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RESUMEN

Antecedentes: La mutacion por expansion de trinucleétidos CAG/CTG en el gen
JPH3, que codifica para una proteina conocida como junctophilin-3, produce un
trastorno neurodegenerativo autosémico dominante similar al de la enfermedad de
Huntington (EH), denominado Huntington disease-like 2 o fenotipo 2 similar a la
enfermedad de Huntington (HDL2). El cuadro clinico se caracteriza por la presencia
de un trastorno del movimiento, alteraciones neuropsiquiatricas y deterioro
cognitivo. Desde su reconocimiento, se ha asociado como un trastorno exclusivo de
poblacién africana y afrodescendientes.

Objetivo: Determinar el origen ancestral de los individuos mexicanos con HDL2 a
través de datos genomicos obtenidos por microarreglos.

Material y Métodos. Se estudiaron 12 individuos con mutaciéon en JPH3 (9
afectados y 3 portadores asintomaticos) y 4 individuos sanos, pertenecientes a 5
familias. Se obtuvo informacion de los registros médicos y se realizd genaotipificacion
a través de un microarreglo de genoma completo. Se analizé un total de 419,099
polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs). Se estim6 la ancestria global y local
utilizando datos de poblaciones europeas y africanas provenientes del proyecto de
1000 genomas (1KGP) y poblaciones indigena mexicana como referencia. Se
utilizaron datos de poblaciones de referencia indigena, europea y africana, las dos
ultimas provenientes del proyecto de 1000 genomas. Se utilizaron los datos
faseados para delimitar un segmento y haplotipo comun alrededor de la mutacion.
El analisis se realizé con los programas PLINK, ADMIXTURE, Beagle y RFMIX. Se
utilizaron algoritmos de aprendizaje de maquina (machine learnning)
implementados para Python.

Resultados. Las principales manifestaciones clinicas en los individuos con HDL2
fueron corea, disartria, irritabilidad, alteraciones del juicio, demencia y depresién. El
81% de los casos familiares son originarios de la region de la Costa Chica (estados
de Guerrero y Oaxaca). En los 16 individuos estudiados, se estimd una proporcion
promedio del 56.39%, 27.33% y 16.26% de componente indigena, europeo y
africano, respectivamente. A través de la ancestria local fue posible identificar un



segmento minimo compartido de ancestria africana en todos los individuos con
mutacion, de una longitud aproximada de 1.1Mb. Se identifico un haplotipo comun
entre todos los individuos con mutacion, con una longitud aproximada de 746 Kb.
Mediante algoritmos de aprendizaje de maquina, se logro clasificar a los individuos
con presencia del haplotipo hacia poblaciones de Africa centro-occidental (Yoruba).
Discusion y Conclusiones. La mayor proporcion de los individuos con mutacién
en JPH3 tienen origenes de la region de la Costa Chica, una franja de asentamiento
de esclavos africanos durante el periodo del Virreinato. Encontramos una mayor
proporcion de ancestria global africana en los sujetos con HDL2, en comparacion
con la estimada para la poblacidon general. Se identificd un haplotipo comun de 746
Kb en todos los individuos con mutacion en JPH3 y los algoritmos de aprendizaje
de maquina clasifican el haplotipo a la poblaciéon Yoruba.

Palabras clave: Huntington's disease-like 2, Neurodegeneracion, Gen JPH3,

Trastorno neurodegenerativo, Fenocopia de Enfermedad de Huntington, Ancestria.
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ANTECEDENTES

Los trastornos del movimiento son un grupo de condiciones clinicas con etiologia
heterogénea, los cuales se han categorizado como hipocinéticos dependiendo de si
su componente principal es la disminucion del movimiento o hipercinéticos en
aquellos que muestran incremento del movimiento. La corea (del griego coros,
danza) se agrupa dentro de este ultimo rubro, representa un movimiento involuntario
abrupto, impredecible y arritmico, que resulta de un flujo continuo de contracciones
musculares aleatorias[']. Dicho movimiento puede presentarse en cualquier region
corporal pasando de un lugar a otro sin mostrar algun patron especifico, afecta
extremidades, tronco, cuello o musculatura facial[?], de tal forma que su gravedad
sera de acuerdo a si se tiene un compromiso unico y focal o bien ser gravemente
generalizada con movimientos violentos de las extremidades y el tronco. En

ocasiones puede verse restringida a un hemicuerpo (hemicorea).

Al igual que muchas condiciones neuroldgicas, la etiologia de la corea es muy
diversa, se puede encontrarse asociada a factores metabdlicos, alteraciones
estructurales cerebrales, como resultado de efectos farmacologicos y causas
genéticas. Independientemente de su etiologia, la base patofisiolégica comun es
dada por la disrupcion de la neurotransmisién en los nucleos de la base.

La enfermedad de Huntington

Dentro de las causas genéticas de corea, la enfermedad de Huntington (EH)
representa la condicidon mas frecuente de corea hereditaria[’]. La EH es una
condicion neurodegenerativa, con modelo de herencia autosémico dominante (AD),
que se caracteriza por la presencia de un trastorno hipercinético (corea hasta en
90% de los casos), alteraciones cognitivas y neuropsiquiatricas[*].

Su etiologia se debe a la expansion del trinucleodtido inestable (CAG) en la region
codificante del exon 1 en el gen HTT (huntingtin), localizado en la regién



cromosomica 4p16.3[°]. El tamafio mas comun de este tracto de repetidos CAG en
la poblacion general es de 17[f], 18 para la poblacién mexicana[’]. Cuando existe la
presencia de 40 o mas repetidos en uno o ambos alelos confiere al fenotipo clasico
de enfermedad de Huntington, mientras que un tracto entre 36 y 39 repetidos se
consideran como alelos de penetrancia reducida e inicio tardio de la enfermedad.
Por otro lado, los alelos con 27-35 repetidos CAG se consideran como alelos de

expansion intermedia (Al)[®].

Resulta interesante mencionar que hasta en 8% de los casos hay ausencia de datos
positivos en la genealogia, lo cual sugiere que esta patologia puede manifestarse
como eventos de novo por la expansion de alelos intermedios[®]. Este padecimiento
afecta de 5 a 10 individuos por cada 100 000 habitantes en Estados Unidos y
Europa. Sin embargo, en México no hay datos epidemiolégicos['].

Como se menciond, el cambio caracteristico a nivel motor es dado por la
instauracién de movimientos coreicos, que inicialmente ocurren en la musculatura
distal de dedos y ortejos, asi como también en pequefios musculos faciales.
Conforme progresa la enfermedad la marcha se torna inestable, gradualmente los
movimientos se propagan a otros musculos de distal a proximal y axial. Estos
movimientos se presentan durante todo el periodo de vigilia y se reducen durante el
suefo; tanto el habla y la deglucién se vuelven dificiles y pueden ser la causa de
asfixia en algunos pacientes['].

La sintomatologia psiquiatrica es muy comun en estapas tempranas, la cual
representa las primeras manifestaciones de la enfermedad, llegando a pasar
desapercibidas o tomadas con poca importancia por el paciente y los familiares; una
de las alteraciones mas frecuentes es la depresion['?], asi como la irritabilidad,
apatia, ansiedad y la hipersexualidad, entre otras. Las alteraciones en el
comportamiento y alteraciones en el aprendizaje escolar son a menudo la principal
sintomatologia de la presentacion juvenil['®]. El deterioro cognitivo leve también es

otra de las manifestaciones tempranas, los pacientes son incapaces de organizar



su vida o planear cosas que en el pasado eran simples; particularmente hay
deterioro en las funciones ejecutivas, errores de apreciacion y planeacion. El
lenguaje se torna lento y todos los procesos psico-motrices se ven severamente

afectados['].

La evaluacion clinica de signos y sintomas representa una herramienta
preponderante para el seguimiento sistematico en estos pacientes, para lo cual se
han desarrollado diversos instrumentos que tienen como objetivo la evaluacion de
las manifestaciones clinicas; sin embargo, una de las mejores herramientas
ampliamente utilizadas es la escala unificada de rangos para enfermedad de
Huntington (UHDRS, por sus siglas en inglés) publicada en 1996['%] y con su
modificacion en 1999['6] cuyos componentes tienen como objetivo la evaluacion del
ambito motor, cognitivo, el comportamiento y el estado funcional de los pacientes,
previo registro de la historia clinica y del esquema médico terapéutico.

Los estudios de neuroimagen estructural, principalmente tomografia computada
(TC) e imagen por resonancia magnética (IRM), han provisto importante evidencia
de los cambios morfolégicos en el encéfalo de individuos con EH. La alteracion del
cuerpo estriado (nucleos caudado y putamen) y la atrofia cortical son los hallazgos
mas frecuentes (Grafico 1)['"].

1. Head of dat;
\——f/l{ead of caudate et b
Putamen

2. Putamen

Grafico 1. Hallazgos de IRM en EH. Comparacion entre sujeto
sano (izquierda) y sujeto con EH (derecha), se aprecia importante
atrofia de los nucleos caudados y el putamen indicados por
nimeros 1 y 2, respectivamente.
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Rutinariamente el diagndstico se realiza por sospecha clinica y confirmacion a nivel
molecular, previo consentimiento informado. La mayor parte de los pacientes son
adultos al momento de la sospecha y la confirmacion diagnostica se otorga junto
con asesoria genética y psiquiatrica[8].

Sin embargo, no todos aquellos pacientes que presentan un cuadro clinico
sugestivo de EH muestran positividad para el estudio molecular de repetidos CAG,
anteriormente se estimaba que de todos aquellos pacientes sometidos al estudio
molecular para EH, solo el 1% resultaba con una prueba negativa['® 2°]; empero, a
través del tiempo esta nocion se ha modificado ya que diversas series de casos
negativos a la prueba de HTT a nivel global muestra una variacion de este
porcentaje, por ejemplo, Andrew et al.[?'] en 1994 en Vancouver, Canad3;
describieron una cohorte de 1,022 individuos evaluados para el gen HTT, en la que
30 sujetos (2.9%) se identificaron con una prueba negativa. Sin embargo, diversas
series a lo largo del tiempo han contrastado este hallazgo, llegando a mostrar
rangos de negatividad hasta por encima del 40%[%? 2%]. Aunque, se estima que de
todos aquellos casos con resultado negativo solo sera posible encontrar una causa
reconocible en el 3%, a estos trastornos relacionados se les ha denominado como
fenotipos similares a la enfermedad de Huntington (del inglés Huntington Disease-
Like, HDL) o bien, fenocopias de la EH[?*].

