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ABREVIATURAS
AD: Herencia autosémica Dominante
AR: Herencia Autosdmica Recesiva
BLGR: Buffer (Solucién amortiguadora) de Lisis de Glébulos Rojos
cbp: Expresion utilizada para realizar disoluciones, que significa “cuanto baste
para”
cDNA: Acido desoxirribonucléico complementario
DMSO: Dimetilsulféxido
DNA: Acido Desoxirribonucleico, de sus siglas en inglés Desoxyribonucleic
Acid.
EC: Electroforesis Capilar
ECG: Electrocardiograma
EDTA: Acido Etilendiamino tertrasédico
EMG: Electromiografia
FARR: Ataxia de Friedreich con Reflejos Conservados, de sus siglas en inglés
Friedreich’s Ataxia with Retained Reflexes
FRDA: Ataxia de Friedreich, de sus siglas en inglés Friedreich’s Ataxia.
FXN: Proteina Frataxina, codificada por el gen FXN (FRDA).
GLRX 5: Glutaredoxina 5, participante en el probable funcionamiento de la
proteina Frataxina.
INNNMVS: Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez”.
IRM: Iméagenes de Resonancia Magnética
ISC: Conjuntos (o agrupamientos) de Hierro y Azufre, de sus siglas en inglés:

Iron-Sulfur Cluster.
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LOD SCORE: Medida matemética de la probabilidad relativa que tienen dos
loci de estar ligados. Se calcula como el logaritmo de una razén, asi que
valores mas altos indican un ligamiento mas fuerte. En genética humana, para
gue este cociente sea significativo al 95% se requiere que sea mayor a 3.

M: Molaridad, Molar (mol/Litro)

MFRN: Mitoferrina

min: Minutos

mL: Mililitros

mM: Milimolar (mmol/mL)

MPM: Marcador de Peso Molecular, expresado en pares de bases (pb)

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

N: Normalidad (equivalentes/Litro)

nm: Nanémetros

pb: Pares de Bases

PBS: Amortiguador de Fosfatos en solucion salina, de sus siglas en inglés
Phosfate Buffer Saline

PCR XL: Reaccion en Cadena de la Polimerasa para fragmentos largos

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

PDB: Base de Datos de Proteinas, de sus siglas en inglés: Protein Data Base
rpm: Revoluciones por minuto

SCA: Ataxia Espinocerebelosa, de sus siglas en inglés Spinocerebelar Ataxia
SCA'’s: Ataxias Espinocerebelosas

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio

seg: Segundos


http://tecnologia.glosario.net/terminos-tecnicos-internet/dos-550.html
http://ciencia.glosario.net/biotecnologia/loci-10135.html
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T4-PNK: Enzima T4-Polinucleétido Quinasa, de sus siglas en inglés T4-
Polynucleotide Kinase.

TAC: Tomografia Axial Computarizada

TBE: Amortiguador de corrimiento para electroforesis Tris-EDTA-Acido Borico
Tm: Temperatura media Optima de alineacion de los cebadores en una PCR.
TP-PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Triple Cebador

UV: Longitud de onda en el espectro Ultravioleta correspondiente al intervalo

desde 10nm a 400nm.
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1. INTRODUCCION

La Ataxia de Friedreich (FRDA), es la ataxia hereditaria mas frecuente, con una
prevalencia estimada de 1 en 50,000 y una frecuencia de portadores de 1 en
120 en la poblacién caucasica®.

La FRDA es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por un
deterioro progresivo del cerebelo y de los ganglios espinales dorsales. Esta
degeneracion provoca una pérdida progresiva de muchas de las funciones
necesarias para una autonomia personal debido a: ataxia progresiva, pérdida
de sensibilidad, escoliosis, disfagia, disartria, y en muchos casos esta asociada
a una miocardiopatia grave, defectos esqueléticos y diabetes mellitus o
intolerancia a la glucosa, padecimientos causantes de la muerte en la mayoria
de los casos. La enfermedad presenta un modo de herencia autosémico
recesivo, asi como el inicio de los sintomas generalmente ocurre alrededor de
la pubertad, hacia los 10 afios y comUunmente antes de los 25 afios de edad, lo
gue conlleva a que los promedios de esperanza de vida varien entre los 40 y
50 afios.? El gen asociado con la enfermedad se ha localizado en el
cromosoma 9q13-g21.1 y codifica para una pequefia proteina mitocondrial
llamada frataxina, la cual no es funcional en esta enfermedad debido a ciertas
mutaciones, de las cuales la mas comun es la expansion anormal de un triplete
repetido GAA dentro del primer intron del gen mencionado anteriormente. En
individuos sanos, el rango de repeticiones es de 7 a 28 repeticiones, mientras
que en los pacientes con FRDA, el niimero de repeticiones varia de 66 a 1700.?
Aproximadamente el 75% de los pacientes indoeuropeos con ataxia recesiva
son homocigotos para mutaciones en el gen de Frataxina (FXN)

por lo que presentan FRDA tipica (hereditaria) o atipica (esporadica). En un
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estudio previo realizado por un grupo de trabajo del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, Manuel Velasco Suarez (INNNMVS), en donde se
realizd un analisis previo de 134 mestizos mexicanos con ataxia recesiva, se
demostré que FRDA se presenta en el 10.4%, de la poblacion mexicana
comparada con el resto de las ataxias.®

La ataxia de Friedreich, presenta un inicio temprano y su rapida progresion
depende del niumero de repetidos GAA. En México, es una de las principales
ataxias recesivas y la continua presencia de casos hace necesario implementar
su diagnastico, el cual se realiza por medio de la técnica Southern Blot, con lo
cual se determinara el nUmero aproximado de repeticiones del trinucleotido.
Esta enfermedad puede llevar a una muerte temprana, por lo que es importante
su diagndstico oportuno para que los portadores de la misma consideren sus
riesgos y el de su descendencia, asi como las medidas que pueden
proporcionar los tratamientos paliativos para mejorar algunos sintomas de la
enfermedad, y por lo tanto, la calidad de vida del paciente. Los médicos
diagnostican la FRDA realizando un examen clinico minucioso, que comprende
una historia clinica y un examen fisico-neurolégico detallado. Sin embargo, el
inicio es insidioso y la falta o desconocimiento de antecedentes familiares
requiere del diagnostico molecular para confirmar la evidencia clinica y

descartar otros tipos de ataxia.®’
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2. FUNDAMENTACION TEORICA

La palabra “ataxia” proviene del griego y significa “sin orden” del movimiento.
En forma estricta, ataxia implica la pérdida de la coordinacion, especialmente
de la marcha y del movimiento. El diagndstico de ataxia involucra dafio en el
cerebelo y la pérdida del equilibrio y la coordinacion, incluyendo alteraciones en
el inicio del movimiento, la aceleracion, la regulacién de la velocidad y en la
terminacion del mismo.*

Aunque las causas de las ataxias son multiples, se pueden clasificar en
adquiridas y hereditarias. A su vez, las ataxias hereditarias pueden subdividirse
de acuerdo a su modo de herencia en: autosémicas dominantes (AD),
autosémicas recesivas (AR), ligadas al cromosoma X y mitocondriales, de las
cuales la mayoria de las ataxias AR se presentan antes de los 20 afios de
edad. Las ataxias AR se asocian con neuropatia periférica sensoriomotora,
pérdida de la propiocepcion y vibracion, disminucién o ausencia de los reflejos
y compromiso de otros érganos fuera del sistema nervioso central.’

Las ataxias heredadas por un patron autosémico dominante, también
denominadas ataxias espinocerebelosas (SCA), son entidades que se
caracterizan por una degeneracion progresiva del cerebelo, a menudo con
cambios en el tronco cerebral y compromiso de otras areas del sistema
nervioso central. Su incidencia varia de 1 a 23 en 100 000 individuos. Debido a
su alta complejidad clinica y diagnéstica, las SCA’s se han dividido en tres
grupos: Las SCA’s causadas por repeticiones en la secuencia CAG, la cual
codifica para el aminoacido glutamina (también denominadas como
enfermedades por poliglutaminas); el segundo grupo de SCA’s se origina por

repeticiones que se encuentran fuera de la region codificadora del gen o

13
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intronicas, en otras palabras, la repeticion de las secuencias no causa sintesis
o acumulacion de ninguna proteina, como es el caso de la FRDA, la cual
presenta una expansion anormal del repetido GAA en el intron 1 del gen FXN;
el tercer grupo de SCA’s esta constituido por enfermedades causadas por
mutaciones especificas en genes determinados y no por acumulacion de
secuencias repetidas (cuadro 1).?
CUADRO 1. Clasificacion de enfermedades por expansiones de tripletes repetidos®
TIPO 1
SCA1, 2,3,6,7,17
DRPLA (atrofia dentato-rubro-palidoluisiana)
Enfermedad de Huntington

Enfermedad de Kennedy

Distrofia Oculofaringea Codifica-GCG
TIPO 2
No codificante intrénica GAA FRDA
No codificante-CTG SCA 8
No codificante-CTG DMT 1
No codificante-CCTG DMT 2
CCG-X fragil
Dodecamero EPM 3
TIPO 3

SCA5, 13, 14, 27

De acuerdo con la ubicacion de la expansion del trinucleétido dentro de la
estructura génica, aquellos individuos en los que la mutacion se localiza en

secuencias génicas no codificadoras o intrones como es el caso de la FRDA

14
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forma parte de un nuevo mecanismo productor de enfermedades humanas,
gue son altamente inestables tanto en meiosis como en mitosis, lo que las
convierte en un proceso de mutacion dinamica que se transmite con un inusual
patrén de herencia. Las enfermedades producidas por mutaciones en regiones
no codificantes son trastornos multisistémicos que involucran la disfuncion o
degeneracién de diferentes tejidos®. En estas patologias, el tamafio y la
variacion de las expansiones repetitivas es mucho mayor que las ubicadas en
regiones codificadoras, como se muestra en el cuadro 2.

2.1Clinica

El signo mas destacable de la FRDA es la ataxia progresiva, que afecta
inicialmente la marcha, la postura y también los movimientos de los brazos. Las
principales manifestaciones clinicas de esta enfermedad son: arreflexia,
debilidad muscular, respuesta plantar extensora (signo de Babinski en el 80%
de los casos) y signos de disfuncion de la region dorsal. Todos los pacientes
con FRDA presentan un trastorno ataxico del habla (disartria), normalmente en
los primeros 5 afios tras el comienzo de la enfermedad. Debido a la afectacién
piramidal y a la atrofia muscular, los pacientes con FRDA pueden presentar
debilidad considerable en los miembros inferiores y, posteriormente, en los
miembros superiores. Aproximadamente, la mitad de estos pacientes presenta
deformidades Oseas (escoliosis y pies cavos) debido al inicio precoz de la
atrofia muscular?,

La mayoria de los pacientes presentan también miocardiopatia hipertréfica, asi

como el 10% de las personas afectadas muestran diabetes.
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IMPLEMENTACION DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA ATAXIA DE FRIEDREICH

La enfermedad es progresiva y hacia los 15 afios de edad, el paciente requiere
silla de ruedas. La muerte en estos pacientes ocurre por miocardiopatia,
diabetes o neumonia por aspiracion. El promedio de la edad de inicio es a los
10 afios y varia entre los 20 y 51 afios.’

