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I RESUMEN

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa fatal
en donde hay muerte de neuronas motoras que lleva a una paralisis progresiva,
mientras que la Demencia Frontotemporal (DFT) es un grupo de trastornos
neurodegenerativos que involucran a los l6bulos frontal y temporal donde hay
alteraciones linguisticas y conductuales. Se ha descrito un espectro ELA/DFT que
son pacientes con la enfermedad motora y que presentan sintomas o antecedentes
familiares de demencia. Una de las causas genéticas que se ha asociado a la ELA
y al espectro ELA/DFT es la expansion del hexanucleétido repetido GGGGCC en el
gen C9ORF72. El numero de repetidos en personas sanas ha sido determinado
como menor o igual a 30, mientras que los pacientes con hexanucleotidos repetidos
expandidos (HRE) presentan mas de 30 a hasta miles de repetidos. En este estudio
participaron 60 controles sanos y 157 pacientes con diagnostico de ELA o ELA/DFT
gue por medio de analisis de fragmentos se les determiné el nUmero de repetidos.
Los controles sanos mostraron una media de 9 repetidos, con rango de 1 a 24
hexanucleétidos; el nimero de repetidos en individuos sanos es similar a las de
otras poblaciones del mundo, la variacion radica en los procesos de mestizaje en
México. El 87.3% de los pacientes evaluados no mostraron repetidos expandidos,
teniendo un promedio de 9 repetidos y un rango fue de 1 a 26 hexanucle6tidos; por
otro lado, el 12.7% de los pacientes mostraron el hexanucleétido repetido expandido
de manera heterocigota, con una media de 46 repetidos y un rango de 31 a 66
hexanucleétidos. En este estudio, los fenotipos que se asociaron con el expandido
fueron ELA/DFT, ELA familiar, ELA bulbar, ELA espinal, ELA de inicio juvenil, ELA
de evolucién lenta, ELA asociada a Vulpian-Bernhardt y parkinsonismo. La
poblacion de pacientes ELA y ELA/DFT con expandidos que se estudiaron fue
mayor a la media mundial, por tanto, el C9ORF72 es un gen necesario en la

evaluacion clinica de pacientes mexicanos.



1. INTRODUCCION
3.1 Esclerosis lateral amiotroéfica

3.1.1 Generalidades

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa fatal
caracterizada por la muerte progresiva de neuronas motoras superiores e inferiores
en el cerebro (corteza motora primaria), tronco encefalico y médula espinal, lo cual
lleva a una paralisis muscular gradual, discapacidad grave y muerte por insuficiencia
respiratoria. En los ultimos afios debido a la complejidad de la enfermedad, se ha
redefinido a la ELA como un sindrome neurodegenerativo multidominio que es
clinica y genéticamente heterogéneo de los sistemas motor y extra-motor con
multiples mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes y diferentes fenotipos clinicos
(Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009; Brown R.H. y Al-Chalabi, A., 2017; Farg, M.A.
et al., 2014; Deng, Z. et al., 2017; Oskarson, B. et al., 2018; Webster, C.P. et al.,
2016; Van Es, M.A. et al.,, 2017). También es conocida como enfermedad
neuromotora (MND), enfermedad de Charcot o enfermedad de Lou Gehrig
(Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).

Una de las primeras personas en estudiar esta enfermedad fue el neurélogo Jean-
Martin Charcot, quien la describié como como un trastorno neurodegenerativo que
afectaba a las neuronas motoras inferiores y superiores. En 1874, Charcot publicé
su trabajo Ouvres Completes en el cual propuso el término “esclerosis lateral

amiotroéfica” para tal enfermedad (Kumar, D.R. et al, 2011; Oskarson, B. et al., 2018).

La palabra “esclerosis” se refiere al endurecimiento de los tractos corticoespinales
anterior y lateral a medida que las motoneuronas de esta area se degeneran y son
reemplazadas por gliosis; “lateral” indica la ubicacion del dafio en la médula espinal;
y, “amiotréfica” significa “sin alimento para los musculos” refiriendo a la atrofia de
fibras musculares que se denervan conforme se degeneran las células del asta
anterior conduciendo a la debilidad de musculos afectados y fasciculaciones
visibles. (Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009; MDA, 2021).

El inicio de la enfermedad usualmente ocurre a finales de la mediana edad,
presentandose como atrofia y debilidad muscular de manera progresiva que
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primeramente se presenta de manera focal y después tiende a extenderse con la
progresion de la enfermedad. De igual manera se ven involucrados los musculos
respiratorios y estos limitan la supervivencia de los pacientes de 2 a 5 afios después
del inicio de la enfermedad (Mejzini, R. et al., 2019; Masrori, P. y Van Damme, P.,
2020; Brown, R.H. y Al-Chalabi, A., 2017).

La presentacion inicial de la ELA varia entre los pacientes. El 70-80% de ellos
presentan la enfermedad de inicio espinal, es decir, con debilidad muscular en las
extremidades, con mas frecuencia en los masculos distales que proximales. El 20-
30% de los pacientes presentan un inicio bulbar caracterizado por disartria
(dificultad para hablar) y disfagia (dificultad para tragar), en raras ocasiones también
se presenta debilidad en el musculo masetero (Hardiman, O. et al., 2017; Masrori,
P.y Van Damme, P., 2020).

Ademaés de los sintomas de disfuncién motora, el 35-40% de los pacientes muestran
cambios conductuales y/o cognitivos leves. Sin embargo, el 10-15% de los
pacientes con ELA presentan demencia frontotemporal (DFT) caracterizada por la
degeneracion de los I6bulos frontal y temporal en la cual se presentan cambios de
comportamiento, deterioro del funcionamiento ejecutivo y/o deterioro del lenguaje.
Actualmente se sabe que la ELA y la DFT son dos extremos de un espectro, debido
a la superposicion de los mecanismos moleculares que subyacen a ambos
trastornos neurodegenerativos (espectro ELA/DFT) (Masrori, P. y Van Damme, P.,
2020; Hardiman, O. et al., 2017).

El 5-10% de los pacientes con ELA tienen al menos otro miembro de su familia
afectado y se le denomina a esta forma como ELA familiar (ELAf), generalmente la
enfermedad se hereda de manera autosomica dominante. El 90-95% de los
pacientes no tienen antecedentes heredofamiliares y la causa de la enfermedad es
desconocida, a esta forma se le llama ELA esporadica (ELAs) (Mejzini, R. et al.,
2019; Keon, M. et al., 2021).
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3.1.2 Epidemiologia

La esclerosis lateral amiotréfica a nivel mundial tiene una incidencia de 1.59 casos
por 100,000 habitantes (hab.) por afio y una prevalencia de 4.42 casos por 100,000
hab. (Xu, L. et al., 2020). Estos datos cambian conforme al area geografica. En
México se ha estimado una incidencia de 1.25 casos por 100,000 hab. por afio y
3.41 casos por 100,000 hab. (Brown, C.A. et al., 2021) sin embargo, investigaciones
del Tecnolégico de Monterrey (TecSalud) han estimado una prevalencia de 5.91
casos por 100,000 hab. (Vega, R., 2020).

La edad de inicio de la enfermedad es variable, siendo alrededor de 55-65 afios
para ELAs y 40-60 afios para ELAf (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020; Wijesekera,
L.C.y Leigh, P.N., 2009; Van Es, M.A. et al., 2017). Se han reportado casos de edad
de inicio hasta los 70 afios (Bucheli, M.E. et al., 2012). La edad promedio de inicio
en paises occidentales es de 65 afios, mientras que en paises en vias de desarrollo
es de 52-57.8 afos para ELAs (Bucheli, M.E. et al., 2012). La ELA es la enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente de la mediana edad y solo el 5% de los casos de
ELA tienen un inicio antes de los 30 afos, conocida como ELA de inicio juvenil. El
inicio de la enfermedad en la adolescencia tardia o en la adultez temprana es
usualmente indicativa de ELAf, aunque el inicio juvenil esporadico también se ha
ido reconociendo (Brown, R.H. y Al-Chalabi, A., 2017; Wijesekera, L.C. y Leigh,
P.N., 2009).

El inicio bulbar se presenta con mayor frecuencia en mujeres y en grupos de mayor
edad, el 43% de los pacientes mayores de 70 afios presentan sintomas bulbares
(Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009). Los sintomas que se presentan en las
extremidades se pueden desarrollar simultaneamente con sintomas bulbares y la
mayoria de los casos ocurre dentro de 1 a 2 afios (Brown, R.H. y Al-Chalabi, A.,
2017; Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).

Los hombres tienen mayor probabilidad de desarrollar ELA que las mujeres, el
riesgo de desarrollarla es de 1:350 en hombres y 1:400 en mujeres (Keon, M. et al.,
2021; Masrori, P. y Van Damme, P., 2020). El radio de afectaciéon de hombres a
comparacion de mujeres es de 1.5:1 (Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).
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La pardlisis progresiva lleva a una muerte por falla respiratoria de 2-3 afios para
casos de inicio bulbar y 3-5 afios para inicio espinal (Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N.,
2009). Menos del 10% de los pacientes puede vivir 10 afios o0 méas (Bucheli, M.E. et
al., 2012). La tasa de progresion de la enfermedad puede ser mas rapida en
pacientes con una edad de inicio avanzada, inicio de tipo bulbar, deterioro cognitivo
y ciertos genotipos (Oskarson, B. et al.,, 2018). La sobrevivencia varia entre
poblaciones, es menor en Europa (24 meses) que en Asia central (48 meses)
(Hardiman, O. et al., 2017).

En 2016 la tasa mortalidad mundial por ELA fue de 0.46 por 100,000 hab.; esta cifra
se incrementa en Norte América, Europa Occidental y Australasia que cuentan con
méas de la mitad de las muertes causadas por enfermedades de las neuronas
motoras (Aktekin, M.R. y Uysal, H., 2020). Poblaciones mestizas pueden tener una
menor mortalidad para ELA. En Cuba se report6é una tasa de mortalidad de ELA de
0.55 por 100,000 hab. en una poblacion mixta, pero la tasa se modificaba a ~0.9 por
100,000 hab. en individuos caucéasicos o de ancestria africana (Hardiman, O. et al.,
2017).

En 2014 se reporto que en México la edad de inicio de ELA es de 47.5 afios (menor
gue en Europa o EUA), presentandose predominantemente en el hombre (radio de
afectacion 1.8:1). La ELA con inicio espinal es la mas frecuente en nuestro pais. La
sobrevida en pacientes mexicanos es de 5.7 afios (68.6 meses), mayor que en otros
paises. Finalmente, en México solo el 3.3% de los casos fueron clasificados como
ELA familiar (Martinez, H.R. et al., 2014).

3.1.3 Subtipos de ELA

La ELA clasica o tipica es definida por la combinacion de signos de afectacion en
neuronas motoras superiores (NMS) y neuronas motoras inferiores (NMI). Los
signos de afectacion en NMI son debilidad muscular, atrofia, fasciculaciones y
reduccion del tono muscular, mientras que los signos en NMS se incluyen
hiperreflexia, aumento del tono muscular y lentitud en movimientos. Dentro de la
ELA clasica se incluyen los subtipos de inicio bulbar y espinal (Masrori, P. y Van
Damme, P., 2020). Si primero se presenta debilidad en las extremidades superiores
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se le denomina al subtipo como “braquial”’, si se inicia con afectacion en las

extremidades inferiores de le llama “crural” (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020;
Orsini, M. et al., 2015).

Aunque la mayoria de los pacientes tienen el fenotipo de ELA clasico, se sabe que

la ELA tiene manifestaciones heterogéneas y asi hay diferentes presentaciones

fenotipicas de la enfermedad. Por ello, el término ELA también describe el espectro

de sindromes neurodegenerativos caracterizado por la degeneracion progresiva de

las neuronas motoras (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020; Brown, R.H. y Al-

Chalabi, A., 2017). Las siguientes enfermedades también forman parte del espectro

ELA:

A) Subtipos de ELA basados en la participacidn relativa de NMS versus NMI
(Masrori, P. y Van Damme, P., 2020).

ELA clasica: involucra ambos tipos de neuronas.

Esclerosis lateral primaria (ELP): espasticidad y enlentecimiento de
los movimientos con signos aislados en NMS, los sintomas inician en
las extremidades inferiores y en la regién bulbar. La supervivencia de
estos pacientes es de mas de 20 afios. La ELP puede evolucionar a
ELA.

ELA predominante en NMS: Signos mas pronunciados en NMS que
en NMI. La supervivencia es menor que en PLS, pero mayor a la ELA
clasica.

ELA predominante en NMI: Signos méas notorios en NMI y signos
limitados en NMS.

Atrofia muscular progresiva: hay signos aislados en NMI sin evidencia
de disfuncién en NMS. El 30% de estos pacientes eventualmente

desarrollarén signos de NMS.

B) Subtipos segun la distribucion regional de la afectacion. (Masrori, P. y Van
Damme, P., 2020; Brown, R.H. y Al-Chalabi, A., 2017)
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e Paralisis pseudobulbar: Ausencia de expresiones faciales, disartria
espastica, dificultad para masticar, espasticidad. Al involucrar a NMS,
la sacudida de la mandibula es exagerada o clénica. Hay tendencia a
reir o llorar en exceso ante estimulos emocionales menores.

e Pardlisis bulbar progresiva: Variante de ELA en donde hay afeccion
en las NMI.

e Sindrome de Mill (variante hemipléjica): Patron de afectacion
asimétrico. Sintomas progresivos graduales, la pardlisis afecta a los
musculos faciales. Los signos piramidales se presentan en el lado de
la hemiplejia.

e ELA respiratoria: El problema inicial es debilidad de diafragma y los
pacientes que la presentan tienen un mal prondstico.

e ELA axial: el inicio es en los musculos paravertebrales, el sintoma de
presentacion es una postura encorvada.

e ELA del brazo débil/caido (sindrome de Vulpian-Bernhardt): afeccion
predominante y progresivo en NMI donde hay debilidad en las
extremidades superiores, el patron de debilidad es simétrico que inicia
de los musculos proximales y progresa a una afectacién distal.

e ELA de la pierna débil/caida: afeccion predominante y progresiva en
NMI, la atrofia se presenta en extremidades inferiores de manera
asimétrica. Su progresion es mas lenta que la ELA clasica.

e ELA pseudopolineuritica: debilidad distal de las extremidades
inferiores y ausencia del reflejo de tenddn de Aquiles, esta variante

debe distinguirse de la neuropatia periférica.

Ademas de que la ELA tiene caracteristicas motoras (region de inicio o participacion
de NMS y/o NMI), los pacientes con esta enfermedad pueden presentar
caracteristicas cognitivas (espectro ELA/DFT) (Figura 1).
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Caracteristicas motoras — Caracteristicas cognitivas
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Figura 1. Presentaciones fenotipicas de la ELA. Nota: Las caracteristicas motoras varian
dependiendo de la distribucién regional y la participacion relativa de NMS versus NMI. Las
variantes cognitivas y conductuales se pueden detectar hasta en el 50% de los pacientes.
Tomada y modificada de “Amyotrophic lateral sclerosis: a clinical review”, por Masrori, P. y
Van Damme, P., 2020, European Journal of Neurology, 27(10).

3.1.4 Etiologiay genética

La ELA se cree que es causada por factores genéticos, factores ambientales y disfuncién
relacionada con el envejecimiento (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020). La ELA puede ser
descrita como una enfermedad de origen monogénico (relacionada a un solo gen), pero en
algunas ocasiones los pacientes con ELA presentan mutaciones (variantes patogénicas) en
mas de un gen por lo que se sugiere que puede ser de origen oligogénico (un rasgo
fenotipico determinado por varios genes) (Turner, M.R. et al., 2017; Masrori, P. y Van
Damme, P., 2020; Hardiman, O. et al., 2017). Un modelo oligogénico es consistente con la
penetrancia incompleta en muchos pedigries de ELA, la tasa reducida de ELA en
poblaciones genéticamente heterogéneas y la transmisién de mdultiples genes en familias
con ELA. Asimismo, se ha observado que las variaciones de un gen tienen mdltiples
manifestaciones fenotipicas (pleiotropia genética), por ejemplo, el gen COORF72 ademas
de causar ELA, esta ligado al desarrollo de DFT, Alzheimer, esquizofrenia, desorden
bipolar, entre otras enfermedades (Van Es, M.A. et al., 2017; Hardiman, O. et al., 2017;).

Se han encontrado mas de 30 genes que confieren un riesgo importante para el desarrollo
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de ELA (Tabla 1) (Hardiman, O. et al., 2017). Los 4 principales genes que se han asociado
son SOD1, TARDBP, FUS y C90RF72 tanto en ELAfy ELAs.
Tabla 1. Principales genes asociados al desarrollo de ELA.

C90ORF72 9p21.2 30-50 7-10 AD C90ORF72 Autofagia
Metabolismo de RNA
SOD1 21922 20 1-2 AD o AR SOD1 Antioxidante
TARDBP 1p36.2 3-5 <1 AD TDP-43 Metabolismo de RNA
FUS 16p11.2 3-5 <1 AD o AR FUS Metabolismo de RNA
OPTN 10P13 2-3 - AD o AR  Optineurina  Trafico membranal,
via NF-kB, autofagia
PFEN1 17p13 1-2 - AD Profilina 1 Regulacion de la
polimerizacion de
actina
VCP 9p13 1-2 - AD VCP 0 p97  Degradacion proteica
Fusién membranal
ATXN2 12924 1-2 - AD Ataxina 2 Metabolismo RNA
Endocitosis
ANG 14911.2 1-2 - AD Angiogenina Metabolismo RNA
Desarrollo de neuritas
TUBA4A 2935 1 - AD Tubulina Microtubulos
adA Esqueleto de
neuronas
TBK1 12q14.2 Desconocido TBK1 Autofagia
SETX 9p34.13 <1 - AD Senataxina Metabolismo y
actividad helicasa
DNA/RNA
VAPB 20913 <1 - AD VAPB Regulacion y
transporte de RE-
Golgi
UBQLN2 Xpll <1 - XD Ubiquilina 2 Degradacion proteica
CHMP2B 3pll <1 - AD CHMP2B Endocitosis
Tréfico de proteinas
HNRNPA1 12913 <1 - AD hnRNPA1 Metabolismo de RNA
MATR3 5q31.2 <1 - AD Matrina Metabolismo de RNA
Silenciamiento de
genes
CHCHD10 22q11 <1 - AD Proteina Estabilidad e
mitocondrial integridad
mitocondrial
SQSTM1 5q35 <1 - AD SQSTM1/P Autofagia
62

Nota: Genes y proteinas relacionadas con el desarrollo de ELA. Se muestra el porcentaje de
pacientes con ELA familiar y esporadico que la presentan. El patrén de herencia es autosomico
dominante (AD), autosémico recesivo (AR) o dominante ligada a X (XD). Tomada y modificada
de “Amyotrophic lateral sclerosis: a clinical review”, por Masrori, P. y Van Damme, P., 2020,
European Journal of Neurology, 27(10) y “Genetics of Amyotrophic Lateral Sclerosis”, por
Ghasemi, M. y Brown, R.H., 2018, Cold Spring Harb Perspect Med, 8(5).

Ademas de los factores genéticos, se han sugerido factores de riesgo ambientales
para ELA. Estos incluyen: tabaquismo, indice de masa corporal, exposicion a
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metales, pesticidas, neurotoxinas como la (3-metilamino-L-alanina, traumatismos
craneoencefalicos e infecciones virales. Interesantemente la exposicién a hormonas
anticonceptivas femeninas podria ser factor de proteccion contra ELA (Masrori, P.y
Van Damme, P., 2020; Hardiman, O. et al., 2017; Rooney, J.P.K, et al, 2017).