Fenotipos similares a la enfermedad de Huntington (Huntington Disease-like)

A la fecha se han caracterizado cuatro patologias bajo el termino Huntington
Disease-like (HDL) o enfermedades similares a la EH, estos cuadros adoptaron la
terminologia HDL y una numeracion en arabigos del 1-4 de acuerdo a como fueron
descritos en la primera década del afio 2000, de las cuales 3 tienen un origen
genético identificado y comparten el mismo modelo de herencia, mientras que una
mostraba un patrén de herencia autosémico recesivo (AR) y no fue posible dilucidar

Su causa.
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HDL1 (del inglés Huntington Disease-Like 1) es una entidad producida por
mutaciones heterocigotas en el gen PRNP [?°], que codifica para la proteina
Prion, debido a la insercion de 192 pares de bases hacia la region 5’ (region
rio arriba), donde se localiza un octapéptido que se repite 8 veces. Los
sintomas clinicos se caracterizan por cambios en la personalidad, sintomas
psiquiatricos, deterioro cognitivo, corea, rigidez y disartria. Tiene un patrén
de herencia AD y se considera una entidad muy poco frecuente, estimandose

una prevalencia de 1 en 1,000,000 individuos.

HDL2 se debe a alteraciones en el gen JPH3 que codifica para la proteina
Juntofilina 3[?] y produce un trastorno neurodegenerativo autosémico

dominante (vease mas adelante).

La HDL3 es una enfermedad neurodegenerativa con modelo de herencia AR,
caracterizada por deterioro cognitivo, disartria, distonia, sintomatologia
piramidal, ataxia y deterioro de la marcha, a la fecha sélo ha sido reportada
en dos familias de Arabia Saudita y no ha sido posible dilucidar un gen

causal[?” 28].

HDL4 también conocida como ataxia espinocerebelosa tipo 17 (SCA17, por
sus siglas en inglés), es causada por una expansion del repetido CAG/CAA
en el gen TBP en 6927, que genera tractos de poliQ en la proteina de union
a la caja TATA[®]. El rango habitual de repetidos es de 25-40, las
expansiones entre 41 y 45 constituyen un rango intermedio con penetrancia
incompleta y un nuamero igual o superior a 46 se considera como mutacién.
Las manifestaciones clinicas implican inestabilidad de la marcha, distonia,
corea, alteracion psiquiatrica como alteracion del estado de animo,
depresidn, psicosis y demencia[*"].
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Otras fenocopias reconocidas de la EH

En afios posteriores se identificaron otras alteraciones genéticas en diversos loci

que causan una enfermedad similar a EH, estas patologias no estan contempladas

bajo la terminologia HDL (Huntington disease-like), sino simplemente bajo la

denominacion de fenocopias de EH, dicho término ha sido mayormente adoptado

por la comunidad médica internacional, ya que se reconoce como fenocopia al

desarrollo de un cuadro clinico similar al de una enfermedad bien reconocida cuyo

origen puede ser ambiental o debido a otros factores genéticos, dentro de las que

encontramos:

Coreoacantocitosis se trata de una forma de corea hereditaria anteriormente
que se encuentra del grupo de patologias denominadas Neuroacantocitosis.
Es un trastorno degenerativo que puede tener una amplia gama de
manifestaciones clinicas y anormalidades en las determinaciones de
laboratorio como la presencia de acantocitos[*']. La edad de presentacion
frecuentemente es entre la tercera y cuarta década de la vida, las primeras
manifestaciones comprenden movimientos orolinguales (con predominio de
distonia), posterimente desarrollo de tics, corea y movimientos
estereotipados[?]. Otras caracteristicas incluyen cambios cognitivos y de
personalidad, crisis convulsivas, disfagia, disatria, oftalmoparesia,
parkinsonismo y elevacién de creatina cinasa sin evidencia de miopatia. A
nivel de neuroimagen se puede apreciar atrofia del estriado. Su etiologia se
debe a mutaciones recesivas en el gen VPS13A (9921) [*3].

La Atrofia Dentato-rubro-palidolusiana (DRPLA, por sus siglas en inglés) es
una enfermedad neurodegenerativa causada por una expansion del
trinucledtido CAG en el gen ATN1 en 12p13, los alelos normales son de hasta
35 repetidos y son altamente polimoérficos, mientras que los repetidos
patogénicos muestran entre 40 y 100 repetidos CAG[*4]. Es un trastorno muy

frecuente en Japon, aunque se han identificado familias en Europa como
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Portugal e ltalia[®® %6]. El fenotipo de esta entidad es variable y puede

presentar ataxia, corea, mioclonias, demencia, atrofia cerebral y cerebelar.

Neurodegeneracion cerebral por acumulo de hierro (NBIA, por sus siglas en
inglés) engloba un grupo de enfermedades que se caracterizan por el
depdsito de este mineral a nivel de los nucleos de la base como globo palido,
putamen o talamo. Se conocen diversos genes asociados al desarrollo de
esta condicion, pero solo 2 asociados al desarrollo de fenocopias de EH,
PANKZ2 y FTL. ElI gen PANKZ2 se localiza en 20p13, y sus mutaciones
producen una deficiencia de la enzima pantotenato cinasa, clinicamente
caracterizada por la presencia de sintomas extrapiramidales en 98% de los
casos, cambios del comportamiento seguidos por demencia y degeneracion
pigmentaria de la retina[® ). La edad de presentacion caracteristica es
alrededor de los 3-4 afios. Sin embargo, los casos de presentacion en la edad
adulta se asocian al desarrollo de corea[*®]. EI gen FTL codifica para la
cadena ligera de ferritina y se localiza en el cromosoma 19g13.3. El fenotipo
clinico asociado a sus mutaciones es la neuroferritinopatia (NFP), una
enfermedad neurodegenerativa, autosomico dominante; la cual se
caracteriza por la afeccion del sistema nervioso central, generando trastornos
de movimiento (incluyendo corea)[*’], anormalidades de comportamiento y
discapacidad cognitiva. La neuropatologia esta caracterizada por la
presencia de cuerpos de inclusibn de ferritina intranuclear e
intracitoplasmatica en células de la glia y en algunos conjuntos de neuronas,
y depdsitos anormales de hierro. La proteina mutada ocasiona defectos en
el manejo de hierro intracelular, agregados de ferritina y dafio oxidativo, lo
cual conlleva a una pérdida de funcion normal y ganancia de funcion téxica

de la ferritina[*' 4].

Alteraciones del gen FXN causante de la Ataxia de Friedreich, la cual es una
enfermedad con modelo de herencia AR, es la primera causa de ataxia AR

en poblacion caucasica. Su cuadro clinico se caracteriza por un inicio en la

14



infancia, desarrollo de ataxia, disartria y alteraciones sensitivas, a nivel de
neuroimagen el volumen del cerebelo se encuentra conservado. Se ha
descrito, aunque con poca frecuencia, como causa de fenocopias de la EH
[ 44]. La mutacion mas comun es la expansion anormal de un triplete
repetido GAA dentro del primer intron del gen FXN (9q13)[*%], donde el
numero de repeticiones varia de 70 a 1700[*9].

e Corea hereditaria benigna, es un trastorno infrecuente con modelo de
herencia AD de inicio en la nifiez que mejora en la adultez, se debe a
mutaciones en el gene NKX2-1 (anteriormente denominado TI/TF1). Los
pacientes pueden tener historial de hipotiroidismo y problemas respiratorios,
como el sindrome de distrés respiratorio alveolar neonatal o la enfermedad
pulmonar intersticial, ya que NKX2-1 es un factor de transcripcion esencial
para el desarrollo de los nucleos basales, el tiroides y los pulmones[*’].
Clinicamente se caracteriza por retraso en el desarrollo de la marcha,
desarrollo de hipotonia y corea desde la infancia, ademas puede estar

presente distonia, mioclonus vy tics[*?].

e Desde el afio 2011, la repeticion de un hexanucléotido GGGGCC en el gen
CI90ORF72 fue identificado en grandes familias que mostraban degeneracion
frontotemporal (DFT) y esclerosis lateral amiotrofica (ELA)[*°]. Dicha
alteracion se trata de una mutacion intronica en un gen altamente
conservado, el cual muestra homologia con la superfamilia de proteinas
DENN[*], sugiriéndose una posible funcién como regulador del trafico de
membranas. Dichas mutaciones patogénicas presentan cientos a miles de

estos repetidos[®].

Otros trastornos asociados a corea

Existe una amplia lista de condiciones que pueden cursar con corea, dentro de éstas
las ataxias espino-cerebelosas (SCAs, por sus siglas en inglés), autosémico
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dominantes se han presentado como un grupo de entidades que de acuerdo al
modo de herencia y a su expresividad variable deben considerarse en el diagnostico

diferencial de fenocopias de la EH[? %9].

e La SCA1 ademas de los datos de afeccién cerebelosa puede cursar con
parkinsonismo, distonia y corea. Su patogénesis es debida a una expansion
de trinucléotidos CAG cuando sobrepasa el umbral patogénico igual o mayor
de 39 repetidos en el gen ATXN1[>* 59].

e La SCA2 es un cuadro de afeccion pancerebelosa de lenta progresion que
de manera similar puede mostrar parkinsonismo, distonia, corea y demencia.
También se debe a una expansién de repetidos CAG en numero igual o
mayor a 33 en ATXN2[%6 57 58],

e Por ultimo, la SCA3 o enfermedad de Machado-Joseph, también debida a
repetidos CAG codificantes para tractos de poliQ iguales o mayores a 53 en

el gen ATXN3 puede mostrar parkinsonismo, distonia y corea[*].

Fenotipo 2 similar a EH (HDL2)

En el afio 2001, Margolis et al. [*°] determinaron que el mecanismo molecular
implicado en HDL2 era debido a la expansion del trinucle6tido CAG/CTG con un
numero igual o mayor a 40 repetidos entre el exdn 1y 2 que contiene una regién de
splicing (corte y empalme) multiple en el gen JPH3, el cual se situa en el locus
16q24. Cuyo producto codificante es la proteina Juntofilina 3, una proteina asociada
a un complejo triproteico implicado en la regulacion de la excitabilidad neuronal y en
la sefalizacion intracelular por calcio, mediante la formacién de estructuras de unién
membranal entre los canales de Ca++ regulados por voltage y la proteina rianodina

encontrada en el reticulo endoplasmatico [°].

EL gen JPH3 contiene una region polimérfica situada a 760 nucledtidos del extremo
3’(regién rio abajo), dentro del exon 2A, la cual contiene multiples sitios aceptores
de splicing. Esta expansion no forma parte del RNA mensajero (RNAm) del
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transcrito principal, sino que es incluido en varios transcritos alternativos[®?]. Estos
sitios diferentes de splicing, permiten la formacion de 3 diferentes marcos de lectura,
pudiendo generar que el transcrito codifique para tractos de polialanina, polileucina
o formar parte del UTR 3" (region no traducible rio abajo) en las isoformas del
RNAm; a través de evaluacion de muestras de corteza cerebral se ha confirmado la
presencia de estos transcritos [63].

