorporado a la hebra de ADN 

por la ADN polimerasa; cada evento de incorporación se acompaña de la liberación 

de pirofosfato (PPi) en una cantidad equivalente a la cantidad de nucleótido 

incorporado (Figura 6A) (QIAGEN, 2013).  

La ATP sulfurilasa catalizará la unión del fosfosulfato de adenosina (APS) a 

PPi para generar ATP, que es utilizado por la luciferasa para convertir la luciferina 

en oxiluciferina y producir luz visible (Figura 6B) (Pajares et al., 2021). La luz se 

detecta mediante dispositivos de carga acoplada (CCD) y se ve como un pico en el 

pirograma; donde cada señal luminosa es proporcional al número de nucleótidos 

incorporados (QIAGEN, 2013). 

La apirasa degrada el dNTP no incorporado así como el ATP residual (Figura 
6C); una vez finalizada la ronda, se añadirá otro tipo de dNTP y se repetirá el 

proceso (Pajares et al., 2021).  A medida que el proceso continúa, se construye la 

secuencia complementaria y se determina la secuencia de nucleótidos a partir del 

pico en el pirograma (Figura 6D) (QIAGEN, 2013). 
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Figura 6. Pirosecuenciación. A) Incorporación de nucleótidos y liberación de pirofosfato 

(PPi) B) Unión del fosfosulfato de adenosina (APS) a PPi por acción de la sulfurilasa para 

generar ATP; conversión de luciferina en oxiluciferina por acción de la luciferasa para 

producir luz visible C) Degradación de dNTP y ATP por la acción de la apirasa. D) 
Pirograma: gráfico obtenido del análisis por pirosecuenciación (Tomado y traducido de 

QIAGEN. 2013). 

 

El porcentaje de metilación se calculará a partir de la relación entre las alturas 

de un pico de citosina (señal metilada) y la suma de un pico de citosina y timina 

(señal metilada y no metilada) (Ronaghi et al., 1998). Por lo tanto, el análisis de 

metilación del ADN por pirosecuenciación permite el análisis y la cuantificación 

simultánea del estado de metilación de cada sitio CpG (Pajares et al., 2021). 
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VI. Metodología 
Este trabajo se desarrolló dentro del protocolo 161/22 y cuenta con la 

aprobación de los Comités de Ética y de Investigación del Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía Manuel Velasco Suárez (INNNMVS). A continuación, se 

muestra el esquema con un resumen de la metodología empleada para el desarrollo 

del presente trabajo. 

 

 

Reclutamiento de sujetos 
 Firma de consentimiento informado. 
 Toma de muestra sanguínea o saliva. 

Extracción de ADN genómico 
 Análisis cuantitativo y cualitativo del ADN genómico extraído. 
 Preparación de diluciones de trabajo. 

Genotipificación variante TOR1A_rs1801968 
 Discriminación alélica y PCR en tiempo real. 

Análisis de metilación 
 Diseño de sonda y oligonucleótidos de región promotora de TOR1A. 
 Conversión de ADN con bisulfito de sodio. 
 PCR punto final de la región promotora. 
 Pirosecuenciación. 

Secuenciación delGAG 
 Secuenciación tipo Sanger. 
 Genealogías. 

Análisis estadístico 
 Prueba exacta de Fisher.  
 Prueba U-Mann-Whitney. 

Figura 7. Esquema de la metodología empleada. 
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A. Sujetos 
Siguiendo los requerimientos éticos y previa firma del consentimiento 

informado (Anexo 1) se incluyeron 33 individuos correspondientes al grupo DYT 

(pacientes con diagnóstico de distonía asociada a TOR1A portadores de la delGAG 

y sus familiares) y 29 individuos del grupo CTU (controles pareados por edad y 

sexo). De cada uno de los pacientes se registraron los datos sociodemográficos: 

edad, género, antecedentes heredofamiliares, características clínicas y puntaje de 

la escala Unified Dystonia Rating Scale (UDRS) (Anexo 2). 

1. Criterios de selección de pacientes y familiares 
Se incluyeron pacientes de cualquier sexo y edad con diagnóstico molecular 

confirmatorio de distonía por variante patogénica delGAG en el gen TOR1A; así 

como a los familiares de dichos pacientes que aceptaron participar en el estudio 

firmando una carta de consentimiento informado. Se excluyeron los pacientes y 

familiares que decidieron no participar o continuar en el estudio. 

2. Criterios de selección de controles 
Se incluyeron sujetos sanos pareados por edad y sexo con el grupo de 

pacientes y familiares que aceptaron participar en el estudio firmando una carta de 

consentimiento informado. Se excluyeron a aquellos individuos que decidieron no 

continuar en el estudio.  