3.1.5 Fisiopatologia
Existen diversos mecanismos propuestos por los cuales se desarrolla la esclerosis

lateral amiotroéfica:

1. Alteracion de la proteostasis y agregacion de proteinas: Un hallazgo
patolégico importante para la ELA es la acumulacion de proteinas y los
defectos correspondientes en las vias celulares de degradacion las proteinas
(Brown, R.H. y Al-Chalabi, A., 2017). Las mutaciones o variantes patogénicas
en algunos genes conllevan a un mal plegamiento de las proteinas, tienen
una localizacion celular anormal o pueden alterar directa o indirectamente la
maquinaria autofagica, conduciendo a una alteracion de recambio de
proteinas. En la ELA este mecanismo se ve influenciado por los genes: VCP,
UBQLN2, C90RF72, VAPB, OPTN, SQSTM1, TBK1 (Hardiman, O. et al., 2017).
Debido a la homeostasis alterada de proteinas, TDP-43, FUS y SOD1 son
muy propensas a agregarse y formar cuerpos de inclusién intracelulares en
las neuronas afectadas en la enfermedad, muchos depdsitos de proteinas
muestran evidencia de ubicuitinacion (Keon, M. et al., 2021; Brown, R.H. y
Al-Chalabi, A., 2017).

2. Alteracion del metabolismo de RNA: Las proteinas de union a RNA (RBP, por
sus siglas en inglés) como TDP-43 y FUS se encuentran predominantemente
en el nucleo donde se involucran en el metabolismo del RNA. Defectos en
las RBP pueden llevar a anomalias importantes en el transcriptoma. Otros
genes involucrados en este mecanismo son: EWS, TAF15, C9ORF72, ANG,
MATR3, hnRNPA1 y hnRNPA2B1 y ATXN2 (Mejzini, R. et al., 2019; Masrori, P.
y Van Damme, P., 2020). Algunas proteinas no solo se unen a RNA, sino a

otras proteinas. Dicha union se ve aumentada en la ELA, donde hay
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autoensamblaje de proteinas y formacion de agregados. Estas RBP pueden
inducir conformaciones toxicas que se auto propagan y diseminan la
enfermedad entre células (Brown, R.H. y Al-Chalabi, A., 2017).

. Defectos en el transporte axonal y citoesqueleto: En las neuronas el
movimiento de carga (macromoléculas, vesiculas, organelos) a lo largo de
axon es necesario. El complejo dineina-dinactina es el motor molecular de
transporte retrégrado en axones de NM; mutaciones en el complejo llevan a
un desorden en las neuronas motoras inferiores con paralisis de las cuerdas
vocales en humanos (Mejzini, R. et al., 2019; Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N.,
2009). La dinamica del citoesqueleto se ve perjudicada si los genes TUBA4A,
PFN1, KIF5A y DCTN1 se ven alterados (Masrori, P. y Van Damme, P.,
2020).

. Neuroinflamacion: En la ELA ha habido evidencia de procesos inflamatorios.
La secrecion de proteinas inflamatorias por las microglias activadas conlleva
la activacion neurotoxica de los astrocitos que pueden contribuir a la muerte
de neuronas y oligodendrocitos. Los genes COORF72, TBK1 y GRN estan
altamente expresados en la microglia e influyen en su funcion (Mejzini, R. et
al., 2019).

. Disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo: Mutaciones en SOD1 causan dafio
oxidativo a las proteinas mitocondriales y alteran la funcion de la cadena
respiratoria. Variantes patogénicas en CHCHD10 promueven las uniones de
las crestas mitocondriales y dafios al mantenimiento del genoma
mitocondrial. Mutaciones en TARDBP y C9ORF72 también afectan la funcién
mitocondrial (Hardiman, O. et al., 2017). Por otro lado, el estrés oxidativo es
un factor importante en ELA dado que las especies reactivas de oxigeno
(ROS) dafian a las macromoléculas como DNA, proteinas y fosfolipidos,
también puede causar desregulacion del RNA debido a que causa
deslocalizacion y agregacion aumentada en TDP-43 y FUS. SODL1 es una
enzima citosélica antioxidante y, al estar mutada, regula positivamente a las
ROS (Mejzini, R. et al., 2019).
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6. Excitotoxicidad: Es un proceso patolégico de sobreestimulacion de
receptores (AMPA) de glutamato que resulta en dafio neuronal. El nivel de
glutamato es bajo y si se incrementa, hay una estimulacion excesiva de los
receptores, seguido por un flujo masivo de calcio hacia dentro de la célula,
elevacion de la formacién de oxido nitrico y asi promocion de la muerte
neuronal (Mejzini, R. et al., 2019; Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).

7. Transporte nucleocitoplasmico alterado: Se presenta en pacientes con
hexanucleétidos repetidos expandidos en el gen C90RF72, causa
agotamiento nuclear y localizacién erronea en el citoplasma de RBP como
TDP-43 y FUS (Mejzini, R. et al., 2019).

8. Disfuncion de oligodendrocitos: Los oligodendrocitos son células
mielinizadas en el SNC cuya funcion es producir vainas de mielina para aislar
los axones de neuronas. Para la mielinizacion, los oligodendrocitos producen
por glucdlisis, lactato que es liberado al espacio peri axonal a través del
transportador de monocarboxilato 1 (MCT1), las neuronas pueden absorber
lactato a través del MCT2 para apoyar la sintesis de ATP mitocondrial. Si hay
cambios en la produccion de lactato se contribuye a la degeneracién axonal
(Mejzini, R. et al., 2019; Raffaele, S. et al., 2021).

9. Alteracion de la reparacion del DNA: Las proteinas TDP-43 y FUS funcionan
para prevenir o reparar dafios relacionados a la transcripcion del DNA. FUS
repara los rompimientos de dsDNA por ambas vias de recombinacion:
homologa y no-homaéloga. Otros genes implicados en la reparacién del DNA
son: TAF15, SETX, EWSR1, NEK1 y C210RF2 (Mejzini, R. et al., 2019;
Hardiman, O. et al., 2017).

10. Defectos en el transporte vesicular: Los genes asociados a esta via son:
OPTN, VAPB, CHMPB2 y UNC13A. La inhibiciéon prolongada del trafico
vesicular del aparato de Golgi a la membrana plasmatica puede llegar a la
acumulacion de proteinas y fragmentacion de Golgi (se considera una
caracteristica histopatolégica importante en ELA), ésta Ultima es un
desencadenante de la neurodegeneracion (Mejzini, R. et al., 2019).
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El resultado final es que la neurona no es capaz de mantener sus proyecciones
neuronales, conduciendo a la retraccion axonal y denervacion de la célula diana.
Para las NMI la consecuencia es la denervacion del musculo y para las NMS hay
pérdida del control adecuado de las NMI, hipertonicidad y debilidad (Hardiman, O.
et al., 2017). Ademés, la muerte celular de las neuronas motoras en ELA es similar
a la apoptosis dado que hay marcadores bioquimicos que se detectan en ambas

vias (Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).
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Figura 2. Fisiopatologia de la ELA. Nota: Se presentan los principales mecanismos por
los cuales se desarrolla la enfermedad. Tomada y modificada de “Amyotrophic lateral
sclerosis: a clinical review”, por Masrori, P. y Van Damme, P., 2020, European Journal of

Neurology, 27(10).

20



3.1.6 Diagnéstico
El diagnostico de la ELA se basa en la historia clinica, el examen fisico, estudios
electrofisiolégicos y de neuroimagen, estudios genéticos, biomarcadores y en
ocasiones biopsia (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020). Las caracteristicas clinicas
de la ELA son la manifestacién de signos y sintomas de neurodegeneracion de
neuronas motoras superiores e inferiores, ademas de la progresion de los sintomas
(Bucheli, M.E. et al., 2012). El inicio es focal, pero la enfermedad se disemina a otras
regiones del cuerpo (Van Es, M.A. et al., 2017). Hay sintomas clinicos tempranos
comunes que son manifestacion de la disfuncién/degeneracién neuronal en
neuronas motoras (Keon, M. et al., 2021), y son:

e Pérdida de coordinacion.

e Debilidad muscular.

e Cambios de tono vocal.

e Disartria o dificultad para hablar.

e Calambres y espasmos musculares.

e Risay llanto incontrolables (ELA pseudobulbar).

o Dificultades respiratorias: falta de aire o molestias al respirar.

e Disfagia o problemas para tragar.

e Debilidad en los musculos del cuello o “sindrome de la cabeza caida”.

Los signos de afectacion de NMI son la debilidad muscular, atrofia, fasciculaciones
y reduccién del tono muscular. Los signos en NMS son hiperreflexia, aumento del
tono muscular (espasticidad) y lentitud de movimientos (Masrori, P. y Van Damme,
P., 2020). Como ya se mencion0, dependiendo si el inicio es espinal, bulbar o
respiratorio, hay una presentacion de sintomas diferente. En el inicio bulbar se
presentan disartria, disfagia y labilidad emocional; en el inicio espinal hay atrofia
muscular focal que involucra especialmente los muasculos de las manos, los
antebrazos o los hombros en las extremidades superiores, y el muslo proximal o el
musculo distal del pie en las extremidades inferiores; la presentacion es asimétrica.
Los cambios de comportamiento son comunes (hasta el 40% de los casos), siendo

la apatia el sintoma mas prevalente. Ademas, puede presentarse un fenotipo
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cognitivo o conductual compatible con la DFT (Hardiman, O. et al., 2017;
Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).

Existen varias herramientas que ayudan al diagnéstico de la enfermedad:

a) Estudios electrofisioldgicos (Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009)

La electromiografia con aguja concéntrica (EMG) sirve para confirmar
la disfuncion de las NMI (Masrori, 2020).

Estudios de conduccion nerviosa para excluir otros trastornos del
sistema nervioso periférico.

Estimulacion magnética transcraneal (TMS) para la evaluacion no
invasiva de las vias motoras corticoespinales y deteccién de lesiones
de NMS en pacientes sin de signos en NMI.

Tiempo de conduccién motora central (CMCT), cuyo valor es
prolongado en los musculos de al menos una extremidad en la ELA.
Estimulacién de nimero de neuronas motoras (MUNE) proporciona
una estimacion cuantitativa del nimero de axones que inervan a un

musculo.

b) Estudios neuroimagen (Masrori, P.y Van Damme, P., 2020; Wijesekera, L.C.
y Leigh, P.N., 2009; Van Es, M.A. et al., 2017)

Resonancia magnética (MRI) de cerebro y médula espinal para
descartar lesiones estructurales tratables e identificar lesiones en los
tractos corticoespinales en la ELA.

Tomografia por emisién de positrones con 8F-fluorodesoxiglucosa
(*®F-FDG-PET) que detecta hipo/hipermetabolismo motor y extra-

motor del tronco encefalico y corteza temporal medial.

c) Pruebas genéticas en los cinco genes mas prevalentes que se encuentran
mutados en ELA: SOD1, TARDBP, FUS, COORF72 y TBK1 (Masrori, P. y
Van Damme, P., 2020).

d) Biomarcadores (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020; Wijesekera, L.C. y
Leigh, P.N., 2009)

Niveles de neurofilamentos en LCR.

22



e Enzimas musculares: creatinina quinasa sérica, ALT, AST, LDH.

e Hipocloremia y aumento de bicarbonato, asociados con un

compromiso respiratorio avanzado.

e) Biopsia muscular: Se usa para demostrar la disfuncion de NMI cuando los

hallazgos clinicos o electrofisiologicos no lo apoyan o para descartar algun

sindrome mimico (Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).

El criterio diagnéstico empleando la escala de El Escorial (revisado) clasifica a la

enfermedad de acuerdo con la evidencia neurolégica en 4 regiones: tronco

encefalico, cervical, toracica y lumbosacra (Tabla 2).

Tabla 2. Criterio El Escorial para diagnoéstico de la ELA.

Presencia de:

Ausencia de:

Requisitos

a) Evidencia de degeneracion de NMI por examinacion clinica,
electrofisiopatolégica o neuropatolégica.

b) Evidencia de degeneracion de NMS por examen clinico.

c) Expansion progresiva de sintomas y signos hacia una o mas regiones.

a) Evidencia electrofisiologica y patolégica de otros procesos patolégicos que
podria explicar los signos de degeneraciéon de las NMS o NMI.

b) Evidencia de neuroimagen de otros procesos patologicos que podrian explicar
los signos clinicos y electrofisiolégicos.

ELA clinicamente
definida

Evidencia clinica de signos de neuronas motoras superiores e
inferiores en tres regiones

ELA clinicamente
probable

Evidencia clinica de signos de neuronas motoras superiores e
inferiores en al menos dos regiones con algunos signos de NMS
rostrales a los signos de neuronas motoras inferiores.

ELA clinicamente
probable -apoyada
en laboratorio

Signos clinicos de disfuncién de la motoneurona superior e
inferior en una sola region, o signos de la NMS solos en una
region con signos de la NMI definidos por criterios de
electromiografia en al menos dos extremidades, junto con una
aplicacion adecuada de protocolos de laboratorio clinico y de
neuroimagen para excluir otras causas.
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ELA posible

Signos clinicos de disfuncion de la neurona motora superior e
inferior en una sola region, o signos de la NMS solos en dos o
mas regiones; o signos de la NMI rostrales a los signos de la
NMS y no se puede probar el diagndstico de ELA respaldada
por laboratorio clinicamente probable.

Nota: Se muestran los requisitos y las categorias de diagnéstico de la ELA de acuerdo con el criterio
“El Escorial Revisado” en el centro de conferencias de Airlie (1998) por el Comité de Investigacion
en Neurologia de Enfermedades de las Neuronas Motoras. Tomada y modificada de “Amyotrophic
lateral sclerosis”, por Hardiman, O. et al., 2017, Nature Reviews Disease Primers, 3(1).
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En pacientes con presentaciones muy tempranas de la enfermedad, de progresion
lenta o con trastornos del sistema nervioso central o periférico, el diagnostico se
torna desafiante puesto que existe la posibilidad de un diagndstico con “sindromes
gue imitan la ELA” en un 7-8% de los casos. Algunos ejemplos de enfermedades
parecidas a la ELA son mielopatia cervical, miastenia gravis, neuropatia motora
multifocal, entre otras (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020; Hardiman, O. et al.,
2017).

Una herramienta para evaluar la evolucion de la enfermedad es la Escala Revisada
de Calificacion Funcional de ELA (ALS-FRS-R) y es un instrumento validado que
monitorea la progresion de la discapacidad en pacientes con el padecimiento
(Cedarbaum, J.M., et al., 1999).

El prondstico para pacientes con ELA es muy variable. Sin embargo, se conocen
que hay ciertos factores asociados con una supervivencia mas corta, por ejemplo:
inicio bulbar, retraso en el diagnéstico, pérdida pronunciada de peso, presencia de
DFT, inicio con una edad avanzada y factores genéticos (mutacion Ala5Val en
SOD1, expansion de repetidos en C9ORF72 o mutacién P525L en FUS) (Masrori,
P.y Van Damme, P., 2020).

3.1.7 Tratamiento

Los pacientes con ELA requieren una atencion multidisciplinaria en donde se
incluyen en personal de salud médicos especialistas, fisioterapeutas, trabajadores
sociales, neurologas, dietistas, entre otros (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020;
Wijesekera, L.C. y Leigh, P.N., 2009).

Varios sintomas de ELA se pueden tratar con tratamiento farmacolégico y no
farmacologico (Tabla 3). Asimismo, hay tratamientos que modifican la enfermedad.
El farmaco con mas disponibilidad es el riluzol el cual prolonga la supervivencia del
paciente, ya que posee efectos antiglutamatérgicos. Otro medicamento
recientemente aprobado es la edavorona cuya funcién es la disminucién de estrés

oxidativo (Masrori, P. y Van Damme, P., 2020).
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Tabla 3. Tratamiento farmacoldgico y no farmacoldgico para sintomas de ELA.

TRATAMIENTO

SINTOMAS

Farmacologico No farmacolégico
Carbamazepina, fenitoina, Fisioterapia, ejercicio fisico,
Calambres . . .
quinina, levetiracetam. masajes.
Espasticidad Baclofeno, tizanidina, Fisioterapia, hidroterapia,
. Atropina, hioscina, o
Sialorrea _ Atrop o Nebulizacién
. . ., glicopirrolato, amitriptilina,
(hipersalivacion) . .
toxina botulinica.
Dolor Gabapentina, pregabalina, Mejorar la comodidad del
AINEs, opioides y cannabis. paciente
Terapia del lenguaje,
amplificadores de voz, técnicas
Disartria N/A de comunicacién basadas en
interfaces cerebro-
computadora.
Inhibidores selectivos de la
Depresion recaptura de serotonina (SSRI) Apoyo psicolégico
o0 antidepresivos triciclicos
Ansiedad Ansioliticos: Lorazepam Apoyo psicoldgico
. . Cambios en la dieta, ejercicios
Disfagia N/A . J
de deglucion.
. . . Ventilacién no invasiva o
Insuficiencia L . .
. . N/A ventilacion invasiva mediante
respiratoria .
traqueotomia.

Nota: Tomada y modificada de “Amyotrophic lateral sclerosis”, por Hardiman, O. etal., 2017,
Nature Reviews Disease Primers, 3(1) y “Amyotrophic lateral sclerosis”, por Wijesekera,
L.C.y Leigh, P.N, 2009, Orphanet Journal of Rare Diseases, 4(3).

Actualmente se estan desarrollando otros tratamientos innovadores como los RNA
pequefios de interferencia (SiRNA), oligonucleétidos antisentido (AO), uso de virus
adenoasociados (AAV) para la introducciéon de diversas moléculas (como AO) o
terapias basadas en células madre (Mejzini, R. et al., 2019; Brown, R.H. y Al-
Chalabi, A., 2017; Oskarson, B. et al., 2018).

3.1.8 Espectro ELA/DFT
Se denomina demencia frontotemporal (DFT) al grupo de trastornos

neurodegenerativos causado por alteraciones patoldgicas localizadas en los I6bulos
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frontal y temporal que desencadenan la disfuncion progresiva del funcionamiento
ejecutivo, lenguaje y comportamiento (Young, J.J. et al., 2017; Rodriguez-Leyva, |.
et al., 2019). El término degeneracion lobar frontotemporal (DLFT) es usado para
aguellos casos donde los pacientes presentan clinicamente el trastorno y cuentan

con evidencia genética o histopatolégica de DFT (Rodriguez-Leyva, |. et al., 2019).

Es la segunda forma mas comun de demencia en personas menores de 65 afios y
la tercera en mayores de 65 afios (Khan, |. y De Jesus, O., 2021). La incidencia es
de 1.61-4.1/100,000 hab. por afio y la prevalencia es de 15-22/100,000 hab. (Olney,
N.T. etal., 2017; Khan, I. y De Jesus, O., 2021). La edad promedio de aparicion es
entre los 45 y 65 afos, aunque se han documentado casos en menores de 30 afios
y ancianos (Olney, N.T. et al., 2017). La sobrevivencia promedio es de 8 a 10 afios

después del inicio de la enfermedad (Wen, X. et al., 2017).

Al igual que la ELA, la DFT se clasifica como esporédica (DFTs) y familiar (DFTf)
sin embargo, ésta ultima abarca hasta el 40% de los casos totales (Khan, |. y De
Jesus, O., 2021).