Aparentemente la mutacion por expansion de CAG/CTG no tiene un efecto sobre la
proteina funcional, sino que se le atribuye un efecto citotoxico por la acumulacion
de focos de RNA en la corteza, lo que se asemeja al mecanismo de ganancia de
funcién de toxicidad transcripcional en la expansion de CUG en la distrofia miotonica
tipo 1[%4].

De forma similar a la enfermedad de Huntington, existe una correlacién inversa entre
el tamafo del repetido y la edad de inicio de las manifestaciones (R = -0.62, r2 =
0.39, p = 0.0011)[®%] y de manera mas reciente se estima una r de Pearson de -0.76
y un coeficiente de correlacion (r?) de 0.585, de acuerdo con esto, las
manifestaciones pueden mostrar 2 variantes: una caracterizada por rigidez vy
parkinsonismo, que semeja el cuadro de presentacion juvenil de la EH y puede estar
asociada con repetidos de gran tamafo; la otra variante que es mas frecuente,
semeja la EH tipica de inicio en la adultez, con presencia de corea y una progresion
lenta. La muerte en estos pacientes se presenta alrededor de 10-15 afos tras el

inicio de los sintomas.

En la revision sistematica por Anderson et al. [*%] entorno a HDL2, se describe que
las principales manifestaciones clinicas son la presencia de corea en 84% de los
casos, alteraciones psiquiatricas en el 93%, demencia en el 78%, parkinsonismo en
38%, distonia en 37%, otras alteraciones encontradas en proporciones menores son
disartria, disfagia, alteracion de los movimientos oculares, mioclonus, reflejos

atavicos y acantocitos.
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Este trastorno neurodegenerativo es muy frecuente entre individuos con ancestria
africana, en particular, en poblacion negra de Sudafrica[®®]. Ademas, se han
evaluado otras poblaciones, tanto en sujetos con sospecha de un cuadro HDL como
en sujetos sanos, para la determinacion del rango de repetidos CAG/CTG, los
cuales pueden apreciarse en la siguiente tabla.

Poblacion Rango de repetidos CAG/CTG

en el gen JPH3

Holmes, et al.®” 2001 | Mixta, 273 sujetos (54 6 a 27 repetidos y una moda
afroamericanos) de 13.

Bauer, et al.®® 2002 | Caucasica, 1600 sujetos | 10 a 27 repetidos y una moda
de Alemania y Austria de 14.

Stevanin, et al.®° 2002 | 95 sujetos sanos (44 9 a 18 repetidos en los
franceses y 51 del norte | franceses.
de Africa). 8 a 28 repetidos en sujetos del

norte de Africa.

Keckarevic, et al.”® | 2005 | 198 sujetos sanos del 11 a 18 repetidos y una moda
norte de Africa (Serbiay | de 14.
Montenegro).

A la fecha sélo se ha identificado a un paciente con aparente ascendencia europea
y un cuadro similar a EH, originario de Brasil, que mostré una expansion de 47
CTG/CAG en el locus de HDL2. Para esclarecer el posible origen de dicha mutacion
y estimar la ancestria del paciente, se realizé evaluacion con algunos SNPs y se
determind con ancestria europea, sin embargo, los marcadores que contenia el

alelo expandido mostraban ser de origen africano ['"].

Fenocopias de EH en México
En el Departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia

MVS, en la tesis de maestria del autor de este escrito, se evalud la frecuencia de
mutaciones en los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y FXN. En esta se identifico que
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de un un total de 1574 individuos evaluados con la prueba molecular de EH, 170
(10.8%) mostraron una prueba negativa, de estos solo fue posible evaluar el
material genético de 149 individuos. Se identifico un defecto molecular en el 2% de
los casos, todos éstos correspondieron a una mutacion en el gen ATXN2 y no se
identificaron mutaciones en los genes ATXN1, ATXN3 'y FXN["].

Ademas, se continud con la evalucion de otros genes como ATN1, PRNP, TBP y
JPHS3, identificando casos solo de este ultimo, lo que planteo las bases de esta

investigacion.

Estudios de ancestria

Los estimados de diversidad genética han sido utilizados para tratar de esclarecer
el origen de nuestra especie y para encontrar las diferencias presentes entre
individuos de distintas poblaciones. El conocimiento de nuestro genoma en el futuro
ha permitido esclarecer y definir diferencias existentes entre los grupos de
poblaciones en seres humanos; esto se ha logrado a través de diversos esfuerzos
internacionales como el proyecto de secuenciacién del genoma humano, el
HapMap”3, el Proyecto de 1000 genomas (1KGP) [4], entre otros, que han
contribuido con informacion de poblaciones de referencia y que han permitido la
generacion de grandes bases de datos para el estudio de marcadores de DNA como
son los polimorfismos de nucleétido unico (SNPs, del inglés single nucleotide
polymorphism), marcadores microsatélites, elementos Alu y secuencias de DNA
mitocondrial, que definen la variacion genética existente entre los distintos grupos

poblacionales["].

El analisis de las estructura poblacional basada en estudios de ancestria genética
es un amplio campo de estudio donde se abordan diversas problematicas de las
poblaciones, dentro de las que se pueden incluir: 1) deteccion de la estructura
poblacional, 2) definicion de subpoblaciones en una muestra, 3) asignacion de
individuos a subpoblaciones, 4) definicion de poblaciones ancestrales en
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poblaciones mestizas, 5) asignar las proporciones de poblaciones ancestrales en
individuos mestizos y 6) identificacion de ancestria genética de distintas regiones
cromosomicas dentro de un individuo. Sin embargo, no existe un unico método o

software que resuelva todos estos problemas[’9].

El uso de la genotipificacion mediante plataformas de SNPs ha permitido la
coleccidon de marcadores para la valoracion de la ancestria genética en las diversas
poblaciones. Diversos paneles de SNPs denominados como marcadores
informativos de ancestria (AIMs, del inglés ancestry informative markers) pueden
ser utilizados para la estimacién de la ancestria genética. Los AlMs son marcadores
cuya frecuencia son significativamente diferentes entre 2 o mas poblaciones. Los
paneles disponibles de AlMs pueden variar en tamano, paneles de tamafno pequefio
que contienen docenas a cientos de SNPs que pueden ser utilizados cuando el
proposito es determinar la ancestria continental, mientras que el uso de cientos a
miles de SNPs son requeridos para la estimacién mas refinada subcontinental o
para el mapeo de mestizaje por equilibrio de ligamiento (MALD, del inglés mapping
by admixture linkage disequilibrium). Ademas, subconjuntos de AlMs pueden ser
seleccionados de estudios de GWAS, utilizando abordajes tradicionales de SNPs o
de manera mas reciente con el analisis de componentes principales (PCA, del inglés
principal component analysis). En genética médica el uso mas comun de la
estimacion de la ancestria se basa en la comparacion de un grupo control contra
una poblacion especifica de estudio. Los software que existen para la estimacién de
la ancestria pueden ser divididos en aquellos que confian en métodos de estadistica
multivariada, como el PCA y el analisis de agrupados, y aquellos que hacen uso de
modelos genéticos, si bien esta distincién no implica que no existan similitudes entre

los métodos algoritmicos y los basados en modelaje["].

La ancestria global es la fraccion de ancestria gendmica de un individuo con
mestizaje que se puede atribuir a cada una de las poblaciones ancestrales que
contribuyen a la poblacion de reciente formacién (mezclada). La estimacién de
ancestria se puede obtener utilizando diferentes enfoques. Algunos de los métodos
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mas populares se basan en modelos probabilisticos que utilizan datos de genotipos,
asumiendo que las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg y
considerando un equilibrio de ligamiento completo para todos los loci considerados
para la estimacion, como STRUCTURE y ADMIXTURE. Los enfoques alternativos
que permiten la estimacion de las proporciones de ascendencia se basan en
descomposiciones de componentes principales, como PCA, y en el estudio de
curvas de decaimiento del desequilibrio de ligamiento, como ALDER["8].

Ancestria local es un término comunmente utilizado para referirse a la ancestria en
cada uno de los bloques cromosomicos, también conocidos como pistas
ancestrales, en individuos de poblaciones de reciente mestizaje. Para ello, se
requiere inferir el numero de copias derivadas de cada poblacién ancestral, en cada
posicion gendmica, por individuo (de cero a dos copias)[’?)].

La tecnologia de microarreglos

La tecnologia de microarreglos tiene la ventaja de evaluar miles de variantes a
través de una sola muestra. EI genoma humano tiene mas de 10 millones de
polimorfismos de nucle6tido unico (SNPs, en inglés) compartidos. Solo una
pequefia proporcion funciona como polimorfismos de etiquetado, tales marcadores
actuan con una variacion de patrones y pueden ser utilizados para mapear mucha
de la variacion genética entre individuos. De manera preliminar se estimaba que se
requerian entre 200,000-300,000 SNPs de etiquetado para mapear la mayoria de la
variacion del genoma, dependiendo de la poblacion estudiada. Sin embargo,
algunas regiones del genoma podrian no ser sensibles a través de este abordaje y
requeririan una mayor densidad de SNPs[®].

Un microarreglo (o chip), se refiere a una placa de silicio que contiene impresas
miles de secuencias nucleotidicas que se encuentran en perfectamente ordenadas
y forman diversas reticulas. El funcionamiento de los microarreglos esta

fundamentado en la hibridacidon de acidos nucléicos, o unidn de secuencias de DNA
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de las muestras en estudio (problema) y las muestras control que se encuentran
marcadas con fluorescencia. Para que posteriormente estos fragmentos de DNA no
complementario sean lavados y eliminados. Por ultimo, las secuencias que han
hibridado a lo largo de todas las resticulas del chip son sujetas a un escaneo
mediante un LASER confocal. La intensidad de sefal es captada e interpretada
como la presencia de una variante en una posicion especifica, este proceso es
llevado a cabo simultaneamente con la deteccion de miles a millones de sefiales a
través del genoma. El flujo de trabajo de un microarreglo de SNPs se muestra en el
Gréfico 2.

Extraccion DNA

Preparacion de

muestra

Amplificacion

Microarreglo
Marcaje fluorescente comercial

Hibridacion y lavado

Escaneo de senales

Procesamiento
de datos
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Grifico 2. Procesameinto de un microarreglo de SNPs. El flujo de trabajo de un microarreglo
de SNPs incluye una serie de pasos: de manera inicial, el DNA gendmico en estudio (o
problema) debe ser extraido, luego deberd ser amplificado por PCR y marcado con tinciones
fluorescentes. Una vez que el DNA cuenta con el marcado fluorescente es puesto a hibridizar
con las sondas del microarreglo de acuerdo con las especificaciones del fabricante de chips.
Posteriormente el microarreglo recibe lavados con soluciones que permiten eliminar
secuencias no complementarias y el exceso de las tinciones. Posteriormente se utiliza un
escaner LASER para la deteccion de la fluorescencia. Por dltimo, un proceso de computo
analiza las sefiales emitidas y genera un conjunto de datos especifico de la muestra problema
evaluada, que requerira un posterior procesamiento bioninformdtico segun sea el objetivo de

la evaluacion.

