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En funcion de la tasa de mutacién —que en el genoma hu-
mano es muy variable— se pueden distinguir dos tipos de
mutaciones!: mutaciones estaticas y mutaciones dinamicas.
En las primeras, la tasa de mutacién es la misma tanto para
la secuencia originada tras la mutacion como para la se-
cuencia predecesora. Sin embargo, las mutaciones dinami-
cas, que ocurren en secuencias de ADN repetitivo, se ca-
racterizan por un tipo muy particular de mutacion: la
variacion en el nimero de copias. En este caso, la tasa de
mutacién depende del nimero de copias, por lo que la mu-
tabilidad de una nueva secuencia originada por mutacion es
diferente de la de la secuencia de la que proviene.

Se ha demostrado que las mutaciones dindmicas que origi-
nan un aumento en el nimero de repeticiones en secuen-
cias polimorficas de tripletes repetidos constituyen un nuevo
mecanismo de mutacion que conduce finalmente a diversas
enfermedades neurolégicas hereditarias.

El objeto de esta revision es la exposicion de diversas carac-
teristicas clinicas y genéticas de seis trastornos cuya causa
primaria subyacente es la expansion de tripletes repetidos
en el ADN. Estas enfermedades son el sindrome del cromo-
soma X fragil (FRAX), la distrofia mioténica (DM), la en-
fermedad de Huntington (EH), la enfermedad de Kennedy
(atrofia muscular espinobulbar, SBMA), la ataxia espinoce-
rebelosa de tipo | (SCA1) y la atrofia dentadorrubropalido-
luysiana (DRPLA) (tabla 1). Se discutiran, asi mismo, los
mecanismos propuestos como responsables de la amplifica-
cion, los métodos de diagndéstico mediante técnicas de bio-
logia molecular y las perspectivas de tratamiento.

Muchas caracteristicas destacables (y previamente inexpli-
cadas) de estas enfermedades se han podido comprender
sobre la base del peculiar tipo de mutaciones que las origi-
nan. Entre éstas cabe citar los fendmenos de la anticipa-
cion, la dominancia, la variabilidad en la penetrancia y ma-
nifestacion de la enfermedad y su herencia diferencial en
funcion del sexo.

El sindrome del cromosoma X fragil

El FRAX, asociado a un extrafio punto de fragilidad cromo-
somica en Xq27.3, es probablemente la causa mas frecuen-
te de retraso mental después del sindrome de Down vy, sin
duda, la forma mas frecuente de retraso mental hereditario,
con una incidencia de 1/1.500 varones y 1/2.500 mujeres.
Fenotipicamente, los individuos afectados presentan una
dismorfia facial inespecifica (orejas largas, cara estrecha y
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alargada, distancia interocular reducida, macrocefalia, fren-
te grande, mandibula prominente, paladar ojival, incisivos
largos, etc.) y macroorquidia que se observa frecuentemen-
te después de la pubertad y que no es esencial para el diag-
nostico clinico.

El FRAX presenta un singular patrén de herencia: aproxima-
damente el 20% de los varones que poseen un cromosoma
X con el punto de fragilidad citado, son fenotipicamente
normales, mientras que mas del 30% de las mujeres que lo
poseen muestran cierto grado de retraso mental. Estos varo-
nes, llamados normal transmitting males (ntm), pasan el
alelo mutado a sus hijas, que no se ven afectadas, pero sus
nietos suelen verse severamente afectados. En esta inusual
herencia ligada al sexo, es incluso més curioso el hecho de
que la penetrancia de la enfermedad es reducida en los
hermanos de los ntm, mientras que es muy elevada en los
hermanos de los varones afectados. Por lo tanto, el riesgo
de retraso mental en familias que sufren el sindrome FRAX
depende de la posiciéon de los individuos en los arboles ge-
nealdgicos. Este extrafio hecho se ha denominado la para-
doja de Sherman.

El lugar de mutacion en el sindrome FRAX presenta una
longitud variable en diferentes individuos, estd comprendido
en una isla CpG y contiene una secuencia repetida (CGG),
cuya longitud se ve extraordinariamente aumentada en los
individuos afectados. Se ha identificado un gen (FMR-1)° en
el locus del cromosoma X fragil que comprende la secuen-
cia CGG repetida, lo que sugiere la implicacion de este gen
en el sindrome. La expresién del gen FMR-1 no se limita al
tejido nervioso, aunque los mayores niveles de expresion se
encuentran en cerebro y testiculos®. Se ha demostrado la
ausencia del ARNm de FMR-1 en varones afectados, mien-
tras que el gen se expresa tanto en varones normales como
en portadores no afectados, y existe una correlaciéon com-
pleta entre la metilacion de la isla CpG situada en el extre-