B. Toma de muestra biológica 

1. Sangre periférica 
Siguiendo los lineamientos éticos y posterior a la obtención del 

consentimiento informado de los pacientes, familiares y controles, se realizó la toma 

de muestra (18 mL) de sangre periférica en tubos Vacutainer® con anticoagulante 

citratos-dextrosa (ACD). Las muestras sanguíneas se centrifugaron para separar el 

plasma y el paquete leucocitario; posteriormente se almacenaron en congelación 

hasta su uso y se identificaron con código alfanumérico, cumpliendo con las normas 

de ética para la investigación de confidencialidad para el manejo anónimo de las 

muestras de todos los participantes. 
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2. Saliva  
En los casos en los cuales no fue posible obtener muestras de sangre 

periférica de pacientes y controles; se realizó la toma de muestra (2 mL) de saliva 

en contenedores DNA/RNA ShieldTM saliva/sputum collection kit, posterior a la 

obtención del consentimiento informado. Las muestras se almacenaron en 

refrigeración hasta su uso y se identificaron con código alfanumérico, cumpliendo 

con las normas de ética para la investigación de confidencialidad para el manejo 

anónimo de las muestras de todos los participantes. 

3. Trabajo de campo 

Se tuvo que realizar trabajo de campo para obtener muestras de algunos 

familiares, por lo que se viajó al municipio de Apizaco en el estado de Tlaxcala y al 

estado de Veracruz. Posterior a la obtención del consentimiento informado, se 

obtuvieron muestras sanguíneas y de saliva como se describió anteriormente y se 

identificaron con código alfanumérico. Además, el médico genetista realizó una 

evaluación clínica de los familiares empleando la escala Unified Dystonia Rating 

Scale (UDRS). 

C. Extracción de ADN genómico 

1. Sangre periférica 
Cada uno de los tubos de sangre periférica (6 mL) se dividió en 2 alícuotas 

de trabajo (3 mL) para la extracción del DNA genómico por el método de sales. A un 

volumen de la sangre obtenida se agregaron 3 volúmenes de una solución 

amortiguadora de lisis de glóbulos rojos (BLGR) [cloruro de amonio 0.155M, 

bicarbonato de potasio 10mM, EDTA 0.5M pH=8], se centrifugó y decantó el 

sobrenadante. Posteriormente el botón de células mononucleares (CMN) se 

resuspendió con solución BLGR y se centrifugó, se repitieron estos lavados hasta 

obtener un botón blanco. 

Después se agregaron 570µL de NaCl [5mM], 40µL del detergente dodecil 

sulfato de sodio (SDS) [10% v/v] y 200µL de NaCl [7M]; se agitó y centrifugó. Se 

recuperó el sobrenadante y se agregaron 600µL de alcohol isoamílico-cloroformo 
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en una proporción 49:1 (v/v), se agitó y centrifugó; después se retiró 

cuidadosamente la fase acuosa a la que se agregaron 800µL de etanol absoluto y 

se centrifugó nuevamente. Finalmente, el botón de ADN se lavó con 700µL de etanol 

al 70% (v/v), se centrifugó y secó al vacío para ser resuspendido en agua libre de 

nucleasas (100-300µL) e incubarse durante 1 hora a 60°C a 950 rpm. 

Posteriormente se cuantificó y se prepararon diluciones a 50 ng/ µL de las muestras. 

2. Saliva 
Se transfirieron 1000 µL de muestra de saliva, se agregó 1/25 volumen de 

Orange purifier, enseguida se homogeneizó en vórtex e incubó en hielo de 15-20 

minutos. Después de centrifugar al sobrenadante se añadió cloroformo: alcohol 

isoamílico (49:1) en proporción 1:1; colocando por cada 500 µL de sobrenadante 

500 µL de cloroformo: alcohol isoamílico.  

Después de centrifugar se retiró la fase acuosa y se agregaron 500µL de 

etanol absoluto y 25 µL de acarreador de ADN, se dejó en refrigeración durante 24 

horas. Posteriormente se centrifugó, se descartó el sobrenadante y el botón de ADN 

se lavó con 700µL de etanol al 70% (v/v). Finalmente se centrifugó, se decantó y el 

ADN secó al vacío. El ADN se resuspendió en agua libre de nucleasas (50-200µL) 

y se incubó durante 1 hora a 60°C a 950 rpm. Posteriormente se cuantificó y se 

prepararon diluciones a 50 ng/ µL de las muestras. 

3. Manejo de desechos biológicos 
Se realizó siguiendo los estándares internacionales. Inactivando con solución 

con hipoclorito de sodio el sobrenadante de paquete globular diluido obtenido 

durante la extracción. Los tubos que contenían la muestra después de la extracción 

fueron depositados en contenedor rojo.   

4. Análisis cuan�ta�vo del ADN genómico 
Se realizó la cuantificación de las muestras en el espectrofotómetro Thermo 

Scientific™ NanoDrop™ One para determinar su concentración y pureza; se 

establecieron como parámetros de una pureza óptima un valor de entre 1.8-2.0 en 

relación A260/280 y un valor >1.8 en la relación A260/230. Se empleó como blanco 
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1 µL de agua libre de nucleasas y se utilizó 1 µL de la muestra diluida (50 ng/µL) 

para cada lectura. Cada muestra se cuantificó dos veces.  

