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INTRODUCCION

NEURODEGENERACION CON ACUMULO CEREBRAL DE HIERRO

La neurodegeneracion con acumulo cerebral de hierro (NACH) comprende un
amplio grupo de enfermedades neurodegenerativas, genéticamente heterogéneas,
caracterizadas por la acumulacion progresiva de hierro en los ganglios basales (mas a
menudo en el globo pélido y sustancia negra) y en el nacleo dentado del cerebelo.
Frecuentemente se observa ademas atrofia cerebral generalizada y cerebelosa. Las
manifestaciones clinicas de esta entidad son distonia progresiva, disartria, espasticidad,
parkinsonismo, degeneracion retiniana y atrofia Optica; la presentacion clinica varia
fenotipicamente desde datos de neurodegeneracion de inicio temprano y mortalidad
prematura hasta la presentacion de parkinsonismo-distonia en la edad adulta *.

Existen nueve genes reconocidos asociados a NACH. Se atribuye el 40% de la
NACH, a la neurodegeneracion asociada (NDA) a deficiencia de pantotenato cinasa 2,
por mutaciones en el gen PANK2 (pantotenato cinasa 2), el 20% a la
neurodegeneracion asociada a PLA2G6, por mutaciones en el gen PLA2G6 (fosfolipasa
A2 del grupo 6), el 8% a la neurodegeneracién asociada a proteina de membrana
mitocondrial (NDA proteina MM)g, por mutaciones en el gen C19orfl2 (marco de lectura
abierto 12 del cromosoma 19), el 2% a la neurodegeneracion asociada a hélice beta,
por mutaciones en el gen WDR45 (dominio de repeticion WD 45), y el 30% restante
engloba entidades poco frecuentes como la aceruplasminemia, neuroferritinopatia,
sindrome de Kufor-Rakeb, neurodegeneracion asociada a hidroxilasa de acidos grasos
2 (FA2H), sindrome de Woodhouse-Sakati, y los casos idiopéaticos en los que no se ha
identificado etiologia. La mayoria de estos trastornos tienen un modo de herencia
autosémico recesivo (AR), a excepcion de 2 entidades la neurodegeneracion asociada
a hélice beta, como modo de herencia ligado al cromosoma X (LX) y la
neuroferritinopatia con modo de herencia autosémico dominante (AD). (Figural)
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Figura 1. Gréfica de NACH

NEURODEGENERACION ASOCIADA A DEFICIENCIA DE
PANTOTENATO CINASA

Anteriormente conocida como enfermedad de Hallervorden-Spatz, OMIM# 234200,
la neurodegeneracion asociada a deficiencia de la enzima pantotenato cinasa, PKAN
por sus siglas en inglés, es una afeccion autosomica recesiva. Esta patologia se ha
observado en todas las razas y tiene una frecuencia similar en ambos sexos, su
prevalencia estimada es de aproximadamente 1 a 3 por millén, con una frecuencia del
heterocigoto de 1/275 a 1/500, en la poblacién general. Es la forma mas frecuente de
neurodegeneracion con acumulo cerebral de hierro (NACH), caracterizandose por
alteraciones del movimiento (distonia, rigidez y coreoatetosis), disartria, deterioro
cognitivo y retinitis pigmentosa, asi como degeneracion por acumulo de hierro en el
globo pélido y la sustancia negra y niveles normales de este metal en sangre y liquido
cefalorraquideo 3. En 2001 Zhou et al, demostraron que la PKAN era causada por
mutaciones en el gen PANK2 (pantotenato cinasa 2), localizado en el locus 20p13.2 4,
aproximadamente un 15% de los casos son esporadicos.




Historia

La enfermedad fue descrita en 1922, por los neuropatélogos alemanes Julius
Hallervorden y Hugo Spatz, en cinco hermanos que presentaban distonia,
coreoatetosis, espasticidad y demencia precoz?. Dichos médicos fueron desacreditados
posteriormente por su participacion en crimenes de guerra nazi; la evidencia disponible
indica que ambos aprobaron los programas de eutanasia masiva de sujetos
"defectuosos” fisica y mentalmente en los centros de concentracion bajo el poder de
Adolfo Hitler, aceptando cerebros para su estudio. Por lo anterior el sindrome de
Hallervorden-Spatz fue renombrado, después de la identificacion del gen responsable,
con el nombre de neurodegeneracion asociada a deficiencia de pantotenato cinasa 2 3.

Clinica

Existen dos formas clinicas de esta enfermedad, basadas en la edad de inicio y la
progresion de la enfermedad: una forma clasica y una atipica. (Tabla 1).

Ve yo

Tabla 1. Caracteristicas clinicas del fenotipo clasico y atipico

| Coractorisfss | Clasica | Atipica |
1°década (34 afios)  2° 0 3° década (13.6 afios)
Alteraciones de la marcha Alteraciones del lenguaje
Rapida Lenta

10-15 afios del inicio 15 a 40 afios del inicio

+ :

70% 30%

+ +

+ :




Forma Clasica

Dos tercios de los pacientes con PKAN tienen un fenotipo clasico, el cual se
caracteriza por ser rapidamente progresivo, de aparicion temprana, por manifestaciones
principalmente extrapiramidales (rigidez, distonia y coreoatetosis) asi como disartria.
Los sintomas se inician en la primera década de la vida, alrededor de los 3 a 4 afios, la
mayoria de los casos (90%) antes de los 6 afios, pero hay una gran variabilidad en la
edad de presentacion (con un intervalo de 6 meses a 12 afios) 5.

Los nifios afectados son a menudo considerados como dispraxicos o "torpes” antes
de que se haga evidente la afecciéon neuroldgica é.La mayoria inicia con problemas en
la marcha o la postura, secundarios a la distonia; algunos nifios tienen retraso en el
desarrollo, principalmente motor, aunque puede ser un retraso global. Un estudio en 16
nifos y adultos con PKAN mostré un coeficiente intelectual muy variable, el cual iba
desde muy por debajo de la media hasta medio alto. La edad de comienzo tuvo una
correlacion inversa con la discapacidad intelectual (mayor deterioro cognitivo en el inicio
mas temprano) 8. Sin embargo, un andlisis reciente de la funcién cognitiva en una serie
de 7 nifios con diagndstico confirmado de PKAN clasico, tratados con estimulacion
cerebral profunda sugiere que el declive cognitivo podria ser sobrestimado por las
dificultades para acceder a la informacion debido a la gravedad de sus deficiencias
motoras °. Otra caracteristica observada es el trastorno de hiperactividad con déficit de
atencién (TDAH), el cual se diagnostica generalmente antes del reconocimiento del
sindrome como enfermedad de base & °.

Los sintomas extrapiramidales predominan en el curso de la enfermedad. De éstos,
la distonia es la manifestacion extrapiramidal mas frecuente (87% de los casos) y de
aparicion temprana. La distonia craneal y de las extremidades es la mas comdun,
pudiendo provocar dafio recurrente de la lengua y fracturas no traumaticas de huesos
largos, respectivamente. Algunos signos del tracto corticoespinal también son comunes
e incluyen espasticidad, hiperreflexia y respuesta plantar extensora positiva. Las
convulsiones, y el parkinsonismo son raros ’.

La mayoria de los pacientes (75%) presentan retinitis pigmentosa 2 y pueden
desarrollar cataratas como complicacién de la misma. La degeneracion retiniana tiene
un curso clinico tipico caracterizado por nictalopia (ceguera nocturna) seguida por la
pérdida progresiva de la vision periférica. La evaluacién con electro-retinograma con
frecuencia detecta cambios retinianos en etapas asintomaticas 7. Otras alteraciones
en los pacientes con PKAN se observan en los estudios de motilidad ocular, en donde
se muestran hipometria (produccion de movimientos de amplitud disminuida) y
alteracion de los movimientos sacadicos. Un estudio realizado en 10 pacientes con




PKAN mostré que ocho tuvieron reacciones pupilares lentas con paralisis bilateral de
una region del iris y pérdida irregular del borde pupilar, similares a la pupila de Adie
(desorden neuroldgico del sistema nervioso auténomo) 1°.

La historia natural de la PKAN clasica se caracteriza por periodos de estabilidad
clinica que duran meses o incluso afos, intercalados con periodos de rapido deterioro
neuroldgico, en los que existe una mayor gravedad de los sintomas tanto
extrapiramidales como del tracto corticoespinal; dicho periodo de exacerbacion dura de
uno a dos meses. La infeccion u otras causas de estrés catabdlico no parecen precipitar
estos periodos de declive. La mayoria de las personas (85%) se convierten en no
ambulantes dentro de los 10 a 15 afios del inicio de la enfermedad®’. Las
complicaciones en etapas posteriores incluyen disfagia, reflujo gastroesofagico y
estreflimiento, por lo que los pacientes normalmente no sobreviven mas alla de los 20
afios después del inicio de los sintomas. La muerte suele ser secundaria a
complicaciones cardiorrespiratorias, a los efectos nocivos secundarios de la
desnutriciéon y en raras ocasiones por estado distonico permanente 5611,

Forma Atipica

La PKAN atipica representa alrededor del 25% de los casos, no se presenta sino
hasta la segunda o tercera década de la vida, con una edad media de 14 afios®’. Las
caracteristicas clinicas son mas variadas que las que se observan en la enfermedad de
aparicion temprana, con progresion mas lenta que la del tipo clasico.