TABLA'1

Enfermedades neurodegenerativas hereditarias originadas
por la expansion de tripletes repetidos

1 2 3 4

Sindrome del

cromosoma X fragil| Xq27.3 CGG 5-45 50 - 1.000
Distrofia mioténica 19q13.3 CTG 5-27 50 - 1.000
Enfermedad

de Huntington 4pl6.3 CAG 10-29 36-121
Atrofia muscular

espinobulbar Xqll CAG 17-26 40-52
Atrofia dentadorrubro-|

palidoluysiana 12p CAG 7-23 53-88
Ataxia

espinocerebelosa

de tipo 1 6p22-p23 CAG 6-39 41-59
Enfermedad de

Machado-Joseph 14g-32.1 CAG 12-37 62-84

1: localizacién cromosémica de la repiticion; 2: secuencia del triplete repetido; 3: nimero de
repeticiones en individuos no afectados; 4: nimero de repeticiones en individuos afectados.
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mo 5’ de la secuencia CGG repetida y la ausencia de expre-
sién del gen FMR-17. Por lo tanto, parece que la mutacion
da lugar de algin modo a la metilacion de la region que re-
gula la expresién del gen, lo que finalmente resulta en la au-
sencia de la proteina codificada por FMR-1, denominada
FMRP, que es una proteina de unién al ARN que se en-
cuentra en el citosol®.

Se considera probado que la mutaciéon responsable del
FRAX es el aumento en el numero de repeticiones CGG en
el extremo 5’ del gen FMR-1, de tal forma que mientras que
en la poblacién normal el numero de repeticiones varia en-
tre 5y alrededor de 45, en las familias afectadas esta en el
rango de 50 a 1.000 repeticiones e incluso mas® 1.

De acuerdo al tamafio de la amplificacién, su estabilidad en
células sométicas y el estado de metilacion de los sitios de
restriccion cercanos al punto de mutacién, las mutaciones
en el locus del cromosoma X fragil se han clasificado en dos
categorias: premutaciones y mutaciones completas'”. Las
premutaciones se caracterizan por una amplificacién de en-
tre 70 y 500 pares de bases (bp), no se observa apenas va-
riabilidad en células sométicas y los sitios de restriccion ci-
tados no estan metilados en los varones ni en el cromosoma
X activo de las mujeres. Las mutaciones completas com-
prenden elongaciones de mas de 600 bp y a menudo
muestran inestabilidad mitética en células somaticas, estan-
do ademas metilados los sitios de restriccion referidos tanto
en los cromosomas X activos como en los inactivos.

La transicion de premutacion a mutacion completa depende
del tamafio de aquélla'®!? pudiendo acarrearse pequefias
premutaciones durante muchas generaciones antes de que
se produzca la mutacién completa's. Durante la ovogénesis,
el riesgo de expansion hasta alcanzar las caracteristicas de
una mutacién completa asociada con retraso mental au-
menta con el nimero de repeticiones, de tal forma que esta
variacion en el riesgo explicaria la paradoja de Sherman*!4.

Distrofia miotonica

La DM es una enfermedad neuromuscular de herencia au-
tosémica dominante con una incidencia estimada de
1/7.500, siendo la forma mas comun de distrofia muscular
en adultos.

El cuadro clinico de los pacientes afectados de DM es muy
variable, y aunque son caracteristicas la miotonia y la pro-
gresiva debilidad consecuente, también se ven afectados
otros sistemas, produciéndose defectos en la conduccién
cardiaca, cataratas, hipersomnia, atrofia testicular y calvicie
prematura en los varones. Esta extraordinaria variacion fe-
notipica, que tiene lugar tanto entre las distintas familias
afectadas como entre los individuos de una misma familia,
es una de las caracteristicas méas notables de la DM. El fe-
némeno de la anticipacion (la enfermedad se manifiesta en
edades cada vez méas tempranas en generaciones Sucesi-
vas, presentando ademas sintomas mas severos) junto con
el grado variable de penetrancia, son otras caracteristicas
destacables de la DM.

Desde el punto de vista clinico, los pacientes se clasifican
en tres categorias principales de acuerdo con la edad de
manifestacion de la enfermedad y la expresion fenotipica de
la misma:

1. De manifestacion tardia. En muchos casos es dificil de
diagnosticar por el ligero grado de afectacion que muestran
los pacientes.

2. De manifestacion en adultos.

3. De manifestacion temprana, que es la forma mas severa
de la enfermedad y se ve frecuentemente asociada con un
profundo retraso mental neonatal.

Los estudios de ligamiento genético con marcadores poli-
morficos demostraron que la enfermedad segregaba como
un locus Unico en el brazo largo del cromosoma 19. Estu-
dios de desequilibrio de ligamiento precisaron la localiza-
cion cromosdmica de la enfermedad, reducida a una region
de unas 700 kb en la regién 19g13.3.

