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G LOSARIO

Asesoramiento genético: Es un proceso de comunicacion durante el cual se proporciona informacion
al paciente acerca de un padecimiento genético especifico, su historia natural, sus complicaciones
mas frecuentes, las posibilidades de tratamiento, su forma de herencia, los riesgos de que la

enfermedad recurra en algun otro miembro de la familia y las posibles alternativas.

Ataxia: Trastorno caracterizado por una alteracion en la capacidad de coordinar los movimientos.
La marcha inestable y el desequilibrio postural estan producidos por una lesion localizada en el

cerebelo.

Ataxia espinocerebelosa: Enfermedad debida a la atrofia del cerebelo y caracterizada por ataxia,

disartria y nistagmo.

Astrocitosis. Aumento del numero de células de la neuroglia con proyecciones fibrosas y
protoplasmaticas que se observa frecuentemente en un area irregular adyacente a las lesiones

degenerativas.

Disartria: Dificultad para hablar con mala articulacion de las palabras como resultado de una
interferencia en el control de los musculos del leguaje, normalmente debido a la lesién de un

nervio motor central o periférico.

Electroforésis: Es una técnica de separacion que se basa en el movimiento o migracion de las
macromoléculas disueltas en determinado medio a través de una matriz como resultado de la

accion de un campo eléctrico.

Espasticidad: Aumento del tono o larigidez del musculo debida a la lesion de las fibras piramidales
estructurales o corticoespinales directas, asociadas a la de otros sistemas de fibras que discurren
en intima asociacion con ellas. Constituye una forma de disminucion de la pasividad

neuromuscular y suele acompaiiarse de exaltacion de los reflejos musculares clinicos.



Funcion de los ganglios basales: E1 sistema motor extrapiramidal es un mecanismo integrador de los
movimientos involuntarios y de postura, principalmente modera los movimientos con la corteza
cerebral y el tono muscular. Asi las lesiones de dicho sistema producen hipertonia (exceso de tono

muscular) y movimientos involuntarios.

Nistagmo: Espasmo clonico de los musculos motores del globo ocular, que produce movimientos

involuntarios de éste en varios sentidos, horizontal, vertical, oscilatorio, rotatorio o mixto.

Paraplejia: Paralisis caracterizada por la pérdida motora o sensorial de las extremidades inferiores

y del tronco.

Parestesia: Disturbios espontaneos de la sensibilidad subjetiva en forma de hormigueo, pinchazo,
adormecimiento, producidas por la patologia de cualquier sector de las estructuras del sistema

nervioso central y periférico.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Consiste en la amplificacion exponencial de DNA
mediante el uso de una polimerasa termoestable y a través de la combinacion ciclica de 3
temperaturas (desnaturalizacion, alineamiento y elongacion) y el flanqueamiento mediante el uso

de oligonucleotidos que son complementarios a los extremos del fragmento de interés.

Secuenciacion automatizada: Consiste en efectuar la sintesis de 1 hebra de DNA que sea reactiva y
complementaria de la hebra de la que se quiere determinar la secuencia. Su originalidad consiste
en utilizar dideoxinucledtidos (ddNTP’s) la cual se incorpora en una cadena en sintesis, pero no

permite el crecimiento posterior de esta.



RESUMEN

Las enfermedades por priones o encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE) son|
padecimientos neurodegenerativos que se presentan en forma esporadica, iatrogénica, y/o familiar
que afectan a humanos y animales. En humanos incluye a la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el
Kuru, la enfermedad de Gerstmann Straiissler Scheinker y el insomnio familiar fatal, causados por

cambios conformacionales en la proteina priéon y mutaciones en el gen de la proteina prion.

El objetivo del presente trabajo fue analizar el gen PRNP de la proteina prion en una familia con 4
individuos afectados y sus familiares en riesgo, asi como en 9 pacientes con probable diagnostico de
enfermedad por priones utilizando la técnica de PCR, la identificacion por RFLP’s y secuenciacion
automatizada. Se identifico la mutacion P102L, donde existe una transversion del nucleotido citosina
por timina (C—T) en los 4 pacientes y 7 individuos en riesgo de la misma familia, no encontrandose

mutacion en los 9 individuos con diagnostico probable de enfermedad por priones.

Se analiz¢ la frecuencia genotipica y alélica para el polimorfismo M 129V del gen de la proteina
prion en un grupo control (100 individuos sanos no relacionados entre si, de la poblaciéon mestiza
mexicana), como también en los individuos en riesgo y pacientes de la muestra estudiada,
encontrandose una frecuencia del 53% de heterocigocidad en individuos en riesgo y en pacientes con
la mutacion siendo similar esta frecuencia en el grupo control. Se compararon las frecuencias
obtenidas en la muestra control con las reportadas en otras poblaciones no mostrando diferencias

significativas.

En conclusion, se identifico la mutacion P102L en el gen PRNP en pacientes de una familia con
enfermedad de GSS, confirmandose este diagnéstico. Esta mutacion produce un cambio de
aminoacido (Pro— Leu) en el residuo 102 de la proteina prion, la segregacion del polimorfismo

M 129V se asocié como un factor de riesgo para la enfermedad por priones en la familia estudiada.




I. GENERALIDADES



1) ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES PRIONICAS

La primera descripcion de una encefalopatia de tipo espongiforme se remonta al siglo XVIIl, y
hace referencia al temblor del carnero o “scrapie”. Las ovejas afectadas mostraban irritabilidad y
temblor, desarrollaban prurito, convulsiones, paralisis, ceguera y morian al cabo de unos meses; el
analisis post-mortem de los cerebros de estos animales revel6 espongiosis, es decir, la presencia de

vacuolas dpticamente vacias en el tejido nervioso (Browny cols., 1998; Aguzziy cols., 2000).

Hans Gerhard Creutzfeldt y Adolf Jakob publicaron al inicio de los afios 20's la descripcion de
algunos pacientes con sindromes neuroldgicos complejos, de evolucién rapida y que aparentemente
no correspondian a ninguna entidad de las conocidas hasta el momento (Creutzfeldt, 1920; Jakob,
1921). A partir de estas descripciones iniciales, fueron apareciendo otros casos, Heindehain en 1929
describe a 2 pacientes con cuadro de demencia rapidamente progresiva, mientras que J. Gerstmann,
E. Stratssler e I. Scheinker en 1936 describieron a una familia con varios miembros fallecidos de

ataxia cerebelosay demencia progresiva (Heindehainy cols., 1929, Gerstmanny cols., 1936).

Vicent Zigas y Carletdn Gajdusek en 1956 reportan una nueva variante encefélica observadaen la
tribu Fore de la isla de Papua, en Nueva Guinea, que estaba asociada con el rito mortuorio de
canibalismo; a esta enfermedad se le denomindé Kuru (la palabra Kuru en lengua Fore significa

temblor o escalofrios) (Gajdusek y cols., 1957).

En 1959, William Hadlow en una carta a la revista Lancet, establece el paralelismo entre el Kuru
con el scrapie y plantea la posibilidad de intentar la transmision experimental del Kuru (Hadlow,
1959). En respuesta, en 1966, Gajdusek y Gibbs inyectaron homogenados de cerebro con Kuru a
chimpancés, los cuales desarrollaron los sintomas y los cambios neuropatoldgicos de la enfermedad
confirmando latransmisibilidad (Gajdusek y cols., 1966; Gibbsy cols., 1968).

Las demostraciones de la transmisibilidad se completaria en afios posteriores con la transmision

de laenfermedad de GSS, CIDy el Insomnio Familiar Fatal, una enfermedad familiar poco frecuente

descrita por Lugaresi en 1986 (Lugaresiy cols., 1986).

&



La demostracion de la transmisibilidad del Kuru y la CJD trajo consigo la concesién del Premio
Nobel a Gajdusek en 1976 y puso fin al canibalismo entre los Fore de Paptia Nueva Guinea. Por lo que
practicamente desaparecié el Kuru, pero permanecio la incognita sobre la naturaleza del agente
infeccioso implicado. En 1981, Merz y colaboradores, describen en cerebros de pacientes fibrillas
anormales semejantes a las de “scrapie” y consideran que es la primera evidencia morfolégica del

agente infeccioso (Merzy cols., 1981).

Prusiner, en 1982 propuso que una fraccion proteica era el origen de éstas enfermedades e
introdujo el termino prién para enfatizar su naturaleza tanto proteica como infecciosa. En 1997,
Stanley B. Prusiner fue galardonado con el premio Nobel de Fisiologia y Medicina por estas
investigaciones que proponian que el material proteico producia la enfermedad (Prusiner, 1998a).

Como antecedentes del trabajo de Prusiner es importante mencionar las aportaciones de T. Alper,
que sugirio que el agente infeccioso podria ser una proteina, y de J. S. Griffith, que fue el primero en

proponer la hipétesis de “proteina Unica” (protein-only hypothesis) (Griffith, 1967).

Las aportaciones realizadas hasta Ultimas fechas proponen que las enfermedades por priones
pueden presentarse en animales y humanos. Los padecimientos en humanos son raros pero Gnicos, ya
que pueden ser hereditarios, esporadicos y transmisibles (Aguzziy cols., 2006).

