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RESUMEN

Antecedentes: La ataxia espinocerebel osa tipo 2 es causada por la
expansion del repetido CAG presente en el exon 1 del gen de la
ataxina-2, lo cual origina la incorporacion de un segmento de
poliglutaminas en la proteina mutante.

Métodos: Mediante reaccién en cadena de la polimerasa y electro-
foresis capilar se determind el nimero de repetidos CAG del gen de
la ataxina-2 en 66 individuos pertenecientes a tres familias mexica-
nas diagnosti cadas clinicamente con ataxia espinocerebelosa tipo 2,
y en 400 individuos de una muestra de poblacion mestiza mexicana.
Resultados: Se identifico la expansion del repetido CAG en 11
sujetos con sintomatologia de ataxia espinocerebelosa tipo 2 y en
cuatro individuos asintomaticos, lo que confirmé el diagndstico en
dos de lastresfamilias analizadas. Se determin6 que los pacientes
con mayor nimero derepetidosdesarrollaron la sintomatologia de
laenfermedad a una edad mastemprana, fenémeno conocido como
“anticipacion” . Los alelos silvestres presentaron un rango entre
13 y 30 repetidos CAG, siendo €l alelo de 22 repetidos € mas
frecuente, mientras que |os alelos mutados mostraron un rango de
36 a 54 repetidos.

Conclusiones: La identificacion dela expansion del repetido CAG
del gen de la ataxina-2 confirmé el diagnéstico clinico de ataxia
espinocerebelosa tipo 2.

Palabras clave:
Ataxia espinocerebelosa 2, repetidos trinuclettidos,
electroforesis capilar

Introduccién

L as ataxias cerebelosas (SCA, spinocerebellar ataxias)
conforman un grupo de trastornos neurodegenerativos
clinica y genéticamente heterogéneos con un patrén de
herencia autosémica dominante. Las SCA presentan rasgos
clinicos bien definidos compartidos por la mayoria de ellas:
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SUMMARY

Background: Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) results from
the expansion of a CAG triplet located within the coding sequence
of the ataxin-2 gene, which ultimately provokes the incorporation
of a stretch of polyglutamines in the mutant protein.

Methods: We determined by PCR and capillary electrophoresisthe
number of ataxin2 gene CAG repeatsin 66 individual s belonging to
3 families, clinically diagnosed with SCA2, and 400 subjects from
a sample of the mestizo Mexican population.

Results: The CAG repeat expansion was found in 11 symptomatic
subjects and four asymptomatic individuals, confirming the SCA2
clinical diagnosisin two out of the three families studied. We noted
that patients with longer CAG repeat numbers have an early
disease onset, a phenomenon known as anticipation. Wild-type
alleles showed a CAG repeat range between 13 and 30, and the
allele carrying 22 CAG repeats was the most common among our
sample. Mutant alleles also displayed a range between 36 and 54
CAG repeats.

Conclusions: The identification of the CAG repeat expansion
facilitates an accurate SCA2 diagnosis.

Key words:
Spinocerebellar ataxia 2, trinucleotide repeats, diagnostic,
genetics, capillary electrophoresis

ataxia cerebelosa progresiva, hallazgos neurolégicos extra-
cerebelosos que incluyen oftalmoplejia, atrofia éptica, neu-
ropatia periférica y signos piramidales y extrapiramidales.*
Con base en sus caracteristicas clinicas fueron clasificadas
inicialmente en tres tipos,? sin embargo, la identificacion de
diferentes genes relacionados con este grupo de enferme-
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dades ha permitido que se conozcan actualmente hasta 28
variedades.®# Con la caracterizacion molecular de estos
genes se ha establecido que la expansion de repetidos de
tres o cuatro nucleétidos (trinucleétidos o tetranucle6tidos),
presentes tanto en regiones génicas codificantes como no
codificantes, es el tipo de mutacién que origina la mayoria de
las SCA.58 El repetido mas comun asociado es el trinucleo-
tido CAG, el cual causa, entre otras, las ataxias SCA1,
SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 y SCA17.

