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RESUMEN

La enfermedad de Huntington (HD) es una enfermedad neurodegenerativa con patron

hereditario autosémico dominante, que consiste en alteraciones motor-progresivas con
perturbaciones cognoscitivas y psiquiatricas. La edad promedio de inicio es de los 35 a 44
anos y el tiempo de supervivencia promedio es de 15 a 18 anos después de su inicio.
El diagnoéstico de HD se basa en la historia familiar positiva, manifestaciones clinicas e
imagenes caracteristicas y la confirmacion a nivel molecular de la expansion del codon
CAG/poliglutamina en el gen HD localizado en el cromosoma 4p16.3. El nimero de repetidos
CAG en pacientes con HD van de 36 a 121. La prueba molecular es 100 % sensible y se
efectlia en nuestro pais, en el departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia, donde ademas se realiza el abordaje multidisciplinario en el manejo y
seguimiento de las familias afectadas con este padecimiento.

La descendencia de individuos afectados tiene 50% de riesgo de heredar el gen
mutado y por lo tanto presentar la enfermedad. Actualmente existen pruebas moleculares
predictivas, disponibles para adultos asintomaticos en riesgo, pero se requiere de un manejo
cuidadoso, que incluye asesoramiento pre-prueba y post-prueba. En nifios asintomaticos en
riesgo, no se debe realizar una prueba predictiva por el riesgo de estigmatizarlo. El
diagnostico prenatal esta disponible para realizarse en fetos con riesgo aunque raramente se
solicita.

Nosotros realizamos el analisis molecular en 8 individuos de 3 familias no relacionadas con
diagnéstico clinico de Enfermedad de Huntington con el fin de conocer el numero de

repetidos en estos pacientes.



Se estudiaron 3 familias con 8 afectados de Enfermedad de Huntington. La seleccién
de los pacientes para el estudio fue dado por criterios clinicos. El analisis molecular se baso
en la amplificacidn de la secuencia de interés por PCR y los productos obtenidos se corrieron
en gel de poliacrilamida para el posterior andlisis en placa radiografica.

Clinicamente los pacientes de las 3 familias sujetas a estudio presentaron manifestaciones
clinicas caracteristicas de la enfermedad, como son: corea, bradiquinesia, distonia, déficit
cognoscitivo y variables grados de hipoplasia del estriado. El analisis molecular de todos los
pacientes demostré un numero de tripletes CAG por arriba de los 35 repetidos. Se discute
cada una de las familias de acuerdo a estos resultados y se correlaciona con lo informado en

la literatura.
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1. INTRODUCCION

- 1.1 Antecedentes historicos

La enfermedad de Huntington recibe su nombre por George Huntington, médico de

mediados del siglo XIX que ejercio la medicina en la punta este de Long Island. En 1872, en
el unico articulo cientifico que publicé titulado "La corea”, Huntington describié una escena
que observd cuando estaba conduciendo por la carretera que va de Amagansett a East
Hampton, la zona habitada actualmente por gente acomodada y escritores, pero que en
aquella época eran tierras de labrantio. "Repentinamente nos encontramos con dos mujeres
madre e hija, ambas altas, delgadas y casi cadavéricas, ambas inclinandose, retorciéndose y
haciendo muecas" , escribio."
En aquella época, estos movimientos controlados eran diagnosticados como forma adulta del
baile de San Vito. Sin embargo, Huntington se dio cuenta de que el movimiento frenético y el
paso tambaleante de las dos mujeres era muy diferente al baile de San Vito observado en
nifos que, temporalmente, desarrollaban movimientos incontrolados durante ataques de
fiebre ( hoy en dia se sabe que es un resultado temporal de las infecciones bacterianas).
Posteriormente, en un articulo que incluiria su nombre permanente en la bibliografia de la
Medicina, observo que la extrafia corea (movimientos sin objeto) parecia darse en familias "a
lo largo de muchas generaciones hasta el mas remoto pasado". Observé que cuando uno de
los padres padecia la enfermedad, "uno o mas descendientes casi invariablemente la
padecen si viven hasta edades adultas. Pero si estos hijos viven sin padecerla, el hilo se
rompe y los nietos y bisnietos ya no se veran afectados por la enfermedad".’

En 1968, casi un siglo mas tarde, poco mas se habia averiguado acerca de la

enfermedad de Huntington. Se sabia que la transmisién del misterioso gen de padres a hijos



seguia un patrén denominado por el monje austriaco Gregor Mendel como gen dominante (o
"factor hereditario" en palabras de Mendel) en los experimentos con plantas de guisantes.
Ese mismo afo, se entregaron 4 premios Nobel a trabajos relacionados con los genes.
Nadie tenia interés por la enfermedad de Huntington. Nancy Wexler (Fig. 1), psicologa
norteamericana fue la impulsora de los descubrimientos relacionados con la enfermedad de
Huntington. Después de saber que su madre (Leonora) tuvo la enfermedad de Huntington y
afios mas tarde su Unica hermana Alice Wexler la desarrolld, motivo su inquietud para reunir
a genetistas y bidlogos moleculares a estudiar el padecimiento en busqueda del gen
responsable. En 1972, en un congreso organizado por la Federacion Mundial de Neurologia
de la corea de Huntington, un médico venezolano, Ramén Avila Girdn, presenté su trabajo de
tesis doctoral sobre una familia venezolana que presentaba un numero considerable de

victimas con enfermedad de Huntington.

Fig 1. Nancy Wexler y un paciente con enfermedad de Huntington de Maracaibo, Venezuela.



La ponencia del Dr. Avila impacté a la audiencia de tal forma que se fundd una
comision para investigar los casos de Maracaibo, que no tuvo consecuencia alguna sino
hasta 1976, cuando Wexler y sus consejeros se enteraron de la noticia de que, en Texas, se
habia hecho un descubrimiento fundamental. Dos médicos genetistas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Texas, en Dallas, Michael Brown y Joseph Goldstein, habian
encontrado el defecto genético que provocaba la nipercolesterolemia familiar o FH*?, un
padecimiento genético que cursa con alteraciones cardiacas graves y precoces. Las claves
para el descubrimiento de la FH eran nifios que habian heredado dos copias defectuosas de
un gen, uno de cada progenitor, y que eran homocigotos para el gen defectuoso. Sus
sintomas eran mucho mas graves que los de sus padres que solo presentaban una copia
defectuosa del gen y que por lo tanto eran heterocigotos.

El descubrimiento llend de esperanza a la Comision para la Enfermedad de
Huntington, la cual planteé un objetivo generado por el articulo publicado por Brown y
Goldstein, encontrar un nifio homocigoto para el'gen de Huntington. En este caso su
enfermedad tendria mayor gravedad y se produciria en edades mas tempranas de la vida.
Posiblemente los procesos biogquimicos, a través de los cuales el gen produce sus efectos
nocivos, destacarian con mas claridad y ofrecerian pistas para comprender la enfermedad.
Actualmente se sabe que no existen diferencias clinicas entre homocigotos y heterocigotos.

En palabras de Nancy Wexler, si hubiera un nifio homocigoto en el mundo, éste
probablemente se encontraria entre los habitantes de los pueblos venezolanos a lo largo del
lago Maracaibo.*

En 1980, Botstein y cols publicaron un articulo remitido al American Journal of Human
Genetics, en el que describen una nueva base para la construccion de un mapa de

asociacién genética del genoma humano, abriendo con esto una etapa en la biologia



molecular con el uso de los RFLP's.® Unos meses después, Wyman y White, publican en
Proceedings of the Nacional Academy of Sciences, un articulo que confirma la teoria
expuesta por Botstein, sobre la relevancia de los marcadores de DNA.®

Nancy Wexler con el apoyo de sus consejeros genetistas, entendio la importancia de
la utilizacion de marcadores para la busqueda del gen responsable de la enfermedad de
Huntington. Con el apoyo de la Fundacién Huntington, Jim Gusella, un bidlogo molecular de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Harvard, colabora en el disefio de sondas que
pudieran ser informativas en la busqueda del locus HD. En 1983, Gusella y cols publican en
Nature su informe, diciendo que el defecto genético de la enfermedad de Huntington habia
sido localizado en el brazo corto del cromosoma 4, utilizando la hibridacion de la sonda G8
que un afo antes, el mismo habia disefiado.” Estudioé adicionales, mapearon al gen
responsable en 4p16.3.% (Fig. 2). El Grupo de Investigacion Colaborativo para la Enfermedad
de Huntington encontré un nuevo gen denominado IT15 (Transcrito Importante namero 15) y
mas tarde llamado HD, el cual fue clonado en 1993 de un area blanco que contiene un
repetido trinucleétido polimérfico que estd expandido y es inestable en cromosomas de

pacientes con enfermedad de Huntington.®
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Figura 2. Localizaciéon cromosémica del locus HD

