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1. ABREVIATURAS

AD — Autosdmica dominante

ADP — Adenosin difosfato

AR — Autosdmica recesiva

Arg - Arginina

ARNt — Acido ribonucleico de transferencia

ATP - Adenosin trifosfato

ATP13A2 — ATPasa de la subfamilia P5

ATXN — Ataxina

BLGR — Buffer para la lisis de globulos rojos

cAMP — AMP ciclico

CHMP2B - Proteina corporal multivesicular cargada 2B
CoA — Coenzima A

COASY - Sintetasa de CoA

CP - Ceruloplasmina

CREB - Proteina responsable de la unién a AMP ciclic
Cys - Cisteina

C9orf72 — Marco de lectura abierta 72 del cromosoma 9
DCAF17 — Factor 17 asociado a CUL4

DFT — Demencia frontotemporal

DNA — Acido desoxirribonucleico

DMSO - Dimetilsulfoxido

dNTPs — Desoxirribonucledtidos trifosfatados

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

EH - Enfermedad de Huntington

ELA — Esclerosis lateral amiotréfica

FA2H — 2-Hidroxilasa de acidos grasos



FSPGR — Eco gradiente rapido degradado

FTL — Cadena ligera de ferritina FXN — Proteina frataxina
g - Gramos

GABA — Acido gamma aminobutirico

GAB - enzima acido descarboxilasa

GIn - Glutamina

Gly - Glicina

GRN — Precursor de la granulina

HDL — Enfermedad Huntington-like (del inglés Huntington Disease Like)
His - Histidina

HSF —Human Splicing Finder

HTT — Gen de la huntingtina

H202 — Perdxido de hidrégeno

JPH3 — Gen de la juntofilina

KCI — Cloruro de potasio

KHCO3 — Bicarbonato de potasio

K2HPO4 — Fosfato acido de potasio

LDL — Lipoproteinas de alta densidad

Leu - Leucina

M — Molar

mg - miligramos min - Minutos mM - Milimolar mL — Mililitros
MPT — proteina Tau asociada Microtubulos

NaCl — Cloruro de sodio

NaH2PO4- fosfato diacido de sodio o bifosfato de sodio

NBIA — Neurodegeneracion por acumulacion de hierro en el cerebro

NCBI — Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (del inglés National Center

for Biotechnology Information)
NH4CI — Cloruro de amonio

nm - Nanémetro



OHe - Radical hidroxilo
O2e™ - Anion superoxido
PANK2 — Pantotenato cinasa pb: Pares de base

PB — Amortiguador de fosfatos

PBI — indice de tamponamiento de fosforo (del inglés Phosphorus Buffernig Index)

PBS — Amortiguador fosfato salino (del inglés phosphate buffered saline)

PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa

PKAN — Neurodegeneracion asociada a la pantotenato cinasa
PLA2G6 — Neurodegeneracion asociada a la fosfolipasa A2
PoliQ — Tractos de poliglutaminas

PPC - 4’- fosfo-N-pantotenoilcisteina

PRNP — Gen de la proteina Prion

Pro - Prolina

PrP — Proteina Prion

PrPC — Proteina prion celular o normal

PrPSc — Proteina prion patoldgica o escrapie

RM — Resonancia magnética

ROS — Especies reactivas de oxigeno RP — Retinopatia pigmentaria
rpm — Revoluciones por minuto

SCA — Ataxia espinocerebelosa

SDS - Dodecilsulfato de sodio

SH- - Grupo sulfhidrilo

SNC - Sistema nervioso central

TARDBP — Proteina de unién a DNA TAR

TBP — Proteina de unién a la caja TATA

Tm — Temperatura media de desnaturalizacion de los oligonucleétidos
Trp — Triptéfano

T2 — Tiempo de relajacion transversal



V - Voltio

Val - Valina

UV - Ultravioleta

WDRA45 — Proteina WD40
°C — Grados centigrados
uL — Microlitro

ng — Nanogramo



2. RESUMEN:

La enfermedad de Huntington (EH), es un trastorno neurodegenerativo hereditario
con una herencia autosémico dominante, por lo que existe un riesgo del 50% de
heredar el gen mutado. Se caracteriza por alteraciones del movimiento como la
corea, del comportamiento y deterioro cognitivo progresivo. La EH es resultado de
una variante génica en el gen HTT que provoca modificaciones estructurales en la
proteina huntingtina, debido a la expansion de un repetido CAG, estas
modificaciones predisponen la muerte neuronal en diversas éreas del cerebro, con

predominio en los nucleos de la base.

A partir del afilo 2000 se comenzaron estudios que describian diversos trastornos
con un cuadro similar a la EH, a estos trastornos se les conoce como fenotipos
similares a la Enfermedad de Huntington (del inglés Huntington-like) o también
fenocopias de EH. A la fecha se han descrito diferentes padecimientos o
enfermedades de origen genético que presentan manifestaciones similares a la EH,
algunas de ellas se nombran también con las siglas HDL, como: PRNP (HDL1),
JPH3 (HDL-2), TBP (HDL4). Otros genes que presentan manifestaciones similares
son: ATXN1l, ATXN2 y ATXN3 (ataxias espinocerebelosas 1,2 y 3,
respectivamente), FXN (ataxia de Friedreich), PANK2 (deficiencia de
pantotenatocinasa), C9orf72, (marco abierto de lectura 72 del cromosoma 9), GRN
(precursor de la granulina), TARDBP (proteina de union a DNA TAR), MAPT
(proteina Tau asociada a microtubulos) y CHMP2B (proteina corporal multivesicular

cargada 2B) genes asociados a la demencia frontotemporal (DFT), entre otros.

El gen PANK2 se encuentra en el cromosoma 20 locus 20p13, esta compuesto por
34761 pares de bases que conforman 7 exones y codifica para la proteina
pantotenatocinasa, ésta se localiza en de las mitocondrias y su principal funcion es
la biosintesis de la Coenzima A (CoA), a partir de la vitamina B5, esta coenzima

participa en diferentes vias metabdlicas.
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Algunas mutaciones del gen PANK2 inducen un déficit o ausencia de la proteina
funcional, por lo que el organismo no produce la cantidad suficiente de CoA. Estos
niveles bajos ocasionan que se deposite hierro y cisteina en las neuronas, dichas
sustancias se oxidan y dan lugar a una exacerbada produccion de radicales libres
que predisponen la muerte neuronal. Asimismo, en la deficiencia de
pantotenatocinasa (PKAN) antes conocida como la enfermedad Hallevorden-Spatz,
se manifiesta un cuadro de distonia y otros trastornos del movimiento asociado a
retinopatia pigmentaria y el signo imagenoldgico del “ojo de tigre” en la resonancia

magnética.

En el presente estudio se analizaron 102 muestras de pacientes que presentaron
resultados moleculares negativos para el gen de la huntingtina y en otros genes con
alta frecuencia en Huntington-like, por lo que se continud el estudio para evaluar la
participacion del gen PANK2 y como estas variantes génicas influyen en el
desarrollo de la enfermedad. Es por ello que se analizaron los exones 2, 6 y 7 del
gen PANK2 con base en los resultados del reciente estudio publicado en la

poblacién mexicana por Gonzalez-Pérez (2013).

Los exones 2, 6 y 7 fueron analizados por secuenciacion tipo Sanger, se emplearon
los primers que bordean los sitios intrones/exones en busca de variantes génicas

patolégicas y polimorficas, también se hizo el analisis bioinformatico de las variantes

Los resultados en el andlisis de este gen fueron negativos en 100 pacientes para
los tres exones estudiados, donde no se identificaron mutaciones ni polimorfismos
y s6lo en dos pacientes se encontraron en el exén 3 las mutaciones p.Ser392fr y
p.Arg357Trp, con lo cual se confirmo el diagnéstico de PKAN. A pesar de que las
mutaciones en este gen son muy raras, es importante incluirlo en el diagndstico

diferencial de los casos negativos a la EH.
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3. INTRODUCCION.

3.1 ENFERMEDAD DE HUNTINGTON
3.1.1 Historia de la Enfermedad de Huntington.

Es un trastorno neurodegenerativo descrito por primera vez en el aio 1872 y
publicado en Medical and Surgical Reporter por el médico estadounidense George
Huntington a los 22 afios de edad, el titulo de su articulo fue “On Chorea”, donde
realizé una descripcion precisa y clara de la enfermedad, lo que permitié identificar
su incidencia familiar y que posteriormente atribuye su caracter hereditario.
Inicialmente a la enfermedad se le denomin6 Corea de Huntington debido a que el
principal sintoma era la corea (nombre que se le da por los movimientos
involuntarios que asemejan una danza). Posteriormente, al tener mayor
conocimiento del trastorno el nombre se modificé a Enfermedad de Huntington, ya

que en las formas infantiles y juveniles la sintomatologia es diferente.*

Uno de los focos mas importantes de la enfermedad se sitla en Venezuela al este
del lago Maracaibo, en la regién de Zulia, donde Américo Negrete, médico
neurélogo relaciono los sintomas de la enfermedad de Huntington con los lugarefios
“sanviteros”, es por ello que a las personas que padecian esta enfermedad se les
denominaba con el “Mal de San Vito”, llamada asi por el santo al que se evocaba
para curar la enfermedad. El doctor Negrete publicé un libro con la descripcion de
la enfermedad, mismo que fue de gran ayuda para el descubrimiento del gen por el

grupo The Huntington’s Disease Collaborative.

Por otro lado, la Dra. Nancy Wexler perdié a su madre y a su abuelo cuando era
una nifia, ellos padecieron de la enfermedad de Huntington en una época en que no
se conocia lo suficiente de ella, por este motivo, en el afio de 1970, la Dra. Wexler
Se propuso encontrar la cura junto a su padre Milton Wexler, un psicoanalista en los
Angeles, California en la Fundacion de Enfermedades Hereditarias, una
organizacién que él habia creado para investigar el trastorno. En 1978 la Dra.
Wexler obtuvo el financiamiento federal para la investigacion de la Enfermedad de
Huntington, por lo que se dirigio a la aldea venezolana en el Lago Maracaibo, donde
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realiz6 un arbol genealdgico de las familias venezolanas afectadas, integrando un
grupo de 18,000 pacientes, la mayoria eran descendientes y familiares de una mujer

llamada Maria Concepcion.*

El equipo de la Dra. Wexler, efectu6 numerosos analisis sanguineos y biopsias,
ademas de diferentes pruebas motrices, ésto debido a la forma en que la
enfermedad se transmite entre las familias. El equipo de Wexler determin6 que se
trataba de un Unico gen mutado y fue en el afio 1983 cuando Gusellay cols. ubicaron
la localizacion del gen responsable de la enfermedad en el cromosoma 4. Diez afios
mas tarde se identifico el gen HTT en la region 4pl16.3, determindndose que la
expansion se debia de la secuencia del triplete CAG ubicado en el exdn 1, este
andlisis lo realizo el Grupo de Investigacion Colaborativo para la Enfermedad de
Huntington, compuesto por 58 investigaciones en 6 grupos de busqueda, utilizando
el analisis de haplotipos por desequilibrio de ligamento; ahi se pudo evidenciar un

pequefio segmento en 4p16.3 como la ubicacién probable del gen defectuoso.?

3.1.2 Gen HTT.

También conocido como HD y anteriormente como IT15, fue el primer gen humano
localizado por el andlisis de ligamiento, usando fragmentos polimérficos de
restriccion (RFLP’s) y desequilibrio de ligamiento. En cuanto al segmento de DNA
fue detectado con una sonda llamada “G8” y renombrada “D4S10” en el séptimo
taller de mapeo de genes humanos, en Los Angeles en agosto de 1983, éste se

localiza en la region telomérica del cromosoma 4.3

Por otro lado, Gusella y el grupo Colaborativo para la Enfermedad de Huntington
(1993) encontraron una estrecha vinculacion de la sonda G8 con la enfermedad de
Huntington, en la gran familia venezolana y en una pequefa familia estadounidense,

identificando una repeticion (CAG)n expandida en el gen HTT, confirmandose la EH
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al analizar los miembros afectados de 75 familias (provenian de una gran variedad

de origenes étnicos).3

La secuencia repetitiva CAG es inestable durante la transmision intergeneracional
con una alta tendencia a expandirse, demostrandose que grandes expansiones del
triplete CAG ocurren en las transmisiones paternas, aunque también se han

presentado en las maternas, aungue con menor frecuencia.*

Este gen se encuentra en el brazo corto (p) del cromosoma 4 en la posicion 16.3
(4p16.3), tiene entre 3,074,681 y 3,243,960 pares de bases (Figura 1). Y codifica la
proteina huntingtina, de la cual se desconoce la funciébn exacta, se cree que
desempeiia un papel importante en las neuronas y es esencial para el desarrollo
normal antes del nacimiento. La proteina huntingtina se encuentra en muchos
tejidos del cuerpo, con los niveles mas altos de actividad en el cerebro. Dentro de
las células esta proteina puede participar en la sefializacion quimica, el transporte
de materiales, la unidn a proteinas y otras estructuras, y la proteccién de la célula a

la apoptosis.®
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&.&.Ea&.&. I.T'I.T'I.T':?LI.T'I.T'I.T' [ I.T'.';l?'l?'l?'l?‘l?‘l?‘
q 7

Figura 1: Localizacion cromosomica del gen HTT (sefialado con flecha) en el
cromosoma 4.°
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3.1.3 La proteina Huntingtina.

Una proteina huntingtina silvestre consta de 3100 aa. Su funcién es desconocida,
se expresa en células neuronales y no neuronales. Esta formada de repeticiones de
CAG, que codifica una cadena larga de glutamina (Q) a poca distancia de la

metionina inicial.*

Al estar mutada y por consiguiente presentar un tamafio mayor, la proteina es mas
resistente a la protedlisis, lo que provoca que la proteina anormal se divida en
fragmentos pequefios, que a su vez se unen entre ellos (tractos de poliglutaminas),
éstos posiblemente son transportados al nucleo dénde se forman agregados,
inclusiones intracelulares que tienen como resultado: interacciones patoldgicas
proteina-proteina, apoptosis e inflamacion. Con el proceso de la enfermedad se
produce toxicidad por el exceso de glutamato que lleva a una deficiencia en la

transmision neuronal, ocasionando la muerte de las neuronas.*

La huntingtina mutada, o0 mas especificamente su extremo amino-terminal con los
tractos de poliglutaminas (poliQ), es reconocida como una conformacion de
plegamiento proteinico anormal y es proteolizada por caspasas especificas que
pueden cortar el extremo N-terminal con los tractos poliQ y conducir a la agregacion
de estos fragmentos (Figura 2). Ademas, la proteina mutada o los mismos
fragmentos pueden ser llevados a la degradacion total a través del sistema de
ubiquitina y proteasomas. Estos conceptos han sido reforzados por nuevas
observaciones que demuestra que la huntingtina mutada y sus fragmentos con
poliQ, alteran la funcion normal de factores de transcripcidon normales, como el factor
de transcripcion CREB (proteina que se liga al elemento de respuesta al CAMP), a
través de su interaccion con una proteina asociada con CREB y a la proteina p53.
De esa manera, los fragmentos con poliQ obstaculizan o inhiben funciones
reguladoras importantes dentro del nucleo celular. Hay evidencias recientes que
avalan esta hipotesis y que explicarian la relacion de la enfermedad con la edad;

debido a que en las neuronas van decreciendo su actividad de degradacion proteica
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por las proteasomas, a medida que aumenta la edad y que debido a la imposibilidad
de eliminar con una velocidad eficaz la huntingtina mutada, se van acumulando
fragmentos poliQ en funcion directa a la edad. De esta forma, la mutacion por
expansion de tripletes repetidos va produciendo efectos acumulativos con la edad
del paciente y por la “ganancia” de la funcién toxica de sus extremos poliQ y la
menor diferencia en la eliminacién de la proteina normal.> La funcién exacta de la
proteina se desconoce, aunque tiene un papel importante en las células nerviosas,
al que puede estar involucrada en la sefalizacion, transporte, union a proteinas y
otras  estructuras, ademas de proteger contra la  apoptosis.
Neuroquimicamente los niveles de la enzima acido descarboxilasa (GAD) y del
neurotransmisor GABA estan disminuidos en los ganglios basales. En la
espectroscopia por resonancia magnética en personas vivas afectadas por la
enfermedad de Huntington, muestran altos niveles de lactato en los ganglios
basales.®

Figura 2: Los caminos posibles de fragmentacion de la huntingtina mutada. Si la
degradacion total en los proteasomas declina con la edad, se acumulan los
fragmentos téxicos producidos por caspasas.®
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3.1.4 Etiologia:

La enfermedad de Huntington es un trastorno ocasionado por tractos de
poliglutaminas, resultado de la expansion del trinucledtidos CAG mayor a 40
repetidos (penetrancia completa), menor a este niamero el funcionamiento de la

proteina huntingtina es normal.’