. Enfermedades humanas de etiologia prionicay su patogenia

Enfermedad B i Inci
Kuru Infeccion a través de rituales de canibalismo.

Creutzfeldt-Jacob
iatrogénica

Infeccion por contaminacion de: electrodos, hormona de
crecimiento, transplantes de cornea, duramadre.

1%

Creutzfeldt-Jacob nueva
variante

Infeccién por priones bovinos.

> 150 casos en el Reino
Unido y pocos casos en
otros paises europeos.

Creutzfeldt-Jacob
esporadica

Mutaci6n somatica o conversién esponténea de PrP® a
Prpsc,

85-90%

Creutzfeldt-Jacob familiar

Mutacion en el gen PRNP (codén E200K).

Gerstmann Stralssler
Scheinker

Mutacion en el gen PRNP (codén P102L).

Insomnio Familiar Fatal

Mutacion en el gen PRNP (codon D178N acoplado al
polimorfismo M129).

10-15%

Insomnio Familiar Fatal
esporadico

Mutacién somatica o conversién espontanea de PrP® a
Prps©

Muy pocos casos

(Tomaday modificadade: Aguzziy cols., 2000; Prusiner, 2001)

)



2) ENFERMEDAD DE GERSTMANN STRAUSSLER SCHEINKER
[GSS MIM 137440]

En 1936, el neurdlogo aleman J. Gerstmann y los neuropatélogos E. Straiussler y 1. Scheinker,
describieron por primera vez la enfermedad en una joven austriaca que presenté un sindrome
cerebeloso y un deterioro intelectual moderado el cual se denomind sindrome de Gerstmann-
Straiissler-Scheinker (GSS). El estudio genealdgico de la paciente demostré que en 5 generaciones
habia 23 miembros afectados y se establecié que pertenecia a una variante de las encefalopatias

humanas (Gerstmanny cols., 1936).

La enfermedad de GSS es una encefalopatia espongiforme familiar caracterizada
histopatol6gicamente por la presencia en el cerebelo de numerosas placas amiloides y cambios
espongiformes. Es un padecimiento neurodegenerativo, con un patron de herencia autosémica
dominante, causado por mutaciones en el gen de la proteina prion PRNP que se localizan en los
codones P102L, P105L, A117V, G131V, Y145STOP, F198S y Q217R, también se pueden presentar
inserciones entre los codones 51y 91, pero son poco frecuentes (Hsiao y cols., 1989; Bianca y cols.,
2003; Goldgaber y cols., 1989; Goldfarb y cols., 1992; Kitamoto y cols., 1993; Parchi y cols., 1998;
Piccardoy cols., 2001; Panegyresy cols., 2001; Yamaday cols., 1999; Woulfe y cols., 2005).

Se ha estimado que tiene unaincidencia de 2 por cada 100 millones, sin embargo, es probable que
la frecuencia este subestimada, ya que se confunde con otras enfermedades degenerativas como las
ataxias espinocerebelosas, paraparesia espastica y demencias por el acimulo de placas amiloides
(Hsiaoy cols., 1989; Alonsoy cols., 1998).

Clinicamente se caracteriza por un trastorno lentamente progresivo de ataxia espinocerebelosa
reflejos ausentes en miembros inferiores y deterioro cognoscitivo. El inicio de la enfermedad se daen
la cuarta y quinta década de la vida. En las etapas tempranas, la ataxia va progresando y se va
haciendo mas pronunciada conforme avanza la enfermedad debido por la perdida neuronal que
produce varios grados de atrofia de las regiones afectadas (Hsiao y cols., 1989; Biancay cols., 2003;
Woulfey cols., 2005).
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Otros sintomas pueden incluir disartria, nistagmos, espasticidad, alteraciones visuales y en
algunas familias signos parkinsonianos caracteristicos. La mayoria de los pacientes desarrollan
demencia considerando que patolégicamente las placas amiloides pueden o no asociarse con la

degeneracion espongiforme o degeneracion neurofibrilar (Parchiy cols., 1998).

El cuadro clinico es desalentador, ya que la pérdida degenerativa de la sustancia negra hace que la
evolucion de la enfermedad sea rapida, estimandose un periédo desde el inicio de la sintomatologia
hasta el fallecimiento del paciente, de entre 1y 12 meses. Sin embargo, existen casos en los que la
evolucion es mas lenta pudiendo durar varios afios dependiendo del tipo de mutacion y del factor de
riesgo asociado al mismo (Alonsoy cols., 1998).

El fenotipo clinico de la enfermedad de GSS esta ligada muy frecuentemente a la mutacion en el
codon 102 (P102L) con la sustitucion del aminoéacido prolina (CCG) por leucina (CTG) acoplada al
polimorfismo en el codon 129 (M129V) en el que puede haber metionina (ATG) o valina (GTG),
observandose que este polimorfismo puede influir en la patogénesis de la enfermedad mostrando
heterogeneidad y variabilidad en la edad de inicio entre pacientes con la misma mutacion, incluso la
variabilidad en el fenotipo dentro de una misma familia sugiere que otros factores adicionales de la
misma particula proteica mutante pudieran estar involucrados (Bianca y cols., 2003; Young y cols.,
1997).

Morfoldgicamente existen numerosas placas de la proteina prién anormal y el tipo de placa mas
caracteristica es la denominada placa multicéntrica, que consiste en una gran masa de amiloide-PrP
resistente a proteasas, rodeada de pequefios depdsitos amiloides, encontrdndose en gran nimero tanto
en el cerebelo como en la capa granular y molecular. También pueden estar presentes en la sustancia
blanca del cerebelo, corteza cerebral y ganglios basales, la localizacidn de las lesiones es variable,

dependiendo de lamutacién que portael individuo (Mishray cols., 2002).

Su diagnostico se basa en el estudio histopatoldgico de placas amiloides caracteristicamente del tipo
multicéntrico y en los cambios espongiformes localizadas principalmente en el cerebro, corteza
cerebelosa y ganglios basales asi como la identificacion de mutaciones en el gen PRNP en aquellos

pacientes con diagndstico probable de enfermedad por prion (Biancay cols., 2003).
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3, PROTEINA PRION PrP

EI término prién fue definido en 1982 por Prusiner como el agente infeccioso de las
encefalopatias espongiformes transmisibles o enfermedades por priones. De acuerdo a Prusiner, el
prién (de proteinaceous infectious only) no contiene acidos nucleicos y consiste en una proteina
“infecciosa” que es capaz de inducir una reaccion de replegamiento de la proteina prién normal a una

formaanormal altamente infecciosa (Prusiner, 1982).

Los priones son particulas proteicas resistentes a diversos agentes fisicos y quimicos, de ahi que
surgiera lanomenclatura para identificar a la proteina anémala de la normal. Durante su prote6lisis se
produce una molécula de aproximadamente 142 aminoacidos (27-30 kDa) es hidréfoba y resistente a

res;

la accion de proteasas, llamada proteina prion resistente (PrP™) o proteina prién “scrapie” (PrP*) la
cual se agrega y forma placas amiloides (Prusiner, 1982, 1998b y 2001) y una llamada proteina prién
sensible (PrP*") o proteina prion celular (PrP°), proteina hidréfilica de 253 aminoacidos (33-35 kDa)

sensible aproteasas. (Dienery cols., 1982).

Estudios de la conformacion, hechos en “scrapie” por espectroscopia de infrarrojo y difraccion
de rayos X de la proteina normal PrP°y de la forma anormal PrP* concluyen que la proteina normal es
predominantemente de conformacion &-hélice (40%) y estructuras &-plegada cortas; mientras que
PrP* tiene una conformacion de lamina a-plegada (30-40%) y &-hélice (20-30%) (Pan'y cols., 1993;
Chesebro, 2002)

?
Transicion h
PrP© PrpS®
Proteina prién normal Proteina prion anormal

. Estructura tridimensional de la proteina prién. Se muestra del lado izquierdo el dominio estructurado
de la proteina prion normal con sus a-hélices (41-43) y del lado derecho se muestra el cambio conformacional

a laminas a-plegadas de la proteina prién. Tomada y modificada del sitio web www.obiniro.ac
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4) PROTEINA PRION PrP°Y SUS ALTERACIONES

La proteina prion celular (PrP°) es una glicoproteina de membrana plasmatica, altamente
conservadaa lo largo de la escala filogenética. Esta presente en los vertebrados y se expresa en varios
tejidos y lineas celulares como el sistema nervioso, tejido muscular, sistema inmunitario, y en

humanos se ha encontrado en sangre periférica (Aguzziy cols., 2006; Hunter y cols., 2002).

La proteina PrP° se expresa abundantemente en células neuronales tiene un peso de 33-35 kDa, es
sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso y transportada via granulos secretorios del aparato de
Golgi a la superficie de la célula neuronal donde se ancla a una glicosilfosfatidilinositol (GPI). A
través del corte y empalme (splicing) de los exones, el RNAm genera una proteina de 253 aa que tiene
un péptido sefial de 22 aa que es removido al entrar al reticulo endoplasmico y una secuenciaen el C-
terminal de 23 aa que se elimina durante la unién al GPI (Prusiner 1998a; Aguzziy cols., 2006; Watts
y cols., 2006).