Por la progresion de la FRDA se produce discapacidad y muerte prematura. La
mediana del tiempo transcurrido hasta que el paciente queda confinado a una
silla de ruedas después del comienzo de la enfermedad es de 11 afios (hacia
los 20 afios de edad). La forma clasica de FRDA se presenta en
aproximadamente 75% de los casos con una edad de inicio que oscila entre 20
a 25 afios. En los casos restantes existe una forma moderada de la
enfermedad que puede clasificarse en 3 categorias: FRDA sin compromiso de
los reflejos, FRDA de inicio tardio y FRDA de inicio muy tardio. La esperanza
de vida tras el comienzo de la enfermedad se calcula entre 35 y 40 afios. La
edad de inicio y la progresiéon estan determinados parcialmente por la longitud
de la repeticion del trinucledtido GAA del alelo mas corto; en los pacientes con
expansiones mayores, el inicio de la enfermedad es mas precoz y la progresion
mas réapida.*

2.2Patologia

Las caracteristicas mas importantes en los estudios anatomopatolégicos post-
mortem de estos pacientes incluyen degeneracion de las vértebras dorsales, de
los tractos corticoespinales laterales y espinocerebelosos, ganglios de la raiz

dorsal y axones desmielinizados del nervio periférico.*
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2.3Genética

2.3.1Localizacion cromosomica
Chamberlain et al.> asigné la mutacién del gen responsable de la FRDA a la
region cromosoémica 9p22-cen por ligamiento genético. Un afio més tarde,
Fujita et al.* mostraron una estrecha vinculacién a 2 marcadores microsatélites
de DNA: D9S15, D9S5 con un valor LOD maximo = 11.36 en la FRDA y un
Desequilibrio de Ligamiento maximo = 6.27. Con estos resultados, el marcador
D9S5 se asigno a la region distal del brazo largo del cromosoma 9q12-q13 por
hibridacién in situ. Sin embargo, Shaw et al®° emplearon el marcador D9S15 en
estudios de hibridacion in situ, y localizaron el locus FRDA en 9913-g21.1, con
lo que se iniciaron los estudios para encontrar el origen de la enfermedad.
2.3.2 Genética Molecular
Montermini et al.” localizan una regién de 150 kb en el cromosoma 9q13 que
representaba al locus de FRDA, mientras que Campuzano et al.' identificaron
los exones potenciales en la regién gl3 en el cromosoma 9 mediante la
seleccién de cDNA y analisis de la secuencia. Finalmente, el gen se aislé por
este método y se llamo X25 el cual, posteriormente, fue llamado FXN? (figura

1),

9g34.12

i

ol
(=5

(=21

9p21.3
9p13.2
9922.32
9931.3
9933.3
9934.2

9q21.33

FIGURA 1. Cromosoma 9. Se muestra el locus donde se encuentra
el gen FXN, cuya alteracion en el triplete GAA da como resultado la
FRDA®,
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La mayoria de los pacientes (98%) presentan una expansion del triplete GAA
en el intron 1 del gen FXN (MIM 606829.0001), la cual varia entre 7 y 28
unidades de repetidos (Cuadro 2). El 2% de los casos de FRDA se deben a
mutaciones puntuales en el gen FXN (MIM 606.829), de las cuales hasta ahora
se han descrito al menos 15.1

Menos del 4% de los pacientes con FRDA son heterocigotos compuestos con
un alelo portador de la expansion de la repeticion GAA y otro con una mutacion
puntual. La longitud de los alelos patolégicos en la FRDA varia de 70 a mas
de 1700 unidades de repeticion, pero no hay ningun solapamiento entre el
tamafo de los alelos normales y el tamafio de los alelos que se encuentran en
FRDA®,

Baralle et al.”> establecieron que el gen FXN se encuentra formado por siete
exones que abarcan cerca de 80 kb. Bajo condiciones normales, codifican para
una proteina de 210 aminoacidos denominada Frataxina (FXN), su estructura
se muestra en la figura 2. El trinucleétido repetido GAA se localiza a la mitad de

una secuencia Alu, de aproximadamente 11 kb en el primer intrén del gen. °

FIGURA 2. Estructura 3D monomérica de la proteina Frataxina
(82-210 aminoacidos), con ligando de i6n sulfato unido
electrostaticamente (Uniprot Q16595, Ficha 3T3L de PDB, 2011).
Esta estructra fue obtenida por difraccion de rayos X, con una
resolucibn de 1.5A. Se observa que esta formada por una
plataforma de estructura B plegada y dos a hélices.*? 20
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Numerosas investigaciones han revelado la naturaleza polimoérfica de esta
secuencia por su capacidad de formar estructuras de triple hélice de DNA-RNA,
las cuales contienen dos hebras conformadas solo por purinas y una hebra
conformada solo por pirimidinas, asi como la conjuncion de estas estructuras,
llamadas DNA sticky (pegajoso), el cual se forma intramolecularmente y que se
cree inhibe la transcripcion por el secuestro de las polimerasas de RNA, las
cuales se unen a dicha estructura. Esta conformacion, de acuerdo a estudios
recientes, modifica la estructura de las histonas, aumentando su metilacion y
disminuyendo su acetilacion, lo cual determina el grado de transcripcion y, por
lo tanto, la formacién de RNA mensajero para la sintesis de la frataxina.™*

Estructuras triplex

M ISTNIE N

N “"L‘.’,"‘v 1 b ol by .
N WU SN NI AR A

FIGURA 3. Modelos de estructuras del DNA triplex
intramolecular del DNA pegajoso (sticky). Tomaday
modificada de Wells R. 2008

Se ha demostrado que la frataxina se expresa en una gran variedad de tejidos,
siendo mas abundante en el corazon. Altos niveles de expresion se encuentran
también en la médula espinal, los niveles mas bajos se detectaron en el

cerebelo y no se detectd su expresion en la corteza cerebral.™®
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El grado de disminucion de la frataxina depende de la longitud del repetido
GAA: el déficit de Frataxina es mas pronunciado en pacientes con repeticiones
largas, que aquellos en los que tienen soélo expansiones moderadas (menores

a 60 repetidos GAA).*

El tamafio de las expansiones GAA (y en particular de las mas pequefas de
cada par de alelos) se asocia con la frecuencia a padecer cardiomiopatia y
pérdida de reflejos en los miembros superiores. Los repetidos GAA son
inestables durante la transmisién en la meiosis, por lo tanto, el espectro clinico
de la FRDA es mas variable, y la prueba molecular directa de la expansion
GAA es util para el diagnéstico, prondstico y asesoramiento genético. Pianese
et al.® presentaron datos que sugieren que:

1) El repetido GAA en la FRDA es muy inestable durante la meiosis.

2) El origen parental y el tamafio de la expansion son factores importantes

en la variabilidad de alelos expandidos FRDA.

3) La tendencia a contraer o expandir no se ha asociado con haplotipos

particulares.**
2.4 Funcién de la proteina
Se ha estudiado mucho la funcion fisiolégica de la Frataxina en modelos
celulares. La Frataxina se ensambla en complejos protéicos mas grandes que
funcionan como chaperonas de hierro y como proteinas de almacenamiento de
este metal. La Frataxina protege asi al DNA del dafio producido por el hierro.
Sin embargo, en los pacientes con FRDA existe una disminucion significativa o
ausencia del RNA mensajero (mMRNA), lo cual a su vez ocasiona ausencia o
disminucién severa de la proteina Frataxina (valores inferiores al 10% de lo

normal) en la médula espinal, el corazén y el pancreas, lo cual se considera
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como la causa mas probable de la degeneracion neuronal, la cardiomiopatia y
el incremento en el riesgo de desarrollar diabetes mellitus, que se observan en
estos pacientes'?. El déficit de Frataxina tiene como resultado una menor
disponibilidad de hierro para la sintesis de complejos de hierro y azufre que
constituyen partes esenciales de varias enzimas celulares, como las de la
cadena respiratoria mitocondrial, por lo que Frataxina parece ser un activador
clave de la conversién de la energia mitocondrial y la fosforilacién oxidativa®.
Se ha sugerido que la disminucion de la Frataxina ocasiona dafio oxidativo, y
también se ha identificado un aumento en el contenido de hierro en el tejido
cardiaco de pacientes con FRDA, asi como una deficiencia en la actividad de
las subunidades que contienen hierro-azufre de los complejos mitocondriales I,
Il, y lll de la cadena respiratoria.” La deficiencia de estas enzimas activa el
mecanismo oxidativo secundario, o que produce una sobrecarga de hierro en
la matriz mitocondrial y el aumento de radicales libres.** En conclusién se
sugiriere que la FRDA puede ser consecuencia de la disminucién del
almacenamiento de hierro mitocondrial debido a la deficiencia de Frataxina, lo
que puede afectar el metabolismo del hierro, promover el dafio oxidativo y

conducir a la progresiva acumulacion de hierro, como se muestra en la figura 4.
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A IlFeII
- .\
/ \ . ere” =? Almacenamiento
Frataxina Hierro
/ 2. Biosintesis grupo
Donador Fe Hemo \
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FIGURA 4. Posibles funciones de la Frataxina. A. Representacion esquematica de las diferentes hipétesis
planteadas para describir la funciéon de la Frataxina dentro de la mitocondria. Se ha propuesto que la Frataxina
puede actuar como regulador y donador de Fe” en la biosintesis y reparaciéon de complejos de Fe-S, asi como su
intervencién en la formacién del grupo Hemo de la hemoglobina y el almacenamiento de Fe para la célula. B.
Esquema simplificado del mecanismo de biosintesis de complejos de Fe-S (ISC) en mamiferos. La biosintesis de
novo de ISC ocurre dentro de la mitocondria donde el azufre es proporcionado por una cisteina desulfurasa, NFS1
la cual interactia con ISD11, una proteina de funcién aln desconocida. El hierro y el azufre son ensamblados por
la proteina ISCU para dar un ISC, los cuales se transfieren a apoproteinas posiblemente con la ayuda de
chaperonas y Glutaredoxina 5 (GLRX5). En paralelo, se ha propuesto que un compuesto sintetizado por la
mitocondria, que aln no se ha caracterizado, se transporta al citosol a través del transportador ABC7 localizado en
la membrana de la mitocondria. Este compuesto se utiliza por la maquinaria de ensamble de ISC para la formacion
de ISC para proteinas nucleares y del citosol. La reaccion requiere electrones y Fe*. El donador de electrones
aun es desconocido en mamiferos. Se ha propuesto que la frataxina es el donador de Fe. MFRN: mitoferrina™
Tomada y modificada de Schmuker S. et. al. 2010



BARONA CRUZ CARLOS

2.5 Tratamiento

En esta enfermedad, no existe una cura como tal que detenga su progreso,
s6lo se administra un tratamiento paliativo, con el fin de aminorar o prevenir los
sintomas que presente el paciente en el momento del diagnéstico clinico y
conforme evoluciona la enfermedad. Varios estudios abiertos han comprobado
que la idebenona (con dosis de 5 mg/kg al dia), un analogo de quinona de
cadena corta mejora el transporte mitocondrial de los electrones y disminuye la
masa del ventriculo izquierdo de los pacientes con FRDA. Los farmacos
antiatdxicos como el 5-hidroxitriptéfano, la buspirona y la amantadina son
ineficaces, o tienen una eficacia escasa en FRDA. En general, se recomienda
la implementacibn de sesiones de fisioterapia. Los pacientes con
miocardiopatia y diabetes mellitus deben recibir tratamiento médico
convencional.?

