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Determinacion de la frecuencia y distribucién

de los haplotipos del gen de la fenilalanina
hidroxilasa en México y busqueda de la mutacion
IVS10. (Un ejemplo del futuro de la genética molecular
en psiquiatria)
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Summary

This paper describes the molecular analysis of the human phenylalanine hydroxylase gene in phenilketonuric Mexican patients,
The different molecular strategies used herein, will be definetively applied once the psychiatric disease genes are located. This
constitutes a major reason for the clinical psychiatrist to have a good understanding and knowledge of their applicability. This
work also permits the clinician in mental health to foresight the future of molecular genetics in psychiatry, specially those
areas concerning identification of mutation carriers and genetic counseling with precise estimation of recurrence risks, based
upon DNA studies.

Resumen

En este trabajo se decribe el analisis molecular del gen de la fenilalanina hidroxilasa en pacientes mexicanos con fenilcetonu-
ria. Se tendra que realizar la secuencia de las metodologias moleculares empleadas una vez que los genes de las enfermedades
psiquidtricas se hayan clonado. Es por esto que el manejo tanto tedrico como practico de estas metodologias resultan de gran
importancia para el psiquiatra, ya que le permiten vislumbrar el futuro de la clinica genético-molecular en la psiquiatria, en es-
pecial, en lo que toca a la identificacién de los familiares, portadores de mutaciones y el consecuente consejo genético,
basandose en una precisa estimacidén de los riesgos de presentar la enfermedad, gracias al estudio del DNA.

Introduccion pacitantes en el ser humano, causada por un defecto en el
gen de la fenilalanina hidroxilasa (FAH).14

La fenilalanina es uno de los aminoacidos esenciales en El gen de la FAH, se ha clonado y expresado, y se ha

los seres humanos. Su catabolismo estd defectuoso en la confirmado que la produccion de esta enzima es el resul-

fenilcetonuria (FCU), una de las enfermedades mas inca- tado de un gen tunico.” La localizacién cromosémica de
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este gen es en el cromosoma 12, en la banda q22-q24.1;
consiste de 90Kb de ADN gendmico, que contiene 13
exones, ¢ intrones de 1 a 23 Kb de longitud, que se agru-
pan separando a los exones en el extremo5'.

Se han descrito 10 sitios polimdérficos para este gen,
generados con los cortes de 8 enzimas de restriccion
(Bglll, Pvull a y b, Eco RI, Mspl, Xmnl, HindIII,
EcoRV). En Europa del norte, la heterozigosidad obser-
vada es de aproximadamente 90% considerando 8 de
estos sitios. Por ejemplo, en la poblacién danesa, tres de
las enzimas (Pvull, Xmnl y Eco RV) son informativas
en 87% de las personas.!416

Se ha visto que algunos de los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccién (PLFR) del gen
I'AH, tienden significativamente a scgregarsc en grupos;
a este proceso se le conoce como "desequilibrio de en-
lace" (linkage disequilibrium).

Se ha observado la presencia de FCU, y una fuerte
asociacién entre varios haplotipos de los PLFR para
FAH en varios grupos éinicos.® Este fenomeno se ha
explicado con la hipétesis de que estas mutaciones deben
de haber ocurrido recientemente, de manera indepen-
diente, y dentro de un fondo de haplotipos especificos;
de esta manera se explicaria el que no hayan tenido
tiempo de asociarse con otros haplotipos a través de
eventos de entrecruzamiento.!?

El analisis de los haplotipos de ADN ha sido un im-
portante prerrequisito para analizar las mutaciones en el
locus de FAH.! Los estudios en diversos grupos huma-
nos han mostrado que en cada uno de ellos, la FCU
tiende a asociarse con distintos haplotipos, por lo que la
determinacion de su frecuencia en grupos especificos
resulta de interés bioldgico, en tanto que contribuye a
conocer mejor la genética de la poblacién que padece de
FCU. Esta informacion tiene ademads, implicaciones
précticas, ya que permite el diagndstico prenatal y de los
portadores de FCU por medio de PLFR. Este tipo de
estudio diagndstico, sdlo se puede realizar en familias
que tengan un hijo afectado, de tal manera que su patrén
de PLFR sirva como referencia para analizar el acido
desoxirribonucléico (ADN) de los familiares o del feto
en estudio.