El aumento de las repeticiones se produce porque en la cadena del DNA que
contiene la region de tripletes CAG repetidos, puede adoptar una forma de horquilla
en el momento en que se abre la doble hélice para la replicacién, lo que provocara
un “deslizamiento” de la DNA polimerasa y una adicion o pérdida de varios
nucledtidos en la cadena hija. * Este deslizamiento origina un bucle en una de las
cadenas, lo que provoca que la nueva cadena tenga una repeticibon mas o una
repeticion menos que la cadena original, segun haya sido el desplazamiento hacia

atras o hacia delante, respectivamente.®

La muerte celular programada en la enfermedad de Huntington, es un proceso que

puede involucrar una serie de eventos relacionados como pueden ser:

» Excitoxicidad.- Sobre-estimulacién de células por sustancia quimicas
encontradas en el cerebro.

= Mecanismo de energia defectuoso.- Un defecto en la mitocondria, donde se
produce la energia.

= Estrés oxidativo.- Actividad metabdlica normal cerebral que produce
radicales libres.

» Factores tréficos.- Sustancia quimicas naturales encontradas en el cuerpo

humano que pueden proteger contra la muerte celular.®

El gen presenta una repeticién en tandem de los nucleétidos citosina, adenina y
guanina (CAG), codon se codifica para el aminoacido glutamina en el exén 1, al
tener una variante el niumero de trinucledtidos repetidos, se vuelve inestable y se
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expande a longitudes patoldgicas (40 o mas repeticiones).1°

Existen 2 tipos de EH que difieren en la longitud de las expansiones (Figura 3):

I. Expansiones moderadas dentro de la region codificante o exones de un gen.

[I. Expansiones muy largas en los intrones de un gen.

Exén Intrén Exén Intrén Exdn Intrén
DNA 5 — () ———— 3
)
T Namero normal de repeticiones
TEEREEEEE R i Namero anormal de repeticiones
‘ (expansidn)
1. Expansiones muy grandes de repeticionas por luera de secuencias codificantes
Exén Intrén Exén Intrén Exén Intrdn
D Sa———— - ——
) .
Hmm Nomero normal de repeticiones

R Numero anormal de repeticiones
(expansién)

2. Expansiones moderadas de CAG dentro de secuencias codificantes
A. Diterentes tipos de expansiones de repeticiones de trinucieétidos

Figura 3: Expansiones moderadas de CAG en exones y expansiones extensas
intronicas de secuencias repetidas, comparadas con el numero normal de
repeticiones. 1) Expansiones moderadas de CAG dentro de secuencias codificantes,
) Expansiones muy grandes de repeticiones por fuera de secuencias
codificantes.!

Las enfermedades de tipo | se caracterizan por la expansion del trinucleétidos CAG
dentro de la regién codificante (exén), como es el caso de la Huntingtina. El triplete
CAG codifica para el aminoacido glutamina, por lo que el nombre de estas
enfermedades se les conoce como trastornos por poliglutaminas o poliQ (Figura
2)_12

Las enfermedades de tipo Il se caracterizan por la expansion de trinucleétidos CTG,

GAA, GCC o CGG dentro de una regién no codificante del gen involucrado, ya sea
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en el extremo 5” (GCC en el sindrome del X fragil tipo A, FRAXA), en el extremo 3’
(CGG en FRAXE; CTG en la distrofia mioténica), o en un intron (GAA en la ataxia

de Friedreich) (Figura 3).1?

La Tabla 1 muestra las enfermedades producidas por expansion de trinucleétidos.?

Tabla I. Enfermedades producidas por expansion de trinucledtidos: secuencias y localizacion.

Locus Gen Preducto Alelos Secuencia
Normales Intermedios Mutados
Por expansidn en regiones no codificadoras
FRAXA Xq273 FMR1 FMRP-1 6-50 50-200 >200 CGG
FRAXE Xq28 FMR2 FMRP-2 6-35 61-200 >200 GCC
FRA11B (Jacobsen) 119233 cBLz 11-20 >100 CGG
FRA16A 16p1 16-49 100-1.900 Ccce
Ataxia de Friedreich 9q13-21.1 X25 Frataxina 7-34 3580 100->1.700 GAA
Distrofia mioténica 19q13 DM Proteincinasa 535 50-> 200 CT1G
Ataxia espinocerebelosa 8 13q21 SCAs 15-50 50-70 80-> 800 CTG
Ataxia espinocerebelosa 12 5q31-32 SCAI12 PPP2r2B 3145 55-78 CAG
Por expansion en regiones codificadoras (exdnicas)
Enfermedad de Huntington 4p16.3 HD Huntingtina 6-35 30-38 38-180 CAG
Atrofia muscular bulboespinal (Kennedy) Xq11-12 AR Receptor de andrégenos  9-36 3865 CAG
Ataxia espinocerebelosa 1 6p SCA1 Ataxina-1 6-39 4088 CAG
Ataxia espinocerebelosa 2 12q SCA2 Ataxina-2 14-32 33-77 CAG
Ataxia espinocerebelosa 3 (Machado-Joseph) 14q SCAz3 Ataxina-3 12-40 5586 CAG
Ataxia espinocerebelosa 6 19p13 Proteina canal de calcio  4-18 21-33 CAG
Ataxia espinocerebelosa 7 3p12-13 SCA7 Ataxina-7 717 34->200 CAG
Atrofia dentatorrubropahidoluysiana (Haw-River)  12p12 DRP Atropina-1 335 3548 4993 CAaG
Ataxia-esquizofrenia 12-28 >1.200 CAG

Tabla 1: Enfermedades producidas por expansién de trinucleétidos repetidos de tipo

|y tipo 1.1
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ENFERMEDAD DE HUNTINGTON
Edad de aparicion versus N° de CAG

Edad de comienzo (afios)
80

40 ¢

11

30 35 40 45 5
N® de repeticiones CAG

Figura 4: Relacion entre el namero de tripletes CAG en los pacientes con
enfermedad de Huntington y la edad de inicio de los sintomas.®

La Figura 4 muestra la relacion entre el nimero de rpeticiones CAG en los pacientes
con EH y la edad de inicio de los sintomas. Existe un intervalo entre 27 y 39
repeticiones conocido como la zona gris en ésta hay 2 posibilidades:

a) Numero de repetidos de 27 a 35 (alelo intermedio): Las personas con este

nimero de repetidos son causa de mutaciones de novo en la descendencia.’

b) Numero de repetidos de 36 a 39 (penetrancia incompleta): Algunas personas con
este numero de repetidos pueden desarrollar los sintomas de la enfermedad, a
edades muy adultas o morirse sin desarrollar nunca los sintomas. Los hijos de una
persona con penetrancia incompleta tienen una posibilidad de heredar el gen de

penetrancia incompleta o completa del 50% (Tabla 2).13
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NUmero de repeticiones CAG

Numero de repeticiones Resultado Estado
10 - 26 Normal
No afectado
27-35 Intermedio
36 -39 Penetrancia incompleta Afectado
40 o mas Penetrancia completa

Tabla 2: Estimaciones preliminares recientes de la relacion entre las copias CAG y
el resultado probable de EH

Por otro lado, un gran niumero de repeticiones CAG se asocian a temprana aparicion
de la enfermedad, denominado fenbmeno de anticipacion génica, lo que da origen
a la enfermedad de Huntington juvenil (antes de los 20 afios de edad) y la
enfermedad de Huntington infantil. Existe una variabilidad importante en el nimero
de repeticiones CAG, pero los pacientes menores de 10 afios (EH infantil) suelen
tener mas de 80 repeticiones, aunque este niumero puede ser mayor al haberse

reportado repetidos de hasta 250 (Figura 3).14

El fendmeno de anticipacion génica se refiere al aumento del nUmero de tripletes en
la secuencia afectada por las divisiones celulares, especialmente en la
gametogénesis (formacién de gametos por medio de la meiosis). Por lo que con el
paso de las generaciones el nimero va aumentando, lo que provoca mayor

gravedad de la enfermedad y la aparicion a mas temprana edad.*®

Aunque es importante tener en cuenta que no puede predecirse la edad en la que
apareceran los primeros sintomas, se ha identificado que la variabilidad del inicio
de la enfermedad se puede deber también a genes modificadores, y a factores
ambientales. Si se llegaran a identificar a los modificadores independientes de la
mutacion, ya sean genes o factores ambientales, se podria encontrar un tratamiento

para retardar el inicio de la enfermedad.®
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3.1.5 Epidemiologia.

La enfermedad de Huntington afecta a todas las poblaciones con una incidencia de
5 a 10 en 100,000 habitantes en los paises occidentales, siendo mucho mas baja
en individuos de poblaciones negras, orientales y finlandeses, y a nivel mundial

distribuida en igual proporcién entre hombres y mujeres (Figura 5).16

Gen de huntingtina
Ingleses Japoneses Alricanos

Poblacion (%)
60 |

40 |

20

e - &[Lg-ﬂ-[]-alﬂ-a-

" 13 15 17 19 21 25 27 29 KA
N (CAG)

Figura 5: Distribucién de los numeros de tripletes repetidos (CAG) en la poblacion
inglesa comparada con la japonesa y la africana del sur (Tomada y modificada).®

Existe evidencia de que cuando el gen mutado se hereda del padre, es mas grave
gue de la madre, ya que aumenta el niumero de repeticiones. El motivo de ésto
podria encontrarse en el proceso de produccién de los espermatozoides, ya que, a

diferencia del 6vulo, el esperma se produce por millones diariamente, esto implica
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que el DNA también se copie millones de veces durante este proceso, por lo que
existe una mayor posibilidad de que se produzcan errores genéticos.®

Los progenitores de mayor edad tienen mas probabilidades que los progenitores
mas jévenes de pasar una copia expandida, esto de nuevo es provocado porque a
lo largo de la vida, un hombre crea nuevos espermatozoides, lo que permite que

ocurran mas errores al copiar el DNA segln va envejeciendo el hombre.®

Es importante decir que el numero de repeticiones CAG determina la gravedad de
los sintomas; la edad en la que se presentaran los sintomas y la progresion de la
enfermedad. La edad promedio en la que se presentan los primeros sintomas es
entre 30 a 50 afios en un rango de entre 2 y 85 afos. El tiempo de progresion entre
el diagndstico y la muerte es de 15 a 20 afios y la causa mas comun de muerte es

la neumonia, seguido del suicidio.'’

3.1.6. Sintomas.

La enfermedad de Huntington en general provoca trastornos motrices, cognitivos y
psiquiatricos con un amplio espectro de signos y sintomas, estos Ultimos se
manifiestan al inicio y varian en cada paciente durante el curso de la enfermedad,

algunos sintomas son mas predominantes.8cdsfovv

3.1.6.1 Trastornos del movimiento.

Las alteraciones motoras relacionadas con esta enfermedad comprenden

movimientos involuntarios y deterioro en los movimientos voluntarios:
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Movimientos espasmaodicos o de contorsion involuntarios (corea).
Problemas musculares, como rigidez o contracturas musculares (distonia).
Movimientos oculares lentos o anormales.

Marcha, postura y equilibrio afectados.

Incapacidad o dificultad de comunicarse por medio del habla, la escritura o la

mimica (afasia).

Dificultad o imposibilidad para tragar (disfagia).

El deterioro en los movimientos voluntarios, tiene un mayor impacto en las

actividades de la vida diaria del paciente, como son trabajar, comunicarse y ser

independiente.®

3.1.6.2 Trastornos cognitivos.

Entre los signos del deterioro cognitivo asociados a la enfermedad de Huntington

se encuentran:

Dificultad para organizarse, establecer prioridades o enfocarse en tareas.

Incapacidad de reconocer la informacién que llega a través de los sentidos,

especialmente la vista (agnosia).

Falta de flexibilidad o tendencia a quedarse sumido en el pensamiento,

conducta o accion.

Falta de control de los impulsos, que pueden tener como consecuencia

arrebatos, actuar sin pensar y promiscuidad sexual.
Pérdida de la capacidad de llevar a cabo tareas antes aprendidas (apraxia).

Falta de conciencia sobre las conductas y habilidades propias.
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e Lentitud para procesar pensamientos o encontrar las palabras.

¢ Dificultad para aprender nueva informacion.

3.1.6.3 Trastornos psiquiatricos.

e Sensacion de irritabilidad, tristeza o apatia

e Retraimiento social.

e Insomnio.

e Fatiga.

e |deas frecuentes sobre muerte, el morir o el suicidio.

e Trastorno obsesivo compulsivo.- pensamientos recurrentes e invasivos, y

conductas repetitivas.
¢ Manias.- hiperactividad, conductas impulsivas, autoestima excesiva.
e Trastorno bipolar.- episodios alternos de depresion.

Ademas de los sintomas ya mencionados, la pérdida de peso es muy comun en

los pacientes con la EH, especialmente, mientras avanza la enfermedad.*®

En la EH se reconocen tres fases de avance que se caracterizan por las siguientes

series de sintomas:

1.- Fase inicial.

Durante los primeros afios de vida es posible que la enfermedad pase
desapercibida, ya que los signos temprano de la EH pueden ser sutiles, implicando
deterioros poco notables en la velocidad del movimiento, cognicién, coordinacion y
marcha, asi como la aparicion de movimientos coreicos Yy rigidez. Dentro de las
alteraciones emocionales se produce irritabilidad, inestabilidad y disminucion del
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estado de &4nimo.°

2.- Fase intermedia.

En esta fase la enfermedad es mas visible, particularmente el corea resulta
problematico, ya que se presentan dificultades para hablar, caminar o manejar
objetos. Respecto a las relaciones sociales, se presenta un gran deterioro debido a
la desinhibicion conductual, lo que provoca agresividad o hipersexualidad,
posteriormente, el deseo sexual disminuye.

Otro sintoma tipico de esta fase es la disminucion del placer (anhedonia) y las

alteraciones para conciliar o mantener el suefio.'®

3.- Fase avanzada.

Se caracteriza por la incapacidad para hablar y para ejecutar movimientos
voluntarios, en la mayoria de los casos los pacientes conservan la conciencia del
entorno, aunque algunos presentan dificultades para orinar o defecar.

Los movimientos coreicos se agravan, se presentan dificultades para tragar, lo que
provoca las infecciones como neumonia y otras enfermedades relacionadas. En

esta fase, se llevan a cabo muchos suicidios.®

3.1.7 Diagnostico.

El diagnéstico lo realiza un equipo multidisciplinario en el que se incluye a un
neurdlogo especialista en movimientos anormales con base en la historia clinica del
paciente y sus antecedentes familiares; también es importante la consulta con un

especialista en Genética.®
El descubrimiento del gen HTT permitio realizar la prueba molecular para hacer

confirmar el diagnostico de la enfermedad, misma que debe hacerse con base en

los datos clinicos, incluidos los antecedentes familiares.20
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Hay ocasiones en las que al hacerle las pruebas moleculares a un paciente con
probable enfermedad de Huntington, los resultados moleculares son negativos, lo
gue nos lleva a la sospecha de una enfermedad similar a Huntington (del inglés
Huntington-like) o fenocopia, ésta debe ser considerada como un diagnostico

diferencial.?!

3.1.8 Imagenologia.

La resonancia magnética (RM) es una técnica no invasiva en el diagnéstico de la
enfermedad de Huntington, ya que proporciona imagenes de las estructuras
cerebrales, donde se puede observar una disminucion del tamafio de algunas partes
del cerebro, particularmente de los nucleos caudados y el putamen, asi como el
agrandamiento de cavidades llenas de liquido dentro del cerebro llamadas

ventriculos (Figura 6).22
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Figura 6: Imagen coronal FSPGR (siglas del inglés fast spoiled gradient echo) del
cerebro de un paciente con Huntington (1) comparada con un control sano (2).
Donde se observa la disminucién del tamafio de los nucleos caudados (A) y el
putamen (B), el agrandamiento de los ventriculos (C), ademas de ser evidente la
atrofia cortical generalizada (D) y la atrofia cerebelosa (E) (tomada y modificada).??

