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l. Abreviaturas.

3R Tres repetidos

4R Cuatro repetidos

AD Autosoémico dominante

ADARB2 Activador de adenosina que actua en RNAB2

ANG Gen que codifica para la proteina angiogenina

APPNF Afasia Progresiva Primaria No Fluente

APPNF-G Afasia Progresiva Primaria No Fluente agramatica

APPNF-L Afasia Progresiva Primaria No Fluente logopénica

ATXN2 Gen que codifica para la proteina ataxina 2

BLGR Buffer de lisis de globulos rojos

CHMP2B Gen de la proteina multivesicular 2B

DFT Demencia Frontotemporal

DFT-ELA Demencia Frontotemporal asociada a la enfermedad de la
neurona motora

DFT-FUS Demencia Frontotemporal con inclusiones de la proteina FUS

DFT-TAU Demencia Frontotemporal con inclusiones de tau

DFT-TDP Demencia Frontotemporal con inclusiones de TDP-43

DFT-U Demencia Frontotemporal con inclusiones de ubicuitina

DFTvc Demencia Frontotemporal con cambios en la personalidad

DNA Acido desoxirribonucleico

DS Demencia Semantica

EA Enfermedad de Alzheimer

ELA Esclerosis Lateral Amiotrofica

EP Enfermedad de Parkinson

FUS Gen de la proteina fusionada en el sarcoma

GRN Gen de la Progranulina



hnRNP
KD
MAPT
mRNA
miRNA
NMI
NMS
OPTN
PCR
PGRN
ProNGF
RBP
SB
SETX
SLPI
SNP
SOD1
TAF15

TARDBP
TDP-43
TMEM106B
TNF-a

TNF

UPS

VCP

Ribonucleoproteina nuclear heterogénea

Kilo Dalton

Gen de la proteina Asociada a microtubulo
RNA mensajero

Micro RNA

Neurona Motora Inferior

Neurona Motora Superior

Gen que codifica para la proteina optoneurina
Reaccidon en cadena de la polimerasa
Proteina Progranulina

Factor de crecimiento neuronal o nervioso
Proteina de unién a RNA

Buffer sodio-acido bérico

Gen que codifica para la proteina helicasa probable senataxina
Inhibidor de la proteasa leucocitica
Polimorfismo de un solo nucledtido

Gen de la Superdxido Dismutasa

Gen que codifica para la proteina factor 15 asociada a la caja
TATA

Gen que codifica para la Proteina Fijadora de DNA TAR-43
Proteina Fijadora de DNA TAR-43

Proteina transmembranal sin caracterizar 106B

Factor de necrosis tumoral a

Factor de necrosis tumoral

Sistema ubicuitina-proteasoma

Gen que codifica para la proteina que contiene valosina.



Il. Resumen.

El desarrollo de nuevas tecnologias para la deteccion de enfermedades
neurolégicas complejas, como la demencia frontotemporal (DFT) y la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), traen como resultado la identificacion de un mayor
numero de individuos diagnosticados con este tipo de enfermedades; ademas en
afos pasados se consideraban poco frecuentes y que solo se presentaban en el
adulto mayor. Actualmente el envejecimiento de las poblaciones trae como
consecuencia que ambas enfermedades sean consideradas un problema de

salud publica dado que no solo estan presentes en el adulto mayor.

La DFT es la segunda causa de demencia, presentandose la mayoria de los casos
en esporadica, ya que soélo aproximadamente 10% de los pacientes cuentan con
una historia familiar positiva, con un patron de herencia autosémico dominante
(AD). Los dos principales genes involucrados en los casos familiares de la DFT
son: Granulina (GRN) y el gen que codifica para la proteina asociada a
microtubulo (MAPT), ambos se asocian entre un 5 a un 20% de los casos
familiares. Sin embargo, recientemente se identificé una expansion en el gen

C9orf72 el cual explica alrededor del 21% de los casos familiares.

La ELA afecta a 2 de cada 100,000 personas en el mundo; solo el 5% de todos los
casos presentan historia familiar positiva con un patron de herencia AD el resto
son considerados esporadicos. El principal gen involucrado en esta enfermedad es
el gen de la superéxido dismutasa 1 (SOD 1) que explica alrededor del 20 % de
los casos de ELA familiar. Sin embargo, la reciente identificacién de un expandido

en el gen C9orf72 explica cerca del 23.5% de los casos de ELA familiar. .

Estudios recientes han demostrado que muchos de los pacientes que presentan
un sobrelapamiento de DFT-ELA presentan una expansion repetida del
hexanucleétido (GGGGCC) en el primer intron del gen C9orf72.

Con base en estos hallazgos, en este estudio se plante6 estudiar los genes GRN y
C9orf72 en pacientes con DFT y ELA.



Para llevar a cabo este estudio se colectaron muestras de 70 pacientes con DFT y
50 pacientes con ELA, ademas de muestras controles de 50 individuos sin
ninguna alteracion neurologica. Se realizd una toma de muestra de sangre
periférica con previa firma del consentimiento informado (Anexo C), de la cual se
extrajo DNA gendmico. El analisis del gen GRN se realizé empleando la técnica de
secuenciacion automatizada tipo Sanger, mientras que el estudio del gen C9orf72

se hizo mediante analisis de fragmentos.

En el gen GRN se identificaron los siguientes polimorfismos: rs5848, rs17523519,
rs850713, rs9897526, rs850713, rs60100877, rs25646 y rs72824736, de estos
polimorfismos el rs5848 es considerado un factor de riesgo para el desarrollo de la
DFT, cuando se encuentra de manera homocigota, el polimorfismo rs850713 se
asocia a una edad de inicio menor asi como una disminuida supervivencia en
pacientes con DFT-ELA y como factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer; El polimorfismo rs9897526 se encuentra asociado con
un retraso en la edad de inicio en los pacientes con DFT; Los polimorfismos
rs25646 y rs60100877 son considerados como factor de riesgo para el desarrollo
de la ELA. En el gen GRN se identificaron 2 variantes patogénicas: 1) La insercion
c.88_89insC la cual produce un coddén de paro prematuro la variante génica
CM084962 previamente reportada se ha asociado al desarrollo de la ELA; 2) la
variante génica p.A588T que aun no se a reportado sin embargo los estudios in

silico realizados predicen que es posiblemente dafiina.

En el gen C90rf72 no se identificd a ningun paciente con un repetido mayor a los
23, posiblemente debido a la variabilidad genética en la poblacion mexicana o a
una pequefna delecion que recientemente se reporté adyacente al repetido que
impide que el método empleado identifique el numero real de repetidos en los

pacientes.



lll. Introduccion.

3.1 Concepto de Demencia.

Etimologicamente la palabra demencia deriva del latin de-mentis que puede ser
traducido como perder la mente o privado de inteligencia [1]. Durante el periodo
Greco-Romano (930 — 210 AD) se realizaron los primeros intentos por clasificar a

las demencias identificadas en los ancianos, como un desorden mental [2].

En el siglo XIX la demencia fue descrita como un estado adquirido en el que se
muestra un déficit intelectual, que se puede dar a cualquier edad y bajo cualquier

circunstancia [1].

Actualmente se dice que la demencia es un término genérico que describe una
disfuncién cronica o progresiva de la corteza cerebral o subcortical, que lleva al
decaimiento intelectual, asi como una disminucion en la orientacion espacial, en la
toma de decisiones, en el juicio y en el razonamiento abstracto, lo que conduce a
un cambio de humor, de comportamiento, de personalidad del individuo y esto no

debe de ser considerado como parte normal del envejecimiento [3].

La demencia afecta del 5 al 20% de la poblacion adulta mayor (mayor a los 65
afos) [4]. La incidencia incrementa con la edad, y ésta se duplica cada 5 afios,

cuando las personas son mayores de 60 afos [5].

La Demencia Frontotemporal (DFT) es la segunda causa neurodegenerativa de
demencias en pacientes menores a los 65 afnos, esta enfermedad comprende

alrededor del 50% de estos pacientes [6].

3.2 Demencia Frontotemporal.
Este es un término descriptivo que se usa para referirse a un desorden
caracterizado por el deterioro de los I6bulos frontales y temporales del cerebro [9],
asi como por un deterioro del comportamiento, personalidad y/o lenguaje con una
relativa preservacion de la memoria [7]. Esta enfermedad presenta diferentes

variantes clinicas entre las que se incluye: demencia frontotemporal con cambios



en la personalidad (DFTvc), demencia semantica (DS) y afasia progresiva primaria
no fluente (APPNF) [8].

3.2.1 Epidemiologia.

Un estudio realizado en poblacion britanica encontré que la prevalencia de la DFT
en personas menores a los 65 afos es de 15 personas por cada 100,000
habitantes [9]; otro estudio realizado en la misma poblacion encontré una
incidencia de 3.5 a 4.1 personas por cada 100,000 habitantes al afio entre las
edades de 45 a 65 anos [10]. Esta enfermedad es considerada como una
demencia de aparicion temprana, encontrandose con una gran incidencia, hasta
en 50% de los casos los individuos son menores a los 65 afos [9]. Los pacientes
tienen una esperanza promedio de vida de 6 afos a partir de la aparicion de los
sintomas [11]. La incidencia entre hombres y mujeres es la misma [12]. Los casos
de DFTvc son los mas comunes (2/3 de los casos totales) mientras la APPNF y la
DS son formas mas raras [13]. La DFTvc en un estudio realizado por Roberson E.
D., y cols [14] esta asociada con una supervivencia mas corta y una edad de inicio

mas temprana mientras que la DS presenta una mayor supervivencia.
3.1.2 Caracteristicas clinicas.

Los pacientes pueden ser clasificados dentro de 3 diferentes sindromes clinicos

dependiendo de la aparicion y prevalencia de los siguientes sintomas:

a) DFTvc: Los pacientes, que presentan este tipo de variante, muestran un
cambio marcado en la personalidad y en su comportamiento,
constantemente presentan apatia caracterizada por un olvido de los
asuntos personales y sus responsabilidades. Mientras la enfermedad va
progresando se observa un desinterés de la persona por su higiene asi
como una falta de control de los esfinteres. Lo que caracteriza a la
desinhibicion que presentan estos individuos, es un comportamiento social
inadecuado; esto lleva a que el individuo presente un grave deterioro social
[15, 16].



b) DS: Los pacientes que presentan este tipo de sintomas, muestran una
pérdida progresiva de la semantica, esto quiere decir que hay una pérdida
de los conceptos acerca de las palabras u objetos. Los pacientes presentan
deficiencia en la comprension de las palabras, como consecuencia el
paciente pierda vocabulario. Sin embargo la fluencia y la sintaxis de los
pacientes no presenta ningun deterioro. La pérdida de conocimiento parece
afectar primero a los ejemplos, por lo que un paciente inicialmente no
puede reconocer a un conejo, pero si decir que se trata de un animal [17,
18].

c) APPNF: Es un desorden en la expresion del lenguaje, debido a que los
individuos que presentan este sintoma pierden la habilidad para hablar con
fluidez asi como una pérdida variable de la gramatica y parafasias
fonémicas (substitucion de palabras). En las primeras etapas, el paciente
habla menos de lo normal y con oraciones mas cortas; mientras la
enfermedad progresa, los pacientes presentan dificultad para encontrar
palabras que expresen lo que piensan, provocando que enmudezcan [19].

Este tipo de variante puede ser sub-dividida en:

APPNF-G. Es una forma predominantemente agramatica, con dificultades
primarias en la gramatica, sintaxis, praxis oral y fluencia [20]. APPNF-L. La
afasia progresiva logopénica es caracterizada por interrupciones fluctuantes
de la fluencia debido a las dificultades que presenta el paciente para
encontrar palabras, pero con una sintaxis intacta y sin agramatismo. Esta

variante es mas rara y esta asociada a dificultades en la memoria [21].

No solo se han identificado estas caracteristicas en los casos de DFT; en 1991 se
identificod una familia sueca en donde habia casos que presentaban DFT ademas
de caracteristicas clinicas propias de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) [22],
posteriormente a esta asociacion se le denomindé DFT asociada a la enfermedad
de la neurona motora (DFT-EMN o DFT-ELA).



