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ARTÍCULO ORIGINAL

das) que hibridan con la totalidad de un gen o fragmento de DNA
de cadena sencilla como blanco. La aparición de señales de
hibridación en una microsonda permite determinar con precisión
la posición donde se localiza la mutación (Figura 1).5,6 Las
nuevas tecnologías permiten comprender la función de los
sistemas biológicos y observar el comportamiento de genomas
completos bajo condiciones específicas, así como investigar
una o varias mutaciones desconocidas de manera simultánea
en una reacción de hibridación. Este tipo de estudios tendrán un
gran impacto en la salud pública al ofrecer nuevos marcadores
de padecimientos que permitan identificar problemas de salud
con mayor exactitud y de manera más temprana.7

La neuropatía periférica de Charcot-Marie-Tooth (CMT)
es la enfermedad hereditaria más común del sistema nervio-

Introducción

l empleo de sondas de hibridación de ácidos nucleicos
fue desarrollado por Edward M. Southern en 1975 para

la detección de ADN (Southern blot) y posteriormente se
aplicó a la detección de ARN (Northern blot); ambas técnicas
emplean secuencias específicas (sondas) complementarias
a la molécula de ácido nucleico a identificar. Es decir, utilizan
la hibridación de ácidos nucleicos para la detección de las
moléculas buscadas.1-4

La tecnología para la detección de mutaciones que se ha
descrito como Genosensor, sensor, micromatrices, microarre-
glos, microarray o biochips, consiste en utilizar un conjunto de
sondas marcadas inmovilizadas en un soporte sólido (microson-
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RESUMEN

Antecedentes: El gen PMP22 se encuentra duplicado en pacientes con
Charcot-Marie-Tooth 1A (CMT1A); se ha descrito que el origen de
la duplicación es el intercambio desigual de las cromátidas durante
la meiosis entre dos regiones de 24 kb denominadas sitios REP-
CMT1A, encontrándose un REP proximal y un REP distal, los cuales
tienen una homología de 98%. Dentro de cada uno de estos sitios
existen zonas denominadas puntos calientes de mutación (hot spot),
donde se presenta el mayor número de variantes y mutaciones que
pudieran dar origen al intercambio desigual. El objetivo de este
trabajo fue diseñar un conjunto de microsondas para elaborar un
microarreglo con el cual pueda detectarse la presencia de variantes
y puntos de mutación en los sitios REP-proximal y REP-distal CMT1A.
Material y  métodos A partir de las secuencias informadas de los
REP distal y proximal, se delimitaron los sitios hot spot dentro de
las regiones proximal y distal. Estas secuencias se alinearon, se
empalmaron y se detectaron 12 zonas de diferencia secuencial.
Resultados y conclusiones. Se diseñaron y analizaron 24 microson-
das mediante el programa Genosensor Probe Designer. Las sondas
podrán ser sintetizadas y utilizadas en un microarreglo que permita
encontrar variaciones, puntos de mutación, y facilitar el diagnós-
tico de pacientes con CMT1A.

Palabras clave:
CMT1A, genosensor, microarreglo,

microsondas, REP

SUMMARY

Background: Gene PMP22 is duplicated in patients with CMT1A.
Duplication is due to an unequal chromatid interchange during
meiosis that takes place between two 24 Kb regions named REP-
CMT1A proximal and distal sites. Homology is approximately 98%.
Within each one of the sites we find zones termed hot spots where a
greater number of variants and mutations could give origin to an
unequal interchange. The aim of this study was to design a set of
probes to create a microarray that could detect the presence of
variants and mutation points in distal and proximal REP sites
among patients with CMT1A.
Material and methods. With reported sequences of distal and
proximal REPs, we determined hot spot sites within proximal and
distal regions. These sequences were aligned and matched, hence
12 zones were detected.
Results and conclusions.Twenty four probes were designed and
analyzed using the Genosensor Probe Designer program. Probes
could be synthesized and used in a microarray that is able to find
variations and mutation points and facilitates diagnosis of patients
with CMT1A.
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so periférico humano (un afectado por cada 2500 individuos).
Sus principales características fenotípicas son atrofia muscu-
lar peronea, y secundaria a ésta la presencia de pie cavo, así
como debilidad de varios grupos musculares.8-10 El subtipo
más frecuente es el 1A (CMT1A, OMIM 118220) con una
transmisión autosómica dominante, la cual en aproximada-
mente 70% de los casos presenta una duplicación en tándem
de un fragmento de alrededor de 1.5 Mb de DNA en el locus
17p11.2-p12, donde se encuentra el gen codificante de la
proteína PMP22.11-14 El origen de la duplicación se atribuye a
un intercambio desigual de las cromátidas durante la meiosis,
entrecruzamiento desigual que ocurre entre dos regiones de
24 kb que limitan al gen PMP22 denominadas sitios REP,
encontrándose un REP proximal y un REP distal, los cuales
tienen una homología de 98%. Dentro de cada uno de estos
REP existen zonas denominadas puntos calientes de muta-
ción (hot spot) ( de casi 1.4 kb) (Figura 2), donde se presenta
el mayor número de variantes y mutaciones que pudieran dar
origen al intercambio desigual precisamente por presentar
pequeñas variaciones secuenciales, las cuales podrían favo-
recer el intercambio con la otra secuencia homóloga y no con
la correspondiente.15