Estudios de ancestria en México

El entendimiento de los patrones de estructura poblacional en poblaciones
latinoamericanas plantea diversos y serios desafios para los estudios genéticos,
ademas de representar un poderoso recurso para el analisis de las bases genéticas
de las enfermedades. En especifico las poblaciones americanas nativas cuando son
tomadas en conjunto muestran una diversidad baja en comparativa a cualquier otro
grupo continental, pero entre subpoblaciones muestran una alta divergencia y como
resultado, hoy en dia las poblaciones indigenas americanas pueden portar alelos
unicos o infrecuentes en otras poblaciones, los cuales incluyen variantes
funcionales y biologicamente relevantes. México es considerado como un punto
importante para llevar a cabo tales analisis debido a representa una de las mas
grandes fuentes de diversidad precolombina.

La poblacion mestizo-mexicana actual se considera que surge en el afio 1521 con
la llegada de los conquistadores espafoles, origind al inicio, una mezcla de
poblaciones que geograficamente estuvieron separadas por un gran periodo. En

términos antropoldgicos, los mestizos mexicanos representan una mezcla
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poblacional de reciente formacion conformada principalmente por origenes

ancestrales amerindio y europeo, y en menor proporcion africano[®'].

De acuerdo al estudio de Moreno-Estrada, et al. del 2014[%?] donde se determinaron
los principales componentes poblacionales de 1000 individuos que incluyeron el
estudio de 20 grupos indigenas y 11 poblaciones mestizas, se pudo corroborar un
componente europeo de variable proporcion dependiendo la region geografica,
siendo de mayor proporcion en los estados del norte del pais y menor en el sur, el
componente indigena muestra un comportamiento inverso, mostrando menor
proporcion en estados del norte y con mayor proporcion en estados del sur, en
cuanto a la proporcidén de componente africano se estima que este es menor del 5%
en casi todos los grupos evaluados. Este comportamiento es idéntico tanto en

poblaciones de grupos indigenas como en el de grupos cosmopolitas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fenocopias de la EH representan un reto diagndstico en la mayor parte de los
casos debido a que son un grupo de patologias con una etiologia muy heterogénea,
de curso cronico que confina incapacidad y pérdida de la calidad de vida, ya que la
mayor parte de estos individuos se encuentran en edades productivas de la vida.

El haber podido diagnosticar a pacientes con mutaciones en JPH3, pusé de
manifiesto la necesidad de corroborar el posible origen africano previamente
descrito en otros estudios, ya que en nuestro pais al tener una de las poblaciones
con gran diversidad de mestizaje no fue posible conjeturar el origen africano solo
mediante rasgos antropofisicos, por lo que también consideramos que la evaluacion
mediante marcadores de ancestria nos podria brindar informacion sobre el

componente poblacional de estos individuos, lo cual nos hizo preguntarnos:

¢, Cual es el componente ancestral de los pacientes mexicanos con fenotipo 2 similar
a EH (HDL2) y si existe un haplotipo comun en los individuos con mutacion en
JPH3?

HIPOTESIS

Ho Los pacientes mexicanos con fenotipo 2 similar a EH no mostraran mayor
componente ancestral de origen africano en su analisis gendmico, asimismo

no existira un haplotipo comun en los individuos con mutacion en gen JPHS3.

H1 Los pacientes mexicanos con fenotipo 2 similar a EH mostraran un mayor
componente ancestral de origen africano en su analisis gendmico, asimismo

existira un haplotipo comun en los individuos con mutacion en gen JPHS3.
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OBJETIVOS

-OBJETIVO GENERAL

-Determinar el componente ancestral de pacientes mexicanos con fenotipo 2
similar a EH y determinar si existe un haplotipo comun en los individuos con

mutacion en gen JPHS3.

-OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Estimar la proporcién global y por cromosoma de componente indigena,

europeo Yy africano de estos pacientes.

-Determinar si existe un haplotipo de riesgo en los individuos con mutacion
en gen JPH3.

-Imputar un posible origen ancestral si existe un haplotipo comun en los

individuos con mutacion en gen JPHS3.

-Describir las principales manifestaciones clinicas de los pacientes con
HDL2.
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JUSTIFICACION

Una dificultad presente en nuestra poblacion, a diferencia de las series de casos de
HDL2 descritas en Sudafrica, Estados Unidos y Brasil es que nuestra poblacién se
encuentra conformada por un amplio mestizaje, lo que ha diluido muchas de las
caracteristicas fenotipicas sobresalientes de las poblaciones ancestrales que la
componen, por lo que se vuelve sumamente dificil identificar los posibles origenes
solo por rasgos antropofisicos, en la literatura existe la descripcién de un individuo
con ancestria y rasgos caucasicos, con un cuadro clinico similar a EH y mutacion
corroborada en JPHS3, frente a tal hallazgo se manifesto la necesidad de evaluacion
de marcadores genéticos de ancestria, los cuales demostraron ser representativos
de poblacion africana. Este estudio y el de otras series han evaluado a los individuos
afectados mediante pocos marcadores SNPs y/o microsatélites, por lo que solo se
han evaluado algunos marcadores de ancestria. Por lo expuesto, consideramos que
es necesario dilucidar si existe un haplotipo comun para el HDL2 en el caso de los

pacientes mexicanos.

En un estudio preliminar por el equipo de trabajo (datos en proceso de publicacién)
esta enfermedad representd ser una causa frecuente de fenocopias de EH en la
poblacion mexicana. Saber el origen y la disposicion geografica de las familias con
HDL2, permitira proponer la realizacion de una prueba molecular especifica desde
un inicio cuando se capten invidivuos con cuadro similar a EH y que provengan de
regiones especificas del pais, lo que disminuira costos y el tiempo de incertidumbre
para los pacientes. Asimismo, es necesario encontrar marcadores clinicos que

ayuden a diferenciar este trastorno de la EH.
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METODOLOGIA

a)

b)

Diseno:

Por analisis: comparativo analitico.

Por recoleccion de los datos: ambilectivo.
Por intervencién: observacional.

Por diseno: transversal.

Poblacién y muestra
Se incluyeron todos aquellos casos de pacientes diagnosticados como
HDL2, de quienes se contaba con adecuada calidad y cantidad de

DNA para el analisis gendémico.

Criterios de seleccidén del estudio

Criterios de inclusién:

Se seleccionaron muestras de sujetos de cualquier edad, de cualquier
género, que cursaron con cuadro sugestivo de EH y que obtuvieron
una prueba negativa para la expansion de repetidos CAG del gen HTT.
Dichas muestras fueron evaluadas para la expansion de repetidos
CAG/CTG del gen JPH3, aquellas muestras de sujetos donde se
identificé una mutacion por expansion fueron considerados para la
inclusion en el estudio. Ademas, se seleccionaron todos aquellos
nuevos casos de HDL2 detectados durante el primer afo de iniciado
el proyecto. De manera final, las muestras de los casos detectados se
utilizaron para la evaluacién gendmica; y para el estudio, solo se
incluyeron aquellas donde se logré adecuada genotipificacion.
Ademas se incluyeron a sujetos sanos pertenencientes a las
genealogias de los sujetos con HDL2 para evaluaciéon molecular de
JPH3 y analisis genomico.
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Criterios de exclusion:

Se excluyeron aquellas muestras de DNA de individuos con
diagnodstico de HDL2 que no contaban con la calidad suficiente para el
analisis gendémico, o bien muestras de DNA de sujetos donde no se
lograron evaluar por completo las pruebas moleculares propuestas.
Asi también, aquellos pacientes que desearon no continuar en el

proyecto.

d) Anadlisis estadistico
Se realiz6é un analisis descriptivo con frecuencias y porcentajes para

variables cualitativas.
Para la estimacion de la ancestria global y local se realizaron diversos

analsis bioinformaticos, los cuales se describiran en cada uno de los

apartados de la seccion Estudio Genémico.

e) Variables

Variable Definicion Operacional Escala de Medicion | Tipo de Variable

Demograficas

Edad Tiempo transcurrido en afios Afos Cuantitativa
desde el nacimiento hasta el discreta
momento de la captura de los
datos.

Sexo Determinacion bioldgica del 1. Hombre Cualitativa
sexo al nacimiento 2. Mujer dicotémica

Edad de inicio Tiempo transcurrido en afios Afos Cuantitativa
desde el nacimiento hasta el discreta
inicio de manifestaciones
clinicas.

Tiempo de evolucion Tiempo transcurrido en afios Afos Cuantitativa
desde el inicio de discreta
manifestaciones clinicas hasta
el momento de la captura de
los datos.
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Edad de muerte Tiempo transcurrido en afios Afos Cuantitativa
desde el nacimiento hasta la discreta
muerte.

Clinicas

Corea Movimiento involuntario 1. Presencia Cualitativa
abrupto, impredecible y 2. Ausencia dicotomica
arritmico.

Disartria Dificultad para articular 1. Presencia Cualitativa
sonidos y palabras causada 2. Ausencia dicotomica
por una paralisis o una ataxia
de los centros nerviosos que
rigen los érganos fonatorios.

Demencia Sindrome que implica el 1. Presencia Cualitativa
deterioro de la memoria, el Ausencia dicotomica
intelecto, el comportamiento
y la capacidad para realizar
actividades de la vida diaria.

Irritabilidad Estado emocional en el que Presencia Cualitativa
una persona tiene un Ausencia dicotomica
temperamento explosivo y se
molesta o enoja facilmente.

Agresividad Estado emocional que 1. Presencia Cualitativa
consiste en sentimientos de Ausencia dicotémica
odio y deseos de dafiar a otra
persona.

Ideacién suicida Tendencia a pensar de 1. Presencia Cualitativa
manera repetida en la Ausencia dicotomica
posibilidad de terminar con la
propia vida.

Hipersexualidad Preocupacion excesiva por 1. Presencia Cualitativa
fantasias, impulsos o Ausencia dicotomica
conductas sexuales que es
dificil de controlar, provoca
angustia o afecta, de manera
negativa, la salud, el trabajo,
las relaciones u otros aspectos
de la vida.

Insomnio Trastorno del suefio frecuente Presencia Cualitativa
que puede causar dificultad Ausencia dicotomica
para conciliar el suefio
(quedarse dormido) o
mantenerlo.