3.1.3 Caracteristica neuropatoldgicas.

Muchos de los casos pueden ser sub-clasificados con base en la presencia o

ausencia de inclusiones especificas en: DFT con inclusiones de tau (DFT-TAU),

DFT con inclusiones tau negativa pero ubicuitina y TDP-43 positiva (DFT-TDP) y

DFT con inclusiones positivas para la proteina de unién a sarcoma (DFT-FUS)

[23].

a)

b)

DFT-TAU: Las inclusiones tau positivas que se presentan en estos casos
son redondas u ovaladas y se localizan en el citoplasma de las neuronas,
principalmente en la neocorteza frontal y temporal del cerebro, descritas por
primera vez por Alois Alzheimer [24]. Los pacientes que presentan
mutaciones en el gen MAPT muestran estas inclusiones [25].

DFT-TDP: La histopatologia de los pacientes con DFT tau negativa, se
debe a que presentan inclusiones compuestas por ubicuitina (DFT-U).En el
2006 la investigacion en los cerebros que presentaban inclusiones de
ubicuitina, llevd a la identificaciéon de la proteina TDP-43 [26], en este
estudio también se observo que bajo condiciones patologicas, la proteina
es desplazada del nucleo de la célula al citoplasma, donde es
hiperfosforilada, ubicuitinada y cortada para producir fragmentos carboxilo
terminal [26]. Este tipo de inclusiones se encuentran en casos familiares
asociados a mutaciones en el gen GRN, C9orfr2 y VCP [27],
principalmente en el hipocampo y en la corteza frontotemporal [23, 26].

DFT con inclusiones hechas por fusion del sarcoma: Del 5 al 20% de
los casos de DFT-U, no presentan inclusiones de la proteina TDP-43 si no
que se asocian a la proteina fusionada en el sarcoma (FUS) [28, 29]; ésta
proteina se encuentra ubicuitinada regulando la expresion génica y la
translocacion de los cromosomas. Las inclusiones que se presentan son

similares en morfologia y distribucién a las inclusiones de TDP-43 [29].



3.1.4 Etiologia y genética de la Demencia Frontotemporal.

Del 40 al 50% de los pacientes con DFT presentan una historia familiar, y del 10
al 50% de estas formas familiares presentan un patron de herencia autosémico

dominante [30].

El estudio genético en los pacientes con DFT familiar ha llevado a la identificacién

de 6 genes, los cuales se presentan en la tabla 1.

Localizacion Proteina que codifica. % de participacion en el
cromosoémica desarrollo de la DFT
GRN 17921.32 Progranulina 5 - 20% en casos familiares
C9orf72 9p21 Aun no identificada ~20% de los casos familiares
MAPT 17921.1 Proteina tau 5-20% de los casos
familiares
VCP 9p13.3 Valosina 1% de los casos totales
TARDBP 1p36.2 Proteina fijadora de DNA 1% de los casos totales
TAR-43 (TDP-43).
CHMP2B 3p11.2 Proteina multivesicular 2B 1% de los casos totales

Tabla 1. Se presenta el gen, su localizacién cromosdmica, la proteina para la que codifica asi como el % de
participacion en el desarrollo de la DFT [31-37].

3.1.5 El gen de la progranulina (GRN).

El gen se localiza en la regién cromosémica 17921.32 (Fig.1), lo conforman 13
exones, de los cuales uno de ellos es no codificante, el splicing alternativo asi
como la omision de exones llevan a que se produzcan 3 isoformas [38]. Este gen
codifica la proteina Progranulina (PGRN) de 593 aminoacidos con un peso
molecular aproximado de 68.5 KDa (Fig.2) sujeta a protedlisis por la elastasa [39].
La proteina estd conformada de 7.5 péptidos de granulina (paragranulina y
granulinas A-G) los cuales estan compuestos de repeticiones en tandem
altamente conservados con un motivo unico de 12 cisteinas, excepto granulina G

que tiene 10 motivos [40].
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Figura 1. Localizacion del gen GRN en la region cromosémica 17g21.32. Tomada y modificada de Baker M., et al. [41].

B Proteina PGRN

Figura 2. (A) Representacion de la organizacién modular del gen GRN. En la parte inferior se representan
los 7.5 péptidos de granulina (Paragranulina (P) y granulinas A-G). (B) Representacion esquematicay
tridimensional la proteina que codifica el gen GRN (Progranulina); En amarillo se muestran los enlaces

disulfuro; En azul los bucles que no tienen estrcutura; Las flechas que representan las hojas  estan
marcadas en amarillo y verdes para facilitar su visualizacion . Tomada y modifica de Nicholson A. M., et
al. y Smout M. J, y cols. [42 y 43].

En este gen se han identificado 144 mutaciones patogénicas [44], estas se
encuentran distribuidas en toda la region codificante y sitios de splicing. Las
mutaciones se encuentran frecuentemente en pacientes que manifiestan la
variante clinica DFTvc presentando un patrén de herencia autosomico dominante
y muy pocas se encuentran en casos esporadicos excepto en aquellos con una
historia familiar incompleta. Las mutaciones en este gen, llevan a una
haploinsuficiencia o pérdida de la funcidbn de la proteina [41]. Un posible
mecanismo por el cual la pérdida de la proteina lleva a la neurodegeneracion, es
por una inadecuada respuesta al dafio neuronal y otro mecanismo relaciona a la
proteina con TDP-43, el cual sugiere que la supresion de la proteina PGRN influye
sobre el corte patolégico de TDP-43 via caspasa-3, o que conduce al movimiento
de esta proteina del nucleo al citoplasma y subsecuentemente al dafio neuronal.
[45].
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3.1.5.1 Funciones bioldgicas de PGRN.

En el tejido periférico actua como un agente anti-inflamatorio, esta es cortada por
la elastasa para la obtencidon de granulinas, las cuales tienen un papel pro-
inflamatorio. Este proceso proteolitico es regulado mediante los inhibidores de la
secrecion de proteasa leucocitica (SLPI) y la apolipoproteina A1, los cuales
previenen el corte, ya sea uniéndose a PGRN o antagonizando la funcion de la

elastasa [39].

La expresién de la proteina ocurre en diferentes tejidos, incluido el epitelial,
linfoide, neuronal y cartilaginoso [46]. En el cerebro la expresion de PGRN se
observa en etapas tempranas del desarrollo y es baja en edades adultas [47]. La
proteina PGRN esta involucrada en diferentes procesos biologicos, como la
progresion y regulacion del ciclo celular, en la inflamacion donde se ha encontrado
que altos niveles de expresion de la proteina se encuentran asociados a la
tumorogénesis. [48], asi como mediador en la cicatrizacion de heridas y reparacion
del tejido [39]. Se ha identificado como un factor de crecimiento condrogénico, por
lo que tiene un papel importante en el desarrollo del cartilago asi como en la
artritis inflamatoria. [49]. En fibroblastos de embrién murino la inteleucina-13 y el

factor de necrosis tumoral a (TNF-a) activan la expresion de PGRN [50].
a) Funcion de PGRN en el Sistema Nervioso Central (SNC).

La proteina se encuentra ampliamente expresada en el sistema nervioso
central durante el desarrollo neuronal, y es requerida para la diferenciacion sexual
del neonato [51]. En el cerebro normal de un sujeto adulto, esta proteina se
encuentra expresada en el hipocampo [46]. Se ha observado que en respuesta al

dafio, la microglia regula de manera positiva la expresion de PGRN [52].
b) Funcién de PGRN en las neuronas.

En diversos estudios se ha examinado la posible participacion de progranulina
en el crecimiento neuronal, por ejemplo en un experimento realizado en pez cebra

se encontr6 que esta proteina es importante para que haya un desarrollo



adecuado de las neuronas motoras [53]. Los peces cebra deficientes de los dos
homodlogos de progranulina, presentan un crecimiento axonal reducido, fenotipo
que pudo ser rescatado por una sobre-expresion de progranulina [54]. La
expresion de progranulina en periodos tempranos del cerebro es disminuida, por lo
que puede ser mas relevante en el contexto de plasticidad y re-arreglo neuronal en

el cerebro adulto [55].
c) Neuroinflamacion.

La expresion de PGRN se ve significativamente incrementada en las
enfermedades neurodegenerativas [56]. Varios estudios revelan que esta proteina
se encuentra positivamente regulada dentro del SNC debido a la neuroinflamacion
[52, 57]. La microglia al encontrarse activa durante un largo periodo de tiempo
puede causar dafo cerebral a través de la generacién de citocinas pro-
inflamatorias y especies reactivas de oxigeno, por lo que PGRN puede fungir

como un inmuno-modulador al disminuir la activacion de la microglia [58].

3.1.5.2 Mutaciones en GRN.

Las mutaciones identificadas en este gen han sido asociadas a dafio en el I6bulo
frontal temporal e inferior del cerebro, a nivel molecular se encuentran inclusiones
principalmente tau negativas y ubicuitina positivas [59]. Todos los portadores de
mutaciones patogénicas ya sean asintomaticos o sintomaticos presentan una
reduccion o haploinsuficiencia en los niveles de PGRN en plasma, suero y liquido
céfalo raquideo [60]; los portadores de mutaciones que cambian el sitio de splicing
previenen el transito de PGRN, llevando a la degradacion de ésta [61], mientras
que los portadores mutaciones sin sentido ocasionan haploinsuficiencia, mediante
la introduccion de un cododn de paro, conduciendo al decaimiento del mMRNA y una
pérdida del 50% de la funcién de la PGRN [62]. Se ha demostrado que la
reduccion en los niveles de PGRN, son independientes del estado de la
enfermedad por lo que el método de ELISA que es barato y confiable, puede fungir
como una herramienta diagndstica para identificar portadores de mutaciones que
no presenten sintomas [63].



Las mutaciones en el gen GRN llevan al desarrollo de inclusiones de TDP-43
aunque aun se desconoce la relaciéon entre la disminucién en el nivel de
progranulina y las inclusiones de TDP-43, dado que en algunos pacientes con DFT
TDP-43 se encuentra hiperfosforilada, ubicuitinada y escindida para generar
fragmentos C-terminal [45]. Algunos experimentos han demostrado alteraciones
en el corte de TDP-43 que realiza la caspasa 3 la cual es mediada por
progranulina esto genera 2 fragmentos con un peso molecular aparente de 25 kDa
y 35 kDa respectivamente. El fragmento de 25 kDa puede inducir la toxicidad
celular, mediante la formacién de inclusiones insolubles, hiperfosforiladas vy
ubicuitina positivas, lo que lleva a su acumulacion causando una disfuncién celular
mediante la interferencia del transporte intracelular, otros encuentran que este
proceso es independiente de progranulina, mientras que unos no hayan evidencia
de cambio en TDP-43 aun después de realizar experimentos donde se suprima la
expresion de progranulina [45]. Mecanicamente TDP-43 es capaz de disminuir los
niveles proteicos de progranulina al unirse y desestabilizar su mRNA [64]. Al haber
una reduccion en los niveles de progranulina, el estrés celular aumenta lo que
conduce a un cambio en la localizaciéon de TDP-43 al citoplasma, que resulta en la
reduccion de los niveles de progranulina debido a una interaccion entre su mRNA
y TDP-43 [65].

El factor de crecimiento neural o nervioso (proNGF), causa la apoptosis neuronal
mediante uniones simultaneas a sortilina y al receptor transmembranal p75"'Y, las
células que carecen de sortilina son inmunes a la apoptosis mediada por proNGF
[66]. Dada la afinidad de PGRN hacia sortilina se cree que regula la supervivencia
neuronal, mediante esta via. Sin embargo, se encontrdé que los sitios de unién de
sortilina hacia PGRN son diferentes a los que tiene con proNGF, por lo que hacen
falta mas estudios para caracterizar esta via [67]. También se ha encontrado que

sortilina media los niveles extracelulares de progranulina. [68]

Diferentes estudios han demostrado que PGRN puede regular directamente la
senalizacion intracelular mediante la unidon directa y especifica al receptor TNF e

inhibiendo el mecanismo mediado por TNF-q, esto conduce a la hipotesis de que



la disminucion en los niveles de PGRN junto con cualquier enfermedad llevan a un
estado pro-inflamatorio, llevando a la muerte neuronal, pero esta hipotesis debera
corroborarse [67]. En un estudio en ratones se encontr6 que PGRN atenua de
manera consistente el proceso inflamatorio producido por los niveles altos de
expresion de mRNA de TNF-a identificados en los cerebros de los ratones con
deficiencia en PGRN [69] también se observdo que hay una susceptibilidad al
peréxido de hidrégeno en cultivos neuronales murinos con deficiencia en los

niveles de progranulina, lo que puede llevar a una muerte neuronal inducida. [69]
3.1.5.3 Factores genéticos que modifican la expresion de GRN.