3.1.9 Prevencion.

No existen medidas que permitan prevenir la enfermedad de Huntington si ya se
tiene la mutacién en el gen HTT; es importante la asesoria genética, en especial si
es el deseo de los pacientes en tener hijos para que conozcan los riesgos y tomar
decisiones al respecto, hacerles conciencia que existen otros procedimientos como

la fecundacion in vitro y el diagndstico genético preimplantacional, o la adopcién.!®

3.1.10 Tratamiento.

No existe cura para la enfermedad de Huntington y no hay forma conocida de

detener su progresion. El objetivo del tratamiento es reducir el curso de la
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enfermedad y ayudar a las personas a valerse por si mismas, por el mayor tiempo

y en la forma mas cémoda posible.®

Los medicamentos varian de acuerdo con los sintomas. Los bloqueadores de
dopamina pueden ayudar a reducir los comportamientos y movimientos

anormales.®

Entre los medicamentos para tratar los trastornos del movimiento comprenden los

siguientes:

e Tetrabenazina.- Reduce los movimientos espasmadicos y de contorsion
involuntarios, pero puede empeorar la depresion u otros trastornos
psiquiatricos.

e Antipsicéticos (heloperidol, clorpromazina).- Reducen los movimientos
involuntarios, pero puede empeorar las contracciones involuntarias y la
rigidez muscular.

e Levetiracetam.- Reduce la corea, entre los efectos secundarios comprenden,
nauseas, malestar estomacal y cambios de humor.

e Clonazepam.- Disminuye el movimiento, pero puede provocar somnolencia y

un alto riesgo de dependencia y abuso.

Entre los medicamentos para tratar los trastornos psiquiatricos se

encuentran:

e Antidepresivos (Citalopram, escitalopram, fluoxetina y setralina).- Pueden
tener algun efecto en el tratamiento del trastorno obsesivo compulsivo. Entre
los efectos adversos se comprenden nauseas, diarrea, somnolencia y
presién arterial baja.

e Antipsicéticos (Quetiapina, Risperidona y Olanzapina).- Inhiben los estallidos
de violencia, la agitacion y otros sintomas de los trastornos del estado de
animo o la psicosis, sin embargo, pueden provocar trastornos del

movimiento.
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e Estabilizadores del animo (Valproato, Carbamazepina y la Lamotrigina).-
Evitan los altibajos emocionales asociados al trastorno bipolar.
e No existe tratamiento eficaz para la demencia, éste es el aspecto mas

invalidante de la enfermedad.

A medida que la enfermedad progrese, los pacientes necesitaran asistencia y
supervision; con el paso del tiempo es posible que requieran atencién durante las

24 horas.b

3.1.11 Fenocopias de la Enfermedad de Huntington.

Una fenocopia es un sindrome fenotipicamente caracteristico de un genotipo
determinado, pero producido por otras causas genéticas. En el caso de la EH se
considera fenocopia a un sindrome que presenta similitudes fenotipicas, pero
producido por cualquier otra causa diferente a la mutacion genética en el gen HTT,
ya sea genética o no. Aunque no hay una definicién establecida de fenocopia de la
EH, en una revision reciente Wild EJ y cols?*, definieron fenocopia de la EH como

un sindrome que debe cumplir 3 criterios:

1.- Trastorno del movimiento compatible con EH.
2.- Estudio genético negativo para la EH.

3.- Al menos uno de estos tres puntos:

e Patron familiar autosémico dominante (AD)
e Deterioro cognitivo

e Sintomas psiquiatricos.?®

Otro aspecto importante de las fenocopias es que muestran una heterogeneidad

genética de locus. Se han determinado cuatro cuadros clasicos de fenocopias de
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EH, de las cuales 3 tienen un origen genético especifico con herencia autosémica

dominante, y s6lo uno muestra un patron de herencia autosomica recesivo (AR) y

no ha sido posible dilucidar su causa. A estos trastornos se les ha denominado

enfermedades Huntington-like (del inglés Huntington Diseases Like HDL) de tipo 1,
2,3y 4: (Tablas 3y 4).1

HDL1: Es una presentacion poco frecuente de la enfermedad pridnica familiar
autosdmica dominante, reportada por primera vez en 2001. Es causada por
insercién o delecion en la region del octapéptido repetido (Pro-His-Gly-Gly-
Gly-Trp-Gly-GIn) en el gen de la proteina prionica (PrP). La edad media de
inicio es en la edad adulta temprana entre 20 y 45 afios. El tiempo medio de
supervivencia es de 1 a 10 afios, y la progresion rapida es sospechosa de
esta causa. La enfermedad prionica familiar puede producir una amplia gama
de fenotipos, puede parecerse a la EH con cambios prominentes de
personalidad, sintomas psiquiatricos y deterioro cognitivo, corea, rigidez y
disartria. Puede haber ataxia de la extremidad y tronco y convulsiones. La
enfermedad pridnica también puede presentarse con sintomas conductuales
0 psiquiatricos, deterioro cognitivo, trastornos visuales, signos cerebelosos y
rigidez; ademas de otros signos neuroldgicos, que evolucionan hacia el

mutismo y la inmovilidad.?> 26

HDL2: Causada por variantes en juntofilina-3 (JPH3), representa
aproximadamente el 0.4% de las fenocopias de la EH en los paises
occidentales; sin embargo, es frecuente en sudafricanos de ascendencia
subsahariana. La forma clasica de HDL2 se presenta con caracteristicas
cognitivas, psiquiatricas y motoras similares. Sin embargo, el parkinsonismo
puede ser mas prominente en HDL2 en comparacion con EH. También se
han informado casos de inicio temprano con sindrome acinético-rigido
progresivo, pero corea clinicamente insignificante. A diferencia de la EH de
inicio juvenil en HDL2 de inicio temprano, hay una ausencia de convulsiones

y en su mayoria movimientos oculares normales. La enfermedad conduce a
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la muerte dentro de los 10 a 20 afios de la aparicion de los primeros sintomas.
Este sindrome se debe a expansiones repetidas de tripletes de CTG-CAG
altamente penetrantes en el gen JPH3, en el cromosoma 16g24.3. Los alelos
normales varian de seis a 28 tripletes, mientras que las expansiones de
repeticiones patoldgicas varian de 40 a 58 tripletes. La proteina codificada
participa en la estabilizacion de los complejos de membrana de union y la
regulacion del flujo de calcio neuronal. La expresion anormal de la proteina
JPH3 aumenta la vulnerabilidad celular. Se ha sugerido un efecto téxico
adicional causado tanto por una pérdida toxica de la expresiéon de JPH3,

como por una ganancia toxica de la funcion del ARN de JPH3.25 26

HDL3: Trastorno neurodegenerativo autosdOmico recesivo descrito en una
familia de Arabia Saudita. Tiene un inicio temprano y el patrén recesivo de la
herencia, lo que la se diferencia claramente de los otros sindromes HDL. El
fenotipo clinico es complejo, con deterioro mental de inicio en la infancia,
alteracion del habla, distonia, corea y otras caracteristicas extrapiramidales
y piramidales. La resonancia magnética muestra una atrofia progresiva de
los nucleos caudados bilateralmente y la corteza frontal. El gen causante ain
no esta claro, pero el locus de la enfermedad se asignd inicialmente al

cromosoma 4p15.3 (Tabla 3).25 26

HDL4: Al igual que HDL2, consiste de una expansion de una secuencia
repetitiva de CAG del gen de la proteina de unién a caja TATA (TBP), ubicado
en el cromosoma 6g27, que causa la enfermedad de Huntington tipo 4, que
corresponde a la ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCAL17). La herencia es
autosomica dominante. El tamafio normal de los alelos varia de 25 a 40
repeticiones de CAG / CAA, mientras que de 41 a 48 repeticiones de CAG /
CAA reducen la penetrancia y las repeticiones de 49 y mayores llevan a la
penetrancia completa. Sin embargo, ha sido dificil determinar el corte exacto
del namero de repeticiones normal versus patogénico. La proteina

codificada, TBP, funciona como factor de iniciacion de la transcripcion. La
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TBP expandida con tractos de poliglutamina reduce sus propias capacidades

intrinsecas de unién al ADN y de transcripcion. El fenotipo clinico de HDL4 /

SCA17 es marcadamente heterogéneo y la edad de inicio varia entre los 3y

los 75 afos.25: 26

Estos trastornos HDL en general aparecen a principios o a mediados de la edad

adulta, aunque los primeros sintomas pueden presentarse en la primera década de

vida del paciente, entre esos sintomas que en general se presentan son: problemas

emocionales, irritabilidad, mala coordinacioén, dificultades para caminar, hablar y

tragar, movimientos involuntarios, entre otros, mismos que se desarrollan en la

Enfermedad de Huntington.?’

Enfermedad Cromosoma | Gen Proteina Edad inicio | Caracteristicas clinicas/paraclinicas | Distribucidn
(afios) geogréfica
HOL3 (AR} 4p15.3 Mo conocido | No conocida 3-4 Corea, parkinsonismo, distonia, retraso Arabia Saudi
psicomotor, demencia, piramidalismo, (2 familias)
ataxia y otras A marcha
Corea-acantocitosis | 9021 VPS13A Coreina 20-30 Distonia oromandibular y mutilacionas
(AR} Corea, tics, parkinsonismo, demencia
Acantocitos, TCK, TPH, A RM
Sindrome de XpH XK Ag Kell eritrocito | 40-60 Corea, parkinsonismo, distonia,
McLeod (ligado a X} &. psiquidtricos, demencia, epilapsia, NP,
miopatia, cardiopatia, anemia
PEAN (AR) 20p13 PANKZ PANKZ Infancia Distonia oromandibular, parkinsonismo,
espasticidad, demencia, corea
10%6 acantocitos; RM: “ojo de tigre"
Enfermedad de 13g14.3 ATPTB ATFTR 20-30 Distonia, parkinsonismo, demencia,
Wilson (AR) %. psiquidiricos, raro corea, hepatopatia
Anilla Kayser-Fleischer, Loenloplasmina
Leupremia, Teupruria; A RM, biopsia h.
Ataia de Friedreich |p9 X5 Frataxina <2 Ataxia cerebelosa, nistagmo, armeflexia,
(AR} escoliosis, pie cavo, cardiopatia, DM

Tabla 3: Enfermedades autosémicas recesivas (HDL3) y ligadas al cromosoma X

causantes de corea.?®
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Enfermedad Cromosoma | Gen Proteina Edad inicio | Caracteristicas clinicas/PC Distribucidn
(afios) geografica
EH 4p15 IT15MHDSf Huntingtina <30 Corea, parkinzonismo, distonia,
Huntingtin demencia, sintomas psiquidtricos
HOL1 20p12 PRNP PrP 20-40 Fenotipo EH + prionopatia (demencia, Suecia
piramidalismo, mioclonias, sintomas
psiquidiricos)
HDL2 16g24.3 JPH3 Junctofilina-3 25-45 Fenotipo EH, distonia gin corea Raza negra de
Algunas formas fenotipo Westphal Africa del Sur
10% acantocitos
HOL4 (SCA-1T) Ba27 TEP TATA-box binding 25-40 Ataxda, 20% corea, demencia, epilepsia, | Alemania
proteina piramidalismo, A PESS, A PET/SPECT Japdn
RM: atrofia cerebelo v ribeteado palidal
aCA1 Bp23 ATXN1 Alaxina 1 30-40 ADGA-1, PNP, atrofia cerebelo (RM)
SCA2 12024 ATHNZ Alaxina 2 30-40 ADCA-1, PNP, atrofia cerebelo (RM)
SCA3 140321 ATXN3 Ataxina 3 20-50 ADCA-1, PNP, atrofia cerebelo (RM)
Machado-Joseph)
SCAT 3p ATXNT Alaxina 7 20-50 ADCA-I, atrofia carebelo (RM)
ADRPL 12p13.31 Atrophin 1 | Atrofing 1 <20 Epilepsia miocldnica progresiva Japdn
»d40 Ataxia, corea, demencia
Atrofia cerebelo y tronco (RM)
Meuroferritinopatia | 19g13 FTL Polipéptido 40 Azimetria, distonia oromandibular, Gran Bretana
ligandn del Fe corea, parkinsonismo, demencia, atada
Ferritina sérica baja, A RM, biopsia m.
Corea hereditaria | 14013 TIF-1 Factor de transcripcign | Infancia Corea no progresiva
benigna {y olros) firoideo 1 A pulmonares v tiroides

Tabla 4: Enfermedades autosomicas dominantes causantes de corea.?®

3.1.11.1 Heterogeneidad genética.

Término utilizado para indicar una serie de fenotipos similares que pueden estar

determinados por genotipos diferentes, es importante reconocer la heterogeneidad

genética, ya que es un aspecto primordial en el diagndstico clinico. Existen dos tipos

de heterogeneidad genética:

Heterogeneidad alélica: Distintas mutaciones en un mismo gen pueden

producir genotipos diferentes, pueden producir variaciones clinicas o incluso

cuadros clinicos diferentes.

Heterogeneidad de locus o no alélica: En este caso, las mutaciones de loci

cromosomico diferentes pueden producir el mismo fenotipo o parecido. 2’
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Se han encontrado pacientes con sindromes clinicos tipicos de la EH que portan
alelos normales del gen HTT, ademas de que no portan ningan cambio en los loci
antes descritos, por lo que existe alun mas heterogeneidad genética para los

fenotipos de la enfermedad de Huntington.*

3.1.11.2 Los genes asociados a las fenocopias de la EH son:

% PRNP (HDL1): Gen cuyo producto proteico es la proteina pridnica (PrP),
misma que es activa en el cerebro, al igual que en otros tejidos. Se
desconoce la funcién precisa la PrP, aunque se cree que esta involucrada en
diferentes procesos, como son: el transporte de iones de cobre a las células
desde el medio externo, proteccion en las neuronas de cualquier lesion y la
formacion de sinapsis, que son las conexiones entre las neuronas que

permite la comunicacion entre ellas.?®

Algunas mutaciones en el gen PRNP se dan por el cambio de un simple
nucledtido por la insercibn o delecién de nucleétidos, lo que provoca el
cambio de aminoacidos en la proteina o la formacion de codones de paro, lo
que puede provocar una proteina no funcional. Debido a estas mutaciones
se han identificado diferentes formas de la PrP. La version normal se le
conoce como PrPC¢ (proteina prion celular) para distinguirla de la proteina

anormal, a la que se le conoce como PrPS¢ (proteina prion scrapi).?®

« JPH3 (HDL2): Gen que codifica para la proteina llamada juntofilina-3, que
principalmente se expresa en el cerebro. A pesar de que la funcion de la
proteina es poco clara, se considera que la proteina juega un papel
importante en la formacion de la estructura llamada “complejo de union a
membrana”, mismo que es un mediador entre los canales i0nicos

intracelulares y la superficie celular. Una region en el gen JPH3 contiene
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trinucleotidos repetidos CAG/CTG, que se repiten entre 6 a 28 veces y son
la causa de HDL.?®

TBP (HDL4): Gen del cual su producto es la proteina de union a la caja TATA.
La proteina de unién a la caja TATA esta activa en células de tejidos de todo
el cuerpo, donde desempefia una funcion en la regulacion de la actividad de
muchos genes.3°

La caja TATA suele ser el sitio donde se une la ARN polimerasa, que es el
sitio de inicio de la transcripcion de muchos genes.*°

Una region del gen TBP contiene repeticiones de trinucleétidos CAG/CAA y
normalmente el nUmero de repetidos es de 25 a 42, pero un mayor numero
de repeticiones conduce a la produccion de una proteina anormalmente larga
de unidn a la caja TATA, esta se acumula en las neuronas en el cerebro y
altera las funciones normales y la eventual muerte de las neuronas en ciertas
areas del cerebro. Por otro lado, debido a que el gen TBP esta activo en
todos los tejidos el cuerpo, no esta claro por qué los efectos de una mutacion
en este gen se limitan al cerebro.*°

Existen otras condiciones que pueden cursar con corea, dentro de éstas las
SCAs, autosdmica dominantes, un grupo de entidades que de acuerdo al
modo de herencia y a su expresividad variable deben considerarse en el

diagndstico diferencial de fenocopias de la EH.3°

ATXN1: Gen que provee las instrucciones para la sintesis de la proteina
ataxina-1, misma que se encuentra en el nucleo de las células de todo el
cuerpo, pero se desconoce su funcion. Investigadores sospechan que esta
proteina puede estar involucrada en varios aspectos de la regulacion de la
produccién de proteinas, incluida la transcripcion.3?