La proteina de 253 aa sufre procesos postranscripcionales y generan una proteina madura de 202
aa que tiene 2 dominios; un dominio N-terminal no estructurado de aproximadamente 100 aa que
incluye un region de octarepetidos (un nonapéptido y 4 octapéptidos repetidos que van desde el codon
51 hasta el 91 [P (Q/H) GGG (G/-) WGQ)]) y una region central hidrofébica; el segundo dominio
estructurado contiene 2 sitios de glicosilacion (asparagina 181y 197) y un puente disulfuro interno, y
tres regiones a-hélice y dos regiones cortas antiparalelas de laminas a-plegadas, como se muestran en
la (Aguzziy cols., 2000; Taylory cols., 2005).

Péptido sefial Sitio de glicosilacion
! e o

1

219

a2

— — é

T
| L)

Repetidos de octapéptidos

. Esquema representativo de la proteina prion celular. Se muestra el dominio de octarepetidos, las regiones

&-hélice, laminas a-plegadas y el dominio C-terminal donde se ancla la glicosilfosfatidilinositol (GPI).
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La funcion de la proteina prién normal ain no se conoce y se ha sugerido que podria estar
implicada en procesos tales como reconocimiento y adhesion celular, diferenciacién neuronal,
desarrollo embrionario, actividad linfocitica, funcion sinaptica, ritmo circadiano, transcripcion de
genes, en la unién y transporte de componentes extracelulares, o en la sefializacion transmembranal
(Jiménez-Huetey cols., 1998; Gauczynskiy cols., 2002; Aguzziy cols., 2006).

Se ha identificado que la PrP® presenta una region con cierta afinidad por el ién cobre (Cu®) entre
los residuos 51-91 y que al unirse la PrP° con el cobre forma un complejo que tiende a internalizarse y
tras liberarlo vuelve a su posicion en la superficie de la membrana plasmatica, lo que sugiere una
importante participacion en la homeostasis de cobre ante el estrés oxidativo (Taylor y cols., 2005;
Nadaly cols., 2007)

Internalizacion

. Esquema que muestra el mecanismo de internalizacion de la proteina prion celular (PrP%). La region de
octapéptidos repetidos de la PrP° (gris) forma un complejo con el i6n Cu™, tras liberarlo vuelve a su posicion en la

superficie induciendo cambios conformacionales en la proteina prién. (Tomada y modificada de Taylor y cols., 2005).

Invivo la proteina prién (PrP) presenta dos isoformas; la proteina prion normal o PrP que posee
actividad bioldgicay una proteina prion anormal o PrP** la cual es responsable de laacumulaciony el

deposito extracelular caracteristico de la forma patogénica (Prusiner 1998a).

La proteina prion anormal o “scrapie” (PrP*) deriva de su isoforma normal PrP® por un evento
postraduccional a un desconocido. A pesar de que ambas isoformas de la proteina prién presentan la
misma secuencia de aminoécidos, la PrP* tiende a formar agregados fibrilares, multiméricos,
insolubles y parcialmente resistentes a la degradacion por proteasas que es la caracteristica distintiva
de laproteina prién anormal (Prusiner, 1998; Dienery cols., 1982).
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El andlisis de la estructura de la PrP* realizado mediante el estudio electroforéticos de los
fragmentos generados por la digestion con proteinasa K, revelan que la PrP* pierde de 23 a 89
residuos de su extremo N-terminal generando un fragmento de 27 a 30 kDa (PrP 27-30), o fragmentos
de 21 kDay 19 kDa; esta diferencia en tamafio resulta de los sitios de corte de la proteina prién
(Parchiy cols., 2000).

El fragmento purificado PrP 27-30, se polimeriza en filamentos que se pueden tefiir con
colorantes para carbohidratos. Mediante difraccion de rayos X y espectroscopia de infrarrojo se ha
determinado que la PrP 27-30 es rica en estructuras laminares a-plegadas (Watts y cols., 2006)

s s GPI
PP e A EE—
‘ |
Transicién conformacional in Vivo
s s GPI
Prps¢
—
‘ |
[ CHO JI CHOZ
Digestion con proteinasa K in Vitro
s s GPI
PrP 27-30 kDa .
‘ |
[ CHO JI CHOZ

. Digestién enzimatica con proteinasa K de la proteina prién anormal. La cual genera un fragmento

de 27-30 kDa en el dominio estructurado. Tomada y modificada de Watts y cols., 2006.

Todas las enfermedades pridnicas comparten el mismo mecanismo patogénico bésico que
involucra la conversion de la proteina prién celular normal (PrP) en una forma infecciosa. La
conversion de PrP® a PrP* puede involucrar un cambio conformacional de PrP° de una forma
predominantemente a-helicoidal en una estructura lamina a-plegada (Prusiner, 1982; 1998; Pan y
cols., 1993; Aguzzi y cols., 2000). Sin embargo, los mecanismos exactos de la transicion

conformacional y agregacion son atin desconocidos (De Armondy cols., 2002).



Para justificar la conversion de PrP® en PrP*° se han propuesto diversas hipdtesis. La mas
aceptada es la propuesta por Prusiner en 1982 con la hipdtesis de la proteina Unica. Esta hipotesis
parte del supuesto de que tanto la PrP como la PrP*° existen como moléculas aisladas (monémeros) o
como asociaciones de 2 moléculas (dimeros) en estado de equilibrio. Si el dimero esta constituido por
una molécula de PrP®y otra de PrP*, la segunda cataliza la conversién de PrP® en PrP*, a medida que
se repite ésta aumentara exponencialmente la proporcion de PrP* en las vesiculas lisosomales, que
contienen el medio idéneo para que la proteina pierda su estructuracion facilitando su conversion, de
modo que al romperse los lisosomas liberan al medio PrP* y enzimas hidroliticas, como
consecuencia las neuronas degeneran y mueren. Producida la muerte de la neurona la PrP* pasaria al
medio, del que seria captada por otra neurona y se reanudaria el proceso infeccioso y la destruccion

celular (Prusiner, 1982)

.
\‘\

RE - Conversion
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Nicieo ¥ Placas amiloides
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coLel

. Esquema de la conversion de la proteina prién en células neuronales. Se muestran las modificaciones estructurales

de la proteina prion normal a la forma patogénica (Tomada y modificada del sitio www.chemsoc.org)

También se ha propuesto que la modificacion estructural podria ser el resultado de un proceso de
polimerizacion en cadena, iniciado por la proteina prién anormal (PrP*°) inoculada que actuaria como
cristal iniciador que permitiria la agregacion de la proteina prion normal (PrP°). Sin embargo otros
investigadores proponen la intervencion de las proteinas chaperonas, que modificarian el
plegamiento de PrP° o de su precursor, la proteina prion anormal (PrP™) incluso podria ser una
chaperona de la proteina prién normal (PrP®) (Toroy cols., 2005; Tompay cols., 1998).

&



El gen PRNP (OMIM 176640) de copia Unica fue identificado en roedores infectados con
“scrapie” y el analisis revelo la existencia de un gen con los mismos patrones de restriccion en DNA

normal (Baslery cols., 1986).

La proteina prion PrP es codificada por el gen PRNP localizado en el brazo corto del cromosoma
20 (20pter-p12). Este gen se encuentra altamente conservado y se ha identificado en mas de 13
especies de mamiferos (Oeschy cols., 1985; Chesebroy cols., 1985).

El gen PRNP esta compuesto por dos exones (3 en ratén) que comprende el exon 1 no traducido
de 136 pb, un intron de aproximadamente 12693 pb y el exdn 2 de 2354 pb contiene la region
codificante de 750 pb.

La region 5' del sitio de inicio transcripcional tiene un sitio rico en GC, no tiene caja TATA,
contiene una caja CCAAT y tiene un nimero putativo de sitios de union a factores de transcripcion
como SPI, APl y AP2, el coddn de iniciacion se localiza a 10 nucledtidos del extremo 3” del sitio
aceptor del corte y empalme “splicing” lo que evita la interrupcion del mensaje y la existencia de
formas alternativas (Pucketty cols., 1991; Mahal y cols., 2001; Mead, 2006 ) Figura 6.

5 3
4 <
|
i |
Region codificante ‘
750 pb ‘

Cromosoma 20 PRNP pl2-pter

Figura 6. Esquema representativo del cromosoma 20 y del gen PRNP de la proteina prion. Se muestran la region promotora

y laregion codificante localizada en el exdn 2 de aproximadamente 750 pb. (Tomada y modificada del sitio web www.ensembl.org).
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Aunque la mayoria de las enfermedades pridnicas son esporadicas cerca de un 10-15% son
familiares y se deben a mutaciones en el gen de la proteina prion, a la fecha se han descrito tres tipos
de mutaciones en este gen: mutaciones puntuales, inserciones de secuencias repetidas y muy

raramente deleciones (Mead, 2006) Figura 7.