Uno de los factores genéticos que se encuentra modificando la expresion de la
proteina, es la proteina transmembranal sin caracterizar 106B (TMEM106B) que
se asocia con la progranulina en los endo-lisosomas. Se han identificado variantes
génicas en y cerca del gen, que parecen proteger o retrasar la edad de inicio de
los pacientes que presentan mutaciones en el gen GRN, a través de elevar los
niveles de PGRN, esto puede deberse a que TMEM106B incrementa los niveles
intra-celulares de progranulina, presuntamente al secuestrarla durante su

secrecion y asi disminuir la velocidad de su degradacion. [70].

También se han visto implicados diversos microRNA (miRNA) en la regulacion de
PGRN como miR-29b y miR-107 [71, 72]. Asi mismo se ha asociado la variante
rs5848 que se encuentra localizada en la regién 3° UTR, la cual incrementa la
union de miR-659 al gen, causando la disminucion de los niveles de expresion, los
portadores homocigotos de la variante rs5848, tienen el triple de riesgo de

desarrollar DFT en comparacion con los que no la presentan [73].

3.2 Esclerosis Lateral Amiotréfica.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se describid, por primera vez en el afo de
1869 por Jean-Martin Charcot [74]. Esta enfermedad también es conocida como la
enfermedad de Charcot, de Lou Gehrig o de las neuronas motoras. Esta es una

enfermedad neurodegenerativa la cual no tiene cura; se caracteriza por la muerte



de las neuronas motoras tanto superiores (NMS) como inferiores (NMI), lo que
lleva a una paralisis progresiva y posteriormente a la muerte del paciente por una

falla respiratoria, de 3-5 afios después de la aparicion del primer sintoma [75].
3.2.1 Epidemiologia.

Mundialmente la incidencia de esta enfermedad varia de 0.3-2.5 casos por afo
cada 100,000 personas [76]. Cerca del 90% de los casos son esporadicos,
alrededor del 5 al 10% [77] presentan una historia familiar positiva y de éstos el
75% se hereda de manera autosomica dominante [78]. La esperanza de vida de
esos pacientes es alrededor de 2 o 3 afos posterior a la aparicion de los primeros
sintomas. [77]. Se ha observado que ligeramente se tienen mas casos de hombres
que de mujeres, con una relacion de 1.5:1 [79]. La edad promedio de inicio de los
sintomas en los casos esporadicos varia entre 55 a 65 afios [80]. Para los casos
familiares, el inicio de los sintomas generalmente se presenta una década antes

de los casos esporadicos [81].
3.2.2 Caracteristicas Clinicas.

Hay muchos sistemas de clasificacion para colocar a la ELA. El mas simple es
distinguirla por su inicio que puede ser: bulbar o espinal. La clasificacion mas
usada es definila como bulbar o de aparicion en extremidad y después
categorizarla como una atrofia muscular progresiva, esclerosis lateral primaria o

ELA, que asi mismo puede ser clasificada por |la escala de El Escorial.

La ELA se caracteriza por una combinacién de sintomas de las NMS y NMI. Las
NMS del sistema nervioso central, se encuentran en la corteza motora o el tronco
encefalico, transmitiendo la informacion motora hacia las NMI. Las NMI’'s se
localizan en el tronco encefalico y médula espinal, transmitiendo los impulsos de
las NMS a los musculos en la sinapsis neuromuscular para inervar los musculos

esqueléticos que controlan a los brazos y piernas [82].



Los fenotipos clinicos de ELA son los siguientes:

ELA clasica con un inicio en los miembros del cuerpo de manera discreta,
con una combinacion de NMS y NMI, avanza de manera constante en el
tiempo y en el espacio [83] (Alrededor del 70% de los pacientes la
presentan [84]).

ELA con un inicio bulbar, los pacientes presentan dificultades para hablar y
tragar (25% de los pacientes la presentan) [85].

Esclerosis lateral primaria es el nombre que se le designa al sindrome
donde solo se involucran las NMS [86], se caracteriza por espasticidad y
debilidad muscular. En mas de la mitad de los pacientes los sintomas
empiezan incidentemente en las piernas, para ascender, lentamente y
relativamente de manera simétrica a los brazos [83].

Atrofia muscular progresiva describe un fenotipo donde solo se involucran
las NMI, caracterizada por fasciculaciones y debilidad muscular [83]. Los
sintomas pueden empezar en cualquier parte del cuerpo y comparada con

otros fenotipos los hombres tienen una edad de inicio mayor [87].

Esta enfermedad es progresiva, alrededor del 50% de los pacientes mueren

dentro de los 30 meses a partir de la aparicion de los sintomas, solo un 20% de

estos viven entre 5 y 10 afios después de la aparicidn de los sintomas [88].

Se han identificado en los ultimos afios pacientes con ELA que pueden llegar a

desarrollar DFT, esto se puede deber a que los déficits cognoscitivos en un

principio, pueden ser muy tenues, por lo que pasan desapercibidos de un 20 a un

50% en los pacientes con ELA que cumplen con el perfil de DFT [89]. Y al mismo

tiempo alrededor del 15% de los pacientes que presentan DFT desarrollan

sintomas relacionados con la degeneracién de las neuronas motoras [90].



3.2.3 Caracteristicas neuropatoldgicas.

Los agregados de proteinas o inclusiones han sido ampliamente reconocidos
como un marcador patolégico de muchas enfermedades neurodegenerativas. En
la ELA estas inclusiones se acumulan de manera anormal en el citoplasma de las
neuronas motoras espinales; caracterizadas por ser del tipo ubicuitina y TDP-43
positivo [91]. Estudios neuroinmunopatologicos de TDP-43 incluyen a la mayoria
de los casos esporadicos y familiares de ELA dentro de un espectro de
enfermedades que incluyen no solamente a los casos con ELA, o DFT sino
también a los casos con DFT-ELA [92]. Bajo condiciones patolégicas TDP-43
forma inclusiones que se encuentran ubicuitinizadas e hiperfosforiladas [93].
También se han identificado inclusiones de la proteina SOD1, asi como de la
proteina FUS sin embargo las inclusiones de TDP-43 son los componentes
proteinicos mas observados; se presentan en el 97% de los pacientes con ELA y
cerca del 45% de los pacientes con DFT. En la siguiente figura se esquematizan
las principales proteinas que conforman las inclusiones identificadas en los
pacientes con ELA y DFT [37].

TAU TDP-43
(45%)

soDt “FUS
(%)  (<1%)

Figura 3. Inclusiones patoldgicas de proteinas en casos con ELA y DFT, de acuerdo a la proteina que mas se acumula.
Las inclusiones de TDP-43 y FUS reflejan el sobrelapamiento entre estas dos enfermedades. Las siglas UPS son el
sistema ubicuitina-proteasoma. Tomado y modificado de Ling SC y cols. [37]
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3.2.4 Etiologia y genética de la Esclerosis Lateral Amiotrofica.

La identificacion de genes asociados a la ELA ha sido dificil debido a dos factores:

e La enfermedad se presenta en la edad adulta, por lo que pedigries grandes
para estudios de linaje son inusuales [94].

e El hecho de que algunos casos se ha observado que la ELA y la DFT,
enfermedades con manifestaciones clinicas diferentes presentan el mismo

proceso patologico. [94]

El estudio genético en los pacientes ha llevado a la identificacion de diferentes

genes que al estar mutados, llevan al desarrollo de la ELA. Estos genes se

presentan en la siguiente tabla:

Gen Localizacion Proteina que codifica. % de participacion en el
cromosémica desarrollo de la ELA
C9orf72 9p21 Aun no identificada ~37% de los casos familiares
SOD1 21922 Superodxido Dismutasa ~20% de los casos familiares
TARDBP 1p36.22 Proteina fijadora de DNA TAR- 4% de los casos familiares
43
FUS 16p11.2 Proteina fusionada en 4% de los casos totales
sarcoma
UBQLN2 Xp11.21 Proteina fijadora de DNA TAR- 1% de los casos totales
43 (TDP-43).
TAF15 3p11.2 Factor 15 asociado a la caja 1% de los casos totales
TATA
ANG 14911.1-q11.2 Angiogenina >1% de los casos totales
SETX 9934.13 Helicasa probable senataxina >1% de los casos totales
ATXN2 12q24.1 Ataxina 2
VCP 9p13.3 Valosina 1-2% de los casos familaires

Tabla 2. Se presenta el gen, su localizaciéon cromosdémica, la proteina para la que codifica asi como el % de
participacion en el desarrollo de la DFT [95-97].
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En la figura 4 se muestran algunos genes que fueron mencionados los cuales

estan involucrados como se mencion6 en el desarrollo de la ELA, DFT y ELA-DFT.
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Figura 4. Es la figura se observan los genes que mas contribuyen al desarrollo de ELA y DFT ( ELA en rojo y DFT en
morado), los cuales estan acomodados de acuerdo a la tasa de mutaciones patogénicas conocidas que dan origen a
ELA y DFT. Tomado y modificado de Ling SC y cols. [37]

3.2.5 El gen CO9ORF72.

En el afno 1991 en Suecia se identificé una familia en donde todos los individuos
presentaban no solo ELA o DFT, sino también el traslape entre ambas
enfermedades conocido como ELA-DFT, siendo esta familia la primera sugerencia
de la relacion genética entre estas ELA y DFT [98]. En el afio 2006 los estudios de
ligacion en la familia sueca y otras familias llevaron a la identificacién de un locus
en la region cromosomica 9p.21.2; hallazgo que se confirmdé no solo después de
estudiar varias familias, sino también de realizar estudios de asociacién de
genomas [99]. El analisis de la region 9p.21.2 (Figura 5) en el afio 2011 llevo en
pacientes con DFT- ELA a la identificacion de una secuencia expandida de un
hexanucleétido repetido (GGGGCC) en el gen C9orf72 de hasta 700 repeticiones.
En poblacién normal el expandido esta compuesto de 3 a 23 repeticiones [100,
101],
codificantes. Este gen se compone de 11 exones, que a través de splicing

esta expansién se encuentra entre los dos primeros exones (1a y 1b) no

alternativo produce tres variantes de transcritos que al ser traducidos forman dos

isoformas alternativas, las cuales aun no se caracterizan [101].
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Figura 5. Localizacion del gen C90rf72 en la region cromosdmica 9921.22 y del expandido “GGGGCC” entre el Ex6n 1a

y 1b. Tomada y modificada de Baker M., et al. Y “UCSF Memory and aging center” [31, 73].

Las variantes 1 y 3 de los transcritos se predice que codifican para una proteina
de 481 aminoacidos a partir de los exones 2-11, mientras que la variante 2 del

transcrito codifica para una proteina de 222 aminoacidos a partir del exén 2 al 5

(Fig. 6) [100, 101].

A
gDNA (GGGGCC),
ATG
1a 1b 2 3 4 5§ 6 7
Pre-mRNA ATG
V1 <@
1b 2 3 4 5 6 7
No transcription variant 1
ATG TAA

" —_
1a 2 3 4 5
Transcription variant 2

ATG

V3

3 4 § 6 7

I 1a 2
Transcription variant 3
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TAA
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Figura 6. Vision general de la estructura gendmica del locus C9ORF72 (Panel superior), y los transcritos producidos por
splicing alternativo (Panel inferior). Los paneles blancos muestran la region codificante mientras que los grises, la

region no codificante. Tomada y modificada de DelJesus-Hernandez M y cols. [101].
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Mediante el uso de microarreglos, se ha podido detectar al RNA de este gen en
diferentes tejidos del sistema nervioso central; los niveles de expresion mas altos

se observaron en el cerebelo [100].