Los repetidos CAG asociados a las SCA son altamente
polimorficos; sin embargo, existe un nimero de repeticiones
que representa el umbral entre el estado normal y patoldgico
de los diferentes tipos de SCA. De manera general, los
individuos normales tienen alelos con un nimero de repeti-
dos menor de 40, mientras que los pacientes con SCA tienen
alelos mutantes con repeticiones por arriba de este nimero.*
Debido a que la mayoria de los sintomas comienzan en la
edad adulta y que no existe cura para estas patologias, el
diagndstico molecular ha sido esencial para identificar tem-
pranamente el tipo de ataxia en cada familia afectada y
ofrecer consejo genético y ayuda psicologica.®

La SCA2 es una de las ataxias mas comunes en el
mundo;®® en este caso, los tripletes CAG se ubican en el
primer exo6n del gen denominado ataxina-2, en la regién
cromosomica 12qg23-24. Este gen esta constituido por 25
exones (4500pb) y su producto, la ataxina-2, es una proteina
de 140 kDa (1312 aminoacidos) que contiene en su dominio
amino-terminal una region variable de poliglutaminas codifi-
cada por los tripletes CAG.** Aunque no se conoce la funcién
de la ataxina-2, se ha relacionado con la organizacion del
citoesqueleto de las neuronasy el metabolismo de ARN.'2 Se
ha demostrado que los individuos normales tienen de 14 a 31
repetidos CAG en el gen de la ataxina-2, con una o dos
interrupciones de tipo CAA entre las unidades de repetidos,
mientras que los pacientes presentan de 32 a 200 repeticio-
nes de este triplete sin interrupciones.*® Es importante men-
cionar que no existe traslapamiento entre los alelos silvestres
y mutantes del gen de la ataxina-2, por lo que la identificacion
de la mutacion ha servido como base para el diagndstico
certero de la enfermedad en todas las poblaciones analizadas
a la fecha.'**® Asi mismo, el diagnostico molecular de la
SCA2 posibilita que se pueda pronosticar la gravedad de la
enfermedad, ya que esta patologia presenta el fenomeno de
“anticipacion”, el cual consiste en un aumento en el nimero
de repetidos CAG en generaciones sucesivas de familias
afectadas, lo que ocasiona un inicio mas temprano de la
enfermedad y una mayor severidad en la sintomatologia.**

Recientemente se determindé que la SCA2 es la ataxia
mas comun en la poblacién mexicana (45.4%) seguida por
la SCA10 (13.9%), por lo que se sugiere que las pruebas
genéticas en familias mexicanas deben iniciarse con el
diagnéstico de SCA2.*° En el presente trabajo se estudiaron
tres familias mexicanas con datos clinicos y de imagenologia
compatibles con SCA. Mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y electroforesis capilar se determing el
namero de repetidos CAG del gen de la ataxina-2 en los
individuos de las familias afectadas, y se identificé la presen-
cia de SCA2 en dos de éstas. Simultdneamente, con el fin de
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conocer la distribucion de este polimorfismo en la poblacién
mexicana, se analizaron 400 individuos sanos no relaciona-
dos entre si de una muestra de poblacion mestiza mexicana.

Material y métodos
Muestra del estudio

Se analizaron 66 individuos pertenecientes a tres familias
con diagndstico clinico de SCA2 y 400 individuos sanos no
relacionados biolégicamente entre si. Los sujetos de estudio
son originarios de la zona central del pais con al menos tres
generaciones nacidas en la Republica Mexicana, y se inte-
graron de manera voluntaria al presente estudio mediante la
firma de una carta de consentimiento informado. Los crite-
rios de inclusion fueron los siguientes:

a) Diagndstico clinico de SCA2, el cual se llevo a cabo en
el Hospital Juarez de México conforme los criterios
estandar informados;? se identificaron signos y sintomas
como marcha ataxica, debilidad muscular, signos pirami-
dales y extrapiramidales. Se realiz6 exploracion neurolé-
gica obteniendo datos como oftalmoplejia supranuclear,
fasciculaciones faciales, movimientos oculares lentos,
nistagmo, problemas de lenguaje, hiporreflexia, entre
otros. Ademas, se realizé electromiografia y tomografia
axial computarizada. En dos casos se llevo a cabo una
biopsia de nervio sural.

b) Familiares de primer y segundo grado de los casos
indice.