Una region del gen ATXN1 contiene un segmento de repetidos del
trinucleétido CAG, normalmente éste se repite entre 4 a 39 veces; las
personas con ataxia espinocerebelosa 1 (SCAL1) tienen de 40 a mas de 80
repeticiones, lo que conduce a la produccion de la proteina ataxina-1,
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anormalmente larga que se pliega de manera incorrecta en la forma
tridimensional. Esta proteina anormal se agrupa con otras proteinas para
formar agregados dentro del nucleo de las células, estos agregados evitan
gue la ataxina-1 funcione normalmente, lo que dafa las células. Por razones
que aun no estan muy claras, los agregados de ataxina-1 solo se encuentran
en el cerebro y la médula espinal. Hay células en el cerebro que parecen ser
particularmente sensibles a la acumulacion de estos agregados, que son las
células de Purkinje ubicadas en la parte del cerebro que coordina el
movimiento (cerebelo) y también estan involucradas en la sefializacion

quimica entre las neuronas.3!

ATXN2: Gen a partir del cual se sintetiza la proteina ataxina-2, ésta proteina
se encuentra en el citoplasma e interactda con el reticulo endoplasmico de
las células de todo el cuerpo.3?

El primer exdn del gen ATXN2 contiene segmentos de repetidos del
trinucledtido CAG, normalmente se repite aproximadamente 22 veces; las
personas con 32 0 mas repeticiones de CAG en el gen ATXN2 desarrollan
SCA2. No esta claro como el segmento CAG anormalmente largo afecta la
funcién de la proteina ataxina-2, pero se sabe que conduce a la muerte de
células cerebrales, particularmente con las células de Purkinje, al igual que

la ataxina-1.32

ATXN3: La ataxia espinocerebelosan tipo 3 es una enfermedad autosdmica
dominante causada por la expansion de un repetido CAG en el gen ATXN3,
el cual codifica la proteina ataxina-3. La proteina ataxina-3 participa en el
mecanismo llamado sistema de ubiquitina-proteasoma, el cual se encarga de
la degradacion de las proteinas dafiadas.33

La molécula ubiquitina se une a las proteinas innecesarias para su posterior
degradacion, la ataxina-3 se encarga de remover la ubiquitina justo antes de

que las proteinas sean degradadas, de esta manera la ubiquitina puede
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desarrollar su funcibn més de una vez. Ademas de esta funcion, también
tiene participacion en la transcripcion.3?

Los pacientes con SCAS tienen mas de 50 repeticiones del trinucleodtido CAG,
lo que provoca la produccion de una versidn anormalmente larga de la
proteina ataxina-3, que se pliega incorrectamente en la forma tridimensional,
lo que ocasiona que no pueda eliminar la ubiquitina de las proteinas que ya
no son necesarias. Como resultado, las proteinas no deseadas, junto con la
ubiquitina y la ataxina-3 forman agregados dentro del nucleo de las células.
Sin embargo, no esta claro cémo estos agregados afectan la funcion celular,
ya que se encuentran en las células sanas y en las que mueren. Las
neuronas y otros tipos de células cerebrales son las mas afectadas por las
mutaciones, primordialmente las células ubicadas en la parte que esta

conectada a la médula espinal y las células del cerebelo.3?

FXN: Gen que codifica para la sintesis de la proteina frataxina, esta proteina
se encuentra en las mitocondrias de las células en todo el cuerpo, los niveles
mas altos de la proteina se encuentran en el corazén, higado, pancreas,
médula espinal y musculos esqueléticos.3*

Una region del gen FXN contiene segmentos del trinucledétido repetido GAA,
la mayoria de las personas presentan un nimero de repetidos menor a 12
(proteina corta normal); sin embargo, hay personas que presentan un nimero
de repetidos aproximado entre 12 y 33 (proteina larga normal); las personas
con un numero de repetidos de 66 a mas de 1,000 presentan la ataxia de
Friedreich. La cantidad de repetidos de trinucleétidos esta relacionada con la
edad en que aparecen los sintomas de la ataxia de Friedreich, los pacientes
con segmentos que se repiten menos de 300 veces tienden a presentar
sintomas mas tarde (después de los 25 afios) que aquellas con repeticiones
de trinucleétidos de GAA mas grandes.3

No se comprende completamente como las mutaciones del gen FXN causan
la ataxia de Friedreich, lo que se sabe es que interrumpen la produccion de

frataxina, esta escasez provoca la disminucion de la actividad de las
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proteinas que contienen grupos de hierro-azufre, lo que podria afectar la
produccion de energia en las mitocondrias, ademas de que las células con
cantidades insuficientes de frataxina son particularmente sensibles a los

radicales libres.34

C9orf72: Gen de nombre “Marco de lectura abierta 72 del cromosoma 97,
provee instrucciones para la sintesis de la proteina C9orf72, se encuentra en
muchos tejidos del cuerpo, abunda en las células nerviosas, la corteza
cerebral y en neuronas especializadas en el cerebro y la médula espinal que

controlan el movimiento.3°

La proteina C9orf72 participa en varios procesos como la transcripcion, la

traduccion y el transporte del RNA dentro de la célula.®®

El gen C9orf72 contiene un segmento de repetidos de seis nucledtidos
GGGGCC, este segmento se conoce como hexanucleotido repetido, este
repetido es normal si se tiene menos de 30 repeticiones, al presentar mas
repetidos se presenta la enfermedad esclerosis lateral amiotréfica (ELA),
afeccidn caracterizada por la debilidad muscular progresiva, pérdida de masa

muscular y movimientos involuntarios.3®

No esté claro si la repeticiébn del hexanucleétido reduce la funcién de la
proteina C9orf72 o conduce a la produccién de una proteina con una funcién
anormal que interrumpe la produccién de ARN y proteinas en la célula, lo que
resulta en la formacion de agregados, que se cree afectan en mayor medida
a las neuronas motoras por su gran tamafio. Algunas personas con ELA
también desarrollan demencia frontotemporal (DFT), que es un trastorno
cerebral progresivo que afecta la personalidad, el comportamiento y el
lenguaje. No esta claro por qué algunas personas con mutaciones en el gen

C9orf72 desarrollan DFT y otras no.3®
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s PANK2: Gen que codifica a la proteina pantotenato cinasa 2; esta enzima se
encuentra activa en las mitocondrias, que son los centros de produccion de
energia de cada célula. Dentro de la mitocondria, la pantotenato cinasa 2
regula la formacién de la molécula Coenzima A, esta molécula se encuentra
en todas las células, incluyendo las neuronas, ya que es necesaria para la
produccion de energia por medio de los -carbohidratos, lipidos y
aminoacidos.3¢
El gen PANK2 es uno de los cuatro genes que sintetizan la proteina
pantotenato cinasa; las funciones de las diferentes versiones de la proteina,
probablemente varian dependiendo los tipos de tejidos y partes de la célula

donde se encuentran.36

3.2 ENFERMEDAD DE HALLERVORDEN-SPATZ

3.2.1 Historia de la Enfermedad de Hallervorden-Spatz.

La enfermedad de Hallervorden Spatz o como se Illama actualmente
neurodegeneracion de la pantotenato cinasa (PKAN) o neurodegeneracion por
acumulacion de hierro tipo 1, nombre que se le da por el acimulo de hierro en las
células nerviosas. Fue descrita por primera vez por el médico prusiano Julius

Hallervorden y el médico Hugo Spatz.®’

Julius Hallervorden naci6 en el afio 1882, en Landsberg Alemania, desarrollo interés
por la neuropatologia y las bases bioldgicas de las enfermedades mentales. En
1921 hizo una estancia en el Departamento de Neurohistologia del Instituto Aleman
de la Investigacion para la psiquiatria de Munich (el actual Max Planck Gesellschaft),

es aqui donde conocié al médico Hugo Spatz.38

Ambos médicos se dedicaron a examinar cerebros de personas con enfermedades

de indole neuroldgica, dentro de los cerebros analizados se encontraban los de dos
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hermanas que presentaron un cuadro de neurodegeneracion que no se habia
descrito antes, los médicos publicaron sus hallazgos sobre la nueva enfermedad
en 1922 y 1924. En homenaje al descubrimiento de esta enfermedad se nombré
con los apellidos de los investigadores, mismo que después seria cambiado por
sindrome de pantotenato cinasa asociado a neurodegeneracion, ésto debido a los

métodos reprobables que se utilizaron.3’

Tras el Holocausto, tanto Hallervorden como Spatz siguieron trabajando en el area
de neurociencia en el Instituto Max Planck, donde Julius recibié un doctorado
honorario en el campo de la neuropatologia en 1956, retirAndose como profesor

emérito antes de su muerte en 1966.37

3.2.2 Gen PANK2

El gen de la pantotenato cinasa 2 se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 20 (20p13), tiene 34,761 pares de bases y 7 exones, este gen es el
anico cuyas mutaciones se han detectado en el sindrome de pantotenato cinasa
asociado a neurodegeneracion (PKAN por sus siglas en inglés). Clinicamente PKAN
presenta las caracteristicas de un desorden mitocondrial. Este gen codifica para la
proteina pantotenato cinasa, su funcion principal como enzima reguladora es la
biosintesis de la coenzima A (CoA), misma que participa en varias vias metabdlicas,
como el ciclo del &cido citrico, esterol y la biosintesis de esteroides, biosintesis de
grupo hemo, sintesis de aminoacidos y la B-oxidacion, ademas de que el gen

PANK2 regula la expresion del gen ferroportina.®
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Figura 7: Localizacion cromosomica del gen PANK2, en el cromosoma 20, posicion
13.36

Se identific6 al gen PANK2 como el principal gen asociado a la Neurodegeneracion
por acumulacién de hierro en el cerebro (NBIA por sus siglas en inglés), esta
neurodegeneracion corresponde a un grupo de trastornos genéticamente
heterogéneos y progresivos. Se caracterizan por acumulacion de hierro a nivel de
los ganglios basales y otras regiones del cerebro, y se manifiestan con movimientos

extrapiramidelaes como parkinsonismos y distonia.3®

Las causas de NBIA tiene varios origenes. Alteraciones en la via metabdlica del
hierro, desordenes en el metabolismo de ceramidas/fosfolipidos, algunos
desoérdenes lisosomales en la regulacion mitocondrial del hierro o desérdenes en la

funcion de genes desconocidos.3°

Ademas del gen PANK2, también llamado neurodegeneracién con acumulacion
cerebral de hierro-1 (NBIA1), mismo que corresponde a los desordenes en el
metabolismo de ceramidas/fosfolipidos; se identificaron otros genes relacionados
con la NBIA, asi como la propuesta de posibles tratamientos. Algunos de los genes

identificados se encuentran en la siguiente tabla: 3°
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Gen identificado Locacion cromosémica  Comentarios

PANKI Cromosoma 1023 Se expresa preferentemente
corazon, higado, y rinén

PANK2 Cromosoma 20p12.3-p1  La mutaciéon del gen PANK2 induce
un defecto en la sustitucion de la

proteina G411r

PANK3 Cromosoma 5q35 Se expresa abundantemente en el
higado
PANK4 Cromosoma Ip36 Se expresa en todos los tejidos, pero

sobre todo en el misculo

Tabla 5: Genes relacionados con la NBIA, sus localizaciones en el genoma y donde
se expresan en el organismo.?

El gen PANK2 no esta implicado directamente con el metabolismo férrico, pero al
estar mutado este gen, promueve la acumulacién de hierro en el cerebro como
efecto secundario y éste a su vez, se une a la cisteina libre, lo que promueve

lesiones en proteinas, lipidos y DNA provocando la muerte neuronal.®®

3.2.2 Proteina pantotenato cinasa.

El gen PANK2 codifica para la cinasa mitocondrial pantotenato cinasa, enzima
reguladora de la sintesis de la CoA e indispensable para la sintesis de acidos
grasos, al igual que para el metabolismo energético. La alteracion en la enzima
causa el depdsito de cisteina y hierro en los ganglios basales, hipocampo, sustancia
nigra algunas regiones subcorticales y retina, el complejo hierro-cisteina puede
provocar dafio tisular, ya que el complejo promueve la aparicion de estrés

oxidativo.40

La pantotenato cinasa es un precursor en la biosintesis de la coenzima A desde la
fosforilacidn citosélica del 4cido pantotenato (vitamina B5), N-pantotenoilcisteina y
panteteina (Figura 8). La CoA interviene en la biosintesis y oxidacion de &cidos
grasos y descarboxilacion oxidativa del acido piravico, paso previo al ciclo de

Krebs.23
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La disminucion de la coenzima A, debido a las anormalidades en la enzima
pantotenato cinasa, conduce a defectos metabdlicos como son la reduccion de
lipidos y biosintesis de colesterol y defectos en la conjugacion de los acidos biliares.
Estudios han demostrado tener concentraciones altas de lactato, lo que indica una
deficiencia en la cadena respiratoria, ademas de que el déficit de la CoA provoca
una acumulaciéon de un producto téxico que es la cisteina, ésta quela al hierro
(cofactor de la cisteina) y el complejo se acumula en zonas especificas en el

cerebro, lo que provoca el estrés oxidativo.*°

3.2.4 Estrés oxidativo.

Es el proceso de deterioro celular dependiente de la produccion de especies
reactivas del oxigeno ROS (del inglés reactive oxygen species) y la capacidad
natural del cuerpo para detoxificar o reparar los dafios con rapidez de los productos
intermedios residuales, éstos son generalmente atomos o moléculas pequefias con
alta capacidad reactiva, por lo que deben ser neutralizados lo antes posible para
evitar dafos en proteinas, lipidos y ADN. Sin embargo, los radicales libres también
son moléculas sefializadoras que cumplen con funciones fisiolégicas como la
regulacion del apetito en el hipotdlamo, al igual que son utilizadas por el sistema
inmunologico para atacar y matar patdogenos y en la sefalizacion celular

(sefializacién redox).*!

La mayor parte del oxigeno que respiramos se dirige a la mitocondria de cada célula
donde se genera alrededor del 95% del ATP que consume la célula; en esta etapa
el oxigeno se transforma en agua, aunque no en su totalidad, ya que algunas
moléculas de oxigeno no se metabolizan de manera adecuada, reduciéndose
parcialmente al anién superoxido (02.,). Esta ROS ademas de dafiar
macromoléculas de la mitocondria, puede transformarse en otras moléculas
reactivas como el peréxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH.), siendo
éste probablemente el mas téxico de los radicales libres del oxigeno producido por
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el cuerpo humano. Algunos de los radicales de oxigeno son muy selectivos en sus
reacciones con moléculas biolégicas, como por ejemplo el anién O2." y H20,
mientras que el radical hidroxilo (OH.) ataca a cualquier molécula que esté a su
lado. Los dafios provocados por las ROS son: la produccion de protoxinas
bioactivas, sefiales aberrantes, falla bioenergética, disfuncion del proteasoma,
agregacion de proteinas, formacion de inclusiones, sinaptélisis, apoptosis y

necrosis.*!

La formacion de las ROS se debe a diferentes causas, entre ellas:

*Endogenas: Las que produce el propio organismo al llevar a cabo su
funcionamiento: respiracion mitocondrial, metabolismo de &cido araquidonico,

acciones enzimaticas, entre otros.

*Exogenas: Son producidas por factores externos, como la contaminacion
ambiental, obesidad, estrés prologando, exposicion a rayos UV, mala nutriciéon o a
diversas enfermedades. Se ha demostrado que el estrés oxidativo es causa o

consecuencia de mas de 250 enfermedades.*?

3.2.5 Coenzima A.

Como su nombre lo indica es una molécula que ayuda a las enzimas a funcionar;
esta formada a partir de glucosa (misma que entra en la mitocondria indispensable
para la sintesis de acidos grasos), colesterol y la acetilcolina. La CoA consta de tres
partes: un “cuerpo” compuesto por vitamina B5 (acido pantoténico), una “cabeza”
formada por el nucledtido adenosina difosfato (ADP) y una “cola” de B-

mercaptoetilamina que es la parte mas importante, ya que contiene el grupo
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sulfhidrilo (SH-), que es donde se unen moléculas y otros grupos para formar acidos

grasos.*?

La CoA es una coenzima de transferencia de grupos acilo, que participa en diversas
rutas metabdlicas como son la sintesis y degradacion de acidos grasos, sintesis de
la acetilcolina y de colesterol, formacion de cuerpos cetonicos (sustratos
energeéticos) en condiciones especiales del metabolismo y del ciclo de Krebs; en
este Ultimo, cada vez que se oxida una molécula de CoA se obtienen 12 moléculas
de ATP, solo una se adquiere directamente y los otros once a través de la ATP

sintasa.4344
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Figura 8: Estructura de la Coenzima A y las partes que la componen (Tomada y

modificada).*®

La biosintesis de la coenzima A consta de 5 etapas a partir del pantotenato (Figura
9):

1. El acido panteotéico (vitamina B5) es fosforilada por la enzima pantotenato

cinasa para generar la 4’- fosfopantotenato.
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. Una cisteina es afadida al 4’-fosfopantotenato mediante la enzima
fosfopantotenoilcisteina sintetasa, para formar 4’-fosfo-N-pantotenoilcisteina
(PPC).