Los primeros sintomas incluyen trastornos de la marcha, defectos del habla como
palilalia, taquilalia o disartria. Casi un tercio de los casos manifiestan problemas
psiquiatricos del tipo inestabilidad emocional, cambios de personalidad, agresividad,
impulsividad, trastorno obsesivo-compulsivo, depresion, y en algunos pacientes
demencia frontotemporal desde el inicio de la enfermedad. El deterioro cognitivo puede,
incluso, ser el sintoma de presentacion en los casos atipicos de aparicidn tardia. Han
sido también descritos en estos pacientes los tics motores y vocales sugerentes de
sindrome de Tourette 35611,

La mayoria de los pacientes con PKAN atipico desarrollan con el tiempo un fenotipo
extrapiramidal, siendo la distonia menos grave que la observada en la forma clasica 2.
Los individuos con PKAN atipico rara vez tienen evidencia de un trastorno del
movimiento como presentacion inicial, aunque hay pacientes reportados que iniciaron
con acinesia pura del adulto *?, parkinsonismo de inicio temprano #, distonia focal de la




mano y distonia intermitente grave*. En este grupo de pacientes también se han
observado frecuentemente signos del tracto corticoespinal y congelacion de la marcha
(periodos transitorios en los cuales la actividad voluntaria que se esta realizando es
interrumpida).3

La retinitis pigmentosa también se presenta en la forma atipica, aunque es menos
frecuente que en la forma clasica de la enfermedad. La PKAN atipica es menos
agresiva que la forma clasica, con conservacion de la marcha aun en la edad adulta;
cuando hay pérdida de la marcha, ésta ocurre en los 15 a 40 afios del inicio °.

El fenotipo clinico de los pacientes con mutaciones en el gen PANK2 es
heterogéneo y de expresividad variable. Con el propésito de definir este aspecto del
sindrome se realiz6 una busqueda intencionada de todos los casos reportados en
pubmed, introduciendo como palabras clave: “PANK2 human mutation”. Se revisaron
cada uno de los articulos disponibles, eliminandose aquellos casos que no tenian edad
de inicio de la sintomatologia o en los cuales no estaba especificada de manera clara la
presencia de la mutacion en PANK2. Al finalizar la busqueda se incluyeron 195 casos,
de los cuales 106 se clasificaron con fenotipo clasico y 89 con fenotipo atipico; en estos
195 casos esta incluida la serie de pacientes descrita por Hayflick et al 3, de la cual se
obtuvieron las frecuencias de los sintomas para el fenotipo clasico y atipico que hasta
ahora se reconocen y que son citadas en diversas publicaciones. (Tabla 2). La
informacion sobre la frecuencia de los sintomas con los cuales debutan ambos
fenotipos, estan basadas en 57 casos, 34 con fenotipo atipico y 23 con el clasico,
debido a que no todos los reportes cuentan con dicha informacion.




Tabla 2. Recopilacion de caracteristicas clinicas en casos reportados

e Clasico n=106 Atipico N=89
Caracteristicas

Edad de inicio (afios) 4.47 (0.5-12) 23 (1-51)
Alt. de la marcha 60.86 14.23

__RPM_ EEEEANE 0

Sintoma imicial  Distonia___[IEEEX 30.2
intoma Inicia initi

0 34.72

0 11.8

0 277
| Distonia 78.5 72
12.5 21.19
0 25.3
15 29.22
22.5 20.44
74 39.63
61.5 27.67
2.5 0
47.5 45.13
12.5 0
47 18.86
10 19.48
60.25 10.21
5.25 0
15 4.25
| Disfagia 15 13.2
12.75 8.45
100 93.61

Las alteraciones neuroftalmolégicas como son la formacion de espiculas, la
atenuacion de vasos retinianos y depdsitos globulares de color amarillo-blanquecinos
se han correlacionado histopatolégicamente con la degeneracién de los fotorreceptores,
con un marcado adelgazamiento de la capa exterior de la retina, acumulacion de
melanina y lipofuscina, el acumulo de esta ultima ocurre por el aumento en la
peroxidacion lipidica . De acuerdo con estas observaciones, las anormalidades




electrorretinograficas van desde una leve disfuncion de conos hasta una grave
disfuncién de conos y bastones 101320 (Figura 2)

Figura 2. Paciente con PKAN: fondo de ojo con retinitis pigmentosa

Los sintomas psiquiatricos que acompafan al trastorno, como sucede en otras
enfermedades neurodegenerativas, tienen una correlacion con la afeccion de los
ganglios basales por varias razones 21?8, |la principal se debe por las interconexiones
reciprocas entre los I6bulos frontales, ganglios basales y cerebelo?%0.

Resonancia Magnética Cerebral

La correlacién entre la RM y los hallazgos neuropatolégicos se describié por
primera vez en 1983 6. La acumulacién de hierro cerebral es radiolégicamente
identificable, siendo la RM cerebral una herramienta de diagndstico importante y un
procedimiento esencial para el diagnéstico de los trastornos de NACH °, pudiendo
también contribuir a distinguir las diferentes formas de NACH 3,

El depdsito de hierro aparece como una imagen de reduccién en la intensidad de la
sefal (hipointensidad) en T2, secuencias FLAIR y SWAN en el globo palido y la
sustancia negra L. El hierro cerebral también aparece como reduccion de la densidad
en la tomografia computarizada (CT).

El caracteristico signo de "ojo de tigre" en la RM en T2, corresponde a una sefal
hiperintensa central rodeada por un borde de hipointensidad en el globo palido. El punto
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brillante en la parte anterior/medial del globo palido representa un dafio agudo del tejido
neuronal representado por la acumulacion de edema en un inicio y gliosis (proliferacion
de astrocitos en regiones lesionadas del sistema nervioso central) en etapas
posteriores; mientras que la sefal hipointensa en el tejido circundante se debe al hierro
extracelular acumulado. Esta acumulacion estéa relacionada con la deficiencia de la
enzima pantotenato cinasa mitocondrial, lo cual conduce a la acumulacién de N-
pantotenoilcisteina y N-pantoteina que inducen dafio celular debido a peroxidacion de
lipidos por la produccién de radicales libres 312, Ademas la cisteina quela al hierro y
forma un complejo (hierro-cisteina) que sufre auto-oxidacién. Estos procesos son
responsables tanto del acumulo de hierro como de la destruccion de las membranas
celulares 3141 (Figura 3)

Figura 3. RM cerebral de paciente con PKAN en donde se observa la imagen
caracteristica de “ojo de tigre” (sefialada por flechas).

Hay al menos 7 casos reportados con mutacion positiva en PANK2 y ausencia del
signo del “ojo de tigre” 36:37. Existen otros 2 articulos en los que se afirma que el signo
estaba ausente pero una exploracion posterior mostré una hiperintensidad central,
rodeada de una ligera hipointensidad en el globo palido (Hayflick y Westaway 34 Zolkipli
et .al 36). Otros dos casos presentaban el signo inicialmente y este desaparecié con el
tiempo 37, dicho fenémeno podria explicarse por una acumulaciéon secundaria de los
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depdsitos de hierro que oscurecen la hiperintensidad central del globo palido. De
acuerdo con la literatura, el “ojo de tigre” puede no ser completamente visible en las

etapas posteriores de la enfermedad, sin indicar necesariamente un curso devastador
42-45

La especificidad de este signo neurorradiolégico ha sido puesta en duda 546,
documentandose la presencia del “ojo de tigre” en otras enfermedades
neurodegenerativas como la degeneracién ganglionar cortico-basal 4/, la atrofia
multisistémica #8, la neuroferritinopatia 483! y la paralisis supranuclear progresiva °.

Aunque la mayoria de los individuos con mutaciones en PANK2 tiene este signo
radiolégico 3, ciertamente no es patognomoénico de PKAN 3650 Sj bien es util para el
diagndstico, debe ser interpretado correctamente en el contexto clinico 5.

Neuropatologia

Los analisis morfoldgicos e histoquimicos de tejidos cerebrales de pacientes con
PKAN muestran degeneracion, caracterizada por pérdida neuronal y pigmentacion
marron asociada al exceso de hierro, en mayor grado, se afectan el globo palido y la
sustancia negra, y en menor medida, las estructuras adyacentes como el putamen, la
capsula interna y la materia blanca subcortical 5. El hierro se deposita en el citoplasma
de las neuronas, la glia y los macréfagos, sobre todo en las células localizadas
perivascularmente. Ademas se puede observar un aumento de forma difusa en el
neurdpilo del globo palido, siendo notable esta especificidad, a pesar de la expresion
ubicua de la pantotenato cinasa 2 y la funcibn metabdlica central de la coenzima A
(Figura 4). Los macrofagos cargados con hierro son predominantes en todos los casos,
lo que sugiere un intento de eliminar el hierro del parénquima cerebral 2.

Otro hallazgo es la presencia de esferoides neuroaxonales, que representan una
forma no especifica de la degeneracion axonal. A pesar del grado de
neurodegeneracion que esta presente, hay muy poca respuesta inflamatoria ademas de
los infiltrados de macrofagos que contienen hierro; tanto la astrogliosis como la
activacion microglial estan limitadas 2.
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Figura 4. Autopsia cerebral de paciente con PKAN, en la que se observa de color
marrdn los ganglios basales (sefialados con flechas) lo cual corresponde al acimulo de
hierro

Gen PANK?2

En los seres humanos hay tres genes que expresan cuatro isoformas de PANK
cataliticamente activas: PANK1a, PANK13, PANK2 y PANK3. PANK1a y PANK1(
surgen a partir del gen PANK1 por corte y empalme alternativo °3. El gen PANK2
codifica una proteina de localizacién mitocondrial >*°> y PANK3, que codifica una sola
isoforma citosdlica. Todas estas isoformas de PANK comparten un ndcleo catalitico
comun altamente homodlogo que esta compuesto por 355 aminoacidos (83% del total).
PANK1B y PANK3 consisten en un solo ndcleo catalitico, mientras que PANK1a y
PANK2 tienen ademas un dominio regulador %4 El dominio NH2-terminal de PANK2
incluye una sefial de orientacion mitocondrial, que se elimina de forma proteolitica
concomitantemente con su localizaciéon en la mitocondria®-8, Un cuarto gen, PANKA4,
codifica una proteina con secuencia similar a las otras PANKs, pero que carece del
residuo de glutamato, esencial para la actividad catalitica de la enzima, y que tiene un
largo extremo carboxilo-terminal de funcién desconocida °°. Una caracteristica comun
de todas las proteinas PANK es que son inhibidas por tio-ésteres de coenzima A (CoA),
sin embargo, las isoformas se distinguen por sus sensibilidades individuales a éstos.