Aun se desconoce el papel que funge la proteina C9orf72, sin embargo hay
evidencia que demuestra que se encuentra estructuralmente relacionada a los
dominios de proteina DENN (Por sus siglas en inglés: Differentially Expressed
in Normal and Neoplastic cells), las cuales son proteinas que intercambian GDP-
GTP para Rab GTPasas [102].

3.2.5.1 Fenotipo clinico asociado a C9orf72.

La informacion clinica de los pacientes con la expansion del hexanucledtido
repetido ha demostrado que cerca del 55.8% de los que poseen la expansién del
repetido son hombres [103]. Es importante mencionar que tanto la edad de inicio
como la duracion de la enfermedad son muy variables aun dentro de una misma
familia [103]. En términos de lo reportado se tiene que la edad de inicio varia entre
los 27 a los 83 afos mientras que la duracion de la enfermedad va de 3 a 264
meses [104]. Aproximadamente el 29.3% de los pacientes con la expansion del
repetido muestran un espectro de DFT-ELA [103]; 44.2% de los pacientes con
ELA que tienen la expansion del repetido presenta un inicio bulbar [105], mientras
que alrededor del 81% de los pacientes con DFT que presentan la expansién del
repetido presentan la variante clinica DFTvc [106]. Se ha observado que muchos
de los pacientes que presentan la expansién del repetido inician con deterioro
cognoscitivo o sintomas de psicosis, en comparacion con pacientes que presentan

mutacién en otro gen o en un gen desconocido [107].

3.2.5.2 Frecuencia de la mutacion.

La frecuencia de esta mutacion entre la poblacion es muy heterogénea, siendo
mayor en poblaciones aisladas de Finlandia y Cerdefia, asi como en cohortes

donde los pacientes presentaban un diagnéstico patoldgico de DFT-TDP [104].



La frecuencia de la expansion del repetido en poblacién Norte Americana y
Europea es del 37% en casos familiares de ELA, 6% de casos de ELA esporadico;
por el otro lado en 21% de los casos con DFT familiar y en el 6% de los casos
esporadicos con DFT [104]. En un estudio realizado en casos familiares de ELA-
DFT se encontré que en Estados Unidos la expansion del repetido se encuentra
en el 36.2% de los casos, mientras que en Europa se encuentra
predominantemente en poblacién finlandesa (46.4%) [100]; en esta poblacion se
identificd un efecto de fundador para la expansion de este repetido [104, 108]. De
los casos esporadicos en Europa 7.8% presenta la expansion del repetido siendo
mas prevalente la poblacion finlandesa, mientras que en Estados Unidos el 5.5%

de los casos esporadicos presentan la expansion del repetido [104].

3.2.5.3 Neuropatologia.

Los pacientes con la expansion del repetido en el gen C9orf72 tienen
caracteristicas patologicas unicas. Los agregados fosforilados de TDP-43 se
encuentran acompanados de otras inclusiones que son negativas para TDP-43
fosforilada, las cuales se encuentran en el citoplasma particularmente en las
células del cerebelo, hipocampo y neocorteza frontotemporal, las cuales solo se
pueden identificar con anticuerpos para la proteina 62 (p62) o para ubicuitina
[109]. Las inclusiones de TDP-43 y de p62 son caracteristicas de los pacientes
que portan la mutacién en el gen C9orf72 y no se encuentran en otro tipo de

pacientes que presenten un cuadro clinico similar sin expansion del repetido [110].
3.2.5.4 Mecanismo Patogénico.

Hasta el momento se han descrito 3 posibles mecanismos los cuales se

esquematizan en la figura 7 y se explican a continuacion:



C90RF72

I (eacace), n>23
1a l 1

(GGGGCC),

* "
IN.£
w@ﬁw

Pérdida de la funcién de c9orf72 (Gessce), Traduc[;ifm RAM
+

WW <:E
l Proteina toxica
b,

12

Toxicidad asociada al RNA

Figura 7. Se muestran los 3 mecanismos, por los que el expandido "GGGGCC" lleva al desarrollo de la DFT-ELA. Se
muestra el mecanismo que involucra la pérdida d ela funcién del gen C90rf72. Mientras los otros dos mecanimos
involucrar una ganancia de funcion. Tomado y modificado de Orr H. T. y cols [111].

a) Haploinsuficiencia o pérdida de la funcién.

Esta hipotesis tiene apoyo por investigaciones en pez cebra y en
Caenorhabditis elegans. En el modelo Knock-down del pez cebra del homdlogo
altamente conservado zC9orf72 se ha observado un cambio en el
comportamiento y déficits neuronales caracterizado por una degeneracién
axonal y una motilidad reducida [112]. En C. elegans la delecion del gen
F18A1.6 también conocido como alfa-1 (Ortélogo del gen C9orf72), resulté en
una degeneracion de las neuronas motoras asi como en una mayor
sensibilidad al estrés que lleva a una mayor degeneracion de las neuronas
motoras [113]. Niveles reducidos del transcrito de C9orf72 principalmente de la
variante 1, se han identificado en diferentes regiones del cerebro de los
portadores de la expansion del repetido [114]. Adicionalmente se han
encontrado niveles reducidos de la proteina C9orf72 en la corteza frontal, pero

no en el cerebelo de los portadores de la expansion [101]. Los niveles



disminuidos de los transcritos de C9orf72 pueden ser explicados por
dificultades en la transcripcion y procesamiento del RNA debida a la expansion
de “GGGGCC” o por una hipermetilacién de las islas CpG cercana a la
expansion del repetido lo que lleva a un silenciamiento del DNA mutado; se ha
observado que los pacientes que presentan ELA y un expandido en el gen
C9orf72 ademas de tener un alelo hipermetilado con mas de 50 repetidos
tienen una expresion reducida del transcrito C9orf72 [115]. La reduccion de los
niveles de la transcripcion también pueden explicarse por la tri-metilacion de
residuos de lisina de las histonas H3 y H4 (H3K9, H3K27, H3K79 y H4K20)
[116]. No se sabe exactamente como es que la reduccién en los niveles de
ésta proteina se encuentra involucrada con el desarrollo de la enfermedad pero
se ha sugerido la posibilidad de que haya una desregularizacién del trafico
vesicular necesario para un proceso autofagico eficiente, dependiente de las
proteinas Rab, dada su relacion estructural con los dominios de proteina
DENN. [117].

b) Toxicidad asociada al RNA del repetido

La secuencia de ambas hebras de RNA del gen C9orf72 que poseen la
expansion del repetido, pueden llevar a la formacién de bucles u horquillas
estables, heteroduplex DNA-RNA asi como duplex de RNA, cuadruplex-G o
estructuras denominadas i-motifs [118]. La complejidad de las estructuras
secundarias puede ser la causa de la agregacion del expandido repetido de
RNA llevando a la formacién de inclusiones de RNA en la corteza frontal y en
espina dorsal aunque también se han encontrado en la corteza motora, I6bulo
temporal, cerebelo e hipocampo, principalmente en las neuronas, ademas de
en los astrocitos, oligodendrocitos y microglia [119, 120]. El incremento de la
longitud de los repetidos lleva a la formacion de uni- y multi- cuadruplex-G
pero aun no es claro si es posible la formacion de estos cuadruplex-G in vivo
debido a la falta de técnicas de visualizacion in vivo [121]. En los cuadruplex-G
las cuatro guaninas interactuan a través del enlace conocido como Hoogsteen

alrededor de un catién monovalente, lo que lleva a la formacion de cuartetos-G



[122] (Figura 8). También los residuos de guanina pueden interactuar con
guaninas de la misma hebra y formar cuadruplex-G unimoleculares (Figura 9-
A) o con guaninas de otras hebras lo que lleva a que se formen cuadruplex-G
multimoleculares (Figura 9-B) [122]. Aun se desconoce el mecanismo exacto

por el cual este tipo de estructuras afectan el splicing del gen C9orf72 asi
como la formacion de mRNA [121].
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Figura 8. Estructura del cuadruplex-G estabilizado por enlaces tipo Hogsteen y un cation monovalente en el centro.
Tomada y modificada de Ma DK. y cols [123].

Figura 9. A. Cuadruplex-G unimolecular. B. cuadruplex-G multimolecular. Tomada y modificada de Reddy K. y cols
[121].
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Los cuadruplex-G se han vinculado a funciones biolégicas tales como la
inestabilidad genética y la regulacion telomérica [121]. Las formas expandidas
del repetido son probablemente mas estables dado que se ha identificado in
vivo en forma de inclusiones de RNA [101,124]. Aun se desconoce el
mecanismo por el cual se forman estas inclusiones de RNA; pero uno de los
posibles mecanismos es una inefectiva degradacion de los transcritos por la

maquinaria celular.

b.1) La toxicidad del RNA.

Esta toxicidad involucra la acumulacion de especies de RNA, que
generalmente se encuentran en el nucleo, las cuales se tiene la hipotesis de
que perturban la funcion y secuestran a las “proteinas de uniéon a RNA” (Por
sus siglas en ingles RBP’s) apoyando la hipétesis de la toxicidad mediada por
RNA [124]. Este mecanismo ya se ha propuesto en otras enfermedades
debidas a expandidos de repetidos como: la enfermedad de Huntington [125],
Distrofia miotonica tipo 1 y 2 [126], asi como en diferentes ataxias

espinocerebelosas [127].

Se han identificado proteinas que se unen a varias estructuras G4C2 y C4G2
asi como los cuadruplex G. Dentro de los grupos de proteinas involucradas, el
grupo mas grande que se identifico es el grupo de ribonucleoproteinas

nucleares heterogéneas que por sus siglas en inglés son: “hnRNPs” [119].

Dentro del grupo de las hnRNPs se encuentra hnRNP A3, la cual se identifico
como un componente patoldgico en inclusiones TDP-43 negativo/p62 positivo,
dentro del citoplasma neuronal del hipocampo de pacientes con el expandido
repetido [128, 129]. Dada la relacion entre hnRNP A3 con la exportacion del
mRNA del gen C9orf72 que posee la expansion, ha llevado a la especulacion
de que la union entre hnRNP A3 y el pre-mRNA del expandido conducen a su
exportacion al citoplasma y por lo tanto a que se traduzca por un mecanismo
conocido como traduccion RAN [118]. Esto es consistente con el hecho de que

no se encuentra hnRNP A3 co-localizando con las inclusiones nucleares en



tejidos de cerebelo. Interacciones entre FUS [129, 130] y el expandido son
importantes dado que en un reciente descubrimiento la proteina FUS se une a
la parte telomérica de los cuadruplex G y puede estar involucrado en la

regulacion de la longitud del telomero [131, 132].

Ademas de los miembros de la familia hnRNP, se han encontrado otras
proteinas que se unen al RNA G4C2 como: 1) proteina activadora Pur-a la
cual al unirse con el RNA del expandido causa la pérdida de la funcién de
esta proteina y se ha visto que la inhibicion de esta proteina en linea celular
N2A reduce su viabilidad [133]; 2) Por otro lado la proteina activadora de
adenosina que actua en RNA B2 (ADARB2), se involucra en la formacion o
mantenimiento de las inclusiones de RNA, al unirse al RNA y disminuir sus
niveles, esto produce un aumento en la susceptibilidad debida a toxicidad por
glutamato [134]; 3) Y por ultimo la nucleolina que es una proteina nucleolar
que se une especificamente a los cuadruplex G del repetido y co-localiza en

las células de los pacientes que portan el expandido del repetido [135].

Se ha identificado también estrés nucleolar como un posible factor adicional al
procesamiento anormal del RNA. En los pacientes que presenta el repetido
expandido, se ha encontrado a la nucleolina y nucleofosmina, como las
proteinas nucleolares mas abundantes y se localizan en el nucléolo. La
nuecleolina también interactua con el RNA de G4C2 y co-localiza con las

inclusiones de RNA en los portadores de la expansion [136].

c¢) Traduccién RAN.