. La PPC se descarboxila a 4’-fosfo-panteteina mediante la
fosfopantotenoilcisteina descarboxilasa.

. La 4’-fosfo-panteteina es adenililada para formar desfosfo-CoA mediante la
enzima fosfopanteteina adenilil transferasa.

. Por ultimo, la defosfo-CoA es fosforilada a coenzima A utilizando ATP,

mediante la enzima defosfo-CoA cinasa.??
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Figura 9: Etapas de la biosintesis de la coenzima A, siendo interrumpida por un

déficit en la enzima pantotenato cinasa.*®
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El &cido pantoténico es un precursor en la sintesis de la Coenzima A. La reaccion
inicial de la fosforilacion que convierte al acido pantoténico a &cido
4’fosfopantoténico esta dafiada en individuos con variantes genéticas en el gen
PANK2.46

3.2.6 Cisteina.

La cisteina es un amino&cido no esencial, es decir, huestro organismo es capaz de
sintetizarlo por si mismo, siempre que haya metionina suficiente. Es un aminoécido
con azufre, conteniendo un grupo tiol (-SH), tiene un pH neutro, que al estar
presente en un pH ligeramente basico se oxida, o que propicia que dos cisteinas
puedan unirse por enlace disulfuro forméandose la cistina, misma que desempefia
una funcién importante en la configuracién de las proteinas que desempefian un

papel fundamental para la vida.*’

La cisteina forma parte del glutation, que es el antioxidante mas poderoso del
cuerpo, es un tripéptido que se encuentra dentro de todas las células y es crucial
para la eliminacion de los radicales libres como las ROS, es decir, protege a las
células y mitocondrias del dafio oxidativo y peroxidacion, esta compuesto de tres

aminoacidos: cisteina, glutamato y glicina.*’

Entre las funciones que desempefia la cisteina dentro del organismo se encuentran:
e Posee accion antioxidante, por lo que retrasa el envejecimiento.

e Protege el sistema digestivo, a los glébulos rojos, al corazén, al cerebro y al
sistema linfatico.

e Previene la oxidacion del colesterol LDL, la artritis, cataratas, la diabetes y el
cancer.

e Favorece la eliminacion de metales pesados.

e Optimiza el resultado atlético.*®
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3.2.7 El hierro.

Metal esencial para el organismo, se encuentra en todas las células del cuerpo

humano en baja concentracion, el 70% del hierro se encuentra asociado a la

hemoglobina, en el grupo hemo. Es importante mantener el hierro en los glébulos

rojos para poder llevar oxigeno a todo el cuerpo e incorporarlo por medio de la

alimentacion, ya sea en los alimentos de origen animal (hierro hemo), mismo que

se absorbe facilmente, y los de origen vegetal (hierro no hemo) mismo que se

absorbe en cantidad muy baja.*®

El hierro cumple diversas funciones fisiolégicas:

En la sangre forma parte de la hemoglobina, que es la estructura en los

glébulos rojos que se encarga de trasportar el oxigeno a todos los tejidos.

En el sistema nervioso central esta implicado en proceso vitales como el
desarrollo neuronal, la produccion de neurotransmisores, funciones
relacionadas con el sistema de la dopamina, funciones cognitivas
(aprendizaje y memoria), funciones motoras, mielinizacién, termorregulacion,
ademas de cumplir con un papel importante en la cadena respiratoria

mitocondrial.

Dentro de la célula, en la citocinesis (mitosis), en el transporte de electrones,
en la actividad de enzimas antioxidantes, la expresion de genes, en la funcion
de algunas proteinas, en la sintesis de lipidos, colesterol y en el sistema
GABA.

En la actividad enddécrina e inmunitaria.

Cofactor de muchas enzimas.>°

El hierro se acumula de manera natural en el sistema nervioso central (SNC) como

parte del proceso de envejecimiento, una porcién del metal sigue siendo activo en
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procesos de oxidorreduccién (redox) lo que ocasiona dafio en el funcionamiento

cerebral.

Como se ha mencionado anteriormente, tanto el hierro y la cisteina al no estar
unidos, cumplen funciones fundamentales en el organismo por la formacion del
complejo, las altas o bajas concentraciones de los mismos o la edad, lo que provoca
la toxicidad de ellos.5!

3.2.8 Los ganglios basales.

También llamados nucleos basales, son grandes estructuras neuronales
subcorticales ubicados en la base del cerebro que permiten conectar regiones

inferiores con superiores.
Los ganglios basales (figura 9) estan formados por diversos nucleos:

» Caudado.- Participa en el control movimiento voluntario y también esta

involucrado en procesos de aprendizaje y memoria.
= Putamen.- Involucrado en el desarrollo de sentimientos (amor y odio).

» Globo pélido.- Transmite informacién proyectada por los ndcleos putamen y

caudado hacia el talamo.

= Lenticular.- Sus funciones incluyen las actividades desempefiadas por el

globo palido y el nucleo putamen.

= Ndcleo Accumbens.- Sus actividades estan relacionadas con los procesos
emocionales y la elaboracion de sentimientos (miedo, agresion, adiccién,

risa, experimentacion de recompensa y efecto placebo).

= Cuerpo estriado.- Presenta interneuronas que expresan parvalbumina y

catelcolaminas, somatostatina y dopamina.
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» Cuerpo neostridado.- Sus funciones se definen a través de las actividades
llevadas a cabo por el nacleo caudado y el putamen.

= Cuerpo amigdalino.- Realiza acciones vitales para el procesamiento y el
almacenamiento de las reacciones emocionales (aprendizaje emocional),

modula la memoria y permite el desarrollo de la cognicion social.

» Sustancia negra.- La funcion de esta sustancia esta relacionada con el

aprendizaje, la orientacibn, el movimiento y la oculomocion.

Estas estructuras forman un circuito de nucleos que se encuentran interconectados
entre si, entre las principales funciones que realizan se encuentran el control motriz,
emocional y cognitivo, ya que contienen neuronas motoras, sensitivas e

internunciales.>2

Nucleo
Putamen caudado

Nucleo
subtaldmico

Globo Sustancia
palido negra

Figura 10: Ganglios basales y los nlcleos que los componen.53
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3.2.9 Neurodegeneraciones con acumulacion cerebral de hierro.

Grupo de trastornos neuroldgicos hereditarios en el que el hierro se acumula en el
cerebro, principalmente en los ganglios basales. Entre los signos y sintomas de
estas enfermedades incluyen contracciones musculares involuntarias con
movimientos repetitivos y torsiones progresivas (distonia), rigidez en los musculos
(espasticidad), parkinsonismo (dificultad para hablar, lentitud de movimientos,
rigidez de los musculos y temblores), dificultad para coordinar movimientos (ataxia),
anormalidades neuroldgicas y psiquiatricas (confusion convulsiones y demencia);

atrofia 6ptica o degeneracion de la retina.>*

Este tipo de afecciones pueden empezar a cualquier edad, pero la progresion y
severidad de la enfermedad varia. El deterioro cognitivo s6lo ocurre en algunos
subtipos y es poco frecuente, por otro lado, la atrofia cerebelosa se presenta en la

mayoria de los 10 tipos identificados, cada uno esta asociado a un gen especifico.>*

3.2.10 Los genes asociados son:

e PANK2.- Gen que codifica a la enzima pantotenato cinasa, misma que esta
involucrada en la biosintesis de la coenzima A. Se han identificado
aproximadamente 100 variaciones en este gen, la mas comun reemplaza el
aminoécido glicina con el amino&cido arginina en la poicion 411 de la enzima
(Gly411Arg). Las enfermedades provocadas por variaciones de este gen son
Hallervorden Spatz o neurodegeneracion asociada al pantotenato cinasay la
afeccion llamada Hipoprebetalipoproteinemia, acantocitosis, retinitis
pigmetosa y degeneracion palida (HARP), ambas enfermedades implican

problemas con el movimiento, la demencia y las anomalias de la visién.3455
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PLA2G6.- Gen que codifica la enzima fosfolipasa A2, encargada de
metabolizar los fosfolipidos, lo que mantiene la integridad de la membrana.
La enfermedad provocada por mutaciones en este gen es la Distrofia

neuroaxonal infantil.56:>7

C19orfl2.- Codifica una enzima que lleva el nombre del gen, de la que se
desconoce su funcién, pero se conoce su localizacién en la membrana de la
mitocondria, por lo que se sospecha de su papel en el mantenimiento de
lipidos. EI nombre de la afeccion es la neurodegeneracién asociada a la
proteina de la membrana mitocondrial, misma que es considerada una

enfermedad similar a la enfermedad Huntington.58-59

FA2H.- Gen que codifica la enzima 2-hidroxilasa de acidos grasos,
encargada de modificar los &cidos grasos utilizados para hacer grasas
(lipidos); la 2-hidroxilasa agrega un atomo de oxigeno a un atomo de
hidrogeno a un acido graso para crear un acido graso 2-hidroxilado, que son
importantes en la formacién de mielina normal. Se han identificado al menos
nueve mutaciones en el gen FA2H en personas con neurodegeneracion
asociada a acido graso hidroxilasa (FAHN). FAHN es un trastorno progresivo
del sistema nervioso caracterizado por problemas de movimiento y vision que
comienzan durante la infancia o la adolescencia y empeoran con la edad. Los
escaneres cerebrales de las personas afectadas muestran acumulacion
anormal de hierro en el cerebro, en la regién que esta involucrada en el
movimiento.062

Las mutaciones que causan FAHN, reducen o eliminan la funcion de la
enzima 2-hidroxilasa de acido graso, que da como resultado una mielina
anormal que es propensa al deterioro (desmielinizacién), lo que lleva a una

pérdida de sustancia blanca (leucodistrofia).6%-61

ATP13A2.- Gen que codifica una enzima de la subfamilia P5 de las ATPasas,

gue transporta cationes inorganicos y otros sustratos. Las mutaciones en
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este gen estan asociadas con el sindrome Kufor-Rakeb, también llamado
enfermedad de Parkinson 9.62.63

WDRA45.- Gen que codifica la proteina repetida WD40, la cual interactia con
fosfoinositidos 4 (WIPI4). La proteina WIPI4 es miembro de un grupo de
proteinas que forman una estructura que asemeja una hélice de siete palas,
ademas de estar involucrada en el proceso de autofagia, que ayuda a
eliminar materiales innecesarios de las células, por medio de autofagosomas
gue son transportados a los lisosomas. Al presentar mutaciones en el gen
WDR45 se presenta la enfermedad neurodegenerativa asociada a la proteina

beta-hélice.64.65

COASY.- Gen codificante de la coenzima A sintetasa, misma que se ve
involucrada en los pasos 4 y 5 de la biosintesis de la CoA. Las mutaciones
en este gen provocan la neurodegeneracion con acumulacién de hierro en el
cerebro 6 (NBIAG).56.67

FTL.- Gen que provee instrucciones para hacer la cadena ligera de ferritina,
que es parte de la proteina ferritina, misma que estd formada de 24
subunidades. La ferritina almacena y libera hierro en las células, por lo que
regula la cantidad de almacenamiento en las células y los tejidos. Si el gen
presenta mutaciones se puede presentar el sindrome de hiperferritinemia-

catarata o la neuroferritinopatia.®.6°

CP.- Gen que codifica la proteina ceruloplasmina, la cual ayuda a mover el
hierro de los 6rganos vy tejidos del cuerpo a la sangre al incorporarlo en la
molécula transferrina. Hay dos tipos de ceruloplasmina, una se sintetiza en
el higado y transporta el hierro a casi todo el cuerpo, menos al cerebro; la
otra forma de ceruloplasmina se sintetiza en las células de la glia del sistema

nervioso, mismas que protegen a las neuronas, ésta ceruloplasmina se
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conoce como forma anclada de glicosilfosfatidilinositol (GPI). La enfermedad

que resulta de la mutacion de este gen es la Aceruloplasminemia.’®’!

e DCAF17.- Gen que codifica la proteina que lleva el nombre del gen (factor 17
asociado a DDB1y CUL4) y de la que se desconoce su funcion, pero se sabe
gue es activa en diferentes tejidos (cerebro, piel e higado) en el nucléolo de
las células. El sindroma Woodhouse-Sakati es el resultado de las mutaciones

en este gen.’>7"3

Casi todas estas enfermedades se heredan de manera autosomica recesiva,
excepto en el gen WDR45 que presenta una herencia autosomica dominante. No
hay cura para ninguna de ellas y el tratamiento depende de los sintomas que se
presentan como la distonia, en la que se incluyen los medicamentos: baclofeno,
trinexifenidilo, toxina botulinica y estimulacion cerebral. Otros de los sintomas
comunes son los parkinsonianos, en los que se utilizan los medicamentos

anticolinérgicos y la Levodopa.®*

3.2.11 Etiologia de la enfermedad de Hallervorden Spatz.

La neurodegeneracion asociada a la pantotenato cinasa es una enfermedad con
patron de herencia autosOmica recesiva y es la causa mas comun de
neurodegeneracion por acumulacion de hierro en el cerebro en los ganglios basales,
ya que se presenta aproximadamente en el 50% de los casos de NBIA; sin embargo,
la incidencia de la enfermedad es baja, ademas de que la manifestacion de la
afeccion puede ser esporadica o tener un caracter familiar, (solo entre el 15 y el

23% de los casos se asocian a consanguinidad).’

Al ser una enfermedad autosdmica recesiva, si los dos padres son portadores del
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gen, la posibilidad de tener un hijo afectado con la enfermedad es de 25% en cada
embarazo y de que el hijo sea portador en un 50%. Cuando los padres son parientes
cercanos (consanguineos), la probabilidad de tener alelos en comdn aumenta en

comparacién con los que no son parientes.’

En un 3-5% de los pacientes en los que no se evidencia alguna alteracion genética
en el analisis por secuenciacion del gen y que se puede deber a deleciones
parciales o totales, se sospecha clinicamente de la enfermedad, aunque no se
encuentran mutaciones en la secuenciacion o solo se identifica una mutacion
heterocigota, por lo que se debe considerar realizar el analisis de deleciones o

duplicaciones.??

3.2.12 Formas clinicas de presentacion:

1) Clinica tipica.- (75% de los casos), las caracteristicas clinicas son
homogéneas, severas, progresivas y deteriorantes. Los signos y sintomas de
inicio temprano son piramidales y extrapiramidales acompafiados de
distonia, disartria y rigidez, ademas de que se presentan en la infancia, por
lo general antes de los 6 afios de edad.”®
Son frecuentes los movimientos involuntarios en las extremidades,
acompafados de corea y parkinsonismo, lo que puede provocar fracturas
espontaneas por la combinacion de la tension 6sea y osteopenia; esta
afeccion se produce cuando el cuerpo no fabrica tejido 6seo con la misma
rapidez con la que absorbe el antiguo tejido 6seo.”®
El sintoma mas comun de la forma tipica es deterioro de la marcha, resultado
de la rigidez de las extremidades, distonia y espasticidad.

La distonia puede ocasionar trauma en la lengua y requerir la extraccion
dentaria, ademas de la dificultad de deglutir, lo que provoca desnutricion y

muerte prematura por neumonia o broncoaspiracion.’®
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2)

El deterioro cognitivo es caracteristico en alteraciones del PKAN clasico, los
pacientes pueden presentar alteraciones psiquiatricas (trastorno obsesivo
compulsivo, manias, psicosis y depresion).®

Los sintomas visuales son los que en general llevan al paciente a consulta
médica, por presentar restriccion de campos visuales secundarios a
retinopatia pigmentaria (se presenta en 2/3 de los pacientes), cursando con
nictalopia, pérdida del campo visual periférico y eventualmente ceguera; los
pacientes sufren episodios de deterioro intercalados con periodos de

estabilidad, por lo que la esperanza de vida es variable.’®

Atipica.- (25% de los casos), las caracteristicas clinicas son variadas no
siendo éstas de caracter precoz. Los sintomas son menos intensos y menos
progresivos, la edad de inicio suele ser mas tardia respecto a los casos
clasicos, ya que en general tiene inicio en las tres primeras décadas de vida,
no obstante, puede iniciar desde los 13 afios de edad.??