2.6 Diagnéstico molecular

Para poder realizar el diagndéstico clinico de FRDA, es necesario realizar
estudios de gabinete, como son: electromiografia (EMG), que mide la actividad
eléctrica de las células musculares; estudios de conduccidén nerviosa, que
miden la velocidad con la cual los nervios trasmiten los impulsos;
electrocardiograma (ECG), que muestra una presentacion grafica de la
actividad eléctrica o del patron de latidos del corazdn; ecocardiograma, que
registra la posicion y movimiento del musculo cardiaco; imagenes de
resonancia magnética (IRM) o tomografia computarizada (TAC), que
proporcionan una imagen del cerebro y la médula espinal; puncién lumbar para

evaluar el liquido cefalorraquideo; analisis de sangre y orina para verificar
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niveles aumentados de glucosa, y pruebas genéticas para identificar la
mutacién presente en el gen.**

El diagndstico molecular se basa en determinar el nUmero de repetidos GAA el
cual es necesario para el pronostico y asesoramiento genético. Existen
diversos métodos por los cuales las ataxias que involucran repeticiones de
bases en el DNA pueden confirmarse después del diagndstico clinico inicial,
realizando primeramente un tamizaje por electroforesis capilar de fragmentos
de los productos obtenidos por PCR larga (PCR XL) empleando un triple
cebador (TP-PCR), para determinar la presencia de alelos normales y/o
mutados. El tamizaje del DNA amplificado por TP-PCR, se realiza a través de
la electroforesis capilar (EC) que es una técnica utilizada para separar las
diferentes moléculas presentes en una disolucion de acuerdo con la relacién
masa/carga de las mismas. La separacion se lleva a cabo en un tubo hueco de
diametro muy pequefio (menos de 50 um de diametro), de ahi que reciba el
nombre de capilar. Dentro de este capilar se encuentran la disolucion que
contiene los analitos o las moléculas a separar y el amortiguador o medio
electrolitico que es el encargado de conducir la corriente. El triple cebador
permite la incorporacion de una marca fluorescente la cual se detectara durante
la electroforesis capilar, sin embargo este tamizaje tiene limitaciones, ya que
para alelos con un gran numero de repetidos no se puede determinar
adecuadamente su tamafo. Sin embargo, es necesario conocer el namero
exacto de repetidos en el gen, por lo que se requiere de un método mas
preciso como la técnica de Southern blot por el cual se puede determinar el
tamafo de los repetidos y con base a éste, predecir la severidad que tendra la

enfermedad™®.
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La técnica de hibridacion de DNA o Southern Blot denominada asi en honor al
bidlogo britanico Edwin Southern, quien la desarrollé en 1975, se emplea para
identificar fragmentos especificos de DNA en una mezcla compleja. La técnica
de Southern Blot requiere de la electroforesis en gel de agarosa con el fin de
separar los fragmentos de DNA (en este caso, obtenidos por PCR XL) de
acuerdo a su longitud y, después, se lleva a cabo la transferencia a un soporte
s6lido o membrana en la cual se efectua la hibridacion del DNA con una sonda
especifica, cuya unién se da por complementariedad de bases al fragmento de
interés. En la figura 5 se muestra de forma resumida éste procedimiento.*?

Los alelos del gen FXN se clasifican de acuerdo al intervalo de tamafos de la
siguiente forma?®”:

Alelos normales: La repeticion del triplete GAA es de 7 a 28 repetidos. Hay

gue destacar que mas del 80% de los alelos presentan una repeticion menor a
12, siendo las repeticiones superiores a 27 bastante raras y estos valores
varian de acuerdo a la poblacién estudiada.

Alelos premutados: Se trata de aquellos que contienen alelos con un nimero

de repetidos del triplete GAA entre 34 y 65. Estos alelos premutados no se
asocian con el fenotipo de FRDA, es decir, el individuo portador de los mismos
puede permanecer asintomatico, pero puede tener hijos enfermos debido a que
durante la transmision a la descendencia, se puede producir una expansion en
el tamafo de la repeticion, dando lugar a alelos patoldgicos.

En algunas ocasiones, los alelos que presentan una repeticion mayor de 27,
presentan interrupcion en la secuencia (GAGGAA). Algunos autores han

seflalado que esta interrupcion, sirve para estabilizar a los alelos premutados,
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evitando su expansion. Sin embargo, no existen evidencias que relacionen
estas interrupciones con un significado clinico especifico.

Alelos expandidos: Se trata de aquellos alelos que presentan un tamafo o

namero de repeticion del triplete entre 66 y 1700 veces. La mayoria de los
pacientes con FRDA presentan una expansion del repetido que se encuentra
alrededor de 120. Algunos autores sefialan que existe una relacién inversa
entre el nimero de repeticiones del triplete GAA, y la edad en que los signos y
sintomas se van a presentar en los pacientes, ya que a mayor numero de
repetidos la edad de inicio disminuye. Asi, la cantidad de mRNA gue se va a
formar puede depender del nimero de tripletes repetidos.

Ademas, existen otras causas que pueden provocar que el gen FXN se
encuentre mutado. Entre éstas se encuentran mutaciones puntuales y errores
en el “corte y empalme” (de su traduccién en inglés, splicing). Por lo que hay
que sefialar que en menos del 1% de los pacientes que reunen los criterios
diagndsticos de FRDA, no presentan una expansion del triplete GAA.*

Todos los pacientes con este tipo de ataxia tienen por lo menos un alelo con
expansion del trinucleétido GAA y 98% son homocigotos para esta expansion®.
Sin embargo, existe un 5% de pacientes heterocigotos compuestos con FRDA
en los que se presenta una combinacion de una expansion GAA en un alelo y
una mutaciéon puntual en el otro. Esta mutacion puntual puede ser “sin sentido”
(aquellas que introducen un codon de terminacion y dan lugar a proteinas
truncadas) o de “sentido erréneo” (aquellas en las que el cambio de un sdlo
nucledtido conduce a la sustitucion del aminoacido). La mayoria de los
pacientes heterocigotos compuestos presenta el cuadro clinico tipico de FRDA.

Son excepciones las mutaciones de sentido erroneo, como la mutaciéon D122Y

28



BARONA CRUZ CARLOS

y G130V, que se han asociado a las formas atipicas de FRDA, que presentan
reflejos conservados (Ataxia de Friedreich con Reflejos Conservados, sus
siglas en inglés FARR), sin disartria 0 con ataxia moderada y progresion lenta,

pero no con la variante de inicio tardio™®.
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n Se realiza la amplificacion del
gen de interés por PCR XL vy,
posteriormente, su resolucién
por electroforesis.

ﬂ Desnaturalizacion. El gel es sumergido en una solucién acida
(HCl) para separar la doble hebra del DNA rompiendo los
puentes de hidrégeno y, posteriormente, es sumergido en
una solucion alcalina (NaOH) para neutralizar y mantener las
hebras de DNA separadas.

PAPEL ABSORBENTE

B Transferencia del DNA del gel a una membrana de nylon
por capilaridad, empleando una solucién 20X SSC.
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n La solucidon amortiguadora sube
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membrana.
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o _DNA
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= (6

_ SONDA
~~  MARCADA

fija empleando luz UV (crosslink).

Se lleva a cabo una pre-hibridacién, en la cual la membrana se coloca
en la botella de hibridacién junto con una solucién amortiguadora de
fosfatos 20X SSPE y SDS al 10%, agitdndola suavemente por 2 hr.
Posteriormente, se procede a realizar la hibridacién, retirando la
membrana de la solucidn anterior y colocandola en una solucién que
contiene la sonda marcada radiactivamente. Esta mezcla se somete a

una agitacion rotatoria suave por toda la noche.
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complementarios que se

encuentran
membrana
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en la

de lavar la

i

— Después
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FIGURA 5. Procedimiento que se lleva a cabo en la técnica de Southern Blot.?’
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La determinacion o identificacion de marcadores polimorficos y mutaciones
necesarios para realizar el diagnostico molecular requiere de una tecnologia
mas precisa, reproducible y automatizada, como la electroforesis capilar, que
contribuye, principalmente, en dos areas del diagnostico genético:
secuenciacion y analisis de fragmentos, mientras que las técnicas como la
electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida tienen ventajas y
desventajas, pues consumen mas tiempo y recursos, son menos especificas y
reproducibles, y suelen requerir mayor cantidad de muestra, asi como
requieren de personal con experiencia para su realizacion. La confirmaciéon a
través del diagnostico molecular para enfermedades neurodegenerativas que
involucran repeticiones cortas en el DNA, puede realizarse por diferentes
técnicas empleadas en biologia molecular, como la PCR de punto final, sin
embargo, se encuentran limitadas para enfermedades como la FRDA, que
involucran repeticiones de DNA de un mayor tamafio (1 a 3 kilobases o mas),
por lo que es necesario establecer nuevas estrategias que nos permitan
amplificar fragmentos de mayor tamafio y de esta manera poder establecer el
namero de repetidos presentes en el DNA del paciente, con el fin de dar un
diagnostico preciso y de establecer en el laboratorio diferentes estrategias
metodoldgicas que faciliten y permitan un menor tiempo para realizar el
diagnostico de enfermedades por expansion de repetidos.

La identificacion de los pacientes con expansion del repetido GAA sera una
prueba atil no solo para la implementacion del diagnostico molecular sino
también proporcionara informacion del tipo de alelos presentes en los

pacientes, ya que de este depende la severidad de los sintomas y abre el
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camino para que en un futuro se realicen esfuerzos adicionales para investigar
el papel de la Frataxina en la biosintesis del grupo hemo o almacenamiento de
hierro. Por otra parte, dara lugar al conocimiento de la distribucion y el tipo de
alelos que estan presentes en la poblacion mexicana afectada con FRDA, asi
como una mejor comprension de los mecanismos involucrados en el proceso
neurodegenerativo, ademas de dar un asesoramiento genético oportuno a
estas familias.

Es por esto que en el Depto. de Neurogenética del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, Manuel Velasco Suéarez, resulta de gran
importancia implementar el diagndstico molecular de la ataxia recesiva mas
frecuente. En México, no contamos con un laboratorio que realice este analisis,
solo se realiza en laboratorios privados del extranjero, a los cuales no toda la
poblacién tiene acceso debido al costo elevado y ubicacién, por lo que es de
gran importancia que se realice en una institucion de salud que beneficie a un

amplio sector de la poblacion.
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4. OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el tamafio del expandido (GAA)n en el intron 1 del gen FXN, en

pacientes que presentan ataxia con un patron de herencia autosomica

recesiva.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

v" Implementar la técnica de PCR larga para amplificar fragmentos de DNA
que van de 1 a 3kb

v" Implementacién y estandarizacion de una prueba de tamizaje rapido por
medio de PCR triple cebador (TP-PCR), para el analisis por electroforesis
capilar, que permitira la identificaciéon de individuos homo y heterocigotos
para el gen FXN.

v" Implementacién y estandarizacién de la técnica de Southern Blot para la
confirmacion del resultado del tamizaje y poder establecer el tamafio
aproximado del repetido GAA para muestras con alelos expandidos

grandes.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO.
La mayor parte de los pacientes a los cuales se les realizara el diagnostico
molecular como prueba confirmatoria de FRDA resultaran tener una expansion
grande en ambos alelos, debido a que el modo de herencia que presentan es
autosoémico recesivo, por lo que deben presentar ambos alelos mutados y se
identificaran por analisis de fragmentos por electroforesis capilar y por la

técnica de Southern Blot, dependiendo del tamafio que presenten.