La PKAN es un error innato del metabolismo de la vitamina B5, también conocida
como pantotenato, micronutriente requerido para la produccion de la coenzima A en las
células. La vitamina B5 estd presente en una variedad de fuentes de la dieta,
incluyendo granos enteros y carne, se procesa en el intestino donde es absorbida por
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las células endoteliales a través de un transportador multivitaminico dependiente de
sodio, que luego pasa a la sangre para su entrega al resto del cuerpo 569, A nivel
celular, el pantotenato es fosforilado por la enzima pantotenato cinasa, la primera etapa
reguladora en la sintesis de la Co0A, conjugandose después con cisteina;
posteriormente se descarboxila y se conjuga con un grupo adenosil, fosforilandose de
nuevo para convertirse en coenzima A, por lo que la CoA se deriva de la vitamina B5
(pantotenato), cisteina y ATP 6162, E| paso limitante clave en esta via es la velocidad de
la fosforilaciéon de pantotenato por la enzima pantotenato cinasa 2.5263,

La coenzima A es un cofactor esencial que interviene en una multitud de reacciones
metabdlicas oxidativas y sintéticas, incluyendo las implicados en el ciclo del acido
tricarboxilico, en la sintesis de esteroles, &cidos biliares, &cidos grasos, del grupo hemo,
aminoacidos, la oxidacién de acidos grasos y la lipdlisis, entre otros procesos. La
actividad de pantotenato cinasa 2 esta regulada negativamente por la palmitoil-CoA y la
acetil-CoA, y estimulada por palmitoilcarnitina 646° (Figura 5).

Acylcarnitine

Acidos grasos |

CicloTCA |
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Cofactor |

Figura 5. Localizacién de PANK2 y funcién en la biosintesis de la CoA
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La PANK2 humana se distribuye tanto en el niicleo como en las mitocondrias®6-°8,
sin conocerse la localizacion precisa dentro del compartimento mitocondrial, aunque se
ha propuesto que PANK2 pueden estar situada en el espacio intermembranal para la
interaccion con la cadena larga de acil-carnitinas en su sitio de sintesis y posteriormente
permitir la salida del producto fosforilado (fosfopantotenato) al citosol, donde se
encuentran el resto de las enzimas de la biosintesis de la CoA 56 |La PANK2 se
encuentra tanto en la mitocondria como en el nucleo durante todo el ciclo celular, con la
excepcion de la fase G2/M cuando PANK2 se limita exclusivamente a la mitocondria. La
enzima PANK2 se trasloca desde el nucleo a la mitocondria debido a la secuencia
amino-terminal de 29 aminoacidos que le sirve de sefializacién. Dicha sefial esta
presente en la proteina de localizacion nuclear pero no en la proteina mitocondrial,
debido a una escisién proteolitica en el residuo 141°%6% durante su entrada por dicho
organelo, dando lugar a una proteina de aproximadamente 48 kDa®t. La PANK2
madura es una proteina soluble, sus residuos 211-570 se encuentran en el nucleo
catalitico y de éstos, el segmento que comprende del residuo 517-525 VVFVGNFLR es
altamente conservado y es esencial para la actividad de PANK257: 84, (Figura 6)

PANK2

|E"°” 328 353 254 177 124 127 610

N Intermediate  PREQUIAION Catalytic

13 14] 212 570

Figura 6. Gen y proteina PANK2
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La localizacion de PANK2 en el nucleo plantea la interesante cuestion de si las
mutaciones asociadas con la enfermedad de PKAN pueden afectar la funcién nuclear
en lugar de, o ademés de, su papel propuesto en la homeostasis de la CoA mitocondrial
85, Recientemente, se ha planteado la hipétesis de que la disminucién de la CoA tiene
un efecto perjudicial sobre la acetilaciéon de histonas y tubulina, lo que contribuye al
fenotipo neurolégico de la PKAN 64,

El vinculo entre PANK2 y el metabolismo de hierro es en gran medida un
enigma. La enzima PANK2 no se espera que utilice el hierro como un cofactor, ni el
hierro parece estar involucrado en las otras etapas de la ruta de biosintesis de la CoA.
Sin embargo, una deficiencia de PANK2 puede causar acumulacion de cisteina y la
cisteina puede actuar como un ligando de hierro, provocando la acumulacion del mismo
0, Alternativamente, un efecto negativo sobre la sintesis de la membrana causada por
una deficiencia de CoA puede conducir indirectamente a alteraciones en la homeostasis
del hierro y/o al estrés oxidativo 3?; aunque aun no esta claro como los defectos en el
metabolismo de lipidos podrian causar la acumulacion de hierro en el cerebro. La
evidencia reciente ha sugerido que la desregulacion de ferroportina, el exportador
celular de hierro unido a la membrana, esta relacionada con una deficiencia de PANK2
al menos en algunos tipos de células . El estrés oxidativo esta asociado con la
disfuncién de las mitocondrias y del reticulo endopldsmico, provocando induccién de la
apoptosis y un mal plegamiento proteico en las neuronas. El dafio inducido por la
regulacion deficiente de hierro puede conducir, o al menos contribuir, a la
neurodegeneracién, en particular, en las neuronas dopaminérgicas de los ganglios
basales. Estas células son conocidas por tener la cantidad méas alta de hierro en el
interior del sistema nervioso central y es un sitio de acumulo de hierro durante el
envejecimiento natural "3,

Mutaciones en el gen PANK?2

Se han identificado mutaciones en los siete exones del gen PANK2 3711 A nivel
mundial, la transicion 1561G>A, una mutacion en sentido erréneo, es la causa mas
comUn (25%) y los homocigotos para esta mutacion tienen un cuadro clasico’. Las otras
mutaciones mas comunmente identificadas son 1583C>T y 1351C> T. Existen multiples
mutaciones que son especificas y "privadas" para cada familia. Hasta la fecha, se han
registrado mas de 130 mutaciones (HGMD ® Professional). La mayoria de las cuales
son mutaciones en sentido erréneo y sin sentido, el 27% son pequefias y grandes
inserciones/deleciones, y el 1% son mutaciones en los sitios de corte y empalme.
Alrededor de dos tercios de los pacientes son heterocigotos compuestos para
mutaciones nulas (aquellas que producen una proteina truncada, con pérdida de la
funcion enziméatica) de sentido erroneo, en estos casos el curso de la enfermedad suele
ser atipico.
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No se ha observado una clara correlacion genotipo-fenotipo, aunque en general se
ha establecido que la cantidad de actividad enzimatica residual de la pantotenato cinasa
mutada influye sobre la gravedad de la enfermedad, observandose en los individuos
homocigotos para mutaciones nulas (sin sentido y de cambio de marco de lectura) un
inicio temprano, un cuadro mas grave y una evolucion de la enfermedad rapidamente
progresiva’; mientras que los de inicio tardio son individuos con mutaciones que
involucran sustituciones de aminoacidos, las cuales dejan una actividad enzimatica
residual 3. De acuerdo con los modelos estructurales de proteina, las mutaciones de
sentido errobneo que alteran un residuo sobre la superficie del péptido, mantienen la
actividad enzimatica de la proteina. Otras mutaciones dan lugar a proteinas truncadas
que mantienen o reducen solo parcialmente la actividad enzimética o desestabilizan y
promueven la degradacion proteica 3. Por otro lado, existen mutaciones cuyos niveles
de actividad enziméatica de la pantotenato cinasa son aln mas altos en comparacion
con los controles homocigotos silvestres, lo cual indica una heterogeneidad bioquimica
y metabdlica entre los pacientes PKAN que sugiere un mecanismo compensatorio,
todavia desconocido, posiblemente ejercido por otras proteinas PANK". Las
mutaciones en ambos alelos de PANK2 se identifican en aproximadamente 50% de los
pacientes con caracteristicas clinicas de PKAN y en mas del 98% de los pacientes con
caracteristicas radiogréaficas de la enfermedad 4 (Tabla 3).

Tabla 3. Correlacion entre el tipo de mutacién en PANK2 y la actividad enzimética.

Actvidad

Actividad
enimitca%
100

Union de ATP Superficie

G219V 0.4 T234A 112 2

BT 02 2 R249P ND
Dominio de Dimerizacion -E:,AE- 58 2

BT o« 1 R278L ND

DA4TN ND 1 R273C ND 1

A4G9P NO REPORTADA R286C 176 2 9

Sa7IN 16 3 | E326 | ND
[ Nsooi [REER 2 BT 1

14971 ND 1 13271 91 2
EETEE o . 5351 78 )
[ Asoov | 105 2 [ N3sss | ND 1
EETE 1 BT @ 3
Ca2sy ND 1

1282V ND 1 T528M 146 3 7

A308T ND 1 [ Rs32w [ 2
[ 15637 [N i . NO REPORTADA
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Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento curativo para los trastornos de NACH, y las
estrategias actuales se centran en la mejoria clinica y quirargica de los sintomas con el
fin de mejorar la calidad de vida °. Para muchos, la intervencién médica o quirtrgica
puede brindar sdlo un alivio sintomatico temporal.