1.2 Aspectos clinicos de la enfermedad de Huntington

1.2.1 Prevalencia

La prevalencia en poblaciones de origen europeo-occidental es de 3 a 7 por 100,000
habitantes. La HD es menos comun en Japén, China, Finlandia y en negros africanos.™ La
frecuencia en Japoén se ha estimado entre 0.1 y 0.38 por 100,000. La prevalencia de la HD
excede 15 por 100,000 en algunas poblaciones que son principalmente de origen Europeo
occidental.’*® La distribucién desigual de la HD es explicada por lo menos parcialmente por
la distribucion de alelos y haplotipos predisponentes en la poblacién normal de estos grupos
étnicos."" Los alelos mas comunes en todas las poblaciones contienen 15 a 20 CAG
repetidos; en poblaciones de Europa occidental, la distribucién se sesga hacia los alelos mas
largos dentro del rango normal, considerando que estos alelos mas largos son menos
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comunes en poblaciones africanas y asiaticas.'®'®'® Esto sugiere que los alelos expandidos
en el rango de la enfermedad provengan de alelos normales largos prevaleciente en
poblaciones de Europa occidental.

En México se desconoce la frecuencia de pacientes con HD. En un estudio realizado por la
Dra. Alonso en el INNN, se analizaron por PCR 192 cromosomas de individuos no afectados
con HD en orden de establecer la frecuencia de los alelos con el repetido CAG en poblacién
mexicana. El nimero de repetidos encontrados oscilaban entre 13 a 32, siendo el alelo mas

frecuente encontrado con 18 repetidos (32.29%)."

1.2.2 Manifestaciones clinicas

La enfermedad de Huntington es un trastorno neurodegenerativo motor-progresivo con
perturbaciones cognoscitivas y psiquiatricas. Aproximadamente 2/3 de los pacientes
presentan inicialmente manifestaciones neurolégicas, mientras el resto comienza con
cambios psiquiatricos. La edad promedio de inicio es de los 35 a 44 afios.'*® En la fase
temprana, las manifestaciones incluyen cambios sutiles en la coordinacion, movimientos
involuntarios menores, dificultad en el procesamiento y planificacion del pensamiento y
frecuentemente depresion o irritabilidad. En esta fase los pacientes pueden normalmente
realizar la mayoria de sus actividades ordinarias y continuar con sus trabajos.'*?°
En la siguiente fase, la corea es mas evidente con dificultad creciente de la actividad
voluntaria y la disartria y disfagia empeoran. La mayoria de los pacientes estan forzados a
dejar su empleo y aumenta el estado de dependencia hacia los demas, aunque ellos pueden
mantener todavia un grado considerable de indspendencia personal. El deterioro es

considerable, con arranques intermitentes de conductas agresivas y desinhibicién social. En

fases tardias, la invalidez motora aumenta en severidad y el paciente llega a ser totalmente
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dependiente'“”. El promedio de sobre-vida después del inicio es de 15 a 18 afios.

edad promedio de muerte es a los 54-55 afios. '#?°

1.2.2.1 Anormalidades del movimiento. Las perturbaciones de los movimientos

voluntarios e involuntarios estan presentes en la HD."*?® La corea, es el signo mayor, y
corresponde a un desorden del movimiento involuntario que consiste en movimientos no
continuos y no periédicos que comprometen de manera acentuada los musculos del tronco y
los proximales de los miembros, produciendo una alteracién caricaturesca de la marcha.
Estos movimientos en ocasiones se observan precozmente en la cara. La corea se observa
en mas de 90% de los pacientes, aumentando durante los primeros 10 afos.” Los
movimientos coreicos estan continuamente presentes al despertar, no pueden suprimirse
voluntariamente y empeoran por el estrés.

Con el tiempo, se presentan otros movimientos involuntarios como bradiquinesia, rigidez y
distonia. El deterioro de la funcién motora-voluntaria es un signo muy precoz. Los pacientes y
sus familias describen la torpeza en sus actividades diarias. La velocidad motora, control
motor fino y el deambular estan afectados. Las perturbaciones oculo-motoras ocurren
tempranamente y empeoran progresivamente. La dificultad en Ia fijacion de la mirada puede
verse en mas de 75% de los individuos sintomaticos. La disartria se presenta tempranamente
y es comun. La disfagia ocurre en fase tardia y la hiperreflexia se observa tempranamente en
90% de los pacientes, mientras los clonus y la respuesta del extensor plantar ocurren

tardiamente y son menos frecuentes. "

1.2.2.2 Anormalidades de la cognicidon. Un declive global en las capacidades

cognoscitivas se presenta en todos los pacientes con HD.% Los cambios cognoscitivos
9



incluyen olvido, lentitud de los procesos del pensamiento, deterioro de la capacidad vision-
espacial y dafio a la habilidad de manipular el conocimiento adquirido. Aunque el déficit
cognoscitivo ocurre muy temprano en la enfermedad, se desconoce si las deficiencias
neuropsicolégicas aparecen antes de otras sefiales clinicas.?*** En varios estudios se ha

26,27 qunque no en otros.?®

identificado el déficit cognoscitivo previo a los sintomas motores
Los cambios iniciales involucran frecuentemente la pérdida de flexibilidad mental y el
deterioro de las funciones ejecutivas como la planificacion mental y la organizacion de
actividades secuenciales.?®*® Los déficits de memoria con deterioro mayor para la
recuperacion de informacion ocurren temprano.®"** La atencion y concentracion se ven
afectadas tempranamente®®, produciendo facilmente distraccion. Las funciones del idioma
estan relativamente conservadas, pero presentan un nivel disminuido de complejidad
sintactica, anormalidades del discurso corticales, errores parafasicos y dificultades para
encontrar las palabras son comunes en fase tardia.*®*® Las pruebas neuropsicolégicas

revelan deterioro de la capacidad visién-espacial, particularmente en fase tardia de la

enfermedad.*?

1.2.2.3 Anormalidades psiquiatricas. Los pacientes con HD desarrollan cambios
significativos de la personalidad (72%), psicosis afectiva (20-90%), o psicosis esquizofrénica
(4-12%). 2313638 E| suicidio ocurre en mas del 12% de los pacientes.’’*® Los trastornos de la
conducta como explosividad intermitente, apatia, agresién, abuso de alcohol, trastorno
sexual, desviaciones y aumento del apetito son frecuentes.™

Otras anormalidades como pérdida de peso, disturbios del suefio o incontinencia son

P " . ,23, g,m
caracteristicas tardias de la HD.2%%*3



1.2.3 Correlacion Fenotipo-Genotipo

Aunque la edad promedio de inicio es de los 35 a 44 afos, aproximadamente 25% de
los pacientes con HD presentan signos y sintomas después de los 50 afios.*' Estos
pacientes tienen corea, trastornos de la marcha y disfagia, pero con un curso mas
prolongado y benigno que el paciente tipico. Aproximadamente 10% de los pacientes con HD
tienen la forma o variante juvenil, con inicio antes de los 20 afios de edad.? Las caidas
frecuentes, disartria, torpeza, hiperreflexia y perturbaciones oculo-motoras son frecuentes y
se presentan tempranamente. La rigidez marcada, deterioro mental severo, alteracién motora
prominente, sintomas cerebelares y el declive rapido, son caracteristicas de HD juvenil.** Las
convulsiones epilépticas son mas comunes en los casos de inicio temprano con 30 a 50% de
los pacientes juveniles afectados.®®
Existe una correlacion inversa significativa entre el nimero de repetidos CAG y la edad de
inicio* Tabla 1. Los pacientes con inicio de sintomas en edad adulta normalmente tienen
una expansion que va de 40 a 55 repetidos CAG. Los pacientes con inicio de sintomas en
edad juvenil, cominmente tienen expansiones por arriba de 60 repetidos CAG.