En esta zona se ha identificado un fragmento de ADN ines-
table en individuos afectados por la distrofia mioténica'> €.
El tamafio de este fragmento varia entre individuos de la
misma familia, produciéndose ademas un aumento de la
longitud de esa regién de ADN en las generaciones sucesi-
vas. Este incremento va asociado a un agravamiento de la
enfermedad.

El defecto molecular subyacente a la DM se ha identificado
finalmente como un fragmento de ADN inestable que con-
tiene repeticiones de triplete (CTG), y que sufre expansion
en los pacientes afectados por la enfermedad'. EI nimero
de repeticiones del triplete (CTG), es muy variable en la po-
blacién normal, oscilando entre 5y 27 repeticiones; los pa-
cientes minimamente afectados tienen al menos 50 repeti-
ciones, mientras que los individuos mas severamente
afectados portan expansiones de dicha secuencia con cien-
tos e incluso miles de repeticiones.

El triplete CTG no se encuentra en la region codificadora de
ningun gen, sino que se localiza en el extremo 3’ no traduci-
do del ARNm de la proteina quinasa de la miotonina
(MDPK). El gen MDPK contiene 15 exones que se extien-
den aproximadamente 13 kb, produciendo finalmente un
polipéptido de 524 aminoacidos®.

Con los datos aportados, es evidente la correlacion existente
entre el nimero de repeticiones y la gravedad de la enferme-
dad. Por otra parte, la inestabilidad del fragmento de ADN,
capaz de sufrir expansion en generaciones sucesivas, seria
una explicacion plausible del fenémeno de la anticipacion?!.
Una vez identificada la amplificaciéon en el nimero de repe-
ticiones CTG como la base genética de la DM, se ha realiza-
do un gran esfuerzo para desentrafiar como la expansion
podria producir la enfermedad.

Carango et al’? han demostrado que en células en cultivo, la
expansion del namero de tripletes conduce a la ausencia
del ARNm de la proteina MDPK.

El' mecanismo molecular responsable de este hecho se des-
conoce, aungue se cree que un elevado numero de repeti-
ciones CTG en el extremo 3’ del gen podria de algliin modo
producir una disminucién en la tasa de sintesis o de proce-
samiento del ARNm correspondiente. Otros autores no des-
cartan que la causa de la enfermedad pueda deberse a la
sobreexpresion del gen MDPK, lo que se veria apoyado por
la herencia dominante de la enfermedad.

Atrofia muscular espinobulbar

También conocida como enfermedad de Kennedy, la atrofia
muscular espinobulbar es un trastorno de las motoneuronas
con herencia ligada al cromosoma X. Se caracteriza por una
debilidad muscular progresiva, atrofia y fasciculaciones de
la musculatura proximal y bulbar por afectaciéon de la moto-
neurona bulbar y espinal. En los varones afectados son ha-
bituales la ginecomastia y la fertilidad reducida, mientras
que las mujeres portadoras no tienen sintoma alguno.

Estos datos, junto con los de la caracteristica insensibilidad
a los andrégenos de los pacientes con enfermedad de Ken-
nedy, llevaron a un estudio detallado de la regién del cro-
mosoma X en la que previamente se habia localizado el gen
del receptor de androgenos (AR), Xql1.

En los pacientes con SBMA, el nimero de repeticiones de
un triplete CAG altamente polimoérfico presente en el gen
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AR, era aproximadamente el doble del valor encontrado en
individuos no afectados®®: mientras que en éstos el nimero
de repeticiones variaba entre 17 y 26, en los enfermos de
SBMA alcanzaba valores entre 40y 52.

Comparado con el sindrome del cromosoma X fréagil y la distro-
fia miotonica, la inestabilidad del alelo enfermo con SBMA es
mucho mas limitada, puesto que no se han observado grandes
expansiones de la repeticién en generaciones sucesivas™.

El triplete CAG se encuentra en este caso en el primer exén
del gen AR, siendo traducido a una serie de glutaminas que
corresponden al dominio de transactivacion de la proteina
AR, un factor de transcripciéon dependiente de ligando de la
familia de los receptores esteroides®?°. Puesto que esta re-
gion del AR no esté implicada en la unién de la proteina al
ADN, o a la hormona, la anormalidad encontrada en el AR
en pacientes SBMA, no daria lugar a un cambio en la unién
de la proteina al ADN o a los andrégenos de suficiente enti-
dad como para producir feminizacién testicular -como ocu-
rre en otros sindromes originados por ausencia del receptor
de andrégenos—. En cualquier caso, el incremento en el nU-
mero de residuos de glutamina presentes en el AR en los
pacientes afectados debe ser suficiente para alterar la fun-
cion del receptor en las motoneuronas.