5. Análisis cualita�vo del ADN genómico 

Se llevó a cabo para determinar la integridad del ADN extraído. Se realizó 

electroforesis en gel de agarosa al 1% en solución amortiguadora TBE 1X. Se 

emplearon 5 µL de la dilución (50 ng/µL) del ADN de cada una de las muestras; 5µL 

de la escalera de peso molecular de 100 pb-3 kb Solis BioDyne® 100 bp DNA 

Ladder Ready to Load; finalmente se mezcló 1 µL de colorante de carga Gelred® 

con el marcador de peso molecular y con cada una de las muestras. Las condiciones 

de corrida para la electroforesis fueron 100 v durante 30 minutos.   

D. Geno�pificación de la variante TOR1A_rs1801968 
El análisis de la variante TOR1A_rs1801968 (c.646C>G; D216H) se llevó a 

cabo mediante discriminación alélica y PCR en tiempo real empleando el equipo 

QuantStudio® 5 Real-Time PCR Instrument (96-well 0.1ml block). Se utilizó el 

paquete comercial KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix (2x) de Kapa Biosystems 

®; la sonda comercial C_7428931_10 de la marca Thermofisher, diluciones de ADN 

de las muestras a una concentración de 50 ng/µL y se incluyó un blanco en cada 

una de las corridas. Los reactivos y cantidades empleadas se muestran en la Tabla 
1 y las condiciones del ensayo se muestran en la Figura 8. 

Tabla 1. Mezcla de reacción para el genotipado de la variante TOR1A_rs181968. 

Reactivo Cantidad (x1) 

KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix (2X) 2.5 µL 

Sonda C_7428931_10 0.125 µL 

Agua libre de nucleasas 1.375 µL 

ADN (50ng/ µL) 1.0 µL 

Volumen de reacción 5.0 µL 
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E. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del exón 5 
de TOR1A 

Se realizó PCR punto final para amplificar una región (205 pb) del exón 5 del 

gen TOR1A para identificar la presencia de la variante patogénica delGAG 

(c.907_909del). Para ello, se utilizaron las diluciones de las muestras de ADN a una 

concentración de 50 ng/µL; alícuotas de los oligonucleótidos a una concentración 

de 10µM (Forward: CCTGGAATACAAACACCTA y Reverse: 

GGCTGCCAATCATGACTGTC) y KAPA2G Fast HS ReadyMix (2x). La mezcla de 

reacción izada se muestra en la Tabla 2 y las condiciones de tiempo y temperatura 

para la amplificación en un termociclador Applied Biosystems 9700 se muestran en 

la Figura 9.  

Tabla 2. Mezcla de reacción para PCR del exón 5 de TOR1A. 

Reactivo Cantidad (x1) 

KAPA 2G Fast HS Ready Mix (2X) 12.5 µL 

10 µM Oligonucleótido Forward 1.25 µL 

10 µM Oligonucleótido Reverse 1.25 µL 

Agua libre de nucleasas  7.0 µL 

AND (50ng/ µL)    3.0 µL 

Volumen de reacción 25.0 µL 

 

95°C 
00:20 

60°C 
00:30 

Pre Read 

4.14°C/S 
4.14°C/S 

95°C 
00:01 

4.14°C/S 
3.17°C/S 

60°C 
00:20 

4.14°C/S 60°C 
00:30 

Hold PCR Post Read 

x 40 

Reaction Volume: 5.0 µL              Heated Cover Temperature: 105.0 °C 

Figura 8. Condiciones de amplificación para la genotipificación de la variante 

TOR1A_rs1801968. Gráfico obtenido del equipo QuantStudio® 5 Real-Time PCR 

Instrument (96-well 0.1ml Block). 
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F. Secuenciación del exón 5 de TOR1A  
Posterior al análisis de PCR, se verificó el amplicón (205 pb) por 

electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % en solución amortiguadora TBE 1X. Se 

emplearon 10 µL del producto amplificado; 8 µL de la escalera de peso molecular 

de 50 pb - 1 kb; Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder, Ready-to-Use; 

finalmente se mezcló 1 µL de colorante de carga Gelred® con el marcador de peso 

molecular y con cada una de las muestras. Las condiciones de corrida fueron 100 v 

durante 30 minutos.   

En base a su concentración se preparó la mezcla de reacción de acuerdo a 

la Tabla 3 y se siguieron las condiciones de la Figura 10 para su secuenciación. Se 

limpió la reacción de secuenciación con el paquete comercial DNA Sequencing 

Clean-up Kit™ (Zymo Research) y se secó al vacío a temperatura ambiente en el 

equipo Vacufuge plus Centrifuge Concentrator (Eppendorf). Finalmente, el análisis 

de las secuencias se hizo utilizando el programa SnapGene. 