Ataxia Trastorno motor que se 1. Presencia Cualitativa
caracteriza por una falta de Ausencia dicotomica

coordinacién en la realizacidn
de movimientos voluntarios
que altera su velocidad y
precision. Esta falta de
coordinacién afecta a la
marcha, las extremidades, los
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movimientos oculares y el
habla.

Distonia

Contracciones musculares
involuntarias, sostenidas o
intermitentes, que causan
movimientos de torsion
repetidos y/o posturas
andémalas que se producen
por la contraccién muscular
simultanea de musculos
agonistas y antagonistas.

1. Presencia
2. Ausencia

Cualitativa
dicotdmica

Independientes

Mutacién en el gen
JPH3

Cambio en la secuencia de la
region polimorfica de
CAG/CTG cuando existen mas
de 40 repeticiones.

1. Presencia
2. Ausencia

Cualitativa
dicotdmica

Dependientes

Analisis de ancestria Proporcion de ancestria Proporcion Cuantitativa
global gendmica de un individuo con continua
mestizaje que se puede
atribuir a cada una de las
poblaciones ancestrales.
Analisis de ancestria Proporcidn de ancestria por Proporcion Cuantitativa

local

blogque por bloques
cromosomicos, mediante la
inferencia del nimero de
copias derivadas de cada
poblacién ancestral.

continua
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PROCEDIMIENTOS

Se seleccionaron muestras de casos de pacientes mexicanos que contaban con
una prueba negativa para la expansion para repetidos CAG en el gen HTTy se tenia
sospecha de fenotipo similar a EH, que habian sido remitidos al Departamento de
Genética del INNNMVS en la Ciudad de México, entre 1994 y diciembre 2019. Tras
la evaluacién molecular e identificacién de una mutacién dinamica en el gen JPH3,
los casos positivos fueron contactados para la entrega de resultado, asi como todos
aquellos casos que se detectaron durante el desarrollo del proyecto. El estudiante
de doctorado contacté via telefénica con los pacientes (casos previos y nuevos), se
les explicé sobre objetivos del protocolo de investigacion y se les hizo una cordial
invitacion para participar en el proyecto.

1. Evaluacioén clinica

A todos los individuos vivos con cuadro clinico de HDL2, asi como individuos sanos
(portadores y no portadores de mutacidn) se realizé evaluacion clinica por el autor
de este escrito (médico especialista en genética médica y formacidn de alta
especialidad en neurogenética) y por el Dr. Leo Bayliss Amaya (médico especialista
en neurologia y formacion de alta especialidad en trastornos neurocognitivos). En
los casos de individuos finados por complicaciones del cuadro de HDL2, la

informacion se extrajo de sus registros médicos.

2. Evaluacion molecular

Se trabajo con el DNA de los pacientes previamente analizados para repetidos CAG
en el gen HTT por sospecha de EH, se realiz6 evaluacion molecular en el gen JPH3.
En sujetos vivos, cuya muestra de DNA se apreciaba con cantidad o calidad

inadecuada para llevar a cabo las evaluaciones moleculares, se les solicitd nueva
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toma de sangre periférica (previa firma de documento de consentimiento informado

y siguiendo los lineamientos del comité de ética local).

Muestra biolégica

Se obtuvo mediante venopuncion una muestra de 10mL de sangre periférica en
tubos Vacutainer® con citrato de sodio y dextrosa como anticoagulantes. Previo

consentimiento informado.

Extraccion de DNA

El DNA genomico fue obtenido a partir de sangre periférica mediante el estuche
comercial QIAquick Gel Extraction Kit®, de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. En el contexto de pacientes finados, con los que se contaba con muestra
previa, para incrementar la calidad y pureza se realizo re-purificacién con un estuche

comercial Wizard® DNA Clean-Up System Promega.

Cuantificacion y analisis de integridad del DNA

Se determin6 la concentracion y pureza del DNA obtenido mediante
espectrofotometria y se determinaron las relaciones a 260 y 280 nanometros. Se
realizo el analisis de espectrofotometria en un equipo Nanodrop® 2000 (Thermo
Scientific®) para la cuantificacién de las muestras. El equipo fue calibrado de
acuerdo a las especificaciones del fabricante utilizando un blanco de agua destilada
antes de llevar a cabo las mediciones. Para una medicién se depositd 1 yL de la
muestra en el lector. El espectrofotometro realizé lecturas a longitudes de onda
entre 260nm y 280nm, ademas se realizaron tres mediciones por muestra para

obtener un promedio de la concentracion y la pureza.

33



La lectura a 260nm se realizé para la cuantificacion del ADN, ya que el ADN absorbe
a esta longitud de onda. Las proteinas absorben a una longitud de onda de 280nm,
por lo que esta lectura se realizé para obtener la pureza del DNA, mediante una
relacion entre la absorbancia de una muestra a 260nm y su absorbancia a 280nm.
El resultado de este cociente se considerd con buena pureza en rangos de 1.8 a
2.0. Se realizaron alicuotas de cada una de las muestras a una concentracion final
de 100ng/uL. La integridad del DNA fue analizada mediante electroforesis horizontal
en geles de agarosa 1%/TBE0.5X tehidos con bromuro de etidio. La migracién se
realizé a 100 volts durante 45 minutos.

2.1 Evaluacion del gen JPH3

-Amplificacion por PCR

La regidn de interés de cada gen se amplific6 mediante la técnica molecular de PCR
de punto final, empleando oligonucleétidos que flanquean las regiones del exon 2A
del gen JPH3. La secuencia de los oligonucleétidos empleados fueron: Oligo
Forward (5>3') GCTCCGAAGCTTCCTTATGGCACT GGACTGAC, y Oligo
Reverse (5>3’) GATGCGTCTAGAGTTCCCTGTGTTG CCTGCTG. A continuacion
se muestran las concentraciones y los volumenes de los reactivos necesarios para

la reaccidén, asi como las condiciones de tiempo y temperatura.

Reactivo Concentracion Volumen
DNA 100 ng/ pl 3 ul
Primer Forward 25 ng/ yl 1ul
Primer Reverse 25 ng/ yl 1ul
Master Mix 10X 10 pl
H20 libre de nucleasas - 10 pl
Volumen final - 25 i
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Temperatura

Desnaturalizacion inicial 95 °C 3 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 20 segundos o
Alineacién 60 °C 30 segundos g
Extension 72 °C 30 segundos 2
Extension final 72 °C 5 minutos
Conservacion 4°C o0

-Resolucion de productos de PCR

Los amplicones del gen JPHS3, fueron resueltos en geles de agarosa (3 %/TBE 1X)
y se corrieron en camara de electroforesis horizontal a 120 V/ 90 minutos, el tamafno
del producto esperado para el alelo silvestre es de cerca de 100pb, mientras que
los alelos con expansion muestran productos de mas de 200pb. Para corroborar el
tamano de los productos se empled el marcador de peso molecular GeneRuler®
100 bp DNA Ladder Thermo Scientific®.

-Purificacion a partir de productos de PCR resueltos en geles de agarosa

Este procedimiento se realiz6 para las muestras que presentaron alelos expandidos

y asi poder secuenciar ambos alelos de manera independiente.

1. Se cortaron los fragmentos de PCR de cada alelo con un escalpelo nuevo,
directamente del gel de agarosa en un transiluminador.

2. Se pesaron los fragmentos de gel a un tubo de 1.5 mL.

3. Se agregd amortiguador QG (3 veces el peso de agarosa) 100 mg =100 pL.

4. La mezcla se incub6 a 50 °C x 30 minutos para disolver completamente el gel.
5. Se coloco la columna en un tubo colector y a ésta se le agregaron 700 — 800 pL
de la mezcla y se centrifugaron a 13 000 rpm por 1 minuto, después el precipitado

se desecho.
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6. Se le agregaron 500 yL de amortiguador QG y se centrifugé a 13 000 rpm por 1
minuto, se desecho el precipitado.

7. Para el lavado se agregaron 750 uL de amortiguador PE y se centrifug6 a 13 000
rpm por 1 minuto.

8. Para descartar cualquier rastro de etanol se volvio a centrifugar a 13000 rpm por
1 minuto.

9. Se transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

10. Para la elucién, se agregaron 20 yL de H20 libre de RNAasas al centro de la
columna y se centrifugo a 13 000 rpm por 1 minuto.

11. Los productos de PCR se almacenaron a 4 °C.

-Reaccioén de secuenciacion

Para la reaccion de secuenciacion se emple6 el estuche comercial BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing de Applied Biosystems® las concentraciones de
los reactivos y los volumenes se muestran a continuacion, asi como las condiciones
de tiempo y temperatura.

Para la reaccion de secuenciacion se emple6 el estuche comercial BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing de Applied Biosystems® las concentraciones de
los reactivos y los volumenes se muestran a continuacion, asi como las condiciones

de tiempo y temperatura.

Reactivo Concentracion Volumen

Primer Forward o Reverse 25 ng/ yl 1l
Amortiguador de 5X 4 ul
secuenciacion

Big Dye® 1 ul
H20 libre de RNAsas 12 ul
Producto de PCR ~100 ng/ pl 2 ul
Volumen final 20 pl
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Temperatura

Desnaturalizacion inicial 96 °C 30 segundos
Desnaturalizacion 95 °C 30 segundos N
Alineacién 50 °C 10 segundos g
Extension 60 °C 4 minutos o
Extension final 72 °C 1 minutos
Conservacion 4°C o0

-Purificacion de productos para secuenciacion

Para eliminar cualquier exceso de oligonucleottidos y de Big Dye®, se purificaron los
productos de secuenciaciéon con columnas de purificacion Centri-Sep® de Life

Tecnologies®, con el siguiente procedimiento:

1. Se adiciond un volumen de 750 pL de agua estéril, a una columna Centri-
Sep® para hidratarla, después se eliminaron las burbujas generadas.

2. Las columnas se conservaron a temperatura ambiente 30 minutos.

3. Una vez hidratadas se quitaron las tapas de la columna para drenar el
liquido y se colocaron en un tubo colector. Se centrifugaron a 3000 rpm
durante 1 minuto.

4. Se desecho el liquido del tubo colector y se coloco la columna en un tubo
de 1.5 ml.

5. El producto de la reaccion de secuenciacion se aplicod en el centro de la
columna, sin tocar la superficie del gel y se centrifugdé a 3000 rpm durante 2
minutos.

6. El producto purificado se seco en concentrador al vacio sin aplicar calor.
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-Secuenciacion automatizada

Los productos de secuenciacidén secos se resuspendieron en formamida ultrapura y
se colocaron en una placa de 96 pozos, las muestras se desnaturalizaron a 96 °C /
5 minutos y se analizaron en un secuenciador automatizado ABI PRISM® 3130.

-Analisis de cromatogramas

Para el analisis de los cromatogramas obtenidos, se utilizé el software Sequencher
V 5.1 Gene Codes®.