Este tipo de traduccién no inicia con el codon “AUG”, es una forma de
traduccidén que toma lugar en las regiones repetidas formando bucles estables
[137]. La traduccion ocurre a través de tres marcos abiertos de lectura tanto de
la hebra sentido como la antisentido, lo que resulta en un péptido largo que se
encuentra constituido de un solo o varios aminoacidos [138]. Son pocas las
neuronas que contienen inclusiones de la hebra antisentido, pero habia un

mayor numero de inclusiones de RNA antisentido por neurona [120]. El



mecanismo por el cual esta traduccion sucede es desconocido, sin embargo
se han descrito algunos lineamientos para este modelo; 1) La traduccion RAN
parece que depende de la longitud del repetido, a diferentes longitudes se va a
producir una proteina con un aminoacido repetido diferente; 2) La traduccion
requiere de estructuras secundarias en forma de horquillas para que se lleve a
cabo el proceso; 3) Finalmente una vez que la traduccion inicié el proceso no
sufre cambios en el marco de lectura o se interrumpe [139]. Este tipo de
traduccidon no solo se ha asociado a ELA y DFT sino también a otras
enfermedades debidas a la expansién de repetidos, como con la Ataxia

espinocerebelosa tipo 8 [139].

La transcripcion del expandido repetido G4C2 de los tres marcos abiertos de
lectura da como resultado a proteinas de dipéptidos repetidos de poli-grlicina-
alanina (poly(GA)), poli-glicina-prolina (poly (GP)) y poli-glicina-arginina
(poly(GR)), mientras que la transcripcion reversa resulta en: poli-prolina-
arginina (poly(PR)), poli-glicina-prolina (poly(GP)) y poli-prolina alanina
(poly(PA)). Se han hecho estudios de inmunohistoquimica en cerebro para
determinar la existencia de estas proteinas, las cuales se identificaron
predominantemente en el cerebelo y el hipocampo co-localizando con
agregados de la proteina p62 [140]. En la tabla 2 se muestra la relativa

neuropatologia de las proteinas que se traducen del expandido.

Poly(GA) = Poly(GP) | Poly(GR) | Poly(PR) | Poly(PA)

Corteza +++ +++ +++ ek +
Hipocampo +++ +++ +++ + +
Cerebelo +++ +++ +++ + +
Espina dorsal * + + - -
Amigdala ND +++ ND + +
Talamo ND +++ ND * +
Médula + ++ ND + +
Sustancia nigra t + ND ND ND

Tabla 3.Localizacién y la neuropatologia relativa de los tipos de proteinas que se obtienen de la traducciéon RAN del
hexanucleétido. ND: No determinado. Tomado y modificado de Gendro T. F. y cols [141].



Aun se desconoce si la formacion de este tipo de proteinas son benignas o
juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad, sin embargo el
grupo de trabajo de Ranum evidencié que las proteinas poliGR y poliGP
inducen toxicidad de una manera independiente a la acumulacion del RNA del
repetido [140]. En otro estudio se encontré que poliGA ejerce su efecto toxico
mediante el secuestro de la proteina Unc119, la cual funciona como un factor

de trafico para proteinas miristoiladas [142].

En la figura 10 se resumen algunos de los mecanismos por los cuales el RNA lleva

a cabo su funcioén toxica.
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Figura 10. Se muestran algunos de los mecanismos por los cuales el RNA del repetido expandido realiza su funcién
toxica. 1) Toxicidad del RNA: Creando inclusiones o secuestrando proteinas de unién a RNA. 2) Traduccion tipo RAN:
Se producen proteinas que pueden llegar a ser tdxicas para la célula. Tomada de Cleary J. D. y cols [143].



IV. Planteamiento del problema.

Las enfermedades neurodegenerativas son devastadoras para el paciente y sus
familiares. EI mecanismo por el cual estas enfermedades se desarrollan aun no
ha sido completamente dilucidado, pese a que se han identificado factores

genéticos y ambientales.

Debido al traslape de sintomas que se ha identificado entre la DFT y la ELA, el
diagndstico basado solamente en las caracteristicas clinicas es dificil, por lo que
se requiere de un abordaje de analisis molecular de los genes descritos para
estas enfermedades para asi poderle brindar al paciente un diagndstico de certeza
que permita un mejor abordaje clinico del paciente y que este pueda repercutir no

solo en su adecuado tratamiento sino también en su manejo.

La importancia de realizar el estudio molecular en los pacientes con ELA y DFT es
que se puedan conocer mas informacién sobre los genes GRN y C9orf72 en
poblacién mexicana; el estudio de la expansion del repetido en el gen C9orf72
nos permitira conocer el numero de repetidos que se pueden encontrar en
poblacion tanto de personas sanas como en pacientes; mientras que el estudio en
el gen GRN nos ayudara a identificar no solo variantes descritas sino también
variantes nuevas que puedan fungir como predictores de riesgo. Con toda la
informacion que se genere en este estudio se podria establecer un analisis
molecular que podria identificar a los pacientes con estas enfermedades pre-
sintomaticamente, lo que permitiria poder definir posibles riesgos para su familia y

su descendencia.



V. Hipétesis.

El 25% por ciento de los pacientes con DFT y ELA presentaran una expansion del
hexanucleétido GGGGCC en el gen C90RF72, mientras que 20% de los

pacientes con DFT presentaran mutaciones en el gen GRN.
VI. Objetivo general.

Identificar variables génicas en pacientes con ELA y DFT en los genes C9orf72,

ademas de buscar variantes génicas en el gen GRN en pacientes con DFT.
6.1 Objetivos particulares.

® Determinar el numero de repetidos de la expansion del hexanucleétido
en el gen C9orf72 en pacientes que presenten DFT o ELA, con o sin
antecedentes familiares asi como en controles.
o Comparar el numero de repetidos identificados entre pacientes y
controles
® |dentificar mutaciones o polimorfismos en los 12 exones del gen GRN

en pacientes mexicanos con demencia Frontotemporal.



VII. Diseiio experimental.

En la figura 9 se muestra un diagrama de la metodologia que se siguidé para la

realizacion de este estudio

Seleccion de

pacientes con DFT y VBl e e 1T

ELA asi coo de periférica de los Extracciéon de DNA
controles sujetos
v v
- N .
FEEEEl e Cuantificaciéon de
secuencia (Pacientes Amplificacién (PCR) DNA
con DFT)
/I _/‘

N - ™
Analisis por fragmentos

Secuenciacion
automatizada (Pacientes con DFT y

ELA

Figura 11. Metodologia general empleada en el estudio.



Poblacion de estudio.

El grupo de poblacion consté de 70 pacientes de ambos sexos con probable
diagndstico de Demencia Frontotemporal (Fig.12) con una edad de inicio promedio
de 57.9 afos y un rango de edad de los 32 a 99 afios, de estos pacientes 40.99%
son esporadicos y el 59.01% son familiares. Un grupo de 50 pacientes de ambos
sexos con diagnostico de Esclerosis Lateral Amiotréfica (Fig. 13), los cuales fueron
atendidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” (INNNMVS); de estos 10% son casos familiares mientras que el 90% son
casos esporadicos. Ademas un grupo control que consté de 50 individuos sanos
con un promedio de edad de 72.3 afos y un rango de 62 a 93 afos, no
relacionados entre si y sin datos o antecedentes neurolégicos (Fig. 14). El grupo

control se obtuvo del banco de DNA con el que cuenta el laboratorio.

Pacientes con Demencia Frontotemporal

Edad Promedio:
58.2 afios.
Rango de edad:
47 - 73 afios

Figura 12. Porcentaje de hombres y mujeres que pertenecen a la poblacién de pacientes con Demencia
Frontotemporal.
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Pacientes con Esclerosis Lateral Amiotréfica

Edad Promedio:
50 afios.

Rango de edad:
20 - 65 anos

Figura 13. Porcentaje de hombres y mujeres que pertenecen al grupo de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotroéfica.

Controles

Figura 14. Porcentaje de hombres y mujeres que cuales pertenecen al grupo control.
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Diagnodstico de los pacientes.
El diagndstico de los pacientes con DFT se realizo6 empleando el Manual

diagnostico y estadistico de los trastornos mentales IV (en inglés DMS-IV).

El diagnostico de los pacientes con ELA se realizé mediante el empleo de los
criterios de “El Escorial”.

Criterios de inclusién.

Individuos con diagnostico de probable DFT y ELA que aceptaran participar en el
estudio, que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion.

Individuos que no cumplan criterios clinicos de diagnostico de DFT o ELA; o que
no hayan aceptado participar en el estudio.

Tipo de estudio.

Este estudio es explicativo descriptivo, retrospectivo y transversal.

Alcance.

Se pretende corroborar que los principales genes asociados a la DFT y ELA en
otras poblaciones también se relacionen en nuestra poblacion. Y de esta manera

poder establecer un mejor diagnoéstico molecular.

Toma de muestra.

Se colectd una muestra de 6 mL de sangre periférica la cual se obtuvo mediante
una venopuncion, la cual se obtuvo utilizando tubos Vacutainer" con citrato de
sodio como anticoagulante, con una capacidad de 6mL. Las muestras fueron

preservadas a una temperatura de 4°C hasta el momento de su uso.
Extraccion de DNA

El DNA gendmico se obtuvo de la muestra de sangre a través de la metodologia
de Sales Miller [144]. (Modificada por el laboratorio). Esta metodologia se presenta

a detalle en la seccion “A” del apéndice.



Cuantificacion y analisis de integridad del DNA.

La determinacion de la concentracion de DNA, se realizdO mediante
espectrofotometria (Instrumento NanoDrop 2000) a una longitud de onda de 260
nm. Ademas se determiné la relacion Agso/Azsp para conocer la relacion de pureza

de las muestras de DNA.

Este analisis de integridad se realizé mediante electroforesis, empleando un gel

de agarosa al 1%. La metodologia se detalla en la seccion “A” del apéndice.
Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).

La amplificacion de los 12 exones del gen GRN se realizé empleando DNA
gendmico, mediante el empleo de oligonucledtidos especificos que flanquean no
solo los exones si no también secuencias intréicas (Los oligos se encuentran en el
apéndice seccion B). Las condiciones asi como los reactivos empleados, se

presentan en el anexo final en la seccion de reactivos.
Purificacion de los productos de PCR.

La purificacion de los productos de PCR, se realizé mediante el estuche comercial
de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Primega®). La

metodologia se detalla en la seccion “A” del apéndice.
Reaccién de secuenciacion.

La reaccion se secuenciacion se llevé a cabo empleando el estuche comercial de
secuenciacion BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems ®).
Las condiciones asi como los reactivos empleados, se presentan en el anexo final

en la seccion de reactivos.
Purificacion de los productos de la reaccion de secuenciacion.

La purificacion de los productos de la reaccidon de secuenciacion se realizé por
medio de columnas de purificacion Centri-sep. La metodologia se detalla en la

seccion “A” del apéndice.



Secuenciacion Automatizada.

El producto secé purificado se hidraté con 15 pL de Formamida ultrapura, después
se transfirié a una placa de 96 pozos. Se desnaturalizé a una temperatura de 94°C
durante un tiempo de 5 minutos, para después llevarla al secuenciador DNA

AB3130 (Applied Biosystems®) y que fuera analizada.
Anidlisis de las secuencias.

Las secuencias que se obtuvieron a través del secuenciador automatizado, fueron
analizadas empleando el programa “Sequencher DNA Sequence Analysis

Software”que se descargo del sitio web “Genecode” [145].

Analisis del gen C90rf72 por medio de la técnica de fragmentos.

El método que se empled para el analisis de la expansién del repetido “GGGGCC”
en el gen CY9orf72 se realizd mediante la técnica de analisis de fragmentos. En
esta técnica se utilizaron oligonucleotidos especificos que flanquean la secuencia,
uno de estos marcado con el fluoréforo “FAM”; estos oligonucleétidos fueron
previamente reportados por Renton y cols. [104] Basados en otras técnicas para
analisis de fragmentos [100 y 101]. La metodologia se detalla en la seccion “A” del

apéndice.
Analisis de Fragmentos.

Los resultados obtenidos por medio de la reaccion de fragmentos se analizaron
utilizando el programa Peak Scanner™ Software v1.0, que se descargd del sitio
web de “Life Technologies®” [146].