Se excluyeron del estudio individuos con ataxia adquirida
debido a problemas de alcoholismo o de otra etiologia. Los
individuos analizados pertenecientes a cada familia se mues-
tran en la figura 1.

Analisis molecular de los repetidos CAG delgende la
ataxina-2

El ADN gendmico se extrajo a partir de leucocitos de sangre
periférica utilizando el método de fenol-cloroformo.?° El ané-
lisis del gen de la ataxina-2 se realiz6 mediante PCR em-
pleando un par de oligonucleétidos que flanquean los repe-
tidos CAG.* La secuencia de los oligonucleétidos fue la
siguiente: Ataxial 5-GGGCCCCTCACCATGTCG-3'; y
Ataxia2 5’-CGGGCTTGCGGACATTGG-3'. El oligonucledti-
do Ataxial se marcé con el fluoroforo 6-carboxifluoresceina
(FAM). La PCR se llevo a cabo en un volumen total de 6 pl
que contenia 15 ng de ADN humano, 0.4 uM de cada
oligonucleotido, 200 uM de cada dNTP; 0.6 ul de la solucién
amortiguadora de reaccion 10x (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, BW, Ger), 2 mM de MgCI, (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, BW, Ger), 0.5 U de la enzima Tag ADN
polimerasa (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BW, Ger)
y 31% de betaina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Ger). La reacciéon de PCR consistio de 28 ciclos, incluyendo
un paso de desnaturalizacion a 96°C por 60 segundos, la
hibridizaciéon a 59°C por 30 segundos y la polimerizacion a
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Figura 1. Andlisis del repetido CAG del gen de la ataxina-2 en tres familias mexicanas. Se muestran los alelos

identificados en cada uno de los individuos analizados.

72°C por 60 segundos. Posteriormente, una alicuota de la
reaccion de PCR se mezcl6 con formamida desionizada y una
alicuota del marcador de peso molecular interno (ABI GeneS-
can-500 TAMRA); enseguida, la mezcla se calentd a 95°C por
siete minutos y se transfirié inmediatamente a hielo por cinco
minutos. Las muestras se analizaron por medio de electrofo-
resis capilar en el secuenciador automatizado ABI PRISM 310
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando una
temperatura constante (60°C), un voltaje de 15 kV y un tiempo
de corrida de 24 minutos. Para el analisis de los alelos y la
genotipificacion se empled el programa GeneScan.

Secuenciacion de ADN

El nimero de repetidos presente en cada alelo se determind
mediante secuenciacion de ADN, para lo cual se utilizé el
reactivo BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) y el secuenciador automa-
tico ABI PRISM 310.
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Andlisis estadistico

Para establecer una relacién entre el nimero de repetidos
CAG y la edad de inicio de la SCA 2 se emple6 el coeficiente
de correlacion de Pearson.

Resultados

Andlisis molecular del repetido CAG en familias
mexicanas con SCA2

Los signos y sintomas observados con mayor frecuencia en
los pacientes fueron ataxia de la marcha y atrofia cerebelar
(73%), oftalmoplejia supranuclear (40%), neuropatia perifé-
rica (33%), signos piramidales (33%), fasiculaciones facia-
les (27%) y nistagmo (20%). Se llevé a cabo el diagnéstico
molecular de la SCA2 como se describe en la seccion de
Material y métodos, y los alelos mutantes fueron secuencia-
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dos para identificar de manera precisa el nimero de repeti-
dos. Es importante mencionar que no se detectaron interrup-
ciones entre las unidades de repetidos. En la figura 1 se
presentan las tres genealogias estudiadas y se indican los
alelos identificados en cada uno de los individuos analizados.