La longitud del repetido no correlaciona con cualquier otro rasgo clinico de la
HD_13,21,4542
Individuos con un tamafio del alelo en el rango de 36 a 41 CAG repetidos pueden o no
desarrollar sintomas de HD durante su vida. En cambio, individuos con un tamario del alelo
en el rango intermedio de 27 a 35 CAG repetidos no estan en riesgo de desarrollar sintomas
de HD, pero pueden segregar un alelo expandido en el rango de la enfermedad a su

descendencia. Los pacientes homocigotos para la HD no estan clinicamente mas afectados

que los heterocigotos. *44?



Tabla 1. Edad de inicio observada por tamaiio del repetido CAG.*

Tamario del repetido

Edad promedio de inicio

Rangos de edad de inicio (95%

CAG (anos) intervalos de confianza) (afos)
39 66 (59-72)
40 59 (56-61)
41 54 (52-56)
42 49 (48-50)
43 44 (42-45)
44 42 (40-43)
45 37 (36-39)
46 36 (35-37)
47 33 (31-35)
48 32 (30-34)
49 28 (25-32)
50 27 (24-30)
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1.2.4 Diagnostico diferencial

El espectro de padecimientos a incluirse dentro del diagnostico diferencial de la HD,
incluye a aquellos padecimientos que presentan corea, demencia y perturbaciones
psiquiatricas. Una minoria de pacientes tienen un fenotipo clinico de HD sin una amplificacién
del codon CAG en el gen HD.*® En por lo menos 3 familias, los estudios de ligamiento
excluyeron el locus HD como responsable para este fenotipo. Estas observaciones sugieren
que en raras ocasiones, la heterogeneidad no alélica pueda estar debajo de la presentacion
de un fenotipo semejante a la HD. Sin embargo, el examen de estas familias revela un
cuadro atipico mas caracteristico de otros trastornos multi-sistemas.®*

Muchas condiciones no hereditarias estan asociadas con corea, pero la mayoria puede
excluirse faciimente en un paciente con sospecha de HD. Las causas de corea como
disquinesia tardiva, tirotoxicosis, enfermedad cerebrovascular, lupus cerebral y policitemia,
pueden ser excluidas basados en los hallazgos asociados y el curso de la enfermedad. La
neuroacantocitosis es un padecimiento autosémico dominante con corea que debe ser
considerado si el desgaste muscular, reflejos ausentes en tendones de miembros inferiores y
signos de neuropatia estan presentes; puede diferenciarse de la HD encontrando acantocitos
tipicos en la mancha de una sangre himeda espesa.®®*® La corea hereditaria benigna, una
condicion autosémica dominante, generalmente se presenta con corea no progresiva sin
demencia.

La ataxia cerebelar hereditaria puede ser discernible de la HD debido a los signos
cerebelares prominentes. La enfermedad de Creutzfeld-Jakob progresa mas rapidamente
que la HD y presenta mioclonia como un movimiento involuntario prominente.

El diagnostico de HD en nifos, no debe presentar ningtn problema si se reconocen los
detalles del fenotipo clinico y si hay una historia familiar conocida de HD, pero en casos

13



tZS?.SB

aislados el sindrome de Hallervorden-Spa , sindrome de Lesch Nyhan, y otras

enfermedades metabdélicas deben excluirse.'?

1.2.5 Neuropatologia

La progresion clinica de la HD es a través de la degeneracion neuronal en el cerebro®®

(Figura 3):

+ Pérdida de las neuronas espinosas del cuerpo estriado, que empieza en el nucleo
caudado y se extiende hasta el putamen y las capas profundas de la corteza cerebral.

« Terminales dendriticas recurvadas y cambios en la densidad espinal; la forma y tamario
son asociados con pérdida de funcion y finalmente la muerte celular neuronal.

« La pérdida neuronal extensa puede reducir el peso cerebral en 25% o mas.

Figura 3. Corte cerebral coronal, donde se aprecia la dilatacion ventricular, atrofia del nucleo

caudado.
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1.2.6 Diagnostico

El diagnodstico de la enfermedad de Huntington se realiza en base a una historia
familiar positiva, hallazgos clinicos caracteristicos y la deteccion molecular de la expansion
del triplete CAG en el gen HD (sitio cromosdmico 4p16.3). La comprobacion molecular es

muy especifica (100%).%®

1.2.6.1 Diagnéstico clinico

El diagnéstico de HD es clinicamente sospechado por la presencia de invalidez motor-
progresiva que involucra tanto movimientos voluntarios como involuntarios, perturbaciones

d14.60

mentales que incluyen declive cognoscitivo y/o cambios en la personalida y una historia

familiar positiva compatible con la herencia autosémica dominante. Usando estos criterios,
aproximadamente pueden identificarse el 85-93% de los casos de HD correctamente. 515

Los estudios por imagen que incluyen resonancia magnética (MRI), tomografia axial-
computarizada (TAC) y la tomografia por emisién de positrones (PET) pueden proporcionar
apoyo adicional para el diagnostico clinico. Examenes por TAC y MRI pueden demostrar la
atrofia caracteristica del nucleo caudado y putamen®*® Fig. 4. Los hallazgos por PET en

personas afectadas revelaran frecuentemente una disminucion en la captacion vy

metabolismo de la glucosa en el nlcleo caudado antes que la pérdida del tejido estructural

sea claramente evidente.®®’



Figura 4. TAC de craneo en la que se ilustran con flechas la dilatacion ventricular por atrofia

del nucleo caudado.

1.2.6.2 Diagnostico molecular

El analisis directo de los repetidos CAG en el gen HD, esta disponible y la deteccién
de un nimero aumentado de repetidos CAG es muy especifica (100%).5*®® El nimero de
tripletes varia de 10 a 26 en alelos normales. En pacientes con HD, el nimero de los
repetidos varia entre 36-121. Alelos con 27 a 41 repetidos necesitan ser interpretados con
cautela. Alelos con 27-35 CAG repetidos son considerados intermedios (premutacion); una
persona con un alelo en el rango intermedio puede estar en riesgo de tener un hijo con un
alelo en el rango anormal, pero la persona con alelo intermedio no esta en riesgo de
desarrollar sintomas de HD.®® Un alelo en el rango de 36-41 repetidos esta asociado con
penetrancia reducida para HD; un individuo con un alelo en el rango de penetrancia reducida

puede o no desarrollar sintomas de HD en su vida."®**"® Cuando en un individuo se identifica
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un alelo con repetidos CAG en el rango de penetrancia reducida, la prueba debe repetirse y
los resultados deben interpretarse en el contexto de la historia familiar.

El diagndstico de la HD generalmente se realiza mediante la técnica molecular de la
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). La deteccion esta basada en la identificacién
del numero de repetidos CAG inestable localizados en la porcién N-terminal de la proteina
que empieza en el triplete 18 corriente abajo del primer codon de ATG. Los repetidos (CAG)n
inestables se encuentran inmediatamente corriente arriba de un tracto moderadamente
polimorfico de (CCG)n que codifica para poliprolina. Los repetidos (CCG)n de poliprolina
pueden variar en tamano, entre 7 y 12 repetidos, tanto en afectados como en individuos
normales. Para evitar el riesgo de amplificar los repetidos CCG en lugar de los de CAG que
podria llevar a un error diagnéstico, se emplea una serie de 3 reacciones de PCR™:
1. la amplificacion del (CAG)n exclusivamente.
2. la amplificacion del tracto de (CCG)n exclusivamente.

3. la amplificacion de la region completa que contiene ambas series de repetidos.

1.2.7 Consejo genético

La HD se hereda con un patron autosémico dominante. La descendencia de individuos
afectados tiene 50% de riesgo de heredar la mutacién causante de la enfermedad sin
distincién de sexo y por cada concepcién. La probabilidad de que una persona asintomatica
de un grupo de riesgo sea portador de la mutacién, sigue siendo de 50% durante las etapas

de infancia y adulto-joven, pero gradualmente disminuye con la edad creciente’ (Tabla 2).



Tabla 2. Probabilidad de que una persona con un riesgo a priori de 50% para HD sea

positiva a una prueba de detecciéon de una mutacién de HD, si la persona permanece

asintomatica a una edad dada.”