Estas repeticiones CAG se han identificado en otros loci re-
gulados durante el desarrollo, tanto en Drosophila’’ como
en el ratén?®, aunque su funcioén se desconoce.

De todas formas, los dominios proteicos ricos en residuos
de glutamina son importantes para la funcién de varios fac-
tores de transcripcion, como Spl, antennapedia y TFIID.
Por lo tanto, el mayor niumero de residuos de glutamina en
el AR en los enfermos de Kennedy podria producir una alte-
racion en las interacciones del AR con otras proteinas de la
maquinaria transcripcional, probablemente de modo espe-
cifico en distintos tipos celulares, y este hecho podria ser el
responsable de la patogenia de la enfermedad.

Atrofia dentadorrubropalidoluysiana

La atrofia dentadorrubropalidoluysiana (DRPLA) es una en-
fermedad neurodegenerativa autosdémica dominante carac-
terizada por la degeneracién combinada de las vias denta-
dofugales y rubrofugales.

Aunque este trastorno se ha descrito en muchas ocasiones
en Japon, en Europa se han comunicado muy pocos casos,
probablemente por confusiéon con la enfermedad de Hun-
tington?°.

El cuadro clinico de la DRPLA muestra una combinacion
variable de mioclonfa, epilepsia, ataxia cerebelosa, coreo-
atetosis y demencia.

Se ha encontrado que los pacientes afectados presentan la
expansion del trinucleétido CAG en un gen situado en el
brazo corto del cromosoma 12%°. EI nimero de repeticiones
varia entre 7 y 23 en los individuos normales, mientras que
en los enfermos oscila entre 53 y 88.

Al igual que en otras enfermedades originadas por la expan-
sion de tripletes repetidos, existe una buena correlaciéon en-
tre el tamafio de la repeticion CAG y la edad de manifesta-
cién de la enfermedad®!. Por otra parte, parece que el sexo
del progenitor que transmite el alelo mutado tiene un efecto
notable en el mecanismo de la anticipacion.

Ataxia espinocerebelosa de tipo 1

Las ataxias espinocerebelosas hereditarias son trastornos
neurologicos progresivos caracterizados por la degeneracion
del cerebelo, la médula y el tronco del encéfalo.

Las ataxias hereditarias se agrupan tradicionalmente en dos
categorias en funcién de su herencia autosémica recesiva o
dominante. La ataxia de Friedreich es un trastorno autosé-
mico recesivo que se ha localizado en el cromosoma 9 en la
region 9q13-g21%.

Las ataxias espinocerebelosas hereditarias son clinica y ge-
néticamente heterogéneas®. Desde el punto de vista clini-
co, los individuos afectados sufren ataxia y disartria severas,
asi como grados variables de neuropatia y trastornos moto-
res. Los sintomas comienzan a manifestarse generalmente
en la segunda década de vida, conduciendo a una discapa-
cidad total —o a la muerte— en un periodo que puede prolon-
garse entre 10 y 20 afios.

Se han identificado al menos cuatro formas genéticamente
distintas de ataxia espinocerebelosa dominante, y los loci
correspondientes se han localizado en tres cromosomas dis-
tintos: SCA1 en 6p22-p23°43, SCA2 en 12g23-24.1%/38 y
SCA3 y la enfermedad de Machado-Joseph en 14qg24.3-
g32%. La enfermedad de Machado-Joseph se caracteriza
clinicamente por una ataxia cerebelosa con signos pirami-
dales y extrapiramidales, polineuropatia, oftalmoplejia exter-
na progresiva, fasciculaciones en la cara y la lengua y 0jos
saltones. Clinicamente, el diagndéstico es dificil debido a la
variedad fenotipica y al solapamiento con otras formas de
ataxia dominante. En el caso de SCA1 se han clonado 1,2
Mb de la region 6p22-p23*°, y estudios subsiguientes con
esta zona del ADN han llevado al descubrimiento de que la
mutacién responsable de la enfermedad es la expansion de
un triplete CAG inestable*'. En los individuos afectados el
ndmero de repeticiones varia entre 41 y 59, mientras que
en la poblacién normal estos valores son inferiores: 6-39%.
Los varones afectados transmiten el gen SCA1 mutado a
sus hijos con mayores incrementos en el nimero de repeti-
ciones de lo que lo hacen las madres afectadas; por otra
parte, la edad en la que la enfermedad se manifiesta se co-
rrelaciona de modo inverso con el numero de repeticiones
CAG4344'

La enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad
neurodegenerativa progresiva con herencia dominante y pe-
netrancia completa. Los sintomas comprenden anormalida-
des motoras (con los arquetipicos movimientos coreicos) y
deterioro intelectual a menudo acompafiado de severas ma-
nifestaciones psiquiatricas —cambios de personalidad, pér-
didas cognitivas y depresion severa—. La enfermedad co-
mienza habitualmente en la cuarta o quinta década de vida,
produciéndose un agravamiento progresivo que finalmente
conduce a la muerte varios afios mas tarde.