Tras hallazgos clinicos, patolégicos y genéticos se sabe que la ELA y la DFT son
parte del mismo espectro clinico-patolégico. Aunque ambas tienen caracteristicas
clinicas diferentes, se han encontrado que las dos enfermedades ocurren en la
misma familia o simultaneamente en el mismo paciente. De hecho, alrededor el 15%
de los pacientes con ELA desarrollan DFT y del 12.5 a 14% de pacientes con DFT
tienen una enfermedad neuromotora. Por esta superposicion y relacion entre las
dos patologias, se le describe como espectro ELA/DFT (Wen, X. et al., 2017;
Casterton, R.L. et al., 2020; Masrori, P. y Van Damme, P., 2020).

3.1.8.1 Variantes de demencia frontotemporal
La demencia frontotemporal se puede clasificar clinicamente en cuatro categorias,
dependiendo si hay un deterioro en la conducta o en el lenguaje (Tabla 4). Cada
una tiene caracteristicas clinicas diferentes, pero conforme la enfermedad avanza

es posible el traslape entre ellas (Rodriguez-Leyva, |. et al., 2019).

26



Tabla 4. Variantes clinicas de DFT.

Cambios de comportamiento o personalidad: desinhibicion,
pérdida de reactividad emocional y percepcion de la
enfermedad, apatia, pensamiento abstracto deteriorado,
funcién ejecutiva que empeora progresivamente y pérdida
de emociones fundamentales. Se conserva la memoria.
Presentacion de habla interrumpida por el esfuerzo y

No fluente , o
_ parafasia (palabras desordenadas), dificultad para
agramatical comprender oraciones complejas y nombrar objetos. La
(nfvPPA) memoria, pensamiento abstracto y capacidad de calculo
son conservadas al principio de la enfermedad.
Dificultades en el lenguaje: afasia (pérdida de vocabulario o
. .. dificultad para encontrar las palabras), dificultad para
Semantica

encontrar el significado de las palabras, comprensién
(svPPA) alteradas y dificultad para reconocer caras u objetos
desconocidos. El habla es fluida, pero carece de sentido.
La memoria es afectada al final de la enfermedad.

Deterioro del lenguaje en la nomenclatura y sintaxis de las

oraciones. El habla es interrumpida con “sonidos de
(IvPPA) relleno”, afasia, pausas frecuentes, errores fonoldgicos y en
la repeticion de oraciones mal formadas.

Logopénica

Nota: Se muestran las variantes fenotipicas de DFT con su descripcién. Tomada y
modificada de “Frontotemporal Lobe Dementia”, por Khan. | y De Jesus, O., 2021,
StatPearls, “Frontotemporal dementia: latest evidence and clinical implications”, por Young,
J.J. et al.,, 2017, Therapeutic Advances in Pshycopharmacology, 8(1) y “Demencia
frontotemporal: revision y nuestro punto de vista”, por Rodriguez-Leyva, |. et al., 2018,
Revista Mexicana de Neurociencia, 19(6).

De igual manera, se puede dividir a la DLFT de acuerdo con sus caracteristicas

histopatoldgicas (Sun, L. y Eriksen, J.L., 2011 Young, J.J. et al., 2017), dependiendo

del tipo de inclusiones que se presenten:

a)
b)
c)
d)

e)

DLFT-tau: inclusiones de proteina tau (gen MAPT).

DLFT-TDP: inclusiones de proteina TDP-43 (genes TARDBP y GRN).
DLFT-UPS: inclusiones con proteina desconocida (gen CHMP2B).
DLFT-FUS o DFLT FET: inclusiones con proteina FUS, EWSR1 o TAF15
(genes FUS, EWSR1 o TAF15).

DLFT-ni: sin inclusiones.
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Por ultimo, el espectro ELA/DFT se clasifica en subgrupos de acuerdo con los
déficits neuropsicologicos (Van Es, M.A. et al., 2017; Babi¢ Leko, M. et al., 2019).

a) ELA/DFT: ELA con bvDFT, nfvPPA, svPPA o IVPPA.

b) ELA-bi: ELA con cambios de comportamiento.

c) ELA-eci: ELA con evidencia de disfuncion ejecutiva.

d) ELA-neci: ELA sin disfuncion ejecutiva, pero deterioro en otros dominios

cognitivos.

e) ELA-ci: ELA con deterioro cognitivo.

f) ELA-cbi: ELA con deterioro cognitivo y conductual combinado.

g) DFT-ENM: Diagnoéstico primario de DFT con evidencia neuropatologica de

degeneracion en motoneuronas.

3.1.8.2 Neuropatologia de DFT y genes asociados.
Existen mas de 10 genes asociados al desarrollo de DFT (Tabla 5), siendo los mas
frecuentes MAPT, GRN y C90RF72 (Olney, N.T. et al., 2017).

Tabla 5. Principales genes asociados al desarrollo de DFT.

Gen Locus Proteina codificada Funcién
MAPT 17¢921.32 Talfl aSO,CIada a Transporte, estructura y sefializacion celular
microtubulos
GRN 17q21.32 Progranullna Crecimiento Cier#lgﬁ;%?grllon lisosomal e
C90RF72 9p21.2 C9orf72 Autofagia, metabolismo de RNA
TARDBP 1p36.2 TDP-43 Metabolismo de RNA
FUS 16p11.2 FUS Metabolismo de RNA
CHCHD10 220911.23 CHCHD10 Estabilidad e integridad mitocondrial
UBQLN2 Xpll.21 Ubiquilina 2 Degradacion proteica
TBK1 12q14.1 TBK1 Autofagia
SQSTM1 5035 SQSTM1/P62 Autofagia
VCP 9pl13 VCP Degradacion proteica y fusién membranal
CHMP2B 3pll CHMP2B Endocitosis y trafico de proteinas

Nota: Se muestran algunos genes y proteinas relacionadas con el desarrollo de DFT.
Tomada y modificada de “The Overlapping Genetics of Amyotrophic Lateral Sclerosis and
Frontotemporal Dementia”, por Abramzon, Y.A. et al., 2020, Frontiers in Neuroscience, 14.

El mecanismo patologico de la DFT es el depdsito intracelular de agregados de
proteinas de manera anormal en los l6bulos frontal y temporal que causan la
degeneracion de neuronas, formacién de microvacuolas y astrocitosis. Por ello, la

DLFT puede clasificarse dependiendo de los componentes celulares de las

28



inclusiones celulares (Sivasathiaseelan, H. et al., 2019; Khan, |. y De Jesus, O.,
2021).

Asimismo, la DFT y la ELA comparten algunos mecanismos que llevan a la
neurodegeneracion: disfuncion mitocondrial, alteracidon en la proteostasis, defectos
en el procesamiento de RNA, autofagia y trafico vesicular (Abramzon, Y.A. et al.,
2020). No es sorprendente ver que varios genes (TARDBP, COORF72, etc.) estan
implicados en ambas patologias, confirmando el espectro ELA/DFT (Figura 3).

% de mutaciones conocidas por gen que causan ELA o DFT

100 D 50 25 0
| | | | |ELA
I 1 1 1 IDFT
0 25 50 75 100

| T 1

ATXN2 veP GRN
SETX FuUs MAPT
SOD1  1ARDBP CIORF72 CHMP2B PSEN1
VAPB sk PSEN2

DCINT

Figura 3. Genes asociados al espectro ELA/DFT. Nota: Se presentan algunos genes
involucrados en ELA, DFT y ELA/DFT con su porcentaje de variantes patogénicas. Tomada
y modificada de “Genetics of ALS” (p.388), por McLaughlin, R.L. et al., 2015, Movement
Disorder Genetics.

3.1.8.3 Diagndstico y tratamiento.
Para el diagndstico de la DFT se utilizan las siguientes herramientas:
a) Pruebas de laboratorio: Biomarcadores (neurofilamento de cadena liviana) y
pruebas genéticas (Van Es, M.A. et al., 2017; Khan, I. y De Jesus, O., 2021).
b) Estudios de neuroimagen: Resonancia magnética de cerebroy ®F-FDG-PET
(Masrori, P. y Van Damme, P., 2020; Rodriguez-Leyva, I. et al., 2019; Khan,
I. y De Jesus, O., 2021).

29



c) Examenes neurocognitivos: Mini-examen del estado mental (MMSE) que
evalla memoria, cognicion, lenguaje, atencioén/orientacion y las funciones

ejecutivas (Khan, I. y De Jesus, O., 2021).

Dado que hay pruebas neuropsicologicas convencionales que dependen de la
capacidad de hablar y escribir, puede que no sean adecuadas para un paciente con
ELA. Por ello ya existen varias herramientas disefiadas para los pacientes ELA/DFT,
por ejemplo, la Evaluacién Cognitiva Breve ELA (ALS-BCA), la Evaluacién Cognitiva
Conductual ELA (ALS-CBS), Cuestionario ELA/DFT (ALS-FTD-Q) y la Evaluacién
de ELA Cognitiva y Conductual de Edimburgo (ECAS) (Van Es, M.A. et al., 2017).

El tratamiento para la DFT es meramente sintomatico donde las intervenciones no
farmacologicas son las opciones mas viables dada la falta de un tratamiento

farmacologico efectivo (Rodriguez-Leyva, |I. et al., 2019).

a) Tratamiento no farmacoldgico: enfoque ambiental (reducir ruido, limitar
sobreestimulacion, eliminar actividades diarias complicadas, etc.) y la
introduccion de pasatiempos (Rodriguez-Leyva, |. et al., 2019).

b) Tratamiento farmacoldgico: Los inhibidores de la recaptura de la serotonina
pueden mejorar la conducta, desinhibicion o irritabilidad, pero no tienen
efecto en sintomas cognitivos. Los antagonistas dopaminérgicos selectivos
pueden mejorar la motivacion y apatia. Clomipramina y carbamazepina para
conductas compulsivas. Actualmente, se encuentran en ensayos clinicos
varios farmacos modificadores de la enfermedad (Rodriguez-Leyva, |. et al.,
2019; Khan, I. y De Jesus, O., 2021).

3.2 Gen C90ORF72
Uno de los principales genes asociados al desarrollo de ELA y ELA/DFT es el
C90ORF72.

El gen CO9ORF72 o subunidad compleja C9orf72-SMCR8, anteriormente llamado
marco abierto de lectura 72 cromosoma 9 (HUGO Gene Nomenclature Commitee
[HGNC], 2020), se localiza en la region cromosOmica 9p21.2. Este gen esta

conformado por 12 exones los cuales codifican para 3 variantes transcripcionales y
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dos isoformas de proteinas (Figura 4). Los exones del gen han sido determinados
como la, 1b, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 (Souza, P. et al., 2015).

Secuencia de DNA
(GGGGCQ), rATG

omre IH

1a 1b 2 34567 8 910 11

Transcripcion

Variantes transcripcionales

(GGGGCQ), rATG ~TAA C9orf72-S
l ilulw Traduccion
Variante 1 —:7 H T =
o
la 2 345 1 222
(GGGGCQ), ATG -TAA

weer— - TIAAAACAA
6 C9orf72-L

1a 1b 2 345

Traduccion
(GGGiJCC)" ATG / 481
[ o | [
Variante 3 «!7 -% ‘

la 2 5678910 11

Figura 4. Estructura del gen C90ORF72, sus variantes

transcripcionales producidas por splicing alternativo e isoformas de

proteinas para las que codifica. Nota: Los exones codificantes se

representan en color blanco y los no-codificantes en color azul, asi

como el coddn de inicio (ATG) y el codon de paro (TAA); se indica

con color rojo la localizacién del hexanucleoétido repetido G4C» para

cada transcrito. Tomada y modificada de “C9orf72-mediated ALS

and FTD: multiple pathways to disease” (p.31), por Balendra, R. e

Isaacs, A., 2018, Nature Reviews Neurology, 14(9).
Las variantes transcripcionales difieren entre si dependiendo del sitio donde inicia
la transcripcion y los exones codificantes involucrados. La variante 1 inicia en el
exdn la y los exones codificantes son del 2 al 5, los cuales al traducirse generan
una proteina de 222 aminoacidos denominada C9orf72-S (short), C9-S o isoforma
b. Por otra parte, la variante 2 inicia en el exon 1b y la variante 3 en el exdn 1a;
ambas involucran como exones codificantes del 2 al 11, los cuales se traducen en

una proteina mas larga de 481 aminoacidos conocida como C9orf72-L (long), C9-L
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o isoforma a (Balendra, R. e Isaacs, A.M., 2018; Xiao, S. eta al., 2015; National

Center for Biotechnology Information [NCBI], 2021).

De manera general, los transcritos de COORF72 se han encontrado en todos los
tejidos, pero son mayormente expresados en rifidn, pulmén, higado, corazoén,
testiculo y cerebelo (The Human Protein Atlas, 2021; UniProt, 2021). La variante
transcripcional 1 estd principalmente expresada en testiculos, cerebro fetal,
cerebelo y corteza frontal (Souza, P. et al.,, 2015). La variante 3 se encuentra
mayormente en cerebro, cerebelo, ovario, pulmén y en las trompas de Falopio
(University of California Santa Cruz [UCSC], 2019). Y la variante 2 se ha reportado
gue se expresa en niveles mas altos que las variantes 1y 3 en los tejidos del sistema
nervioso central (SNC) (Balendra, R. e Isaacs, A.M., 2018).

Se ha observado que el gen C9ORF72 es altamente conservado entre los metazoos
(organismos eucariotas pluricelulares) a excepcién de Drosophila melanogaster.
Cuando se comparan las regiones codificantes del gen humano COORF72 con sus
ortdlogos, se encuentra una alta similitud a nivel de secuencia de nucleétidos y
aminoacidos. Por ejemplo, con el ratén hay una similitud del 91.89% en nucledétidos
(nt) y 98.75% en aminoacidos (aa); con la rata 89.4% nty 97.71% aa; con la gallina
83.3% nt, 93.56% aa; y con el pez zebra 68.55% nt, 76.14% aa. Este alto grado de
homologia sugiere que el gen C9ORF72 podria tener funciones biologicas

fundamentales (Xiao, S. et al., 2016).

3.3 Proteina C9orf72

3.3.1 Estructurade la proteina

La proteina C9orf72, cuyo nombre oficial es proteina C9orf72 de intercambio de
nucledtidos de guanina (Guanine nucleotide exchange C9orf72 protein), tiene 2
isoformas: la isoforma larga C9-L (481 aa, 54 kDa) y la isoforma corta C9-S (222 aa,
24kDa) (Xiao, S. et al., 2015).

En su estructura secundaria, la isoforma C9-L contiene 16 a-hélices y 15 laminas j,

mientras que la isoforma C9-S tiene aproximadamente 8 a-hélices y 10 laminas 3
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(UniProt, 2021; The Phyre2 web portal for protein modeling, 2015). La estructura

terciaria de ambas isoformas se muestra en la Figura 5.

Isoforma C9-L Isoforma C9-S

Figura 5. Estructura terciaria de las isoformas C9-L y C9-S de la proteina
C9orf72 de intercambio de nucleétidos de guanina. Nota: Se muestra en
color rosado las a-hélices y en amarillo las laminas 3. Tomada y
modificada de la plataforma The Phyre2 web portal for protein modeling,
prediction and analysis, de Kelley L.A. et al, 2015,
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cqgi?id=index).

Actualmente aun se estan estudiando las modificaciones post-traduccionales que
sufre la proteina, solo se han confirmado la fosforilacion en el sitio S9 y la
ubicuitinacion en K388, l6gicamente la isoforma C9-L tiene modificaciones en estos
2 sitios y la proteina C9-S solo en S9. También faltan mas estudios para confirmar
una fosforilacion en T440 (iPTMnet, 2021; ActiveDriverDM'21, 2021,
PhosphoSitePlus, 2019).

3.3.2 Localizacion subcelular y celular

La isoforma C9-L se ha encontrado de manera difusa y granular en el citoplasma
del soma y neuritas de neuronas motoras; de igual manera se encontré en células
de Purkinje: de manera difusa en el citoplasma y en forma de manchas en sus

dendritas. La isoforma C9-S se ha localizado puntualmente en la membrana nuclear
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de neuronas motoras y células de Purkinje, y difusamente en el nlcleo de neuronas
motoras (Xiao, S. et al., 2015). Se ha encontrado que la isoforma C9-L esta
predominantemente expresada en regiones presindpticas de cerebro humano
(Frick, P. et al., 2018).

Ambas isoformas se han distribuido en vesiculas citoplasmicas como endosomas,
lisosomas y otras vesiculas relacionadas con autofagia (Braems, E. et al., 2020;
Farg, M.A. et al., 2014; Shi, Y. et al., 2018).

3.3.3 Expresion de la proteina en los tejidos

La proteina C9orf72 se expresa altamente en células mononucleares de sangre
periférica, testiculo, ovario, duodeno, intestino delgado, colon, rifidn, prostata. Otros
tejidos donde también se ha encontrada expresada la proteina, pero en menor
cantidad, son: la glandula tiroidea, glandula suprarrenal, bronquios, pulmén,
estbmago, recto, vesicula biliar, epididimo, cérvix, placenta, musculo cardiaco,
musculo esquelético, apéndice, bazo, ganglios linfaticos, anginas y médula 6sea,
corteza cerebral, hipocampo, nucleo caudado, mucosa oral, glandulas salivares,
higado, pancreas, vesicula seminal, trompas de Falopio, endometrio, pecho, tejido
blando, tejido adiposo y piel (Gene Cards, 2021; The Human Protein Atlas, 2021).

Adicionalmente también se ha encontrado en la corteza frontal (UniProt, 2021).

3.3.4 Funciones de la proteina

3.3.4.1 Funciodn en el trafico membranal.
El trafico membranal es un concepto que abarca una amplia variedad de procesos
que intervienen en el movimiento de “carga”’ (proteinas, patdogenos y otras
moléculas) por medio de vesiculas de transporte a través de una membrana. Este
proceso ocurre dentro de los diferentes organelos de una misma célula o a través
de la membrana celular hacia el ambiente extracelular o desde este mismo. En este
transporte de moléculas, la célula cuenta con un sistema complejo y altamente

regulado con el fin de asegurar especificidad (MBI, 2018).
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Las funciones especificas del trafico membranal en las neuronas son: la regulacion
de la composicion de proteinas y organelos en dendritas y axones, la transmision
sindptica y la distribucion correcta de diversos receptores de superficie. Conociendo
estas funciones, no es dificil suponer que practicamente el trafico membranal esta
involucrado en todos los aspectos de la funcidon neuronal, particularmente en el

mantenimiento y la degeneracion neuronal (Kiral, F.R. et al., 2018).