Los primeros sintomas suelen ser distonia focal y temblores distonicos
intercalados con defectos del habla como la palilalia, taquilalia y disartria.

La retinopatia pigmentaria es rara en la forma atipica, pero puede presentar
tics motores y verbales, aunque la afeccion motora suele ser tardia y puede
confundirse con la enfermedad de Parkinson, ya que es posible observar
“congelacion” y temblores esenciales.??

Los sintomas psiquiatricos incluyen cambios en la personalidad con
impulsividad, estallidos de violencia, depresion y labilidad emocional. Esta
forma atipica de presentacion de la enfermedad por PKAN corresponde a las

fenocopias de la EH o Huntington-like.?3
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3.2.13 Epidemiologia.

La enfermedad de Hallervoden Spatz es una afeccién poco frecuente con un rasgo
genético autosémico recesivo, ocurre en todas las poblaciones y tiene una
frecuencia similar en ambos sexos, se ha estimado una prevalencia de 1 a 3 en
1,000,000 de habitantes. El inicio tipico ocurre en la infancia (PKAN clasica), aunque
también puede desarrollarse en la segunda y tercera década de la vida, es decir, en
adolescentes o en individuos durante etapas temprana de la vida adulta (PKAN
atipica), posterior a este periodo su manifestacion es rara. De los 6 a los 15 es la
edad comun de inicio de los sintomas, cuando se desarrolla en la nifiez son mas

severos los sintomas y la mayoria tiene un desenlace fatal entre 2 a 10 afios.’’

En un 3 a 5% de los pacientes no se presentan mutaciones o solo se identifica una
mutacion heterocigota, por ello, el analisis de delecidn/duplicacion del gen debe ser

considerado.?3

Este andlisis de delecion/duplicacibn de nombre amplificacion de sondas
dependiente de ligandos multiples (MLPA) es un método reciente, basado en la
reaccion en cadena de la polimerasa de cuantificacion relativa del nimero de copias

normales y anormales de ADN de hasta 40 secuencias genémicas.”®

3.2.14 Sintomas.

Al ser la enfermedad de Hallervorden Spatz un tipo de enfermedad Huntington-like,
es evidente que los sintomas son muy similares entre los dos padecimientos, entre
las manifestaciones que se presentan en la enfermedad de Hallervorden Spatz se

encuentran:
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Distonias (respiratorias y digestivas) y problemas del balance.- Primer
sintoma es la dificultad para moverse y caminar, €sto empeora con el tiempo
y afecta a los brazos también.

Disartria.- dificultad del habla, en general es uno de los primeros sintomas, y
se caracteriza por la repeticion de palabras o frases, discurso rapido y mala
articulacion de palabras.

Bradipsiquia.- Sintoma relacionado con trastornos mentales que ralentizan el
pensamiento y la capacidad de razonar.

Problemas del habla, masticacién y deglucién- Provocado por la distonia que
afecta los muasculos de la boca y la garganta.

Deterioro mental.- El funcionamiento cognitivo varia de persona a persona,
ya que a algunos pacientes se ven mas afectados que otros.

Alteraciones visuales.- Pérdida de la vision periférica y ceguera nocturna,
provocado por la retinitis pigmentaria.

Problemas del movimiento.- Corea, parkinsonismo, marcha ataxica,
temblores, espasticidad.

Sintomas psiquiatricos.- Problemas de conducta, cambios de personalidad,
episodios de rabia y depresion.>*

La enfermedad puede ser estable durante cierto periodo de tiempo y después sufrir

intervalos de deterioro rapido; a medida que los pacientes envejecen, pueden perder

el control de los movimientos voluntarios; ademas, al combinarse los espasmos

musculares con la disminucién de la masa 6sea, se pueden provocar fracturas.®®

La presentacion clinica se caracteriza por la rapida progresion de la disfuncion

extrapiramidal y declive intelectual a una edad temprana. Lo hallazgos en la

resonancia magnética (RM) y la retinopatia pigmentaria son signos caracteristicos

del padecimiento.® La presencia de sintomas psicéticos, sin embargo, no aparece

descrita méas que en pocos referenciados en la literatura.”
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3.2.15 Diagnaostico.

El diagnéstico de Hallervorden Spatz se basa en la historia clinica, pruebas
especializadas y la evaluacion clinica, para ello se les realizan:
e Examenes neuroldgicos para evaluar la distonia, la rigidez, los movimientos
anormales, la espasticidad y el habla.
e Examenes oftalmoldgicos para evaluar la posible retinopatia.
e Examenes y evaluaciones de desarrollo para la terapia fisica, ocupacional y
del habla.

En ocasiones se sospecha del padecimiento, al observarse en la resonancia
magnética cerebral el signo caracteristico llamado “ojo del tigre” o la retinopatia
pigmentaria. El diagnéstico se confirma con el andlisis genético que muestra
mutaciones en el gen PANK2, aproximadamente el 95% de los pacientes tienen dos

mutaciones identificables en el gen, el otro 5% tienen una mutacién identificable.>*

Tanto para la PKAN tipica, como la atipica, el diagndéstico se confirman por la
presencia de variantes genéticas patoldgicas en el gen PANK2, el analisis de
secuenciacion es recomendado después de evidenciar hallazgos en la resonancia
magnética, misma que es sensible a la presencia y concentracién de hierro en el

cerebro, donde se observa el signo conocido como “ojo de tigre”.5

3.2.16 Imagenologia.

La Resonancia Magnética (RM) es sensible a la presencia y concentracion de hierro
no hemo en el cerebro en la secuencia ponderada en T2 (tiempo de relajacion
transversal) de la resonancia magnética cerebral; en ella se evidencia

hiperintensidad en el globo palido por la vacuolizacion y gliosis del tejido, rodeado
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de halo hipointenso por depoésito de hierro hallado en las autopsias con alta

correlacion con la mutacion en el gen PANK2.23

La enfermedad de Hallervorden Spatz presenta una imagen tipica en la fase
presintomatica de los casos clasicos y atipicos al presentar el signo de “ojo de tigre”;
sin embargo, este signo no es patognomonico de este padecimiento, ya que se ha
observado que los adultos pueden presentar el signo en las neuroimagenes con
sintomas de enfermedad neurolégica, sin que signifigue mutacion en el gen; ésto
puede deberse a la combinacion entre el proceso de envejecimiento asociado a
otras condiciones patoldgicas que pueden dar lugar a este signo en adultos, por lo
gue es necesario realizar los estudios moleculares para establecer el diagndéstico

correcto.?3

PACIENTE PORTADOR VOLUNTARIO
Figura 11: Resonancia magnética (ojo de tigre) que muestra el contenido de hierro

del globo palido aumentado en el paciente con PKAN, comparado con un portador

de la mutacién en un alelo del gen PANK2 y un control sano.8?
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3.2.17 Retinopatia pigmentaria (RP).

Degeneracion bilateral lentamente progresiva de la retina y el epitelio pigmentario
retiniano, causada por distintas mutaciones genéticas; la RP puede aparecer como
enfermedad propia o estar asociada a otras patologias oculares o sisteméaticas,
como seria en el sistema nervioso central, donde se producen enfermedades
degenerativas que provocan afectacion de los musculos y alteraciones

metabdlicas.83

Los sintomas incluyen ceguera nocturna y pérdida de vision periférica, muestra
pigmentacion obscura en forma de espiculas 6seas en la retina ecuatorial que
estrecha las arteriolas retinianas (Figura 11), causando palidez cérea de la papila,
cataratas subcapsulares posteriores y células en el vitreo. Para retardar la
progresion de estos sintomas, ayuda la administracion de palmitato de vitamina A,

los acidos grasos »-3 y liteina + zeaxantina.?

Sujeto con vision no afectada Sujeto afectado de Retinosis Pigmentaria

Figura 12: Comparacion entre el ojo de un individuo sano y un paciente con retinosis
pigmentaria, donde se muestran los depdsitos de pigmentos conocidos como
“espiculas 6seas”.®?
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3.2.18 Tratamiento.

Como en la mayoria de las enfermedades genéticas, no existe cura; tampoco existe

procedimiento especifico para la enfermedad de Hallervorden-Spatz, es por esto

gue el objetivo del tratamiento depende de los sintomas que presenta el paciente y

el

conocimiento de la patogénesis bioquimica de la misma, como son:

1.- La disminucioén de los niveles de CoA en la mitocondria.

2.- El incremento de las concentraciones de cisteina.

3.- La elevacion del estrés oxidativo.

4.- La acumulacion de hierro en el cerebro.8°

Entre los procedimientos que se pueden llevar a cabo dependiendo de los sintomas

de los pacientes se encuentran:

+ Medicacion: Terapia quelante para la eliminacién de metales pesados; los

temblores responden mejor a los medicamentos dopaminérgicos; las
benzodiacepinas se utilizan para mejorar la contraccibn muscular y los
movimientos de torsion y contorsién; la distonia se trata con trihexifenidilo
oral; baclofeno oral o un bolo de blaclofeno intratecal y clonazepam oral, la
disartria mejora al controlar la distonia, con la administracion de la toxina
botulinica intramuscular que se utiliza para espasmos musculares; el
bromuro de metilscopolamina puede usarse para evitar el babeo excesivo; el
parkinsonismo responde al tratamiento con levodopa-carbidopa vy
bromocriptina; la coreoatetosis puede ser controlada con diazepam. Un
estudio reciente mostr0 buenos resultados con el medicamento
fosmetpantotenato, mismo que restaura los niveles de CoA.8!

Procedimientos quirdrgicos: Los procedimientos para destruir partes
especificas del cerebro, el globo palido o el talamo pueden proporcionar alivio

temporal para la distonia.
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¢ Estimulacion cerebral profunda: Se implanta un dispositivo médico llamado
marcapasos cerebral para evitar impulsos eléctricos a partes especificas del
cerebro para el tratamiento del movimiento y trastornos afectivos.

¢ En caso de ceguera se recomienda acudir a programas educativos para
ciegos .

+ Fisioterapia y terapia ocupacional para mantener la movilidad normal de las
articulaciones.

¢ Ayudas adaptativas (andador, silla de ruedas), para anomalias de la marcha.

¢ Terapia del habla y/o dispositivos de comunicacién: Los farmacos que
reducen los niveles de hierro en el cuerpo (quelacién de hierro), pueden ser
efectivos en algunos casos, al igual que los suplementos de vitamina B5 en

pacientes con PKAN atipico.>

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

A pesar de que las enfermedades Huntington-like no tienen una alta incidencia, es
importante identificar lo que las causa, ya que ante un resultado negativo del estudio
molecular de la EH, se abre un amplio abanico de enfermedades. Los individuos
afectados requieren conocer qué esta causando su padecimiento, cuéles son sus
riesgos para su descendencia y si hay un tratamiento, por lo que es de suma
importancia realizar el andlisis de los genes que causan estas enfermedades
Huntington-like o de las fenocopias de Huntington ya que son hereditarias, con un
patron de herencia diferente a otras que son autosoémicas dominantes y otras
autosomicas recesivas. Esto cambia los riesgos y la probabilidad de que la progenie
desarrolle la enfermedad a lo largo de su vida, ya que dependiendo del gen y del
tipo de mutacién de la enfermedad, puede presentarte a edades tempranas o
tardias. Entre estas causas estan las variantes genéticas del gen PANK2, que a
pesar de ser poco frecuente, tienen gran relevancia por toda la patologia que

desencadenan. Por lo antes mencionado, es necesario dar un diagnostico certero y
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asesoramiento genético, asi como el esencial desarrollo de algoritmos clinicos, a fin
de ir descartando genes que provoquen enfermedades Huntington-like, ademas de
continuar el analisis de los genes en un orden estratégico para poder dar el
tratamiento adecuado, que es uno de los objetivos en el Instituto de Neurologia y
Neurocirugia. Asimismo, es importante se permita en nuestro pais dar a conocer

como se distribuyen y la frecuencia de estos padecimientos.

5. HIPOTESIS.

Las variantes en el gen PANK2 provocaran modificaciones estructurales en la
configuracion de la enzima pantotenato cinasa; estas variantes son las

responsables de las patologias que fenocopian a la enfermedad de Huntigton.

6. OBJETIVO.

Identificar variantes génicas en los exones 2, 6 y 7 en el gen PANK2 mediante su

secuenciacion y andlisis bioinformatico, en pacientes con probable Huntington-like.

7. METODOLOGIA.

La metodologia general se explicara de manera resumida en el siguiente diagrama,

los procedimientos realizados se presentan a detalle posteriormente.
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7.1 Poblaciéon de estudio.

Pacientes.

Se analizaron un total de 102 pacientes como probables fenocopias de la EH o
casos con Huntington-like, de los cuales 66% fueron mujeres y el 34% fueron
hombres, en edad promedio mayor a 30 afios, a quienes previamente se les realizé
el diagnéstico para la EH el cual fue negativo, ya que presentaron un numero de
repetidos del triplete CAG, con un promedio de 18.82 repetidos (rango normal de 9
a 26 repetidos):

1.- Criterios de inclusion:

Individuos diagnosticados como casos probables de Huntington-like que ya tuvieron
resultados negativos para los analisis de los genes: HTT, JPH3, PRNP y TBP.

2.- Criterios de exclusion:

Individuos que no cumplieron los criterios clinicos de la enfermedad de Huntington
0 que obtuvieron resultados positivos en los genes: HTT, JPH3, PRNP o TBP, al

igual que los pacientes que no aceptaron participar.

Para la realizacion del andlisis se incluyeron muestras del banco de DNA de
pacientes con diagnostico de Huntington-like, y las muestras que fueron captadas
durante el desarrollo del proyecto. A cada uno de los pacientes se les tom6 una
muestra de sangre periférica mediante venopuncion, previo consentimiento
informado (Anexo 1) para comenzar el proceso mostrado en el diagrama anterior,

iniciando con:
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7.2 Extraccion de DNA gendmico a partir de sangre periférica.

Se extrajo el DNA gendmico de las muestras de sangre periférica mediante el

método de sales de Miller.8>

1.- Se transfirieron 3mL de sangre periférica a tubos Falcon de 15mL, a los que se
adicionaron tres veces el volumen (9 mL) de buffer BLGR (buffer para lisis de
glébulos rojos) que contiene EDTA 0.5mM, KHCO3 10mM, NH4Cl 0.15M y con un
pH de 7.4.

2.- Se homogenizaron por inversion, se centrifugaron a 3000 rpm durante 6 minutos

y se desechd el sobre nadante (mediante decantacion).

3.- Se adicioné 1mL de buffer BLGR para resuspender el boton obtenido, mismo
que se homogeneizo y se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, éste se
centrifugd a 3000rpm durante 2 minutos y se decanto el sobrenadante, con cuidado
de no perder el botén de glébulos blancos. Este paso se repitid hasta que el botdn

quedara limpio.

4.- Al boton de globulos blancos se le adicionaron 570uL de solucion de NaCl 5mM
y se agito por alrededor de 2 minutos, posteriormente se agregaron 40uL de SDS
(dodecilsulfato de sodio) al 10%, solucion utilizada para degradar la membrana
celular, de igual manera se agitd por aproximadamente 2 minutos. Por altimo, se
agregaron 200uL de NacCl saturado (7M), toda la mezcla se agité por 10 minutos,

esto provoca la precipitacion de las proteinas.

5.- Se centrifugd a 11,500 rpm por 20 min a una temperatura de 6°C, el
sobrenadante obtenido se decanté en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL,
donde se adicionaron 600uL de cloroformo: Alcohol isoamilico (49:1), lo cual permite
la separaciéon del DNA de los otros compuestos remanentes como los lipidos de las

membranas.

6.- La mezcla obtenida anteriormente se homogeneizo y se centrifug6 a 14,000 rpm

durante 20 minutos a una temperatura de 6°C, se separo la fase acuosa con ayuda

69



de una micropipeta y se transfiri6 a un nuevo tuvo de microcentrifuga de 1.5mL,
posteriormente se adicionaron 600uL de etanol absoluto, lo que provoca la

precipitacion del DNA

7.- Se centrifug6 a 14,000rpm por 20 minutos a 6°C, se decant6 el sobrenadante y
el DNA se lavo con 600uL de etanol al 70%, centrifugando nuevamente a 14,000rpm

durante 15 minutos a 6°C.

8.- Se decanto el sobrenadante y se secé la muestra en el concentrador de vacio
(Concentrator 5301 Eppendorf) a temperatura ambiente entre 15 a 20 minutos,
transcurrido el tiempo y ya con la muestra seca se resuspendio el DNA en agua
estéril en un volumen entre 100 a 300uL, para almacenarlas a 4°C y posteriormente

medir el rendimiento y calidad del DNA obtenido.