Por otro lado, el conocimiento especifico de las mu-
taciones mas prevalentes en la poblacién, permite exa-
minar directamente a los afectados o probables afecta-
dos, sin necesidad de estudiar a los familiares, aunque es
necesario sefialar que la prevalencia de las mutaciones
"frecuentes"”, varia del 10 al 65%,%!13 de modo que el
resto de las mutaciones las constituyen las llamadas
"raras". Es por esto que actualmente la posibilidad de
que surja una mutacién nueva, o bien alguna mutacién
que por su baja frecuencia no sea incluida en el examen
y, por lo tanto, no sea detectada, disminuye la utilidad
diagnostica de la prueba. Sin embargo, si se conoce de
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manera precisa la alteracion molecular se podrén esta-
blecer diferencias importantes en cuanto al curso clinico
del padecimiento.b

Hasta el momento no se conocen ni los haplotipos ni
las mutaciones mas frecuentes de la poblacién mexicana,
por lo que el estudio de este problema contribuird a co-
nocerlas. Ademads, el avance en la comprensién de las
bases moleculares de la fenilcetonuria, es un ejemplo
muy claro de lo que sucederd en el estudio diagndstico
clinico-molecular en la psiquiatria, una vez que se loca-
licen los genes etioldgicos de estas patologias.

Objetivos

1 Determinar los haplotipos més comunes para el gen
de FCU en un grupo de mexicanos fenilcetonuricos.

2 ldentificar a los fenilcetondricos mexicanos portado-
res de la mutacion mas frecuente en Esparia (IVS10).

Material y métodos
Pacientes

En la Unidad de Genética de la Nutricion, se estudiaron
10 pacientes con fenilcetonuria, pertenecientes a 7 fami-
lias nucleares diferentes, dos de las cuales, a su vez estan
emparentadas entre si.

Los diagndsticos se hicieron con base en la medicién
de los niveles de fenilalanina en sangre y la excrecién de
acido fenilpirivico en la orina, considerdndose como
afectados aquellos que tuvieran mas de 20 mg/dl en
sangre y excrecion positiva del acido mencionado.

Para este proposito se tomaron muestras sanguineas
(30ml/persona) en tubos de 10 ml tipo vacutainer, que
contenian anticoagulante (citrato o en su defecto hepari-
na). Posteriormente se congelaron las muestras a -80° C
en un ultracongelador tipo Revco, donde se almacenaron
hasta ser procesadas para extraerles el ADN.

Extraccion del ADN

Las muestras congeladas se descongelaron hasta que
tuvieron la temperatura ambiente, para hacer, posterior-
mente, un lisado de la sangre total, por medio de la so-
lucion litica de bell; después se centrifugaron a 2500 rpm
por 10" a 49 C, se descart6 el sobrenadante y se repitio la
operacién 2 veces mas; se agregd amortiguador NE con
0.5 mg de proteinasa K, y se incubaron las muestras
durante 12 hs a 37° C, al dia siguiente se hicieron 3 ex-
tracciones con fenol y cloroformo y, finalmente, se pre-
cipitd el ADN, con la adiciéon de una sal (acetato de
amonio 7.5M), y el etanol frio, transfiriéndose el ADN a
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un tubo con Iml de TE-4, que se almacen6 a -49C hasta
que se usara posteriormente. La concentracién del ADN
se midi6 con un fluorémetro, que es el método mas exac-
to para hacer su determinacion. Este paso es muy impor-
tante, ya que en cada gel se utilizan 10 ug de ADN, y
como se requiere de numerosos geles para hibridizar con
la sonda, es importante conocer la concentracién exacta
para obtener la maxima eficiencia.