En ocasiones, la EH ocurre en nifios o adolescentes con
manifestaciones mucho méas severas y un curso mas rapi-
do. ElI desencadenamiento juvenil de la enfermedad y la
tendencia a la anticipacion se observan mas frecuentemen-
te cuando el transmisor del gen enfermo es el padre.

Los estudios neuropatolégicos han demostrado que la
muerte neuronal prematura es mas marcada en los ganglios
basales. Aungue a nivel biogquimico las causas de la muerte
neuronal permanecen sin aclarar, a nivel celular se han ex-
plicado los sintomas de la enfermedad por la muerte selecti-
va de neuronas especificas®®.

La EH fue la primera enfermedad genética cuyo locus se lo-
caliz6 utilizando Unicamente estudios de ligamiento a mar-
cadores polimérficos del ADN“. Estudios genéticos mas de-
tallados precisaron la localizacién cromosdmica del gen a
4p16.3%, y mediante la combinacion de datos de desequili-
brio de ligamiento con estudios de recombinacion seleccio-
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nados se delimitd una region de tan sélo 500 kb en esa
zona del cromosoma“®#°.

Este fragmento se ha clonado en cromosomas artificiales de
levadura y finalmente se ha identificado el gen de la enfer-
medad®°. El gen, llamado IT-15, se extiende 210 kb dando
lugar a un ADNc de 10.366 bp con un marco de lectura
abierto de 9.432 bp. El producto del gen es un polipéptido
de 3.144 aminoacidos con un peso molecular estimado de
348 kD que se ha denominado huntingtina. Esta proteina se
expresa en muchos tejidos aunque la muerte celular en la
EH se restringe a neuronas especificas de regiones cerebra-
les muy concretas.

Los estudios inmunohistoquimicos han demostrado la locali-
zacion citoplasmatica de la huntingtina en varios tipos celu-
lares incluyendo las neuronas, aunque en éstas la proteina
también esta presente en el nlicleo®.

A pesar de que se ha buscado insistentemente en bancos
de datos de secuencias polipeptidicas, no se han podido
encontrar similitudes significativas de ninguna proteina co-
nocida con la huntingtina, lo que dificulta la asignacién de
una posible funcién a esta Ultima.

En cuanto a la causa de la enfermedad en el ADN, se ha
encontrado que en el extremo 5’ del gen IT-15 existe un tri-
plete CAG altamente polimérfico®™. Un estudio mundial de la
mutacién del HD con mas de 1.000 pacientes ha mostrado
que el nimero de repeticiones en los individuos enfermos
oscila entre 36 y 121 (media, 44), mientras que en perso-
nas no afectadas varia entre 10 y 29 (media, 18)°°. Una vez
mas se ha puesto de manifiesto la correlacion entre la longi-
tud de la secuencia amplificada y la edad de manifestacion
de la enfermedad®%%354,

Sin embargo, se ha clonado el homdélogo murino del gen de
Huntington, que muestra una similitud de méas del 90% (a
nivel de aminoécidos) con el producto del gen humano®. La
inactivacion del gen de ratén, denominado Hdh, mediante
disrupcién génica dirigida en ratones transgénicos®, ha per-
mitido concluir que la huntingtina es una proteina critica en
el desarrollo embrionario temprano, puesto que los homozi-
gotos Hdh-Hdh- mueren en los primeros estadios del desa-
rrollo, antes incluso de la formacién del tubo neural. Dado
que la inactivacion completa de Hdh no origina un fenotipo
similar al de la EH, parece mas plausible un modelo de la
enfermedad en el que la mutacién origine una ganancia de
funcién en la proteina mutada. Por lo tanto, la expansion de
la secuencia del trinucleétido CAG en el extremo 5’ del gen
IT-15, con el consiguiente incremento en la longitud de la
serie de residuos de glutamina en el extremo aminoterminal
de la proteina, confiere a la huntingtina una nueva propie-
dad que finalmente origina la enfermedad. Nasir et al*’, en
experimentos de inactivacion génica similares a los descri-
tos, pero dirigidos a una region distinta del gen Hdh, han
encontrado también que la mutacion en homocigosis es le-
tal en los primeros estadios del desarrollo. Sin embargo, los
heterozigotos mostraban en este caso trastornos cognitivos
acusados, junto con un nucleo subtalamico de reducido ta-
mafio. Estos son, sin duda, descubrimientos importantes,
puesto que un modelo animal de la enfermedad tendria un
valor incalculable para aportar datos sobre la patogenia mo-
lecular de la enfermedad y abriria las puertas a su futuro
tratamiento.

