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Introduccion

La Ataxia de Friedreich (AF) es una enfermedad

neurodegenerativa hereditaria autosdmica
recesiva, causada en el 95% de los casos, por la
expansiéon anormal del triplete GAA en el intrén 1
del gen FXN (cromosoma 9¢21.11). Esta alteracién
reduce o anula la sintesis de frataxina, proteina
mitocondrial clave para la homeostasis del hierro
y la energia celular. Los alelos normales tienen
entre 5y 60 repeticiones; los patolégicos, entre 66
y 1.700. El 5% restante de casos corresponde a
heterocigotos compuestos. El déficit de frataxina
provoca acumulacidn mitocondrial de hierro,
estrés oxidativo y muerte celular, afectando a
neuronas sensitivas, médula espinal, cerebelo,

corazén y pancreas®?.

El sintoma principal es la ataxia (falta de
coordinacién en los movimientos) progresiva,
caracterizada por inestabilidad y dificultad de la
pérdida de coordinacion motora vy
del

torpeza en manos y brazos, dificultad para correr

marcha,

alteracién equilibrio, caidas frecuentes,

0 subir escaleras. También son frecuentes la

disartria cerebelar, disfagia, arreflexia,

alteraciones sensitivas, debilidad muscular vy

signos piramidales?3.

Epidemiolégicamente, es la ataxia hereditaria mas

comun, conuna prevalencia en caucasicos de
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1:20.000-50.000 y una frecuencia de portadores
de 1:90. Tipicamente debuta entre los 5 y 15 afios
con ataxia progresiva, disartria, arreflexia vy
debilidad. Ante el surgimiento de opciones cdmo
omaveloxolona, un diagndstico genético preciso
es crucial®. De esto surge la posibilidad de
implementar la técnica TP-PCR (Triplet-Primed
PCR) que permite identificar expansiones de
tripletes de gran tamafio con alta sensibilidad

mediante electroforesis capilar>®.
Objetivos

Desarrollo y validacion de una técnica molecular
TP-PCR para deteccion de expansidn del triplete
GAA en el intrén 1 del gen de la frataxina asociado
a Ataxia de Friedreich.

Metodologia

Se analizaron 20 muestras de ADN de controles
normales, 2 pacientes con diagndstico confirmado
de AF y 1 portador de AF. Los participantes
firmaron consentimiento informado (aprobado
por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
Médicas, UNCuyo) previo a la extraccion de
sangre.

La extraccion de ADN se realizé por salting out a
partir de 3 mL de sangre con EDTA. Lla
cuantificacion se efectué con el fluorémetro

Quantus (Promega) segun el fabricante.
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Para la optimizacién de la reaccién, se probaron
diluciones de cebadores (relaciones 1:10 a 1:20, y
1:100 para el cebador forward), diluciones de ADN
(20 ng/uL a 1 ng/uL), adicién de Q-Solution
(Qiagen) y comparaciones con el kit Expand Long
Range (Roche) y su programa térmico.

La composicion final por tubo de reaccidn es: 5 ul
Qiagen Multiplex PCR kit, 2 ul Q-Solution Qiagen,
0,25 ul Primer F TP-PCR (5'-6-
FAM_CAACATGGTGAAACCCAGTATCTA-3") 5uM,
0,25 ul Primer mix R 5uM (compuesto por 5 partes

de cebador 5GAA (5'-
CCCGGCTAACTTTTCTTTATT(TTC)s- 3" con 1 parte
de cebador 7GAA (5'-
CCCGGCTAACTTTTCTTTATT(TTC)7), 1,5 ul agua

estéril y 1 ul de ADN (5 ng/ul). Programa de
95°C 15 minutos; (94°C 30
segundos; 59,5°C 30 segundos; 72°C 1 minuto) por

amplificacion:

34 ciclos; 72°C 30 minutos. Los productos se

inyectaron en el secuenciador automatico
SeqgStudio (ThermoFisher Scientific) preparados

con formamida y marcador GeneScan 600LIZ’.