Southern Blott: E1 ADN se digiere por medio de las
siguientes endonucleasas de restriccion: BglIl, Pvull a y
b, Eco RI, Mspl, Xmnl, HindIll, EcoRV, utilizando la
especifica de acuerdo con la sonda de ADN con la cual
se piensa hibridizar posteriormente. Las digestiones con
estas enzimas varian de una a otra condicién (tiempo de
digestion, temperatura, cantidad de enzima) de acuerdo
con la enzima que se haya empleado. Una vez terminada
la digestién, se verifica la digestién observando una
pequefia muestra del ADN, tefiido con un colorante
fluorescente que se une especificamente al ADN
(bromuro de etidio) en un gel de agarosa. Si la digestién
fue exitosa, la muestra completa, junto con los marcado-
res de peso molecular, se corren en un gel de agarosa
horizontal al 1%, en un amortiguador Howley's 1X, du-
rante aproximadamente 18 hs. Se tifie el gel con bromuro
de etidio y, al ser transiluminado por luz ultravioleta, se
toma una fotograffa, en donde, ademés de permitirnos
verificar la migracién del ADN, nos permitird estimar,
con base en los marcadores de peso molecular el tamafio
en kilobases de las bandas que apareceran en la autorra-
diograffa, posteriores a la hibridizacién con la sonda de
ADN radioactiva. Después de la fotografia, se desnatu-
raliza el ADN en el gel con 5M NaCl y 5SM NaOH, y
luego se neutraliza con Tris 2M y SM NaCl, lo que hace
mas eficiente la transferencia. Posteriormente, se pone el
gel sobre papel filtro en una cubierta de vidrio, sobre un
recipiente con buffer de transferencia 10X SSC, de tal
manera que el amortiguador entre en contacto con el gel
y el ADN sea transferido por capilaridad a una membra-
na compuesta de nylon y nitrocelulosa, colocada sobre el

CUADRO 1

gel. Sobre esta membrana se pone papel filtro y toallas
de papel absorbente para propiciar la subida del buffer
por capilaridad a través del gel, llevando consigo el
ADN a la membrana donde va a permanecer, y conser-
vando el mismo patrén de electroforesis. El proceso de
transferencia toma aproximadamente 24 hs; posterior-
mente se lava la membrana con 2X SSC, y el ADN se
inmoviliza a la membrana horneandose al vacio por 1 hr
a 80° C; terminado éste, se fija por medio de luz ultra-
violeta con un aparato de cross linking.

Aislamiento, marcaje radioactivo
de la sonda e hibridizacién

La sonda para el gen de la FAH (phPAH247) fue donada
por el Dr. Savio Woo (Baylor College of Medicine). La
amplificacién de la sonda se realizé de acuerdo con el
protocolo reportado en Nicolini y cols.(1993).°

El marcaje radioactivo se realizé por el método de
random priming (kit de B.M.), junto con el radioisétopo
dNCTP-P32, del que se utilizan 50 uCi, por marca, que
son suficientes para hibridizar, una actividad especifica
de 1 x 10° cpm.

Antes del proceso de hibridizacion, se prehibridiza la
membrana para evitar la unién inespecifica, por medio
de 20X SSC, solucién de Denhardt y esperma de salmoén,
incubandose por 2 hrs a 60° C; posteriormente se pone la
membrana dentro de una bolsa de plastico con la solu-
cién de hibridizacion, que contiene: la sonda radioactiva,
NaCl, NaOH, esperma de salmén, HCI, 20X SSC, H,0,
20% SDS y solucién de Denhardt. Se deja incubando
24hs a 65-70° C; después se lava la membrana a concen-
traciones decrecientes de SSC y SDS y se incrementan
las temperaturas (25,37 y 65° C). Terminados los lava-
dos se verifica la actividad radioactiva de la membrana
utilizando un contador Geiger, y se decide si es necesario
hacer otra serie de lavados; si no es asi, se expone la
membrana entre 24 y 48hs con pelicula fotografica, utili-
zando 2 pantallas intensificadoras, dentro del congelador