Mutaciones fundadoras

Aungue no esté inequivocamente establecido en todos los
casos, las enfermedades descritas en este trabajo probable-
mente se han originado a partir de un nimero muy peque-
fio de mutaciones fundadoras (quizé tan solo una). Si esto

fuese asi, se habria producido una amplificaciéon puntual
primitiva, de tal forma que debido a la particular naturaleza
de las expansiones de tripletes repetidos, el nimero de indi-
viduos afectados en la poblacion iria aumentando a medida
que se incrementase el nimero de generaciones.

En el caso de la SBMA, el nimero de repeticiones en los in-
dividuos afectados varia entre 40 y 52 en multiples grupos
étnicos. El hecho de que el margen del nimero de repeti-
ciones asociado a la enfermedad sea muy estrecho, junto
con otras caracteristicas tales como los haplotipos de los
cromosomas SBMA y la ausencia de nuevas mutaciones,
sugieren que para esta enfermedad podria existir un unico
ancestro comun. Sin embargo, la inusual variabilidad étnica
del polimorfismo CAG en el gen AR en la poblacion
normal®®, asi como estudios de ligamiento con diversos mar-
cadores cercanos, aportan indicios en contra de dicha inter-
pretacion.

En la distrofia mioténica, las mutaciones estan en completo
desequilibrio de ligamiento con un polimorfismo bialélico
adyacente®, lo que induce a pensar que una mutacion pri-
migenia que ocurrié quiza soélo una vez en la historia de la
humanidad, es responsable del riesgo de sufrir expansiones
ulteriores de esta secuencia preamplificada y, por lo tanto,
de desarrollar la enfermedad.

En la EH, los estudios de desequilibrio de ligamiento indican
la existencia de distintos haplotipos asociados con la enfer-
medad, aunque al menos la tercera parte de los cromoso-
mas mutados podrian derivarse de un Unico ancestro®. Por
otra parte, en el caso de la EH no se ha podido demostrar la
existencia de variaciones interétnicas significativas®.

Para el caso del sindrome del cromosoma X fragil, Oudet et
al®® han propuesto un esquema con no mas de seis cromo-
somas fundadores. Estos habrian podido tener un ntmero
de repeticiones CGG en el rango normal-alto, que por ex-
pansiones recurrentes en varios pasos habrian originado fi-
nalmente el sindrome.

Variabilidad en el nimero de repeticiones

Las enfermedades asociadas con expansiones en tripletes
CAG (EH, SBMA, DRPLA y SCA1) muestran una variacion
en el numero de repeticiones mucho menor que FRAX y
DM, en las que se han detectado expansiones de varios
cientos e incluso miles de repeticiones. En estas dos Ultimas
enfermedades, el nimero de copias varia virtualmente en
cada meiosis, esto es, la tasa de mutacion alcanza el valor 1
tanto para el alelo mutado como para la premutacion. En
contraposicion, la tasa de mutacion en estos dos loci en los
cromosomas de individuos no afectados no difiere de la de
cualquier otra region similar del genoma. Esta es la razén
mas probable por la que no se han detectado nuevas muta-
ciones en cromosomas normales hasta la fecha.

Ademas, en individuos portadores de alelos premutados o
con la mutacién completa, la inestabilidad de la secuencia
amplificada no es sélo meidtica, sino también mitética® 1920,
La inestabilidad mitética produce variacion somatica (mo-
saicismo) y es mas frecuente en individuos afectados que
en los transmisores fenotipicamente normales.

Las mutaciones dindmicas como las referidas implican ha-
bitualmente un incremento en el numero de repeticiones,
aungue en algunas familias se han podido identificar muta-
ciones que llevaban a una reduccién en el nimero de co-
pias'®195061 Este hecho, si bien es inusual, es extremada-
mente interesante, puesto que sugiere la posibilidad de
perder la mutacion.

Por otra parte, la extrema inestabilidad de algunas de estas
regiones mutadas hace su clonado en vectores préctica-
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mente imposible!'!, ya que por su propia naturaleza inducen
deleciones que conducen a su desaparicion. Este hecho
debe considerarse cuando se trabaje con células o lineas
celulares derivadas de pacientes o de individuos de riesgo.

Posicién de los tripletes repetidos en los genes

Las consecuencias habitualmente fatales de las enferme-
dades descritas demuestran sin duda el potencial efecto de-
letéreo de las repeticiones inestables de trinucle6tidos.
Parece, por tanto, légico inferir que la presencia y el mante-
nimiento de estas secuencias en el genoma han de tener al-
guna significacion funcional. En las regiones codificadoras
las repeticiones podrian ser necesarias si la proteina corres-
pondiente requiriese algun tipo de homopolimero para su
funcién. Sin embargo, debido a la inestabilidad de las repe-
ticiones de tripletes, parece légico pensar que se verian fa-
vorecidas las mutaciones tendentes a eliminar la naturaleza
repetitiva de la secuencia, pero que mantuviesen la misma
capacidad de codificar el homopolimero necesario.