Edad (afios)

Probabilidad de una mutacién de HD (%)

20 49.6
225 49.3
25 49

27.5 48.4
30 476
325 46.6
35 45.5
375 442
40 42.5
425 40.3
45 37.8
475 348
50 315
525 27.8
55 248
57.5 221
60 221
62.5 18.7
65 12.8
67.5 10.8
70 6.2

72.5 46




La mayoria de los individuos diagnosticados con HD tienen un padre afectado, aunque
en ocasiones la historia familiar sera negativa. La historia familiar puede ser "negativa"
debido a la adopcién, muerte temprana de un padre, el fracaso para reconocer sintomas de
HD en miembros de la familia, inicio tardio de la enfermedad en un padre, la presencia de un
alelo intermedio (rango de 27 a 35 repetidos) (Fig. 6) o el alelo con penetrancia reducida
(rango de 36 a 41 repetidos) en un padre asintomatico, o una mutacion de novo para HD.
Mutaciones de novo que causan HD son raras.” No ha sido demostrado que un alelo en el
rango de 27 a 35 repetidos se expanda hasta el rango de la enfermedad cuando es
transmitido por la madre; mientras el riesgo de expansion en el rango de la enfermedad
cuando el alelo intermedio es trasmitido por el padre es aproximadamente de 2.5%.7* Alelos
intermedios se presentan en mas de 1% en individues de algunas poblaciones.”®
El mecanismo de impronta en la enfermedad de Huntington cuando el padre hereda el gen
mutante no es bien entendido, probablemente la susceptibilidad alélica en células germinales
paternas que constantemente entran a meiosis, predisponga selectivamente la expansion de
un alelo desde un rango normal de repetidos hasta un rango de premutacién o bien desde

una premutacion hasta el rango de enfermedad.™"®

Pruebas en individuos asintomaticos en riesgo.

Las pruebas en adultos asintlométicos en ilesgo para HD han estado disponibles
durante mas de 10 afos. Al probar a los individuos de riesgo para HD, es util realizar una
prueba molecular para verificar la expansiéon de CAG en un familiar afectado y confirmar que
el desorden en la familia realmente es HD. Los protocolos para pruebas predictivas

usualmente implican entrevistas pre-prueba para analizar las razones de solicitarla, el grado



de conocimiento individual de la HD, el posible impacto de un resultado positivo y negativo y
evaluar el funcionamiento neuropsicolégico. También se realizan entrevistas post-prueba.”®7”®
Las demandas de padres para pruebas en nifios asintomaticos en riesgo, requieren consejo
sensible y comprensivo. Existe un acuerdo general internacional gue menciona que en nifios
asintomaticos no deben realizarse pruebas. Las razones principales contra la prueba en
estos son: abolicion de la opcién a elegir, aumenta la posibilidad de estigmatizacion dentro
de la familia y en otras escenas sociales y ademas de tener serias implicaciones educativas y

de desarrollo como individuo, 881

Un problema a considerar en las pruebas de individuos asintomaticos en riesgo es la
anticipacion de la enfermedad, fendmeno en el cual el padecimiento inicia a edades mas
tempranas en generaciones sucesivas. La anticipacion ocurre comunmente por transmision
paterna del alelo mutado.®*® El fenémeno de la anticipacién proviene de la inestabilidad del
repetido CAG durante la espermatogénesis.®*%® Las expansiones grandes en el tamario del
repetido CAG (>7 CAG) ocurren casi exclusivamente a través de la transmision paterna.
Frecuentemente los nifios con la HD juvenil han heredado el alelo expandido de sus padres.
Datos acerca de la probabilidad de que un individuo con un tamafio particular del repetido
CAG este afectado a una edad especifica, pueden ser utiles en los programas de pruebas
predictivas.®

En 1999 se reportd un estudio internacional multicéntrico en el que se realizaron
pruebas predictivas para Enfermedad de Huntington con la intencién de encontrar la
frecuencia de suicidio, intento de suicidio y hospitalizacion psiquiatrica definidas globalmente
como evento catastrofico (EC). Participaron 4527 individuos de 100 centros en 21 paises. De

los 4527 participantes 44 (0.97%) fueron reportados tener un EC después de recibir el
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resultado de las pruebas predictivas: 5 participantes, todas mujeres, se suicidaron; 21 (13
mujeres y 8 hombres) hicieron intento de suicidio y 18 (13 mujeres y 5 hombres) fueron
hospitalizados por razones psiquiatricas. Varias implicaciones clinicas emergen de este
estudio. 24 participantes (54.5%) con un EC fueron sintomaticos al tiempo del evento lo que
refleja la vulnerabilidad de este grupo particular en riesgo. La mayoria, 11 de 13 (84.6%) de
los individuos asintomaticos experimentaron un EC  a 12 meses después de recibir un
resultado positivo. En contraste, 4 de 7 (57.1%) participantes ocurrio un EC al afio después
de haber recibido un resultado negativo. Lo anterior sugiere que factores adicionales

pudieran estar participando en un EC.%
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1.3 Biologia Molecular del Gen

1.3.1 Defecto genético en la enfermedad de Huntington

El gen HD humano fue clonado en 1993 de la region 4p16.3 del cromosoma 4 por el
Grupo de Investigacion Colaborativo HD.® El gen también llamado IT15 (transcrito importante
15) incluye 180-200kb y consiste de 67 exones. La region polimorfica de repetidos CAG se
encuentra en el primer exon y el gen codifica para una proteina grande de 348kd llamada
huntingtina.®®’

El gen HD se transcribe a mRNA con un segmento CAG expandido y por consiguiente una
proteina con un alargamiento de residuos consecutivos de glutamina.

El mRNA de HD es producto de splicing alternativo dando por resultado dos formas de
proteinas poliadeniladas de 13.5 y 10.5 kb con el CAG repetido localizado cerca de los
codones 5 y 17 corriente abajo del iniciador AUG.®*%° La proteina huntingtina (Fig. 5) no
tiene similitud con otra secuencia informada excepto en la poca complejidad de la regién
poliglutamina-poliprolina (codificada por CAG y un repetido degenerado CCG). Cerca de la
region NH2-terminal existe un motivo, "HEAT", implicado en el transporte de la proteina
celular "HEAT". Repetidos HEAT se encuentran en varias proteinas reguladoras
citoplasmaticas con funciones conocidas en procesos de transporte. Los primeros 17
aminoacidos de la huntingtina y el resto de la proteina corriente abajo del segmento de
poliglutamina-poliprolina son altamente conservados en la evolucidn, contrariamente el
segmento de poliglutamina-poliprolina puede ser requerido para funciones aun no conocidas
de la huntingtina.*

La expansion del repetido CAG es la Unica mutacion responsable para todos los casos

heredados y esporadicos de la HD."
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Figura 5. Representacion grafica de la Huntingtina

De 10 a 34 repetidos CAG estan presentes en individuos normales.'***! (Figura 6).

Alelos con 27 a 35 repetidos, estan considerados como intermedios.

El nimero de repetidos CAG incide sobre la edad de inicio y la progresién de la enfermedad.
La mayoria de los casos de HD inician en la vida adulta y esta asociada con longitudes CAG
de 40-50 repetidos. Expansiones del repetido CAG en el rango de 35-41, muestran un inicio
tardio del padecimiento.®® Individuos con mas de 60 repetidos manifiestan tipicamente la
forma juvenil de la HD.** Expansiones del codon CAG por debajo de 27 repetidos son
estables en meiosis y mitosis y sobre este umbral llegan a ser inestables y tienen el potencial
para sufrir expansion extensa durante las generaciones sucesivas. Esto puede llevar al
fenomeno de anticipacion que describe la mayor severidad y el inicio de la enfermedad en
edades mas tempranas en generaciones sucesivas dentro de una familia. La expansion CAG
en la regién 5' traducida del gen HD en cromosomas paternos en meiosis es considerada de
alto riesgo para HD juvenil. Aunque los repetidos CAG pueden contraerse o expandirse, hay

una propension hacia la expansion.”
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Figura 6. Rangos del repetido CAG.