6. POBLACION DE ESTUDIO
Se analizaron los pacientes referidos de la consulta de Neurologia y Genética
del INNNMVS, que cumplieron los criterios clinicos de probable FRDA y que
aceptaron participar en el proyecto, previo consentimiento informado, durante el
periodo de enero de 2011 a marzo de 2012. Hasta la fecha se recibieron 22
pacientes con diagnéstico clinico de probable FRDA, hombres y mujeres de 18

a 30 aros de edad.
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7. CRITERIOS
7.1 Criterios de inclusion
Pacientes que presentaron y cumplieron con los criterios clinicos vy
neuroldgicos caracteristicos de FRDA como: arreflexia, debilidad muscular,
respuesta plantar extensora (signo de Babinski), signos de disfuncién de la
region dorsal y trastornos ataxicos del habla (disartria), asi como se tomé en
cuenta el tiempo de progresion e inicio de la sintomatologia de la enfermedad,
la debilidad muscular, asi como la presencia de antecedentes familiares,
sugestivos de un patron de herencia autosdmico recesivo .
7.2 Criterios de exclusion
Pacientes que no cumplieron con los criterios clinicos caracteristicos de FRDA,
aunqgue presentaran datos clinicos de ataxia.
7.3 Criterios de eliminacién
Pacientes que no presentaron sintomatologia clasica o se descart6 otro tipo de
ataxia y que no aceptaron participar en el estudio.
7.4Variables
La variable independiente de este trabajo, fue el nUmero de tripletes repetidos
GAA, presentes en los pacientes con FRDA, pues la cantidad de éstos puede
no ser la misma en cada alelo, mientras que la variable dependiente, sera la
evolucion de la enfermedad en el paciente, pues ésta se da de acuerdo al

namero de repeticiones del triplete GAA presentes en cada alelo.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se implementaron dos técnicas para la identificacion de
alelos normales y mutados presentes en FRDA, las cuales podran ser utiles
para otras enfermedades que involucran trinucleétidos repetidos. Asi pues se
implemento la técnica de PCR con triple cebador (TP-PCR), originalmente
desarrollada por Warner et al®, para la deteccién de alelos expandidos en la
distrofia mioténica. ElI ensayo de PCR utiliza un cebador especifico de locus
que flanquea la secuencia variable de trinucledtidos, junto con cebadores
apareados, amplificando la region del repetido desde multiples sitios de
cebado. La especificidad estd determinada por la etiqueta fluorescente (tag),
especifica del locus cebador. TP-PCR genera una escalera caracteristica en la
traza de fluorescencia que permite la identificacibn de repeticiones
patdgenicas de gran tamafio, que no se pueden amplificar utilizando
Unicamente los cebadores flanqueantes utilizados en la PCR de punto final.*!

Posteriormente se empled la técnica de Southern Blot para confirmar los
resultados del analisis de fragmentos, realizado por electroforesis capilar
primeramente como forma de tamizaje, (lo que permitird determinar sélo la
presencia de alelos normales y mutados). Con el Southern Blot se podra
determinar el numero aproximado de repetidos (GAA)n en alelos con grandes
repeticiones, y con esto, confirmar el diagnoéstico clinico de probable FRDA,
ademas de analizar los antecedentes familiares para descartar la posibilidad de

cualquier otro tipo de ataxia recesiva.
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9. DISENO METODOLOGICO
9.1 MATERIAL
Microtubos para centrifugacion de 0.6 mL y 1.5 mL Eppendorf®
Tubos para reaccion de PCR, tapa plana de 0.2 mL Axygen®
Base plastica para termociclador (96 pozos)
Puntas para micropipeta de 10 pL, 100 pL, 200 pL y 1000 pL
Vaso de precipitados Pyrex® 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mLy 1 L
Probeta graduada Pyrex® de 10 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL y
1L
Matraz aforado Pyrex® de 1Ly 2 L
Recipiente de vidrio grande
2 esponjas medianas
Varilla de vidrio
Membrana de nylon cargada positivamente GE Healthcare®
Papel filtro Whatman para electroforesis SMM
Pinzas grandes de acero inoxidable
Recipiente grande con capacidad para 1 Kg
Espatula de acero inoxidable
Gasas
Guantes de latex
Gradilla de plastico para tubos de 1.5 mL
Barra magnética para agitacion
Papel aluminio
Bolsas plasticas medianas con cierre hermético Ziploc®

Componentes del equipo iBlot®:
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o iBlot® DNA Catodo (arriba)
o iBlot® DNA Anodo (abajo)
o iBlot® DNA Esponja Desechable
o iBlot® Papel filtro
Cartucho para placas radiogréaficas Hyperfiim®

Placas radiograficas Hyperfilm® X-OMAT o Kodak®

9.2 INSTRUMENTOS

Balanza analitica Denver Instrument Company® AA-200

Termometro de Inmersién parcial (-20 a 150° C) Brannan®

Micropipetas de volumen variable de 10 pL, 20 pL, 100 pL, 200 uL y
1000 pL.

Espectrofotometro UV- Vis de micro-volumen para acidos nucleicos y
proteinas Nanodrop 2000®

Analizador de DNA por Electroforesis capilar. Secuenciador modelo
AB3031. Applied Biosystems®

9.3 EQUIPOS

Temociclador GeneAmp® PCR System 9700. Applied Biosystems
Termociclador Thermal cycler® 2720. Applied Biosystems

Fijador de DNA CL-1000 Ultraviolet Crosslink UVP®

Transiluminador DyNA® Light Dual Intensity UV. Labnet

Microcentrifuga Minispin® Eppendorf

Fuente de poder para electroforesis Thermo® Electron Corporation
3000P

Camara de electroforesis Thermo EC Maxicell Primo® EC340
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Estufa de Hibridaciéon con frascos de vidrio y tapa plastica Robbins
Scientific® modelo 400

Parrilla de calentamiento y agitacion (25 a 500° C) Corning®

Centrifuga refrigerada 5810R Eppendorf

Agitador Vortex Genie-2 (600 a 3200 rpm) Daigger® Lab Tech
Concentrador al vacio Speed Vac® Eppendorf

Incubadora con agitacién (-5 a 99° C; 300 a 1500 rpm) Thermomixer
comfort® Eppendorf

Agitador orbital (10 a 400 rpm) Lab-line®

Refrigerador TopMount RT32YHPN5/XEM Samsung®

Horno de microondas AMW9144ST Samsung®

Sistema de Transferencia en seco de DNA y proteinas iBlot® Invitrogen
Fotodocumentador de luz UV-visible-infrarrojo Biorad®

Detector Geiger para monitoreo de fuentes radiactivas.

9.4 REACTIVOS Y SOLUCIONES

Amortiguador de Lisis de Glébulos Rojos (BLGR): 8.29 g NH,CI J. T.
Baker®; 1 g KHCO3; Merck®; 0.37 g EDTA J. T. Baker®. Se mezclay
afora a 1 L con agua estéril y se ajusta pH 8.0. Se filtra al vacio.
Almacenar a 4° C

Cloruro de Sodio (NaCl) 5mM: 0.02925 g NaCl J.T. Baker®. Se mezcla y
afora a 100 mL con agua bidestilada.

Cloruro de Sodio (NaCl) 7M: 40.95 g NaCl J. T. Baker®. Se mezcla y
afora a 100 mL con agua bidestilada. Se esteriliza en autoclave.

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%: 100 g SDS Biorad® se mezclan

con 900 mL de agua bidestilada, calentando gradualmente hasta 68° C
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para disolver completamente. Se deja enfriar y se afora a 1 L. Se ajusta
a pH 7.2 con HCI concentrado Merck®. Se esteriliza en autoclave.

» Cloroformo-Alcohol Isoamilico 49:1: para preparar 100mL, se miden 98
mL de cloroformo J.T. Baker® y 2 mL de alcohol isoamilico J.T. Baker®
se mezclan por inversibn en un frasco ambar, dejando salir
gradualmente los gases generados (Realizar en campana de
extraccion). Almacenar en frasco ambar a 4° C.

» PBS [Amortiguador de fosfatos en solucién salina] 1X: 8 g NaCl J.T.
Baker®; 0.2 g KCI J.T. Baker®; 1.44 g Na,HPO,4 Merck®; 0.24 g KH,PO,
J.T. Baker®. Se mezcla y afora a 1 L con agua bidestilada y se ajusta pH
7.4. Se esteriliza en autoclave y se almacena a 4° C.

» Solucién para conservacion de células blancas RNA later Ambion®

» Estuche comercial para Analisis de Fragmentos True Alelle® PCR
Premix, de Applied Biosystems®

» Kit comercial Long PCR Enzyme Mix Fermentas® que contiene:

v" Long PCR Enzime Mix 5 U/uL
v" Amortiguador 10X Long PCR
v" Amortiguador con MgCl, 1.5mM Long PCR
v" MgCl, 25 mM
v Agua libre de nucleasas
v Dimetilsulféxido (DMSO)
» Kit comercial Long Range Hot Start KAPA® que contiene:
v KAPA Polimerasa 2.5 U/uL
v" Amortiguador (sin Mg®*)5X KAPA Long Range

v" Mezcla de dNTP’s 10mM
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v" MgCl;25 mM

» Desoxinucleotidos trifosfatados (dNTP’s): dATP 10 mM; dTTP 10 mM,;
dGTP 10 mM; dCTP 10 mM Roche® Applied Biosystems

> Amortiguador de corrimiento para electroforesis TBE 10X (Tris 0.89 M;
Acido Bérico 0.89 M; EDTA 0.02 M: 108 g Tris Base Biorad®; 55 g Acido
borico J.T. Baker®; 40 mL EDTA 0.5 M pH 8. Se mezclany aforana 1 L
con agua bidestilada. Se filtra solucion al vacio.

> Bromuro de Etidio Sigma-Aldrich® (10 ug-uL

> Amortiguador Tris 1M pH 7.4: 121.1 g Tris Biorad®; 70mL HCI Merck®.
Se mezclan en 900 mL de agua bidestilada y se ajusta pH.
Posteriormente se afora a 1 L y se esteriliza en autoclave.

> Acido Etilendiamino Tetrasodico (EDTA) 0.5 M pH 8: 186.1 g EDTA J.T.
Baker®. Se disuelven en 800 mL de agua bidestilada y se ajusta pH con
aproximadamente 20 g de NaOH J.T. Baker®. Se afora a 1 L. y se
esteriliza en autoclave.

> Solucion de NaCl 5 M: 292.2 g NaCl J.T. Baker® se disuelven en 800
mL de agua bidestilada. Se afora a 1 L y se esteriliza en autoclave.

> Amortiguador 20X SSC (NaCl 3 M; Citrato de sodio 0.3 M): 175.3 NaCl
J.T. Baker®; 88.2 g Citrato de sodio J.T. Baker®. Se mezclan en 800 mL
de agua bidestilada y se ajusta el pH a 7 con solucion de NaOH 10 N. Se
aforaa 1 L y se esteriliza en autoclave.

> Desoxicitidina 5-trifosfato [a-*?P] 250 uCi (9.25 MBq); 3000 Ci/mmol
(111 TBg/mmol), con 0.025 mL de colorante verde Tricina 50 mM (pH

7.6) Perkin EImer® EasyTides®
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> Adenosina 5'-trifosfato [y->2P] 250 uCi (9.25 MBq); 3000 Ci/mmol (111
TBg/mmol), con 0.025 mL de colorante verde Tricina 50 mM (pH 7.6)
Perkin EImer® EasyTides®

> Amortiguador 20X SSPE: 174 g NaCl J.T. Baker®; 27.6 g NaH,PO,
Merck®; 7.4 g EDTA J.T. Baker®. Se disuelven en 800 mL de agua
bidestilada y se ajusta pH a 7.4 con solucion de NaOH 10 N. Se afora a

1 L y se esteriliza en autoclave.

9.5 METODOLOGIA
Se realiz6 la estandarizacion de la técnica de Southern Blot, para lo cual

se requiere de procesos previos como:

9.5.1 AISLAMIENTO DE DNA

Se realizd la extraccion de DNA vy preservacion de células
mononucleares a partir de sangre periférica utilizando un amortiguador
de Lisis de Glébulos Rojos (BLGR), segun la técnica de Cuevas-
Covarrubias, modificado de Buffone y Darlington; Millar y Polensky;
Maniatis y Fritsch, establecida en el Depto. de Neurogenética del
INNNMVS.