2.2 Estudio genémico

Se utilizaron las muestras de ADN de 16 individuos, 12 con mutacién en el gen de
JPH3 (9 afectados y 3 portadores no afectados) y 4 individuos sin mutacion. Todas
las muestras seleccionadas cumplieron con los criterios de cantidad e integridad
requeridas para el estudio gendmico. Se utilizd el microarreglo comercial Multi-
Ethnic Genotyping Array (MEGA)® de lllumina. El microarreglo MEGA contiene 1.3
millones de SNPs[®] identificados en poblaciones étnicamente diversas y es
procesado con la plataforma iScan™ System de lllumina[®]. El microarreglo fue
disefado con la participaciéon de diferentes consorcios internacionales con la
finalidad de mejorar el mapeo fino y la identificacion de variantes funcionales para
rasgos metobdlicos, cardiovasculares, renales, inflamatorios, antropométricos,

entre otros rasgos[®’].
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-Control de calidad

Se aplicaron controles de calidad (QC) con el software PLINK[®¢]. Se removieron
SNPs con base en una tasa de genotipos faltantes < 0.10 (call rate), la frecuencia
del alelo menor (MAF por sus siglas en inglés) <0.05. Se estimo la proporcion de
identidad por descendencia entre los individuos para validar las relaciones de
parentesco. Tras los controles de calidad, permanecieron 550,085 SNPs
autosomicos.

Se utilizaron datos del Proyecto de 1000 genomas (1KGP) como poblaciones de
referencia: cinco poblaciones africanas (AFR) (99 individuos Esan de Nigeria
<ESN>, 113 de la Division Occidental, Gambia <GWD>, 99 Luhya de Webuye,
Kenia <LWK>, 85 Mende de Sierra Leona <MSL>y 108 Yorubas en Ibadan, Nigeria
<YRI>) y cinco poblaciones europeas (EUR) (99 individuos del noroeste de Europa-
Utah, EUA <CEU>, 99 individuos de Finlandia <FIN>, 91 de Inglaterra y Escocia
<GBR>, 107 de la peninsula Ibérica, Espana <IBS>y 107 de la regién Toscana,
Italia <TSI>). Adicionalmente, se utilizaron datos gendmicos de 30 individuos no-
relacionados de poblacién indigena del centro de México (NAT)[®"]. El conjunto de
SNPs comunes consistié de un total de 419,099 SNPs autosémicos.

-Ancestria global

La ancestria global es la proporcion de diferentes componentes ancestrales en el
genoma de un individuo, la cual fue determinada utilizando el software ADMIXTURE
[®8], asumiendo K=3. Dicho porgrama se enfoca en una estimacion de maxima
verosimilitud (MLE por sus siglas en inglés) y tomando como base las proporciones
estimadas, se calcularon la media y desviacion estandar (DE) para todo el genoma
y por cromosoma. Ademas. se utilizé un analisis de escalamiento multidimensional
(MDS) implementado en PLINK[?].
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-Faseo

El faseo es una estimacion estadistica de los haplotipos tomando como base los
genotipos. Se utilizaron los datos faseados de 1KGP en conjunto con datos de 30
individuos de poblaciones nativas de México (NAT) como referencia. Estos ultimos
corresponden a los individuos no-relacionados de 15 trios pertenecientes a grupos
étnicos del centro-sur de México, los cuales fueron genotipificados con los
microarreglos OmniExpress y MEGA, faseados y fusionados con los datos de 1KGP
con la finalidad de complementar la variabilidad de haplotipos de referencia. El faseo
se realizo con el programa Beagle 5.0 con 5 iteraciones y ventanas de 40 cM[®]
utilizando los datos NAT-1KGP como referencia.

-Ancestria local

La ancestria local es, dada una poblacion de referencia, la ancestria segmento por
segmento a lo largo de todo el genoma. La ancestria local se estimo utilizando
RFMix 1.5 con 5 iteraciones[*’]. Como poblacién de referencia se utilizaron los datos
de CEU y YRI de 1KGP y los datos de los NAT descritos previamente.

-Haplotipo comun

Se utilizaron los datos faseados para identificar y delimitar un haplotipo comun en
los individuos. Ademas, se realizé un analisis implementado en R, para comparar el
haplotipo comun con haplotipos observados en las poblaciones de referencia AFR
(ESN, GWD, LWK, MSL y YRI)y EUR (CEU, FIN, GBR, IBS y TSI) del 1KGP, y de
NAT.
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-Origen ancestral del haplotipo

Utilizando las poblaciones de referencia AFR y EUR del 1KGP, y NAT se realizé un
analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) y un analisis
discriminante cuadratico (QDA, por sus siglas en inglés) para determinar el origen
ancestral del haplotipo comun. Dado que las poblaciones de referencia no estan
balanceadas se utilizd un algoritmo como SMOTE-Tomek®' implementado en
Python. El algortimo SMOTE-Tomek genera muestras sintéticas para balancear los
grupos y elimina muestras de los grupos mayoritarios y minoritarios que estén muy

préximas entre si.

-Contenido génico de la region haplotipica
Se utilizé la base de datos Ensembl[%?] para explorar otros genes, ademas de JPH3,

contenidos dentro del haplotipo comun identificado y se utilizaron los programas de
modelaje in silico HuRI, STRING[®® ®] para la posible interaccion protéica.
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RESULTADOS

De 1994 a 2019, 1893 muestras sujetos fueron evaluadas para la prueba de
expansion CAG en el gen HTT en el Departamento de Genética INNNMVS. Estos
correspondieron a 997 casos indice (familias), 781 fueron casos familiares de EH
(1624 individuos) y 216 casos indice negativos para HTT (269 individuos). De los
216 casos indice negativos para EH, 19 correspondieron a alelos intermedios del
gen HT Ty se eliminaron 50 muestras de sujetos por no contar con adecuada calidad
o cantidad de material genético para llevar a cabo las evaluaciones moleculares
propuestas. Se realizd evaluacion molecular del gen JPH3 en 147 muestras
identificando mutacién en 8 casos indice correspondientes a una frecuencia del 5%.

La estrategia para la seleccidon de la muestra se aprecia en la figura 1.

1893 sujetos evaluados para la
expansion CAG en HTT
(997 casos indice)

' ¢

1624 sujetos positivos con EH 269 sujetos negativos
(781 casos indice) (216 casos indice)

19 casos indice
con alelos intermedios
en HTT

50 casos indice eliminados por
inadecuada calidad de DNA

147 casos indice evaluados
para la expansion
CAG/CTG en JPH3

3 casos eliminados por ¢ 8 casos indice con
mala calidad DNA expansion en JPH3

5 casos indice con expansion en
JPH3 incluidos en el estudio
(9 sujetos)

Figura 1. Algoritmo para la identificacién y seleccion de sujetos.

42



Sin embargo, por cuestidn de disponibilidad de cantidad y calidad para la evaluacion
genomica solo se incluyeron 5 casos indice y la extension de evaluacidn en
familiares permitio que se incluyeron 16 sujetos en el estudio, 12 de ellos con
mutacion por expansion de repetidos CAG/CTG en el gen JPH3 (9 con cuadro de
HDL2 y 3 portadores asintomaticos) y 4 fueron sujetos sanos sin mutacioén. El total
de sujetos estudiados pertenece a 5 genealogias, 5 de los 9 individuos con HDL2
pertenecian a una so6la familia como se muestra en la Figura 2. Los 12 individuos
con mutacioén (M) contaban con el antecedente de ser originarios, o bien, tener
ancestros que provenian de los estados de Guerrero y Oaxaca, especificamente de
municipios que conforman parte de la region de la Costa Chica de México, una franja
territorial de la regidon pacifico sur del pais que se extiende a través de estos 2
estados. De estos, 11 tienen origen en el estado de Guerrero (4 familias) y un caso
indice con origen del estado de Oaxaca (Figura 2A). Los 4 individuos sanos sin
mutacion (NM) pertenencientes a una de las genealogias fueron los unicos sujetos
disponibles y que aceptaron participar en el estudio (ver apartado de

consideraciones éticas).
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Figura 2. (A) Mapa del suroeste de México. En el recuadro pequefio se muestran los estados
de Guerrero y Oaxaca (gris oscuro). El recuadro con ampliaciéon se muestra la franja
territorial que conforma la regién de la Costa Chica (naranja) y la division politica (linea
punteada). (B) P1-P5 Genealogias de los sujetos evaluados en el estudio con mutacién y
cuadro clinico de HDL2, en P1 se omite la identificacion de los individuos sanos y portadores

asintomaticos (ver apartado de consideraciones éticas).
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En la tabla 1, se presentan las principales caracteristicas clinicas y demograficas

identificadas en la muestra.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los individuos estudiados.

Individuo

Caracteristicas M1 | M2 | M3 | M4 |M5| M6 | M7 | M8 | M9 | M10 | M11 | M12 | NM1 | NM2 | NM3 | NM4
Expansion en JPH3 v v v v v v v v VY v v v X X X X
Genealogia (#) R A L R P P P P P P P
Ancestros de la

Costa Chica v v v v v v v v Y v v v v v v v
Sexo F M F F F* F* M* F F M M
Manifestaciones de HDL2 v v v v v v v v VY - - - - - - -
Eda de inicio 33 31 35 37 34 45 49 36 54 - - - - - - -
Disartria v v Y - v v v v Y - - - - - - -
Alteracion del juicio v Y v v v v v Y - - - - - - -
Demencia v Y - - v v v v Y - - - - - - -
Disartria Vv Vv N - N N N N N - - - - - - -
Depresion Vv Vv - - N N N N N - - - - - - -
Irritabilidad v v v v v v v v VY - - - - - - -
Agresividad - - - = v - - - - - = - - - - -
Ideacion suicida v - - v - = = = = = - - - - - -
Hipersexualidad v - - - - = = = = = = - - - - -
Alteracion del suefio - - = = - v - - - - - = - - - -
Corea v v v - v v v v - - - - - - -
Ataxia v Y - - v v v v Y - - - - - - -
Distonia v v - - - v - v - - - - - - -

v, manifestacion presente; -, manifestacion ausente; M1-12, portador de mutacién; NM, no portador de mutacion; *, ver

apartado de consideraciones éticas.
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La estimacion de proporcion de identidad por descendencia (IBD, del inglés identity

by descent), validé las relaciones de parentesco entre los individuos estudiados de

una misma familia, asimismo se aprecia una muy baja comparticion de informacién

genética entre los sujetos de las diferentes genealogias (Figura 3).
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Figura 3. Matriz de IBDs que muestra las proporciones de informacion compartida entre

todos los indivuos estudiados. P1-M: genealogia 1, individuos con mutacién (M1-M5 y M10-

M12); P1-NM: genealogia 1, individuos sin mutaciéon (NM1-NM4); P2-M: genealogia 2,

individuo con mutaciéon (M6); P3-M: genealogia 3, individuo con mutacién (M7); P4-M:

genealogia 4, individuo con mutacién (M8); P5-M: genealogia 5, individuo con mutacién

(MO9).
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Ancestria Global

En la Figura 3A se muestra el analisis de escalamiento multidimensional (MDS, por
sus siglas en inglés) utilizando poblaciones continentales AFR, EUR y NAT como
referencia. El componente 1 separa a los individuos AFR del resto, mientras que, el
componente 2 separa a los EUR de los individuos NAT. Asimismo, se aprecia a los
16 individuos estudiados. En la Figura 3B se muestra el MDS incorporando
unicamente a las poblaciones de AFR, es decir ESN, GWD, LWK, MSL y YRI.