7.3 Cuantificacion del DNA.

Se determindé la concentracion y la pureza de cada muestra utilizando un
espectrometro de UV-visible (equipo NanoDrop 2000 Spectrophotometer) a dos
longitudes de onda, a 260nm, la que corresponde a la lectura de los é&cidos

nucleotidos y la longitud de 280nm, que corresponde a la lectura de las proteinas.
Para realizar la cuantificacion es necesario:

1.- Calibrar el equipo con 2uL de agua estéril y se limpia el lector.

2.- Mezclar la muestra para homogeneizarla.

3.- Colocar la muestra en el lector, el resultado de la concentracién es expresado
en ng/uL, como de las longitudes Azeo/A2s0, l0s cuales son indicativos de la pureza
del DNA obtenido.

Al finalizar la cuantificacion es necesario preparar diluciones de las muestras de
DNA a una concentracion de 50ng/uL, que es la concentracion necesaria para llevar

a cabo la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).
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7.4 Andlisis de la integridad del DNA.

Se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, el procedimiento para

el gel fue el siguiente:

1.- Se pes6 1g de agarosa en la balanza analitica (Denver Instrument Company AA-
200), se disolvié en un matraz Erlenmeyer con 100mL de PBS 1X (buffer fosfato
salino) compuesto de NaCl 2.6M, NaH2PO4 0.6M, KCI 0.05M, y KH2PO4 0.03M.
2.- La mezcla se calent6 hasta formar una solucion homogénea.

3.- Se adicionaron 2uL de bromuro de etidio (10mg/mL) y se homogeneizo.

4.- La mezcla se vertié en un porta-gel con peines, que forman los pocillos donde
se colocaran las muestras.

5.- Se dej6 solidificar el gel por aproximadamente 1 hora, se retiraron los peines, se
separo el gel y éste se coloco en la camara de electroforesis.

6.- Se llend la camara de electroforesis (Enduro Gel XL Labnet) de buffer PBS 1X
hasta que cubra el gel de agarosa completamente.

7.- Se tomaron 2uL de la muestra de DNA y se mezclaron con 2uL de colorante de
carga.

8.- Se coloco cada una de las muestras mezclada con el colorante en los diferentes
pocillos del gel y se llevé a cabo la electroforesis a 100V por 20 minutos.

9.- Transcurrido el tiempo el gel se analizé en un fotodocumentador (Gel doc de Bio-
Rad) colocandolo sobre un transiluminador de la luz UV (Transiluminador Tm-26
Labnet).

7.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se estandariz6 la PCR mediante gradientes de temperatura con diferentes enzimas
y concentraciones de los oligonucledtidos, de manera que la amplificacion de los 7

exones del gen PANK2 fuera la mas 6ptima (Figura 12).
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1F

2F

3F

4F

SF

6F

7F

ATCCGGGGTCGCCCCAGGAGAGTT 1R

GTTGCTACTGTGGTAAGGGT 2R

TGGTTGTTTCACGTAGTGGG 3R

GCATGATTGGGTTGGATATGTG 4R

GTTCTGTTGGGCTTTGTTGC 5R

GCTATGCACATGGTGCTGTA 6R

GGGCAGTGGTTGGCTTTAACA 7R

ACACTGTCCCCGCACGGTGGT

AATGCCAGTAGCAAGTGGTG

CGGGCTGAGTTTTCAGGTAT

CGGTGGCTCATGCCTTTAAT

CCCATCACGTCTGTTTTCTC

AGTTCCATGACAGTGTGACC

GAAAGTCCACAGATCCCATTG

56.6

54.6

54.6

55.6

54.6

54.6

59.0

Tabla 6: Secuencias de los oligonucleotidos del gen PANK2 utilizados para la

amplificacion de los 7 exones de los dltimos pacientes, y sus temperaturas de

alineamiento (Tm).

La mezcla enzimética con la mejor eficiencia para la reaccion en cadena de la

polimerasa fue KAPA2G Robust HotStart (Figural6), que contenia los siguientes

elementos:

*Enzima DNA polimerasa KAPA2G Robust HotStart

*Desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs), con una concentracion de 10mM

para cada dNTP.

*5x KAPA Buffer A, B o GC para PCR KAPA2G Robust HotStart

*Enhancer.

72

825

498

411

350

260

284

201




Ya establecidas las condiciones 6ptimas de amplificacion, se prepard la mezcla de

reaccion que contenia los reactivos que se muestran en la siguiente tabla:

1X 10uL 10uL 10uL
10/25 pM 1ul 1uL 1ul
10/25 uM lul lul lul
Segun se _ 1.25uL -
requiera
~ 200ng/uL 2uL 2uL 2uL
_ 11l 9.8uL 11l

Tabla 7: Protocolo PCR con la enzima Kapa2G Robust HotStar Ready Mix,
condiciones que establece el proveedor.

La reaccién PCR se realiz6 en el termociclador (Axygen), mismo en que se podian
realizar las reacciones de todos los exones a la vez, ya que permite realizar la

amplificacion a diferentes Tm.

El programa descrito en la siguiente Figura 12, también se estandarizé y
establecid previamente.
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Temperatura 95°C 95°C Tm 72°C 72°C 4°C

Tiempo 3 15" 15" 15" 10°

Figura 13: Termocicldo utilizado para llevar a cabo la amplificacién de los exones 2,
6 y 7 del gen PANK2 mediante la técnica de PCR. A) Desnaturalizacion a 95°C
durante 3 minutos, B) 35 ciclos con tres temperaturas diferentes: B.1)
desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos B.2) alineamiento de los oligonucleétidos
Tm (Tabla 4), B.3) extension del templado a 72°C cada una con una duracion de 15
segundos, C) Extension final a 72°C con una duracibn de 10 minutos, D)
Almacenamiento a 4°C.

7.6 Andlisis de productos de PCR

Se verifico la integridad y el tamafio de los productos de PCR esperados para cada
exon analizado, comparado con un marcador de peso molecular conocido y

resueltos en un gel de agarosa el 2%.
Electroforesis.

1. En el primer pocillo del gel de agarosa al 2% ya previamente colocado en la
camara de electroforesis con buffer PBS 1x, se deposité 1uL del marcador
de peso molecular (100bp DNA Ladder Axygen), con un rango de 100 a 1000
pb para confirmar el tamafio de los productos de PCR obtenidos, y en el resto

de los pozos se colocaron los productos de PCR.
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2. El corrimiento electroforético se realiz6 a 100V por 30 minutos. Transcurrido
el tiempo se coloco el gel en el transiluminador del fotodocumentador para

observar las bandas en comparacion con el marcador de peso molecular.

7.7 Purificacion de los productos de PCR.

Se empleo el estuche comercial (QIAquick PCR Purication Kit) para la eliminacion

de nucledtidos no incorporados.
El procedimiento recomendado por el proveedor es el siguiente:

1. Afadir 200uL de buffer PBI o PB al producto de amplificacién vy
homogeneizar, la muestra se colocé en una columna de purificacion,

colocada sobre un tubo colector.

2. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 2 minutos y se deseché el sobrenadante.
Se afiadieron 650uL de buffer PE, se centrifugd a 13,000 rpm durante 2

minutos y de igual manera se desecho el sobrenadante.

3. Se coloco la columna de purificacion dentro de un tubo Eppendorf de 1.5mL
y se afiadid el volumen de agua estéril (25uL), se dej6 reposar por algunos
minutos y se centrifugé a 13,000 rpm durante 2 minutos, Se colecta el

producto purificado en un tubo de microcentrifuga estéril.

Es necesario repetir el proceso de electroforesis en gel de agarosa al 2% a los
productos de purificacion de PCR, con el fin de corroborar que no se perdio la
muestra en el transcurso de la purificacion, y conocer la cantidad optima del

producto purificado que se utilizara en la reaccion de secuenciacion.
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7.8 Reaccion de secuenciacion.

BigDye 1X 1.0
Buffer Terminator 5X 3.5
Purificado de PCR * 1.0

Oligonucledtido 10uM 1.0

(Forward o Reverse)
H20 c.b.p. 13.5

Volumen final 20.0 puL

Tabla 8: Reactivos empleados para llevar a cabo la reaccion de secuenciacion de
los exones 2, 6 y 7 del gen PANK2. *La concentracion del purificado de PCR se
estima con base en la intensidad de la banda en el gel de agarosa 2%, que
comparado con el marcador de PM nos da un estimado de la concentracién. Cuando
la banda de la muestra se visualizaba intensa se adicionaba 1uL del purificado de
PCR, en caso de que el purificado se visualizara con menos intensidad se
adicionaban entre 2 a 3L, por lo que el volumen de agua disminuia para obtener
un volumen final de 20pL.

La reaccion de secuenciacion se realizo en el termociclador (Maxygene 1l) utilizando

el siguiente termociclado que se muestra en la Figura 13:
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Temperatura 96°C 95°C 50°C 60°C 72°C 4°C

Tiempo 30" 30" 10" 4 1'
Figura 14: Termociclado utilizado para llevar a cabo la reaccién de secuenciacion
de los exones 2, 6 y 7 del gen PANK2.A) Desnaturalizacion a 96°C durante 30
segundos, B) 30 ciclos con tres temperaturas diferentes: B.1) desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, B.2) alineamiento del oligonucledtido (Forward o Reverse)
a 50°C por 10 segundos, B.3) extension del templado a 60°C con una duracién de

4 minutos, C) Extension final a 72°C con una duracion de 1 minuto, D)
Almacenamiento a 4°C.

7.9 Purificacion de los productos de la reaccién de secuenciacion.

Para poder realizar la purificacion de los productos de secuenciacion fue necesario
preparar las columnas de Centrisep:

1. Anticipadamente se hidrataron (24 horas previo a su uso), las columnas

adicionando 700uL de agua estéril.

2. Para eliminar el agua se quité el tapon inferior, se colocaron las columnas
dentro de tubos colectores, se coloco y quitd la tapa superior de la columna

en repetidas ocasiones para filtrar el agua.

3. Sedreno el agua de las columnas centrifugandolas a 3000 rpm por 2 minutos
y se desechd el sobrenadante.

4. Se insert6 la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5mL y se adicion6
el producto de la reaccién de secuenciacion en el centro de la columna, sin

tocar el Sephadex.
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5. Se centrifugaron las columnas con las muestras a 3000 rpm durante 2

minutos.

6. La muestra purificada se secdé empleando un concentrador de vacio
(Eppendorf Concentrator 5301), por aproximadamente una hora, hasta que

la muestra estuviera totalmente seca.

7.10 Secuenciacion automatizada.

El producto seco se resuspendio con 14ulL de formamida ultrapura, y se colocaron
en una placa de secuencia de 96 pozos. Se desnaturalizé a 94°C por 5 minutos en
el termociclador (Thermal Cycler 2720 Applied Biosystem). Por ultimo, se realizo el
andlisis en el secuenciador automatizado de DNA (Genetic Analyzer 3131 de
Applied Biosystem).

7.11 Andlisis de la secuencia.

Se utilizé el programa Sequencing Analysis 5.3 para analizar lo electroferogramas
obtenidos, se consultaron las bases de datos de NCBI, Ensemble y el programa

bioinforméatico Human Splicing Finder (HSF).

8. RESULTADOS

8.1 Analisis de la integridad del DNA

Se realiz6 el andlisis de integridad de DNA (Figura 15) a un total de 102 muestras,
las cuales presentaron una concentracion promedio de 342.8 ng/uL DNA gendémico
y una relacion 260/280 promedio de 1.79 gue nos indica que la pureza de la muestra

es adecuada para continuar con el analisis.
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Figura 15: Gel de Agarosa al 1%, mismo que muestra la integridad del DNA
genomico en diferentes muestras.Donde se puede observar que en la muestra 1
ya no hay presencia de DNA, en la muestra 14 y 15 la mayoria de DNA presenta
degradacion; en las muestras 2, 4 y 6 la concentracion de DNA es baja, a pesar de
que en general es DNA gendmico, las demas muestras a pesar de que algunas
presentan degradacion, tienen una alta concentracion de DNA gendmico.

8.2 Andlisis de los productos de PCR.

En la Figura 16 se muestra la imagen de un gel de agarosa al 2% con los productos
de PCR esperados para los exones 2, 6 y 7 del gen PANK2. Se probaron dos DNA
polimerasas termoestables, Robust y HotStart, en la Figura 16 se observa que la

DNA polimerasa Robust tuvo una mayor eficiencia de amplificacién para todos los

exones.

" il o

Figura 16: Productos de PCR analizados por electroforesis en gel de agarosa al
2% empleando dos enzimas taq polimerasa para su amplificacién, donde se
observan los amplicones de los exones 2, 3, 6 y 7. En el exdn 2 se observé una
banda de 498 pb como se muestra en los carriles 8 y 9, mientras que para el exon
3 el tamafio fue de 411 pb y se observan en los carriles 6 y 7. El exén 6 presenta
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un producto de 284 pb se ubica en los carriles 4y 5, y el exdn 7 se ubica en los
carril 2 y 3 con un tamafio de 201 pb. El carril 1 muestra el marcador de peso
molecular DNA Ladder Axygen con un rango de 100 a 1000 pb que nos permite
confirmar el tamafio de cada exon. (R= enzima Robust, HS= enzima HotStart).

8.3 Variantes génicas de los exones 2,6 y 7 del gen PANK2.

El analisis de la secuenciacién de los exones 2, 6 y 7 del gen PANK2 en las 100
primeras muestras de pacientes, no se encontraron variantes patoldgicas ni
benignas en ninguno de los exones estudiados. Se muestran imagenes (Figuras 17,
18 y 19) de los electroferogramas de cada uno de los exones estudiados, cuya

secuencia es normal.
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8.3.1 Electroferograma del exén 2.
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Figura 17: : Electroferograma de la secuencia del exén 2 de 498 pb (sefialado con
corchetes) y parte de la zona intrénica, en las que no se encontraron variantes
genéticas. Bases nitrogenadas: Rojo: Timina (T), Azul: Citosina (C), Negro:
Guanina (G) y Verde: Adenina (A).
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8.3.2 Electroferograma del exon 6.

CTTTTTTTGGTGTGCTCAGMACATTAACCAGEGTGGTATTTGTTGG TTTCTT GAGAATTAATACGATCGCCATGCGGC TGGCATATGC
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Figura 18: Electroferograma de la secuencia del exén 6 de 284 pb (sefialado entre
corchetes) y parte de la zona intronica, en las que no se encontraron variantes
genéticas. Bases nitrogenadas: Rojo: Timina (T), Azul: Citosina (C), Negro:
Guanina (G) y Verde: Adenina (A).

8.3.3 Electroferograma del exon 7.

TTTTCTTTCALL GGTTATTTTGGAGCT GTTGG AGCACTCCTTG AGCTGTT G GATCECCGTGE A CcaTTaCCT!
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Figura 19: Electroferograma de la secuencia del exdn 7 de 201 pb (sefalando
entre corchetes) y parte de la zona intrénica, en las que no se encontraron
variantes genéticas. Bases nitrogenadas: Rojo: Timina (T), Azul: Citosina (C),
Negro: Guanina (G) y Verde: Adenina (A).
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Los resultados negativos obtenidos de los 100 primeros pacientes en los tres
exones analizados, no descartan la posibilidad de encontrar variantes génicas en
los exones no analizados en este estudio, siendo necesario continuar con el analisis
de los exones 1,3,4 y 5 del gen PANK2 para poder descartar la participacion de este
geny por lo tanto a la enfermedad de Hallervorden Spatz, y continuar con el analisis

de otros genes que pueden formar parte de los casos Huntington-like.

Se seleccionaron dos pacientes con los sintomas caracteristicos de una
enfermedad Huntington-like y que ademas presentaron en su resonancia magnética
el signo de “ojo de tigre”, un signo tan caracteristico de la enfermedad de
Hallervorden Spatz, se les realiz6 el andlisis del gen PANK2 completo, es decir, los

7 exones (Figura 20) para confirmar o descartar el padecimiento en estos pacientes.

MPM  Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 5 Exon 6 Exoén 7

alelaleale Lo N AR AN -
- -

- eaew

» 9.\ Yo
825pb 498pb  41lpb  260pb 284pb  201pb

Figura 20: PCR de los exones 1, 2, 3, 5, 6 y 7 de los dos pacientes anteriormente
mencionados. La A hace referencia al paciente de 6 afios de edad y la letra B al
paciente de 24 de edad. [El ex6n 4 no se logré amplificar, a pesar de realizar
modificaciones al programa de amplificacion de PCR, como la temperatura de fusién
de los oligonucledétidos (Tm), la enzima, concentracion de los primers, concentracion
de DMSO y el numero de ciclos del termociclador].
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8.4 Variantes encontradas.