En el método utilizado para la extraccion de DNA gendmico se empled el
amortiguador de lisis BLGR [NH,CI 0.15 M; KHCO; 0.01 M; EDTA 0.5 M pH
8.0]. Los globulos rojos de 3 mL de sangre periférica se lisaron con el
amortiguador antes mencionado. Los leucocitos se separaron por
centrifugacion selectiva a 3000 rpm/6 min. Se decant6 el sobrenadante

y se repitieron los lavados con solucién de lisis hasta obtener un boton
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blanco, libre de eritrocitos. Al boton limpio, se le adicion6 cloruro de
sodio a diferentes concentraciones para eliminar las proteinas
remanentes: se agregaron 570 puL de NaCl 5 mM, se homogenizé la
solucion por 2 min., se adiciond un detergente catidnico fuerte, SDS
(Dodecil Sulfato de Sodio pH 7.2) al 10% (v/v) y se homogenizé con
vortex por 5 min. Finalmente se agregaron 200 pyL de NaCl 7 M
(saturado) y se homogeniz6 durante 10 min. Las proteinas se separaron
por centrifugacién a 11500 rpm/20 min. Se realizé un paso de extraccion
con 600 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (proporcién 49:1) y se
centrifugd a 14000 rpm/15 min. Los acidos nucleicos se aislaron de la
fase acuosa, precipitandolos con 800 pL de etanol absoluto. Se
centrifugd a 14000 rpm/10min y se decant6 el sobrenadante. EI DNA se
lavé con 600 pL de etanol al 70%; se centrifugd a 14000 rpm/15 min. y
se decant6 sobrenadante. La muestra se secd con vacio, para evaporar
el alcohol remanente y se resuspendié en agua estéril (100-300 pL). Se
incub6 a 60° C por 1 hora para disolver completamente el botén antes
de utilizarse para las pruebas posteriores.

9.5.1.2 LISIS Y ALMECENAMIENTO DE GLOBULOS BLANCOS
(BUFFY COAT)

Los globulos rojos de 3-6 mL de sangre periférica restantes, se lisaron
con el amortiguador de lisis BLGR. Las células blancas se separaron por
centrifugacion a 3000 rpm/6 min y se decanté el sobrenadante. Se
realizaron varios lavados de las células con el BLGR hasta obtener un
boton limpio de eritrocitos. Las células se resuspendieron en 250 uL de

PBS [amortiguador de fosfatos en solucion salina] 1X (NaCl 0.13M; KCI
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0.002M; NayHPO4 0.01M; KH,PO4 0.0017M] y 250 uL del preservador
comercial RNA later®. Se homogeniz6 la solucién. Se almacenaron las
células a -70° C hasta que se requiriera una nueva extraccion de acidos
nucléicos.

9.5.1.3 CUANTIFICACION Y CALIDAD DEL DNA

Se llevo a cabo el analisis cualitativo del DNA obtenido en la extraccion,
en geles de agarosa al 1% (tefiidos con Bromuro de Etidio como
intercalante/revelador que permite visualizar el DNA a una concentracion
de 1pL/100mL de gel, adicionado directamente) y cuantitativo por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 y 280 nm

(Nanodrop®).

952 TAMIZAJE POR ANALISIS DE FRAGMENTOS E
IMPLEMENTACION DE PCR PARA FRAGMENTOS LARGOS

Se realizé por andlisis de fragmentos un tamizaje del DNA amplificado
por TP-PCR; las cantidades de cada componente del estuche comercial
utilizado y el programa se muestran en el cuadro 3 y la figura 6,
respectivamente. La secuencia de los oligonucledtidos utilizados en este
analisis son los siguientes, tomados de Campuzano et. al. 2006:
Forward: 5-GGAGGGATCCGTCTGGGCAAAGG-3’ Tm: 60° C

Reverse: 5-CAATCCAGGACAGTCAGGGCTTT-3 Tm:55°C
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CUADRO 3. Se muestran los componentes de la mezcla de
reaccion empleados, tomados del kit Tru Alllele® de Applied
Biosystems (el DNA no se incluye en el kit).

Componente Cantidad (uL)

DNA (100 ng/uL) 1.5
Agua cbp 12.5uL 0.38
Tru Allele Premix 7.5
Fluoréforo (F) 0.78
Oligo Forward 1.56
Oligo Reverse 0.78
Volumen final 12.5
10 CICLOS 20 CICLOS E
95° C 94° C 89° C ::
12 min, 15 seg 72°C :.72° C

55° C/ 30 seg; 10 min
1

15 seg 15 seg 4° C

FIGURA 6. Programa de PCR utilizado para la amplificacion de la region del
repetido GAA contenido en el intron 1 del gen FXN, tomando en consideracion
las recomendaciones del proveedor del kit comercial de Fermentas® Los
oligonucledtidos utilizados generan un producto de 1.5kb.

Al concluir la reaccion, las muestras se colocaron en una placa de
secuenciacion de 96 pozos, donde se adicionaron: 2 pL de producto de
PCR XL, 9 pL de Formamida Ultrapura, 1 pL de Marcador de Peso
Molecular fluorescente de 500pb. Se mezclaron y se desnaturalizaron

las muestras a 96° C por 5 min. Al terminar, se colocaron en el
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9.5.3

analizador de DNA de Applied Biosystems® (Secuenciador modelo
AB3031), para realizar su separacion por electroforesis capilar. Los
resultados se analizaron utilizando el programa GeneMapper® 4.0. Las
muestras que presentaron una expansion anormal, se analizaron y
confirmadas por la técnica de Southern Blot para determinar el nimero
de repetidos GAA presentes en cada uno de los alelos.

PCR PARA FRAGMENTOS LARGOS EMPLEADA PARA EL
ANALISIS POR SOUTHERN BLOT

Se estandariz6 la PCR para fragmentos largos (XL) que se analizaran
por la técnica de Southern Blot, empleando los kit comerciales Long
PCR Enzyme Mix de la marca Fermentas® y Long Range Hot Start de
la marca KAPA®. Se realizaron diversas pruebas para ajustar
condiciones y concentraciones de los componentes de la reaccion y se
determind que la Tm empleada seria de 55° C. Las temperaturas y
tiempos, asi como los ciclos que se establecieron desde el inicio de las
pruebas, se realizaron de acuerdo a las recomendaciones del proveedor,
y se pueden observar en las figuras 7 y 8. Las cantidades utilizadas para
la mezcla de reaccion, incluidos en los estuches comerciales utilizados
se muestran en los cuadros 4 y 5. La secuencia de los cebadores

utilizados*®® (Invitrogen®), los cuales generaron un producto de 446 pb,

son:
Forward (F) 147: 5-GAAGAAACTTTGGGATTGGTT-3’ Tm: 48.71° C
Reverse (R) 602: 5-TTTTCCAGAGATGCTGGGAAA-3’ Tm: 51.53° C
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CUADRO 4. Se muestran las cantidades utilizadas de cada
componente incluido en el kit de Fermentas® (el DNA no se
incluye en el kit).

DNA (100 ng/uL) 5
Agua cbp 25uL 13.35
Buffer 10X/MgCl, 2.5
2mM dNTP’s mix 2.5
Oligo F 147 (50 mM) 0.2
Oligo R 602 (50 mM) 0.2
DMSO 1
Enzima PCR XL (5 U/uL) 0.25
Volumen final 25
10 CICLOS 20 CICLOS E
94° C 94° C 95°C ::
|

68° C168°C

1
!
1
i
2 min E 15 seg
1
55° C / 5 min*i10 min
I
1
1

30 seg

30 seg 4°C

*Tiempo de descenso de temperatura de 15 seg/°C

FIGURA 7. Programa utilizado para la amplificacion de la region del repetido GAA
contenido en el intron 1 del gen FXN, tomando en consideracion las
recomendaciones del proveedor del kit comercial de Fermentas® Los
oligonucledtidos utilizados generaron un producto de 446pb en las muestras que
no presentaron una expansion anormal del trinucledtido GAA.
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CUADRO 5. Se muestran las cantidades utilizadas para la
reaccion de PCR XL a partir del kit comercial de la marca
KAPA® (el DNA no se incluye en el kit).

Componente Cantidad (uL)

DNA (100 ng/pL) 8
Buffer KAPA 5X (sin MgCly) 5
MgCl, (25 mM) 1.75
dNTP’s mix (10 mM c/u) 0.75
Oligo F 147 (10 mM) 1.25
Oligo R 602 (10 mM) 1.25
Agua cbp 25pL 6.75
KAPA Polimerasa (5 U/uL) 0.25
Volumen final 25
35 CICLOS
94° C 94° C
4 min. 15 seg 55°C
15 seg 68° C 68° C
E 4 min i 7 min 4° C

FIGURA 8. Programa utilizado para la amplificacion de la region del repetido
GAA contenido en el intron 1 del gen FXN, tomando en cuenta las
recomendaciones del proveedor del estuche comercial de la marca KAPA® Los
oligonucledtidos empleados generaron un producto de 446pb en las muestras
gue no presentaron expansion anormal del trinucledtido GAA.
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9.5.4 ELECTROFORESIS DE FRAGMENTOS LARGOS

1. Se verificd la presencia de los productos de PCR XL, en un gel de
agarosa al 0.8% (con Bromuro de Etidio, a una concentracion de 10
ug/uL). La electroforesis se realizé6 empleando el amortiguador TBE 1X
(Tris 0.89 M; Acido Boérico 0.89 M; EDTA 0.5 M pH8) aplicando un
voltaje de 100 V por 1h. Se analizé el gel en un Transiluminador UV.

2. Para realizar la transferencia tipo Southern Blot, se realizé la
electroforesis de las muestras en un gel de agarosa al 2%, para la
mejor separacion de los productos (se incluyé Bromuro de Etidio en el
gel a una concentracion de 10ug/uL) se empled un marcador de peso
molecular Ladder DNA Marker, de Axygen® que va desde 300 a 10000
pb, para identificar el fragmento de interés. El corrimiento
electroforético se realizé a 40V con amortiguador TBE 1X (40V/TBE

1X) durante toda la noche (Figura 9).

FIGURA 9. Separacion de los productos por
electroforesis en gel de agarosa al 2%/TBE 1X
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9.5.5 TRANSFERENCIA TIPO SOUTHERN BLOT

1. Concluido el corrimiento electroforético, se analizé el gel en un

transiluminador UV para confirmar la separacion de los productos y del

marcador de peso molecular conocido. Después se transfirieron los

fragmentos de DNA a una membrana de Nylon. La transferencia se llevo a

cabo por medio de dos procedimientos: utilizando el equipo iBlot® para

realizar la transferencia en seco y por carga eléctrica o realizando la
trasferencia del DNA por capilaridad.

El gel de agarosa se sometid previamente a una depurinacion,
desnaturalizacion y neutralizacion (los tiempos de agitacion para el gel y
composicién de cada solucién se describen en la pag. 48). Posteriormente,
se coloco sobre un sistema de transferencia en seco, empleando el equipo
iBlot (figura 10), o montando un sistema que permitié la transferencia por
capilaridad empleando el amortiguador 20X SSC (figura 12).

Para llevar a cabo la transferencia del DNA en seco con aplicacion de

voltaje por medio del equipo iBlot® se realizd lo siguiente:

v Se coloco el equipo sobre una superficie plana y se levantd la tapa.

v Se retird el plastico protector del anodo y se mantuvo en una charola de
plastico; se colocO sobre el equipo en el area designada (alineandolo
con las marcas en la superficie).

v' Se coloco el gel de agarosa con los pozos hacia arriba, sobre el anodo
(el cual contiene la membrana de nylon), y se retiraron las burbujas que
se generaron entre el gel y el anodo, con ayuda de un rodillo.

v' Se colocd una hoja de papel filtro (previamente humedecido con agua

bidestilada) sobre el gel y se retiraron las burbujas con ayuda del rodillo.
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Se cortd la esquina superior derecha del gel y la membrana, como
referencia de la posicion del gel.

v Se retir0 el plastico protector y la charola de plastico del catodo y se
colocé sobre el papel filtro, retirando las burbujas con el rodillo.

v' Se coloco la esponja recolectora en la cara interna de la tapa y se cerré
el equipo. Se reviso que la luz del equipo se encendiera, para saber que
el circuito se habia cerrado.

v Se selecciono el programa estandar de transferencia pre-programado en

el equipo (programa 8), el cual tiene las siguientes caracteristicas:

20 v por 2 min. 7 min. para comenzar programa
23 v por 2 min.
25 v el resto del tiempo 13 min. para realizar el proceso

v Se encendi6 el aparato (presionando el boton Start/Stop), y se observé
un cambio en el color de la luz del equipo de rojo a verde, la cual se

mantiene encendida hasta que el programa concluyd.