Las Rab GTPasas son la rama de proteinas mas grande de la superfamilia Ras cuya
funcidon principal es la organizacion del trafico membranal intracelular. Estas
proteinas estan presentes en todas las células eucariotas y se encargan de mediar
procesos fundamentales de clasificacion de vesiculas y su transporte entre
membranas. Existen mas de 60 Rab GTPasas que son codificadas por el genoma
humano, 24 de estas son especificas o enriquecidas en el SNC. Al igual que otras
pequefias GTPasas, las proteinas Rab pueden estar es estado activo o inactivos a
través de la union de GTP o GDP en sus regiones interruptoras (Figura 6) (Kiral,
F.R. et al.,, 2018). El cambio entre estas dos conformaciones se realiza de la

siguiente manera:

a) Cambio de GDP a GTP
Cuando las proteinas Rab estan unidas a GDP estan en un estado inactivo.
Su afinidad por el GDP es alta y su velocidad de disociacion es lenta, asi
necesitan al “factor de intercambio de nucleotidos de guanina” (GEF, por sus
siglas en inglés) para desplazar eficientemente al GDP y permitir la union al
GTP para pasar a un estado activo. Una proteina Rab activa se puede unir a
moléculas efectoras que promueven el trafico de vesiculas (Bos, J.L., et al.,
2007; Wang, S. et al., 2017).

b) Cambio de GTP a GDP
Las proteinas Rab tienen una actividad intrinseca de hidrolizar al GTP a GDP,
empero este proceso es lento y necesitan de una “proteina activadora de
GTPasa” (GAP, por sus siglas en inglés) para pasar de un estado activo a un

estado inactivo de manera mas eficiente (Bos, J.L., et al., 2007).
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Figura 6. Ciclo de las Rab GTPasas. Nota: Las proteinas Rab oscilan entre

dos conformaciones: un estado activo (unido a GTP) y uno inactivo (unido

a GDP). Dichos estados son promovidos por un GEF que cataliza la

conversion de union de GDP a GTP, y por un GAP que hidroliza al GTP

para formar GDP. Las proteinas Rab activas promueven una cascada de

sefializacion a través de su interaccion con proteinas efectoras. Tomada y

modificada de “Rab GTPases: Emerging Oncogenes and Tumor

Suppressive Regulators for the Editing of Survival Pathways in Cancer”,

por Gopal Krishnan, P.D., et al., 2020, Cancers, 14(2), 259.
C9orf72 cuenta con un dominio DENN (Expresado Diferencialmente en Células
Normales y Neoplasicas) que se ha estudiado como un dominio que funciona
enzimaticamente como un GEF y asi interactia con algunas RabGTPasas. Por
tanto, se infiere que la proteina C9orf72 actia como GEF con distintas proteinas
Rab para regular el trdfico membranal. De igual manera, se ha demostrado in vitro
gue C9orf72 también puede actuar como GAP con otras proteinas Rab (Nassif, M.

et al., 2017; Marat, A.L., 2011; Tang, B.L., 2016; Tang, D. et al., 2020a).

En 2016 se publicé en la revista EMBO Journal un nuevo complejo proteico que
involucra a las proteinas C9orf72, SMCR8, y WDR41 (Sellier, C. et al., 2016;
Almeida, S. y Gao, F.,2016). La proteina SMCR8 (Region cromosomica del

sindrome de Smith-Magenis, candidato 8) tiene también un dominio DENN y con
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ello se predice que funciona como GEF (Tang, B.L., 2016; Almeida, S. y Gao, F.,
2016). Por otro lado, WDRA41 (Proteina que contiene repeticiones WD 41) por si sola
no tiene una funcion en especifico, pero cuando se encuentra junto con C9orf72 y
SMCRS8 funciona para localizar al complejo en el lisosoma en condiciones de
inanicién (Braems, E. et al., 2020; Pang, W. y Hu, F., 2020). La estructura del
complejo C90RF72-SMCR8-WDR41, referido de aqui en adelante como complejo
CSW, por medio de microscopia crioelectronica (cryo-EM) ha sido elucidada como
dimero de heterotrimeros CSW, en el cual SMCR8 se une a C9orf72 (C9-L) y a
WDRA41, estas dos ultimas proteinas no tienen una interaccién directa. La regién C-
terminal de C9orf72 y el dominio DENN de SMCR son necesarios para la
dimerizacion del complejo CSW (Figura 7) (Tang, D. et al 2020b; Pang W. y Hu, F.,
2020).
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Figura 7. Estructura del complejo C9orf72-SMCR8-WDR41. Nota: A) Se muestra la
estructura general y tamafio del complejo CSW, asi como sus dominios DENN,
Longin y dedos de arginina. Las proteinas C9orf72, SMCR8 y WDR41 se muestran
en colores azul, verde y naranja, respectivamente. B) Interfaz entre el dominio DENN
de SMCR8 y la region C-terminal de C9orf72, esta interaccién media la dimerizacién
de los dos protémeros del complejo CSW. Tomada y modificada de “Cryo-EM
structure of COORF72-SMCR8-WDRA41 reveals the role as a GAP for Rab8a and
Rab11a”, por Tang, D. et al., 2020a, Proceedings of the National Academy of
Sciences, 117(18).

El complejo CSW al tener 2 proteinas con dominio DENN ha sido descrito como un

complejo GEF para ciertas proteinas Rab, demostrando cierto grado de
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especificidad (Nassif, M, 2017; Almeida, S. y Gao, F., 2016). Una vez que el
complejo activa a las Rab GTPasas, se reclutan proteinas efectoras rio debajo las
cuales pueden ser GEFs y GAPs para otras proteinas Rab, proteinas de unién que

facilitan la fusion de vesiculas y muchas otras (Pang, L. y Hu, F., 2020).

Al estudiar con mas profundidad al complejo CSW se ha encontrado que la proteina
SMCR posee un residuo de dedo de arginina R147, confiriéendole al complejo
actividad como GAP para pequeifias GTPAsas, como las Rag GTPasas y las Arf
GTPasas, miembros de la superfamilia Ras (Pang, L. y Hu, F., 2020). CSW también
puede funcionar como un complejo efector en la autofagia. Asimismo, interactla
con otras proteinas como p62 y optineurina (Pang, L. y Hu, F., 2020; Almeida, S. y
Gao, F., 2016). En la Tabla 6 se ilustran las funciones del complejo CSW con

distintas GTPasas.

Tabla 6. Interaccién del complejo CSW con pequefias GTPasas.

Complejo CSW

GTPasa funciona como: Via involucrada
GEF GAP Efector
Rabla 4 Iniciacién de autofagia
Rab3 v Sinapsis
Rab5 v Endocitosis (endosoma temprano).
Autofagia
Rab7 v Endocitosis (endosoma tardia). Autofagia
Rab8a* v v Autofagia
Rablla* 4 v Endocitosis (reciclaje endosomal).
Autofagia y sinapsis
Rab39b v Autofagia
Arfl v Trafico membranal en aparato de Golgi.
Via de sefializacion de mTORC1
Arf6 v Trafico membranal durante endocitosis
Autofagia/ Modulacién de la inflamacion
Rag* é? é? &? Via de sefializacion mTORC1/ Autofagia

Nota: *Resultados inconsistentes entre diversos grupos de estudio, se requiere mas
investigacion. Tabla tomada y modificada de “Cellular and physiological functions of
C90RF72 and implications for ALS/FTD”, por Pang, W. y Hu, F., 2020, Journal of
Neurochemistry, 157(3).
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3.3.4.1.1 Endocitosis.

La endocitosis es un mecanismo que tiene la célula para incorporar grandes
cantidades de moléculas extracelulares de forma masiva. Dichas moléculas son
englobadas por una parte de membrana plasmatica que se va cerrando hasta formar
vesiculas. Este proceso sirve para la degradaciéon de las moléculas captadas,
ademas también funciona para el reciclaje de moléculas que se encuentran en la
membrana plasmatica y funciona para compensar procesos de exocitosis.
Posteriormente esas vesiculas se fusionan con compartimentos internos como los
llamados endosomas, los cuales se clasifican como tempranos, tardios o cuerpos
multivesiculares; dependiendo de su funcion son una estacion de llegada,
clasificacion y reparto de moléculas que se comunica con otros compartimentos de

la célula como el lisosoma o el aparato de Golgi (Megias, M. et al., 2021).

Respecto a la funcion de C9orf72 en endocitosis, estudios realizados en lineas
celulares neuronales han probado que esta proteina se co-localiza con Rab5, Rab7
y Rabl1l, las cuales se asocian al endosoma temprano, endosoma tardio y reciclaje
endosomal, respectivamente (Farg, M.A. et al., 2014; Shi, M. et al, 2017). De hecho,
la asociacion C9orf72 a Rab5 puede facilitar el papel de esta GTPasa en el trafico
vesicular y la maduracibn del endosoma temprano para incrementar la
supervivencia neuronal (Shi, Y. et al 2018; Zeigerer, A., et al. 2012; Braems, E. et
al., 2020).

3.3.4.1.2 Macroautofagia.

La macroautofagia es un proceso en el que una vesicula de doble membrana
(autofagosoma) envuelve a una carga o sustrato citosolico (proteinas mal plegadas,
organelos dafiados, etc.) para después fusionarse con el lisosoma y asi permitir su
degradacion y reciclaje. Ciertos autofagosomas se pueden fusionar con endosomas
antes de llegar al lisosoma, a estas vesiculas intermedias se les denomina
“anfisomas” y es un indicio de como la macroautofagia esta conectada con otros

procesos celulares (Nassif, M. et al., 2017; Webster, C.P. et al., 2016). EIl proceso
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cuenta con 4 etapas (Webster, C.P. et al., 2016) (Figura 8) y son: a) translocacion
e iniciacion, b) elongacion y reclutamiento de la carga, ¢) compleciéon/ maduracion y

cierre y d) fusion con el lisosoma y degradacion.
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Figura 8. Etapas de la macroautofagia. Nota: La autofagia inicia con el aislamiento de

doble membrana, la cual se va elongando para poder rodear a la carga (organelos y

proteinas), posteriormente se forma el autofagosoma mediante su maduracion y cierre

(complecion) y finalmente se fusiona con el lisosoma para constituir una estructura

conocida como autofagolisosoma o autofagolisoma, en la cual se degrada la carga

mediante hidrolasas lisosomales. Tomada y modificada de “Autophagy in C. elegans”

(p-3), por Meléndez, A. y Levine B., 2009, WormBook.

El complejo CSW actla en cada paso de la autofagia de la siguiente manera:

a) Translocacion e iniciacion.
El complejo CSW se une a la proteina Rabl (ya activa) y media su
interaccién con el complejo ULK1 para translocarlo al fagoforo (Webster,
C.P. et al., 2016). De igual forma se sabe que la proteina TBK1 (quinasa
1 de union a TANK) fosforila a SMCR8 en el complejo CSW para que
actie como GEF para Rab39, contribuyendo a la activacion y
translocacion del complejo ULK1 (Nassif, M. et al., 2017) (Figura 9A)
b) Elongacion y reclutamiento de la carga.

El complejo CSW interactta con las proteinas Rab8a y Rab39b, estas se
unen a las proteinas p62/SQSTM y optineurina (OPTN). La proteina
Rab8a recluta a TBK1 para que fosforile a OPTN y potenciar su
interaccion con LC3-1l (proteina de cadena ligera 1A/1B asociada a
microtubulos) con el fin de facilitar el reclutamiento de la carga y la

progresion de la autofagia (Figura 9B).
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C) Complecion/ maduracion y cierre.
El complejo CSW activa a Rab5 para promover la maduracién y cierre del
autofagosoma (Webster, C.P. et al., 2016; Pang, W. y Hu, F., 2020; Zhou,
F. et al.,, 2017). El complejo CSW al activar a Rab11l puede mediar la
formacion de anfisomas (Pang, W. y Hu, F., 2020; Nassif, M. et al., 2017,
Ao, X. et al., 2014) (Figura 9C).

d) Fusion con el lisosoma y degradacion.
La proteina Rab7, mediante el complejo CSW, es la encargada de la
fusion entre el autofagosoma o anfisoma con el lisosoma para formar el
autolisosoma (Kuchitsu, Y. y Fukuda, M. et al, 2018). Otras Rab que
también se han descrito como involucradas en este paso final son Rab8b
y Rab9 (Webster, C.P. et al., 2016, Nassif, M. et al., 2017; Pang, W. y Hu,
F., 2020) (Figura 9D).
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Figura 9. Complejo CSW regula la iniciacion y progresion en la macroautofagia. Nota:
El complejo CSW: A) actua rio debajo de Rabl para reclutar al complejo ULK1 al
fagdforo. B) interactia con Rab8 y Rab39 para la entrega del sustrato (carga) a los
autofagosomas, C, D) interactia con Rab5 y Rab7 para la maduracién deal
autofagosoma y fusién del autofagosoma-lisosoma, respectivamente. Tomada y
modificada de “Cellular and physiological functions of COORF72 and implications for
ALS/FTD”, por Pang, W.y Hu, F., 2020, Journal of Neurochemistry, 157(3).
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3.3.4.1.3 Otras vias de trafico membranal.

Las C9orf72 y SMCRS8 tienen una funcion en la exocitosis lisosomal pues la
deficiencia de ambas proteinas causa un incremento en la exocitosis lisosomal en
macroéfagos (Braems, E. et al., 2020; Pang, W. y Hu, F., 2020). La C9orf72 actla
como GEF para la proteina Rab7L1, la cual se localiza en el aparato de Golgi y se
ha demostrado participa en la secrecion de vesiculas extracelulares y en el trafico
de la red trans-Golgi (TGN) (Aoki, Y. et al., 2017; Braems, E. et al., 2020). Debido a
gue la C9orf72 se localiza en el poro nuclear e interactlia con sus componentes,
podria tener un rol en el transporte nucleocitoplasmico. (Braems, E. et al, 2020;
Freibaum, B.D. et al., 2015).

3.3.4.2 Funcién en el sistemainmune.
La proteina C9orf72 es altamente expresada en células mieloides, especialmente
en las microglias, lo que da una pauta de que esta implicada en la modulacién de la
inflamaciéon (Pang, W. y Hu, F., 2020; Trageser, K.J. et al., 2019).

La autofagia y el tréfico endolisosomico estan relacionados con la inflamacion dado
gue su funcién es eliminar los componentes innecesarios o peligrosos para la célula,
y las proteinas mMTORCL1 y C9orf72 cumplen un rol importante en cada uno de ellos
(Figura 10A).

Se han propuesto diversos mecanismos en los cuales la proteina C9orf72 o el

complejo CSW modulan la inflamacién (Figura 10B):

a) El complejo CSW modula la actividad de los receptores tipo Toll (TLRS)
endosomales (Pang, W. y Hu, F., 2020). El TLR9 detecta oligodeoxinucledtidos
que contienen DNA/CpG bacteriano (CpG ODN) dentro del compartimiento
endosomal. Al activarse, hay una cascada de sefalizacion para la transcripcion
de genes asociados a citocinas. La proteina Arf6é en su forma activa incrementa
la captacion de CpG ODN con el fin de aumentar la sefalizacién de TLR9. El
complejo CSW actia como GAP para Arf6, reduciendo la via de sefializacion de
TLR9 y por consiguiente disminuyendo la produccién de citocinas (Zhou, W., et
al., 2013; Echeverri, N.P. y Mockus, I., 2008; Pang, W. y Hu, F., 2020).

42



b) La proteina C9orf72 suprime la produccion del interferon de tipo | (IFN-1) en la via
CGAS-STING. La transcripcion geénica del IFN-I (a y B) es regulada por STING
(proteina estimuladora de genes de interferon). C9orf72 facilita la degradacion
lisosomal de STING, impidiendo asi la transcripcién de la citocina (Pang, W. y
Hu, F., 2020; Martin-Sanchez, O., et al., 2019; Barber, G.N., 2015; Zhang, C. et
al. 2019).

c¢) C9orf72 es clave para la funcion lisosomal. Cuando no hay una degradacion de
sustratos, citocinas o receptores involucrados en la respuesta inmune se puede
presentar un aumento en la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, si los TLRs u
otros receptores no se degradan, se prolonga su sefalizacion que conduce a
inflamacioén. (Pang, W. y Hu, F., 2020).

d) C9orf72 regula la inflamacién mediante mTORC1. Aunque no se sabe con
exactitud su interaccion, hay estudios en los que se inhibié a mTORCL1 en ratones
con bajos niveles de C9orf72 y SMCRS8 rescatandolos de esplenomegalia y otras
respuestas inflamatorias. Esto indica que mientras mTORC1 promueve la
respuesta inflamatoria, el complejo CSW la disminuye. (Pang, W.y Hu, F., 2020;
Bodur, C. et al., 2017).
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Figura 10. La funcién del complejo CSW en la respuesta inmune innata. Nota: a) C9orf72
regula la respuesta inflamatoria al intervenir en trafico endolisosomal, autofagia y
sefalizacién de mTORCL1. b) Posibles mecanismos del complejo CSW en la sefializacion
de respuesta inmunolégica innata: modulacién de TLRs (es GAP para Arf6); degradacion
lisosomal de moléculas, STING y receptores; afectacién de la via de sefializacién de
mMTORC1. Tomada y modificada de “Cellular and physiological functions of C9ORF72 and
implications for ALS/FTD”, por Pang, W. y Hu, F., 2020, Journal of Neurochemistry, 157(3).
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3.3.4.3 Otras funciones.

En ensamblaje y desensamblaje de filamentos de actina (inestabilidad dinamica) es
esencial para el crecimiento axonal y plasticidad sinaptica. La cofilina es una
proteina importante para la organizacién de los filamentos de actina y si esta
fosforilada, se inactiva (Nassif, M. et al., 2017; Sidavasan, R. et al., 2016). Las
pequeiias GTPasas, también regulan al citoesqueleto. Cuando las proteinas Arf6,
Arfl y Racl se encuentran activas, se promueve la activacion de las cinasas
LIMK1/2 las cuales son capaces de fosforilar e inactivar a la cofilina. La proteina
C9orf72 es capaz de inactivar a las pequeias GTPasas evitando que se fosforile la
cofilina y de esta manera se permite el ensamblaje de actina para promover
crecimiento axonal en neuronas motoras (lyer, S. et al., 2018; Pang, W. y Hu, F.,
2020).

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el cerebro y esta
implicado en la regulacion de sistemas motores, sensitivos y cognitivos. Si los
niveles de glutamato son anormalmente altos puede provocar muerte neuronal por
neurotoxicidad (Giménez, C. et al., 2018). Si hay una expresion baja de la proteina
C9orf72, hay una regulacion a la baja de genes asociados al ciclo glutamina-
glutamato (CGG) y acumulacion intracelular de glutamato. Asimismo, reprime la
expresion de la proteina GLUL, responsable de la conversion de glutamato a
glutamina, sin ella hay acumulacion de glutamato y disminucion de niveles de
GABA. C9orf72 también regula a algunos receptores de glutamato a través de Rab
GTPasas. La proteina Rab8a esta involucrada en la regulacion del trafico neuronal
y en transporte dendritico de los receptores ionotrépico (AMPA) y metabotropico del
glutamato. Rab39b igualmente regula el trafico de la subunidad GIuA2 del receptor
AMPA a través de su efector PICK1 (proteina que interactia con C cinasa 1). Es
posible que el complejo CSW sea GEF para ambas Rab GTPasas (Tang, B.L.,
2016).

Los granulos de estrés (SG) son agregados transitorios de ribonucleoproteina, cuyo
ensamblaje es una estrategia celular para promover la supervivencia y reducir el

dafio relacionado ante condiciones de estrés celular (Markmiller, S. et al., 2018;
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Mahboubi, H. y Stochaj, U., 2017). En estas condiciones, C9orf72 (C9-L) es
reclutado para la formacion de SG. También esta involucrado en la recuperacion
celular del estrés y, junto con p62, C9orf72 es importante para la eliminacién de SG

mediante autofagia (Braems, E. et al., 2020; Pang, W. y Hu, F., 2020).

La enzima ACC (acetil-CoA carboxilasa) regula la sintesis de novo de acidos grasos,
su transcripcion esta regulada por la proteina CARML1 (coactivador asociado a la
arginina metiltransferasa 1). C9orf72 regula negativamente a CARM1 y se ha
reportado que los niveles de lipidos estan aumentados en células deficientes de

C9orf72 en condiciones de inanicién (Pang, W. y Hu, F., 2020).