1.3.2 La patogénesis en la HD se debe a ganancia de funcion.

Hay evidencia considerable de que la expansion de CAG en la HD origina una
“ganancia toxica de funcion” mas que “la pérdida de funcion” como ocurre en la mayoria de

los padecimientos autosémico dominantes.’#%4

Lo anterior se apoya en los siguientes datos®*%*:

* Los pacientes con deleciones cromosémicas que incluyen al gen HD no manifiestan la
enfermedad.

s Han sido identificados individuos fenotipicamente normales portadores de translocaciones
con punto de ruptura en el gen HD sin desarrollar la enfermedad.

* Los individuos homocigotos son clinicamente idénticos a los heterocigotos.

« El fenotipo dominante sugiere que el mRNA o la proteina han adquirido una nueva
propiedad o se han expresado inadecuadamente.

« No se han encontrado mutaciones de sentido equivocado, sin sentido, errores en el

marco de lectura o mutaciones por splicing en el gen HD.

1.3.3 Mecanismos de patogénesis en la HD

En afos recientes, se ha puesto interés especial en conocer los mecanismos por los
cuales los tripletes CAG se repiten y como la htt mutante puede provocar degeneracién de la
célula neuronal en la HD. Las investigaciones se han enfocado a identificar los substratos
bioguimicos involucrados en la ganancia téxica de funcién.
Se han encontrado inclusiones intranucleares (NII) en neuronas de la corteza y del cuerpo
estriado en pacientes con HD. Estas inclusiones nucleares conformadas principalmente por
fragmentos amino-terminales de la huntingtina mutante, se han observado en las neuronas

de la corteza y el estriado, siendo la longitud del tracto de poliglutamina la causa de la
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magnitud de la acumulacion de la htt en estas estructuras. La presencia de Nlls en neuronas

vulnerables en desordenes humanos y su asociacion con lesiones en ratones transgénicos

ha llevado a la teoria que estos depdsitos son toxicos y por consiguiente patogénicos.®*%

Varias observaciones apoyan la teoria que la muerte celular neuronal asociada con la HD se

debe a la apoptdsis® 1%

e Los nucleos de neuronas del estriado en HD muestran rasgos morfolégicos
caracteristicos asociados con apoptosis.

+ Componentes antiapoptéticos o factores neurotrépicos protegen a las neuronas contra la
huntingtina mutante.

« En ratones bloqueando la localizacién nuclear de la huntingtina mutante se suprimié la
habilidad para formar inclusiones nucleares e inducir neurodegeneracion.

 La Huntingtina demuestra sitios de divisién para la apopaina o caspasa-3.'%

» La apopaina o caspasa-3, es una proteina nuclear importante implicada en la division
proteolitica de enzimas nucleares relacionadas con la apoptosis. Cuando in vitro la
huntingtina, que contiene tractos de poliglutamina extendidos, se incubé con apopaina, se
encontré que la cantidad de htt cortada aumentd dramaticamente con relacion a la
longitud creciente de poliglutamina, es decir, que mientras mas largo sea el segmento de
poliglutamina mayor sera la cantidad cortada por la apopaina. El producto obtenido es
una poliglutamina que contiene un fragmento amino-terminal de 50-60 kD. La Caspasa-3
es un efector importante de la apoptésis neuronal. La Huntingtina es especificamente

cortada por la caspasa 3 y esto aumenta por la longitud de poliglutamina.'®*%

1.3.4 Proteinas entrelazadas
Debido a que la huntingtina se expresa en diversos tejidos, y en orden de construir

modelos que expliquen como las proteinas con tripletes CAG expandidos conducen a la
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neurodegeneracion, se ha tratado de identificar proteinas que actian reciprocamente con la

huntingtina para explicar la muy especifica y selectiva pérdida neuronal en la HD. Los

repetidos de poliglutamina inducen cambios conformacionales en la proteina htt que podrian

exponer sitios de unién normalmente inaccesibles. Ademas, se han identificado varias

proteinas qué actuan directamente con la huntingtina:

La proteina asociada a huntingtina (HAP1), es una proteina citoplasmatica asociada con
la membrana del citoesqueleto que se expresa predominantemente en el cerebro. HAP1
es expresada en muchas neuronas que también producen oxido nitroso sintetasa. Los
tractos de poliglutamina expandidos en la htt muestran una incrementada unién a HAP1.
Esto podria aumentar la produccion de oxido nitrico dejando a ciertas poblaciones
celulares mas susceptibles a dafio excitotoxico.®” 1%

La gliceraldehidefosfato deshidrogenasa (GAPDH), una proteina multifuntional crucial
para la glicolisis celular, interactia con las proteinas que contienen repetidos de
poliglutamina expandidos en trastornos neurodegenerativos como la HD. Se ha
demostrado que GAPDH es sobre-expresada en la apoptdsis nel;ronal cerebelar en
cultivo y que la regulacion corriente abajo de GAPDH esta asociada con disminucion de la
apoptosis neuronal. La interaccion de GAPDH es reforzada a través de la longitud de los
tractos de poliglutamina. Tanto Htt y GAPDH tienen localizacion citoplasmatica. Ademas
GAPDH actua preferencialmente con las longitudes mas pequenas de htt. El corte de las
htt en células que sufren apoptésis podria generar mas fragmentos amino-terminales
produciendo una mayor interaccion de la proteina truncada con GADPH que lleva al
refuerzo de la apoptdsis a la neurodegeneracion.'®

La proteina HIP-2 (Human Interacting Protein-2) o enzima que conjuga ubiquitina humana

(hE2-25) interactta con la htt normal y se ha descrito una funcién en la degradacion de
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esta proteina. La propia Huntingtina es ubiquitinada y por consiguiente podria participar
en la toxicidad de los fragmentos de htt que contienen repetidos de poliglutamina.*®®

e HIP-1 es una proteina interactiva recientemente identificada. HIP-1 es una proteina
asociada a membrana que interacttia reciprocamente con el citoesqueleto. Forma las
asociaciones mas fuertes con la proteina htt normal y por consiguiente podria ser
importante en el funcionamiento celular de la huntingtina.” Los repetidos HEAT
localizados corriente abajo del tracto de poliglutamina de la huntingtina, fortalecen la

interaccién HIP-1-htt. HIP-1 puede ayudar en el transporte de htt.*

1.3.5 La hipotesis del fragmento téxico

Hay evidencia que los tractos de poliglutamina por si mismos y los fragmentos de
proteina con tractos de poliglutamina expandidos pueden ser toxicos para las células. Se
piensa que la htt mutante sufre protedlisis en el citoplasma por las interacciones con las
proteinas celulares para generar fragmentos amino-terminales que contienen las
expansiones de glutamina téxicas (Figuras 7 y 8). Estos fragmentos serian entonces lo
bastante pequefios para ganar acceso al nucleo donde pudieran provocar la apoptésis. Un
nivel bajo de la actividad de las caspasas (en una célula bajo tensidén moderada), genera
cantidades pequefias del substrato. La Huntingtina con los tractos de poliglutamina
expandidos promueve la activacion de la caspasa-3, la cual puede iniciar la produccién de un
fragmento amino-terminal toxico de huntingtina que agrega tension adicional a la célula y

podria causar activacion extensa de las caspasas, corte y apoptésis eventual'®"%'"" (Fig 9).