El objetivo de este trabajo fue diseñar 12 microsondas
complementarias mediante hibridación virtual, para elaborar
un microarreglo con el cual pueda detectarse la presencia de
variantes y puntos de mutación en los sitios REP proximal y
REP distal de PMP22. Por otro lado, podría detectarse la

neuropatía hereditaria con riesgo a parálisis por presión
(HNPP, OMIM 162501) en pacientes heterocigotos por dele-
ción para el gen PMP22, debido a que el origen de la misma
es similar al de la duplicación de PMP22.

Material y métodos

Obtención de las secuencias hot spot REP-CMT1A
con Clustal-X

A partir de las secuencias reportadas en el GenBank de los
hot spot distal (HSU41165) y proximal (HSU41166), se obtu-
vieron de manera teórica los productos de amplificación
mediante las secuencias de los iniciadores señalados por
Han y colaboradores,15 quienes realizaron una reacción de
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Figura 1. Procedimiento general para la elaboración y prueba
de un microarreglo.
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Figura 2. Organización del gen PMP22 y los sitios REP-
CMT1A proximal y distal del genoma humano.
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PCR anidada para amplificar las zonas donde se encuentran
los puntos de recombinación desigual para los sitios REP-
CMT1A. Todas las secuencias utilizadas fueron grabadas en
formato FASTA para su análisis en los diferentes programas

empleados. Utilizando el programa Clustal-X versión 1.80,16

se alinearon los iniciadores y se obtuvieron las secuencias de
los productos teóricos de las dos reacciones de amplificación.

Cuadro I. Lista de secuencias de prueba y secuencias blanco, con ∆∆∆∆∆G°
calculado en kcal/mol

Núm. Sonda ∆G° Posición Blanco ∆G°

1: ACAAGTTTA: -9.19: 1393: TGTTCAAAT: -9.19
2: CAATAGGAT: -9.21: 1286: GTTATCCTA: -9.21
3: AAAAACCTT: -9.56: 1244: TTTTTGGAA: -9.56
4: AGCAATAAG: -9.71: 1195: TCGTTATTC: -9.71
5: GGCTAGAGT: -11.24: 1019: CCGATCTCA: -11.24
6: ATGTTTAAA: -8.35: 717: TACAAATTT: -8.35
7: AGCGTGTGA: -12.77: 640: TCGCACACT: -12.77
8: GCTTTTTTA: -9.10: 452: CGAAAAAAT: -9.10
9: ATTTCAAAG: -8.91: 355: TAAAGTTTC: -8.91

10: TGCACTGGT: -12.59: 237: ACGTGACCA: -12.59
11: AACGACTCT: -11.21: 186: TTGCTGAGA: -11.21
12: AGTTAAAGG: -9.42: 14: TCAATTTCC: -9.42

1: ACAAGTTTA: -9.19: 1230: TGTTCAAAT: -9.19
2: CAATAGGAT: -9.21: 1282: GTTATCTAA: -5.19
3: AAAAACCTT: -9.56: 1247: TTTTGGGAA: -7.52
4: AGCAATAAG: -9.71: 1198: TCGTCATTC: -6.13
 5: GGCTAGAGT: -11.24: 1022: CCGACCTCA: -7.68
6: ATGTTTAAA: -8.35:  397: AACAAATTA: -6.47
7: AGCGTGTGA: -12.77: 815: TCGTACACA: -8.26
8: GCTTTTTTA: -9.10: 455: CGAAAAATC: -7.52
9: ATTTCAAAG: -8.91: 1182: CTGAGTTTC: -6.03