Tabla 3. Mezcla de reacción para la secuenciación del exón 5 de TOR1A. 

Reactivo Cantidad (x1) 

Mezcla comercial de reacción de secuenciación 1.0 µL 

Oligonucleótido Forward [10uM]  1.0 µL 

Amortiguador de secuenciación 2.0 µL 

Amplicón purificado Variable 

Agua libre de nucleasas    c.b.p 10 µL 

Volumen de reacción 10.0 µL 

Figura 9. Condiciones para la PCR del exón 5 del gen TOR1A. 
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G. Determinación de la segregación en cis o trans de las 
variantes D216H y delGAG 

En los casos en los que la genealogía lo permitiera, se realizó el análisis de 

segregación de las variantes estudiadas y se determinó en qué fase (cis o trans) se 

encontraban la variante TOR1A_rs1801968 con respecto a la delGAG de TOR1A 

en pacientes y familiares portadores. 

H. Análisis de me�lación 
a) Diseño de sonda y oligonucleó�dos  

Con base en la literatura se diseñaron un par de oligonucleótidos y una sonda 

específica para amplificar y secuenciar la región promotora del gen TOR1A 

empleando el programa PyroMark v2.0 (QIAGEN).  

Los oligonucleótidos diseñados fueron los siguientes: PCR Forward:  

GGAGGAGGGTTGTTTTGAAGA; PCR Reverse:  ACCCCACCCAACTTCATACCC 

y de Secuenciación: ATGGTTTTAGAGAGAGGAGGAA. El amplicón obtenido es de 

137 pb y la secuencia analizada por pirosecuenciación es la siguiente: 

TYGGAAGYGTGGGTTTGGYGGTTGTATYGGTTYGYGGTYGGYGYGAGAATAA

GTAGGGTGG; incluyó 9 sitios CpG (representados por Y= C o T, bases 
pirimidinas del ADN). 

Figura 10. Condiciones para la reacción de secuenciación del exón 5 de TOR1A. 
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b) Conversión del ADN con bisulfito de sodio 
Se convirtieron 0.5 µg de ADN genómico con bisulfito de sodio utilizando el 

EpiTect® Bisulfite Kit de QIAGEN; y se siguió el procedimiento indicado en el manual 

EpiTect® Bisulfite Handbook de QIAGEN para conversión completa y limpieza del 

ADN para el análisis de metilación (QIAGEN, 2020). 

c) Reacción en cadena de la polimerasa  
Posterior a la estandarización de la PCR de punto final se amplificó la región 

de interés empleando la mezcla de reacción PyroMark PCR Kit (Tabla 4) y las 

condiciones mostradas en la Figura 11.  Se verificó el tamaño del amplicón (137 pb) 

por electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en solución amortiguadora TBE 1X. Se 

emplearon 2 µL del producto amplificado; 5µL de la escalera de peso molecular de 

100 pb-3 kb Solis BioDyne® 100 bp DNA Ladder Ready to Load; finalmente se 

mezclaron 2 µL de colorante de carga Gelred® con el marcador de peso molecular 

y con cada una de las muestras. Las condiciones de corrida fueron 100 v durante 

45 minutos.   

Tabla 4. Mezcla de reacción para PCR de la región promotora de TOR1A. 

Reactivo Cantidad (x1) 

 PyroMark PCR Master Mix (2X) 7.5 µL 

Coral Load (10X) 1.5 µL 

Oligonucleótido [10uM] 1.0 µL 

ADN convertido 5.0 µL 

Volumen de reacción 15.0 µL 

Figura 11. Condiciones de amplificación de la región promotora del gen TOR1A. 
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d) Pirosecuenciación   
Finalmente se secuenciaron mediante pirosecuenciación utilizando las 

condiciones establecidas en el ensayo Assay3 TOR1A de PyroMark® para el gen 

TOR1A empleando el equipo PyroMark®Q24. 

I. Análisis estadís�co 
Se analizaron las características sociodemográficas de los pacientes y 

controles. Los datos para las variables categóricas se presentaron como números y 

frecuencias, y como la media ± desviación estándar para las variables continuas. La 

proporción de genotipos entre ambos grupos se evaluó con la prueba exacta de 

Fisher. El análisis de los niveles de metilación de la región promotora del gen TOR1A 

entre pacientes y controles se llevó a cabo mediante la comparación de medias por 

la prueba U-Mann-Whitney para muestras independientes. Para el análisis 

estadístico se utilizó el paquete estadístico SPSS (versión 20, Chicago, IL). El nivel 

de significancia estadística para todos los análisis se estableció con una alfa de 

<0.05.  