El analisis de ADMIXTURE para K=3 para los individuos con mutacién, estima una
proporcion de ancestria NAT que con un promedio de 56.39% (DE +/- 0.0943); la
proporcion de ancestria EUR fue de 27.33% (DE +/- 0.0717); por su parte, la
proporcion de ancestria AFR oscila entre 7.2 y 43.2% con una ancestria promedio
de 16.26% (DE +/- 0.099) entre todos los sujetos evaluados (Figura 4). Se evalué la
proporcion de ancestria AFR por cromosoma en aquellos sujetos con mutacion, sin
identificarse diferencias significativas, aunque el cromosoma 16 muestra una de las

medianas mas elevadas (Figura 5).
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Figura 4. (A) Andlisis MDS utilizando poblaciones continentales AFR, EUR y NAT como
referencia. (B) Andlisis MDS subpoblaciones africanas de referencia (ESN: Esan, Nigeria;
GWD: Division Occidental, Gambia; LWK: Webuye, Kenia; MSL: Mende, Sierra Leona;
YRI: Ibadan, Nigeria). Los asteriscos negros y los cuadrados grises representan sujetos con
mutaciéon (M) y sin mutaciéon (NM), respectivamente. Diagramas de barras con K=3 que

muestran las proporciones de ancestria NAT, EUR y AFR de los individuos de la muestra.
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Figura 5. Boxplot que muestra la proporcién de ancestria global AFR por cromosoma, sin

apreciarse diferencias significativas.

Ancestria Local

A través del analisis de ancestria local fue posible identificar un segmento de
ancestria africana, en al menos uno de sus cromosomas, en todos los individuos
portadores de la mutacion. Esta regidn de ancestria local africana tiene una
extension de 1.1Mb y flanquea la region repetidos CAG/CTG del gen JPH3 a -767
y 345Kb (Figura 6B Y 6C). Utilizando la informacion faseada, fue posible identificar
un haplotipo comun entre todos los individuos con mutacién con una longitud de

746kb y el cual se extiende a -430 y 316Kb alrededor de la mutacién.
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A

Chrlé
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Figura 6. (A) Cromosoma 16. (B) Esquematizacién de la ancestria local de la pareja de

cromosomas 16 (16q24), en los 4 individuos sin mutacién (NM) y los 12 sujetos con
mutacion (M). En rojo se esquematiza el compomente AFR, en azul el componente EUR y
en verde el componente NAT. La linea continua azul representa la posicion de la mutacion,
las lineas discontinuas muestran la regién de ancestria africana minima compartida entre
todos los individuos con mutacién. (C) Amplificacion del bloque de ancestria local AFR
compartido entre todos los sujetos con mutacion de 1.1Mb (lineas discontinuas); y en
amarillo se muestra el bloque haplotipico compartido entre los 12 individuos con mutacién
de 746Kb (a -430 y 316Kb alrededor de la mutacién). Los asteriscos representan las

distancias de los marcadores SNPs y microsatélites previamente evaluados por Krause, et al.
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Origen ancestral del haplotipo

a) Clasificacion continental

En la figura 7, Ay B se muestra el PCA en donde se incorpora el haplotipo comun
entre los individuos con mutacién y los haplotipos de los individuos pertenecientes
a las 3 poblaciones continentales de referencia AFR, EUR y NAT. En las Figuras 5,
C-F se presenta la misma representacion incorporando la estrategia de SMOTE-
Tomek con y sin muestras sintéticas. Para asignar un origen ancestral al haplotipo
a nivel continental se utilizé QDA. Se utilizaron 10,000 iteraciones, para cada una
de estas iteraciones se asigno un origen ancestral con el algoritmo QDA para
estimar la probabilidad de la asignacion. Notablemente, en el 100% de las
iteraciones el haplotipo se clasifica como AFR (Figura 8).

PCA PCA PCA
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Population
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51



Figura 7. (A y B) PCA que muestran componente 0 vs componente 1 y 2, respectivamente.

Se aprecia un agrupamiento de los sujetos con el haplotipo en la poblacién AFR. (C-F) PCA

con y sin muestras sintéticas por SMOTE-Tomek con agrupamiento de los sujetos con el

haplotipo en la poblacion AFR.
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Figure 8. QDA continental del cromosoma con el haplotipo, mostrando una clasificacién

de las 10,000 iteraciones a la poblaciéon AFR con una probabilidad del 100%.

b) Clasificacién intracontinental
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Asumiendo que el haplotipo es de origen africano, la pregunta seria a cual de las

poblaciones africanas tiene mayor afinidad. La Figura 9 (A-F) muestra los PCAs en

donde se incorpora el haplotipo comun entre los individuos con mutacion y los
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haplotipos de los individuos pertenecientes a las poblaciones africanas YRI, GWD,
MSL, ESN y LWK.

PCA PCA PCA

Population
ESN GWD LWK @ MSL @ YRI ¥ M

Figura 9. (A y B) PCA que muestran componente 0 vs componente 1 y 2, respectivamente
entre los individuos con haplotipo y las subpoblaciones AFR. (C-F) PCA sin y con muestras
sintéticas por SMOTE-Tomek sin lograr un agrupamiento especifico de los sujetos con el

haplotipo y las poblaciones AFR.
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Siguiendo el mismo procedimiento, Para asignar un origen ancestral al haplotipo a

nivel intracontinental se utilizé QDA con 10,000 iteraciones. En este caso, en el 78%

de las iteraciones el haplotipo de interés se clasifica como YRI, seguido de GWD,
MSL, ESN y LWK con probabilidades de 19, 8.53, 2.3 y 0.06%, respectivamente
(Figura 10).
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Figura 10. QDA intracontinental del haplotipo con la mutacién, donde se muestran las

probabilidades de clasificacion por cada modelo generado, se aprecia una mayor probabilidad

de clasificaciéon a la poblacion YRI (70%) y menores de forma descendente para las

poblaciones GWD, MSL, ESN y LWK.
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Haplotipo comun

Se compard el haplotipo de interés con los haplotipos observados en las
poblaciones de referencia AFR y EUR de 1KGP, y NAT para evaluar la
similitud entre los haplotipos. La Figura 10 muestra el haplotipo identificado en los
individuos con mutacion tiene proporcionalmente mayor similitud a los haplotipos de

la poblacion AFR de referencia que a los EUR o NAT.

Similitud del haplotipo

— AFR
— EUR
NAT

12

10

Densidad

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Figura 11. Similitud del haplotipo comiin con respecto a los haplotipos encontrados en las

poblaciones de referencia AFR, EUR y NAT.
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Contenido génico del haplotipo

El haplotipo comun identificado en los portadores de la mutacion tiene una extension
que va de -430 y 316Kb alrededor de la mutacion (Chr16:87,178,517-87,949,385).
La busqueda en Ensembl, de dicha region, se encuentran a los genes C160rf95,
FBX031, MAP1LC3B, ZCCHC14, KLHDC4, SLC7A5, CA5A y BANP. Los cuales
codifican para los productos: proteina del marco abierto de lectura 95 del
cromosoma 16, proteina 31F-box (componente del complejo de ubiquitinacion
SCF), proteina asociada a microtubulos 1 Cadena ligera 3 Beta (es una subunidad
de las proteinas MAP1A y MAP1B asociadas a los microtubulos neuronales),
proteina del anillo de zinc tipo CCHC containing 14 (permite la actividad de unién
de acidos nucleicos), proteina del dominio de Kelch containing 4 (asociada a
diversas funciones celulares, incluida migracion celular, conformacion del
citoesqueleto, degradacion de proteinas y la expresion génica), proteina miembro 5
portadora de soluto de la Familia 7 (involucrada en el transporte de &acido
carboxilico, de hormona tiroideas y transporte de xenobi6ticos), la enzima anhidrasa
carbonica 5A (cataliza de manera reversible la hidratacion del dioxido de carbono)
y la proteina nuclear asociada a BTG3 (forma un complejo con p53 y regula
negativamente la transcripcion de éste, funcionando como supresor de tumores y
regulador del ciclo celular), respectivamente.

La busqueda intencionada en PubMed, de posibles asociaciones en la patogenesis
del HDL2, muestra que al momento ninguno de estos genes se ha relacionado con
el desarrollo de una patologia neurodegenerativa con trastornos del movimiento.
Asimismo los modelos de analisis de interaccion proteica no sustentan una

interrelacion con Junctofilina 3.
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DISCUSION

El HDL2 es un trastorno neurodegenerativo de muy baja frecuencia y solo se han
identificado 69 casos alrededor del mundo[®®]. Sin embargo, HDL2 representa la
primera causa de fenocopias de EH en América Latina[®® % 9]. En este estudio
describimos 9 casos de HDL2 e identificamos a 3 portadores asintomaticos de la
mutacion por expansion en el gen JPH3 (ver seccion de consideraciones éticas),
pertenecientes a 5 genealogias. Las principales manifestaciones clinicas
identificadas en los individuos afectados fueron: alteraciones psiquiatricas en el
100%, disartria 88%, corea 88%, demencia 77% y distonia 55%; mientras que en la
revision sistematica de Anderson et al. [®®] se describen con porcentajes de 93%,
100%, 84%, 98% y 100%, respectivamente. Sin embargo, es importante sefalar
que no todos los sujetos contaban con la evaluacion en todos estos rubros, por lo
que se puede sobreestimar la proporcion.