3.4 Hexanucleoétidos repetidos expandidos

3.4.1 Hexanucleétidos repetidos y localizacion

Dentro del gen COORF72 existe un repetido de hexanucleétidos GGGGCC (G4C>)
gue se encuentra entre los exones la y 1b. Para las variantes transcripcionales 1y
3 se localiza en el primer intrén y para la variante 2 se localiza dentro de la regién
promotora (Figura 4) (Balendra, R. e Isaacs, A.M., 2018; Souza, P.V.S et al., 2015).

3.4.2 Numero de hexanucleétidos repetidos silvestres y expandidos

Los individuos sanos presentan entre 2 y 23 repeticiones de G4Cz sin embargo, en
los estudios poblacionales se utiliza un limite de hasta 30 repeticiones para
individuos sanos (Pang, W. y Hu, F., 2020; Balendra, R. e Isaacs, A.M., 2018).

En 2011 dos estudios independientes identificaron que la expansion del
hexanucleétido G4C2 en el gen C9ORF72 causaba ELA, DFT o ELA/DFT (Rizzu, P.
et al., 2016; DeJesus-Hernamdez, M. et al., 2011; Renton, A.E. et al., 2011).

Algunos de los pacientes con ELA y/o DFT presentan hexanucle6tidos repetidos
expandidos (HRE) desde 30 hasta miles de repetidos. Como se ha mencionado, se

debe tener cuidado con el limite de 30 repeticiones, dado que puede haber
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individuos sanos y pacientes con este numero (Lai, J.D. e Ichida, J.K., 2019; Van
Blitterswijk, M. et al, 2012).

Se ha planteado que repetidos intermedios (10-30 repetidos G4C2) son asociados
como factores de riesgo en desordenes autoinmunes como esclerosis multiple
primaria progresiva, lupus eritematoso y artritis reumatoide (Lai, J.D. e Ichida J.K.,
2019).

Recientemente, dado el papel de C9ORF72 en autofagia e inmunomodulacion, se
ha propuesto que repetidos intermedios pueden influir en el proceso patogénico que
conduce a fenotipos de COVID-19 mas graves (Zanella, |. et al., 2021).

3.4.3 Consecuencias de hexanucleoétidos repetidos expandidos a nivel
molecular

Molecularmente, se han propuesto 3 mecanismos por los cuales el hexanucleétido
repetido se expande (HRE) e induce cambios neurodegenerativos (Babic¢ Leko, M.
et al., 2019):

a) Perdida de funcion de C9orf72 por haploinsuficiencia
Se ha reportado que portadores (ELA y/o DFT) del HRE tienen niveles
reducidos de mRNA que se ven reflejados en bajos niveles de proteina
debido a la pérdida de la transcripcién del alelo mutante (Babic¢ Leko, M. et
al., 2019). Se ha propuesto que esta regulacion a la baja se debe a
modificaciones epigenéticas, especificamente la hipermetilacion de la isla
CpG en la region promotora de COORF72, la metilacién de la expansion en
si o inclusive la trimetilacion de histonas en residuos de lisina (Yang, Q. et
al., 2020; Nassif, M. et al., 2017). Este silenciamiento del gen podria ser un
mecanismo protector (Todd, T.W. y Petrucelli, L., 2016). Otra posibilidad es
gque el HRE causa inestabilidad transcripcional: afecta directamente la
procesividad de las ARN polimerasas, haciendo que se detengan, se
deslicen o se liberen durante el inicio o elongacion de la transcripcion

(Haeusler, A.R. et al., 2016). Asimismo, la region que contiene al HRE podria
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formar estructuras de DNA de orden superior que puede dar lugar a una

transcripcion abortiva (Babi¢ Leko, M. et al., 2019).

b) Ganancia de funcion toxica por RNA aberrante
Debido a la secuencia del HRE se pueden formar estructuras de orden
superior de RNA y DNA (Figura 11).
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Figura 11. Estructuras formadas por la transcripcion y traduccién del HRE. Se
muestran las estructuras de DNA (2), RNA (3-5) y proteinas (6) que se forman por la
presencia del hexanucleétido repetido expandido G4C,. Tomada y modificada de
“Molecular Mechanisms of Neurodegeneration Related to C9orf72 Hexanucleotide
Repeat Expansion”, por Babi¢ Leko, M. et al., 2019, Behavioral Neurology.

Las estructuras principales son:

e G-cuadruplex: Las hebras de DNA o RNA que estan compuestas por
tramos de guaninas divididos por otras bases pueden formar esta
estructura helicoidal con planos apilados de tétradas de guanina,
conectados por enlaces de hidrogeno de Hoogsten y estabilizados por
cationes como Na* o K*. Segun la orientacién de las hebras, puede
adoptar conformaciones paralelas o antiparalelas (Figura 11) (Liu, C.

et al., 2019). Debido a la uniformidad de la secuencia G4C, la region
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del DNA con el HRE puede formar G-cuadruplex, provocando la
generacion de RNA abortado. De igual manera los transcritos con
HRE pueden formas G-cuadruplex de RNA (Babi¢ Leko, M. et al.,
2019).

e Horquilla de RNA: Molécula de RNA cuya conformacién contiene una
region de tallo con emparejamiento de bases complementarias y una
region bucle estrecho al final del tallo (Haeusler, A.R. et al., 2016).

e Bucles-R (R-loops): Estructura hibrido en la que el RNA con HRE
puede formar hibridos con el DNA con HRE, afectando la replicacion,
transcripcion y traduccion de la region circundante (Babi¢ Leko, M. et
al., 2019).

Los transcritos de RNA sentido y antisentido con HRE (G-cuadruplex y
horquillas) se pueden acumular y formar agregados nucleares conocidos
como focos de RNA. Estos se han localizado de manera
predominantemente nuclear en cerebro, neuronas motoras y glia de
pacientes ELA/DFT con el expandido. Los focos de RNA pueden
secuestrar a RBP como ADARB2, ALYREF, hnRNP H, hnRNP A1,
nucleolina, Pur a y SRSF2, RanGAP1, entre otras (Babic¢ Leko, M. et al.,
2019; Haeusler, A.R. et al., 2016; Smeyers, J. et al., 2021). Esto conlleva
a un procesamiento disfuncional del RNA, estrés nucleolar, acumulacion
de mRNA en el nucleo y defectos en su transporte, ademas pérdida de la
funcion de las RBP (Babi¢ Leko, M. et al., 2019; Todd, T.W. y Petrucell,
L., 2016).

c) Ganancia de funcién téxica por acumulacion de proteinas DPR
Las mutaciones de repetidos expandidos sufren una traduccidn no-ATG
asociada a la repeticion (RAN), la cual se lleva a cabo sin el codén de
iniciaciébn canonico AUG y en mudltiples marcos de lectura; ademas, la
traduccion ocurre en las hebras sentido y antisentido (Cleary, J.D. et al.,
2018). Los transcritos de RNA del HRE pueden sufrir una traducciéon RAN

dando como resultado cinco proteinas de dipéptidos repetidos (DPR). Las
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proteinas poli-glicina-alanina (poli-GA), poli-glicina-prolina (poli-GP) y poli-
glicina-arginina (poli-GR) se sintetizan a partir de la hebra sentido y las
proteinas poli-glicina-prolina (poli-GP), poli-prolina-arginina (poli-PR) y poli-
prolina-alanina (poli-PA) a partir de la hebra antisentido. Las DPR se
encuentran agregadas en forma de inclusiones en diversas regiones del
cerebro de pacientes que portan la expansion (Todd, T.W. y Petrucelli, L.,
2016). Las DPR que contienen arginina son altamente toxicas (poli-PR y poli-
GR) pues interfieren en el transporte nucleoplasmético, procesamiento de
RNA y en granulos de estrés, ademas causa estrés nucleolar. La proteina
poli-GA altera el sistema de proteasoma de ubicuitina y causa estrés en el
RE (Babic¢ Leko, M. et al., 2019; Todd, T.W. y Petrucelli, L., 2016).

Se ha propuesto que la expansion en C9ORF72 causa ELA y/o DFT como
resultados de la reduccion en la funcion fisiolégica de la proteina C9orf72,
complementada por una ganancia de funcion téxica del RNA y de las DPRs (Nassif,
M. et al., 2017).

3.4.4 HRE como causante de ELA y ELA/DFT

Se ha reportado que el HRE del gen C90RF72, es el causante del 40% de ELAf, 5-
7% de ELASs, 25% de DFTf, 5-7% DFTs y 88% de ELA/DFT (Yang, Q. et al., 2020;
Riboldi, G. et al., 2014; Cruts, M. et al., 2013; Ticozzi, N., 2017; Byrne, S. et al.,
2012). Ademas, los pacientes con ELA/DFT o con AHF, ya sea de demencia o con
MND, tienen un mayor riesgo de portar el expandido (33-86%), confirmando que
ambas enfermedades pertenecen al mismo espectro o convergen en la misma ruta

patogénica (Ticozzi, N., 2017).

Uno de los mecanismos mas descritos por los cuales el HRE causa ELA y/o DFT
es la alteracion del transporte nucleoplasmaético. Se ha propuesto que dicho proceso
puede ser el resultado de la pérdida de funcién de la isoforma C9-S, asi como la
ganancia de funcién de los productos generados a partir del expandido de
C90RF72. Los focos de RNA interactian con factores de exportacion del RNA en
el nacleo y componentes unidos al nacleo o al complejo del poro nuclear; ademas,

las DPR ricas en arginina pueden secuestrar proteinas de transporte
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nucleoplasméatico como RanGAP1 (Heusler, A.R. et al, 2016; Yang, Q. et al., 2020).
Una consecuencia de este proceso es la localizacion de agregados citoplasmicos
de TDP-43, que a su vez exacerba los defectos de dicho transporte, y forma un
circuito de retroalimentacion positiva que aumenta los niveles de proteinas DPR
(Yang, Q. et al., 2020) (Figura 12). Otro ejemplo es el secuestro de nucleolina, una

proteina esencial, desencadenando el estrés nucleolar (Yang, Q. et al., 2020).

Por ganancia de funcion del HRE se puede perturbar el metabolismo del RNA: los
focos de RNA, estructuras G-cuadruplex y las proteinas DPR pueden secuestrar a
RBP e interrumpen los procesos de splicing, transporte y traduccion de RNAmM
(Babi¢ Leko, M. et al., 2019; Pang, W. y Hu, F., 2020; Yang, Q. et al., 2020).

La haploinsuficiencia de C9orf72 también tiene como consecuencia alteracion de la
autofagia y neuroinflamacion. Defectos en la autofagia alteran la homeostasis de
proteinas, dado que se evita la degradacion de proteinas dafiadas, mal plegadas y
no deseadas (Babic Leko, M. et al., 2019); esta ruta también evita la eliminacién de
proteinas DPR y agregados citoplasmaticos de TDP-43 (Yang, Q. et al., 2020;
Beckers, J. et al., 2021). La expresion de C9orf72 se ve disminuida en la microglia
y aumenta la inflamacion del SNC coincidiendo con un aumento de la toxicidad en
las neuronas que conduce a la neurodegeneracion (Pang, W. y Hu, F., 2020; Yang,
Q. et al., 2020). Al mismo tiempo la autofagia alterada contribuye a la inflamacion,
pues impide la eliminacion de moléculas proinflamatorias, peligrosas o no deseadas
gue también pueden llegar a causar autoinmunidad (Pang, W. y Hu, F., 2020; Lal,
J.D. e Ichida, J.K., 2019).

Bajos niveles de la proteina C9orf72 también pueden regular a la baja genes
asociados al GGC, causando acumulacion de glutamato intracelular vy
neurodegeneracion por excitotoxicidad (Fomin, V. et al., 2018; Lai, J.D. e Ichida,
J.K., 2019). Por otro lado, la proteina DPR poli-GR podria comprometer la funcién
mitocondrial y generar estrés oxidativo, mientras que la poli-PR influye
negativamente en la estructura de la heterocromatina (Hardiman, O. et al., 2017;

Yang, Q. et al., 2020). Inclusive, se ha visto un aumento de apoptosis neuronal por
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una desregulacion en los canales de calcio de reticulo endoplasmico (Babic¢ Leko,
M. et al., 2019).

Adicionalmente el HRE de C9ORF72 podria desencadenar alteraciones en otros
procesos como endocitosis (Kiral, F.R. et al., 2018), transporte axonal en neuronas
motoras (Pang, W. y Hu, F., 2020), transporte entre el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi (Ghasemi, M. et al., 2021), ensamblaje de granulos de estrés
(Hardiman, O. et al., 2017), afeccién en crecimiento de axones de neuronas motoras
(Pang, W.y Hu, F., 2020), entre otros (Figura 12).
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Figura 12. Vias patolégicas del HRE de COORF72. Se muestran las consecuencias de la
pérdida y ganancia de funcion de C9orf72. Tomada y modificada de “The Development of
C9orf72-Related Amyotrophic Lateral Sclerosis and Frontotemporal Dementia Disorders”,
por Yang, Q. et al, 2020, Frontiers in Genetics, 11.

3.4.5 Tratamientos dirigidos hacia el HRE
En la actualidad se estan desarrollando tratamientos para los pacientes con ELA y/o
DFT que tienen el HRE. Las moléculas artificiales de RNA pequefios de interferencia
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(siRNA) y microRNA (miRNA) se han propuesto para combatir la ganancia de
funcion toxica generada por el HRE (Mayl, K. et al., 2021; Martier, R. et al., 2019a).
De hecho, estudios in vitro de miRNA administrado en un vector de virus adeno-
asociado (AAV) a células neuronales resultaron en reduccion de RNAm y de focos
de RNA nuclear (Martier, R. et al., 2019a).

Otro enfoque que se ha propuesto es el uso de oligonucle6tidos antisentido (AOS)
gue se unen al RNAm que contiene al expandido y lo degrada a través de la
RNAsaH (Mayl, K. et al., 2021), de esta manera se previene la produccion de DPRs
y de focos de RNA (Beckers, J. et al., 2021). Experimentos in vivo de AOs utilizados
en ratones con la patologia de COORF72 demostraron que no se afectaron los
niveles de proteina C9orf72 normal (Babic Leko, M. et al., 2019).

Ademas, ha sido propuesto el uso de anticuerpos anti-DPR como una estrategia
terapéutica para el HRE (Mayl, K. et al., 2021). Se ha probado que los anticuerpos
anti-GA fueron efectivos para reducir los agregados de poli-GA en un modelo de
roedor (Zhou, Q. et al., 2019; Beckers, J. et al., 2021).

Igualmente se ha planteado la posibilidad de usar moléculas pequefias dirigidas a
la estructura secundaria del RNA o G-cuadruplex originado por el expandido (May!,
K. et al., 2021) o a diversos procesos involucrados en la patologia como el
transporte nucleocitopladsmico defectuoso o traduccion RAN. Respecto es este
ultimo, se sabe que la proteina K dependiente de RNA (PKR) regula la traduccion
RAN y se ha demostrado que la metformina inhibe su fosforilacion implicando una
reduccion de DPR in vivo e in vitro (Xu, X. et al., 2021; Mayl, K. et al., 2021).

Los estudios para el tratamiento de ELA/DFT asociado al HRE de COORF72 van
aumentando y avanzando desde su descubrimiento en el 2011, por lo que es
importante determinar si los pacientes se asocian con la patologia del expandido lo
gque abre la posibilidad de ser candidatos para las terapias que se estan

desarrollando.
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IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La Esclerosis Lateral Amiotrofica es una enfermedad neurodegenerativa fatal cuya
expectativa de vida es de 5 afios en promedio. Se caracteriza por el dafio en las
neuronas motoras que causan una pérdida del movimiento de manera progresiva
(Wen, X. et al., 2017). En esta enfermedad se han asociado diversas variantes
génicas de diversos genes como SOD1, FUS, TARDBP, CHCHD10, COORF72, etc.

Molecularmente, se ha descrito que una de las principales causas genéticas de la
ELA es la expansion de hexanucleétidos GGGGCC repetidos (mayor a 30 repetidos)
en el gen COORF72 (Kumar, V. et al., 2017).

En México aun no hay algun estudio acerca del nimero de repetidos de este gen,
por lo tanto ¢ Cudl sera el numero de repetidos en poblacion mexicana sana control

y en pacientes mexicanos con ELA?

La determinacion del nimero de hexanucle6tidos en poblacion mexicana es
importante debido a que seria un método de diagndstico molecular para el paciente
con ELA, ELA/DFT, DFT, permitira conocer cual es el rango normal de esta
expansion en nuestra poblacion y establecer los rangos patoldgicos y como se
distribuyen en nuestra poblacion. En la familia es importante establecer los riesgos

para la descendencia y abrir oportunidades terapéuticas para los pacientes.

V.  JUSTIFICACION
La determinacién del niumero de hexanucleotidos repetidos como principal causa de
ELA no se ha realizado en México, su estudio permitira determinar cual es el nimero
de repetidos en una muestra control sana de poblacion mexicana y en pacientes
con ELA. Lo anterior con el fin de establecer el rango de alelos no afectados y

mutados en los grupos de estudio.

Aungue esta expansion de repetidos esta identificada como una de las principales
causas de la enfermedad, estudios realizados en Estados Unidos reportan que en

pacientes hispanos solo un 8.3% presentan expandidos (Majounie, E. et al., 2012).
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7.1

7.2

Sin embargo, dado los procesos de mestizaje en México, ese porcentaje podria

variar.

Por otra parte, la determinacion de repetidos contribuira en el diagnéstico de
pacientes mexicanos con ELA, ya que se encontraria la causa a nivel molecular.
Actualmente se estan desarrollando diversos tratamientos médicos para la
enfermedad. Uno de ellos es el silenciamiento de los transcritos del gen mediante
estrategias RNAi como siRNAs o bien oligonucleétidos antisentido (AO) mediados
por RNAsa-H (Martier, R. et al., 2019b). Saber el nUmero de repetidos en pacientes
permitiria saber si son 0 no candidatos para este tipo de tratamientos ya que la
confirmacion de su diagnostico en forma oportuna abre esa posibilidad, ademas de

establecer los riesgos para la descendencia.

VI.  HIPOTESIS
El ndmero de hexanucleétidos repetidos en el gen C90RF72 en controles sanos
sera menor a 30 repetidos, mientras que en pacientes con Esclerosis Lateral

Amiotrofica serd mayor a 30 repetidos.

Vil.  OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar el nimero de hexanucleétidos repetidos GGGGCC (G4Cz2) en el gen

C90RF72 en pacientes mexicanos con Esclerosis Lateral Amiotrofica.

Objetivos particulares
o Establecer el nimero normal de repetidos en una muestra control sana de

la poblacion mexicana.

o Determinar el numero de repetidos de hexanucleétidos en pacientes con

ELA y establecer el rango de alelos no afectados y mutados.

o Establecer una correlacién genotipo-fenotipo y su relacion con el numero de

repetidos.
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VIIl. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Se realiz6 un estudio de tipo casos y controles, en el cual se realizé la determinacion
del nimero de hexanucleo6tidos repetidos en un grupo de 30 individuos sanos y en
un grupo de 157 pacientes con diagnostico de ELA, cuyas muestras de material
genético se encontraban disponibles en el banco de DNA del Departamento de
Genética y Biologia Molecular del INNNMVS para el desarrollo del protocolo
aprobado 129/14 “Caracterizacion del aspecto clinico y molecular de la Esclerosis
Lateral Amiotréfica (ELA)” cuyas consideraciones éticas se apegan a los principios

de la Declaracion de Helsinki (2022, The World Medical Association).