Médico

Requiere de especial atencion el aparato digestivo para evitar el estrefiimiento y
reflujo gastroesofagico, que pudiera dar como complicacidbn neumonia por aspiracion,
asi como vigilar el mantenimiento de una nutricion adecuada y en casos necesarios
colocar gastrostomia.

Se utilizan en el tratamiento de la espasticidad y/o distonia asientos apropiados,
aparatos ortopédicos y férulas, asi como tratamientos farmacolégicos a base de
trinexifenidilo y baclofeno (a menudo usados en combinacion). Las respuestas son muy
variables y cuando el baclofeno oral ya no es capaz de controlar adecuadamente el
trastorno del movimiento, se puede considerar la colocacion de una bomba de
baclofeno intratecal. En general, las personas con PKAN no se benefician de L-dopa®.
La toxina botulinica puede ser Gtil para muchos pacientes, especialmente aquellos con
afeccibn de una regién del cuerpo limitada. Por ejemplo, las inyecciones en los
musculos faciales u oromandibulares pueden mejorar en gran medida la capacidad del
habla y la alimentacion. El babeo excesivo suele tratarse con glicopirrolato o hioscina.
Los medicamentos antiepilépticos pueden ser necesarios para el alivio sintomatico de
las crisis convulsivas.

Los beneficios de los agentes quelantes del hierro no han sido documentados °.
Algunos pacientes presentan una actividad residual de la enzima, pero el beneficio en la
mejoria de los sintomas con la suplementacién de pantotenato todavia no se ha
probado °.

Quirdrgico

La estimulacién cerebral profunda del globo palido es una técnica quirdrgica en la
cual un dispositivo llamado neuroestimulador transmite diminutas sefiales eléctricas de
alta frecuencia a las areas del cerebro que controlan el movimiento, provocando la
supresion o modulacion de la actividad neuronal, por lo que resulta en una estrategia
eficaz para NACH 7685, Esta estrategia puede mejorar la espasticidad y la distonia y
reduce por lo tanto la discapacidad con un beneficio sostenido reportado de hasta 42
meses en algunos casos. Otro estudio retrospectivo multicéntrico refiere que la mejoria
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media de la distonia después de la estimulacion cerebral profunda fue del 25.7% (9 a
15 meses después de la operacion), con un mayor beneficio en los individuos con
mayor grado de distonia, mostrando una mejoria media de la calidad de vida del 83.3%
a los 9 a 15 meses posteriores a la estimulacion 8. Mahoney et al.® también han
demostrado recientemente la mejoria del rendimiento en las pruebas cognitivas en
nifos con PKAN después de la estimulacién cerebral profunda. Los tratamientos
quirdargicos como la talamotomia y palidotomia se utilizan para aliviar los sintomas de
quienes han tenido fallo con los medicamentos o la estimulacion cerebral profunda.

Sindrome de HARP

El sindome de HARP (Hipoprebetalipoproteinemia, Acantocitosis, Retinitis
pigmentosa, y degeneracion Palidal) (OMIM# 607236) es ahora considerado parte del
espectro de PKAN ya que es causado por mutaciones en el gen PANK2. Se han
identificado mutaciones en 2 casos reportados no relacionados con mutacion positiva
para PANK2. El primer caso se reportd en una familia en el que el individuo afectado
era homocigotico para una mutacién no descrita que causé una proteina truncada. En el
otro caso, el individuo afectado era un heterocigoto compuesto y una de las
mutaciones encontradas, la ¢.1413-1G>T, también se ha reportado en individuos
diagnosticados con PKAN 8687,

Diagnodsticos diferenciales

La PKAN puede distinguirse de otras formas de NACH por las siguientes
caracteristicas: en la mayoria de los individuos con NACH no PKAN el globo palido es
uniformemente hipointenso en T2, indicando un alto contenido de hierro, diferente al
signo de “ojo de tigre” en el que ademas de una zona hipointensa existe una
hiperintensidad central debida a edema y gliosis. La acumulacién de hierro en el nucleo
rojo y el nucleo dentado ademas de la atrofia cerebelosa, son datos comunes en el
grupo de NACH, pero no en PKAN. Dentro de las NACH la que por RM cerebral podria
causar confusion es la neurodegeneracion asociada a proteina de membrana
mitocondrial por mutaciones en el gen C190rfl2, en la cual existe una hiperintensidad
entre el globo pélido interno y externo que podria dar una imagen parecida al signo de
“ojo de tigre”®8, sin embargo, sélo se observa como una lamina que separa a la parte
interna y externa. Un dato clinico que podria ser de apoyo es que las convulsiones
suelen estar ausentes en PKAN, mientras que en otros tipos de NACH se presentan de
forma frecuente. Otro hallazgo observable en médula ésea es la presencia del histiocito
azul marino que recibe este nombre por el color que toman los histiocitos cuando se
tifen con el método de May-Griinwald-Giemsa o con el de Wright. Este no se
encuentra en PKAN pero a veces se observa en otras formas de NACH 89,
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Cuatro trastornos pueden mostrar cambios clinicos tempranos similares a los vistos en
PKAN clasico:

1.

Discapacidad intelectual ligada al cromosoma X con malformacion de
Dandy-Walker. A diferencia de PKAN, los nifios afectados tienen discapacidad
intelectual grave. Se descarta dicha patologia si en la RM cerebral aparece la
imagen de “ojo de tigre” &.

Fucosidosis a. Los nifios afectados tienen rasgos faciales toscos vy
visceromegalia concordante con una enfermedad de almacenamiento lisosomal.
Aunque se ha documentado en algunos casos una sefial hiperintensa del globo
palido por resonancia magnética en T2, no se ha observado la imagen de “ojo de
tigre” %0,

Sindrome de Leigh. Presenta una sefial simétrica hiperintensa en el globo
palido en T2 que puede parecerse al signo de “ojo de tigre”, pero carece de la
hipointensidad circundante causada por la acumulacion de hierro. Ademas, las
hiperintensidades ocurren con frecuencia en otras regiones de los ganglios basales
91

Distrofia neuroaxonal infantil . Una porcion de pacientes presentan una sefial
hipointensa en el globo pélido y sustancia negra pero la imagen caracteristica de
‘ojo de tigre” esta ausente. También es comun observar atrofia cerebelosa. Los
esferoides axonales estan presentes en el sistema nervioso periférico y en PKAN
s6lo se encuentran en el sistema nervioso central &°,

El diagnéstico diferencial para PKAN de inicio en adolescentes y adultos debe hacerse
con los siguientes cuadros clinicos:

1.

Enfermedad de Parkinson de aparicion temprana incluyendo enfermedad de
Parkinson juvenil y distonia-parkinsonismo asociado a PLA2G6 que puede
presentarse inicialmente semejante a PKAN, con una edad de presentacion entre los
afios 20 y 40, distonia de la extremidad inferior, temblor y bradicinesia °.

Sindrome de FAHR. Los individuos afectados tienen depdésitos anormales de
calcio en los ganglios basales, incluyendo depdsitos en el globo palido que puede
parecerse al signo de “ojo de tigre”. Ademas, tiene caracteristicas comunes a PKAN
como son parkinsonismo, disartria, distonia y espasticidad. Sin embargo, los
depdsitos de calcio se acumulan con el tiempo en la corteza cerebral, ayudando a
distinguirlo de PKAN &,

Aceruloplasminemia. Los individuos afectados tienen acumulacion de hierro en
las visceras y desarrollan diabetes mellitus relativamente temprana en la progresion
de la enfermedad, también presentan degeneracion retiniana #°,
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4. Neuroferritinopatia Tipicamente presentan movimientos involuntarios en la
cuarta a quinta década de la vida y no exhiben la disartria marcada observada en
PKAN 8,

5. Sindrome de Richardson-Steele-Olzewski. La edad promedio de aparicion es
de 66 afnos y otras caracteristicas comunes incluyen pardalisis de la mirada vertical,
diplopia y fotofobia, que no son caracteristicas de PKAN #°,

6. Enfermedades psiquiatricas primarias. La presencia de impulsividad y otros
cambios en el comportamiento sin disartria podria indicar una enfermedad
psiquiatrica primaria ©°.