28



INCLUSIONES

APOPAINA

Figura 7. Corte de la apopaina o caspasa-3 y transporte del fragmento de poliglutamina por

la ubiguitina al ndcleo celular.
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Figura 8.""° Via proteolitica de una proteina celular sujeta a condiciones de estrés. Una vez
que la proteina es ubiquitinada la proteina es degradada, permitiendo a la célula recuperar
sus componentes, sin embargo si la proteina es modificada, ésta no es degradada y se
acumula como agregados ubiquitinados o cuerpos de inclusién condicionando Ila

degeneracion celular. ROS, reactive oxygen stress, producido por estrés oxidativo
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Figura 9. La acumulacion intracelular de la proteina huntingtina, desencadena la activacion
de la via proteolitica de las caspasas, con la finalidad principal de cortar el fragmento
expandido de poliglutamina por la caspasa-3, sin embargo, la no-degradacion del fragmento,
no desactiva la via proteolitica conduciendo a la activacion de otras caspasas dirigidas por la
caspasa-9, que tienen un papel demostrado en la degradacion del DNA, tanto nuclear como

mitocondrial, precipitando a las células a la apoptésis.™""
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1.4 Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad de Huntington se ha limitado a terapéuticas
sintomaticas y de sostén. Se han introducido varios medicamentos para tratar la corea,
depresion, ansiedad y psicosis. Mientras algunos de ellos son lo bastante eficaces para
aliviar los sintomas y tienen un papel esencial en el manejo de la HD, estos no detienen el
propio proceso de la enfermedad. Simplemente, enmascaran los sintomas. Terapias de
sostén como cuidados de enfermeria, ajustes psicolégicos, terapia fisica y del lenguaje,
modificaciones de dieta, etc. llegan a ser fundamentales conforme progresa la enfermedad.
Los pacientes con HD avanzada requieren de la prevencion y tratamiento de varias
complicaciones meédicas. Los tratamientos actualmente disponibles no pueden revertir,
detener o incluso retrasar el proceso de la enfermedad. Con el mayor entendimiento de la
enfermedad en los afos recientes ha habido discusiones en nuevas estrategias terapéuticas.
Algunas de ellas llegaron a estar disponibles para los ensayos clinicos, mientras que otras

requieren de un desarrollo mas extenso para su factibilidad en la terapia clinica.

Hay evidencia sustancial que la via final de la muerte celular en el cerebro de
pacientes con HD es debida a la excitotoxicidad. La pérdida excitotoxica de neuronas es
mediada por la unién de aminoacidos excitadores a sus receptores. Entre estos aminoacidos,
el glutamato parece producir excitotoxicidad por unién a un tipo de receptor glutaminérgico
llamado receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) en HD."'? Las drogas que inhiben la
transmision glutaminérgica pueden ser Utiles para tratar a los pacientes de HD. Estos

3 'y drogas que

incluyen bloqueadores del receptor de glutamato, como la remacemide
inhiben liberacién o sintesis de glutamato, como el riluzole (Rilutek)'*, lamotrigine

(Lamictal)'"® y gabapentin (Neurontin)."*® Uno de estos medicamentos, el riluzole, tiene un
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ligero beneficio (10%) sobre la esperanza de vida de pacientes con la enfermedad de Lou
Gehrig (otra enfermedad neurolégica conocida como esclerosis lateral amiotrofica, en la cual
la excitotoxicidad parece contribuir a la enfermedad). El lamotrigine no ha mostrado eficacia

en el tratamiento de pacientes con HD.'"®

Desde que se conoce que las anormalidades del metabolismo de energia pueden
jugar un papel importante en la muerte celular excitotéxica en la HD, drogas que mejoran el

118

metabolismo de energia, como la coenzima Q10 (CoQ10)""” y Ia nicotinamida'"®, pueden

ser de interés en el tratamiento de la HD. Antioxidantes como el alfa-tocoferol (vitamina E)'*®

120 también pueden ser utilizados. La excitotoxicidad aumenta la

y el acido tioctico
concentracion de calcio en las células. Varios bloqueadores del canal de calcio, inhibidores
de la unidén del calcio con proteinas e inhibidores de la activacion enzimatica por calcio como
el oxido nitrico sintetasa (NOS) pueden ser incluidos en las estrategias para la prevencion de
la muerte celular neuronal.' NOS produce radicales libres que dafan los tejidos y sus

isoformas neuronales (NNOS) estan relacionadas con la neurotoxicidad.'?

Los procedimientos Neuroquirargicos han mostrado resultados prometedores en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (PD). Estos procedimientos incluyen la
palidotomia, talamotomia y el estimulo eléctrico crénico del talamo. Cortando una parte del
globus pallidus (palidotomia posteroventral) se reducen significativamente la hipoquinesia y
la hiperquinesia de la PD. Cortando una parte del talamo (talamotomia ventrolateral) se
demostré una mejoria significativa del temblor en pacientes con PD y el temblor esencial.'®
El estimulo eléctrico cronico de los nlcleos del sensorio talamico (talamo ventrolateral-

ventroposterolateral) por dispositivos programables implantados, los temblores y la rigidez
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mejoraron en la PD, y el control perfecto del hemibalismo (movimientos involuntarios
violentos en un lado del cuerpo) en un caso.'?* Adicionalmente, algunos investigadores ven
al nucleo subtalamico como un nuevo blanco potencial para la intervencién quirtrgica.
Debido al desarrollo de técnicas neuroquirirgicas estereotacticas guiadas por TAC, los
procedimientos se han vuelto mucho menos invasivos.'?® Si estos procedimientos son
eficaces en la HD todavia esta por verse, pero existe optimismo para el tratamiento
quirtrgico de la corea en la HD. Si bien no se espera que los procedimientos quirurgicos
detengan el propio proceso de la enfermedad, estos se disefian para aliviar los sintomas. Se
debe ser consciente que el desorden del movimiento es so6lo una parte de los problemas en
la HD, por lo que la pérdida de las funciones intelectuales y las manifestaciones psiquiatricas
son improbables de mejorar con estos procedimientos, no obstante, estos procedimientos
neuroquirirgicos estereotacticos ofrecen una nueva modalidad de tratamiento para los

pacientes de HD.'*

En PD, el transplante de tejido cerebral fetal ha mostrado algun éxito restaurando las
funciones de las neuronas perdidas. Similares acercamientos pueden ser utilizados en la HD.
En Massachussets, se han trasplantado tejidos del estriado de cerdos fetales en algunos
pacientes con HD.' También pueden considerarse fuentes de tejido alternativas. Si se
puede identificar factores neurotréficos que mantengan la supervivencia de las células en
degeneracion en el estriado, el transplante de lineas celulares genéticamente disefadas,
produciria los factores neurotréficos necesarios. Esto sin duda alguna puede ser otro

acercamiento interesante.'?®
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El creciente entendimiento de los mecanismos moleculares de la enfermedad, ha
permitido desarrollar un nuevo acercamiento terapéutico racional que pueda interferir con el
mecanismo de la enfermedad en una fase mas temprana que la via final de la muerte celular.
La intervencion mas temprana puede ser mas eficaz desde el punto de vista de prevenir a las
neuronas de la lesion, en lugar de intentar rescatarlas después de la alteracion.'® La
proteina huntingtina mutante con un tracto repetido de glutamina largo causa HD por la
ganancia de una nueva funcién en lugar de la pérdida de la funcién. Asi, complementando la
proteina huntingtina normal por medio de la terapia génica convencional, es improbable
resolver el problema en la HD. El acercamiento racional seria (1) eliminar la proteina
huntingtina mutante o (2) impedir a la proteina huntingtina mutante producir sus efectos por
ganancia de funcién. En la HD, los repetidos CAG expandidos en el gen son transcritos
hasta repetidos CAG expandidos en el mRNA, el cual se traduce en un tracto de glutaminas
expandidas en la proteina huntingtina. En la actualidad, la inhibicion selectiva de la
transcripcion y traduccion del gen HD mutante no es factible.™®® Se sabe que la proteina
huntingtina actia reciprocamente con otras proteinas. Asi, los moduladores de tales
interacciones pueden disminuir el efecto de la ganancia de funcién y pueden llevar a un

efecto terapéutico. Los esfuerzos para encontrar tales moduladores estan siendo

actualmente investigados. ™!
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

T

La corea de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria, que por su
inicio clinico tardio representa un serio problema al paciente y a sus familiares por lo que es
importante que conozcan el alto riesgo de recurrencia en sus descendientes.

Actualmente existe la posibilidad de realizar el diagnostico de certeza tanto en pacientes
como en familiares en riesgo de presentar la enfermedad.

En el presente trabajo se analizan las caracteristicas clinicas en 3 familias no relacionadas
correlacionandolas con los hallazgos moleculares para proporcionar un asesoramiento

genético adecuado.

3.- OBJETIVOS

Analizar clinica y molecularmente a 3 familias con 8 miembros afectados con enfermedad de

Huntington.

4.- DISENO DEL ESTUDIO

El estudio es descriptivo y transversal



5.- MATERIAL Y METODOS

Se estudiaran 3 familias, con un total de 8 enfermos, los cuales fueron enviados

al servicio de genética con diagnéstico clinico de enfermedad de Huntington.

5.1 Criterios de inclusion

1.- Contar con el consentimiento del paciente o en su caso de los padres o familiares del
paciente para la realizacion del estudio.