VIIl. Resultados.
8.1 Variantes identificadas en el gen GRN.

En los pacientes con DFT se identific6 un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) en la regién promotora, en la cual hay una delecién de una citosina
reportada como “rs17523519"; este SNP se identifico en 33 pacientes (19
pacientes de manera homocigota y 14 de manera heterocigota). En el anexo D se
muestran los electroferogramas correspondientes a la forma heterocigota,

homocigota de este SNP asi como un electroferograma control.

En solo un paciente se identificé el SNP rs60100877 de manera heterocigota
dentro de la region intrénica que se encuentra entre el exon 3 y 4, el

electroferograma se presenta en el anexo D.

En 7 pacientes se identificd el SNP rs9897526 de manera heterocigota dentro de
la region intronica entre el exon 3 y 4 el cual provoca el cambio de una guanina

por una adenina, el electroferograma de este SNP se presenta en el anexo D.

En solo un paciente se identifico la insersion de una citosina en el exén 2 de
manera heterocigota (.88 _89insC), la cual aun no ha sido descrita conduciendo a
que se forme un coddn de paro prematuro cambia el marco de lectura, en este
paciente también aparece el SNP rs17523519. En la figura 15 se muestra el

electroferograma de la insercion y uno control.

- Fragment base #153. Bas €
G C C € TG TG & C C G5 ¥ T C
L C C C TG T6 6 C C ¥Y6G § % T 5§ C )

Figura 15. Electroferograma parcial que presenta la insercion de una citosina (c.88_89insC). El electroferograma 1 es
un control. El electroferograma 2 muestra la insersion, que se presenta de manera heterocigota.



En el ex6n 5 se identificaron 4 pacientes con el SNP rs25646 de forma
heterocigota que es el cambio de una timina por una citosina. En el anexo D se

muestra el electroferograma de este SNP.

En la parte intrénica entre el exén 5 y 6, en 10 pacientes se identifico el SNP
rs850713 que es el cambio de una guanina por una adenina de forma heterocigota
y en 6 pacientes de forma homocigota. En el anexo D se muestra el

electroferograma de este SNP.

Entre el exon 8 y 9 se identifico el SNP rs72824736, el cual se identifico en tres
pacientes de manera heterocigota, es un cambio de una guanina por una alanina.

El electroferograma parcial del SNP se muestra en el anexo D.

En el exén 11 se identificé la mutacién previamente reportada como CM084962
que es el cambio de una guanina por una adenina lo que lleva al cambio de
arginina por glutamina en el codén 418 (p.Arg418Gin), esta mutacion no solo se
asocia al desarrollo de DFT sino también como factor de riesgo para padecer ELA.

En la figura 16 se muestra e electroferograma de esta mutacion.

Figura 16.Electroferogramas parciales. 1. Electroferograma parcial de un control. 2. Electroferograma parcial donde
se muestra la mutacion CM084962 de manera heterocigota.
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En el exdn 12 en 13 pacientes se identificé el polimorfismo rs5848 que es el
cambio de una citosina por una timina de forma heterocigota y s6lo 1 de manera

homocigota. En la figura 17 se muestra el electroferograma parcial de este SNP.

CHEsl C C C T A A C C A A A
d d d d d A T Tda d T TT

cC C T € C C T A G C A C C T
d d A d d 4 AT I3 d T d d A

D=
3] 0]
[
D=
)]
S
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Figura 17. Electroferogramas parciales. El electroferograma parcial 1 es un control. El electroferograma parcial 2
muestra el SNP rs5848 de manera heterocigota. El electroferograma parcial 3 muestra al polimorfismo de manera
homocigota.

En el exdén 12 se identificd una nueva variante, este cambio es de una guanina por
una adenina en el codén 588 lo que lleva al cambio de una alanina por una

treonina (p.A588T). En la figura 24 se muestra el electroferograma parcial de esta

variante.
G G @ A C ©C C AT T T T G & G & ¢
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Figura 18. Electroferogramas parciales. El electroferograma parcial 1 es un control. El electroferograma parcial 2
muestra la mutacion p.A588T cambio de una guanina por alanina de manera heterocigota.
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Como se mostrod, se identificaron diferentes variantes génicas en el gen GRN; sin
embargo se encontré mas de una sola variante en un solo paciente. En la tabla 10

se presentan lo antes mencionado.

Polimorfismos y mutaciones.

rs17523519(Hom), ¢.88 89insC
rs8507(Hom), rs5848(Het)
rs9897523(Het)

rs850713(Het)

NS G I NC S (N

rs17523519(Hom), rs850713(Het)

((e]

rs17523519(Hom)

7 | rs17523519(Het)

1 | rs60100877 (Het)

2 | rs17523519(Hom), rs850713(Het), rs25646(Het)

1 | rs8507(Hom), rs5848(Hom)

1 | rs17523519(Het), rs850713(Het), rs25646(Het)

2 | rs17523519(Hom), rs850713(Hom)

rs17523519(Het), rs5848(Het)

No. de casos
N

1 | rs850713(Hom), p.A588T

2 | rs17523519(Hom), rs5848(Het)

1 | rs59897526(Het), rs72824736(Het), CM084962, rs5848(Het)

1 | rs17523519(Hom), rs72824736(Het)

1 | rs17523519(Het), rs72824736(Het)

1 | rs9897526(Het), rs5848(Het)

2 | rs850713(Het), rs5848(het)

2 | rs5848(Het)

1 | rs25646(Het), rs850713(Hom), rs5848(Het)

2 | rs17523519(Het), rs9897526(Het)

1 | rs17523519(Het), rs5848(Het)

Tabla 4. Resumen de las variantes identificadas en el gen GRN y se observa como mas de una variante se identifica en
un solo paciente, ya sea que estén en estado homocigoto (Hom) o en estado heterocigoto (Het).



8.2 Variantes identificadas en C9orf72.

Antes de realizar el analisis de fragmentos se realiz6 secuenciacion automatizada
de la regién de interés, empleando los oligonucleétidos descritos, para corroborar
que éstos se encontraban en la region de interés, en la figura 19 se muestra el

electroferograma obtenido.

TG =

GGCCCCGGCCCCGGCCCC GC-.“CCCGGCCCC
G 6 CCCCGGCTCCTCTGGTCT CTCTC & C CCCGOGCTCLCTECHTC

A A A A

Figura 19. Electroferograma parcial de la secuencia reversa del expandido "CCCCGG".

Dado que los oligonucleotidos que se emplearon estan en la secuencia de interés,
se procedi6 a realizar el analisis de fragmentos de los pacientes con ELA y DFT,
de éstos ninguno presento un expandido mayor a los 23 repetidos. En la figura 20

se ejemplifica uno de los resultados obtenidos en estos pacientes.
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Figura 20. Se observa la imagen de uno de los resultados que se obtuvieron de la reaccion de fragmentos utilizando
cémo marcador “500 LIZ™”. En este caso el paciente presenta 3 repetidos. Se explica en el anexo como se obtiene el
numero de repetidos.
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Se muestra en la tabla 10 un resumen de los resultados obtenidos de las
diferentes grupos analizados.

DFT 3.50 1-12
ELA 5.65 1-15
Controles 1.97 1-8

Tabla 5. Promedio y rango del nimero de repetidos, para cada una de las poblaciones estudiadas.
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IX. Analisis de resultados.

La demencia frontotemporal y la esclerosis lateral amiotréfica son enfermedades
muy diferentes, sin embargo se ha observado que comparten ciertas
caracteristicas clinicas. En este estudio se analiz6 el gen GRN el cual
principalmente se involucra en la DFT y un repetido en el gen C9orf72 el cual lleva

al desarrollo de un espectro entre DFT y la ELA.
9.1 GRN.
En el gen GRN se identificaron diferentes polimorfismos los cuales se describiran.

En la tabla 4 se resumen las variantes génicas identificadas en los pacientes con
probable DFT. En la figura 21 se presenta la proporcion del polimorfismo

rs17523519 en nuestra poblacidon de estudio.

rs17523519

y

del/del
27%

Figura 21. Proporcion del polimorfismo rs17523519, con respecto a los pacientes estudiados.

La proporcion de genotipos del polimorfismo rs17523519 en nuestra poblacion
tiene gran parecido con el de otras poblaciones en donde se ha estudiado, como
la americana que para el genotipo homocigoto del/del se presenta en un 21% y en
la asiatica la cual para el genotipo es del/w y se presenta en un 15.7%, de
acuerdo a los resultados que se obtuvieron en el proyecto de los mil genomas, que

se consulté en la pagina Web de Ensemble [147].
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En la figura 22 se muestra la proporcion del polimorfismo rs850713.

rs850713

A/A
7%

Figura 22. Proporcion del polimorfismo rs850713, con respecto a nuestra poblacion estudiada.

La proporcion de genotipos del polimorfismo rs850713 en nuestra poblacion tiene
gran parecido con el de otras poblaciones estudiadas, como los mexico-
americanos en Estados Unidos que el genotipo A/A se presenta en un 7.6% (estos
resultados se obtuvieron en el proyecto de los mil genomas, consultados en la

pagina Web de Ensemble [147]), mientras que un nuestra muestra fue del 7%.

El polimorfismo rs850713 se ha asociado en un estudio hecho por Viswanathan y
cols. [148] al género masculino junto con el genotipo APOE ¢4 como posible riesgo
para el desarrollo de Alzheimer; lo que sugiere que la variabilidad genética en el
gen GRN puede no solo llevar al desarrollo de la DFT sino también a desarrollar
otras enfermedades como Alzheimer bajo ciertas condiciones, sin embargo se
necesita un mayor estudio o confirmar con otros. Un estudio realizado por
Sleegers y cols, en pacientes con ELA-DFT en poblacion belga, se identificé que
las variantes comunes (rs9897526, rs34424835 y rs850713) se han asociado
significativamente con una reduccién en la edad de inicio y una menor

supervivencia en los pacientes [149].
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En la figura 23 se muestra la proporcion del polimorfismo rs9897526.

rs9897526

Figura 23. Proporcion del polimorfismo rs9897526 con respecto a nuestro grupo de estudio.

La frecuencia de este polimorfismo respecto a otras poblaciones es similar,
particularmente con poblacion china, donde presentan la misma proporcion [147].
La informacidén que se tiene sobre este polimorfismo y su asociacion con el riesgo
para desarrollar ELA; la cual hasta el momento es contradictoria, ya que
Viswanathan y cols. [149] refiere que este afecta la edad de inicio para desarrollar
DFT al reducirla; mientras que el grupo de Pickering-Brown y cols [150] observé
que este polimorfismo retrasa la edad de inicio para desarrollar DFT. En el estudio
de Fenoglio C. y cols, este polimorfismo se asocia con Alzheimer, anticipando la

edad de inicio en pacientes [151].

En nuestro estudio el polimorfismo rs60100877 solo se identificd en un paciente de
manera heterocigota, lo que representa 1.4 % de la muestra poblacién estudiada,
esta proporcion es parecida a otras poblaciones incluidas en el proyecto de los
1000 genomas [147], y en donde ninguna poblacién presenta el genotipo
homocigoto para este polimorfismo. Este polimorfismo en un estudio realizado por
Sleegers y cols, es considerado como factor de riesgo para el desarrollo de la ELA
en poblacion belga sin embargo hacen falta mas estudios para corroborarlo [149].
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La proporcién del polimorfismo rs25646 es baja dado que solo se encontré en 4
pacientes de manera heterocigota lo que representa el 5.7% de nuestra poblacion
estudiada y tiene mucho parecido con la proporcion reportada en otras
poblaciones en donde no se encuentra un genotipo homocigoto para este
polimorfismo a excepcion de la poblacidn asiatica (Reportado en el proyecto de los
mil genomas) [146], en un estudio realizado por Sleegers y cols, considera a este
polimorfismo como factor de riesgo para el desarrollo de la ELA, en poblacién
belga [149].

El polimorfismo rs72824736 en nuestra muestra analizada también presenta una
baja proporcion dado que se identific6 solo en 3 pacientes de manera
heterocigota, lo que representa el 4.3% de la muestra de estudio. Los resultados
son similares a lo reportado en otras poblaciones como en la poblacién méxico-
americana, donde es poco frecuente encontrar un genotipo homocigoto para este

polimorfismo (reportado por el proyecto de los mil genomas) [147].