10: TGCACTGGT: -12.59: 1084: GTGTGACCA: -8.90
11: AACGACTCT: -11.21: 190: TTGCCGAGA: -7.17
12: AGTTAAAGG: -9.42: 358: AAAATTTCC: -6.70

1: ACAAATTTA: -8.35: 1314: TGTTTCGTT: -4.89
2: CAATAGATT: -8.37: 1281: CCTATCTAA: -5.92
3: AAAACCCTT: -10.40: 1112: AATTGGGTC: -6.12
4: AGCAGTAAG: -10.55: 1195: TCGTTATTC: -7.03
5: GGCTGGAGT: -12.67: 1019: CCGATCTCA: -9.28
6: ATGTGTAAA: -9.24: 809: TACACACCG: -6.66
7: AGTGTGTGA: -11.25: 640: TCGCACACT: -9.46
8: GCTTTTTAG: -9.38: 452: CGAAAAAAT: -7.52
9: ATTTTAAAG: -7.74: 484: TAAAATTTT: -6.46

10: TGCATTGGT: -11.75: 237: ACGTGACCA: -9.07
11: AACGGCTCT: -12.55: 186: TTGCTGAGA: -8.97
12: AGTTAAATA: -7.76: 13: TCAATTTCCC: -6.30

1: ACAAATTTA: -8.35: 1389: TGTTTAAAT: -8.35
2: CAATAGATT: -8.37: 1282: GTTATCTAA: -8.37
3: AAAACCCTT: -10.40: 1247: TTTTGGGAA: -10.40
4: AGCAGTAAG: -10.55: 1198: TCGTCATTC: -10.55
5: GGCTGGAGT: -12.67: 1022: CCGACCTCA: -12.67
6: ATGTGTAAA: -9.24: 720: TACACATTT: -9.24
7: AGTGAGTGA: -10.94: 643: TCACTCACT: -10.94
8: GCTTTTTAG: -9.38: 455: CGAAAAATC: -9.38
9: ATTTTAAAG: -7.74: 359: TAAAATTTC: -7.74

10: TGCATTGGT: -11.75: 241: ACGTAACCA: -11.75
11: AACGGCTCT: -12.55: 190: TTGCCGAGA: -12.55
12: AGTTAAATA: -7.76: 17: TCAATTTATT: -7.76
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Hibridación virtual

Una vez obtenidas las secuencias de los hot spot proximal y
distal (posición 2401 a 3808), se alinearon, se empalmaron y se
detectaron zonas de diferencia secuencial, utilizando el progra-
ma Genosensor Probe Designer (GPD).17 A partir de las zonas
de diferencia entre ambas secuencias, se realizó el diseño y
análisis, mediante la determinación de la energía libre de Gibbs
(∆G°), de 24 microsondas complementarias de nueve bases
cada una, 12 correspondientes a las regiones distales y 12 a las
zonas proximales, utilizando el programa GDP.

Resultados

En el cuadro I se presentan las secuencias de las sondas
propuestas correspondientes al hot spot distal y al hot spot
proximal. Además de los valores de ∆G° para los sitios blanco
de cada sonda, tanto en región distal como en la región
proximal. Se retan sondas distales y proximales, con hot spot
proximal y distal.

Las gráficas A y B de la figura 3 muestran los valores
absolutos de ∆G°, en las que se pueden observar diferencias
significativas (p=0.00001) entre estos valores cuando se
alinearon con las secuencias distal y proximal, excepto en la
primera sonda distal en el que podemos observar que no hay
diferencia entre la unión con la secuencia distal y la proximal,
debido a que es la misma secuencia blanco la cual se integró
como control del análisis.

La figura 4 muestra la representación de los sitios donde
se alinean las sondas, la lista de las 12 secuencias proxima-
les y las 12 distales, diseñadas y sugeridas para su síntesis,
así como un esquema que representa la posición de cada
sonda en un microarreglo.