Las mutaciones puntuales corresponden al cambio de una base en el DNA que implica la
sustitucion de un aminodcido por otro en la proteina prién como se indican en la tabla 2. Las
inserciones de secuencias repetidas estan constituidas por la repeticion en nimeros variables (2 a 9)
que codifican para un octapéptido situado en la porcion del extremo N-terminal de la proteina prién
entre los codones 51y 91; teniendo una longitud variable de 96 a 216 pb (Mead, 2006).

Las deleciones que se presentan en el gen PRNP son raras y poco frecuentes, todas se localizan en
la regién que codifica para los octapéptidos repetidos y no modifican el marco de lectura abierto
(ORF) (Mead, 2006) Figura 7.

Se han descrito cerca de 42 mutaciones diferentes, algunas asociadas con un tipo clinico
particular, otras a un amplio espectro de fenotipos clinicos como se muestra en la Tabla 2 las cuales

presentan una forma de herencia autosémica dominante.

MUTACIONES PATOGENICAS
Inserciones ‘ ‘«

16 32 40 48 56 64 72
E200K

\ o 01 74 a3
- \1 A 13 él\m . \A»
\ \ ] .\- E219K
- M129V
-

P102L D178N

e ORF' \g)
x’ VARIANTES l’()L\\l()\{l‘lC S

Delecién de un octarepetido

Figura 7. Esquema representativo del gen de la proteina prion PRNP. Se muestra el marco de lectura abierta (ORF)

con las mutaciones y polimorfismos mas comunes localizadas entre el codén 51y 230.
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Tabla 2. Mutaciones en el gen de la proteina prion

DNA DNA AA AA

[nicial Final Inicial Final Codoén Referencia

cCcrt Ccc Pro Pro P68P Windl (1999) Hum Gen 105:244

ccG CTG Pro Leu P102L Hsiao (1989) Nature 338:342

CCA CTA Pro Leu P105L Kitamoto (1993) BBRC 191:709

CCA ACA Pro Thr P105T Comunicacion personal

GCA GTA Ala Val AlL7V Doh-Ura (1989) BBRC 163:974

GCA GCG Ala Ala AlL7A Hsiao (1989) Nature 338:342

GGC GGG Gly Gly G124G Prusiner (1997) Science 278:245

ATG GTG Met Val M129V Doh-Ura (1989) BBRC 163:974

ATCN ATG lle Met 1138M Laplanche (2000) comunicacién personal
GNGC AGC Gly Ser G142S Laplanche (2000) comunicacion personal
TAT TAG Tyr stop Y145X Ghetti (1996) PNAS 93:744

CAA TAA Gln stop Q160X Finckh U (2000) Am J Hum Genet 66:110
GTG GTA? Val Val V161V Prusiner (1997) Science 278:245

AAC AGC Asn Ser N171S Samaia (1997) Nature 390:241

AAC AAT Asn Asn N173N Laplanche (2000) comunicacién personal
CAC CAT His His H177H Ripoll (1993) Neurology 43:1934

GAC AAC Asp Asn D178N Goldfarb (1991) Lancet 337:425

GTC ATC Val lle V1801 Kitamoto (1993) BBRTC 191:709

ACA GCA Thr Ala T183A Nitrini (1997) Ann Neurol 42:138

CAC CGC His Arg H187R Cervenakova (1999) Am J Med Genet 88:653
ACG AGG Thr Arg T188R Windl (1999) Hum Gen 105:244

ACG AAG Thr Lys T188K Finckh U (2000) Am J Hum Genet 66:110
ACG GAG Thr Ala T188A Collins S (2000) Arch. Neurol 57:1058
ACG ACA Thr Thr T188T Laplanche (2000) comunicacién personal
GAG AAG Glu Lys E196K Peoc'h (2000) Human Mutation 323
TTC TCC Phe Ser F198S Hsiao (1992) Nature Genet 1:68

GAG AAG Glu Lys E200K Goldgaber (1989) Exp Neurol 106:204
GAC AAC Asp Asn D202N Piccardo (1998) J N Exp Neur 57:979
GAC GAT Asp Asp D202D Laplanche (2000) comunicacion personal
GTT ATT Val lle V203l Peoc'h (2000) Human Mutation 323
CGC CAG Arg His R208H Mastrianni (1996) Neurol 47:1305

CcGC CGT Arg Arg R208R Laplanche (2000) comunicacion personal
GTT ATT Val lle V2101 Pocchiari (1993) Ann. Neurol 34:802
GAG CAG Glu Gln E211Q Peoc'h (2000) Human Mutation 323
CAG CGG GIn Pro Q212P Piccardo (1998) J N Exp Neur 57:979
CAG CAA Gln Gln Q212Q Windl (1999) Hum Gen 105.244

CAG CGG Gln Arg Q217R Hsiao (1992) Nature Genet 1:68

GAG AAG Glu Lys E219K Barbanti (1996) Neurobiology 47:734
AGA AGG Arg Arg R228R Windl (1999) Hum Gen 105:244

TCG TCA Ser Ser S230S Windl (1999) Hum Gen 105:244

ATG AGG Met Arg M232R Kitamoto (1993) BBRC 191:709

CCA TCA Pro Ser P238S Windl (1999) Hum Gen 105:244

(Tomaday modificada del sitio web www.mad-cow.org indicando un total de 42 mutaciones)



El gen PRNP tiene varios polimorfismos siendo los mas importantes en el codon 129y 219, estos
polimorfismos pueden modular el fenotipo clinico, demostrandose que la secuencia de estos codones
varia de acuerdo al origen de la poblacion y lugar geografico (Ahny cols., 2006; Furukawa y cols.,
1995; Biancay cols., 2003).

El polimorfismo en el coddn 129 (M129V) tiene 2 alelos, uno que codifica para el aminoacido
metionina (Met-129) y otro para el aminoacido valina (Val-129); por lo que da origen a dos genotipos
homocigotos (M/M y V/V) y un heterocigoto (M/V). Este polimorfismo controla muchas
caracteristicas de las enfermedades pridnicas incluyendo la susceptibilidad, el tiempo de incubacién
y labarreraentre especies (Everbroeck y cols., 2001).

La determinacion del polimorfismo M129V es importante porque modifica el riesgo de adquirir
la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, y ha sido asociado en la susceptibilidad de las formas
esporadicas, iatrogénicasy en lanueva variante de Creutzfeldt-Jakob (Wiesery cols., 2006).

Cuando se analiz6 la influencia del codén 129 sobre las caracteristicas clinicas de esta
enfermedad, existio una clara correlacion entre las diferentes caracteristicas patologicas e inicio y
duracion de laenfermedad como por ejemplo lahomocigocidad para metionina la cual suele iniciar la
enfermedad con demencia, presenta el electroencefalograma (EEG) tipico observandose placas
amiloides en la biopsia. Los homocigotos valina tienden a presentar inicialmente ataxia, los hallazgos
EEG no sontipicosy existe abundantes placas de amiloide en el cerebro (Wieser y cols., 2006).

Estudios previos reportan un incremento del riesgo de hasta 3-veces para desarrollar la
enfermedad CJ en pacientes que son homocigotos M/M. En Europa (Francia, Italia y Reino Unido)
predomina el genotipo heterocigoto (M/V) con una frecuencia de aproximadamente del 50%,
mientras que la frecuencia de los homocigotos (M/M) es del 37 al 45% y para los homocigoto (V/V)
esta frecuencia disminuye entre el 9 al 14% (Mead, 2006).

En poblaciones Asiaticas, el homocigoto M/M tiene una frecuencia del 92% en poblacion sana
japonesa, tailandesa y coreana, mientras que es muy raro el homocigoto V/V, pero el genotipo en el
codon 219 afecta las caracteristicas fenotipicas de las enfermedades pridnicas tanto esporadicas
como hereditarias en estas poblaciones (Ahny cols., 2006).
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La forma de transmision de estas enfermedades es variable y puede deberse a inoculacion o
ingesta de material contaminado por priones, por ejemplo las formas esporadicas podria ser explicada
por la ocurrencia de mutaciones somaticas, o por una rara conversion de la proteina prién normal a
una formaanormal como haocurrido con el Kuru que esta condicionado por el canibalismo (Tateishi
ycols., 1996).

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob es la mas frecuente con una incidencia estimada de un caso
por millén al afio y con una distribucidn uniforme mundial. La mayoria de los casos son esporadicos
(85%) v el resto formas familiares o iatrogénicas, mas una nueva variante asociada a la ingesta de
comida contaminada con la encefalopatia espongiforme bovina (EEB), esta variante se distingue de
otras enfermedades pridnicas adquiridas ya que representa el Unico ejemplo de infeccion que
atraviesa la barrera de especie de bovino a humanos la cual se diferencia de la forma clésica por la
edad de los pacientes (media de 26 afios) con periodos de sobrevivenvia mas cortos y en la
presentacion clinica (alteraciones en el comportamiento, ataxia mas que demencia) y ausencia del
patrontipico del electroencefalograma (EEG) (Weisery cols., 2006; Brown, 1998).