VII. Resultados  

1. Descripción de la muestra 
Se han reclutado 62 individuos en el estudio, de los cuales 33 son parte del 

grupo DYT y 29 individuos son del grupo CTU. El primer grupo se compone de 13 

muestras de pacientes y 20 muestras de familiares, de éstos últimos sólo 7 son 

portadores de la variante patogénica delGAG y de ellos solamente uno está 

afectado (por lo que para los análisis de la frecuencia de la variante 

TOR1A_rs1801968 y el análisis de metilación se consideró como paciente). El 

segundo grupo corresponde a individuos control pareados por edad y sexo. Las 

características de la muestra estudiada se resumen en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Características demográficas de la muestra de estudio. 

Grupo 

Características 

Individuos (N) 
Sexo Edad (años) 

media ± DE Masculino N (%) Femenino N (%) 

CTU 29 13 (44.8) 16 (55.2) 38.48 ± 16.86 

DYT 33 13 (39.4) 20 (60.6) 37.87 ± 17.02 

           P 14 7 (50.0) 7 (50.0)  

           F 19 6 (31.58) 13 (32.42)  

 FPAS 

                FNP 

6 

13 

2 (33.3) 

4 (30.8) 

4 (66.7) 

9 (69.2) 
 

Total 62 26 (41.9) 36 (58.1)  

P: pacientes. F: familiares. FPAS: familiares portadores asintomáticos.  FNP: familiares no portadores. 

 

2. Iden�ficación de la variante TOR1A_rs1801968 
La variante TOR1A_rs1801968 (c.646C>G: D216H) se genotipó en todas las 

muestras (3 de ellas están por duplicado porque fueron tomadas a tiempos 

diferentes para comparar porcentajes de metilación longitudinales); incluyendo 29 

individuos del grupo CTU y 30 del grupo DYT. Los gráficos representativos de cada 

uno de los genotipos observados se aprecian en la Figura 12 y los resultados de la 

muestra estudiada en la Tabla 6.  

 

A                                                              B 

Figura 12. Gráfico multicomponente. A: Genotipo heterocigoto CG. B: Genotipo 
homocigoto CC de la variante TOR1A_rs1801968. Donde VIC representa: Alelo C y 

FAM: Alelo G. 
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 Tabla 6. Genotipado de la variante TOR1A_rs1801968.  

Grupo 

Características 

Individuos 

(N) 

Genotipo 

(Frecuencia genotípica) 
 

Frecuencia alélica 
C              G 

Prueba de 

Fisher 

Valor de P CC CG 

CTU 29 22 (0.76) 7 (0.24) 51(0.88)   7(0.12) 0.7611* 

0.7753** DYT 30 24 (0.80) 6 (0.20) 54(0.90)   6(0.10) 

P 12 10 (0.83) 2 (0.16) 22(0.92)  2(0.08) 1.000* 

1.000** F 18 14 (0.78) 4 (0.22) 32(0.89)   4(0.11) 

FNP 

FPA 

13 

5 

10 (0.77) 

4 (0.80) 

3 (0.23) 

1 (0.20) 

23(0.88)   3(0.12) 

   9(0.90)   1(0.10) 

1.000* 

1.000** 

Total 59 46 (0.78) 13 (0.22) 105(0.89)  13( 0.11)  

CTU: individuos sanos. DYT: pacientes y familiares. P: pacientes. F: familiares. FNP: familiares no portadores. FPA: 

familiares portadores asintomáticos. *Comparación de frecuencia genotípica. **Comparación de frecuencia alélica. 

 

3. Secuenciación del exón 5 de TOR1A  
Se realizó la secuenciación para identificar la presencia de la variante 

patogénica delGAG en 19 muestras correspondientes a familiares de pacientes con 

distonía.  

Se identificaron 6 familiares del paciente DYT-123 portadores de la variante 

delGAG; (DYT-128, 134, 135, 143, 144 y 124(23)); de estos sólo DYT-134 

presentaba características clínicas por lo que se clasificó como paciente; mientras 

que el resto fueron clasificados como familiares portadores asintomáticos.  

De los familiares del paciente DYT-99 y del paciente DYT-146 ninguno resultó 

se portador de la variante patogénica. Los resultados se resumen en la Tabla 7. En 

la Figura 13 se muestran dos electroferogramas correspondientes a los familiares 

analizados donde se puede observar la presencia de la variante patogénica 

delGAG. 
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Tabla 7. Resultados de la secuenciación para determinar a los portadores de la variante 
patogénica delGAG causante de DYT-TOR1A. 

Muestra Variante delGAG 
Exón 5 de TOR1A 

  
DYT-128   Portador  
DYT-129  No portador  
DYT-130   No portador  
DYT-131 No portador  
DYT-132 No portador  
DYT-133  No portador  
DYT-134  Portador 
DYT-135  Portador 
DYT-136   No portador  
DYT-137  No portador  
DYT-138 No portador  
DYT-139 
DYT-140 
DYT-141 
DYT-142 
DYT-143 
DYT-144 
DYT-145 

DYT-124(23) 

No portador 
No portador 
No portador 
No portador  

Portador 
Portador 

No Portador 
Portador 

  

Figura 13. Electroferograma de la secuencia parcial del exón 5 del gen TOR1A. A) Familiar 
DYT-129, no presenta la deleción del triplete GAG (rectángulo rojo). B) Familiar DYT-128, 
presenta deleción en estado heterocigoto del triplete GAG.  