En la familia 1 (Figura 1A) se analizaron 40 miembros
pertenecientes a tres generaciones diferentes, determinan-
dose la expansion del repetido CAG en 12 individuos. En la
primera generacion se diagnosticaron dos pacientes (-3 y I-
5): ambos individuos portan un alelo mutante con 37 repeti-
dos CAG y presentaron los primeros sintomas de la enfer-
medad a una edad similar (40 y 41 afios, respectivamente,
Cuadro 1). Actualmente estos pacientes presentan ataxia de
la marcha y atrofia cerebelar, sin embargo, el individuo 1-5
muestra mayor gravedad debido probablemente a que su
edad avanzada (71 afios) ha ocasionado un desarrollo mas
pronunciado de la enfermedad en comparacion con el indi-
viduo [-3, que tiene 55 afios.

En la segunda generacion, los pacientes II-1, 11-10, 11-11,
[1-18 y 1I-19 manifiestan un incremento en el ndmero de
repetidos, una edad de inicio de la sintomatologia mas
temprana y un incremento en la gravedad de la enfermedad
respecto a los individuos de la primera generacién (Cuadro
I). Actualmente la edad de estos individuos oscila entre 35y
45 afios y muestran una sintomatologia compuesta por
cuadros vertiginosos asociados a debilidad muscular pro-
gresiva, marcha ataxica, movimientos oculares lentos con
abolicién de nistagmo, sacadas lentas, problemas de len-
guaje, bradipsiquia, temblor en ambas manos y, con excep-
cion de los individuos lI-1y 1I-10, dismetria y disdiadococine-
sia. De manera interesante, a pesar de que el paciente I1-12
inicio con la sintomatologia de la enfermedad a una edad
mas temprana que los de la primera generacioén, solo mani-
fiesta datos comunes de marcha ataxica y atrofia cerebelar,
lo anterior puede ser debido a que no tiene un incremento en
el nimero de repetidos CAG del alelo mutante respecto a la
primera generacion.

Finalmente se identificaron cuatro pacientes con edades
de 11, 12,13y 16 afios (l11-1, IlI-15, 11I-26 y 11I-27) que portan
de 40 a 42 repetidos CAG en el alelo mutante pero que no
presentaron sintomas de SCA2 al momento del estudio.

Respecto a la familia 2 (Figura 1B) se evaluaron 22
individuos de cuatro generaciones y se determind mutacion
en tres pacientes de la tercera generacion. Los sujetos Il11-4
y 1lI-9 fallecieron debido a la gravedad de la enfermedad
durante el desarrollo de este estudio. El sujeto IlI-4, que
presentd 50 repetidos CAG, inici6 con la sintomatologia de
SCA2 a la edad de 16 afios y fallecié a los 29 afios; el
individuo 111-9, que presentd 54 repetidos CAG, inicié con
sintomas de SCA2 a los 13 afios y falleci6 a la edad de 23
afos. Finalmente, el individuo I1I-13, que present6 47 repe-
tidos CAG empez6 con SCA2 a los 14 afios y sobrevive a la
edad de 41 afios.

Por ultimo se analizaron cuatro individuos de la familia 3
(Figura 1C), dos personas sanas (11-6 y 1lI-6) y dos pacientes
que iniciaron con sintomas de SCA2 alos 21 (l1l-4) y 30 afios
(111-5). De manera interesante no se encontré la expansion
del repetido CAG en ningin miembro de esta familia.
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En la figura 2 se muestra la distribucion de los alelos
mutantes identificados en las tres familias analizadas; el
rango del nimero de repetidos CAG fue de 36 a 54. El alelo
mas frecuente fue de 40 repetidos, seguido por los alelos de
36, 37 y 42 tripletes CAG. En la figura 3 se observa que
existe una correlacion inversamente proporcional entre el
namero de repetidos CAG y la edad de inicio de la enferme-
dad (r=-0.897, p<0.05), fenébmeno conocido como “anticipa-
cion”. Es importante mencionar que los pacientes con mas
de 45 repeticiones desarrollaron la enfermedad antes de los
20 afios de edad.