FIGURA 10. Equipo iBlot® de Invitrogen, para realizar la transferencia
de DNA o proteinas, en seco aplicando voltaje.
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v' Al terminar el programa, se mantuvo presionado el botdén Start/Stop
hasta que la luz roja dejo de parpadear. Se retir0 el gel del aparato y se
llevo al Transiluminador UV donde se verificoO que la transferencia fuera
completa y, de ésta manera se confirmé que las muestras ya no
estuvieran presentes en el gel. En la figura 11 se muestra la forma en
gue se monté la membrana, el gel y los electrodos para realizar la
transferencia.

Catodo de cobre
2¢ + 2H.0—"H. + 20H

©

Catodo iBlot®
Parte superior

Gel de agarosa
pre-corrido

Membrana de
Nylon

Anodo iBlot®

Parte inferior
finodo de cobre D
Cu—"Cu" + 2

FIGURA 11. Principio en el cual se basa el equipo
iBlot® para realizar la transferencia de DNA.

v' Una vez concluida la transferencia, se retir6 la membrana de Nylon que
se encontraba debajo del gel y se coloc6 en un recipiente que contenia
la solucién desnaturalizante (1.5 M NaCl/0.5 N NaOH). Se mantuvo por
10 min. con agitacion rotatoria y se retir6 de la solucion desnaturalizante,
escurriéndola y dejandola secar por 10 min.

v Se fij6 el DNA de la membrana, colocando ésta en el equipo Crosslinker

UV por 2 min. a 120000 pjoules.
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Para la realizacion de la transferencia del DNA de la forma clasica por
capilaridad, se realizé de la siguiente manera:

4. Depurinacion del gel con solucion de HCI 2 mM (8.8 mL HCI 12 M; 500 mL
H,O estéril) con agitacion continua y suave (10 rpm por 10 min). Al finalizar,
se desecho la solucion y se lavo el gel con agua destilada estéril por 10
min.

5. Desnaturalizacion del gel con solucién de NaOH 1.5 M/NaCl 0.5 M [300 mL
NaCl 5 M; 20 g NaOH; se completd a 500 mL]. Se mantuvo en agitacion
continua (10 rpm) por 30 min; se desecho la solucion y el gel se lavé con
agua destilada estéril por 10 min.

6. Neutralizacion del gel con solucion de Tris 0.5 M pH 7.2/NaCl 1 M [500 mL
Tris 1 M pH 7.4; 200 mL NaCl 5 M]. El gel se mantuvo en agitacion
continua (10 rpm) por 30 min; se desechd la solucion y se enjuagd el gel
con agua destilada estéril por 10 min. Se dej6 escurrir el gel por 3 min.

7. Se monto el sistema de transferencia de la siguiente manera:

e Se colocd en un recipiente de vidrio, una solucién de 10X SSC
(NaCl 1.5 M; Citrato de Sodio 0.15 M, pH 7). Al centro del
recipiente, se coloc6 una esponja de 10 x 20 cm para la base del
gel, que permitié la transferencia.

e Sobre la esponja, se colocaron 3 hojas de papel filtro Whatman 3
MM secas, sobre estas, se coloco el gel de agarosa, dirigiendo la
parte frontal (los pozos) hacia el papel. Se cortd la esquina
superior derecha, como referencia.

e Sobre el gel, se coloc6 la membrana de nylon, cargada

positivamente, cortada previamente de acuerdo al tamano del gel
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y se humedecié previamente en solucidn neutralizante
(IMPORTANTE: se deben utilizar guantes para que, al realizar el
proceso, para evitar contaminar con grasa la membrana, lo que
ocasionaria que ésta no se humedecera uniformemente). Con
ayuda de una pipeta o rodillo, se eliminaron las burbujas que se
pudieron formar entre la membranay el gel.

Se coloco6 una hoja de papel Whatman seco sobre la membrana.
Una vez completado este montaje, se colocé una pila de toallas
secas de papel absorbente, previamente dobladas al tamafio del
gel.

Sobre las toallas se colocdé una base recta y, sobre ésta, se
coloco un recipiente con peso aproximado de 1 kg, como se
muestra en la figura 12. Este montaje permiti6 que se llevara a
cabo la transferencia del DNA presente en el gel por capilaridad
hacia la membrana, y que el paso del amortiguador fuera

uniforme. Se dej6 la transferencia durante toda la noche.
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FIGURA 12. Sistema de transferencia con solucion amortiguadora
SSC 10X. Para evitar la evaporacion de la solucion de transferencia,
se sello el recipiente con plastico autoadherible.

8. Una vez que concluyo la transferencia, se retiraron las toallas de papel, el
gel y la membrana del sistema de transferencia. El gel se coloc6 sobre el
transiluminador UV para observar que no quedara DNA en éste y asegurar
que la transferencia fuera completa. EI DNA transferido se fijo a la
membrana de Nylon, colocandola en el equipo Crosslinker UV por 2 min a

120000 pjoules/cm?.

9.5.6 PRE-HIBRIDACION DE MEMBRANAS
Una vez fijado el DNA en la membrana, se realiz6 la Pre-hibridacion de ésta,
empleando la siguiente mezcla: 21 mL de agua bidestilada, 7.5 mL de solucién
SSPE 20X (Amortiguador de Fosfatos en Solucién Salina y EDTA: NaCl 3 M;
NaH,PO, 0.2 M; EDTA 0.2 M; pH 7.4) y 1.5 mL de SDS 10%. Se coloco la

membrana (que se humedecié previamente con solucién de trabajo SSPE 20X)
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en una botella de prehibridacion y se adicionaron 15 mL de la mezcla de
prehibridacion, elaborada previamente, mientras que en otra botella se
adicionaron los otros 15 mL restantes de la mezcla y se colocaron en la estufa
de hibridacién. Se mantuvo en incubacién a 37° C por 1 hora, con agitacion

rotatoria lenta (10 rpm).

9.5.7 MARCAJE DEL MARCADOR DE PESOS MOLECULARES POR

TECNICA RANDOM PRIMER

Antes de proceder a la hibridacion, se realizé el marcaje radiactivo de la sonda

del repetido GAA, (cuya secuencia es: 5'-

GATTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCA-3’) y del marcador de

peso molecular DNA Ladder de 1kb:
Se realiz6 el marcaje con el isotopo radioactivo a-**PdCTP al marcador
de pesos moleculares Ladder DNA Marker® o “escalera” de 1 kb de la
marca Axygen® (rango de 300 a 10000 pb), empleando la técnica de
Random Primer y de acuerdo a las recomendaciones del kit comercial
de RediPrime® de la marca GE Healthcare, cuyo fundamento es el
siguiente: Este marcaje se basa en el uso de secuencias de
hexanucledtidos al azar que sirven como cebadores para iniciar la
sintesis de DNA a partir de una cadena molde de DNA, el cual fue
previamente desnaturalizado. El complejo cebador-cadena de DNA es
reconocido por el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, la cual
inicia la sintesis de una nueva cadena, incluyendo dNTP’s al mismo

tiempo que incorpora la base marcada a- P*2-dCTP (Figura 13A).
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El marcaje se realiz6 de la manera siguiente: Se diluyeron 2 yL del
marcador de peso molecular en 45 pyL de buffer TE (Tris-HCI pH 8;
EDTA 1 mM) y se desnaturalizd a 95-100° C por 5 min., colocandolo
posteriormente en hielo por 5 min.. Posteriormente, se trasvaso al tubo
de reaccion incluido en el kit comercial y se adicionaron 5 uL de a-
$PdCTP (10 pCi/puL), se mezclé perfectamente y se incubd la reaccion
por 1 ha37°C.
Concluido el tiempo de incubacion, se detuvo la reaccién adicionando 5
pL de EDTA 0.2 M.
9.5.8 MARCAJE DEL EXTREMO 5 DE LA SONDA GAA CON T4-
PNK
Esta mezcla de reaccién permite el marcaje del extremo 5’ de la secuencia
de la sonda que se utiliza como molde. La enzima T4 PNK funciona como
catalizador para la transferencia de grupos fosfato del extremo y del ATP al
extremo 5’-OH libre del fragmento de DNA de interés (de doble cadena
desnaturalizado), a oligonucleétidos o a nucleésidos 3’-monofosfatos
(Figura 13B).
Se realiz6 el marcaje de la sonda GAA de la siguiente manera: en un tubo
de 0.6 mL se adicionaron 14.5 uL de agua libre de nucleasas, 2 pL de
amortiguador A 10X (Exchange), 2 pyL de la sonda GAA (10 pmol/uL), 1 pL
de enzima T4-PNK de Fermentas® y 1 pL de *P-ydATP (10 pCi/uL). Se
incubo la mezcla a 37° C por una hora.
Es IMPORTANTE que se utilicen las medidas de seguridad indispensables
para el manejo y uso del material radiactivo, en este caso, desde el inicio del

marcaje hasta el almacenamiento de los productos, los cuales permanecieron
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dentro de una caja de acrilico especialmente disefiada para contener material
radiactivo, asi como en un area especial para su almacenamiento en
refrigeracion, hasta que fuera utilizado nuevamente, cumpliendo las normas
siguientes: NOM-012-STPS-1999, Condiciones de seguridad e higiene en los
centros de trabajo donde se produzcan, usen, manejen, almacenen o0
transporten fuentes abiertas de radiaciones; NOM-017-STPS-2008 Equipo de
proteccion personal: seleccién, uso y manejo en los centros de trabajo; NOM-
031-NUCL-2011, Requisitos para el entrenamiento del personal

ocupacionalmente expuesto a radiaciones ionizantes.
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FIGURA 13. Técnicas de marcaje utilizadas para incorporar el material
radiactivo al Marcador de pesos moleculares DNA Marker de Axygen®
por la técnica Random Primer (A) y a la sonda GAA con enzima T4-
PNK (B), utilizados en el procedimiento.
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9.5.9 HIBRIDACION

1. Antes de realizar la hibridacion, tanto el marcador de peso molecular como
la sonda GAA (previamente marcados) se desnaturalizaron a 95-100° C por
5 min. y se colocados en hielo inmediatamente hasta su uso.

2. La hibridacion de la membrana con la sonda GAA se realizé de la siguiente
manera: se detuvo la rotacion de la estufa y se desechd la solucion de pre-
hibridacién de la botella que contenia la membrana. Posteriormente, la
solucion de hibridacion contenida en la otra botella (que se mantuvo en
incubacion durante la prehibridacion) se coloco en la botella que contenia
la membrana y, manteniéndola dentro de un contenedor especial de
acrilico, se adicion6 a la misma botella de hibridacion lo siguiente: 9.5 yL
de sonda GAA marcada y 1 pyL del marcador de peso molecular. Se hibrido
la mezcla a 37° C con agitacién rotatoria continua durante toda la noche.