La presencia de secuencias repetitivas en zonas no traduci-
das -y putativamente reguladoras— sugiere otra restriccion
funcional capaz de inducir al mantenimiento de las repeti-
ciones en el genoma.

Sin embargo, cuando los tripletes repetidos son no codifica-
dores, se permiten mayores expansiones de la secuencia
(como ocurre en FRAX y DM), mientras que si la repeticion
se localiza en una regién codificadora, amplificaciones muy
grandes conducirian a una proteina completamente anor-
mal, incompatible con la vida. Esta afirmacién podria expli-
car el limitado numero de repeticiones observado en la en-
fermedad de Kennedy y en la EH y podria sugerir un papel
esencial en alguna funcion o en el desarrollo del organismo
para las correspondientes proteinas codificadas por esos
genes, lo que en el caso de la enfermedad de Huntington
ha quedado demostrado mediante los experimentos de
knock-out en ratones transgénicos®®’.

Mecanismo de la expansién de tripletes

Todavia no se comprende totalmente el mecanismo subya-
cente a estas amplificaciones, aunque se han propuesto di-
versas hipotesis.

Algunos genes (p. €j., el de resistencia multiple a farmacos
[MDR] o el de la dihidrofolato reductasa) sufren amplifica-
ciones de varios millares de veces a partir de secuencias de
copia Unica. Sin embargo, es dificil comprender como po-
dria tener lugar la amplificacion especifica de una secuen-
cia repetida, ya que las secuencias inmediatamente adya-
centes a ésta no son amplificadas y, por otra parte, la
amplificacién de tripletes ocurre Unicamente en el locus del
gen correspondiente, y no en otros loci.

El intercambio desigual de crométidas hermanas durante
los sobrecruzamientos meibticos puede seguramente des-
cartarse como mecanismo inicial, ya que los marcadores
que flanquean las secuencias repetidas no presentan re-
combinacion'®. Es ademas dificil considerar un fenémeno
de recombinacion que pueda expandir las repeticiones de
tripletes 20 o 50 veces en una sola generacion.

El modelo mas ampliamente aceptado se fundamenta en la
dificultad de la replicacién en secuencias ricas en guanina y
citosina. Este modelo de deslizamiento en los empareja-
mientos durante la replicacion del ADN, se basa en la desi-
gual tasa de sintesis de ADN en regiones ricas en G + C, y
su consecuencia inmediata es la existencia de multiples ca-
denas de hebra sencilla de secuencias complementarias. El
intercambio de hebras durante la replicacién entre multiples

hebras adelantadas y retrasadas, estaria seguido de la reso-
lucion de los extremos libres por un mecanismo de repara-
cion de errores. Este modelo predice que las secuencias
con repeticiones de mayor longitud serian mas susceptibles
de generar cadenas incompletas (y, por lo tanto, mayor can-
tidad de extremos libres), por lo que en una Unica replica-
cion podrian sufrir amplificaciones mayores explicando la
mayor tasa de mutacioén observada en las secuencias con
un elevado nimero de repeticiones.

Los experimentos in vitro con oligonucleétidos sintéticos
(CGG),; 0 (CAG),, han demostrado que éstos pueden ampli-
ficarse en ausencia de ADN patrén, tanto en una reaccion
de RCP con Tag ADN polimerasa como con el fragmento de
Klenow de la ADN polimerasa | a 37 °C®.

No se han encontrado diferencias en las secuencias que
flanquean las mutaciones entre individuos afectados y nor-
males, por lo que no existe evidencia experimental alguna
gue sugiera la implicacion de dichas secuencias en el me-
canismo mutacional. En consecuencia, la inestabilidad de la
secuencia mutada vendria dada por la propia secuencia y
su naturaleza repetitiva.

Los alelos normales —con un numero reducido de repeticio-
nes— podrian no ser susceptibles al mecanismo sefialado
anteriormente, pero una vez que el numero de repeticiones
se hubiera incrementado por encima de un valor critico, se
verian favorecidas las amplificaciones subsiguientes. Las
mutaciones fundadoras aparecerian muy raramente, tanto
por un incremento inusual en el nimero de copias de una
secuencia con una repeticiéon perfecta, como por una muta-
cion en la secuencia de separacion de una repeticion en
tandem que darfa lugar a una repeticion perfecta de longi-
tud inestable.