Para todos los trastornos en esta categoria, el diagnostico de PKAN puede
realizarse con RM cerebral en T2 basada en la presencia del signo “de ojo de tigre”®.
Otros trastornos a ser considerarados, aunque menos probables debido a todo el
contexto clinico que presentan son la ceroidolipofuscinosis neuronal, las ataxias
hereditarias de inicio en la nifiez, especialmente las SCA3 y SCA7, las distonias tipo
DYT1, la enfermedad de Huntington juvenil, la corea-acantocitosis, el sindrome de
Lesch-Nyhan, la enfermedad de Wilson, la paraplejia espastica hereditaria recesiva y el
sindrome de Tourette %2,

Sindromes con neuroacantocitosis

Un grupo de entidades con neuroacantocitosis que estan asociados con una
mala absorcion de lipidos y afectan principalmente a la médula espinal, cerebelo y
sistema nervioso periférico. Las alteraciones neurolégicas incluyen dismetria y disartria,
una progresiva degeneracion espinocerebelosa con ataxia de la marcha, una
neuropatia periférica sensoriomotora y axonal desmielinizante con hiporreflexia y
disminucién de los sentidos de vibracion y posicién. Estas afecciones incluyen: la
hipobetalipoproteinemia tipo 1 y 2, la abetalipoproteinemia (enfermedad de Bassen-
Kornzweig), los cuales comparten hallazgos de acantocitosis, disartria, neuropatia y
arreflexia, pero difieren en que no tiene implicacién de los ganglios basales. Todos
éstos son causados por mutaciones que afectan a las proteina de transporte de
triglicéridos, en el caso de los 2 primeros trastornos, tanto en estados homocigoto como
heterocigoto pueden presentar manifestaciones clinicas, mientras que la
abetalipoproteinemia se hereda de forma autosémica recesiva %94,

Un segundo grupo de sindromes con neuroacantocitosis son aquellos en los que
predomina la afectacion del sistema nervioso central, en particular los ganglios basales,
dando por resultado un sindrome de corea que se asemeja a la enfermedad de
Huntington. Estos trastornos incluyen el sindrome de neuroacantocitosis de McLeod, el
cual es un trastorno multisistémico con manifestaciones del sistema nervioso,
hematolégico, neuromuscular y del SNC. Las manifestaciones neuromusculares
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comprenden axonopatia sensorimotora leve o subclinica, miopatia y cardiomiopatia.
Las manifestaciones del SNC se asemejan a la enfermedad de Huntington y consisten
en movimientos coreatetdsicos, déficits cognitivos, manifestaciones psiquiatricas y en
algunos individuos, ataques epilépticos; el modo de herencia es ligado al X. Otra
enfermedad a considerarse es la corea-acantocitosis la cual se caracteriza por corea,
miopatia, cambios cognitivos y conductuales progresivos y convulsiones. La edad
media del inicio de los sintomas es a los 35 afios, aunque puede desarrollarse tan
temprano como la primera década o tan tarde como en la séptima®. También la
enfermedad de Huntington-like tipo 2 ,que se manifiesta de la tercera a cuarta décadas
de la vida y tiene un curso progresivo durante 10 a 15 afos, presenta como hallazgos
frecuentes distonia, corea y parkinsonismo, casi todos los individuos afectados
reportados hasta la fecha han sido de ascendencia africana %9,
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JUSTIFICACION

La prevalencia de la PKAN es de 1-3 por millon de habitantes, sin embargo en
México no existe ningun caso reportado con diagndostico molecular por lo que este
estudio nos permitird realizar la confirmacion de pacientes con PKAN en aquellos que
presenten distonia y/o parkinsonismo asi como en RM cerebral el signo del “ojo de
tigre”. De esta manera podremos dar una pauta de estudio para los casos que se
diagnostique posterior al mismo.

Aunque la correlacion genotipo-fenotipo es muy limitada hasta ahora pretendemos
hacer hincapié sobre las principales manifestaciones clinicas de la enfermedad, ya que
dicha informacion puede ser de gran ayuda al médico tratante de los pacientes para
tener presente como posible diagnéstico la PKAN.

Es importante el detectar mutaciones en los casos estudiados y posteriormente
extender las pruebas genéticas a progenitores y hermanos, especialmente cuando sean
mas jovenes que el probando. Este estudio seré de gran utilidad desde el punto de vista
del asesoramiento genético ya que existe la posibilidad de que sean portadores o casos
presintomaticos, es decir, que aun no inicien con los sintomas. De esta forma podremos
ofrecerles un riesgo genético (incluido la discusion de los riesgos potenciales a la
descendencia y opciones reproductivas) para familiares y parejas que deseen procreatr.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el tipo de mutaciones del gen PANK2 en pacientes con

parkinsonismo y/o distonia e imagen con signo de “ojo de tigre” por resonancia
magnética cerebral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)
3)
4)

5)

6)

Identificar la existencia de una posible correlacion genotipo-fenotipo dependiente del
tipo de mutaciones identificadas en pacientes de una misma familia y de familias
diferentes con las mismas mutaciones

Determinar la presencia de expresividad variable

Establecer las frecuencias de las mutaciones encontradas en el estudio.

Ampliar el “pool” de mutaciones ya existente en caso de encontrar mutaciones no
descritas previamente

Evaluar si la presencia de alguna mutacion encontrada, es consecuencia derivada
de la formacién de una nueva poblacion de individuos a partir de un namero muy
reducido de éstos, que sugiera un posible efecto fundador.

Identificar a los posibles portadores de la mutacién en parientes de primer grado
para brindar un adecuado asesoramiento genético
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO
El presente trabajo es un estudio ambilectivo, descriptivo, de serie de casos.

La muestra estuvo constituida por 13 casos de 5 familias del INNN y 1 familia del
INCMNZS, 12 de los 13 pacientes presentan parkinsonismo (bradicinesia, rigidez,
temblor, inestabilidad postural y congelacion de la marcha) y/o distonia y RMN con
imagen de “ojo de tigre”, y el restante, hermano de un propdsito esta asintomatico. A
todas las familias se les realiz6 genealogia, asi como extraccion de ADN gendmico al
caso indice y a los progenitores a partir de leucocitos de sangre periférica o de células
de mucosa oral, utilizando el DNeasy Blood & Tissue Kits on Robotic workstation
QIAcube (QIAGEN, Netherlands or Germany)

Los 7 exones y secuencias intronicas adyacentes de PANK2 fueron amplificados por
PCR utilizando los pares de cebadores derivados de secuencias normales del gen
(Ensembl ID 00000316562). Cada 25 ul de reaccion de amplificado por PCR contenia
1X buffer, 200 ng de ADN gendmico, 0.2 mM de cada dNTP, 2U de Taq polimerasa, 1
mM de los cebadores rio arriba y rio abajo, y 1.5 mM de MgCI2. Los productos de PCR
se analizaron en geles de agarosa al 1.5% de los cuales se cortaron las bandas
amplificadas y el ADN se purificd posteriormente con la ayuda del kit Qiaex Il (Qiagen,
Hilden, Alemania). La secuenciacion automatica directa de PANK2 se realiz6 con el kit
de Terminator Cycle Sequencing BigDye (apllied Biosystems, Foster City, CA). Todas
las muestras se analizaron con ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Las secuencias de tipo silvestre y mutante de PANK2 se compararon manualmente
(Tabla 4).
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Tabla 4. Oligonucledétidos utilizados y secuencias cubiertas

| ___Exon | Secuencia del Primer _bp | AT(°C) |
U FES 5 ACTCGGGGTCGCCCCAGGAGAGTT 3™ 825  58.7

5’ACCACCGTGCGGGGACAGTGT 37
U LVE Sl S CCGTTGCGCCAACGCGCAGGAA 3

5 GTTGCTACTGTGGTAAGGGT 3 498 546
5'CACCACTTGCTACTGGCATT 3’

5 TGGTTGTTTCACGTAGTGGG 3’ 411 546
5’ATACCTGAAAACTCAGCCCG 3
5'GCATGATTGGGTTGGATATGTG 3" 350 558

5 ATTAAAGGCATGAGCCACCG 3
5'GTTCTGTTGGGCTTTGTTGC 3’ 260 546
5'GAGAAAACAGACGTGATGGG 3’
5'GCTATGCACATGGTGCTGTA 3’ 284 546

5'AGTTCCATGACAGTGTGACC 3’

5'GGGCAGTGGTTGGCTTTAACA3" 201  57.1

GAAAGTCCACAGATCCCATTG 3’

A.T: Temperatura de alineamiento; bp: pares de base

S confirmé que las nuevas mutaciones encontradas no estuvieran presentes en el ADN
de 100 controles sanos, no relacionados, pero coincidentes étnicamente (200 alelos) y
que no estuvieran reportadas en el servidor de variantes del exoma
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) o en la base de datos del proyecto 1000 Genomas
(www.1000genomes.org). Posteriormente se realiz6 analisis “in silico” con el programa
PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) para
predecir el efecto sobre la estructura y la funcion de la proteina PANK2.

Se integr6 un diagnostico clinico/imagenolégico y molecular de PKAN vy
posteriormente se brindé asesoramiento genético, extendiéndose dicha prueba
molecular a hermanos del propdésito.
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SELECCION DE LA MUESTRA

Al ser una serie de casos no se realiz6 una busqueda aleatorizado, sino mas
bien se estudiaron a aquellos pacientes que presentan parkinsonismo (bradicinesia,
rigidez, temblor, inestabilidad postural y congelacion de la marcha) y/o distonia y RM
cerebral con signo de “ojo de tigre”.