2.- Pacientes con al menos 2 de las siguientes caracteristicas clinicas: corea, anormalidades
psiquiatricas y demencia.

3.- TAC, RMI o PET compatible con enfermedad de Huntington.

5.2 Criterios de exclusion
1.- Pacientes o familiares que por algin motivo estén en desacuerdo con la realizacion del

estudio.
5.3 Criterios de eliminacion

1.- Aquellos pacientes que fueron referidos con diagnéstico de enfermedad de Huntington y

que no cumplan con los criterios de inclusion.
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5.4 Metodologia

Mediante la historia clinica genética se recabaran los datos mas importantes de los
pacientes que acudan con diagnéstico de enfermedad de Huntington al servicio de genética
del Hospital General de México.

Se solicitara a la unidad de imagen, la realizacion de TAC o RMI de craneo y en forma
externa el estudio de PET, segun sea el caso.

Previa explicacion y consentimiento del paciente y familiares, se procedera a la extraccion de
4 mL de sangre periférica. Mediante metodologia estandar se procedera a la extraccion del
DNA. Se realizara la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR (del inglés,
Polimerase Chain Reaction) flanqueando a la regién polimérfica con oligonucleétidos
descritos por The Huntington's Disease Collaborative Research Group. (5'-ATG AAG GCC
TTC GAG TCC CTC AAG TCC TTC-3') y (5'-AAA CTC ACG GTC GGT GCA GCG GCT CCT
CAG-3'). La amplificacién por PCR se realizard en un volumen de reaccién de 25 pl
conteniendo 200 ng de DNA genomico, 1ug de cada primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 5 mM
KCI, 2.5 mM MgClI, 200 uM de cada dNTP’s, 10% dimetilsulfoxido, 1.5 uCi de *P-dCTP y 2.0
U de Taq polimerasa. Las reacciones de PCR se llevaran a cabo en el termociclador bajo las
siguientes caracteristicas: Previo a los ciclos el aparato es calentado a 94° C por 7 min,
posteriormente la reaccion fue ciclada de acuerdo al siguiente programa: 40 ciclos a 94° C, 1
min; 60° C, 1 min; 72° C, 2 min; y 72° C, 10 min para la extension final. Los fragmentos de
DNA amplificados seran separados en gel de poliacrilamida bajo condiciones estandar,
cargando 5 ul de cada reaccion de PCR y a un volumen igual de formamida al 85%. Los
geles seran expuestos a films de Rayos X por 1 a 3 dias. El tamafo del triplete sera
determinado por comparacion de los productos de PCR a una reacciéon de secuenciacion

pBSMB corriendo a ambos lados del gel.



La metodologia molecular se realizara en el departamento de genética del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia "Manuel Velasco Suarez” por las quimicas Petra Yescas y

Rosario Macias.

La recoleccion de los datos clinicos se realizara con el formato de historia clinica existente en

el servicio de genética del Hospital General de México.

39



RESULTADOS

Se estudiaron 8 pacientes con diagnéstico clinico de enfermedad de Huntington, los
datos clinicos mas importantes de los propositos se sefialan en la tabla 3. En todos los
pacientes se realizaron estudios de gabinete, resonancia magnética en las familias 1y 3 y
tomografia axial computarizada en la 2. Los hallazgos se resumen en la tabla 4. Finalmente a
todos los pacientes se les practicd estudio molecular para identificar el nimero de repetidos
CAG y tratar de establecer una correlaciéon con la edad de inicio. Los hallazgos moleculares
se observan en la tabla 5 y las imagenes de los geles de poliacrilamida bajo los arboles

genealdgicos corresponden a cada paciente estudiado.
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Tabla 3. Manifestaciones Clinicas.

Familia 1 Familia 2 Familia 3

A 1.2 140 L1 (L2 HLS 08| L3
Edad de inicio 29 32 19 70 66 62 60
Edad al momento del| 36 35 19 78 74 72 66 13
estudio
Corea + + - + + + + +
Bradiquinesia + + S + + + + *
_Rigidez + + - + + + + +
Distonia + + " + + + + +
Marcha inestable + + - + + + + f
Disartria + + . + + 3 + +
Disfagia + + - -+ + + + ¥
Hiperreflexia + + + + + + + +
Alteraciones en la|] + + = - + + + +
fijacion de la mirada
Alteraciones + + + + + + + +
cognoscitivas*®
Alteraciones + + - + + + » +
psiquiatricas™*

* Déficit de memoria, disminucién en la capacidad de manipular el conocimiento adquirido.
En la familia 2, las alteraciones cognoscitivas iniciaron después de las alteraciones del
movimiento.

** Principalmente depresion y apatia.
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Tabla 4. Estudios de gabinete.

| Familia1 Familia2  |Familia 3

| RM _ TAC RM
.4 [ 1.2 110 11 N2 ns | 1.3

| Atrofia del n. Caudado | +++ +++ + +4++ | 4+t | b+ | 4 G
"Atrofia del putamen - ++ + | o+ | ++ ++ P
 Atrofia del n.| +++ ++ + ++ ++ ++ i
Lenticular .
Atrofia del g. palidum 4 | 4+ | * ++ T+ |+ B | o
Atrofia cortical y sub-| ++ ++ + ++ ++ ++ ++ + |
cortical

'RM= Resonancia Magnética. TAC= Tomografia Axial Computarizada

+ Leve
++ Moderado
+++ Severo

Figura 10. Resonancia magnética de craneo, corte sagital (paciente 1.1, familia 1). Se

sefala con flechas la atrofia moderada de corteza y sub-corteza cerebral.




Figura 11. Resonancia magnética de craneo, corte coronal (paciente Il.1, familia 1). Se
muestra la atrofia del nucleo caudado.

Tabla 5. Estudio molecular de repetidos CAG.

| Familia 1 Familia 2 Familia 3 |
| i1 1.2 {11.10 1.1 lIII.Z NS (N8| 13
'Edad de inicio 29 32 19 70 66 62 | 60 i
'Repetidos CAG I 38 | 3 | 30 | 41 | |
36-41

42-59 - 54 52 56 .

60+ - ' 1 74|

FE DE ERRATAS:
EN LA TABLA 5, FAMILIA 2 EL PROPOSITO III.1

PRESENTO 39 REPETIDOS Y EL III.5,38.
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Figura 12. Arbol genealégico y los hallazgos moleculares en la familia 1. Al comparar
las bandas encontradas en los pacientes con la reaccion de secuenciacion pBSMB a la
izquierda, encontramos que los pacientes Il.1, [1.2 y I1.10 presentaron 54 (362-200/3), 52
(356-200/3) y 56 (368-200/3) repetidos respectivamente. Los repetidos CAG, normalmente
inician en la posicion 200 a partir del codon de iniciacion AUG. Para obtener el niumero de
repetidos, se resta la posicion de la banda de interés menos la posicion inicial del repetido
CAG, finalmente el producto obtenido se divide entre 3.
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Familia 2
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Figura 13. Arbol genealégico y los hallazgos moleculares en la familia 2. Al comparar
las bandas encontradas en los pacientes con la reacciéon de secuenciacion pBSMB a la
izquierda, encontramos que los pacientes Il1.1, 111.2, lIL.5 y 1I1.8 presentaron 39 (317-200/3),
39, 38 (314-200/3) y 41 (323-200/3) repetidos respectivamente.



Familia 3

.« .
I /.1/ 02 I3 I‘4 5

11 Ol (}2 /‘.

Repetidos

Figura 14. Arbol genealégico de la familia 3. La propésita 1Il.3, presentd 74
repetidos CAG.
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DISCUSION.