Discusión

El genoma humano presenta una gran variación estructural,
con una amplia gama de deleciones, duplicaciones e inver-
siones, que modifican la arquitectura genómica, la cual es
muy importante en el origen de diversas enfermedades,
particularmente en las que están involucradas con procesos
de recombinación desigual, que condicionan duplicación o
deleción génica tales como CMT1A, HNPP, síndrome de
Smith-Magenis (SMS, OMIM 182290),18 síndrome velocar-
diofacial (VCFS, OMIM 192430), síndrome de DiGeorge
(DGS, OMIM 188400),19 síndrome de Sotos (SS, OMIM
177550),20,21 entre muchos otros, clasificados como desórde-
nes genómicos. Los microarreglos y las microsondas permi-
ten comprender los eventos de recombinación desigual que
generan rearreglos erróneos o nuevos, los cuales aún no son
totalmente comprendidos y están asociados al origen de
estas duplicaciones.15,22

En la literatura se ha descrito que en los sitios hot spot
REP-CMT1A existen regiones hipervariables, elementos re-
petidos como secuencias Alu y elementos LINE, elementos
tipo retrotransposones, STR y mutaciones de novo, los cua-

les tienen un origen evolutivo y podrían condicionar el inter-
cambio desigual que está relacionado con la duplicación o
deleción del gen PMP22.15,21-26

Existen diferentes estrategias para la producción de mi-
croarreglos, desde las más simples donde se emplean sopor-
tes con portaobjetos y marcaje radiactivo o fluorescente,
hasta las que ofrecen comercialmente diferentes empresas
(Figura 1). Sin embargo, uno de los puntos más importantes
dentro de la tecnología de microarreglos es precisamente el
diseño de las sondas, debido a que éste es particular de cada
grupo de estudio. Por ello, en este trabajo se diseñaron 24
microsondas complementarias de nueve bases cada una, 12

Figura 3. Valor absoluto de ∆G°. A) Estabilidad de sondas
distales (p=0.00001). B) Estabilidad de sondas proximales
(p=0.00001).
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Figura 4. A) Los  representan los sitios de alineación en los
sitios hot spot de las secuencias sugeridas para las microson-
das. B) Diseño de distribución de las sondas en un soporte de
vidrio.

correspondientes a las regiones distales (D1 a D12) y 12 a las
zonas proximales (P1 a P12) de los hot spot de los REP-
CMT1A. En la figura 4 se propone el orden en que deberán ser
colocadas las microsondas en el microsensor. Esperaríamos
encontrar que en los controles negativos todas las sondas
hibriden en los sitios esperados, y que en los pacientes con
CMT1A y controles positivos exista un mayor número de
uniones inespecíficas o sitios donde no se unan las sondas;
estos hechos nos indicarían si se trata de una secuencia
normal o una mutante. Adicionalmente, la sonda D1 funciona-
rá como un control interno, ya que en los controles negativos
deberá unirse tanto con las secuencias distales como con las
proximales (Figura 4). Todos los resultados encontrados
deberán ser comprobados mediante secuenciación de estos
sitios, y así detectar las diferencias secuenciales exactas
donde las sondas se unan.

La aplicación de diversos marcadores que permiten de-
tectar diferencias entre estas zonas ya ha sido descrita en la
literatura.21,23,24 Por otro lado, recientemente se han publicado
dos artículos en los se aplican microarreglos en el estudio de
CMT1A. Gibbson y colaboradores5 emplean sondas dirigidas
al gen PMP22, únicamente para determinar si existe o no la
duplicación del gen; Vigo y colaboradores27 describen un
conjunto de sondas que indican el funcionamiento de diferen-
tes genes involucrados en la expresión de PMP22 en ratón,
hecho que ofrece mucha información acerca de la enferme-
dad. Las microsondas diseñadas en ese trabajo nos darían
información importante relacionada con el origen de la dupli-
cación y los posibles mecanismos involucrados en la transmi-
sión de ésta, aunadas a las propuestas por Lindsay y colabo-
radores21 y Vigo y colaboradores27 al integrarlas en un mi-
croarreglo, como el que se propone, para el estudio de
CMT1A. Más aún, es necesario continuar con el diseño de
microsondas para confeccionar un microsensor o biochip que
permita el diagnóstico de todas las variedades y subtipos de
la neuropatía periférica Charcot-Marie-Tooth.

Por lo anterior, es fundamental realizar un estudio integral
que incluya diferentes estrategias clínicas, electrofisiológicas
y moleculares en este tipo de pacientes,28-31 para establecer
un diagnóstico correcto, ofrecer un consejo genético adecua-
do y buscar nuevas alternativas de tratamiento.32

Las herramientas moleculares son muy diversas y es
necesario buscar las alternativas rápidas, eficientes y senci-
llas que proporcionen más información y certeza en los
resultados, así como una menor inversión económica. El uso
de los microsensores es una propuesta con la que se ha
demostrado que pueden estudiarse varios genes a la vez,
ahorrando tiempo al paciente, al médico y al investigador.
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