En los casos esporadicos se ha observado una variabilidad clinica y neuropatoldgica, los datos
clinicos méas relevantes son el deterioro mental progresivo y mioclonias con un electroencefalograma
(EEG) caracteristico. Mediante inoculacion intracerebral se ha demostrado la infectividad de los
extractos cerebrales de animales enfermos y se ha reportado infeccion accidental por inoculacion de
priones, a través de inyecciones de hormona de crecimiento, transplante de cérnea e implantacion de

electrodos cerebrales (Weiser y cols., 2006).

En nuestro pais no existen datos epidemioldgicos, ya que laenfermedad es poco comun, ala fecha
se han identificado casos con la enfermedad de CJ esporadicos, principalmente en pacientes
femeninas de Guadalajara, Jalisco, Ciudad de México y un solo caso del sexo masculino proveniente
de Saltillo, Coahuila. Todos ellos presentaron cuadros de demencia rapidamente progresiva asociada
a sindrome cerebeloso, mioclonias, movimientos anormales, disfuncién motora con pruebas de
laboratorio positivo para la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob de los cuales 4 casos fueron
confirmados por biopsia cerebral después de la muerte (Reyes y cols., 2002; Martinez y cols., 1995;
Calderony cols., 2001; Barrosoyy cols., 1980).
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5 DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES PRIONICAS

En laactualidad, el diagndstico pre-mortem de las enfermedades pridnicas se realiza mediante el
diagnostico clinico y la deteccion de la proteina 14-3-3 en liquido cefalorraquideo lo que da lugar a
un diagndstico probable, mientras que para tener un diagnostico definitivo, es necesario que se
cumplan al menos los siguientes criterios: transmision a animales, presencia de PrP, o mutaciones en
el gen PRNP, siendo necesario la confirmacidn histopatoldgica para pasar de probable a definitivo;
por lo cual es recomendable realizar la necropsia en aquellos casos en que se sospecha de

enfermedades pridnicas (Takahashiy cols., 1999; Lemstray cols., 2000).

La deteccion de la proteina PrP es un marcador de diagnostico fiable de las enfermedades
pridnicas. Puede ser detectada mediante técnicas de western blot, histoblot y microscopia electrénica,
pero tienen el inconveniente de que requieren material fresco, lo cual disminuye su uso debido a la
capacidad infectiva de la proteina prién. Otra posibilidad, es la deteccion mediante técnicas de
inmunohistoquimica realizadas sobre material fijado en formol y embebido en parafina, al que
previamente se ha realizado un paso con &cido férmico para anular la infectividad (Lemstray cols.,
2000; Wattsy cols., 2006).

Las lesiones histopatolégicas presentes en estas enfermedades se restringen principalmente al
sistema nervioso central, siendo comunes para todas las especies e incluyen la degeneracion
neuronal con presencia de vacuolas en neuronas de la sustancia gris, lo que da el aspecto
espongiforme al parénquima afectado, la hipertrofia, proliferacion de astrocitos y la presencia de
placas amiloides, que varia en su localizacion y abundancia en las distintas encefalopatias (Prusiner,
2001; Kretzchmar, 2003).

Dentro de las lesiones histopatoldgicas de las enfermedades pridnicas se han identificado tres
tipos de patrones de tincion: a) perivacuolar b) en forma de placas de amiloide-PrP, y c) difuso-

sinaptico



a) Patron perivacuolar: Consiste en depdsitos de PrP que se observan en aquellos casos con
severo aspecto espongiforme, localizandose entre las vacuolas y la periferia de estas lesiones,
mientras que si el tamafio de las vacuolas es pequefio (microcisticas), la expresion de la PrP puede ser
negativa (Figura. 8a) (Prusiner, 2001).

b) Patron de placas de amiloide-PrP: La morfologia de estas placas se define como placas tipo
Kuru o floridas, en forma de depdsitos grandes de aspecto irregular multi o unicéntricas y los sitios
mas frecuentes de localizacion son en el cerebelo concretamente en la capa granular (aunque su

proporcidn varian segun el tipo de enfermedad). (Figura 8b) (Prusiner, 2001).

¢) Patrén difuso-sinaptico: Consiste en una tincion granular de la sustancia gris en la corteza
cerebelar donde se observan depdsitos en la capa granular, su localizacién y tamafio sugieren que son

componentes de los glomérulos del cerebelo. (Figura. 8c) (Prusiner, 2001).

Figura 8. Histopatologia de las placas formadas en los diferentes patrones de tincion. La imagen 8a muestra el aspecto espongiforme
caracteristico de la enfermedad por priones; mientras que en la imagen 8b muestra un patrén caracteristico de placas

amiloides-PrP y en 8c se observan los depésitos granulares en la corteza cerebelar. Tomada y modificada de Prusiner, 2001).

El tratamiento actual de este tipo de enfermedades tiene como proposito aliviar los sintomas, ya
que no existe terapia alguna que detenga el proceso de laenfermedad ya una vez instalada. A través de
las diferentes investigaciones se han sometido a pruebas diferentes compuestos quimicos, entre ellos
la amantadina, la quinacrina, el rojo congo, los esteroides, el interferdn, los agentes antivirales y los
antibidticos. No obstante, ninguno de estos tratamientos ha demostrado un beneficio uniforme, por lo
que el manejo debe ir encaminado a prevenir las complicaciones asociadas a un rapido deterioro
neurolégico (Yungy cols., 2004; Barrety cols., 2003).

&



I1. JUSTIFICACION



JUSTIFICACION

En el departamento de Neurogenética y Biologia Molecular del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia se realizd en 1998 el diagnodstico clinico de una familia mexicana con
probable enfermedad por priones, el diagnostico fue confirmado mediante el analisis molecular del
caso indice y de 23 individuos en riesgo, cuyas muestras de DNA fueron analizadas en la Universidad
de Indiana USA, encontrandose una mutacion en el codon 102 donde existe el cambio del nucledtido
citosina por timina (Alonso y cols., 1998) pero no se analizo con que polimorfismo estaba acoplada la

mutacion.

Esta familia actualmente consta de 6 generaciones y de 150 individuos en riesgo, por lo que el
departamento de Neurogenética se propuso implementar el diagnostico molecular del gen de la
proteina prion y determinar con que polimorfismo esta acoplada la mutacion para dar un diagndstico

de certeza a nuevos familiares afectados y a otros pacientes con la misma patologia.

Asi mismo este estudio pretende ofrecer el diagndstico molecular de las formas hereditarias en
individuos con riesgo de haber heredado la enfermedad, mediante el analisis de las mutaciones en el
gen de la proteina prion, la cual es responsable de las enfermedades prionicas. Esto es de suma
importancia ya que abre la posibilidad del diagndstico preciso asi como dar asesoria genética a las

familias con esta enfermedad.

La determinacion de los genotipos del polimorfismo en el codon 129 en poblacion normal nos
permitira realizar una estimacion de la frecuencia en la poblacién mexicana la cual no se conoce y
estimar si este polimorfismo participa como un factor de riesgo para desarrollar enfermedades

priodnicas permitiendo conocer la segregacion del mismo en la muestra estudiada.



II1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS
Los pacientes diagnosticados clinicamente con la enfermedad por priones, tendran

mutaciones acopladas a diferentes polimorfismos en el codon 129 del gen PRNP de la

proteina pridn que permiten se manifieste la enfermedad.

OBJETIVOS

Determinar la mutacion en el gen PRNP de la proteina prion en pacientes mexicanos con

probable diagnostico clinico de enfermedades por priones.

Determinar la frecuencia del polimorfismo M129V en un grupo control sano y en pacientes

con probable enfermedades por priones.

Analizar si el polimorfismo M129V es un factor de riesgo en pacientes con probable

enfermedad por priones.
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2 Muestras bioldgicas

2.1.-PACIENTES E INDIVIDUOS EN RIESGO

o

Se analizaron 4 pacientes y 39 individuos en riesgo de una familia con enfermedad de GSS, y 9

pacientes con probable enfermedad por priones que aceptaron participar en el estudio; 25 mujeres y

27 hombres de edad promedio de 33 + 8 afios; intervalo entre 4y 77 afios de edad como se muestraen

la

Criterios de inclusion

Individuos con probable enfermedad familiar o esporadicos que cumplen los criterios

clinicos de laenfermedad.
Individuos en riesgo que aceptaron participar en el estudio.

Criterios de exclusion

Pacientes con diagnoéstico confirmado de Ataxia Espinocerebelosa, Parkinson, enfermedad

de Alzheimer u otras enfermedades neurolégicas.

2.2.-GRUPO CONTROL

Se analizaron 100 individuos sanos no relacionados entre si ni con los pacientes que aceptaron

participar en el estudio, 50 mujeres y 50 hombres, de edad promedio de 46 + 2.5 afios; intervalo entre

31y 62 afios de edad como se muestraen la
Criterios de inclusion
Sinantecedentes familiares de enfermedades neuroldgicas.

Con antecedentes de dos generaciones de padres mexicanos.

. Caracteristica de las muestras estudiadas.