4. Determinación de la fase de la segregación en cis o trans 
de dos variantes en TOR1A. 

Una vez identificadas las variantes delGAG y TOR1A_rs1801968 (D216H) en 

los familiares de los pacientes DYT-123 (14 familiares), DYT-99 (2 familiares) y DYT-

146 (3 familiares) fue posible realizar las genealogías extendidas de estos pacientes 

A) 
 

 

 

B) 
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y analizar la segregación de la variante de riesgo en TOR1A_rs1801968 con 

respecto a la variante patogénica delGAG. 

En la Figura 14 se muestran los resultados correspondientes a los familiares 

del paciente DYT-123, el cual es portador de la variante patogénica delGAG, pero 

no de la variante TOR1A_rs1801968.  Se identificaron a 5 familiares (DYT-124, 128, 

134, 135, 143 y 144) portadores de la variante patogénica delGAG, 1 familiar 

portador de la variante TOR1A_rs1801968 (DYT-133) y 1 familiar portador de ambas 

variantes (DYT-135). Con lo anterior se puede inferir que en el paciente DYT-123 y 

sus familiares DYT-124, 128 Y 134, el alelo H de la variante TOR1A_rs1801968 y la 

delGAG se encentran en cis; mientras que en el caso del familiar DYT-135 se pudo 

determinar que el alelo D de la variante se encuentra en trans con respecto a la 

variante patogénica.  

 

 

En la Figura 15 se muestran los resultados correspondientes a los familiares 

del paciente DYT-99 el cual es portador tanto de la variante patogénica delGAG 

Figura 14. Genealogía del paciente DYT-123. Círculos: sexo femenino. Cuadrados: sexo 

masculino. Color rojo: variante delGAG (p.Glu303del) positiva. Color azul: genotipo CG de 

la variante TOR1A_rs1801968. *Variantes en cis. ** Variantes en trans. ID: código 

identificador alfa-numérico de las muestras. 
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como de la variante TOR1A_rs1801968. En sus familiares se identificó a un 

individuo portador de la variante TOR1A_rs1801968 (DYT-138) y ninguno de ellos 

resultaron portadores de la variante patogénica. Con ello se pudo determinar que 

en el paciente DYT-99 que la segregación de ambas variantes se encuentra en trans 

y debido a que ninguno de los progenitores del paciente son portadores de la 

delGAG, se infiere que la variante delGAG es de novo. Sin embargo, debe resaltarse 

que no se realizaron pruebas de paternidad para confirmarlo. 

 

 

 

 

No se realizó genealogía de los familiares del paciente DYT-146; ya que en 

ninguno de ellos fue identificada la deleción GAG. 

 

5. Análisis de me�lación de la región promotora del gen 
TOR1A. 

En el análisis de metilación de la región promotora del gen TOR1A se 

analizaron 9 sitios CpG por pirosecuenciación. Este análisis se realizó en 33 

pacientes y familiares (DYT) y 27 individuos control (CTU). Se compararon las 

medias de los porcentajes de metilación de cada uno de los sitios CpG por prueba 

U de Mann-Whitney; entre los grupos de estudio y también se compararon los 

Figura 15. Genealogía del paciente DYT-

99. Paciente: DYT-99. Familiares: DYT-

138 y DYT-139. Círculos: sexo femenino. 

Cuadrados: sexo masculino. Color rojo: 

variante p.Glu303del positiva. Color azul: 

genotipo CG de la variante 

TOR1A_rs1801968. *Variantes en trans. 

* 
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niveles de metilación de los pacientes DYT-123 y DYT-99 a dos diferentes tiempos 

en que se tomó la muestra para determinar si existían cambios. En la Figura 16 se 

muestra una imagen representativa del pirograma obtenido usando 

pirosecuenciación.

 

Figura 16. Imagen representativa del pirograma obtenido por pirosecuenciación. 
Muestra:DYT-140. E:Enzima. S:Sustrato. A:Adenina. C:Citosina. G:Guanina. T:Timina. 
Y:Sitios CpG analizado (citosinas metiladas). 

Los resultados se muestran en la Tabla 8. Se muestra de manera gráfica la 

metilación en cada uno de los sitios CpG analizados en cada uno de los grupos 

comparados en la Figura 17. 

En los gráficos de la Figura 18 se muestra la distribución de la metilación al 

comparar pacientes con portadores asintomáticos tanto la metilación total como 

particularmente la de los dos sitios CpG que mostraron diferencias estadísticas. 