3. Después de la hibridacion, se realizd6 un lavado a la membrana para
eliminar el exceso de sonda marcada (previamente se elimind la solucion
de hibridacién en un recipiente destinado para desechos radiactivos) con
50mL de solucion amortiguadora 2X SSPE (previamente incubada a 42°
C), se agité vigorosamente por 2 min. y se desechd el contenido en el
recipiente para desechos radiactivos. Esto se realizé colocando el
recipiente para desechos y la botella detras de una mampara de acrilico de
5 mm de espesor, que sirvio como proteccion

4. Se adicionaron 20 mL de solucion SSPE 2X (a 37° C) a la botella de
hibridacion y se incubd a 37° C por 5 min. Se desech¢ la solucion en el

recipiente para desechos radiactivos, y se repitid6 nuevamente el lavado. Al
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final de estos lavados, se monitoreé la radiactividad incorporada a la
membrana, empleando un detector Geiger.

5. Después de lavar la membrana, ésta se retird cuidadosamente de la botella
de hibridacion.

6. Se colocd en un recipiente que contenia solucion SSPE 2X (que se incubd
previamente a 42° C). Se coloco en agitacion orbital (2.5 rpm) por 10 min.

9.5.10 AUTORRADIOGRAFIA

1. Se desecho la solucion de lavado y se dej6é secar la membrana, cubriendo
el recipiente que la contenia con un protector de acrilico especial. Con
ayuda del detector Geiger, se monitored la membrana para asegurarse de
gue no se hubiera eliminado el marcaje y que la hibridacion fuera 100%.

2. La membrana se coloc6 dentro de una bolsa de plastico y se fijé en un
cartucho para placas radiograficas Hyperfim®.

3. En un cuarto oscuro, se coloc6 una placa radiografica Kodak® en el
cartucho y se verificd que quedara bien cerrado. Se expuso por 1-2 dias vy,

posteriormente, se revelo.
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10 RESULTADOS

Se realiz6 un tamizaje rapido mediante el analisis de fragmentos en donde los
productos fueron resueltos por electroforesis capilar y con ayuda del software
GeneMapper® 4.0, se determiné el tamafio de los alelos y el genotipo, es decir,
si las muestras presentaban alelos normales o expandidos, de acuerdo al
patron mostrado en la grafica (figura 13). La utilizacion del software
GeneMapper® proporcioné algoritmos para reconocer y filtrar artefactos
quimicos de la amplificacion y asi el nimero de picos y sus intensidades son
proporcionales a la longitud y el nimero de repeticiones en el producto de la
PCR, ademas del uso de un marcador de pesos el cual presenta un conjunto
de picos de cierto tamafio (de acuerdo al marcador empleado) para diferenciar
las repeticiones de microsatélites de diferentes longitudes.

Se presentan los diferentes tamafos de los alelos como un patrén continuo que
puede descender y presentarse como un tartamudeo en los fragmentos a lo
largo de la grafica y éstos fueron indicativos de una expansion anormal o la
presencia de alelos mutados, mientras que, si habia un patron continuo de
fragmentos en un solo punto y no continuaba esto indicaba la presencia de
alelos con un numero de repetidos en el rango normal como se puede observar
en la figura 14. Los resultados obtenidos mediante este andlisis para cada una

de las muestras se resumen en el cuadro 6.
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FIGURA 14. Se muestran los electroferogramas obtenidos en el Andlisis de Fragmentos,
por medio del software GeneMapper® 4.0, de los cuales las muestras 1, 3y 4 son
positivas (se muestra el incremento del nimero de repetidos o la expansion del repetido,
en cual se observa como una serie de picos discontinuos, mientras que la muestra 2
presenta una expansion normal, mostrando un patrén de lineas de tamafio similar.

CUADRO 6. Resultados obtenidos por el Analisis de Fragmentos de DNA en
el secuenciador modelo AB3031 de Apblied Biosvstems®

Muestra Presencia de alelos Resultado obtenido
mutados
1 Positivo Homocigoto
2 Positivo Homocigoto
3 Positivo Homocigoto
4 Positivo Homocigoto
5 Positivo Homocigoto
6 Positivo Homocigoto
7 Positivo Homocigoto
8 Portador Heterocigoto
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9 Positivo Homocigoto
10 Positivo Homocigoto
11 Positivo Homocigoto
12 Portador Heterocigoto
13 Positivo Homocigoto
14 Portador Heterocigoto
15 Portador Heterocigoto
16 Portador Heterocigoto
17 Portador Heterocigoto
18 Positivo Homocigoto
19 Positivo Homocigoto
20 Portador Heterocigoto
21 Portador Heterocigoto
22 Portador Heterocigoto

Después de determinar si habia o no la presencia de alelos expandidos o
mutados, este resultado se confirmd y se determiné el nUmero aproximado de
repetidos mediante la hibridacion tipo Southern Blot para las muestras
positivas. Se establecié que la mejor condicién fue realizar el corrimiento
electroforético durante toda la noche a 40 v por 16-18 hs y la mejor
amplificacion para el producto de PCR se dio empleando el kit comercial Long
Range Hot Start KAPA®. El analisis de las autorradiografias permitio identificar
los fragmentos < 446 pb para alelos normales y mayores a este tamano, los
cuales corresponden a alelos mutados (mayor a 1000 pb). Estos tamafnos se

determinaron con ayuda del marcador de peso molecular DNA Marker de
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Axygen®, y el resultado se dio en pares de bases (pb) para cada una de las
muestras. Para estos fragmentos, se determiné su tamafio por interpolacion
con el marcador de peso molecular y se realizaron los siguientes calculos para
obtener el nimero de repetidos GAA presentes en el (los) alelo (s) mutado (s):

I. Se cuentan las bases que no pertenecen al repetido GAA y las bases

pertenecientes a los cebadores utilizados (sentido y antisentido).

1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ccagtgctta aaagttagga cttagaaaat

cccataatct cagcactttg ggaggcctag

agactaacct ggccaacatg gtgaaaccca

aaaa
gtaatcccag
ttgcattaag
tcaaaaaata

aaaaataggc

ctactccaga
ccaagatcgc
ataataataa

aagtgtggcc

aataaaga
ggctgcggcea
ccaatgcact
ataaaaataa

atgatggtcc

ttgtgtttga
ggatttcctg
gaaggtggat
gtatctacta
aaagttagcc
ggagaatcgc
ccggcctggg
aaaataaaat

ttagatctcc

agaaactttg
gcaggacgcg
cacctgaggt
aaaaatacaa
gggcgtggtyg
ttgagcccgg
cgacagagca
ggatttecececa
tctaggaaag

ggattggttg
gtggctcatg

ccggagttca
aaaaaaaaaa
tcgcgecgect
gaggcagagg
agactccgtc
gcatctctgg

cagacattta

FIGURA 15. Fragmento de la secuencia del intron 1 del gen FXN, donde se
muestra la posicion de los oligonucleétidos empleados y que flanquean la
region del repetido GAA, el tamafio varia de acuerdo al nimero de repetidos
presente en cada paciente. La secuencia del oligo F (amarillo), del oligo R
(verde) y la ubicacion del trinucledtido repetido GAA (rojo)

Antes del repetido: 185 bases + 21 bases oligo F = 206 bases
Después del repetido: 201 bases + 21 bases oligo R = 222 bases
Il.  Se restan ambas cantidades al tamafio original del fragmento y el resultado
se divide entre 3, pues se trata de un repetido de tres bases (GAA). El
resultado es el numero de repeticiones del trinucleétido GAA en el alelo.
En la figura 16 se muestra una placa autorradiografica en donde se confirman
los resultados obtenidos en el Analisis de Fragmentos para las muestras
estudiadas. En el cuadro 7 se resumen los resultados obtenidos para cada

paciente analizado, por la hibridacion tipo Southern blot.
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FIGURA 16. Autorradiografia con muestras analizadas por Southern
Blot, para FRDA. Se pueden observar las bandas correspondientes al
alelo normal de 446 pb para algunas muestras, mientras que en otras
se observan bandas de mayor tamaifio (1000 pb), que corresponden al
(los) alelo (s) mutado (s) con alelos expandidos. En los carriles 1, 3y 4,
se observan las muestras que fueron homocigotas positivas, pues
muestran una sola banda mayor a 1000 pb, lo que indica la presencia
de alelos mutados; en los carriles 12 y 13 se observan las muestras
gue fueron homocigotas negativas, pues presentan una sola banda del
tamafno esperado (446 pb), es decir, no presentan alelos mutados; en
el carril 2 se observa un heterocigoto negativo, pues el tamafio de los
alelos es < 446 pb, lo que indica la presencia de alelos normales (6-7
repetidos); en el carril 16 se observa un heterocigoto positivo con un
alelo mutado (4000 pb) y uno normal (446 pb). En las muestras
restantes, se observan bandas inespecificas, por lo que se repitio el
procedimiento de Southern Blot para todas ellas.
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CUADRO 7. Comparacion de resultados obtenidos por el Analisis de
Fragmentos de DNA en el secuenciador modelo AB3031 de Applied
Biosystems® y los obtenidos por la técnica de Southern Blot

Muestra

10

11

Fenotipo obtenido

Por tamizaje

Homocigoto
positivo
Homocigoto
negativo
Homocigoto
positivo
Homocigoto
positivo
Homocigoto
positivo
Heterocigoto
Homocigoto
positivo
Heterocigoto
Homocigoto
negativo
Homocigoto
positivo
Homocigoto

positivo

Numero de repetidos GAA por

Southern blot

Alelo(s) Normal(es) Alelo(s) Mutado(s)

----- 324/324

1717 e

----- 90/90

----- 557/557

----- 491/491

77 657

----- 224/224

----- 767/767

----- 824/141
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Heterocigoto
negativo
Heterocigoto
Heterocigoto
Heterocigoto
Heterocigoto
Heterocigoto
Homocigoto
positivo
Homocigoto
positivo
Homocigoto
negativo
Homocigoto
negativo

Heterocigoto

576 -
54 391
57/6 -
6 291
6 258
61 258
----- 524/524
----- 691/691
17117 e
17117 e
6 258
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11 DISCUSION

En el presente trabajo, se realizO la técnica de analisis de fragmentos
empleando el software GeneMapper® 4.0, que permite a los investigadores
analizar rapidamente la presencia de alelos normales y mutados, lo cual se
considera un tamizaje que nos proporciona informacion en unas horas y nos
permite identificar si el individuo es portador para alelos normales en estado
homocigoto, es heterocigoto (ya que presenta un alelo normal y uno mutado) o
es portador de ambos alelos mutados en estado homocigoto, representando un
gran beneficio en el desarrollo de la investigacion clinica. Esta estrategia
metodoldgica, actualmente con el uso de marcadores fluorescentes en un
amplio rango de tamarfos, puede generar datos de alta calidad en un minimo
de tiempo, asi como también permite reducir el costo requerido para un
proyecto; sin embargo presenta limitaciones ante la presencia de alelos de gran
tamafio o con un numero de repetidos alto, que va de 800 a mas de 1000 pb y
cuando no se cuenta con un secuenciador de DNA, o con controles positivos.

Para realizar la técnica de Southern Blot se requirié de la estandarizacion de la
amplificacion de fragmentos largos, por lo que se llevd a cabo a partir de
diferentes kit's comerciales para realizar la PCR. Estos estuches incluian una
polimerasa capaz de amplificar fragmentos de DNA de gran tamafio (de 1 a 3
kilobases), con lo cual se evito utilizar enzimas de restriccion para fragmentar el
DNA gendmico de la muestra, y asi, reducir el tiempo de reaccion y la
presencia de bandas de productos inespecificos. Al inicio de las pruebas para
la amplificacion de los fragmentos deseados, se realizO un gradiente de
temperaturas para determinar cuél era la optima con relacion a la temperatura

media (Tm) a la cual los oligonucleotidos empleados podian unirse a sus
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secuencias complementarias en el DNA muestra, se determiné también cual
era la cantidad optima de DNA para cada reaccion, pues para los demas
componentes ya estaban determinadas por el fabricante las cantidades a
emplear. Para la amplificacion de fragmentos con un gran numero de repetidos,
se requirio la utilizacion de una cantidad promedio de DNA de 500 a 800 ng/uL,
para que, de esta manera, se pudiera asegurar que en caso de haber una
expansion grande (mayor a 2000 pb), la cantidad del producto amplificado
durante la PCR XL fuera el suficiente para que pudiera ser visto después de
ser resuelto en el gel de agarosa, sin embargo se pudo observar que a medida
de que se incrementa el tamafio de repetido, el producto del fragmento de
interés era muy tenue por lo que fue necesario confirmar su presencia
empleando la técnica de Southern Blot, asi como para descartar en aquellas
muestras donde solo se observo un alelo, la presencia de alelos expandidos de
mayor tamano.