Como posible mecanismo para limitar la mutabilidad de las
secuencias repetidas en tandem, éstas suelen encontrarse
interrumpidas por una imperfecciéon en la repeticiéon. Esta
observacion podria suponer un soporte adicional para la
teorfa de mutacion previamente expuesta.

Diagnéstico y perspectivas de tratamiento

La secuenciacion directa del producto amplificado es sin
duda la mejor forma para determinar el nimero de repeti-
ciones en la region mutada, aunque no puede aplicarse
cuando el numero de repeticiones implica a mas de 300-
350 pb.

Sin duda alguna, en la mayoria de las ocasiones, los méto-
dos diagndsticos basados en la RCP son los mejores para
las enfermedades que implican la amplificacion de secuen-
cias de tripletes repetidos.

Se han desarrollado diversos tests basados en la RCP, algu-
nos de los cuales podrian ser usados en el diagndstico clini-
co.

Béasicamente, se eligen cebadores de secuencias de ADN
gendmico que flanquean la regién mutada y se lleva a cabo
la reaccion de RCP en presencia de (a-3?P)dCTP. Los pro-
ductos se separan en un gel desnaturalizante de poliacrila-
mida y se calcula el tamafio de los alelos utilizando una es-
calera de secuenciacién como estandar. Debido al elevado
porcentaje de G + C en la regién amplificada, se necesitan
condiciones especiales de RCP, generalmente incluyendo
un 10% de dimetilsulféxido y hasta un 75% de 7-deaza-
dGTP. En cualquier caso, cuando la expansion es de varios
cientos o incluso miles de nucleétidos, no se puede obtener
producto alguno tras la reaccién de RCP. En estos casos, es
necesario llevar a cabo analisis mediante Southern blot, a
pesar de que la estimacion del tamafio del alelo expandido
no puede hacerse con gran precision con esta técnica. Sin
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embargo, se han descrito sistemas de RCP en los que me-
diante la adicién de un 100% de 7-deaza-dGTP en la reac-
cién de RCP, seguida de la deteccion con sondas de oligo-
desoxirribonucledtidos sintéticos especificos, se consiguen
detectar amplificaciones de tripletes CGG de varias kb®.

Los rapidos avances en los protocolos de RCP, junto con la
aplicacion de técnicas no isotopicas para el marcaje y la de-
teccion eficiente de productos especificos de RCP, permiti-
ran sin duda resolver la problematica amplificacion de las
secuencias ricas en GC de mayor longitud, y en un futuro
cercano estaran disponibles equipos de diagndéstico rapidos
y de facil aplicacién para su uso clinico rutinario.

El analisis molecular de la longitud de las repeticiones es
una forma precisa y eficiente de identificar la mutacion y
confirmar un diagnostico clinico, lo que seria de un valor in-
calculable en el diagndéstico de individuos con sintomas
equivocos.

Tanto para la EH, como para la distrofia mioténica y el sin-
drome del cromosoma X fragil, se ha encontrado una estre-
cha correlacion entre la longitud de las repeticiones y la
severidad de la enfermedad. Sin embargo, el andlisis mole-
cular no deberia utilizarse como Unico indicador de la gra-
vedad, a pesar de que tomado en consideracion junto a da-
tos clinicos, podria ser Util para el disefio de una estrategia
adecuada de evaluacion y seguimiento de la enfermedad en
cada paciente. En cualquier caso, se necesitan estudios
mas profundos antes de que el tamafio de la regién de tri-
pletes repetidos pueda utilizarse para aportar informacién
pronoéstica en individuos de riesgo.

Conclusiones

La expansion de tripletes repetidos se ha revelado como el
defecto genético subyacente en varias enfermedades neuro-
l6gicas hereditarias. Una vez mas, la tecnologia del ADN re-
combinante ha demostrado su inestimable valor en el des-
cubrimiento de los defectos genéticos que originan estas
enfermedades fatales.

Desde el punto de vista del diagnéstico clinico, el descubri-
miento de los defectos en el ADN que originan estas enfer-
medades, ha sido un paso importantisimo en el desarrollo
de nuevas pruebas diagndsticas basadas en la tecnologia
del ADN recombinante; estos tests pueden aplicarse al
diagnostico clinico sin la necesidad de llevar a cabo com-
plejos estudios de ligamiento genético.

En este momento se necesita un esfuerzo coordinado para
desentrafiar el fundamento bioquimico de la muerte neuro-
nal selectiva que finalmente da lugar a los sintomas clinicos
observados.

En cualquier caso, el analisis detallado tanto de los genes
que contienen la mutacion, como de las proteinas que codi-
fican, abrird sin duda prometedoras perspectivas para el
desarrollo de modelos animales y de futuros protocolos de
tratamiento, incluyendo la terapia génica, para estas enfer-
medades para las que hasta la fecha no existe tratamiento
alguno eficiente.
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