Distribuciéon de los repetidos CAG del gen de la
ataxina-2 en una muestra de la poblacion mestiza
mexicana

Se amplificé el repetido CAG del gen de la ataxina-2 en una
muestra de 400 individuos de la poblacion mestiza mexica-
na. En la figura 4 se presenta la distribucion de los alelos
CAG,; se identificaron 16 alelos diferentes con un rango de 13
a 30 repetidos CAG. El alelo de 22 repetidos predomin6 con
un frecuencia de 90.8%, seguido lejanamente por el alelo de
23 repetidos con una frecuencia de 4.8%. Los 14 alelos
restantes suman en conjunto 4.4%.

En el cuadro Il se observa que la distribucion del repetido
CAG asociado a la SCA2 no presenta diferencias estadisti-
camente significativas entre diferentes grupos poblaciona-
les en cuanto al nimero promedio de repetidos, la varianza
y el rango de los repetidos presentes en los alelos de cada
poblacion.?*

Cuadro |. Edad de inicio de la sintomatologia y nimero de
repetidos en los pacientes con SCA2

Edad de inicio (afilos)  Numero de repetidos Genealogia
Familial
As 42 111-15
As 40 -1
As 40 111-26
As 40 111-27
28 40 11-19
30 40 11-18
30 42 11-11
32 39 -1
35 38 11-10
37 36 11-12
40 37 -3
41 37 I-5
Familia 2
13 54 111-9
14 47 111-13
16 50 11-4
Familia 3
21 22* 111-4
30 22* 11-5

As=individuos que aln no presentan sintomatologia.
*NUumero de repetidos normal.
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Figura 2. Distribucién alélica de los repetidos CAG expandi-
dos en individuos afectados con SCA2.
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Discusién

El nimero de enfermedades hereditarias causadas por la
expansién de trinucledtidos se ha incrementado en los
Ultimos afios. Los trinucleétidos repetidos estan presentes
en condiciones normales en el genoma humano, sin embar-
go, bajo ciertas circunstancias estos repetidos se pueden
incrementar mas alla de los limites considerados normales,
dando lugar a una mutacién que favorece la presencia de
cierta enfermedad.?

El mecanismo responsable de la expansion de los tri-
nucledtidos repetidos es desconocido, sin embargo, se han
sugerido diferentes hipétesis como el “deslizamiento” de la
ADN polimerasa sobre la horquilla de replicacién de ADN o
defectos en la maquinaria de recombinacién del ADN.?2%

Existe un grupo de enfermedades causadas por la
expansion del trinucledtido CAG que se caracterizan por
pérdida neuronal en el cerebro y la espina dorsal. Dentro de
este grupo de desordenes se encuentra la enfermedad de
Huntington, la distrofia miotonica, la atrofia muscular espi-
nobulbar y los diferentes tipos de ataxia espinocerebelosa.?
Las ataxias espinocerebelosas son dificiles de diagnosticar
clinicamente ya que comparten casi la misma sintomatolo-
gia, no obstante, la identificacion en afos recientes de los
genes responsables de cada tipo de ataxia ha permitido el
desarrollo de métodos de diagndstico certeros.