Nuevos haplotipos encontrados en la poblacion mexicana

Haplotipo Enzima de restriccion
Bglll Pvulla Pvullb EcoRI Mspl Xmnl Hindill EcoRV

A + - + - + - - +
B + - + + + + +
C - + - + + + - -
D - + - - - - + +
E — + — + - — - +
F + - — + - + — —
G - + - + + - - +
H - + - - - - - -
| - + - + - - - -
J - + - + - + -
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Figura 1. Analisis molecular de haplotipos. Deteccién de portadores

tipo Revco a -800 C. Se revela la placa fotografica en el
cuarto oscuro y se determinan los pesos moleculares de
las bandas encontradas, de acuerdo con una curva estén-
dar hecha con base en la fotografia del gel con los mar-
cadores de peso molecular.

Identificacion de la mutacion IVS10
por medio del uso de oligonucledtidos
especificos para alelos

El exén 11 se amplifico por medio de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP). Para efec-
tuar la RCP se emplearon como los oligonucleétidos
iniciadores de la reaccion, los descritos por Dasovich y
cols. 1991.2 Como fuente de DNA se emple6 el DNA
purificado de 10 pacientes fenilcetontricos sin paren-
tesco entre si. La reaccidén de la RCP se realizé en 1.5x
de una soluciéon amortiguadora especial (MgCly 20mM,
Tris HCI 0.1M pH 8.6, KCI 0.5 M, beta-mercaptoetanol
0.068%, albumina de suero bovino lug/ml). 10pl del
volumen total de la RCP, se transfirieron a membranas
de nylon (dot blotf). Estas membranas se hibridaron

CUADRO 2
Frecuencia y distribucion de los haplotipos entre los
sujetos con FCU y sus familiares normales.

Haplotipo FCU* Familiares normales
16.3 3/8 4/21
29 1/8 2/21
A 1/8 1/21
B 0/8 2/21
Cc 0/8 2/21
D 1/8 1/21
E 0/8 1/21
F 0/8 1/21
G 0/8 2/21
H 1/8 1/21

| 1/8 1/21
J 0/8 3/21
Total 8/8 21/21

* E! indice expresado es nimero de alelos con el haplotipo/total de alelos
estudiados.
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contra dos oligonucledtidos marcados radioactivamente,
uno que contenfa la mutacion y otro con el alelo normal.
Posteriormente las membranas se hibridaron y lavaron a
470 C.

Resultados

Se determinaron los haplotipos en cuatro familias nu-
cleares no emparentadas entre si; el total de los sujetos
tipificados fue de 17, de los cuales 5 eran fenilcetonuri-
cos (dos de ellos eran hermanos, y se les contd como un
solo sujeto), y 12 familiares que no estaban afectados. El
total de los alelos tipificados unequivocamente fue de 29
(8/29 alelos fenilcetontiricos y 21/29 alelos en sujetos
normales). De los haplotipos descritos hasta la fecha,
encontramos dos en nuestra poblacién: el 16.3 y el 29.
Se reportan 10 nuevos haplotipos no descritos anterior-
mente, que se sefialan en el cuadro 1. En el cuadro 2 se
presenta la frecuencia y la distribucion de los diferentes
haplotipos entre los sujetos con FCU y los familiares
normales. Con el estudio de los haplotipos fue posible
identificar a dos sujetos portadores de un cromosoma
afectado; ambos eran hermanos sanos de un sujeto con
FCU (fig.1).