 La Figura 19A muestra el gráfico correspondiente a la comparación de las 

muestras del paciente DYT-123 tomadas a 2 diferentes tiempos; mientras que en la 

Figura 19B corresponde a la comparación a 2 diferentes tiempos, pero del paciente 

DYT-99. 
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Tabla 8. Niveles de metilación del promotor del gen TOR1A 
 Sitio CpG analizado (media del % de metilación) 

Media 
GRUPO CpG_1 CpG_2 CpG_3 CpG_4 CpG_5 CpG_6 CpG_7 CpG_8 CpG_9 

CTU 2.62 1.62 2.79 4.10 2.32 1.50 1.97 1.59 1.61 2.23 
DYT 2.58 1.57 2.61 3.82 2.39 1.55 1.84 1.52 1.51 2.15 
SIG. 0.905 0.947 0.864 0.431 0.876 0.572 0.806 0.970 0.801 0.911 

GRUPO 
DYT 

          

P 3,10 1,92 2,97 4,47 2,88 1,86 2,23 1,71 1,72 2.54 
F 2,20 1,31 2,34 3,35 2,04 1,32 1,56 1,37 1,36 1.87 

SIG. 0.005* 0.017* 0.012* 0.026* 0.014* 0.021* 0.019* 0.199 0.157 0.004* 
GRUPO F           

FPA 2,15 1,26 2,22 3,36 1,94 1,28 1,58 1,31 1,23 1.81 
FNP 2.22 1.34 2.39 3.35 2.08 1.35 1.55 1.40 1.42 1.90 
SIG. 1.000 0.831 0.579 0.765 0.701 0.701 0.765 0.521 0.831 0.898 

GRUPO            
P 3,10 1,92 2,97 4,47 2,88 1,86 2,23 1,71 1,72 2.54 

FPA 2,15 1,26 2,22 3,36 1,94 1,28 1,58 1,31 1,23 1.81 
SIG. 0.026* 0.076 0.041* 0.091 0.076 0.076 0.109 0.274 0.239 0.026* 

MUESTRA 
DYT-123 

          

2022 2,92 1,47 2,74 4,26 1,98 1,45 1,85 1,38 1,30 2,15 
2023 1,1 1,14 1,72 2,1 1,17 0,91 1,15 1 1,11 1.27 
SIG. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

MUESTRA 
DYT-99 

          

2016 3,19 2,67 2,62 5,04 3,00 1,65 2,57 1,27 2,59 2.73 
2023 1,2 1,19 1,53 2,13 1,36 0,96 0,99 0,87 0,9 1.24 
SIG. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

CTU: Grupo Control (27 individuos sanos). DYT: Pacientes y familiares (33 individuos). P: Pacientes (14 
individuos). F: Familiares (19 individuos). FPA: Familiares portadores de la variante delGAG (6 individuos) sin 
síntomas clínicos de distonía. FNP: Familiares no portadores de la variante delGAG (13 individuos). 
2016,2022,2023: año de toma de las muestras. *Diferencias estadística. SIG: significancia, valor de p. 
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Figura 17. Comparación del porcentaje de metilación en cada uno de los sitios CpG 
analizados de TOR1A. A) Grupo CTU (individuos sanos) vs grupo DYT (pacientes y 
familiares). B) Grupo F (familiares) vs grupo P (pacientes). C) Grupo FPA (familiares 
portadores de delGAG asintomáticos) vs grupo FNP (familiares no portadores de la 
delGAG). D) Grupo P vs grupo FPA. 

Figura 18. Análisis de metilación pacientes vs portadores asintomáticos. (A)CpG1 y (B) 
CpG_3: Sitios analizados que mostraron diferencia estadística.  (C)Media: análisis de 
metilación total. 0: pacientes. 100: portadores asintomáticos. Eje vertical: porcentaje de 
metilación. 

A) B) 

C) D) 

A B 

C 
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Figura 19. Análisis de metilación. A) DYT-123: comparación del nivel de metilación en el 
año 2022 (0) vs 2023 (100). B) DYT-99: comparación del nivel de metilación en el año 2016 
(0) vs 2023 (100). Eje vertical: porcentaje de metilación. 

6.  Análisis de resultados 

En la muestra analizada se identificó la variante TOR1A_rs1801968 en 

pacientes, familiares y controles; sin embargo, no se observaron diferencias de su 

frecuencia al comparar los tres grupos (Tabla 6). La frecuencia de la variante en la 

muestra estudiada fue de 0.89 para el alelo C de referencia y de 0.11 para el alelo 

alternativo G; lo que resulta muy similar a lo reportado en bases de datos públicas 

para la población mexicana, en donde f(C)=0.90 y f(A)=0.10 (NCBI, 2023). 