En el presente estudio analizamos 66 sujetos pertene-
cientes a tres familias con diagnostico clinico de SCA2. La
SCA2 es causada por la amplificacion del triplete CAG
presente en el primer exdn del gen de la ataxina-2 por arriba
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Figura 3. Correlacién entre el nUmero de repetidos CAG del
gen de la ataxina-2 y la edad de inicio de la SCA2.
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de 31 repeticiones. Por lo tanto, decidimos amplificar por
PCR la regién del gen que contiene estos repetidos y
determinar la presencia de la mutacion. El estudio molecular
permitié identificar la amplificacion del triplete CAG en un
rango patologico (36 a 54 repeticiones) en 15 pacientes
pertenecientes a las familias 1y 2, lo que confirmo el diagnos-
tico clinico. De manera interesante, no se identifico la ampli-
ficacion del repetido CAG del gen de la ataxina-2 en ningun
miembro de la familia 3, a pesar de que los dos pacientes
analizados presentaron sintomas clinicos presuntivos de
SCA2, incluyendo marcha ataxica, debilidad muscular, fasci-
culaciones de cara, problemas de lenguaje, oftalmoplejia
supranuclear y signos piramidales. Es probable que esta
familia esté afectada por otra variedad de SCA, como SCA1
0 SCAZ3, las cuales presentan sintomas muy parecidos a la
SCA2.24%

De acuerdo con lo informado en la literatura,910.24.25.27
observamos el fenémeno de anticipacion en las dos familias
afectadas por SCA2, es decir, los pacientes con un mayor
ndmero de repetidos CAG tuvieron un inicio mas temprano
de la enfermedad. En la familia 1, el incremento de 3 a 5
repetidos CAG en los pacientes de la segunda generacién
ocasiond que el inicio de la enfermedad se adelantara
aproximadamente 10 afios (de 40 a 30 afios) y la presencia
de sintomas mas severos respecto a los pacientes de la
primera generacion. De acuerdo con lo anterior se puede
predecir que los individuos asintomaticos de la tercera
generacion que presentan un rango de edad de 11 a 16 afios
y portan entre 40 y 42 repetidos, empiecen a desarrollar la
sintomatologia de SCA2 al inicio de la tercera década de vida

Cuadro Il. Comparacion del numero de repetidos CAG del gen de la ataxina-2 en

diferentes poblaciones

Poblacién Mexicana Europea* Africana* India* Asia del Este*
Promedio de repetidos 22.12 22.27 22.28 22.17 21.89
Varianza de repetidos 1.24 1.13 161 1.16 0.93
Rango 13-30 18-29 14-29 18-30 15-32
Tamafio de muestra (n) 400 355 300 200 359

El promedio, la varianza y el rango fueron calculados con base en la distribucién alélica.

Datos informados en la referencial8.
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Figura 4. Distribucion alélica de los repetidos CAG del gen de
la ataxina-2 en poblacién mexicana.

(Figura 3). En el caso de la familia 2, los pacientes presen-
taron alelos mutantes con un nimero de repetidos CAG
alrededor de 50 y uninicio de la enfermedad en la adolescen-
cia, lo que corresponde con lo informado para otras poblacio-
nes.>?” Cabe mencionar que aunque el nimero de repetidos
determina aproximadamente la edad de inicio de la SCA2, se
ha observado que ésta puede variar entre dos y cuatro afios
dependiendo de la variabilidad individual.*?* Sin embargo, no
se han identificado genes modificadores o factores epigené-
ticos para la SCA2, como en otras patologias asociadas con
repetidos CAG.%8%

La practica del diagnostico molecular de la SCA2 en
individuos asintomaticos o incluso en etapa prenatal, seria
de gran ayuda para la toma oportuna de decisiones médicas
sobre su tratamiento, como el asesoramiento genético®*y el
uso de farmacos que aminoran algunos de los sintomas de
la enfermedad.*

A pesar de que encontramos 16 alelos diferentes del
repetido CAG del gen de la ataxina-2 en la poblacion
mexicana, existe poca variabilidad ya que el alelo de 22
repetidos tuvo una frecuencia de 90.8% (Figura 4). La
distribucién alélica de los repetidos CAG en la poblacion
mexicana fue similar a la reportada para otras poblaciones
(Cuadro 11), lo que indica poca divergencia evolutiva de este
locus entre los diferentes grupos poblacionales.

Este trabajo puso de manifiesto la importancia de confir-
mar el diagnéstico clinico de la SCA2 mediante la identifica-
cion de la expansion del triplete CAG, con el fin de ofrecer un
diagnéstico certero y oportuno de la enfermedad.
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