8.1 Poblacion de estudio

A) Se incluyeron en el estudio 157 pacientes mexicanos mayores de 18 afios con
diagnéstico de ELA en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“‘Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS) que aceptaron, mediante consentimiento
informado (Apéndice A), entrar al proyecto de investigacion “Caracterizacion del
espectro clinico, bioquimico y molecular de la Esclerosis Lateral Amiotréfica”

para encontrar variantes génicas de dicha enfermedad.

e Criterios de inclusion.
v' Pacientes con diagndstico clinico de ELA mediante criterios de El
Escorial y la escala modificada.
v' Pacientes mexicanos mayores de edad al momento de la toma de
muestra sanguinea.
v' Pacientes que acepten participar en el protocolo de investigacion
mediante la firma de un consentimiento informado.
e Criterios de exclusion.
v' Pacientes que no cumplan el diagnéstico de El Escorial.
v" Pacientes con ELA que se no deseen participar y/o no firmar el

consentimiento informado para la participacién en el estudio.
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El grupo de pacientes fue conformado por 84 hombres (54%) y 73 mujeres
(46%) con un radio H:M de 1.15:1 provenientes de 19 entidades federativas.
(Figura 14). La edad de inicio promedio en los pacientes fue 48.8+11.4 afos
(rango: 17 a 79 afos) (Figura 13). Hubo un paciente cuya edad de inicio fue a
los 17 afios, sin embargo, ya era mayor de edad al momento de la toma de
muestra sanguinea. El 8.8% de los pacientes fueron formas familiares y el
91.2% fueron casos esporadicos, y en 10 casos no fue especificado. De los

pacientes analizados el 8.3% se asocid con antecedentes de demencia en la

familia.
DISTRIBUICION DE LA EDAD DE INICIO DE LOS
PACIENTES
12 X = 48.8 afios
10

Frecuencia
()]
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Edad de inicio (afios)

Figura 13. Distribucion de la edad de inicio de los pacientes evaluados. Se muestra
la distribucion de la edad de inicio de los pacientes ELA evaluados, mediante un

grafico de barras con su respectiva media
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A ENTIDAD FEDERATIVA DE ORIGEN DE LOS
PACIENTES CON ELA
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Figura 14. Origen de los pacientes con ELA evaluados. Se muestra el nimero de
pacientes de cada entidad federativa en una grafica de barras (A) y en un mapa de
dispersion (B). Mapa base tomado y modificado de “Cuéntame de México: mapas

para imprimir’, por INEGI, 2020, Marco Geoestadistico Nacional.
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B) Se incluy6 un grupo control de 60 individuos sanos mexicanos mayores de 18
afos, cuyo material genético se encontraba disponible en el banco de DNA del
Departamento de Genética y Bilogia Molecular del INNNMVS, mediante un
muestreo por conveniencia. Estuvo conformado por 30 hombres y 30 mujeres
con un rango de edad de 18 a 80 afios. Dicho grupo control se distribuy6 de

acuerdo con la Tabla 7.

Tabla 7. Distribucién de grupo control sano.

Rango de edad Numero de Numero de
(afios) mujeres hombres
1 18 — 38 10 10
2 39 -59 10 10
3 60 — 80 10 10
Total de individuos por género 30 30

Total de individuos del grupo -
control

e Criterios de inclusion.
v Personas sanas mestizas mexicanas.
v' Personas mayores de edad.
e Criterios de exclusion.
v" Personas con antecedentes neuroldgicos.
v/ Personas no mexicanas.
v' Personas menores de edad.

8.2 Materiales
En cada paso se utilizaron micropipetas (Gilson) de 1000, 200, 100, 50, 20y 10 pL.

A) Toma de muestra sanguinea: Tubo BD Vacutainer® con ACD, torunda con
etanol al 70%, aguja BD Vacutainer® estéril, capuchén de Vacutainer®,

torniquete, guantes desechables.
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B)

C)

D)

Extraccion y cuantificacibn de DNA: Muestra sanguinea, Buffer de Lisis de
Globulos Rojos 0 BLGR pH 7.4 (en 2 L de agua estéril, disolver 16.58 g NH4Cl,
2 g KHCOs, 400 pL de EDTA 0.5 M a pH 8). También se utiliza: NaCl 5 mM,
SDS 10%, NaCl 7M, CHCls/Alcohol isoamilico (49:1), etanol absoluto, etanol al
70% y agua estéril o libre de nucleasas. Tubos cénicos de 15 mL, pipetas de
transferencia, microtubos Eppendorf 1.5 mL y de 0.6 mL. Equipos: centrifuga
Eppendorf 5810R y concentrador al vacio Eppendorf 5301 (speed-vac), agitador
vortex Genie 2 Digital (Scientific Industries), Espectrofotomero NanoDrop 2000
(Thermo Scientific).

Electroforesis: Agarosa GenePure LE (ISC BioExpress), bromuro de etidio,
buffer de borato de sodio (SB) al 1%, colorante (azul de bromofenol 0.25% plv,
xilen-cianol 0.25% p/v y glicerol 30% v/v), buffer de carga (80 pL de colorante y
120 pL de agua inyectable), marcador de peso molecular (MPM) GeneRuler 1kb
DNA Ladder. Equipos: balanza analitica AA-200 (Denver Instrument Company),
microondas, camara de electroforesis horizontal ENDURO GEL XL (Labnet
International, Inc.), transiluminador UV, fotodocumentador BIO-RAD Gel Doc™
XR+ y software Image Lab™.

PCR: Agua libre de nucleasas, Buffer PCR 10x+MgCl2 20 mM (Roche), dNTP’s
10 mM, Solucién Q 5x, 7-deaza-dGTP 10 mM, DMSO, oligonucleétidos para
C90RF72 descritos por DeJesus, M. et al (2011) (Tabla 8), FastStart Tag DNA
Polymerase, (Roche). Microtubos Eppendorf 0.2 mL. Thermal Cycler 2720
Applied Biosystems.

Tabla 8. Secuencia de los oligonucle6tidos para la PCR de triple cebador.

Oligonucledtido Secuencia (5’ a 3’)

Sentido/ FAM-TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGA
Forward GGGAAACAACCGCAGCC
Ancla/ Anchor CAGGAAACAGCTATGACC
Antisentido/ CAGGAAACAGCTATGACCGGGCCCGCCCCGACCA
Reverse CGCCCCGGCCCCGGLeeeaa
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E) Analisis de Fragmentos: Formamida HiDi, GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size

Standard. Placa para secuenciacion de 96 pozos MicroAmp (Applied

Biosystems).

Biosystems). Software para analisis de electroferogramas:

Equipo:

Secuenciador

Analysis (MSA) de Thermo Fisher Cloud.

8.3 Métodos

3130 Genetic Analyzer

(Applied

Microsatellite

A continuacién, se presenta de manera general la metodologia que se sigui6 para

la determinacién de hexanucleétidos repetidos en el gen COORF72.

Seleccion de
poblacion de
estudio: pacientes
con ELAy controles
sanos.

Obtencion de
muestras
sanguineas
mediante
venopuncion.

~N

Extraccion,
cuantificacion y
evaluacion de la

integridad del DNA.

&

s

Visualizacion de los
productos de PCR
mediante
electroforesis.

~N

J

Realizacion de la
PCR de triple
cebador.

-

Preparacion de las
diluciones de DNA
(50 ng/pL) y
oligonucleétidos (50

HM).

J

Figura 15. Metodologia general empleada.

8.3.1 Toma de muestra sanguinea

s N
Andlisis de
fragmentos de los
productos de PCR.

_ J
s N
Determinacion del
ndumero de
hexanucleétidos
repetidos.

\ Y,

Andlisis de datos:
comparacion de
repetidos de
pacientes ELA vs
controles sanos.

Mediante el equipo Vacutainer®, se recolectaron 3 tubos de 8.5 mL de sangre

periférica del paciente o control por venopuncion. Las muestras se mantuvieron a

una temperatura de 4°C para su preservacion hasta el momento de su uso.
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8.3.2 Extraccion, cuantificacién y evaluacion de la integridad del DNA

La muestra sanguinea se fraccioné en volumenes de 3 mL. Cada volumen se
colocé en un tubo coénico y por cada volumen de sangre se agregaron 3
volumenes de buffer o amortiguador de lisis BLGR, por ejemplo, al verter 3 mL
de la muestra sanguinea en un tubo coénico de 15 mL se agregaron 9 mL de
BLGR. Posteriormente, se agitdé vigorosamente y se centrifugé a 3000 rpm/
6min/ 6°C. Se decant6 el sobrenadante, se agregé 1 mL de BLGR al botén y se
resuspendio.

La mezcla se transfiri6 a un microtubo Eppendorf de 1.5 mL, se centrifugé a
3000 rpm/ 3 min y se decant6 el sobrenadante. El proceso de lavado se repitid
3 veces hasta que el boton de células mononucleares queds libre de
hemoglobina. Este paso fue esencial para lisar y descartar a los globulos rojos
pues no poseen nucleo y por lo tanto carecen de DNA.

Al botén de leucocitos se le agrego 570 pL de NaCl 5mM vy se agitd por 2 min.
Se agregaron 40 uL de SDS 10% y se volvio a agitar durante otros 2 min. Se
adicionaron 200 pL de NaCl 7M, se agit6 por 10 min masy se centrifug6 a 11500
rpm/ 20 min/ 6°C. El objetivo de este paso fue lisar a las células con el
detergente anionico SDS ya que desnaturalizé a las proteinas de la membrana
celular, ademas el NaCl precipité a las proteinas celulares en un proceso
salting-out.

Se centrifugd a 11500 rpm/ 20 min/ 6°C, se transfiri6 el sobrenadante a un
microtubo Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 600 pL de CHCIs/Alcohol
isoamilico (49:1), se mezclé y se centrifugd a 14 000 rpm/ 20 min/ 6 min. En la
fase cloroférmica quedaron inmersas las moléculas con baja polaridad como
algunas proteinas y los lipidos, mientras que en la fase acuosa se hallaba el
DNA.

Se obtuvo la fase acuosa y se transfirié a un nuevo microtubo Eppendorf de 1.5
mL, se agregaron 600 pL de etanol absoluto y se mezclé para precipitar al DNA.
Se centrifugd a 14 000 rpm/ 20 min/ 6°C y se decant6 el sobrenadante. Al botén
de DNA se agregaron 600 L de etanol al 70% para eliminar sales remanentes,

se centrifugd a 14 000 rpm/ 15 min/ 6°C y se decant0 el sobrenadante.
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La muestra se seco en el equipo speed-vac a temperatura ambiente por 1 h. Se
resuspendio con 100 puL de agua estéril y se dejo rehidratar durante toda la
noche.

Mediante el espectrofotometro NanoDrop™ se cuantificé la cantidad de DNA de
cada muestra, asi como su pureza: la relacion 260/280>1.8 (contaminacion
respecto a proteinas) y 260/230>2.0 (contaminacion respecto a sales o
carbohidratos). Tras la cuantificacion se prepar6 una dilucion de cada muestra
de DNA a una concentracion final de 50 ng/uL. Para comprobar la integridad del
DNA, se coloc6 2 yL de cada muestra en un gel de agarosa al 1% y se realizé
una electroforesis a 100 V durante 30 min. (Figura 16) El gel de agarosa también
contuvo bromuro de etidio que es un tinte fluorescente e intercalante de DNA

gue permitio visualizar el material genético bajo luz UV.

A. DNA DE CONTROLES B. DNA DE PACIENTES ELA/DFT

Figura 16. Integridad de las muestras de DNA. Se observo que el material genético de
las muestras, tanto de controles sanos (A) como de pacientes (B), se presentaron como
una banda soélida superior a los 3000 pb.
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8.3.3 PCR de triple cebador
Se preparo en frio la mezcla de oligonucleétidos segun la tabla 9.

Tabla 9. Mezcla de oligonucledétidos para la PCR de triple cebador.

Oligonucleétido Vol. (uL) Concentracion final
(UM)
Sentido (50 uM) 4 20
Antisentido (50 puM) 2 10
Ancla (50 uM) 4 20
Vol. final: 10 pL

Se realiz6 en frio la mezcla de PCR en un microtubo Eppendorf de 0.2 mL de

acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 10. Mezcla de PCR de triple cebador para COORF72.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final
Agua libre de nucleasas 12.4
Buffer PCR 10x + MgCl, 20 2.8 1x / 2mM
mM
dNTP’s 10 mM 0.56 0.2 mM
Solucion Q 5x 5.6 1x
7-deaza-dGTP 10 mM 0.5 0.18 mM
DMSO 2 7%
Mezcla de oligonucledétidos 2 0.7 uM/1.4 uM
Polimerasa 0.14 0.7U
DNA (50 ng/uL) 2 100 ng
Vol. final: 28 pL

Y los tubos con las mezclas se sometieron a las siguientes condiciones de PCR:
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95°C/15 min

94°C/1 min )

70°C/1 min .
ciclos

72°C/ 3 min

94°C/1 min 3

68°C/1 min .
ciclos

72°C/ 3 min

94°C/1 min 4

66°C/1 min .
ciclos

72°C/ 3 min

94°C/1 min
64°C/1 min
72°C/ 3mi

94°C/1 min
62°C/1 min
72°C/ 3min

94°C/1 min
60°C/1 min
72°C/ 3min

94°C/1 min
58°C/1 min
72°C/ 3 min

94°C/1 min
56°C/1 min
72°C/ 3 min

72°C/10 min
4°C/ o

8 ciclos

5 ciclos

Tras la PCR, los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 2.5%
a 100 V durante 60 min. Se utilizé el MPM GeneRuler 1kb DNA Ladder.

8.3.4 Analisis de fragmentos

Después de la reaccion de PCR, se adicion0 a cada producto de PCR, formamida

HiDi y marcador 500 LIZ™ y se dispensaron en la placa de 96 pozos, la mezcla se

muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Reactivos y volumenes para analisis de fragmentos.

Formamida HiDi
Marcador 500 LIz™
Producto de PCR

Vol. final

10.7
0.3

12

Las muestras fueron desnaturalizadas a 94°C por 5 min. e inmediatamente se

colocaron en hielo. Posteriormente, la placa se analizé con el equipo secuenciador
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3130 Genetic Analyzer y los resultados (electroferogramas) se analizaron con el

software Microsatellite Analysis (MSA) de Thermo Fisher Cloud.

8.3.5 Determinacién de hexanucleotidos repetidos

Para estimar el numero de repetidos en cada muestra, se tomaron aquellos picos

altos con méas de 88 pb, y se realizé el célculo de la siguiente manera:

e Se tomd6 como referencia la secuencia reportada en Ensembl Genome Browser
(2021): “Transcript: C9orf72-206 ENST00000619707.5” (11 exones, 3338 pb,
481aa), que considera una secuencia total esperada para 3 repetidos, y se

presenta a continuacion:

5’-caaggagggaaacaaccgcagcctgtagcaagctctggaactcaggagtcgegegetaggggec
ggggccggggecggggegtggtcggggegggeccgg-3°

e Una vez localizada se determind la posicion de unién los oligonucle6tidos sentido

(forward) y antisentido (reverse) para delimitar la region amplificada (Figura 17).

5’ -caaggagggaaacaaccgcagcctgtagcaagetcectggaactcaggagtegegegeta ggggcgtggtecggggegggecegg-3
3 = L ggccceggocccggoceegoaccagocccgecegggee—57
5’ —caaggagggaaacaaccgCagOl — = m—m o s oo > =37
3’ -gttectecctttgttggegteggacategttegagacettgagtecteagegegegat coccgcaccagecccgecegggea—57

. Secuencia de referencia de DNA gendmico

. Primer Forward

. Primer Reverse

Figura 17. Sitio de union de los oligonucleétidos en la region del HR. De acuerdo

con los oligonucleétidos descritos en la publicacion de DeJesus, M. et al (2011)

e Al delimitar la region se obtienen los siguientes datos:
v Longitud de la secuencia del producto: 100 pb.
v" Numero de hexanucleoétidos incluidos en la secuencia de referencia: 3.
v" Secuencia de referencia sin repetidos:
100 pb — (3 repetidos x 6 pb) =100 — 18 = 82 pb

Por lo tanto, la expresion para saber el nimero de repetidos es:
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs71492753;v=rs533057117;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=155877105;vf=180609458
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs71492753;v=rs533057117;v=rs1428333748;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=155877105;vf=180609458;vf=538255865
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs71492753;v=rs541988144;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=155877105;vf=188942295
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs71492753;v=rs1376382119;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=155877105;vf=509842684
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs71492753;v=rs1414738366;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=155877105;vf=533995958
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs1226010880;v=rs530449201;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=426962414;vf=180098324
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1297643892;v=rs1226010880;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=469204446;vf=426962414
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1406523414;v=rs1216622834;v=rs1226010880;v=rs1004734023;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817614;vf=468971201;vf=531297036;vf=424146005;vf=426962414;vf=332097997
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662391;v=rs1296791633;v=rs1216622834;v=rs1226010880;v=rs1367274200;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817614;vf=468971201;vf=424146005;vf=426962414;vf=504163851
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662391;v=rs1216622834;v=rs1177440154;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817614;vf=424146005;vf=416541881
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662391;v=rs1216622834;v=rs1348321981;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817614;vf=424146005;vf=502082779
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662391;v=rs1216622834;v=rs896560938;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817614;vf=424146005;vf=247838075
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1187731056;v=rs1249901101;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=419774985;vf=441214016
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1187731056;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=419774985
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1187731056;v=rs1056908767;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=419774985;vf=391432493
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1187731056;v=rs1236119946;v=rs779255916;vf=392408792;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=562817491;vf=539671647;vf=419774985;vf=436577331;vf=241447462
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1253557390;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662370;v=rs1187731056;v=rs1260306039;v=rs1399653068;v=rs779255916;vf=392408792;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=442728040;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817463;vf=419774985;vf=444739862;vf=529793971;vf=241447462
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1486192757;v=rs1253557390;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662370;v=rs1554662381;v=rs1331522316;v=rs1260306039;v=rs1413486856;vf=392408792;vf=166850085;vf=562817558;vf=560945338;vf=442728040;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817463;vf=562817536;vf=480522260;vf=444739862;vf=533617253
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1253557390;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1554662370;v=rs1554662381;v=rs1331522316;v=rs1260306039;v=rs937974975;vf=392408792;vf=166850085;vf=562817558;vf=442728040;vf=562817491;vf=539671647;vf=562817463;vf=562817536;vf=480522260;vf=444739862;vf=278610081
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1253557390;v=rs1554662373;v=rs1432897755;v=rs1229311991;v=rs1554662370;v=rs1554662381;v=rs1331522316;vf=392408792;vf=166850085;vf=562817558;vf=442728040;vf=562817491;vf=539671647;vf=428087406;vf=562817463;vf=562817536;vf=480522260
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1554662384;v=rs1253557390;v=rs1554662373;v=rs1229311991;v=rs1554662370;v=rs1554662381;v=rs1331522316;vf=392408792;vf=166850085;vf=562817558;vf=442728040;vf=562817491;vf=428087406;vf=562817463;vf=562817536;vf=480522260
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs143561967;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1554662373;v=rs1229311991;v=rs1554662370;v=rs1554662381;v=rs1554662383;v=rs905464796;vf=392408792;vf=166850085;vf=502135328;vf=442728040;vf=562817491;vf=428087406;vf=562817463;vf=562817536;vf=562817550;vf=274676293
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1229311991;v=rs1225703742;v=rs1554662383;v=rs1554662382;v=rs1345050077;vf=392408792;vf=502135328;vf=442728040;vf=428087406;vf=426847396;vf=562817550;vf=562817544;vf=501754649
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1229311991;v=rs1225703742;v=rs1316415315;v=rs1215074859;vf=392408792;vf=502135328;vf=442728040;vf=428087406;vf=426847396;vf=489562675;vf=423663447
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1229311991;v=rs1225703742;vf=392408792;vf=502135328;vf=442728040;vf=428087406;vf=426847396
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1225703742;v=CD154342;v=rs1284973835;vf=392408792;vf=502135328;vf=442728040;vf=426847396;vf=692902700;vf=465862384
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1227885325;vf=392408792;vf=530282599;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=427585689
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1359093402;v=rs1227885325;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=503359859;vf=427585689
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1359093402;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=503359859
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1359093402;v=rs1266040711;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=503359859;vf=446385142
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1359093402;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=503359859
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1288204595;v=rs1554662368;v=rs1208565448;v=rs1182517312;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=488678587;vf=466716350;vf=562817452;vf=421712274;vf=417980676
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1253557390;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1288204595;v=rs1157772425;v=rs1267186634;v=rs1182517312;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=442728040;vf=478061130;vf=488678587;vf=466716350;vf=392036272;vf=446751528;vf=417980676
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1288204595;v=rs1157772425;v=rs1471385279;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=478061130;vf=488678587;vf=466716350;vf=392036272;vf=553767410
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1288204595;v=rs1157772425;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=478061130;vf=488678587;vf=466716350;vf=392036272
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1288204595;v=rs1364417952;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=478061130;vf=488678587;vf=466716350;vf=503842200
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1288204595;v=rs1292868835;v=rs1410182614;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=478061130;vf=488678587;vf=466716350;vf=467954820;vf=532166073
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1409378750;v=rs1309568424;v=rs1410182614;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=478061130;vf=488678587;vf=531888609;vf=487244679;vf=532166073
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1348897656;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1355839835;v=rs1409378750;v=rs1413992841;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=502135328;vf=478061130;vf=488678587;vf=502973350;vf=531888609;vf=533775792
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000147894;r=9:27535640-27573866;t=ENST00000619707;v=rs1159147250;v=rs1401904755;v=rs1425007784;v=rs1429428932;v=rs1323580129;v=rs1313605336;v=rs1355839835;v=rs1413992841;vf=392408792;vf=530282599;vf=537247907;vf=538593721;vf=478061130;vf=488678587;vf=502973350;vf=533775792