Para secuenciar la regidon GAA, se seleccionaron 2
muestras con patréon homocigota (pico de 92 bp en
TP-PCR). Se realizé Long-Range PCR (LR-PCR) con
los cebadores LR-PCR F 5'-
TTGTGTTTGAAGAAACTTTGGGATTGG-3" y LR-PCR
R 5'-GCTTTCCTAGAGGAGATCTAAGGACC-3'.
productos se visualizaron en gel de agarosa al 2%,

Los
se purificaron con |lllustra ExoProStar y se
secuenciaron por método Sanger con el reactivo
BigDye 1.1y el cebador LR-PCR R’.

Resultados

La técnica optimizada permitié diferenciar
patrones seglin la longitud del triplete GAA,
midiendo el tamafio en pares de bases. En los
individuos sanos se observaron picos especificos
correspondientes a alelos con nimero normal de
repeticiones, pudiendo evidenciarse un Unico pico

en pacientes homocigotas o dos picos en
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pacientes heterocigotas. Por otro lado, en el
paciente portador de mutacién por expansién en
el gen FXN, se identific, ademas del pico
especifico correspondiente al alelo normal, un
patron en escalera caracteristico que constituye
numero de

pacientes

confirmados con AF, se observd un patrén en

un indicador de expansion del

repeticiones. Finalmente, en los

escalera, sin evidencia de picos especificos
correspondientes a alelos normales (Figura 1).

La secuenciacién Sanger confirmd 9 repeticiones
GAA en los controles analizados (pico de 92 bp),
sirviendo de referencia para extrapolar el tamafio
del resto de los alelos (Figura 2).

Se analizaron un total de 23 muestras, de las
(47,8%) patron
heterocigota y 9 (39,1%) fueron homocigotas.

cuales 11 presentaron un
Ademas, se confirmé el resultado para el paciente
portador de la expansion en el gen FXN y para los
dos pacientes con diagndstico confirmado de AF.

En los controles sanos, el nimero de repeticiones
oscilo6 entre 8 y 32, siendo el alelo de 10
repeticiones el mas frecuente, seguido por el de 8

repeticiones.
Discusion

El diagndstico de AF requiere confirmacion
molecular. Mientras que la PCR estandar falla en
amplificar alelos muy grandes y el Southern Blot
consume mucho tiempo y ADN, la TP-PCR destaca
por su alta sensibilidad y rapidez para detectar
expansiones mayores>®’. Su principal
inconveniente es la dificultad para cuantificar con
precision el nimero exacto de repeticiones en
expansiones masivas, por lo que su combinacién
LR-PCR

complementaria ideal.

con constituye la estrategia

La secuenciacién Sanger/NGS se reserva para la
busqueda de mutaciones puntuales en pacientes
con sospecha clinica pero sin expansion GAA. Asi,
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laimplementacién conjunta de TP-PCR y LR-PCR se
presenta como una alternativa costo-efectiva,
rapida y accesible para el cribado genético y la
confirmacidn diagnéstica en la region.

Conclusiones

Se logrd el desarrollo, puesta a punto y validacién
de la técnica TP-PCR para detectar expansiones del
triplete GAA en el gen FXN. La metodologia
demostré ser rapida, sensible y reproducible para
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discriminar  entre individuos sanos tanto
homocigotas como heterocigotas, portadores y
afectados. Para consolidar su uso clinico, se prevé
ampliar la cohorte de controles caracterizados por
secuenciacion.

Esta herramienta optimizard el diagndstico precoz,
la deteccion de portadores y el asesoramiento
genético familiar.

Palabras clave: Ataxia de Friedreich — Frataxina -
TP-PCR - Diagndstico genético.
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Figura 1. A. Paciente con alelo homocigota normal de 9
repeticiones, C. Paciente portadora de expansidén en rango
completa en gen FXN.
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repeticiones, B. Paciente con alelos heterocigotas de 8 y 10
mutado y alelo de 25 repeticiones, D. Paciente con expansion
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Figura 2. Secuencia de region de repeticiones GAA del gen FXN de una muestra con alelo homocigota de 9 repeticiones.
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