Debido a esto, para tener una mejor resolucién de los productos amplificados,
se requiri6 que el corrimiento electroforético del gel de agarosa se realizara
durante toda la noche (40 v por 16-18 hs) para asegurar una buena separacion
tanto del marcador de peso molecular empleado como de los fragmentos
amplificados en cada muestra. Para la transferencia, de igual manera, se eligio
dejar toda la noche para asegurar que todo el DNA que se encontraba en el gel
de agarosa pasara por capilaridad a la membrana.

La utilizacion del equipo iBlot® para este paso tuvo algunas desventajas, pues
a pesar de que se reduce el tiempo de transferencia a tan solo unos minutos,
asi como la utilizacion de soluciones de trabajo (ya que es una trasferencia en

donde se aplica una corriente eléctrica), los geles empleados debian ser de un
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tamafo estandar de acuerdo a el equipo (10 x 15 cm), mientras que otra
desventaja es que no eran lo suficientemente gruesos como para contener en
sus pozos la totalidad de la muestra de reacciéon de PCR XL. A pesar de esto,
con ambos equipos la transferencia se llevo a cabo completamente.

Para el marcaje radiactivo del marcador de peso molecular y la sonda utilizadas
en la hibridaciéon de las membranas, se realizaron pruebas utilizando el kit
Rediprime® y la enzima T4 Polinucledétido cinasa (T4PNK) de Fermentas® para
ambos, con el fin de determinar con cual se daba un marcaje adecuado. Ambos
funcionaron adecuadamente, pero se obtuvo una mejor eficiencia en el
marcaje del extremo 5 de la sonda GAA empleando la enzima T4PNK,
mientras que para el marcador de peso molecular, funcioné mejor el marcaje
con el kit Rediprime®.

En la parte de la hibridacion de la membrana, se debia realizar un lavado final
con solucion SSPE 2X a 42° C por 10 min., el cual se omitié pues se noté que
al realizarlo se perdia en gran parte el marcaje, esto se podia observar
después de la autorradiografia (al revelar la placa) por lo que Unicamente se
realizaron los primeros lavados (el primero con 50 mL de solucion 2X SSPE a
37° C por 2 min, y dos mas con la misma solucion, pero por 5 mina 37° C) y se
dejé secar perfectamente la membrana antes de colocarla en el casette para
peliculas Hyperfiim®.

Los resultados obtenidos de ambas pruebas se muestran en los cuadros 6 y 7,
confirmandose los resultados obtenidos por el Analisis de Fragmentos, el cual
fue el método utilizado como tamizaje y, de acuerdo a los resultados de cada
muestra, se determind cuales muestras serian analizadas por Southern Blot, no

solo para establecer el nUmero de repetidos del trinucledtido GAA, sino ademas
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nos permitié confirmar en aquellas muestras en donde solo se mostraba una
banda, si éstas eran homocigotas o heterocigotas, tanto para alelos normales
como para alelos mutados

El tamafio que correspondia a alelos normales se observé cuando solamente
aparecia el fragmento de tamafio aproximado a 446 pb (6 repetidos), con lo
cual descarto la presencia de FRDA.

La caracterizacion molecular de la expansion del repetido que causa FRDA
requirio del uso de diferentes protocolos de PCR para poder obtener mejores
resultados, los cuales nos permitirian una resolucion rapida de la muestra,
como fue en el tamizaje y en aquellos casos en donde los productos
amplificados podian tener grandes expansiones, las cuales ya no se ven como
una banda bien definida en el gel, y que fueron confirmadas por la técnica de
Southern Blot. Otra razoén por la que se requirié el empleo de la técnica de
Southern Blot fue para confirmar que los resultados mostrados en el Analisis de
fragmentos eran correctos, dadas las limitaciones del método en cuanto a la
resolucién del producto o lo que se observé en el gel (previo a la técnica de
Southern Blot) correspondia definitivamente a la presencia de alelos normales
y/o mutados.

Se analizaron 22 casos, en los que se confirmo el diagndstico de la Ataxia de
Friedreich o se detecto el estado de portador, los cuales fueron evaluados por
el método de analisis de fragmentos empleando un triple cebador en la PCR
(TP- PCR). Por este ensayo se identificd en los 22 individuos estudiados
expansiones en estado homocigoto en 10 casos, expansiones en estado
heterocigoto en 8 casos y 4 casos de no portadores. Los resultados fueron re-

evaluados por la técnica de Southern Blot y mostraron 100% de concordancia
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con los obtenidos por electroforesis capilar. El andlisis de fragmentos
empleando un triple cebador, nos permitio identificar la presencia de alelos
expandidos, aunque sin poder determinar un nimero exacto del repetido GAA,
ya que, como se muestra en los electroferogramas de la figura 14, no se ve
Ccomo un pico unico, sino como una serie de picos discontinuos o “tartamudeos”
que van descendiendo. Sin embargo esta estrategia representa una
herramienta muy valiosa, pues nos indica la presencia de alelos normales y
mutados, empleando poco tiempo y evitando el uso de marcajes radioactivos,
esperando que, al mejorar su poder de resolucion y ante nuevos estandares de
peso molecular, en poco tiempo sustituya a otras técnicas para la deteccion de
mutaciones en pacientes de FRDA y portadores. Mientras tanto la mejor
resolucién se tiene empleando la transferencia tipo Southern Blot, que a la
fecha se considera el método estandar porque nos permiti6 no solo confirmar
lo observado en el tamizaje y darle un valor de certeza, sino también
determinar el tamafio aproximado de las repeticiones presentes de alelos
normales como de alelos mutados y confirmar la presencia de una banda Unica
o la ausencia de la misma y de esta manera establecer el estado en que se
presentaban los alelos en los pacientes analizados. Actualmente se pueden
sustituir el empleo de isotopos radioactivos por quimioluminiscencia, sin
embargo se requiere de equipo especializado para su analisis.

Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de los pacientes
presentaron ambos alelos: normales y mutados. En aquellos que fueron
homocigotos para expansiones anormales del trinucledtido repetido GAA, se
confirmo el diagndstico clinico de FRDA y dado su caracter autosémico

recesivo, se requiere que ambos alelos estén mutados para que se manifieste
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la enfermedad. Con todo esto, puede decirse que la hipotesis planteada para el
trabajo fue correcta, asi como se cumplieron los objetivos establecidos por el
proyecto, aunque es necesario realizar un analisis mas detallado para
descartar la FRDA sobre todo para aquellas muestras cuyo resultado fue de
estado heterocigoto es decir, con un alelo que presenta expansion anormal y
otro aparentemente “normal”’, por lo que, a pesar de que estos casos se
presentan en un porcentaje bajo (4%), deben descartarse mutaciones
puntuales que se han descrito hasta ahora en el gen FXN, y de esta manera
asegurar la presencia o no de la enfermedad.

Para las muestras en las que se obtuvo un resultado negativo, pero que el
paciente presenta sintomas relacionados a la enfermedad, es importante
realizar el analisis molecular para descartar otro tipo de ataxias o bien
demostrar que puede deberse a otro tipo de mutaciones hasta la fecha no
descritas, pero presentes en los pacientes y que dan lugar a la sintomatologia
de la enfermedad.

La Ataxia de Friedreich es una enfermedad la cual es aun objeto de estudio de
muchos investigadores en el mundo, ya que es importante determinar los
mecanismos que conllevan a la deficiencia de la proteina Frataxina y provocan
los sintomas que caracterizan a la enfermedad. Hasta la fecha, se han
generado muchas hipoétesis sobre la posible funcién de esta proteina en el
organismo, estos estudios se han realizado a través de exhaustivos estudios en
modelos animales y celulares, esto con el fin de poder introducir blancos
terapéuticos que permitan un tratamiento efectivo para esta enfermedad, y asi,
evitar su evolucion antes de que aparezcan las complicaciones que llevan a la

muerte temprana de los pacientes.
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12 CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se logré establecer el diagnostico molecular de la
enfermedad de FRDA, mediante dos estrategias metodoldgicas, una de ellas
basada en el uso de polimerasas para la amplificacion de fragmentos largos,
empleando triple cebador (o primer) para hacer mas eficiente la amplificacion y
su resolucion mediante electroforesis capilar, método por demas rapido e ideal
para tamizajes, empleando el Analisis de Fragmentos, por medio del software
GeneMapper® 4. El segundo método, la hibridacion tipo Southern, nos permitio
confirmar los resultados del tamizaje y establecer el nimero de repetidos
presentes en los diferentes alelos, el cual sigue siendo el método estandar
empleado en diferentes laboratorios del mundo, ya que resultd ideal para
identificar grandes expansiones.

La implementacion de estas técnicas en el INNNMVS cubre un fin muy
importante: la confirmacion del diagndstico clinico el cual puede ser dificil solo
con los hallazgos clinicos, dejando tanto al médico como al paciente con la
incertidumbre, por lo que el abordaje y la implementacibn de nuevas
estrategias moleculares que ofrecen la confirmacion de diagndsticos ayuda al
médico a otorgar un tratamiento adecuado y vislumbrar la velocidad del
desarrollo de la sintomatologia caracteristica de la enfermedad, para asi
mejorar la calidad de vida del paciente durante la enfermedad. Estas nuevas
estrategias permiten que otros especialistas de la salud, como el genetista,
ofrezcan a los pacientes y a sus familiares los riesgos para la descendencia,
por lo que un asesoramiento genético oportuno les permitira tomar la mejor

decision y poder modificar o reafirmar su plan de vida.
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13 PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES
De acuerdo a los resultados obtenidos, pueden citarse las siguientes
propuestas para realizar un estudio mas completo sobre la enfermedad:

= Es muy importante realizar una extraccion de DNA de la mejor calidad
posible por lo que se debe revisar la integridad del DNA obtenido
después de una extraccion, para asegurar buenos resultados en la
amplificacion de PCR y se genere la cantidad suficiente de producto.

= Implementar el analisis de las principales mutaciones puntuales
reportadas para el gen FXN: 1154F* G130V (Bidichandani et. al. 1997;
Cossée et. al. 1999) , L106S (Bartolo et. al. 1998), D122Y (Cosée et. al.
1999), G139V 465G—A, W155X, 297insT, 118delC y 385-2A—G*, con
el fin de descartar en las muestras que resultaron heterocigotos para la
expansion anormal del trinucleétido GAA, si la sintomatologia
presentada por el paciente se debe a que presenta un alelo con una
mutacion puntual y el otro alelo portador de la expansién anormal del
trinucleotido GAA.

= Elaborar oportunamente las soluciones de trabajo, asi como
esterilizarlas para asegurar una buena calidad de éstas al realizar la
depurinacion, desnaturalizacion y neutralizacion del gel, asi como la
transferencia del DNA a la membrana y su posterior pre-hibridacion e
hibridacion.

= Utilizar un marcador de peso molecular el cual contenga un intervalo
grande de fragmentos (aprox. 5 kb o mayor) para poder realizar un mejor

analisis del numero de repetidos
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