Género N Intervalo de edad
Pacientes Femenino 25 4-76
e individuos enriesgo Masculino 27 8-77
(n=52)
Grupo control Femenino 50 30-61
(n=100) Masculino 50 31-62

Edad promedio
31.7+£7.8
34.3+8.0

45.7+2.44
47.2+2.41




3 Toma de muestra

Para el analisis de DNA, se tom6 una muestra de sangre periférica con anticoagulante de acido
citrico-dextrosa a los pacientes e individuos en riesgo que aceptaron participar en el estudio y el grupo
control, empleando el sistema de vacio vacutainer, previo consentimiento informado.

4.- Extraccion de DNA por precipitacion con sales y extraccion
con fenol-cloroformo (Sambrook y cols., 2001)

)

El DNA se extrajo a partir de una alicuota de 5mL de sangre periférica.

B La lisis de las células rojas se realizé mediante la adicion de 35 mL de una
Eftosios solucién de lisis de células rojas (Tris 1 M pH 7.6, MgCl, 1 M, NaCl 5 M) se
homogenizé y centrifugé a 5,000 rp.m. por 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante se decant6'y se repitio el procedimiento hasta obtener un boton

de leucocitos libre de hemoglobina.

Precipitacion
de Proteinas

La lisis del boton de leucocitos se realizé mediante la adicion de 886 pL
de NaCl (5 mM), mas 46 pL de SDS (10%) y 308 pL de NaCl (7 M) se
homogeniz6y centrifugé a 11,000 r.p.m. por 20 minutos a4°C.

o0

El sobrenadante se transfiri6 a un tubo falcon adicionando 3 mL de la

mezcla Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (25:24:1). Se mezclé y

centrifugd, posteriormente se transfirié la fase acuosa a un tubo falcon y se

precipitacion  aliciond 3 mL de lamezcla Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1), todos los

y lavado
\ del . iz i o
"™ pasos de centrifugacion fuerona 7,000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.

r/ Setransfirio la fase acuosa a un tubo falcon y se adicioné 3 mL de alcohol
CT T bisolucion isopropilico frio al 100%. Se mezcld por inversion y se centrifugd a 7,000
| del DNA

\ r.p.m. por 10 minutos. Se decantd el sobrenadante y se eliminé el etanol

Fiurs 9. Esuema el extagin residual utilizando un concentrador de vacio. EI DNA obtenido se

de DNA por la técnica de precipitacion
con sales y extraccion con fenol-cloro-
formo

resuspendié en 500 pL de agua estéril y se almacené a -20 °C hasta su

posterior utilizacion

a



5 Obtencidon de DNA por medio del Kit Comercial Aqua-Pure Bio-Rad®

Alicuota
de sangre

Lisis de
Eritrocitos

Lisis de
Leucocitos
Precipitacion
de proteinas

— g\ —3=— <1

X

Precipitacion
y Lavado
del DNA

Disolucion
del DNA

3} <3

Figura 10. Esquema de la extraccion
de DNA por la técnica del kit comercial
Aqua-Pure

EI DNA se extrajo a partir de una alicuota de 500 L de sangre periférica
utilizando el kit Aqua Pure de lamarca Bio-Rad"®.

La lisis de las células rojas se realiz6 por la adicion de 900 pL de la
solucion de lisis de células rojas (RBCL Solution). Se incubé a 37 °C por 10

minutos.

Después de la incubacion se centrifugd a 16,000 g por 1 minuto a
temperatura ambiente, el sobrenadante se decant6 y al botén de leucocitos se
le adiciond 300 pL de una solucidn de lisis (Genomic DNA Lysis Solution),
seincub6a37°C por 30 minutos.

Posteriormente se le adiciond al homogenizado 100 pL de la solucion de
precipitacion de proteinas (Protein Precipitation Solution) se homogenizé
por 30 segundos y centrifugd a 16,000 g por 1 minuto.

Se transfirid el sobrenadante a un tubo eppendorf'y se le adicion6 500 pL
de isopropanol frio al 100%, se mezcld por inversion y se centrifugé a 16,000

g por 1 minuto.

Se decantd el sobrenadante y se elimind el etanol residual utilizando el
concentrador de vacio. EI DNA se resuspendi6 en 200 uL de solucién de
hidratacion (DNA Hidratation Solution) y se almacené a -20 °C hasta su

utilizacién

Después de que se obtuvieron las muestras de DNA, se analizaron por
medio de un corrimiento electroforético utilizando geles de agarosa al 1%,
tefiidos con bromuro de etidio (10 Tg/mL) para verificar la integridad, la
purezay estimar la concentracion del DNA, mediante la fluorescencia de las

bandas.

™
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6 Amplificacion del fragmento de 738 pb y 452 pb
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Figura 11. Esquema de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA se amplifico por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se establecieron las condiciones empleando los
oligonucledtidos 5'-gatgctggttctctttgtgg y 5'-cccactatcaggaagatgag
que flanquean el gen PRNP que incluye el codén 102y 129, descritos
por Furukaway cols., en 1995, los cuales generan un producto de 738
pb el cual se empled para el analisis de RFLP’s, asi como los.
oligonucleotidos 5'-gatgctggttctctttgtgg y 5'-ggtaacggtgc atgttttcacg
que permiten flanquear un fragmento de 452 pb, el cual se empleo

para lareaccion de secuenciacion.

Para la reaccion de amplificacion se usaron 50 ng de DNA, 10
nmol/pL de cada uno de los oligonucledtidos, 10 pL de Master Mix
DNA polimerasa™ (Tag DNA polymerase, 1.5 mM MgCl,, 200 uM
de cadadNTP), en un volumen final de 30 pL.

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Applied
Biosystem 9700 (PE Biosystem®) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 10 min'y 30 ciclos a 94 °C, 60
seg, 56-60°C, 60segy 72°C, 2 min (Ellesy cols., 2004)

Los productos amplificados fueron resueltos en un gel de
agarosa al 2.5% incorporando previamente al gel bromuro de etidio
(10 pg/mL). Laelectroforésis se llevd a voltaje constante (100 V) por
30 minutos, el gel se flanqued con un marcador de DNA de peso
molecular (marcador VIII Roche). Y finalmente fueron analizados

en untransiluminador con luz UV.



7 RESTRICCION ENZIMATICA
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Figura 12. Esquema de la representacion del
corte con las enzimas de restriccion Dde I y Tai |

7.1.- Enzima de restriccion Ddel

(Desulfovibrio desulfuricans)

Los fragmentos de 738 pb fueron digeridos con la enzima de
restriccion Dde | utilizando 10 pL del producto amplificado de 738
pb, 3 U/uL de la enzima de restriccion Dde | (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pH 7.4, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 200 pg/mL BSAy
50% glicerol) y 2uL del amortiguador para la enzima de restriccion
10 X (50 mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM
DTT) llevando la reaccion a un volumen final de 25 pL e incubando

enun termomixer (Eppendorf®) a 37 °C por 16 horas.
7.2.- Enzima de restriccion Tai I (Thermus aquaticus)

La reaccion de digestion se realizd empleando: 10 pL del
producto amplificado de 738 pb, 3 U/pL de la enzima de restriccion
Tai | (10 mM Tris-HCI pH 7.4 a 25°C, 100 mM KCI, 1 MM EDTA, 1
mM DTT, 0.2 mg/mL BSAy 50% glicerol) y 2 uL del amortiguador
10 X (10 mM Tris-HCI pH 8.5, 10 mM MgCl,, 100 mM KClI,
0.1mg/mL BSA) se llevo la reaccion a un volumen final de 25 pLy

se incubd en un termomixer (Eppendorf®) a65°C por 2 horas.

Los productos digeridos se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 6% no desnaturalizante durante 2 % horas a 200 V.
El gel se flanqued con un producto sin digerir de 738 pb y con un
marcador de peso molecular (marcador VIII Roche®). El gel de
poliacrilamida se tifi6 en una solucion de bromuro de etidio (10
pg/mL) durante 10 minutos y los fragmentos de restriccion
generados con la enzima de restriccion se identificaron en un
transiluminador de luz UV

8



8 Purificacion del producto de 452 pb obtenido en PCR
utilizando el Kit comercial QIA-quick (QIAGEN®)

— Se realizd la purificacién del producto de PCR de 452 pb
Producto de
U PCR 452 pb empleando el kit de purificacion Qiagen®, de acuerdo a la metodologia
descrita por el proveedor.

Se adicionaron 5 volimenes del amortiguador PB (Binding

Buffer) por 1 volumen del producto de PCR, se homogenizé y

Transferencia
del prod. PCR

transfirié a una columna QIlA-quick con tubo colector, se centrifugo6 a
13,000 r.p.m por 1 minuto y se decantd el sobrenadante del tubo

colector.

Se adiciond 750 pL del amortiguador PE (Wash Buffer) y se

Lavado

del DNA centrifugd a 13,000 r.p.m por un 1 minuto, se decant6 el sobrenadante

del tubo colector y se centrifugd nuevamente a las mismas

condiciones.