Tamafio de fragmento — 82 pb
6 pb

No.repetidos =

8.4 Andlisis estadistico

Las variables categéricas se presentan como numeros absolutos y frecuencias,
mientras que las variables continuas se presentan como promedios y rangos. La
distribucion normal se evaluo utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para el
andlisis de variables continuas se utilizaron pruebas no parametricas (U de Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis, o rho de Spearman, segun fuera el caso). Las variables
categoricas se compararon utilizando la prueba exacta de Fisher. Las pruebas se

realizaron en el ambiente Rstudio, utilizando la libreria ggpubr.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Electroforesis de productos de la PCR de triple cebador
Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis. El corrimiento mostro,

en su mayoria, 1 o 2 bandas con un peso molecular entre los 80-170 pb como se

muestra en la figura 18.

A. PCR DE CONTROLES B. PCR DE PACIENTES ELA/DFT

Figura 18. PCR del hexanuclettido de COORF72. Se muestra la electroforesis de los
productos de PCR de dos controles sanos (A) y de dos pacientes de ELA/DFT (B); se
indican con flechas color rojo las bandas detectadas. Los productos CT 1y ELA 1 muestran
solo una banda (homocigotos), mientras que los productos CT 2 y ELA 2 muestran mas de
una banda (heterocigotos).

Los productos de PCR que mostraron solo una banda podrian ser homocigotos, sin
embargo, ambos alelos pueden tener una diferencia minima y ser heterocigoto
debido a la baja resolucién que se tiene en geles de agarosa, pero este muestreo
permitié hacer un tamizaje inicial (Figura 19B).

Los microsatélites son secuencias cortas de DNA altamente polimoérficas (1- 6 pb)
gue se repiten varias veces seguidas en una region genomica determinada y que
poseen mas de 70% de heterocigocidad; es por ello el nimero de repetidos
usualmente varian entre los individuos de una poblacién (National Human Genome
Research Institute, 2023; Zauza-Carrasco, F. et al., 2015). El hexanucleétido
repetido es un microsatélite y, por ende, es de esperar que usualmente se presente

como heterocigoto en los individuos.
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9.2 Niumero de hexanucleétidos repetidos
Una vez establecidas las condiciones para realizar el analisis de fragmentos, este

se realiz6 en todos los productos de PCR y fue posible determinar el nUmero de

hexanucleétidos repetidos. Se pudo establecer una correlacién con la mayoria de

los resultados del tamizaje en geles con el andlisis de fragmentos como se muestra

en los siguientes electroferogramas y geles (Figura 19). Se observo en la mayoria

de los electroferogramas de controles y pacientes un pico inespecifico a ~233 pb.

A.

CONTROL 4

ELAS

Altura (ht)

Tamaiio en pares de bases (sz)

Altura (ht)
RARERRRRERRERRN]

Tamaiio en pares de bases (sz)
P w o o

Altura (ht)

Tamaiio en pares de bases (sz)
® o 0 )

|134 pb I

20

L i1

Figura 19.
Correlacién de
resultados para
determinacion de HR
en CO9ORF72.

Se observan tres
muestras: de un
control  heterocigoto
(A) y dos pacientes
heterocigotos (B, C)
con sus respectivos

resultados en
electroforesis y
analisis de
fragmentos. Se

sefialan con flechas
rojas las bandas en
los geles y con
flechas verdes los
picos de los
electroferogramas,
ademas se sefala
con un asterisco
morado el pico
inespecifico a ~233
pb. Se destaca la
correlacion numérica
entre ambas técnicas
para cada muestra
analizada.
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9.2.1 En grupo control sano
Al evaluarse los 120 alelos correspondientes a los 60 individuos sanos se encontro

gue la poblacién mexicana evaluada present6 desde 1 y hasta 24 hexanucle6tidos
repetidos (Tabla 12 y Figura 20), siendo el promedio 9 repetidos. Ningun control
present6 30 o mas hexanucledtidos. En el grafico se aprecia que hay un
comportamiento multimodal, dado que los alelos de 2 y 10 HR son los que se
presentaron con mas frecuencia. Cabe resaltar que el 60% de los alelos evaluados
fueron igual o superiores a 10 hexanucleotidos, esto quiere decir que la mayoria de

los alelos son repetidos intermedios (10-30 G4C2).

Al analizar los resultados por género (Tabla 12), se encuentra que tanto hombres
como mujeres presentan promedios iguales, indicando que no existen diferencias
entre ambos géneros. El rango de las mujeres es mas amplio debido a que una de
ellas presento 24 repetidos. No se encontro diferencia significativa entre el nUmero
de repetidos de acuerdo con el género (p= 0.91, U de Mann-Whitney) ni entre los

tres grupos de edad evaluados (p=0.2125, prueba de Kruskal-Wallis).

Tabla 12. Datos estadisticos de los hexanucleotidos del grupo control sano.

NUumero de hexanucleo6tidos
No. alelos

Poblacion repetidos
evaluados

Rango Promedio
Grupo control (n=60) 120 1-24 9
Mujeres (n=30) 60 1-24 9
Por

género Hombres (n=30) 60 1-17 9
18 a 38 (n=20) 40 1-17 10
Por edad 39 a 59 (n=20) 40 1-16 8

(afios)
60 a 80 (n=20) 40 1-24 10

Nota: Se muestran el rango y promedio de los HR del grupo control: en general, por género
y por edad.
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FRECUENCIA DE ALELOS (HR) DE GRUPO CONTROL
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Figura 20. Distribucion de la frecuencia de HR de C9ORF72 en el grupo control sano. Se
presenta la distribucion de la frecuencia de los alelos de hexanucle6tidos repetidos de 60
individuos sanos (120 alelos).

9.2.2 En grupo de pacientes con ELA
En los 157 pacientes ELA y ELA/DFT se evaluaron 314 alelos, de los cuales el

87.26% fueron alelos no afectados (normales) y el 12.74% mostraron

hexanucleétidos expandidos (Figura 21).

PACIENTES CON ALELOS NO AFECTADOS Y EXPANDIDOS

Total 1 Pacientes (N=157) I —— . S b 2 I\A

P ELA (N=144) | - % L |7 W % L7
or |
presentacion | ELA/DFT (n=13) Iy (-3 ) L7 S N X % 0} -7

fenotipica [ Eamiliar (n=13) — T L —— |
Por £ 1

: = I - 17— L7

origen | Esporadico (n=134) 8 0607 ERCTLA

Mujeres (N=73) Iy A -y S b 2 & 1A

_Por | Hombres (N=84) -1 | 1|7 S e % 11174
género

18 - 38 afios (N=26) {1 L | [ W i L

Por 1 39-59 afios (N=98) I |-y i 17 K Wl LA

Poblacion

edad | 60 - 80 afios (N=26) I} S YL
® Alelos normales (HR<30) 0% 20% 40% 60% 80% 100%
m Alelos expandidos (HR=30) Porcentaje de la poblacién

Figura 21. Pacientes con alelos no afectados y expandidos de C9ORF72. Se muestran la
proporcion de individuos con HR silvestres/ no afectados (normales) y expandidos en el
grupo de pacientes: en general, por presentacién fenotipica, por AHF, por género y por
edad.
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El grupo de pacientes con alelos no afectados (silvestres) presentaron desde 1
hasta 26 repetidos, siendo el promedio 9 HR. Mientras aquellos pacientes que si
presentaron hexanucleétidos expandidos, mostraron un rango de 31 a 66 repetidos,
con un promedio de 46 repetidos (Tabla 13). La presencia de alelos expandidos no
fue distinta de acuerdo a la presentacion fenotipica (p=0.48), el origen de la
enfermedad (p=0.67), al género del paciente (p=1.00), ni el grupo de edad (p=0.93).
Estos datos son solo informativos, ya que la correlacion genotipo-fenotipo esta clara,
los pacientes tienen mayor niumero de repetidos y eso tiene que ver con funcién y
no por resultados estadisticos.

Tabla 13. Datos estadisticos de los hexanucleotidos del grupo de pacientes.

Numero de hexanucleotidos repetidos

Alelos silvestres Alelos expandidos
(HR < 30) (HR 2 30)
Poblacién 3 o o 3 @ o
o9 o S Ol o =
® 2 o b} < S o )
() = S (= = €
FEl . ° RN o 2
on o o X o
2z z 0
Pacientes (n=157) 314 294 1-26 9 20 31-66 46
Por (nlftfl\4) 288 271 1-21 9 17 31-66 46
presentacion
fenotipica ELAIDFT 26 23 1-26 9 3 40-47 44
(n=13)
F(";‘r_"i';‘r 26 24  1-21 8 2 36-60 48
FEIF CITE Esporadico
(n=134) 268 252 1-26 9 16 31-66 46
'\z':ﬁrg)s 146 137  1-18 9 9  31-66 47
Por género ombres
168 157 1-26 9 11 32-55 44
(n=84)
18 a 38
(n=28) 56 53 1-18 10 3 41 -48 46
Por edad 39259 196 183 1-26 9 13 31-66 47
(afios) (n=98)
60 a 80
(n=26) 52 49 1-18 10 3 32-48 41

Nota: Se muestran el rango y las medidas de tendencia central de los HR del grupo de
pacientes: en general, por presentacion fenotipica, por AHF, por género y por edad.
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En la Figura 22, se puede observar un comportamiento multimodal en el grafico
dado que los alelos de 9, 12 y 1 repetidos son los mas frecuentes. Cabe resaltar
gue 20 alelos fueron determinados con mas de 30 hexanucledtidos. Ademas, el
44.59% de los 314 alelos se mostraron como repetidos intermedios. Dada la
controversia que existe en la patogenicidad de alelos repetidos mayores a 20,
comparamos el numero de individuos que presentaban repetidos >20 entre los
pacientes y controles incluidos en el estudio. Encontramos que habia una diferencia
significativa (22 pacientes de 157 vs 1 individuo control de 60, p = 0.006, Prueba
exacta de Fisher) que condicionaba a un riesgo de padecer la enfermedad cuando
se presentaba al menos un alelo repetido >20 (OR=9.61, intervalo de confianza
95%= 1.27-73.01)

DISTRIBUCION DE ALELOS SILVESTRES Y EXPANDIDOS
DEL HR EN PACIENTES ELA/DFT

80
70
60
50

40

Frecuencia
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10 |
0
o
™
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— N

No. de HR

Figura 22. Distribucién de la frecuencia de HR silvestres y expandidos de CO9ORF72 en el
grupo de pacientes. Se presenta la distribucion de la frecuencia de los alelos de
hexanucle6tidos repetidos de los 157 pacientes (314 alelos). En color rojo se indican la
frecuencia de alelos expandidos en pacientes que presentaron igual o mas de 30
hexanucleotidos.
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Al analizar la distribucion de los alelos de acuerdo con la presentacion fenotipica de
la enfermedad, se observo que el grupo de los pacientes con el espectro ELA/DFT
tuvo un mayor porcentaje de alelos expandidos (23.08%) comparado con el grupo

de pacientes que presentaron solamente ELA (11.81%) (Figura 21).

Por antecedentes heredofamiliares (AHF), es posible notar que los alelos de los
pacientes con origen familiar presentaron un mayor porcentaje de expandidos
(15.38%), respecto a los pacientes con origen esporadico (11.94%).

De igual manera los alelos expandidos de los pacientes masculinos mostraron una
proporcion diferente (13.10%) en comparacion con los alelos de las pacientes
femeninas (12.33%) (Figura 21).

Por grupo de edad, los pacientes entre 39 y 59 afios fueron los mas frecuentes en
la poblacion de estudio. Asimismo, este grupo de 39 a 59 afios mostré un mayor
porcentaje de alelos expandidos respecto a los otros dos grupos de edad. El grupo
de pacientes de 60 a 80 afios presentaron una mayor proporciéon de alelos

expandidos (11.54%) que en el grupo de pacientes de 18 a 39 afios (10.71%).

En los diferentes subgrupos de estudio (por presentacion fenotipica, AHF, género y
edad) se observa que es mayor la proporcion de alelos no afectados (o silvestres)
con respecto a los alelos expandidos. Tanto el rango como el promedio de los alelos
silvestres en los diferentes subgrupos de estudios (Tabla 13) fueron similares entre
si. No obstante, en los alelos expandidos, aunque el promedio es similar entre las
diferentes subpoblaciones, el rango varia y es atribuido por los pocos casos de

alelos mayores a 30 repetidos.

9.2.2.1 Expandidos del hexanucleoétido repetido.
Se determinaron los HRE por medio de andlisis de fragmentos, tomando como
consideracion que los picos definidos mayores a 260 pb representaban alelos
expandidos (Figura 23). En algunos electroferogramas con HRE se podia apreciar

un caracteristico patron de tartamudeo conocido como “dientes de sierra” o
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“sawtooth” que es considerado como evidencia de una expansion patogénica

(Bourinaris, T. y Houlden, H., 2018; Beck, J. et al., 2013; Kertesz, A. et al., 2013).

A Tamafio en pares de bases (sz)
1148 pb|
il
E -
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B Tamafio en pares de bases (sz)
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Figura 23. Deteccion de HRE en paciente heterocigoto. Se muestra el electroferograma (A)
de un paciente con ELA que present6 un alelo normal de 148 pb (flecha verde) y un alelo
expandido de 444 pb (flecha roja); con un asterisco morado se sefiala el pico inespecifico
de ~233 pb. Al realizar un aumento del mismo electroferograma (B) es posible apreciar el
alelo expandido. Se observa el caracteristico patrén de tartamudeo “dientes de sierra”.

Del grupo de pacientes (n=157) solo 20 de ellos (12.74%) mostraron un alelo
expandido. Todos los pacientes con HRE fueron heterocigotos. La distribucion de
los alelos expandidos fue 31 a 66 hexanucleo6tidos, siendo el promedio 46 repetidos.

El alelo de 48 HR fue el mas frecuente (Figura 24).
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DISTRIBUCION DE LA FRECUENCIA DE ALELOS
EXPANDIDOS EN EL GRUPO DE PACIENTES ELAY
ELA/DFT
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Figura 24. Distribucién de los hexanucle6tidos repetidos expandidos. Se muestra la
distribucion de la frecuencia de los alelos de hexanucleétidos repetidos expandidos
correspondientes a 20 pacientes (40 alelos).

Algunos pacientes que presentaron HRE exhibieron por lo menos un fenotipo
caracteristico de la expansion (Apéndice B), entre los que se encuentran:

e ELA/DFT

e ELA familiar

e ELA bulbar

e ELA de inicio juvenil

e ELA de evolucion lenta

e ELA asociada a Vulpian-Bernhardt

e ELA espinal

e Parkinsonismo
Tanto el ELA/DFT, ELAf, ELA bulbar, ELA juvenil y parkinsonismo ya se han

reportado en diversas publicaciones como fenotipos caracteristicos del
hexanucleétido expandido (Smeyers, J. et al., 2021; Ticozzi, N., 2017; Souza, P. et
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al., 2015; Bourinaris, T. y Houlden, H., 2018). Ademas, se encontraron 2 portadores
del expandido cuyo unico fenotipo fue ELA de inicio espinal (braquial).

Lo anterior tiene relevancia pues hay estudios que indican que los portadores de la
expansién con inicio bulbar o con mayor edad en el inicio de la enfermedad, tienden
a tener un tiempo de sobrevivencia corto (Ticozzi, N., 2017; Glasmacher, S.A. et al.,
2019),

En este estudio se encontraron 3 pacientes de evolucién lenta con el HRE; uno de

estos pacientes corresponde a la variante Vulpian-Bernhardt con un inicio juvenil.

El mecanismo patoldgico de los HRE depende del tiempo por la acumulacion de
productos téxicos (RNA y DPRSs), entonces al rebasar el umbral o concentracion,
estos productos y sus efectos son mas toxicos para las células y tejidos (Ross, J.P.
et al., 2019).

Como ya se mencion6 en el C9ORF72 también pueden existir casos de penetrancia
incompleta (Bourinaris, T. y Houlden, H., 2018). Consecuentemente, en este estudio
aguellos portadores de la expansion no presentaron algun fenotipo caracteristico
debido a que el umbral de toxicidad no se ha alcanzado o C9ORF72 no era la causa
de la enfermedad y podria ser otro gen la causa, recordando que hay mas de 30

genes involucrados en el desarrollo de la patologia.

De igual modo, se ha planteado la hipo6tesis que la manifestacion clinica de la
enfermedad también puede depender del tamafio de la expansion de la repeticién
o la presencia de interrupciones en la secuencia de los repetidos (Gijselinck, I. et
al., 2015).

Es frecuente encontrar en la literatura que la secuencia de DNA en cada célula
nucleada de un organismo es idéntica, sin embargo, para el desarrollo de un
humano adulto se necesitan mdltiples mitosis (aproximadamente ~101), y cada una
de ellas implica un riesgo de errores en los multiples eventos de transcripcion y
division celular para la formacion y desarrollo de un individuo. La mayoria de esos

errores son fenotipicamente silenciosos y solo un minimo de estos eventos
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mutacionales afecta la salud del individuo (Queremel Milani, D.A. y Chauhan P.R.,
2022; Notini, A.J. et al., 2008).