TABLA 5. VARIABLES ESTUDIADAS

| Nombre | Defiicion | Unidad de medida Tipo
Edad de Tiempo transcurﬂdo desde el na}:lmlento ala Afios cumplidos NiTTETEr
presentacion del primer sintoma

Sintoma inicial Primer trastorno o alteracién presentada por el enfermo SIETLIEE, dlStOﬂIaz alte_ra(:lones Nominal
de la marcha, disartria

Edad actual Tiempo transcurrido del nacimiento a la fecha actual Afios cumplidos Numérica

ISLELLERERGGE (S Tiempo transcurrido desde el nacimiento al diagndstico Afios cumplidos Numérica
Contracciones musculares anomalas que por lo general Distonia qeneralizada. oromadibular
causan movimientos repetitivos de torsion o posturas g focal ! ' Nominal
anormales
Se refiere a cualquier afeccién que implique los tipos de , o
Parkinsonismo cambios de movimiento observados en el mal de Tembl_or' tje reposo, sindrome rigido Nominal
v Ca— acinético, marcha congelada

Retinopatia Trastorno en el gue se produce un dafio en los I —— R
pigmentaria fotorreceptores '

Sacadas hipométricas verticales y
Alteraciones en a motilidad ocular horizontales, paralisis de a mirada Nominal
vertical, nistagmus evocado

Movimientos oculares
anormales

Inestabilidad emocional, cambios de
Alteraciones personalidad, agresividad,

A Trastornos del comportamiento o desarrollo psicomotor . > 2 Nominal
neuropsiquiatricas impulsividad, trastorno obsesivo-
compulsivo , depresion
Alteracmnt_as del Trastornos de la forma de comunicacion Disartria, taquilalia, palilalia Nominal
lenguaje
Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos diferentes
en un locus, uno en cada cromosoma. En el caso de una
mutacién patolégica, un alelo es normal y otro anormal.
Heterocigoto compuesto: Individuo que tiene dos alelos Heterocigoto, homocigoto mutante o .
Estado de portador g P a golo, 9 Nominal

anormales o mutados diferentes en un mismo locus, uno heterocigoto compuesto
en cada cromosoma. Homocigoto: Individuo que tiene
dos alelos idénticos en un mismo locus determinado, uno
en cada cromosoma

Cambio en la secuencia de ADN que traduce enun  Cambio de aminoacido y posicion en Nominal
cambio en los aminoacidos de la proteina la proteina
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RESULTADOS

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las caracteristicas fenotipicas de los 13 pacientes estudiados se muestran en la
tabla 6, los cuales provienen de 6 familias diferentes (A-F).

La edad de inicio en los 13 casos vario de los 3 a los 26 afos, con la excepcion de
un caso, que actualmente a los 24 afios no presenta sintomatologia. El sintoma inicial
predominante en los pacientes estudiados fue la distonia focal de miembros toracicos
en 5 de 13, seguido de alteraciones de la marcha en 4 de 13.

Los casos Al y A2, son heterocigotos compuestos para las mutaciones p.A469P/
p.N404l, la edad de inicio fue en la 2° década de la vida; la evolucion ha sido mas grave
y rapida en Al que en A2, por lo que podemos hablar de expresividad variable. En
ambos se observaron como principales sintomas la distonia, aunque en el caso Al es
generalizada y en la paciente A2 es en miembros superiores y oromandibular de
accion, asi como los dos presentaron alteraciones del lenguaje.

El paciente B1 es heterocigoto compuesto para p.G521R/p.G555S, en él aunque la
edad de inicio fue en la primera década de la vida, la evolucién ha sido lenta. Presenta
como sintomatologia distonia generalizada y oromandibular, disartria, demencia y
retinitis pigmentosa severa.

Los casos de C1-E2 son homocigotos para p.N404l, la edad de inicio varié de la
primera a la tercera década de la vida, y predominan en ellos signos de parkinsonismo,
asi como alteraciones neuropsiquiatricas y del lenguaje. El fondo de ojo fue normal en
todos, aunque, en C2 mediante electrorretinograma (ERG) se evidencié degeneracion
retiniana. El paciente C1, hermano de C2, result6 homocigoto mutante para p.N404l, al
examen fisico no presenta ninguna manifestacion clinica compatible con la enfermedad.

En la dltima familia (F), los 3 hermanos son homocigotos para p.G219V, el inicio fue
durante la primera década de la vida, la evolucion ha sido tan rapida y grave, que 2 de 3
pacientes fallecieron antes de los 10 afios de edad. Los 3 casos comparten sintomas
como distonia generalizada, retraso psicomotor y en 2 de 3 se observé un fondo de ojo
sin alteraciones.
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Debido al inicid y a la evolucion de los sintomas los homocigotos para p.G219V
corresponderia a un fenotipo clasico, con un inicio temprano, evolucion rapida y grave.
Otro de los casos Al podria corresponder al fenotipo clasico pues inicié a los 10 afios, y
10 afos después perdio la ambulacion, asi como presenta una distonia generalizada y
oromandibular grave EIl resto de casos por haber tenido la mayoria un inicio durante la
segunda a tercera década de la vida y/o una evolucion lenta, ni pérdida de la marcha,
los clasificamos como atipicos (Tabla 6).

Las mutaciones mostradas en color rojo no han sido descritas previamente en las
bases de datos, las de color azul son mutaciones raras, y la de negro es una mutacion
comun.

Tabla 6. Hallazgos clinicos y mutaciones en PANK2 de pacientes

Edadde| Sintoma |Edad | Edad ParkinsoNismo Anomalias  |Alteraciones|  Hallazgos
Inicio | inicial |deDx| Actual Neuropsiquiétricas|del lenguaje| neurcftalmolégicos

bEmE Generalizada, DOM Deterioro cognitivo  Anartria Fundoscopia nomal, - pAGIP
de brazo nistagmus evocado  p.N404|
Distonia focal Distonia focal de — i p.A469P
nm 16 de brazo 16 16 brazos y pies, DOM No No Disarfria ~ Fundoscopia normal o NADAI
Alteraciones Distonia " I o p.G521R
HH 4 onla marcha 2 23 generalizada, DOM No Depresion Disartria  Retinitis pigmentosa .GEBSS
H NO  Asintomafico 24 24 Asinfomatico Asintomético Asinfomdfico  Asintomético Fundoscopia normal F;::::II
Sindrome rigido Degeneracion NAO4I
26 Disloniafocal 28 30 Generalizada, DOM acinéfico, marcha No Anariria  refiniana en ERG, p-N 04l
congelada Fundoscopia normal P.
Deterioro cognitivo,

. o TOC, apatia o

: Sindrome rigido AR Disartria
Alteraciones L agresividad, tics . . p. N404|
7 3 gelmacha 2 45 No acm:gncoélgw;;cha motores y vocales tp;altllﬁgﬁlé Fundoscopia normal b N4OAI

g simples, afeccion q
pseudobulbar

Deterioro cognitivo,
. . TOC, apatia -
. o Sindrome rigido S Disartria,
g5 AlerRCONES oo DStONBOEMSS, G ey BOESVIOBOTCS e Fundoscopianomal P VA%

de la marcha marcha distonica motores y vocales . p.N404|
congelada simples, afeccion taquilalia
pseudobulbar
Sindrome rigido  Deferioro cogniivo,  Disariria, N4O4I
8 Disariria 36 49 DOM acinético, marcha TOC, tics moforesy  palilalia, ~ Fundoscapia normal P NAOAI
congelada vocales simples  taquilalia P
Deterioro cognitivo, Fundoscopia normal,
, . - TOC, apatia Disartria,  sacadas hipométricas
Alteraciones Sindrome rigido L I . p. N4od|
B epmacha 2 42 No acinéico agresividad, palilalia,  verficalesy BN
afeccion taquilalia  horizontales, pardlisis
pseudobulbar de a mirada vertical
Retraso psicomotor,
Distonia focal , Deterioro cogniive, . . Retinopatia p.GAEV
B : de brazo g & sz & afeccion e pigmentosa P.G218V
pseudobulbar
Distonia focal i Refraso psicomotor, . i p.GAV
n 4 i brazo 2 4 Generdlizada No Deteroro cognitivo Disartria ~ Fundoscopia normal  o'aa ey,

-

Retraso psicomotor |
Disaria 7 8  Generalizada No Deterioro COgNMNO,  pycariia  Fundoscopianormal  P-8&19V
aleccion P.G219V



RESONANCIAS MAGNETICAS CEREBRALES

A todos los casos se les realiz6 RM cerebral (excepto el caso asintomatico), en
todos ellos sin importar el tipo de mutacién encontrada o si se encontraba en estado
homocigoto mutante o heterocigoto compuesto, se observo en T2, secuencias FLAIR y
SWAN la imagen de “ojo de tigre”, es decir una sefial hiperintensa central rodeada por
un borde hipointenso en el globo palido, que si bien no es patognomoénico de PKAN?36.50,
es util para el diagnéstico, sobre todo cuando se correlaciona con el contexto clinico,>!
como fue en nuestros casos. (Figura 13).

p.G219V /p.G219V

Figura 13: RM cerebral de los casos estudiados en T1, T2, secuencia FLAIR y SWAN
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ANALISIS GENEALOGICO Y MOLECULAR

Se presentan 6 genealogias con un patrén autosomico recesivo, en las cuales se
muestran generaciones con algun miembro afectado, separadas por generaciones en
las que no hay ningun individuo enfermo, debido a que los progenitores son portadores
sanos heterocigotos.

En la familia A, existen dos afectados los cuales son heterocigotos compuestos
para p.N404I1/p.A469P, el alelo p.N404I fue transmitido por el padre, mientras que el
alelo p.A469P fue por la madre. (Figura 7)

l’

. c. 1405 G=C w
p.A469P FAUAY SN A WY AN RAY ~_
I ™ ™
p.N404I p.AJ69P

AANd04 pNdoal
pAJGIP  p.A4GIP

c. 1211 A>T
p.N404I

c. 1405 G>C
p-A469P

Figura 7: Familia A
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En la familia B en la generacion Il se observa el caso en estado heterocigoto
compuesto para las mutaciones p.G521R/p.G555S, en donde el alelo p.G521R fue
transmitido por el padre y el alelo p.G555S por la madre. Un hermano es homocigoto
silvestre y el otro resultd heterocigoto para p.G555S (Figura 8).

c. 1561 G>A 3
p.G521R

p.G521R p.G5555

c. 1561 G>A

c.1663G>A , . 0 ' o
p.G5558

Figura 8: Familia B
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En la familia C, se detectaron dos casos homocigotos para p.N404l, uno de ellos
asintomatico a los 24 afios de edad, cabe sefalar que su hermano inici6 con
sintomatologia a los 26 afios (Figura 9).

c. 1211 A>T l'

1 ° ®
p-NA0A p.NE04)
| | | | | | | | |
]
7o N1 p.N404I
p.N404I p.N404I
c. 1211 A>T
p.N404I

Figura 9: Familia C
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En la familia D, los dos pacientes son homomgotos para p N404l (Flgura 10).

c. 1211 A>T lv
p.N404l

.
p.N40al p. N404|
ZpN404l p.N404I
p.N404I p.N404I

c. 1211 A>T
p.N404I

Figura 10: Familia D

La familia E fue la Unica en la que se conocia la existencia de consanguinidad,
aungue desconocen en qué grado. Los 3 casos son homocigotos para p.N404l (Figura
1. L

c. 1211 A>T 3
p.N404I

méiéééémé Tmed

7 pN4od| p.N4041 p.N4D4I
p.N404I p.N4041 p.N404I
c. 1211 A>T ‘
p.N404|

Figura 11: Familia E
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Entre las familias D y E existe isonimia, es decir comparten apellidos en coman.