De manera consistente, en los diversos reportes de individuos afectados por HDL2,
se atribuye una ascendencia africana, bien sea por la presencia de rasgos fisicos
distintivos de la poblacion o a marcadores genéticos[*® % 19°]. Por su relevancia
destacan 2 reportes previos, uno por Santos et al.[’'] de 2008 en Brasil, donde se
describe a un individuo de rasgos antropofisicos y aparente ascendencia caucasica
con mutacién en JPH3, el cual fue evaluado mediante 4 marcadores SNPs rio abajo
de la mutacion (a 0.9, 4.0, 4.1 y 5.9Kb) y apreciando que tales marcadores son
representativos de poblacion africana; y otro por Krause, et al. en 2015['°"], donde
se evaluaron 31 muestras de sujetos no relacionados con HDL2 provenientes de 4
diferentes regiones geograficas (incluyendo a 3 sujetos mexicanos), a través de 3
marcadores SNPs (a -1.4, 1.6 y 40Kb) y 3 marcadores microsatélite (a -500,-300 y
256 Kb) alrededor de la mutacion, apreciando que dichos marcadores conformaban
un haplotipo de origen africano entre todos los sujetos con HDL2; por nuestra parte,
identificamos un segmento de ancestria africana que flanquea la mutacion y se
comparte entre todos los individuos portadores de la mutacién, de una longitud
aproximada de 1.1Mb (-762 y 341 Kb). Ademas, el haplotipo comun entre los
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individuos con la mutacién es de aproximadamente 746 Kb (-430 y 316Kb). Estos

estudios concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro trabajo.

Previamente en México, dos estudios describieron a tres individuos afectados de
una misma familia que venian de la regidn suroeste de México sin precisar el lugar
de origen['%? 193], Interesantemente, en nuestra muestra de estudio, todos los
sujetos con la mutacion son originarios de la misma region suroeste del pais llamada
Costa Chica. Ademas, observamos una mayor proporcion de ascendencia africana
global en la muestra (16.26%), lo que representa 2,5 veces mas de lo esperado para
la poblacion general de las distintas regiones de nuestro pais['%* 195]. Esto en
términos antropoldgicos, constata que la poblacion mestizo-mexicana es una
poblacién de reciente formacion que se originé de la mezcla de poblaciones que se
mantuvieron geograficamente separadas por un extenso periodo de tiempo.

En nuestro trabajo, estimamos que el haplotipo comun compartido entre los
portadores de la mutacion es de origen africano, especificamente de la poblacion
africana Yoruba (Africa centro-occidental). Este hecho es consistente con el
movimiento intercontinental de 400 afios de antigiedad del comercio de esclavos
de Africa a varias regiones de las Américas. De acuerdo con la base de datos
slavevoyages ['%], se estima que mas de un millon de esclavos fueron enviados
desde varias regiones de Africa (Costa Dorada, Sierra Leona, la Costa Windward,
la Ensenada de Benin, la Ensenada de Biafra, Africa centro-occidental y Santa
Helena) hacia a colonias de control espaiol, y de los cuales, solo 884 mil lograron
desembarcar. De entre estos, cerca de 325 mil procedian de la region Centro-
Occidental de Africa (Africa Centro-Occidental y Santa Helena), representando las
regiones que aportaron el mayor numero de personas esclavizadas a los territorios
de la corona espariola (Cuba, Puerto Rico, el Caribe espafiol , Rio de la Plata, entre
otros). Ademas, hubo movimiento de esclavos dentro del continente, con un

estimado de 177 mil mas que ingresaron a las tierras de la América espariola.
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Como en el HDL2, otras patologias neurodegenerativas debidas a mutaciones
dinamicas, muestran una mayor prevalencia en ciertas zonas geograficas e
inclusive algunas han mostrado ser especificas para algunas poblaciones. Ejemplo
de ello son: a) la atrofia Dentato-rubro-palido-Luisiana (DRLPA) la cual muestra una
alta frecuencia en poblacion asiatica, principalmente Japdn;['%7] b) la ataxia espino-
cerebelosa tipo 10 (SCA10) donde se mantienen la hipotesis de un origen ancestral
proveniente del Este de Asia y que se distribuyo hacia las Americas a través de las
migraciones por aquellos individuos que cruzaron el estrecho de Behring;['% 1%9] ¢)
la ataxia espino-cerebelosa tipo 3 (SCA3), que tiene un haplotipo con posible origen
ancestral del Este de Asia alrededor de 8,000 a 17,000 afios atras y que se
distribuy6 alrededor del mundo producto de las migraciones; ['"® '""] y por ultimo,
d) la enfermedad de Huntington, que muestra mayor frecuencia y se le atribuye un
origen europeo.['? %] Finalmente, consideramos que, ademas de la posible
contribucion de la ancestria genética en las patologias por mutaciones dinamicas,
es importante considerar la posible existencia de otros factores en cis o en trans
que predisponen al desarrollo de las expansiones y que de la misma forma su
frecuencia poblacional podria contribuir al riesgo de desarrollo de la patologia. Un
posible ejemplo de ello, ha sido el SNP rs7158733 (alelo TAA) en la SCAS, en la
gue la presencia de este se encuentra asociado a la presencia de alelos expandidos
[''4]. Por lo que, un amplio estudio de estas regiones genémicas en las patologias

por mutaciones dinamicas, proporcionara mayor informacion sobre su patogenesis.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio, describimos la conformacion genomica ancestral de 12
individuos con mutacion por la expansion de repetidos CAG en el gen JPH3 (9 de
ellos con cuadro clinico manifiesto de HDL2). El origen geografico de los individuos
con mutacion corresponde a la regidn pacifico sur del pais conocida como Costa
Chica (estados de Guerrero y Oaxaca). Identificamos una region minima compartida
de ancestria local y un haplotipo comun en todos los sujetos con mutacién en JPH3,
con una extension de 1.1Mb y de 746 kb, respectivamente. A través de la
implementacion de machine learning, proponemos que el posible origen ancestral
de la region genodmica que conforma el haplotipo proviene de la regién centro-
occidental de Africa (poblacion Yoruba), dicho hallazgo es compatible con los

registros de la movilizacién de la poblacion africana hacia nuestro continente.

LIMITACIONES

A pesar de haber contado con una herramienta de analisis gendmico, que permite
el estudio de miles de variantes genéticas y ayuda a hacer estimaciones de mayor
precision, consideramos que la baja frecuencia de esta entidad clinica no nos
permiti6 contar con muestra de estudio mas grande; por lo que, para poder
transpolar nuestros datos a todos aquellos otros sujetos con HDL2, se requiere
incluir individuos de otras regiones del mundo. Por otro lado, la estimacion del
posible origen del haplotipo fue realizada con los datos de 5 poblaciones de

referencia de origen africano, lo cual podria limitar la precisidén de dicha estimacion.

PERSPECTIVAS

Contemplamos seguir estudiando esta entidad clinica, ya que hemos seguido
identificando nuevos casos de HDL2 que llegan al INNN. Lo que nos hace pensar
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que en la region de la Costa Chica existe un numero mayor de individuos afectados,
por lo que se requieren estudios de campo y el poder compartir la informacion a la
comunidad cientifica y autoridades sanitarias, para que se pueda impactar en la
posibilidad de apoyo a las comunidades y se generen estrategias de salud publica

para estos pacientes que cursan con este trastorno neurodegenerativo.

CONSIDERACIONES ETICAS

La investigacion se desarrollé con apego a la Declaracion de Helsinki ultima revision
Brasil 2013 y de acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud''® en su Articulo 17, el proyecto correspondio
a una investigacion con riesgo minimo, en el que se estipula procedimientos
comunes en examenes fisicos o psicologicos de diagndsticos o tratamiento
rutinarios, entre los que se consideran: extraccion de sangre por puncién venosa en
adultos y volumen maximo de 450mL.

Con la finalidad de mantener en resguardo la confidencialidad y posible
identificacion de los sujetos asintomaticos portadores de la mutacion en JPH3 se
omitié la descripcion de todos los sujetos sin manifestaciones en los arboles
genealdgicos (tanto los 3 con mutacion, como los 4 sin mutacion). A todos los
participantes asintomaticos se les informdé que la evaluacion de la region de
expandidos CAG/CTG fue unicamente con fines de investigaciéon y en caso de
desear conocer su posible estatus de portador de la mutacion tendrian que llevar un
abordaje a través del programa de diagndstico presintomatico en nuestra institucion.
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ANEXOS (Carta de consentimiento informado)

W Mr,o INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA “MVS"

§‘ Q‘c DEPTO. DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
w
g 5 CONSENTIMIENTO INFORMADO
“ ~ PROTOCOLO DE INVESTIGACION
% & FECHA: ||
. +
Mexico*
Determinacién de marcadores de ancestria genética de pacientes mexicanes
con el fenotipo 2 similar a la enfermedad de Huntington

1. He sido informadola que en el departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia se esta realizando
una investigacion para saber la ancestria genética (componente biokdgico poblacional) de pacientes con diagndstico confirmatorio
de fenotipo 2 similar a la enfermedad de Huntington (HDL2, por sus siglas en inglés).

2. Las evaluaciones a realizar en el presente proyecto son: escala unificada de rangos para enfermedad de Huntington (UHDRS, en
inglés) y toma de muestra de sangre periférica para la evaluacion de marcadores biolégicos en el ADN (material hereditario) de
aquellos individuos con el diagndstico de HDL2 y de individuos sanos pertenecientes a las familias de aquellos miembros
afectados, para determinar el componente poblacional. Asimismo, se evaluara el tamafio de repetidos CAG del gen JPH3 en
individuos sanos y de aquellos con sospecha diagndstica.

3. He sido informadofa que si acepto participar en este estudio se me tomard una muestra de sangre periférica de 10 ml., de la cual
se extraera mi DNA con la finalidad de evaluar los marcadores biolégicos antes mencionados.

4, He sido informadofa que mi participacion en el estudio es VOLUNTARIA y que si no aceplo participar, no se afectard mi
tratamiento y seguimiento en el instituto.

5. He sido informadala que mi participacion en el estudio no representa ningin costo para mi,

6. He sido informadala que no recibiré remuneracion econdmica por participar en este estudio

7. He sido informado/a que puedo abandonar el estudio en el momento que yo ko desee.

8. He sido informado que mi DNA se usard para esta investigacin y para otras en las que se estdn analizando genes de la
poblacién mexicana. Ademas, he sido informado que no recibiré resultados de los andlisis que se realizaran debido a que no
tienen utilidad clinica o terapéutica, sino que sdlo tienen utilidad de investigacion.

9. He leido esta carla cuidadosamente y he decidido participar libre y voluntaniamente en el estudio.

10. Para cualquier duda o aclaracidn sobre este estudio puede comunicarse con las personas responsables de esta investigacion el

Nombre del paciente 6 familiar

Dr. Miguel Angel Ramirez Garcia y la Dra. Petra Yescas Gomez al teléfono 56 06 38 22 Ext. 3041. También se puede dirigir con
el Dr. Antonio Torres Ruiz, presidente del Comité de Bioética de nuestro Instituto a la extension 5027.

Direccion

Teléfono

Responsable legal Firma
Parentesco

Nombre y firma del 1er. testigo
Nombre y firma del 2° testigo
Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento

Firma
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