Se coloco lacolumnaen un tubo eppendorfy se adicion6 20 pL del
Elusion amortiguador de elucion EB (Elution Buffer) en el centro de la
del DNA
membranay se centrifug6 a 13,000 r.p.m por 1 minuto Figura 13,

Se verificd laintegridad y cantidad del producto de PCR purificado

en un gel de agarosa al 2.5% con bromuro de etidio (10 pg/mL)

previamente incorporado. La electroforésis se realiz6 a voltaje
Product .
\ purificado constante (100 V) por 30 minutos. Los geles fueron flanqueados con un
\ marcador de peso molecular conocido (marcador VIII Roche®). Y

Figura 13. Esquema de la purificacion - finglmente fueron analizados en un transiluminador con luz UV.
de los productos de PCR mediante el

kit comercial QIA-quick



9 REACCION DE SECUENCIACION

Hidratacion de la
columna con agua
estéril

Eliminacion del
exceso de Agua

Producto de
secuenciacion

fr<d « SEhiefp=0

<

Transferencia
del producto
a la columna

Producto
purificado

Y+ =H

Figura 14. Esquema de la purificacion del producto
de secuenciacion mediante columnas Centri-Sep
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Figura 15. Esquema de la reaccion
de secuenciacion automatizada

Para la reaccion de secuenciacion automatizada se utilizd un
marcaje con fluorescencia utilizando el Kit de secuenciacion Big-Dye”
Terminator V3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystem® Foster CA,
USA).

Para la reaccion de marcaje se utilizaron 2 pL del producto
purificado de PCR de 452 pb, 1 uL del Big Dye®, 3.5 pL del
amortiguador 5 X del Big Dye® y 10 nmol/uL del oligonucleétido

sentido o antisentido llevando lareaccion aun volumen final de 20 L.

Lareaccion amplificacion se realiz6 en un termociclador 2720 (PE
Biosystem®), bajo las siguientes condiciones, una desnaturalizacion
inicial de 96 °C por 1 miny 25 ciclos a 95°C, por 30 seg, 50°C, 10 seg,
60°C, 4 minutosy 72°C, 1 minuto.

Las columnas Centri-Sep fueron previamente hidratadas durante 2
horas, eliminado el exceso de agua en un tubo colector centrifugando la

columnaa 3,000 r.p.m por 1 minuto.

Después de concluida la reaccion de marcaje los productos fueron
purificados a través de columnas Centri-Sep, colocando la columna en
un tubo eppendorf de 1.5 mL y adicionando la muestra en el centro de
lacolumnay centrifugando a 3,000 r.p.m por 1 minuto

Los productos purificados fueron secados en un concentrador de
vacio e hidratados con 20 pL de formamida ultrapuray posteriormente
desnaturalizados a 95°C por 3 min y analizados en un secuenciador
automatizado ABI PRIMS 3100 (Applied Biosystem®)

8



V. RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de sangre periférica del caso indice e individuos en riesgo que aceptaron participar
en el estudio asi como de aquellos pacientes con probable diagnéstico de enfermedad por priones,
fueron tomadas por un equipo medico especializado del instituto, siguiendo las guias publicadas por
la Organizacion Mundial de la Salud, para prevenir posibles contaminaciones por el material

biol6gico infectado.

Las muestras de los individuos del grupo control fueron tomadas de acuerdo a los protocolos de

tomade muestradel instituto previo consentimiento informado para ambos grupos.

Para la toma de muestra se trato de recolectar un volumen de 10 mL de sangre periférica, sin
embargo en algunos casos por edad, caracteristicas anatomicas y fisioldgicas de los individuos

enfermos s6lo se obtuvieron un volumen aproximado de 1 mL.

De la sangre periférica se obtuvo DNA por dos métodos, el método del kit comercial Aqua-Pure
que proporciona un método sencillo para la rapida purificacion a partir de un volumen de sangre
periférica de 300 L y el método de extraccién con fenol-cloroformo que ofrece una amplia gama de
aplicaciones, escalabilidad y bajo coste permitiendo aislar DNAa partir de un volumende 5 mL.

Se comprobd la pureza y la integridad del DNA obtenidos por medio de un corrimiento
electroforético utilizando geles de agarosa al 1% donde se observa en la figura 16 lacompactacion y

ladistancia de migracion del DNA.

1 2345678 910111213141516

DNA de alto
peso molecular

Figura 16. Gel de agarosa al 1%. Carril 1al 16 muestras la extraccion de DNA de alto peso molecular,

pureza e integridad por las dos técnicas empleadas.

é



El DNA de las muestras de pacientes e individuos en riesgo, asi como al grupo control se les
amplifico un fragmento del gen PRNP por PCR empleando los oligonucleétidos que flanquean el
marco de lectura abierta, que incluye el codén 102 y 129 los cuales generan un producto de 452 pb 'y
otro de 738 pb como se muestran en las en donde observamos las bandas de DNA con
altos rendimientos que fueron comparados con el marcador de peso molecular V111 para deducir el
tamafio aproximado de las mismas obteniéndose el amplificado deseado y no observandose otros
amplificados.

MVIl'T 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415
T ¥ B

14 ph

692pb

404pb

i--_—----—ﬂﬁl--—- 452 pb
242pb

. Gel de agarosa al 2.5% de los productos de amplificacion por PCR de 452 pb. Carril 1 marcador de

peso molecular V111, carriles 2 al 15 productos de PCR.

MviniT 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 1415
1114 pb.

692 pb. 738 pb

404 pb

22pb

. Gel de agarosa al 2.5% de los productos de amplificacion por PCR de 738 pb. Carril 1 marcador de

peso molecular V111, carriles 2 al 15 productos de PCR.

Al producto de PCR de 738 pb de las muestras de pacientes e individuos en riesgo se le hizo el
analisis de digestion enzimatica para determinar la mutacion en el codon 102 (P102L). Se observan
enla los productos digeridos con la enzima de restriccion Dde | la cual reconoce el sitio
palindrémico5'...C?TNAG...3'y genera 3 fragmentos de 513 pb, 133 pby 92 pbenlos carriles 3y 5,
9 al 12 y 14 al 16 de individuos sanos; cuando existe la mutacion se genera un nuevo sitio de
restriccion que produce 2 nuevos fragmentos uno de 361 pb y otro de 152 pb a partir del fragmento de
513pb dando asi un total de 4 fragmentos de 361 ph, 152 pb, 133 pb'y 92 pb como se ve en los carriles
4,6al8y13.

&
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Figura 19. Gel de poliacrilamida al 6% que muestra los productos digeridos con la enzima de restriccion Dde |I.
Carriles 1 y 18 marcador de peso molecular, carriles 2 y 17 producto de PCR no digerido (738pb), carriles 3, 5, 9-12,
14-16 muestras individuos homocigotos para el alelo prolina (P/P) generando los fragmentos 513, 133 y 92 ph.
La presencia de la mutacion genera un nuevo sitio de restriccion y se observa en los carriles 4, 6-8 y 13 en individuos

heterocigotos (P/L) que presentaron en uno de los alelos el aminoécido leucina generando los fragmentos 513, 361, 152, 133y 92 pb.

Al analizar los fragmentos y de acuerdo a la tabla 4 se pueden identificar individuos homocigotos

para el aminodcido prolina (P/P) o leucina (L/L), asi como individuos heterocigotos prolina/leucina
(P/L).

Tabla 4. Fragmentos generados con la enzima de restriccion Dde | para identificar individuos con
lamutacion P102L.

Homocigotos Heterocigotos Homaocigotos
Normal Normal/Mutado Mutado
513pb 513pb
361pb 361pb
152pb 152pb
133pb 133pb 133pb
92pb 92 pb 92pb




Para confirmar los resultados obtenidos fue necesario realizar un analisis por secuenciacion del
amplificado de 452 pb al cual se le hizo un paso de purificacion, y asi determinar con exactitud el sitic

de mutacion y descartar mutaciones no detectadas por RFLP’s.

Los electroferogramas de las y 21 confirman los resultados de aquellos individuos
homocigotos para el aminoacido prolina (P/P) e individuos heterocigotos (P/L), no encontrandose

individuos homocigotos para el aminoacido leucina (L/L).

240 250 260 270 280
C ACCCACAG TC AG TG G AAC A AG AGTAAGCCAAAAACTC

U i )

. Electroferograma de un individuo heterocigoto prolina leucina (P/L) en el recuadro se indica el codon

para la mutacion P102L donde existe el cambio del nucleétido citosina por timina (C-T).

El andlisis de restriccion mas el andlisis de los electroferogramas nos permitieron identificar la
mutacion P102L en 4 pacientes y 7 individuos en riesgo de la familia en el gen PRNP donde existe
una transversion de una citosina por timina (C? T) la cual modifica la secuencia de la proteina al

cambiar el aminoacido prolina por leucinaen aquellos individuos con lamutacion.

Previamente se habia reportado la mutacion P102L en una familia australiana y mas de 50
familias en el resto del mundo, esta mutacion se hereda en forma autosémica dominante y el fenotipo
clinico de la enfermedad se observan los cambios neuropatolégicos donde predominan las placas
amiloides y los cambios espongiformes en el cerebelo de los individuos afectados (Woulfe y cols.,
2005).