En la familia F, los 3 descendientes estdn afectados y son homocigotos para
p.G219V, siendo ambos padres heterocigotos (Figura 12).

I OI O
" o p.G.219V Qv o
i @ B—E @

p.G219V p.G219V p.G219V
p.G219V p.G219V p.G218V

c. 656 G>T
p.G219V

Figura 12: Familia F
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LocCcALIZACION PROTEICA DE LAS MUTACIONES

Las 5 diferentes mutaciones son en sentido erréneo, lo cual concuerda con la
literatura, en que este tipo de mutaciones son las més frecuentes. Todas se localizaron
en el dominio catalitico de la enzima, aunque en diferentes regiones de la proteina, dos
de estas mutaciones p.G219V y p.G521R, se encuentran en el sitio de unién del ATP.
Las mutaciones p.G555S y p. N404l se localizaron en la superficie y la mutacion
p.A469P en el sitio de dimerizacién. 7

La mutacion p.G555S y p.A469P no han sido reportadas previamente, el analisis “in
silico” de ambas mutaciones muestra que tanto la estructura como la funcion de la
proteina se ven alteradas. Se han reportado 3 casos atipicos de la mutacion p.N404l y
un caso atipico de p.G219V *’. Existen varios casos de la mutaciéon p.G521R, de hecho
se ha observado a nivel mundial en el 25% de los casos de PKAN 7. (Figura 15)

Acetyl-CoA

m Intermediate Catalytic

1 32 141 212 570

Hong B S et al. J. Biol. Chem.
2007;282:27984-27993

Figura 15. Localizacion de las mutaciones en la proteina
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ORIGEN GEOGRAFICO DE LAS FAMILIAS ESTUDIADAS

En la familia A, el padre es originario de Coalcoman y la madre de Aguililla, ambos
municipios de Michoacan, sus dos descendientes heterocigotos compuestos para
p.N4041/p.A469P

En la familia B, ambos progenitores son originarios de Guadalajara, Jalisco, el
propoésito resulté heterocigoto compuesto para las mutaciones p.G521R/p.G555S.

La familia C es originaria del municipio de Tancitaro, la D de Tlazazalca y la E de
Tocumbo, todos municipios del oeste de Michoacan. Los casos de estas familias son
homocigotos mutantes para p.N404l, por lo que se evidencidé un cluster para dicha
mutacion en esta zona, cabe resalta que dichas comunidades fueron conquistadas por
los espafioles entre 1524-1534. Entre las familias de Tlazazalca (D) y Tocumbo (E)
existe isonimia, es decir comparten un apellido en comun, dicho apellido corresponde a
una familia de origen espafiol que en 1800 compro tierras en la region. (Figura 14)

T Tepic
N ‘ p.G521R S Rose Tuxpan
Puerto it ey Guadalajara p.G555S Jauregui
Vallarta = -
allarta A ;wmmm Celgyn ocS]ann'a(go de Poza Rica
a ¢ uerétaro g
deZuiga -y LaRiedad Papantla
(2%9)  peserva Natural . N404I Paghyca 129
Protegida Cludad ,_,,3(,, Tlazazalca p.N404I U9 2
p.N404I © L = p. AT Ya abei2ea]
Tocumbo dac 57 Enriquez
LaH p.N404l 2 p.N404I Meémo g
Colima Tancitaro p.N404I Tolueay, oTexmelucan Veracruz
Manzanillo 2 delLerdo ./ xochimilco )
o e il acal oPuebla Cérdoba Boca'del Rio
suernavaca o \ al
A Y s 150} Lot © Alvarado
p.N404| Coalcoman B Aguililla p.N404l Cusutla Atlixco Orizaba
p. A469P p. A469P Tehuacan s Wt
g e C San Andrés
950 Blanca Tuxtla
Coatzaco
Hoadtla Tuxtepec 1450 °
134} SMif
Acayucan
Zihuatanejo £ "‘""":-." Tlapa de .
Ch Ipancingoi, A YAIEZ Comonfort CARONDE
de Los Bravo TAMAZULAPAM (a7
G219V Ouxaca Matias
Acapulco ™ P Romero
3 p. G219V ¢
175
San Juan Colorado ¢ Juchitan de
| @ o \iShyatan oty
.l_l salinalCruz

Tlazazalca- Tocumbo: 82.5 km. Tlazazalca-Tancitaro: 135 km. Tocumbo-Tancitaro: 57.8 km.
Tancitaro-Aguililla: 111 km. Aguililla-Coalcoman:187km. Tocumbo-Coalcoman: 184km

Figura 14. Localizacion geografica de las 6 familias estudiadas, asi como las
mutaciones encontradas y en la parte inferior las distancias en Km entre los municipios
de Michoacéan
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DISCUSION

En una blusqueda cuidadosa de la literatura no se ha encontrado algun caso
confirmado por estudio molecular de PKAN publicado en México, siendo el presente el
primer reporte de pacientes con diagnoéstico clinico, imagenolégico y molecular.

Las 5 mutaciones detectadas en este estudio en las 6 familias estudiadas: N404l,
A469P, G219V, G521R, G555S se encuentran dentro de la region que comprende los
residuos 211 a 570, que contiene el nucleo catalitico, por lo que es muy probable que
reduzcan la funcion catalitica sin alterar la localizacion mitocondrial de la proteina, pues
no se ven afectados los primeros 29 residuos que sirven de sefializacion para dirigir a la
proteina hacia la mitocondria. En particular, las mutaciones G219V y G521R, reducen
significativamente o incluso pueden anular completamente la actividad catalitica de la
pantotenato cinasa 2, debido a que entre los aminoacidos 517 a 525 se encuentra
segmento altamente conservado, esencial para la actividad de PANK2: ademas de que
dichas mutaciones se encuentran en los sitios de union al ATP. >’

Se encontraron en estado homocigoto a las mutaciones N4041 y G219V vy las
mutaciones G521R/G555S y A469P/N404I en estado heterocigoto compuesto. De las 5
mutaciones identificadas, 2 de ellas, las mutaciones A469P y G555S corresponden a
mutaciones nuevas, no reportadas previamente. Otras 2, las mutaciones N404l, de la
que se han reportado solamente 3 casos atipicos y la G219V de la que solo existe el
antecedente de un caso atipico®’. La otra mutacién identificada, la G521R, es
frecuente, habiéndose reportado en el 25% de los casos’. Este estudio molecular del
gen PANK2 muestra una serie de mutaciones caracteristicas, en pacientes mexicanos,
con diagnéstico de PKAN clinico/imagenoldgico,

Aungue no se ha analizado el haplotipo para el alelo mutado N404l, la localizaciéon
geografica observada en 3 familias del oeste michoacano, sugiere fuertemente un
efecto fundador para esta mutacion, debido a su alta prevalencia en las poblaciones
mencionadas (Figura 9).

Las mutaciones identificadas fueron cambios en sentido erréneo teniendo
probablemente una actividad enzimatica residual de PANK2, lo que condicionaria un
fenotipo atipico con una sintomatologia mas leve y presentacién mas tardia. Tal como
fue observado en los homocigotos para N404I en los que la mayoria de los pacientes la
edad de inicio ocurrié durante la segunda y tercera década de la vida y su fenotipo fue
menos grave que en los casos clasicos. En los pacientes homocigotos N404I
predominaron los sintomas de parkinsonismo en 5 de 6 casos (83.3%), alteraciones del
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lenguaje en la misma proporcién y las alteraciones neuropsiquiatricas en 4 de 6
pacientes (66.7%), manifestaciones clinicas que se presentaron con una frecuencia
mucho mayor que la descrita en la literatura que para el fenotipo atipico fue del 21.19%,
45.13% y 19.48% respectivamente (Tabla 2). Es interesante sefialar que existe un
individuo en estado homocigoto mutante N404Il/ N404l en la familia C, que a los 24
afios no ha presentado aun ninguna sintomatologia. No siempre las mutaciones en
sentido erréneo se presentan como la forma atipica, prueba de ello son los tres
hermanos de la familia F, todos ellos homocigotos G219V/G219V. Por su localizacion y
consiguiente pérdida casi completa de la actividad enzimatica mostraron un fenotipo
compatible con la forma clasica de PKAN.