Se muestra en la figura 24 la proporcion del polimorfismo rs5848.

rs5848

T/T
1%

Figura 24. Proporcion del polimorfismo rs5848 con base a la poblacién de estudio.
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El polimorfismo rs5848 se ha reportado como un factor de riesgo para el desarrollo
de la DFT, por que ocasiona que los niveles de Progranulina disminuyan de tal
manera que solo sea un factor de riesgo. Este polimorfismo se encuentra en la
region 3’-UTR de GRN, dentro de un sitio de unién para el miRNA-659. Este
miRNA ocasiona que haya una reduccion de los niveles de progranulina y se ha
reportado en base a un analisis in-silico en donde los homocigotos para este
polimorfismo dan como resultado que el miRNA se una de manera mas fuerte al
gen de GRN, ocasionando la reduccion de los niveles de progranulina [152, 153].
El polimorfismo tiene una frecuencia similar a la reportada en el proyecto de los

1000 genomas [147], especialmente con la poblacion de México-americana.

No solo se identificaron polimorfismos en el gen GRN, también se identificaron 3

mutaciones patogénicas:

En un paciente se identificod la mutacion ¢.88 89insC, la cual no ha sido reportada.
Esta insercién produce un coddén de paro prematuro, se realizé en estudio in silico
empleando la herramienta bioinformatica “Translate tool” empleando el sitio web

de Expasy [154] los resultados se muestra en la tabla 11.

Secuencia de aminoacidos.

Secuencia Sentido 5'3'

control.
MetWTLVSWVALTAGLVAGTRCPDGAQFC

PVACCLDPGGASYSCCRPLLDKWPTTLS
RHLGGPCQVDAHCSAGHSCIFTVS

Secuencia Sentido 5'3'
mutada

(c.88_89insC). MetWTLVSWVALTAGLVAGTRCPDGAQFC

PVALLPGPRRSQLQLLPSPSGQMetAHNT
EQASGWPLPGEBBECPLLCRPLLHLYRLR

Tabla 6. Resultado obtenido de "Translate tool" [153]. En amarillo esta seiialado el aminoacido metionina el cual
marca el inicio de la secuencia, sin embargo en la secuencia mutada hay dos sitios para la traduccién. En rojo se
encuentra sefalado el codén de paro, el cual se observa en la secuencia donde se encuentra la mutacién.



En segundo paciente se identificd el cambio en el nucledtido guanina por el de una
adenina, lo que a nivel de proteina lleva al cambio de alanina por una treonina en
la posicién 588 (p.A588T). Empleando las herramientas bioinformaticas PolyPhen-
2 [155] y SIFT [156] (las cuales permiten predecir las consecuencias funcionales
debidas a un cambio de aminoacido) se predijé que esta mutacién no es dafina.
El resultado obtenido de la herramienta bioinformatica PolyPhen-2 se muestran

en las figuras 25.

Se predice que esta mutacion no es dafiina con un valor de 0.256 (Sensibilidad: 0.91;
Especificidad: 0.88)

0.00 0,20 0,40 0.60 0.80 1,00

Alineacidn de secuencias maltiples.

PATER aliroL
PAzR AlLroL
P4 alirgL
PA AlLroL
P4 aliroL
PVeR AlrRoL
PVEgR alproL
PAER | g
PAER alorpL
PTezR AlpRoL
PASER alproL
PTezR AlpRoL
PA alpooL
PA alrooL
PSaR TlproL
PSR T|rroL
PSzR TlproL
PI alereL

Figura 25. Se muestra el resultado del analisis in silico de la variante génica p.A588T por el programa PolyPhen-2, el
cual muestra que la mutacion es benigna. También se observa que en la alineacion de secuencias multiples, el cambio
cae en una region no conservada ademas de encontrarse al final de la secuencia de aminoacidos.

Lo que predice la herramienta bioinformatica SIFT [156] es que esta mutacion es
tolerable con un valor SIFT de 0.24; el cual es una puntuacién que el programa
maneja para su algoritmo (la sustitucion de aminoacidos se prevé perjudicial si la

puntuacion es < = 0,05, y tolerada si la puntuacién es > 0,05).
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En el tercer paciente se identifico el cambio de una guanina por adenina, lo que
lleva al cambio de aminoacido de arginina a glutamina, ya reportado como
CMO084962 (p.R418Q) por el grupo de trabajo de Sleegers y cols, la cual se ve
involucrada en el desarrollo de ELA-DFT, sin embargo hace falta un estudio mas
grande para corroborarlo. Se realizé6 el estudio in silico de esta mutacion
empleando las herramientas bioinformaticas PolyPhen-2 [155] y SIFT [156], que
nos permiten predecir las consecuencias funcionales debidas al cambio de
aminoacido. PolyPhen-2 [155] predice que es posiblemente dafiina, como se
muestra en la alineacion de secuencias multiples en la figura 26, se observa que la
mutacion se encuentra en una region poco conservada, no esta al final de la
secuencia y se encuentra cerca de un aminoacido conservado, por ello el
programa predice que es posiblemente dafina sin embargo hacen falta estudios in

vivo para confirmarlo.

Se predice que esta mutacion es posiblemente dafiina con un valor de 0.940
(Sensibilidad: 0.80; Especificidad: 0.94).
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Figura 26. Se muestra el resultado del analisis in silico por el programa PolyPhen-2, el cual muestra que la mutacién
CMO084962 es posiblemente daiiina ademas del resultado de alineacién de secuencias muiltiples.

Por el otro lado la herramienta bioinformatica SIFT predice que esta mutacién es
tolerable con un valor SIFT de 0.35 (la sustitucion de aminoacidos se prevé

perjudicial si la puntuacion es < = 0,05, y tolerada si la puntuacion es > 0,05).
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9.2 C9orf72.

El repetido identificado en el gen C9orf72 en otras poblaciones explica gran parte
de los casos de DFT que tienen un sobrelapamiento con la Esclerosis Lateral
Amiotrofica. En nuestra muestra estudiada ningun caso presenté una expansion
mayor a los 23 repetidos. Se puede explicar esto ya que la expansion de este
repetido mayor a los 23 se ha presentado como un efecto de fundador en la
poblacién finlandesa [104] y con una menor variaciéon genética, comparada con la
poblacién mexicana, la cual muestra una gran variabilidadn entre las diferentes

regiones dentro del pais.

En los 2 ultimos meses se publicé un articulo por Rollinson y cols [157] donde
reporta que una pequefia deleciéon (10 pb) adyacente al repetido, ocasiona que se
forme una fuerte estructura secundaria en la region lo que evita que la polimerasa
lea a través de esta estructura. Los pacientes que presentan esta delecion,
muestran un numero de repetidos (determinado mediante el analisis de
fragmentos empleando los oligonucledtidos de Renton y cols. [100]) menor al que
en verdad tienen, por lo que se sugiere utilizar los oligonucleotidos descritos por
Dedesus-Hernandez y cols [101] los cuales permiten determinar el numero de

repetidos a pesar de la delecion.



X. Conclusiones.

Se encontraron estas mutaciones en el gen GNR en la poblacién mexicana tres
mutaciones en tres diferentes casos con DFT; 1) la mutacion ¢.88_89insC la cual
aun no ha sido reportada y en los estudios in silico se predice que produce un
coddén de paro prematuro; 2) la mutacion p.A588T que no ha sido reportada, sin
embargo los estudios In silico predicen que no es dafiina; 3) por ultimo la mutacion

CMO084962, la cual se ha asociado con el desarrollo de la ELA.

De los 10 diferentes polimorfismos identificados en el gen GRN; sélo el rs5848 ha
resultado ser factor de riesgo para el desarrollo de la DFT cuando se presenta de

manera homocigota.

En mas de un paciente con DFT se identific6 mas de un SNP en el gen GRN, lo
que puede sugerir la formaciéon de un haplotipo el cual se encuentre involucrado
en el desarrollo de la DFT, sin embargo haria falta hacer otro estudio para

corroborar esto.

Ninguno de los casos con DFT y ELA present6 alelos expandidos mayor a los 23
repetidos en el gen C9orf72 probablemente debido a las caracteristicas genéticas

de nuestra poblacion.

En los pacientes que no presentaron alguna mutacion en los genes de estudio, no
se descarta la posibilidad de que existan otros genes mutados aun no

identificados.

El trabajo contribuye a que se tenga un mejor conocimiento de la DFT y la ELA en
la poblacion mexicana, lo que puede repercutir en el mejor diagndstico del

paciente.
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XIl. Apéndice

A. Metodologia.

Extraccion de DNA.

La metodologia se muestra a continuacion:

Todos los procesos de centrifugacién se realizaron a temperatura ambiente, a

menos que se indique lo contrario.

1.

Se transfirieron 3 mL de sangre periférica a un tubo Falcon con capacidad
de 15mL, a este tubo se le adiciondé 9mL de un Buffer para lisis de gldbulos
rojos (BLGR), se homogenizoé por inversion del tubo. Después se centrifugd
a una velocidad de 3000 rpm durante un periodo de tiempo de 6 minutos,
posterior a esto se desecho el sobrenadante. Al boton se le agregd 1mL de
BLGR, se homogenizo y se transfirié a un tubo de reaccién con capacidad
de 1.5 mL.

El homogenizado se centrifugé a una velocidad de 3000 rpm durante un
periodo de 2 minutos, el sobrenadante se desechd. Este paso se repitio
hasta que el boton se encuentre limpio o libre de hemoglobina.

Al boton limpio se le adicionaron 570 uL de una solucion de NaCl a una
concentracion de 5mM y se homogenizo. Posterior a esto se adicionaron 40
ML de una solucién de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% y se
homogenizd. Después se adicionaron 200 uL de una solucion de NaCl a
una concentracion de 7 M y se homogeniz6é. Este homogenizado se
centrifugd a una velocidad de 14000 rpm durante un lapso de 15 minutos a
una temperatura de 4°C. El sobrenadante se transfirié a un tubo de raccion
de 1.5 mL.

Al tubo de reaccion del paso anterior se le adicionaron 700 yuL de una
mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion 49:1. El tubo se
homogenizé y se centrifugd a una velocidad de 14000rpm durante un
periodo de 15 minutos a una temperatura de 4°C. La fase acuosa de
transfirié a un tubo de reaccion de 1.5 mL.



5.

Se adicionaron 900 pL de etanol absoluto a una temperatura de 4°C al tubo
anterior, se homogeniz6é y se centrifugd a una velocidad de 14000 rpm
durante un lapso de 15 minutos. El sobrenadante que quedd se desechd, al
botén se le adicionaron 700 pyL de etanol al 70%. Se homogenizé y se
centrifugd a una velocidad de 14000 rpm durante un periodo de 15 minutos.
El sobrenadante se desechd y el botdn se secod en un concentrado al vacio
durante 30 minutos.

El boton seco, se resuspendiocon 250 pyL de agua estéril, se mantuvo con
agitacion constante a una temperatura de 60°C durante 2 horas. Después
de este periodo a las muestras se les realiz6 el analisis de integridad y se
cuantificaron. Las muestras que pasaron por los 2 procesos mencionados

se conservaron a una temperatura de -20°C.

Cuantificacion y analisis de integridad del DNA.

El gel de agarosa se elaboro utilizando la siguiente metodologia:

1.

5.

En una balanza analitica se pes6 1 g de agarosa esta se paso6 a un matraz,
donde se le adiciondé 100 mL de buffer SB 1x publicado por Brody y cols
[99] constituido de Acido bérico e NaOH.

La mezcla de agarosa y buffer, se calenté hasta que se formé una solucion
homogénea.

A la mezcla se le adicioné 1uL de Bromuro de etidio (10mg/mL) para revelar
el gel y se homogenizé.

Posteriormente se vertié en un molde para después colocar los peines que
formaron los pozos en los que se cargd la muestra de DNA a analizar.

Se dejo solidificar a temperatura ambiente por una hora.

La electroforesis procedié de la siguiente manera:

1.