6



Para hacer el analisis de las frecuencias genotipicas del polimorfismo en el codén 129 (M129V)
del gen PRNP se emplearon las muestras de DNA de pacientes e individuos en riesgo y del grupo
control.

Se utilizo el fragmento de 738 pb para la digestion enzimatica empleando la enzima de restriccion
Tai I lacual reconoce el sitio palindrémico 5'... ACGT?...3' generando 2 fragmentos uno de 588 pb 'y
otro de 150 pb como se observa en los carriles 2 y 11 en individuos homocigotos para el aminoécido
metionina (M/M). El fragmento de 588 pb genera un nuevo sitio de restriccion dando un total de 3
fragmentos 366 pb, 222 pb y 150 pb como se ve en los carriles 4 y 8 para aquellos individuos
homocigotos para el aminoacido valina (V/V) y la combinacion de los fragmentos de 588 pb, 366 pb,
222 pby 150 pb para individuos heterocigotos para los aminoacidos metionina-valina (M/V) como se
observaenloscarriles 3,5,7,9,10,12y13dela yenelresumendela

123 456 78 910 1112 1314

- - — L - -

738 pb > = <« 738

588pb — e u‘n A «—— s
-

366 pb — RN KN e <«4——— 366pb
L

222 pb —Pp L <—— 22pb
il

150 pb —fp Wl e et W 8 <— 150pb
ol
"

. Gel de poliacrilamida al 6% que muestra los productos digeridos con la enzima de restriccion Tai I.
Carril 1y 14 producto no digerido de 738 pb, carril 6 marcador de peso molecular, carril 2'y 11 muestra los fragmentos
generados de 588 y 150 pb para un individuo homocigoto metionina (M/M), carril 3, 5, 7, 9, 10, 12 y 13 muestras
los fragmentos generados de 588, 366, 222 y 150 pb para individuos heterocigotos (M/V), carril 4 y 8, individuos

homocigotos para el aminoacido valina (V/V) los cuales generan los fragmentos de 366, 222 y 150.

&



Tabla 5. Fragmentos generados con laenzima Tai | para identificar el polimorfismo M129V

Homocigotos Heterocigotos Homocigotos
Para Metionina Para Metionina-Valina Para Valina
(M/M) (M/V) (VIV)
588 pb 588 pb
366 pb 366 pb
222pb 222pb
150pb 150pb 150pb

La confirmacion de nuestros resultados de PCR-RFLP's se realizo mediante la secuenciacion del
fragmento purificado de 452 pb. Las figuras 23, 24, 25 muestran la secuencia de los
electroferogramas del polimorfismo en el codén 129 de aquellos individuos homocigotos para el
aminoacido metionina (M/M) y el homocigoto valina (V/V) donde se observa el cambio de una
transicion del nucleétido adenina por guanina (A? G)y unadoble bandaen el individuo heterocigoto
metionina-valina (M/V).

350 360 370 380
G G G C C T TG6 6 C G G C TAC/ aAaToGE C TG G 6 A AG TGEC C

Figura 23. Electroferograma de un individuo homocigoto para el aminoécido metionina (M/M).

360 310 380
6 66 cCC T T6G6¢C 66 ¢ TAC N TG C T6 6 6 AAG TGC C

Figura 24. Electroferograma de un individuo heterocigoto para el aminoacido metionina-valina (M/V).

350 360 380
T6 6 6 AAG TGC C

Figura 25. Electroferograma de un individuo homocigoto para el aminoacido valina (V/V).



Se determind asi la frecuencia genotipica del polimorfismo M129V encontrandose un promedic
del 37%, 51% y 12% para el genotipo M/M, M/V 'y V/V respectivamente en individuos del grupo
control, asi como un promedio de 23% M/M 54% M/V'y 23% V/V en pacientes e individuos con la

mutacion e individuos en riesgo como se muestraen la

. Distribucion del genotipo M129V vy la frecuencia del alelo metionina en la muestra

estudiada
GENOTIPOS . o - .
N Frecuencia Frecuencia
MM MV v Alelo Met Alelo Val
% % %

Pacientes +
Individuos con 11 455 54.5 0 0.73 0.27
la mutacion

Individuos en
riesgo

Grupo control 100 37 51 12 0.625 0.375

La frecuencia para el alelo metionina en el grupo control se calculé con la ecuacién de Hardy-
Weinberg y fue de 0.625 mostrando similitud a las reportadas en poblaciones como Alemania 0.620,
Grecia 0.636, Espafa 0.653 entre otras que pertenecen a la region europea, no asi con las poblaciones
asiaticas (Geldermann y cols., 2006; Scholz y cols., 2005; Martorell y cols., 2006; Jeong y cols.,
2005). Con respecto a la frecuencia del alelo valina en otras poblaciones y la muestra estudiada se
encontré una baja frecuencia de este genotipo igual que en las poblaciones europeas como se muestra
enla

La enfermedad de GSS esta ligada al polimorfismo en el coddn 129 que puede influir en el
fenotipo del padecimiento, esta asociacion fenotipo-genotipo muestra una heterogeneidad en la
presentacion de la sintomatologia en individuos afectados como por ejemplo la homocigocidad para
el alelo metionina, el inicio de la enfermedad es con ataxia mas que demencia, estudios previos
asocian al alelo metionina y el genotipo M/M con la enfermedad de CJD; cuando se analiza el
polimorfismo del codon 129 existen diferencias en caracteristicas patologicas, edad de inicio y

duracién de laenfermedad.
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. Frecuenciadel polimorfismo M129V en diferentes poblaciones estudiadas

Pais N GENOTIPOS Het % Frec. Referencia
MM MV \A% AleloM
133 56 65 10 48.9 0.665
125 55 49 21 39.2 0.636 Scholz y cols., 2005
142 70 52 20 36.6 0.676
318 140 150 28 47.2 0.676 Del Bo y cols., 2006
46 15 27 4 58.7 0.620 Geldermann y cols 2006

1374 606 639 129 46.5 0.674 Lucotte y cols., 2005

502 214 228 60 45.4 0.653 Martorell y cols., 2007
272 139 113 20 41.5 0.718 Labatte y cols., 2007
529 449 29 1 5.5 0.971 Jeong y cols., 2005
100 37 51 12 51 0.625 Este estudio

Se realiz6 el andlisis de segregacion en 4 generaciones (4 pacientes y 39 individuos en riesgo de
un total de 150 individuos) para la mutacion P1O2L y el polimorfismo M129V en la familia estudiada
mediante una genealogia observandose en la que el alelo metionina ésta acoplado a la
mutacion, ya que todos los individuos afectados, asi como los individuos en riesgo lo portan. En
cuanto a la relacion genotipo-fenotipo no muestra diferencia con otros casos documentados en la

literatura.

La forma de herencia observada en el arbol genealdgico es autosomica dominante ya que los
pacientes de esta familia heterocigotos para la mutacién P102L tienen acoplados el alelo metionina,
observandose mas de un miembro afectado en las generaciones posteriores, al igual que otros
miembros de esta familia los cuales heredan el polimorfismo del alelo metionina que es un factor de
riesgo para esta enfermedad.



I %—’—%

i MV MV §

MV % MV

:
MM

Anélisis de segregacion en la familia estudiada. Arbol genealégico que muestra la segregacion de la mutacion en la familia.

\

N g@lg& §1 R
& T i

Vi

Solo se indican aquellos pacientes e individuos con la mutacion por ser los mds importantes para determinar la segregacion.
La simbologfa utilizada es de rombo para la confidencialidad de los individuos en estudio, el rombo en negro con la diagonal indica individuo afectado

que ha fallecido, el rombo con la diagonal indica individuo fallecido y el nimero en el rombo indica nimero de individuos o hijos.

A pesar de que las enfermedades pridnicas son muy raras siguen siendo un enigma para la
biologia por su peculiar caracteristica de ser hereditarias, transmisibles y esporadicas, y de los
multiples estudios realizados a la fecha y que dos investigadores Gajdusek (1976) y Prusiner (1997)
han recibido el premio Nébel por sus investigaciones sobre este tema, todavia desconocemos el
mecanismo exacto por el cual la proteina prién anormal induce la formacion de la proteina prién

normal.

En nuestro pais no hay estudios que determinen los diferentes genotipos del polimorfismo en el
codon 129 y mutaciones en el gen de la proteina prién, por lo que constituye una aportacion
importante para el diagnostico de estas enfermedades, y pueda ofrecer como una prueba diagnostica

enel Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.



V1. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Se identifico la mutacion P102L en el gen PRNP de la proteina prionen 11 de 52
individuos de la familia en estudio no es una mutacion nueva y se encuentra

reportaday condiciona a la enfermedad de GSS.

Se determind la frecuencia del polimorfismo M129V del gen de PRNP en una
muestra de la poblacion mexicana mestiza con una heterocigocidad del 53%

similar a las reportadas en otras poblaciones.

Se confirma mediante la segregacion del polimorfismo M 129V en 4 generaciones
que el alelo metionina esta acoplado a la mutacion P102L por lo cual se considera
como un factor de riesgo que permite se manifieste la enfermedad de Gerstmann

Stratissler Scheinker en esta familia.
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