Se identificaron dos heterocigotos compuestos, N4041/A469P y G521R/G555S,
familias A y B respectivamente, en las que se ha postulado que, debido a la
dimerizacion de PANK2, existe complementariedad alélica, condicionando una
interaccién entre subunidades haciendo que la proteina sea capaz de restaurar su
funcién de forma parcial, dicho efecto de complementariedad alélica es mas evidente en
el ultimo caso, en la que G521R tiene una actividad enzimética casi nula y al compartir
con G555S el estado de heterocigoto compuesto, permite postular que pantotenato
cinasa conservaria cierta actividad residual, lo cual explicaria el fenotipo atipico del
paciente de la familia B. Los 2 hermanos N4041/A469P de la familia A, presentaron
distonia y alteraciones del lenguaje, destacando que el cuadro clinico es mas grave en
el hermano mayor que en su hermana menor, estando éste confinado ya a silla de
ruedas por una distonia generalizada grave, mientras que la hermana solo presenta
distonia focal en miembro toracico y distonia oromandibular de accién, haciendo
evidente la expresividad variable intrafamiliar. En el caso Al, por un inicio a los 10 afios,
un distonia generalizada y oromandibular grave, asi como pérdida de la ambulacion 10
afos después del inicio, lo podriamos considerar como fenotipo clasico, mientras que a
su hermana como una forma atipica, por un inicio en la segunda década de la vida y
una evolucion hasta ahora lenta.

La distonia se present6 en 9 de 13 pacientes (69.23%) con PKAN, siendo en 5 de
13 (38.46%) el sintoma inicial, hallazgo muy semejante a lo reportado en la literatura,
gue dependiendo del fenotipo suele presentarse en el 72-78.5% y suele ser el sintoma
inicial en el 13-30% de los casos (Tabla 2). La distonia se debe a la afeccion de los
globos palidos, lugar donde se expresa PANK2 y la disminucion de los niveles de
pantotenato cinasa condiciona que las células sean mas sensibles a la privacion de
oxigeno, pues es una zona con alta demanda de energia. Por otra parte, la reduccion
de expresion de PANK2 puede conducir a fugas membranales a causa de una sintesis
defectuosa de lipoproteinas, lo que permitiria la filtracion de hierro en el axoplasma de
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las neuronas de los ganglios basales provocando finalmente la degeneracion de las
mismas.

La retinitis pigmentaria se presentd en 3 de 13 pacientes (23.07%) frecuencia
similar a la observada en la literatura que va del 10-60% (Tabla 2). Esta retinopatia es
el resultado del dafio membranal de los fotorreceptores por alteracion de la biosintesis
lipoproteica, ya que estos tienen un cambio frecuente de este organelo5-64,

En 5 de 13 pacientes (38.46%) se observaron alteraciones psiquiatricas y en 8 de
13 casos (61.53%) retraso psicomotor, manifestaciones esperadas si consideramos que
los ganglios basales y el cerebelo tienen interconexiones reciprocas con la zonas
prefrontales, temporales y parietales, las cuales estan relacionadas con diferentes
aspectos de la conducta, la cognicién y la funciéon motora 228 | En la literatura dichas
alteraciones se observaron del 10-20% para los trastornos psiquiatricos mientras que
para el retraso psicomotor o mental va del 20-47% presentandose en el presente
estudio con una frecuencia mayor (Tabla 2).

Para 3 de las 5 mutaciones se conoce la actividad enzimética, siendo para la N404l
del 83 +8.4%, para la G219V del 0.4+ 1% y para la G521R menor al 0.2%%’. Se
considera que la actividad residual de la enzima seria el mejor indicador de los
resultados clinicos para algunas mutaciones, en particular se ha observado una fuerte
correlaciéon con la edad de inicio. Asi las mutaciones en estado homocigoto que estan
en la region conservada de Val-Val-Phe-Val-Gly®?'-Asn-Phe-Leu-Arg, la edad de inici6
suele ser en la primera década de la vida, como se observé en los hermanos
homocigotos para G219V. Dicha correlacién no existe para diversas mutaciones como
las A509V, T234A, T528M y R286C las que presentan una actividad enzimatica mayor
de 105, 112, 176 y 146% respectivamente, habiéndose reportado dichas mutaciones
tanto en la forma clasica como atipica. Debido a esta falta de correlacion, en la
actualidad no esta indicado el estudio de la actividad enzimatica de la pantotenato
cinasa 2 .

Entre los casos homocigotos para N404I y heterocigotos compuestos N4041/A469
se observé expresividad variable de las manifestaciones clinicas de PKAN entre
hermanos afectados y entre individuos que compartian la misma mutacién de familias
diferentes lo que podria ser explicado por la existencia de modificadores genéticos que
alteren la actividad catalitica de PANK2, porque dicha actividad enzimética de PANK2,
no sea la Unica causa subyacente de la enfermedad o porque participen reguladores de
la expresion génica de PANK2 como: mir-103-2, NF-Y y la ribonucleoproteina
heterogénea nuclear de la familia A/B, los cuales juegan un papel en la regulacion del
promotor, en el procesamiento del ARN y por lo tanto en la regulacion
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transcripcional®®®, También se ha sugerido un mecanismo compensatorio, pero ain
desconocido, posiblemente debido a otras proteinas PANK’3. Otra hipétesis planteada
es que debido a que PANK2 se localiza en el nucleo, la proteina mutada podria afectar
la funcion nuclear en lugar de, o ademas de, su papel propuesto en la homeostasis de
la CoA mitocondrial®®, proponiéndose que la disminucién de la CoA tendria un efecto
perjudicial sobre la acetilacion de histonas y tubulina, lo que contribuiria al variado
fenotipo neurolégico de PKAN observado®.

Todos los pacientes mostraron lesiones hipointensas en T2 restringidas al globo
palido y sustancia negra, que corresponden a un alto contenido de hierro y una zona
medial hiperintensa que corresponde a edema y gliosis, dicha acumulacion se sugiere
esté relacionada con el agotamiento de pantotenato, lo cual conduce a la acumulacién
de cisteina y la quelacién secundaria por los restos de cisteina del hierro, formando un
complejo hierro-cisteina, que produce dafios a los tejidos por la induccién de estrés
oxidativo340, Schneider et al.®” sugieren que el depdsito de hierro no es el factor inicial
y causal, sino un epifendmeno de las células por la degeneracion. Es probable que el
acumulo de hierro tenga un papel en la perpetuacion de la cascada de acontecimientos
que siguen al inicio de la enfermedad. Cuando se amplié el estudio a familiares, se
detecté a un homocigoto para la mutacion N404l, asintomatico, de 24 afios de edad,
hermano de un paciente (familia C) en el cual estd pendiente la realizacion de la RM
cerebral.

Debido a que el fenotipo clinico de los pacientes con mutaciones en PANK2 es
heterogéneo y mucho mas amplio de lo esperado, es importante que los médicos
consideren a PKAN como diagndstico diferencial en pacientes con distonia y trastorno
de la marcha, en pacientes con un inicio menor a los 20 afios de edad y que se
sospeche en pacientes mayores de 20 afios con parkinsonismo, alteraciones del habla
y psiquiatricas. En estos casos se recomienda el andlisis molecular (secuenciacion de
los 7 exones y cercanas a las uniones exon/intron) para todos los pacientes que
presentan cualquiera de las caracteristicas previamente sefialadas y el signo de ojo-de-
tigre en la resonancia magnética cerebral, cuya presencia apoya fuertemente la
presencia de mutaciones en el gen PANK2.

Otro aspecto de suma importancia de poder hacer un diagnéstico temprano, es por
un lado para detectar a pacientes presintomaticos o en etapas iniciales, ya que a
medida que progresa la enfermedad, las comorbilidades se haran presentes,
probablemente como resultado de la disfuncion extrapiramidal, lo que sugiere la
necesidad de una deteccion temprana, para llevar a cabo un tratamiento de las
complicaciones que puedan ir surgiendo y puedan tener los pacientes una mejor calidad
de vida. Por otro lado el ofrecer un cribado a las familias para busqueda de portadores,

41



tiene una gran la implicacion en el asesoramiento genético, ya que al ser un trastorno
autosdmico recesivo, tiene repercusion en el riesgo para la descendencia ya sea para
las familias que tienen un hijo afectado o para aquellas parejas en la que ambos son
heterocigotos sanos y pretendan iniciar una vida reproductiva, debido a que el riesgo de
tener un hijo afectado en cada embarazo es del 25%. Se deberéa brindar informacion de
dicho riesgo asi como de las opciones reproductivas y técnicas de diagnostico prenatal
que existen, para que tomen una decision libre, pensada, meditada y reflexionada.

CONCLUSIONES

1.

En pacientes con parkinsonismo y/o distonia secundaria y RM cerebral con signo de
“ojo de tigre” esta indicada la busqueda de mutaciones en PANK2.

Se identificaron 5 mutaciones diferentes, dos de estas (p.A469P, p.G555S) no
reportadas previamente y dos (p.G219V y p.N404Il) muy raras

En los heterocigotos compuestos p.N404I/p.A469P predomina la distonia, mientras
que en p.G521R/G555S el inicio fue temprano pero la evolucién lenta

Observamos que en los homocigotos p.N4041/N4041 los sintomas se centran en
parkinsonismo, trastornos psiquiatricos y alteraciones del lenguaje

Encontramos que los homocigotos p.G219V/G219V presentan un fenotipo clasico
En todas las mutaciones encontradas se evidencio expresividad variable intrafamiliar
Se detectd un “cluster” de mutaciones en el estado de Michoacéan, lo cual sugiere
fuertemente un posible efecto fundador para la mutacion N404|

Una segunda fase del proyecto contempla una visita de campo en las comunidades
del oeste de Michoacan, asi como de casos con sospecha clinica e imagenoldgica
para ampliar el nUmero de casos y muy probablemente el pool de mutaciones
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