Un paciente presentd una mutacion génica en el codon 391 del exdn 3, en la que
se presenta una doble delecibn como se muestra en la Figura 21. La delecion se
confirmd por la secuenciacion de ambas cadenas (Figuras 21B y 21C), esta

delecidn provoco un cambio en el aminoacido de Valina a un codén de paro.

8.4.1 Paciente con PKAN clasica y la variante génica p.Ser392fs

A)

AMAAAMANAAAAAAANA

Delecion de Adenina y Guanina
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/\/\M\/\/\/\/\/\/\/\ Wn
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Figura 21: Electroferogramas parciales del exén 3 (PKAN clasica). A)
Secuencia control (alelo silvestre 5-C T CA G G G G -3'),B) Secuencia sentido
(Forward 5- C T C del G G G -3’), C) Secuencia antisentido con la cual se
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confirma la variante homocigota (Reverse 5’- G A G del C C C -3’). Provocando un
cambio de aminoacido de Valina a un coddn de paro.

Esta variante se presento en un caso infantil, paciente masculino de 6 afios de edad,
siendo las primeras manifestaciones a los 6 meses de edad, con un retraso
psicomotriz y mas adelante del lenguaje. Con el paso del tiempo presenta
movimientos involuntarios, discapacidad del lenguaje, debilidad muscular, torpeza
en la marcha con caidas frecuentes, distonia desde los 4 afios, movimientos
coreoatetosicos distales, dificultades para hablar, fallas en el aprendizaje y retinosis
pigmentaria. El inicio temprano y la gran severidad de los sintomas permiten
establecer que se trata de una presentacion clasica de la enfermedad.
En la figura 22 se muestra en la RM la imagen de “ojo de tigre” caracteristica de

este padecimiento, para este paciente.

Figura 22: Resonancia magnética T2 de paciente masculino de 6 afios de edad.
Corte coronal de globo palido, donde se visualiza el signo caracteristico de “ojo del
tigre”.

85



El segundo paciente presenté un cambio puntual en el codén 357 del exdn 3, en la
que se presenta una mutacion de cambio de sentido, por el cambio del nucle6tido

citosina a timina, mismo que se confirmo con la secuencia antisentido por el

cambio del nucledtido guanina a adenina, como se muestra en la Figura 23:

8.4.2 Paciente con PKAN atipica (Huntington-like) y la variante génica

p.Arg357Trp
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Figura 23: Electroferogramas parciales del exén 3 (PKAN atipica). A) Secuencia
normal (alelo silvestre C), B) Secuencia sentido (cambio de C > T), C) Secuencia
antisentido con la que se confirma la variante homocigota en el cambio de nucleétido
(cambio de G = A). Provocando un cambio de aminoé&cido de Arginina a Triptofano.

86



La segunda variante identificada (p.Arg357Trp), se traté de un paciente masculino
de 24 afios de edad, los primeros sintomas que present6 fueron dificultades para
escribir y hablar, movimientos disténicos en musculatura facial y en la lengua,
alteraciones en las piernas a los 17 afios de edad y con el paso del tiempo desarrollo
alteraciones neuroldgicas consistentes con el sindrome palido-piramidal con
parkinsonismo, afectacion de neurona motora superior y secuelas de necrosis
vascular de cadera derecha, dificultad para hablar y para deglutir. Ademas de
presentar alteraciones del suefio, caracterizadas por insomnio, asi como ansiedad
generalizada, dificultad para concentrarse y poner la mente en blanco, depresion,
ideas de minusvalia y muerte (sin ideacion suicida), ataques de panico que se
caracterizan por sudoracion, sensacion de opresion toracica, taquicardia, cefalea y

mareo.

Figura 24: Resonancia magnética T2 de paciente masculino de 24 afios. Corte
axial de globo palido, donde se visualiza el signo caracteristico de “ojo de tigre”.
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8.5 Mutaciones identificadas.

En la tabla 8 se resumen las variantes génicas patoldgicas encontradas en el exon
3 del gen PANK2 en los dos ultimos pacientes analizados, asi como su edad de

inicio, el tipo de mutacion y el cambio que se produce en el codon

PANK2-  Masculino 6 meses Delecioén p.Ser392fr GTT>UAG  Val> Stop c.1181/1182 AG/- Rs778550409
101

PANK2- Masculino 17 afios = Cambiode @ p.Arg357Trp CGG->TGG Arg> Trp c. 1075 C>T Rs753376100
102 sentido

Tabla 9: Mutaciones identificadas en el gen PANK2 en las muestras analizadas y

caracteristicas de los portadores.

Las mutaciones identificadas se encuentran reportadas en la base de datos de
Ensembl Genome Browser y NCBI, en las que se confirma el diagnostico de la

enfermedad de Hallervoden Spatz.

La mutacién p.Ser392fr que codifica para un codon de paro UAG, provoca gue al no
determinar ningiin aminoacido de acuerdo al cédigo genético, ya no se pueda unir
un nuevo aminodcido, por lo que se libera el péptido al citosol, lo que puede genera

una proteina trunca o incompleta.

La mutacién p.Arg357Trp provoca el cambio de aminoacido de Arginina por
Triptofano, estos aminoacidos tienen propiedades fisicoquimicas diferentes, en al
caso del Trp es un aminoacido apolar, hidrofébico y aromético y la Arg es un
aminoacido polar con carga positiva, por lo que se considera de caracter basico.
Estas diferencias en las propiedades de los aminoacidos pueden causar un cambio

en la conformacion de la proteina y una reduccion o pérdida de su actividad.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS.

La presencia de signos y sintomas de Huntington hizo evidente se realizara primero
en este grupo de pacientes, el andlisis molecular para determinar la presencia de
alelos expandidos de huntingtina; sin embargo, en ellos se obtuvo un promedio de
19 repetidos CAG y un rango de 9-27 repetidos CAG; estos valores corresponden
a alelos normales ya que para ser considerada mutacion debe ser mayor a 40
repetidos, por lo que la prueba resulto negativa. Siendo necesario analizar otros
genes de mayor frecuencia como son Huntington-like 2 o JPH3 seguido de TBP,
PRNP; al no obtener los resultados positivos, el estudio se continla con genes
relacionados a otras enfermedades como fue el caso de PANK2.

No se encontraron variantes génicas en 100 casos en los exones 2, 6 y 7, a pesar
de que ya fueron descritas variantes en los exones 6 y 7 en la poblacién mexicana
en un estudio realizado por Pérez Gonzalez et. al en 2013, mientras que las
mutaciones en el exdn 2 fueron descritas por Soudeh Ghafouri-Fard et. al en 2016.
Como ya se menciond anteriormente, se pone de manifiesto la necesidad de
analizar los exones restantes para confirmar o no la participacion del gen PANK2, y
poder descartar la enfermedad de Hallervorden Spatz como una posible causa de
enfermedad Huntington-like. En caso de que en el analisis completo del gen no se
encuentren variantes, se debera continuar el analisis con otros genes relacionados
con los sintomas de la enfermedad de Huntington para poder realizar algoritmos

clinicos.

De los 102 pacientes analizados, solo dos presentaron mutaciones que fueron los
ultimos pacientes con fenotipo HDL en llegar al Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, las mutaciones presentadas son p.Ser392fr y p.Arg357Trp. Ambas

mutaciones ya reportadas en la India.85-87
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La mutacion p.Ser392fs (Figura 25) encontrada en un caso infantil, el cual manifiesta
la forma clasica de PKAN, pero al presentarse a muy temprana edad, los sintomas
son mas severos y rapidamente progresivos debido a una doble delecién en el exon
3, lo que provoca se forme un coddn de paro prematuro UAG, que al transcribirse
dard como resultado una proteina truncada y posiblemente, al no tener la proteina
pantotenato cinasa completa, ésta es degradada por el proteasoma, lo que produce
que se acumule hierro en el cerebro y se pueda observar en la resonancia

magnética la imagen tipica de “ojo de tigre”.

A)‘G G C“T C H“G G G,‘G T THH G C

B)

‘G G C“T C G”G G T,‘T A G,lC HT,

UAG codoén
de paro

Figura 25: A) Segmento de la secuencia normal, B) Segmento de la secuencia del
paciente donde se muestra el codén de paro que se forma al presentarse dos

deleciones. En amarillo estan seleccionadas los 2 nucleétidos eliminados.

Otros casos de pacientes con PKAN clasica que presentan mutaciones en el exén
3 han sido reportados, como es el caso de Sunil Gothwal y Swati Nayan (2016)6,
en donde presentan el caso de un nifio de 8 afios de edad con distonia retinopatia
pigmentaria, pérdida de habilidades del desarrollo obtenidos previamente como la
capacidad de sentarse y pararse, problemas para hablar, entre otras; ademas de
presentar el signo del “ojo del tigre” en la resonancia magnética y tener padres
consanguineos. Los primeros sintomas los presenté a la edad de 4 afios cuando
presentd convulsiones. También presentd dos mutaciones, una en el exén 3
(Leu385CysfsX13) y otra en el exdn 4 (p.Arg440Pro), lo que ocasiond que la

proteina pantotenato cinasa tuviera una conformacion diferente y, a pesar de que
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A)

B)

no se sabe la funcién exacta de la proteina, al no tener la conformacion adecuada,
la proteina no lleva a cabo la fosforilacion de la pantotenato a 4-fosfopantotenato,
misma que es requerida para la biosintesis de la CoA, y en consecuencia se
presentara una acumulacién de N-pantetonil-cisteina y cisteina libre, misma que
puede quelar el hierro fisioldgico, lo que provoca la acumulacion de hierro y dafio
causado por las especies reactivas del oxigeno.

La mutacion p.Arg357Trp presente en el paciente manifiesta la forma atipica de
PKAN (Huntington-like), ya que la edad de inicio fue a los 17 afios, con sintomas
lentamente progresivos y de baja intensidad, presentd un cambio de nucleétido
(CGG>TGG, Arg~>Trp) en el exdn 3, lo que origina que la proteina tenga un cambio
conformacional, es decir, se pliega incorrectamente en la forma tridimensional, es
por esto que la proteina no cumple con su funcion adecuadamente, lo que
desencadena poco a poco la acumulacién de hierro en el cerebro del paciente, como

se mostro en la imagen por RM de este paciente.

ART G 6 ARC 6 6T CACAGEG
l Il I\ I I\ l

ART 66 R|IT 66T ERERGEG
l I\ I I | l

Figura 26: A) Fragmento de la secuencia normal, B) Fragmento de secuencia del
paciente donde se observa el cambio de nucleétido de Citosina a Timina, lo que

provoca el cambio en el aminoécido.
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El paciente PANK2-102 tiene una presentacion PKAN atipica con mutaciones en el
exon 3 del gen PANK2, esta variante fue reportada por Arshia Angural, et al 20178,
en donde se presenta el caso de una mujer de 25 afios de edad con trastorno del
movimiento extrapiramidal, distonia, marcha inestable espastica, disartria vy
dificultad para caminar y hablar entre otras. En la resonancia magnética se observa
el signo caracteristico del “ojo del tigre” ademés de tener padres consanguineos

portadores del gen mutado.

La paciente presentaba la mutacion p.Arg357Trp (Figura 26) en estado homocigota
en el exon 3, al igual que el paciente de nuestra serie, en ambos casos sugiere que
la proteina tenga una conformacion diferente afectando su funcion. En este articulo
se menciona que el residuo R357 o Arg357 (Figura 27) puede ser esencial para la
estabilidad del dominio catalitico de la pantotenato cinasa, por lo que la mutacion
p.Arg357Trp no favorece que se lleve a cabo la actividad de la cinasa, es por esto
gue la proteina no cumple su funcion normal y permite que se acumule hierro en la

sustancia negra y el globo palido.
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Figura 27: A) Estructura de la proteina pantotenato cinasa (en azul marino), se
encuentra encerrado en un circulo rojo al area donde se encuentra el aminoacido
R357. B) Fragmento de la pantotenato cinasa (azul marino) donde se observa el
aminoacido R357 y donde, al haber un cambio en el aminoacido Arginina que esta
cargada positivamente, por Triptofano que es neutro, se cambia la estructura por
repulsiéon de cargas y la proteina ya no fosforila adecuadamente.®”
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5498598/figure/Fig4/

Al no tener una base de datos en poblacion mexicana donde se conozcan las
incidencias de los diferentes padecimientos, es complicado saber el orden en el que
se deben analizar los genes con base en los sintomas y signos que presenta. Por
lo que incluir en el estudio a este gen a pesar de ser poco frecuente ayuda a
establecer algoritmos clinicos que fortalecen el estudio de estos padecimientos,
orientan al clinico a evaluar de acuerdo a los sintomas e iniciar el estudio molecular
apropiado, realizando el andlisis de los posibles genes que causan determinado
fenotipo, lo que ahorra tiempo y reduce costos y hace oportuno el diagnéstico y la

asesoria genética oportuna.

La importancia de este estudio es que permitira el desarrollo de algoritmos clinicos,
en donde se podra indicar el orden en que deberan ser analizados los genes con
base en los sintomas del paciente, asi como la frecuencia en que éstos se presentan
en nuestra poblacion, lo que también permitira conocer cdmo se distribuyen con

respecto a otras poblaciones.

10. CONCLUSIONES.

No se identificaron variaciones en ninguno de los primeros 100 pacientes a los que
se les analizaron los exones 2, 6y 7, esto puede deberse a que la variacién genética
esta presente en los exones restantes o que la enfermedad Huntignton-like que

padecen no es Hallervorden Spatz.

Se identificaron 2 variaciones en el exon 3 del gen PANK2, ambas variantes
previamente reportadas en bases de datos. La variacién p.Ser392fs que es una
delecién de los nucleétidos adenina y guanina provoca se forme un codén de paro
prematuro UAG vy la variante p.Arg357Trp, mutacién puntual, que ocasiona un
cambio del aminoacido Arginina al aminoacido Triptofano, que es un sitio critico, lo

gue provoca que no se lleve a cabo la actividad de la cinasa.
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11. ANEXO 1

INSTITUTO NACIONAL DE NE,UROLOGI'A Y NE’UROCIRUGI'A “MVS”
DEPTO. DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROTOCOLO DE INVESTIGACION
FECHA: [

“Bisyueda de asociacion entre manifestaciones clinicas de fenocopias de la enfermedad de Huntingtony

10.

mutaciones en los genes 78P, ATN1 JPH3, PRNP, FT1, ATANT, ATKNZ, ATANS, FXN, PANKZ y C90RF72

He sido informado/a que en el departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia se esta realizando una investigacidén para saber si los pacientes negativos al estudio
molecular de enfermedad de Huntington (EH), pueden tener mutaciones en otros genes causales de
su cuadro clinico.

Las evaluaciones a realizar en el presente proyecto son: escala unificada de rangos para
enfermedad de Huntington (UHDRS), asi como toma de muestra de sangre periférica para la
evaluacion de los genes TBP, ATN1, JPH3, PRNP, FTL, ATXN1, ATXN2, ATXN3, FXN,
PANK2 y C9ORFT2.

He sido informado/a que si acepto participar en este estudio se me tomara una muestra de sangre
periférica de 10 ml., de la cual se extraera mi DNA que es el material hereditario con la finalidad de
evaluar los genes antes mencionados y que se conocen como generadores de un cuadro clinico similar
alaEH.

He sido informado/a que mi participacion en el estudio es VOLUNTARIA y que si no acepto participar,
no se afectard mi tratamiento y seguimiento en el Instituto.

He sido informado/a que mi participacion en el estudio no representa ningln costo para mi.

He sido informado/a que no recibiré remuneracion econémica por participar en este estudio
He sido informado/a que puedo abandonar el estudio en el momento que yo lo desee.

He sido informado que mi DNA se usara para esta investigacion y para otras en las que se estan
analizando genes de la poblacion mexicana.

He leido esta carta cuidadosamente y he decidido participar libre y voluntariamente en el estudio.

Para cualquier duda o aclaracion sobre este estudio puede comunicarse con las personas
responsables de esta investigacion el Dr. Miguel Angel Ramirez Garcia y la Dra. Petra Yescas G. al
teléfono 56 06 38 22 Ext. 2018 6 2002, respectivamente. También se puede dirigir con el Dr. Antonio
Torres Ruiz, presidente del Comité de Bioética de nuestro Instituto a la extension 5027.
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