La enfermedad de Huntington (HD) es una enfermedad neurodegenerativa con patron
hereditario autosémico dominante, que consiste en alteraciones motor-progresivas con
perturbaciones cognoscitivas y psiquiatricas. La edad promedio de inicio en los individuos
afectados es de los 35 a 44 afos y el tiempo de supervivencia promedio es de 15 a 18 afios
después de la aparicion de los sintomas.'?2°

El diagnéstico de HD se basa en la historia familiar positiva, manifestaciones clinicas e
imagenes caracteristicas y la confirmacién a nivel molecular de la expansion del codon
CAG/poliglutamina en el gen HD localizado en el cromosoma 4p16.3. El nimero de repetidos
CAG en pacientes con HD va de 36 a 121. La prueba molecular es 100 % sensible.*®

La descendencia de individuos afectados tiene 50% de riesgo de heredar el gen mutado y
por lo tanto presentar la enfermedad. Actualmente existen pruebas moleculares predictivas
disponibles para adultos asintomaticos en riesgo, pero se requiere de un manejo cuidadoso,
que incluye asesoramiento pre-prueba y post-prueba. En nifos asintomaticos en riesgo, no
se debe realizar una prueba predictiva por el riesgo de estigmatizacion. El diagnéstico
prenatal esta disponible para realizarse en fetos con riesgo, aunque raramente se solicita.®"%2
El orden de aparicion de las manifestaciones clinicas en pacientes con enfermedad de
Huntington es muy variable, la mayoria empieza con alteraciones neuroldgicas, como la
corea, progresivamente otras alteraciones del movimiento se suman al padecimiento tales
como la bradiquinesia, distonia y alteraciones en la fijaciéon de la mirada. A consecuencia de
la distonia en musculos oro-faringeos, la mayoria de los pacientes tienen disfagia y disartria.
Dentro de las alteraciones neuroldgicas, las cognoscitivas se pueden presentar en cualquier
etapa de la historia natural de la enfermedad. En 1/3 de los pacientes, las alteraciones

psiquiatricas preceden a las anormalidades neurolégicas.”’ 20
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La corea, signo mayor de la enfermedad, estuvo presente en las 3 familias sujetas a estudio.
En cuanto a los movimientos involuntarios como bradiquinesia, rigidez y distonia se
observaron en 7 de los 8 pacientes. La alteracion en la deambulacion, la dificultad en la
fijacion de la mirada (reportada en la literatura en mas de 75% de los individuos
sintomaticos)'®, la disartria, la disfagia y la hiperreflexia se observaron en 7 de 8 pacientes.
En 2 de las 3 familias estudiadas, las manifestaciones neurolégicas precedieron a los
cambios psiquiatricos.

Un declive global en las capacidades cognoscitivas se presenta en todos los pacientes con
HD.% Los cambios cognoscitivos en todos nuestros pacientes incluyen olvido, lentitud de los
procesos del pensamiento y dafio a la habilidad de manipular el conocimiento adquirido. En
varios estudios se ha identificado el déficit cognoscitivo previo a los sintomas motores?® 2’
aunque no en otros.?® En los 4 pacientes de la familia 2 el déficit cognoscitivo y las
alteraciones psiquiatricas se presentaron tardiamente lo que esta de acuerdo con algunos
reportes.? #® Es importante mencionar que esta heterogeneidad clinica no guarda relacién
con el numero de repetidos.

Los estudios de imagen como TAC y RMI demostraron en nuestros pacientes variables
grados de atrofia del putamen, nlcleo caudado, nucleo lenticular y corteza cerebral. La
variabilidad clinica observada en los estudios de imagen de nuestros pacientes, se debe
sustancialmente al tiempo de evolucién del padecimiento al momento de realizar dicho
estudio.

Existe una correlacién inversa significativa entre el nimero de repetidos CAG y la edad de
inicio.®® En todos nuestros pacientes el nimero de repetidos observado (de 38 a 74 tripletes),
estuvo dentro del rango de la enfermedad. En la familia 1, los repetidos en los pacientes fue

de 54 (11.1), 52 (11.2) y 56 (11.10). La paciente que presentd 56 repetidos inicid el padecimiento
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a los 19 anos, los otros dos a los 29 y 32 afios respectivamente. Entre ellos es poca la
diferencia en el numero de repetidos, sin embargo, al relacionar el nimero de estos con la
edad de inicio se encuentra que entre los pacientes 1.1 y I1.10, con solo 2 tripletes de
diferencia existen 10 afios de diferencia en la edad de inicio. Basados en estudios
estadisticos que comparan la edad de inicio con el nimero de repetidos, en la paciente 11.10

1953 sin embargo en los pacientes I1.1 y

los datos corresponden a lo descrito en la literatura,
Il.2 se hubiera esperado que la edad de presentacion fuese mas temprana que lo observado
para 54-52 repetidos encontrados en ellos. Aunque no fue posible realizar el analisis
molecular en el padre de estos pacientes por haber fallecido (se desconoce la causa),
consideramos que éste fue el transmisor del gen mutante, por los siguientes datos: ausencia
de sintomas en la madre, la esposa refirid que su cényuge presentd sintomas semejantes a
los de sus hijos, la edad de presentacién del padecimiento en los hijos y el numero de
repetidos encontrado en estos se correlaciona con lo descrito para alelos de segregacion
paterna.

En la familia 2, cuyos datos clinicos inician tardiamente, el niUmero de repetidos observado
en los 4 pacientes fue de 38 (Ill.1), 39 en dos (l1l.2 y l1.5) y 41 (l11.8) en otro. Aunque el inicio
tardio del padecimiento en la familia se correlaciona con rangos reportados entre los 36 y 41
repetidos, el orden de aparicion de sintomas cognoscitivos y psiquiatricos, 8 afios después
de las alteraciones motoras, no tiene relacion en estos pacientes ya que la cantidad de
poliglutamina celular no determina el espectro clinico del padecimiento, sino la localizacion
del fragmento de poliglutamina acumulado en diferentes estructuras cerebrales es la que
participa primordialmente en la heterogeneidad clinica.?®%1%1%"% Aunque no fue factible
realizar el analisis molecular a los padres de los pacientes por deceso de causa desconocida,

es muy probable que la madre haya sido la transmisora del gen mutante debido a las
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siguientes razones: 1.- el padre de los pacientes fallecio a los 80 afios sin presentar sintomas
de la enfermedad y la madre fallecié a los 52 afos probablemente antes de presentar el
cuadro clinico, y 2.- el nimero de repetidos observado en los pacientes se encuentra dentro
del rango de 36-41 tripletes, reportado en la literatura para alelos con inicio de la enfermedad
por arriba de los 55 afios y que en la mayoria de los casos son debidos a segregacion
materna.®

En la familia 3, el fendmeno de anticipacion observado en la propésita I11.3, en la que se
encontraron 74 repetidos, esta en relacion con lo reportado en la literatura tanto por la
transmision paterna como por el nimero de repetidos arriba de los 60 tripletes. A pesar de no
contar con el analisis molecular en el padre de la paciente, la esposa refirid que éste se
encuentra internado en un Hospital Psiquiatrico con diagnéstico clinico de esquizofrenia. En
la literatura se describe que 4-12% de los pacientes con enfermedad de Huntington inician
con psicosis esquizofrénica varios afios antes de las alteraciones motoras.?*?'3838 Eg casi
seguro que el cuadro clinico inicial en el padre de nuestra paciente es parte del fenotipo
reportado en la enfermedad de Huntington.

En conclusion, se observa que en todos los casos presentados, existe una correlacion
inversa entre la edad de inicio y el nimero de repetidos, como ha sido reportado en la
literatura®®.

El asesoramiento genético en familias con enfermedad de Huntington trae consigo serias
implicaciones psicoldgicas tanto para el afectado como para los familiares sanos que
conviven con ellos. Las pruebas predictivas basadas en andlisis de ligamiento no han
demostrado aliviar el impacto psicolégico en las familias ante cualquier grado de riesgo
informado resultante de la prueba. Independientemente del resultado proporcionado, los

pacientes experimentan estrés ante la posibilidad de desarrollar o no la enfermedad, debido
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a que las pruebas predictivas basadas en analisis de ligamiento no son de certeza. En los
casos en que se realizan pruebas directas, el panorama no es tan diferente, debido a que se
han presentado eventos catastroficos antes y después del examen, sin embargo, en términos
generales esta prueba brinda un mejor panorama tanto a los afectados como a individuos en
riesgo desde el punto de vista que ofrece la oportunidad, bajo un diagnéstico de certeza, el
planear o no hijos. También en la mayoria de los individuos en riesgo, la prueba ayuda a
aliviar la ansiedad ante un resultado negativo. Por ultimo, al proporcionar cualquier
informacion a la familia debe asegurarse la continuidad del apoyo multidisciplinario,

principalmente soporte psicolégico.***%
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