En la determinacién de los FCU portadores de la mu-
tacion IVS10 se incluyeron 2 sujetos mas con FCU,
ademds de los cuatro probandos en quienes se estudiaron
los haplotipos, lo que hace un total de 6 FCU, o sea, que
se estudiaron 12 cromosomas. La determinacién de los

CUADRO 3

Lista de los pacientes con FCU, portadores de la IVS-10
FCU 1 Heterocigoto
FCU 2 Heterocigoto
FCU 3 No la porta
FCU 4 Heterocigoto
FCUS5 Heterocigoto
FCU®6 Heterocigoto

Total de aielos estudiados: 12
Alelos portadores de la mutacién: 5
Prevalencia de la mutacién: 42%
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genotipos, basada en la presencia de la mutacion 1VS10,
se presenta en el cuadro 3.

Discusion

En este trabajo se hizo un estudio molecular del gen de
la FCU en la poblaciéon mexicana. Los resultados indican
que hay una importante heterogeneidad molecular en las
alteraciones y composicién del gen de la FAH.

Aunque la muestra estudiada es pequeiia, la distribu-
cién de los haplotipos en nuestra poblacién difiere de la
de otros paises mediterraneos, en especial si la compa-
ramos con Espafia, que es el pais con quién, por razones
histéricas, deberiamos tener una buena proporcién de
genes en comun. El haplotipo mas comun en los paises
mediterrdneos (Espafia, Portugal e Italia) es el niimero
uno (50% aproximadamente).! Este haplotipo no se pre-
sentd en ninguno de los casos estudiados, que si bien es
una muestra pequefia tiene un tamafio suficiente como
para detectar una alta frecuencia del haplotipo. También
es importante sefialar el hallazgo de 10 haplotipos que no
habian sido reportados anteriormente. Este hecho habla
ain mas en favor de la heterogeneidad genética de nues-
tra poblacion y de su identidad especifica al nivel de la
estructura genética.

Estos hallazgos contrastan con el estudio de la muta-
cion IVS10. Esta mutacién se ha reportado con mucha
frecuencia en paises como Espafia (20%), Italia (12%) y
Turquia (39%).'%13 En este sentido, la gran frecuencia
con que se encuentra en nuestra poblacion (42%) si
habla a favor de una influencia genética importante de
los inmigrantes ("efecto de fundador") provenientes de
paises mediterraneos. Por otro lado, la mayoria de los
pacientes portadores de la mutacién, la presentaban
como heterozigotos, lo que sugiere la existencia de otras
mutaciones igualmente frecuentes que contribuyen a este
fendmeno de heterogeneidad genética. En este sentido, el
siguiente paso seria secuenciar los exones del gen de la
FAH en los pacientes con FCU, y de esta manera identi-
ficar de manera precisa la alteracién molecular.

Existen datos provenientes de otros estudios realiza-
dos por nuestro mismo grupo, que apoyan el mencionado
"efecto de fundador". Veldzquez y cols. (1993)'3 repor-
taron que 47% de los pacientes con fenilcetonuria, diag-
nosticados en el Instituto Nacional de Pediatria (INP), en
México, y 39.1% de los pacientes mexicanos diagnosti-
cados con esta enfermedad en la UCLA, provinieron del
estado de Jalisco. En contraste, s6lo el 2.1% de los de-
mas sujetos afectados con errores innatos del metabo-
lismo, diagnosticados en el INP, y 21.2% en la UCLA
(mexicanos), fueron originarios de este estado.

Por otro lado, la secuencia que se tendra que realizar
una vez que los genes de las enfermedades psiquiatricas

se hayan clonado serd la de las metodologias molecula-
res empleadas. Este es uno de los puntos por los que este
estudio es util para el psiquiatra, ya que gracias al estu-
dio del DNA le permitira vislumbrar el futuro de la cli-
nica genético-molecular en la psiquiatria, en especial,
por lo que toca a la identificacién de los familiares por-
tadores de mutaciones y el consecuente consejo genético
con base en una precisa estimacion de los riesgos que
implica presentar la enfermedad.
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