En las muestras de familiares se identificó quiénes eran portadores de las 

variantes TOR1A_delGAG y TOR1A_rs1801968. Estudios previos han 

documentado un aumento significativo en la frecuencia del alelo H en los portadores 

asintomáticos de la deleción GAG en relación con los portadores sintomáticos 

(Risch et al., 2007); sin embargo, en el caso de la muestra estudiada únicamente 4 

de los 5 portadores de la delGAG que eran asintomáticos presentaban el alelo H; 

mientras que 10 de los 11 portadores sintomáticos presentaban el alelo H. También 

se pudo determinar la fase en que se encontraba la variante TOR1A_rs1801968 con 

respecto a la delGAG. Previamente se había reportado un efecto altamente 

protector del alelo H en trans con la deleción GAG; y hubo evidencia sugestiva de 

que el alelo D216 en cis es necesario para que la enfermedad sea penetrante 

(Ozelius et al., 2011); sin embargo en la muestra estudiada; se encontraron 

únicamente portadores del alelo H en cis con la deleción GAG; por otro lado, en los 

portadores del alelo D identificados, ambos se encontraban con segregación en 

trans con respecto a la delGAG; uno de ellos resultó estar afectado (DYT-99); 

A) B) 



38 
 

mientras que el otro no (DYT-135). Esto apoya la existencia de otros factores que 

influyen en la penetrancia de la enfermedad. 

Con respecto al análisis de metilación del promotor del gen TOR1A para 

evaluar su posible efecto en la penetrancia de la enfermedad, en la comparación de 

los niveles de metilación de los sitios CpG entre los diferentes grupos estudiados, 

se obtuvieron diferencias significativas al comparar dentro del grupo DYT a los 

pacientes vs familiares (Tabla 8); estas diferencias se identificaron al comparar el 

porcentaje total de metilación, así como en 7 sitios CpG evaluados. 

También se identificaron diferencias en el nivel de metilación de la región 

promotora al comparar pacientes vs portadores asintomáticos (FPA), tanto en el 

nivel total de metilación como en los sitios CpG_1 y CpG_3; además en la Figura 
18 se puede observar como los pacientes presentan mayores niveles de metilación 

que los portadores asintomáticos; lo que podría estar relacionado con la penetrancia 

presente en esta patología y que podría determinar la presencia o ausencia de 

síntomas clínicos.  

Finalmente, al comparar longitudinalmente los niveles de metilación en las 

muestras de ADN de los pacientes DYT-99 y DYT-123 en dos tiempos para explorar 

potenciales cambios epigenéticos durante el progreso de la enfermedad (a siete y 

a un año, respectivamente), no se observaron diferencias estadísticas. Sin 

embargo, en ambos casos puede observarse que ha medida que avanza el tiempo 

existe una disminución en los niveles de metilación (Figura 19). El tamaño de la 

muestra analizado longitudinalmente no permite hacer análisis ni conclusiones de 

esto. 

7. Conclusiones  
Se lograron identificar adecuadamente a los portadores de las variantes 

TOR1A_rs1801968 y delGAG en la muestra analizada; y gracias al análisis de 

muestras de familiares de los pacientes con diagnóstico de DYT-TOR1A se 

realizaron genealogías que permitieron identificar la fase de la segregación cis o 

trans de las variantes estudiadas que presentaban los portadores. Las diferencias 
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observadas al comparar los niveles de metilación de la región promotora pueden 

brindar una explicación al fenómeno de penetrancia presentado en esta patología.  
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IX. Anexos 

A. Anexo 1. Carta de Consen�miento Informado. 
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado continuación. 
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado continuación. 
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado continuación. 
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado continuación. 
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado continuación. 
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado continuación. 

 

 

 

Hoja de Recolección de Datos Protocolo INNN 161/22 
 
 

 
Nombre: _____________________________________               Fecha: ____________________  
 
Edad: ______________________                             Fecha de Nacimiento: ___________________          
 
Lugar de Origen: ______________________         Lugar de Residencia: ____________________ 
 
Usted tiene el diagnóstico de Distonía:     Si         No          Fecha del Diagnóstico: _____________ 
 
  ¿Qué forma de presentación de Distonía presenta: 
             Focal: ________ 
 Segmentaria: ________ 
 Multifocal: ________ 
 Generalizada: ________ 
 
  ¿Cuál es su tratamiento? 
  

________________________________________________________________________ 
 

________________________________________________________________________ 
 
 
Usted es familiar de un paciente con distonía:       Si         No            
 

Si usted es familiar, ¿qué parentesco tiene con el afectado de la familia? 
 

Familiar de 1er grado (Padre          Hermano        Hijo). 
 

Familiar de 2o grado (Abuelo         Nieto         Tío/ía      Sobrino     Medio hermano) 
 

Familiar de 3er grado (Primos hermanos     Bisabuelos     Tíos abuelos    Sobrinos nietos   Bisnieto) 
 
 
Usted participará como sujeto control sano:       Si         No        
 
 ¿Padece usted algún trastorno neurológico o psiquiátrico?       Si         No        
 

¿cuál es su diagnóstico? ___________________________________________________ 
 
   ¿Cuál es su tratamiento? 
  

________________________________________________________________________ 
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B. Anexo 2. Unified Dystonia Ra�ng Scale (UDRS). 
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Anexo 2. Unified Dystonia Rating Scale (UDRS) continuación. 
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