2.

El gel de agarosa se colocd en una camara de electroforesis, se le adicion6
buffer SB 1x hasta que se cubrié por completo el gel.
Se tomo un volumen de 2.0 yL de muestra de DNA y se mezcld con 2.0 pL

de buffer de carga 10x (Azul de bromofenol, glicerol, xilencianol).



3. La mezcla anterior se depositd en uno de los pozos del gel. El paso anterior

y este se realiz6 para cada una de las muestras que se analizo.

4. La electroforesis se realizdé a 100 V, durante 30 minutos.

5. El gel se colocd en un transiluminador de luz UV y se tomé una fotografia

para ser analizado, empleando un fotodocumentador.

Reaccion de PCR para GRN.

En la tabla 3 se muestran los reactivos empleados en la PCR para la amplificacion

del gen GRN, asi como la concentracion y volumen necesario.

Reactivo
DNA

Master Mix

Oligonucleétido sentido

Oligonucledtido 10 uM
antisentido

Agua libre de DNAsas
Volumen Final

Concentracion Volumen
100 ng/uL 2.5 L
10x 12.5 L
10 uM 0.5 uL
0.5 L
............ 9.0 uL
............ 25.0 L

Tabla 7. Reactivos que se emplearon en la elaboracion de la PCR para el gen GRN.

Las condiciones empleadas para la PCR del gen GRN se presentan en la tabla 4.

Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién 94°C 15 min
Inicial

Desnaturalizacion 94°C 1 min
Hibridacion 55°C 1 min
Elongacién 72°C 30 segs
Elongacion Final 72°C 10 min
Conservacion 4°C o0

Tabla 8. Temperaturas y tiempos empleados para la PCR del gen GRN.

Repetir por 30 ciclos
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Purificacion de productos de PCR.
La metodologia que se siguio se describe a continuacion:

1. Se adiciond un volumen igual de la solucion de unidon a membrana que el
de la reaccion de PCR, al tubo de reaccion y después se homogenizo.

2. Por otro lado se insertd una columna SV en un tubo colector.

La mezcla del primer paso, se transfiri6 a la minicolumna SV que se
encuentra en el tubo colector, este se incub6 a temperatura ambiente por 1
minuto.

4. La minicolumna junto con el tubo colector se centrifugdé a una velocidad de
14,000 rpm por 1 minuto. Después la solucion que quedd en el tubo
colector se desechd y la minicolumna se reinsert en este.

5. Se adicioné un volumen de 700 pL de la solucion de lavado de membrana a
la minicolumna SV. El tubo se centrifugd a una velocidad de 14,000 rpm por
1 minuto. Se desechd la soluciéon que se depositd en el tubo colector y la
minicolumna se reinserto en este.

El paso 5 se repitid pero se adicionaron 500 y de solucién de lavado.

Se desechd la solucion que se deposité en el tubo colector y la minicolumna
vacia se reinsert6 en este, después se centrifugd a una velocidad de 14,000
rom por 1 minutos.

Se transfirié la minicolumna a un tubo de 1.5 mL.

Se adiciond un volumen de 25 uL de agua libre de nucleasas. Se incub6 a
temperatura ambiente por 1 minuto. Después se centrifugé a 14,000 rpm
por un minuto.

10. El filtrado se conservo a 4°C hasta su uso.

Reaccion de secuenciacion.

Los reactivos, las concentraciones de estos y los volumenes empleados asi como

las condiciones que se utilizaron para la reaccidon se resumen en las tablas 5y 6.



Reactivo Concentracion Volumen

Oligonucleétido
Buffer
Big Dye Terminator V3.1

Cycle Sequencing
Agua libre de DNAsas
Producto purificado de PCR

Volumen final de reaccion

—_—————
Tabla 9. Volumenes y concentraciones de los reactivos empleados en la reaccion de secuenciacion.

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min

Desnaturalizacién 95 °C 30segs |

Hibridacion 50 °C 30 segs

Elongacién 60 °C 45 segs [ Repetir por 25 ciclos
Elongacion Final 72 °C 5 min

Conservacion 4°C o0 N

Tabla 10. Temperaturas y tiempos utilizados en la realizacion de la reaccion de secuenciacion.

Purificacion de los productos de secuenciacion.
La metodologia que se empled se muestra a continuacion:

1. Se hidraté la columna Centri-Sep con un volumen de 750 pyL de agua
estéril, después de que se adicion6 este volumen se eliminaron las
burbujas.

2. Las columnas se conservaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C

durante 2 horas.
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3. Posterior a este tiempo, se quitaron las tapas de la columna para drenar el
liquido, después la columna se insertd en un tubo colector. Se centrifugd a
una velocidad de 3,000 rpm por un lapso de 1 minuto.

4. Se desecho el liquido que se depositd en el tubo colector, la columna se
insertd en un tubo de 1.5 mL.

5. El producto de la reaccion de secuenciacion se aplicd en el centro de la
columna formada, se tuvo cuidado de no tocarla. Se centrifugd a una
velocidad de 3,000 rpm durante 2 minutos.

6. El producto que resulté se secé empleando un concentrador de vacio.

Analisis de fragmentos.

En la tabla 7 y 8 se muestran las concentraciones, reactivos y volumenes

empleados en la reaccion asi como las temperaturas y tiempos respectivamente.

10 x 2.8 uL
10 uM 0.56 pL
5.0 uL

10 mmol 0.5 yL
25 uyM 1.0 uL
--------- 2.0 L
2.0 uL

0.14 yL

~100 ng/uL 0.5 uL
-------- 13 uL
-------- 28.0uL

Tabla 11. Volimenes y concentraciones de los reactivos empleados en la reaccion de analisis de fragmentos. Descritos
por Renton y cols. [65]



Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min

Desnaturalizacion 98°C 20seg )

Hibridacion 72°C 30 seg > Repetir por 2 ciclos.
Elongacién 98°C 90 seg

Desnaturalizacion 68°C 20 seg 3

Hibridacion 72°C 30 seg > Renpetir por 3 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Desnaturalizacion 98°C 20 seg B

Hibridacion 66°C 30 seg > Repetir por 4 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Desnaturalizacion 98°C 20 seg 3

Hibridacién 64°C 30 seg > Repetir por 5 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Desnaturalizacion 98°C 20 seg B

Hibridacién 62°C 30 seg - Reoetir bor 6 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Desnaturalizacion 98°C 20 seg <

Hibridacion 60°C 30 seg - Renatit nor 7 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Desnaturalizacion 98°C 20 seg <

Hibridacion 58°C 30 seg N Repetir por 8 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Desnaturalizacion 98°C 20 seg 2

Hibridacion 56°C 30 seg >~ Repetir por 5 ciclos.
Elongacién 72°C 90 seg

Elongacioén final 72°C 10 min i

Refrigeracion 4°C o0

Tabla 12. Temperaturas y tiempos utilizadas en el analisis de fragmentos descritos por Renton y cols. [65]
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B. Reactivos

Agarrosa Ultrapura (Bio-rad®).

Bromuro de etidio: Promega® (10mg/mL)

Cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion: 49:2.

Kit de purificacion de productos de PCR (Promega®).

Kit de secuenciacion: Big-dye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (AB).
Marcador de peso molecular: GeneRuler™ Low Range DNA Ladder y
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

Oligonucleétido sentido y antisentido de la regidon promotora del gen GRN:
5-GCCAGCTCAGTAGCTCACAT-3
5-TATCAGAACCCCCAAGGAGT-3

Oligonucleétido sentido y antisentido del exon 1-3 del gen GRN:.:

5- GGGGCTAGGGTACTGAGTG-3’

5- AGCAGGGCTGTTGCTTAGTA-3’

Oligonucledtido sentido y antisentido del exén 4-6 del gen GRN:

5- GCCTTAGTGTCACCCTCAAA-3

5- CACTAGGGGGTAGCATGAAC-3

Oligonucleétido sentido y antisentido del exdn 7-9 del gen GRN:.:
5-TGATGCAGGGTTCATGCTA-3’

5- GAGCTGGGTATCACCTATGG-3

Oligonucledtido sentido y antisentido del exén 10-11 del gen GRN:.
5-TACCCAGCTCTGACAGATTC-3’

5- AGAGGGTTGGACGAGGT-3’

Oligonucleétido sentido y antisentido del exdén 11-12 del gen GRN:.

5- CCTGGATAGGGGAGCTAAG-3’

5- AATGTGATACAGCCGATGTG-3

SDS 10%: Dodecil sulfato de sodio (10g/1L).

Buffer SB 20%: Acido Bérico (45g), NaOH (8g), agua (Cbp 1L).
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C. Equipos y materiales.

Agitador: Daigger Vortex Gene 2

Balanza analitica: Denver Instrument Company AA-200.
Camara de electroforesis Labnet E1020-20
Centrifuga: Eppendorf 5415 D, Eppendorf 5810 R.
Concentrador al vacio: Eppendorf 5301
Fotodocumentador Bio-Rad

Fuente de poder: Bio-Rad Power Pac 3000.
Micropipetas Gilson Pipetman.

Secuenciador ABI PRISM 3130.

Termociclador Applied Biosystems 2720.
Transiluminador LabNet TM-26.



D. Consentimiento informado.



E. Electroferogramas parciales de los polimorfismos encontrados.

rs17523519.
Fragment base #510. Base 810 of T
A A A C T C C C C “ A G G C g € € T G
A A AC T CTCT CTCT CWRADGU GT CTIDGTCT CT G R
Fragment base #313%. Base 5313 of 924
& A A ¢ T . c c clR G G C S C T & @&
ARARCTCCCCMAGGCSCITG6G[,
Fragment base #305. Base 305 of 965 =
C A A A C T C CccCc @ G G CGE C C T G & A
C AR AR ACTTECC ['./E. A G 6 CGCCTUGTCA 3
Electroferogramas parciales de los pacientes que presentan el SNP rs17523519. El electroferograma 1 es

un control, el 2 presenta un caso heterocigoto y el 3 presenta un caso homocigoto.

rs 60100877.

FISQIMENT DEss F400. Dase 400 O 103 |
GAGGTGAGC&TGCCATCAGCCC
EHEETEHEEETEEEHTEHEEEE1

Fragment base #457. Base 457 of 722 -
G A G G T G A G CHEBMT G C C A T CAGC C C
EHEETEHGE/F!TEEEHTEHEEEEZ
Electroferogramas parciales que presenta el SNP rs60100877. El electroferograma 1 es un control. El electroferograma
2 muestra el SNP, que se presenta de manera heterocigota.
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rs 9897526.

T C A G C C C A ﬂ T G G A G G G G

T C ARG CCTCAGTOG G AGG 6 G 1q
Fragment base #469. Base 469 of

T C A G C C € A T G & A G G G G

T CAG CCCARTGG AG GGG 5

Electroferogramas parciales que presenta el SNP rs9897526. El electroferograma 1 es un control. El electroferograma
2 muestra el SNP, que se presenta de manera heterocigota.

rs 25646.

Electroferogramas parciales que presenta el SNP rs25646. El electroferograma 1 es un control. El electroferograma 2
muestra el SNP “rs25646”, que se presenta de manera heterocigota.



rs 850713.

Fragment base #3058, Base 305 of BEE
A G A T G G G G T A T G T G G A G G G A A
T 32 T A J 13 1] J/"r' AT AJIAIJI IT I I ITT )
Fragment base #2389 Base 239 of 780 »
AG AT G G 6 G WMAT AT G TG G AG G G A A
ARG AT G GG G_LAT AT GG T G G AG G G A R

Electroferogramas parciales que presenta el SNP rs850713. El electroferograma 1 es un control. El electroferograma 2
muestra el SNP rs850713, que se presenta de manera heterocigota y en el electroferograma se presente el SNP de
manera homocigota.

rs 72824736.

48 ¢ ¢ Al A G G C A G G G TG
TiEIEIT:ITZIZIiEITZIZI:IFI:I1
T AC C :

T AC C

/\/\/\/\ﬁm /\/\A/\/\

Electroferogramas parciales. El electroferograma 1 es un control. El electroferograma 2 muestra el SNP rs72824736 de
manera heterocigota.
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