Se hareportado que el hexanucleotido repetido de C90ORF72 posee heterogeneidad
somaética que sugiere un grado de inestabilidad dentro de la repeticién (Smeyers, J.
et al., 2021; Trageser, K.J., et al., 2019; Cooper-Knock, J. et al., 2014), esto quiere
decir que existe una variabilidad en el tamafio de los repetidos: tanto en los
diferentes tejidos como en una misma poblacién de células, de hecho, algunos
autores lo describen como mosaicismo (Cooper-Knock, J. et al., 2014; Ebbert,
M.T.W. et al., 2018; Gijselinck, I. et al., 2015).

Es importante destacar que en distintas publicaciones se ha discutido una
inestabilidad somatica de la repeticion Ga4C2: el numero de hexanucleétidos
repetidos que hay en células sanguineas no es el mismo que en otros tejidos como
el cerebro. Se han identificado sujetos que cuentan con una repeticion intermedia
en el DNA de células de sangre, pero con grandes expansiones en el SNC
(Balendra, R. e Isaacs, A.M., 2018; Leija- Salazar et al., 2018; Jiang, J. y Rawvits, J.,
2019; Cooper-Knock, J. et al., 2014).

En un estudio donde se analizaron los repetidos en cerebelo, cerebro y sangre de
los pacientes, se encontré que en los tres tejidos habia HRE, no obstante, el nimero
de repetidos expandidos variaban en los tres tejidos del mismo individuo (Pamphlett,
R. et al., 2013).

Se ha propuesto que mas de 50 repetidos detectados en DNA sanguineo se pueden
asociar con expansiones muy largas en el SNC (Balendra, R. e Isaacs, A.M., 2018).
Algunos autores sugieren que las repeticiones largas en ciertos tejidos del SNC
tienen un impacto en el inicio y duracién de la enfermedad del paciente (Van
Blitterswijk, M. et al., 2013), otros autores plantean la hipétesis de que,
independientemente del tejido, no hay correlacion significativa entre la longitud de

la expansion y los fenotipos de los pacientes (Cooper-Knock, J. et al., 2014).

Dado el desafio técnico que implica determinar el repetido G4C2, existen diversas

metodologias para poder analizarlo. Desde el descubrimiento del HRE de
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CI90RF72, la PCR de triple cebador ha demostrado ser una técnica util para
encontrar pequefias expansiones, empero tiene el limite de deteccion de ~60
repetidos. Como ya se mencion0, en sangre es Util esta técnica como tamizaje para
identificar aquellos pacientes cuyo expandido podria ser mayor en SNC. Sin
embargo, seria dificil implementar esta PCR para la determinacion en tejidos
neurales. Por otro lado, una de las técnicas que es frecuentemente usada para la
determinacién de grandes expandidos es la hibridacion tipo Southern, aun asi, la
desventaja es que requiere una mayor cantidad de DNA gendémico para realizarla 'y
polimerasas que permitan amplificar fragmentos mas largos y metodolégicamente
es mas complicada y requiriere de mayor tiempo. Recientemente se ha lanzado al
mercado un kit de PCR para deteccion precisa de expandidos: AmplideX® PCR/CE

C9orf72 (Asuragen), sin embargo, el costo no es tan accesible.

Con lo anterior, se puede inferir que la determinacion precisa del hexanucleétido es
desafiante pues es importante tanto la técnica a utilizar, como el tejido para analizar.
Aunque los tejidos del SNC pueden dar un diagnéstico mas certero de una

expansion, esta solo puede ser hecha post-mortem.

El analisis en sangre es util para el diagnostico de certeza, abre posibilidades de
tratamiento, asi como de un asesoramiento genético oportuno para el paciente y
sus familiares a los cuales se les podra informar de los riesgos de ser portadores de
la enfermedad. Por lo que se buscan las mejores estrategias metodoldgicas con
mayor sensibilidad y reproducibilidad, pero sobre todo que estén disponibles para
un mayor numero de pacientes y puedan las diferentes metodologias
complementarse para dar un resultado mas preciso cuando se analicen células

sanguineas.

9.2.3 Comparacion entre grupo control sano y grupo de pacientes con ELA
Al comparar los datos de niumero de HR entre el grupo control y el grupo de

pacientes (Tabla 14), se observa que solo el grupo de pacientes presenta repetidos

expandidos y el grupo de pacientes ELA/DFT muestra la mayor proporcion de alelos
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expandidos (23.08%). Al comparar los alelos silvestres de controles y pacientes en

Sus respectivos grupos, estos son similares.

Tabla 14. Namero de repetidos de los grupos de controles sanos y de pacientes.

ero de exXa eolido epetido
e Alelos silvestres s ex>pand|dos

Poblaci6 evaiuado (HR < 30) (HR 2 30)
; Proporcion ; Proporcié
Promedio y do la Promedio y N de la
rango poblacién rango poblacién
Grupo control sano 60 9 (1-24)  100.00% - 0%
Grupode | Engeneral 157 9 (1-26)  87.26% | 46 (31-66) 12.74%
pacientes ELA 144 9 (1-21)  88.19% | 46 (31-66) 11.81%
ELA/DET 13 9 (1-26)  76.92% | 44 (40-47) 23.08%
cT 30 9 (1-24)  100.00% - 0%
oot Mujeres —_ 73 9 (1-18)  87.67% | 47 (31-66) 12.33%
género CT 30 9 (1-17) 100.00% - 0%
Hombres — g4 9 (1-26) 86.90% | 44 (32-55) 13.10%
8a3s CT 20 10 (1-17)  100.00% - 0%
afos  pgc 28 10 (1-18)  89.29% | 46 (41-48) 10.71%
— 0, - 0,
BN .0 CT 20 8 (1-16) _ 100.00% 0%
edad | afios  pge. 98 9 (1-26)  86.73% | 47 (31-66) 13.27%
60 a 80 CT 20 10 (1-24) 100.00% - 0%
afos  pge. 26 10 (1-18)  88.46% | 41 (32-48) 1154%

Nota: Se muestran el promedio y rango de los hexanucleétidos repetidos no afectados
(silvestres) y expandidos tanto de controles sanos (CT) como pacientes (Pac.), asi como la
respectiva proporcion de la poblacién.

La figura 25 muestra la distribucion de los alelos silvestres y expandidos en los
grupos control sano y de pacientes; esta distribucion entre alelos silvestres es

similar y solo en el grupo de pacientes se observaron alelos expandidos (HR=30).
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DISTRIBUCION DE LOS ALELOS EN EL GRUPO CONTROL Y
EL GRUPO DE PACIENTES
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Figura 25. Distribucién de los alelos (HR) en el grupo control y en el grupo de pacientes
ELA y ELA/DFT. Se observa distribucion de la proporcién de alelos de cada grupo de
estudio.

9.2.4 Comparacion de la distribucion de alelos de la poblacion mexicana con
otras poblaciones
Al comparar los resultados de la poblacion sana del presente estudio con aquellos

obtenidos en otros paises (Tabla 15), se muestra que el alelo de 2 repetidos es el
mas frecuente en la mayoria de las poblaciones estudiadas y esta presente en los
paises hispanos reportados (México, Espafia y Argentina). Por otro lado, los
repetidos de 5 y 8 hexanucleétidos también son frecuentes en diversos paises
alrededor del mundo. Interesantemente, México también presenta como alelo

frecuente de 10 HR, el cual es mayor a la moda de las demas poblaciones.

Las poblaciones caucasicas y la afroamericanas, presentaron una media de ~7
repetidos, mientras que las poblaciones asiaticas reportan un promedio desde 4
hasta 9 hexanucle6tidos. La media de México (9 HR) esta por encima del promedio

de las demas poblaciones, pero similar a las poblaciones chinas.
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Tabla 15. Numero de hexanucleotidos repetidos en diferentes poblaciones del

mundo: en individuos sanos y en pacientes sin HRE.

No. de HR

g %)
b 289 °
3 i .‘49_’5 k3 Referencia
o > >5® <
o °3 )
a a
_ CT 60 2/ 10 9.0 1-24
México Actual
Pac. 157 1/9/ 12 9.0 1-26
CT 248 2/ 4 NR 2-21 Garcia-Redondo
Espafia '
Pac. 936 2 /4 NR 2—-28 | A.etal, 2012
_ CT | 73 | 2/5/8 NR  2-18 | |,covich T. et
Argentina | 2016’ '
Pac. 50 2/5/8 NR 2-19 | @l
Caucasicos = CT | 1144 | <4/5/8 69 <4—p3  luyemans K. et
al., 2013
EUA
Afroamericanos | CT 620 <4/6 6.8 <4 -22 Kohli, M.A. et al.,
2013
7579
Reino Unido CT | (11cT| 2/5/8 NR 1-32 Beck, J. etal.,
HRE) 2013.
cT 323 3/8 NR 3-13 Hsiao, C.T. et al.,
. 2014
UELCE Lin, C.H. et al
CT 485 217 4.3 2-21 2014
Jiao, B. et al.,
CT 314 217 53 2-11 2013
: 85y _
China CT 632 2/6/7 52 2-18 Chen. Y. etal.
Pac | 918 217 95'31y 1-23 | 2015
_ CT | 357 | 2/4/5 39 2-18 | ghamim U etal
India T N
Pac. | 558 2/4 38 2-18 2020
Europa CT | 1039 | <4/5/8 71 <4—23 | Konl MA-etal,
2013
5478
Mundial CT | ¢1cT [ 02/5/8 NR  0-32 | heuns J.etal,
HRE) 2014

Nota: Se muestran el rango y promedio de los HR en individuos sanos (CT) y pacientes sin
expandidos (Pac.), de distintos paises. NR= No reportado. *CT HRE=No. de controles que

mostraron expandidos.

81




En la mayoria de las poblaciones, el rango varia desde 2 hasta 24 hexanucleotidos
repetidos. Cabe mencionar que se han reportado controles sanos con expandidos
(Beck, J. et al., 2013; Theuns, J. et al., 2014); al analizar estos casos mediante la
hibridacion tipo Southern se encontré que eran indistinguibles los expandidos de

controles sanos y de pacientes C9ORF72 positivos (Beck, J. et al., 2013).

Por otro lado, al comparar la frecuencia del HRE en las diferentes poblaciones del
mundo (Tabla 16), es posible notar que México esta por arriba de la media mundial
de % ELA con C90ORF72 positivo, y solo Finlandia lo supera. En las poblaciones
hispanas, hay una mayor proporcion de pacientes con ELAf que son portadores del
expandido; México tiene una mayor proporcion de pacientes ELAs con HRE
respecto a los demas paises, puede que estos pacientes aparentemente
esporadicos si tengan antecedentes heredofamiliares, pero lo desconocen o no lo

informaron al momento de su evaluacion.

Algunas poblaciones de pacientes caucésicos C9ORF72 positivos con ELA familiar
o con ELA/DFT son mayores que las proporciones que presenta México, por
ejemplo, Finlandia, quien presenta los mayores porcentajes en cada una de las
categorias de la Tabla 16. Ademas, es notorio que en las poblaciones asiaticas,
africanas y nativo-americanas (EUA) hay un porcentaje bajo o nulo de pacientes
con expandidos.

82



Tabla 16. Casos de hexanucleétidos

repetidos expandidos en diferentes

poblaciones de pacientes ELA y ELA/DFT del mundo.

%De pacientes con HRE

ELA/ Referencia
Total ELAs ELAf DET
México 157 8.8 12.7 11.9 154 23.1 | Actual
Ryan, M. et al.,
Cuba 115 15.8 1.7 2.1 0 NR 2019
. Chadi, G. et al.,
Brasil 228 17.1 4.4 2.6 12.8 NR 2016
Argentina 50 6 40 21 333 NR | zcovieh T.etal,
2016
o Garcia-Redondo,
Espafia 936 16.6 7.2 3.2 27.1 16.8 A. etal., 2012
EUA y Canada Mesaros, M. et al.,
(latinos) 33 NR 6.1 NR NR NR 2021
EUA Majounie, E. et al.,
i esanas) 72 0 8.3 8.3 0 NR 2012
EUA _(natlvo- 3 0 0 0 0 NR Majounie, E. et al.,
americanos) 2012
EUA (afro- 49 0 a1 a1 0 NR Majounie, E. et al.,
americanos) 2012
USA 1177 | 138 | 98 55 362 NR | Maounie Eetal,
2012
Sudéafrica 143 2.0 4.9 7 0 NR Nel, M. et al., 2019
Reino Unido 1014 | 97 | 106 6.8 459  NR %‘fg M. etal,
. . Laaksovirta, H. et
Finlandia 815 25 31 23 58 70 al., 2022
43 0 47 47 0 50 | Pamphlett, R. et
; al., 2012
AL McCann, E.P. et
616 0 6.7 6.7 0 NR al.. 2019.
. Shamin, U. et al.,
India 593 4.7 3.2 2.8 10.7 5.9 2020
: Chen, Y. etal.,
China 918 0 0.9 0.9 0 0 2016
. Ogaki, K. et al.,
Japon 563 2.0 0.4 0.4 0 NR 2012
Jang, J. et al.,
Corea 254 3.1 0 0 0 NR 2013
Mundial 4448 | 132 | 105 63 376 NR | Maounie E et
al., 2012

Nota: Se observa los resultados de la presencia del hexanucle6tido expandido en diversas
poblaciones de pacientes del mundo con ELAy el espectro ELA/DFT. Se muestra el nimero
de pacientes evaluados, asi como su proporcion de ELA familiar, asi mismo se muestran
los porcentajes de las poblaciones que presentaron HRE.

83




Se ha descrito que los portadores de HRE en poblaciones no relacionadas
comparten un haplotipo de riesgo con efecto fundador de origen finlandés que se
ha extendido a diversos lugares del mundo (Garcia-Redondo, A., et al., 2012;
Majounie, E. et al., 2012; Chen, Y. et al., 2016). Finlandia es una region
relativamente aislada que cuenta con poblaciones genéticamente homogéneas que
se originaron a partir de un pequefio grupo de fundadores; la deriva génica ha
impactado en las frecuencias alélicas de esta poblacién y asi se explicaria la alta
incidencia de las expansiones C9ORF72 en esta regién. Se ha propuesto que el
haplotipo fundador podria simplificarse a una sola variante génica: el SNV
rs3849942-T (Majounie, E. et al., 2012; Reus, L.M. et al., 2021). Por otro lado, hay
publicaciones que encontraron expandidos en haplotipos no relacionados entre si,
sugiriendo que los HRE surgen de mdultiples eventos mutacionales, pues los
repetidos silvestres (normales) largos son inestables y han generado expansiones
muchas veces en la historia humana y en esto radica la importancia de conocer la
distribucion de silvestres (no afectados o normales) de la poblacion mexicana, ya
gue la presencia de alelos sanos grandes por la misma inestabilidad del repetido
puede expandirse en generaciones sucesivas y dar origen a mutaciones de novo
(Nel, M. et al., 2019; Beck, J. et al., 2013).
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X. CONCLUSIONES
Se establecié que el numero de hexanucledtidos repetidos en el gen C9ORF72 en
el grupo de controles sanos fue menor a 30 repetidos, el nimero promedio de
hexanucleétidos G4C2 en la poblacion sana mestiza mexicana fue de 9 repetidos
(rango: 1-24 HR) siendo mas frecuentes los alelos de 2 y 10 hexanucleétidos.
Se determind que en la muestra de 157 pacientes ELA, el 87.3% presentd alelos
silvestres con un promedio de 9 repetidos (rango: 1-26 HR), siendo los alelos de
mayor frecuencia 1, 10 y 12 hexanucleétidos
Se determind que el 12.7% de la poblacion de pacientes con ELA evaluada mostrd
repetidos expandidos de manera heterocigota (promedio: 46 HR, rango: 31-66 HR),
sin embargo, debido a la inestabilidad del repetido asociado, es probable que esta
cifra esté subestimada, pues en tejidos del SNC podrian encontrarse expansiones
de mayor tamafio.
Se establecio la asociacion entre los hexanucleoétidos expandidos con los fenotipos
ELA/DFT, ELA familiar, ELA bulbar, ELA espinal, ELA de inicio juvenil, ELA de
evolucién lenta, ELA asociada a la variante Vulpian-Bernhardt y/o parkinsonismo.
El grupo de pacientes con la presentacion ELA/DFT fueron quienes mostraron la
mayor proporcion de alelos expandidos. Los pacientes mexicanos evaluados
presentaron una alta proporcién de HRE asociados a ELA familiar, al igual que otras
poblaciones hispanas reportadas.
Este fue el primer estudio del hexanucledtido G4C2 realizado en el pais en
poblacion mestiza mexicana sanay en pacientes mexicanos con ELA, y al encontrar
gue la poblacion de pacientes ELA y ELA/DFT con expandidos, superan a la media
mundial, se establece que el C9ORF72 es un gen importante para considerar en el
diagnéstico de los pacientes mexicanos. Ademas, la inclusion de este método
molecular en el diagnéstico de la enfermedad abre la posibilidad de que los
pacientes mexicanos puedan tener acceso a un tratamiento médico oportuno y

también establecer riesgos para la descendencia.
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XI. PERSPECTIVAS
Dada las limitaciones de la metodologia, es necesario verificar los resultados
mediante otro método molecular como hibridacion tipo Southern o estuches
estandarizados comerciales. De igual manera, es conveniente ampliar el nGmero
de controles sanos y de pacientes para confirmar si la proporcién del presente
estudio se replica.
El CO9ORF72 no solamente esta asociado a la ELA y/o DFT, por lo que seria util
analizarlo en otras enfermedades neurodegenerativas: Alzheimer, Parkinson,
Huntington, etc.
También seria util determinar la secuencia de aquellas muestras de pacientes que
presentaron el repetido expandido pues la presencia de interrupciones puede influir
en la manifestacion clinica de la enfermedad.
Con la hipétesis de que las expansiones del hexanucleétido provienen de un efecto
fundador finlandés, es importante analizar el haplotipo en la poblacibn mexicana
mestiza sana, en la poblacién mexicana indigena, para establecer si los expandidos
en nuestro pais son el resultado de la colonizaciéon y migracién europea o de la

inestabilidad propia del repetido.
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Xlll. APENDICE

A. CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES ELA
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CONSENTIMIENTO INFORMADO: “CARACTERIZACION DEL ESPECTRO CLINICO, BIOQUIMICO Y
MOLECULAR DE LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA”

NOMBRE DEL PACIENTE FECHA HORA

REGISTRO FECHA EN LA QUE SE REALIZARA EL PROCEDIMIENTO

NOMBRE DEL REPRESENTANTE LEGAL

Yo , en pleno uso de mis facultades mentales y en

mi calidad de paciente, o representante legal de éste:

DECLARO EN FORMA LIBRE Y VOLUNTARIA LO SIGUIENTE:

He sido invitado/a participar en el proyecto de investigacion: “CARACTERIZACION DEL ESPECTRO CLINICO Y
MOLECULAR DE LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA (ELA)”

He sido informado/a que tengo o mi familiar tiene diagndstico clinico de ELA-

He sido informado/a que en el departamento de Genética de este Instituto se esta realizando una investigacion para
saber si las familias con o sin antecedentes hereditarios, tienen mutaciones (alteraciones) en genes que causan ELA.

He sido informado/a que los genes a estudiar en el presente proyecto son: el hexanucledtido repetido C90RFT72, SOD1,
FUS y TARDBP.

He sido informado/a que si acepto participar en este estudio se me tomara a mi 0 a mi familiar afectado una muestra de
sangre periférica de 10 ml., de la cual se extraera mi DNA (material hereditario) en el que se estudiaran los genes

mencionados.

He sido informado/a que mi participacion o la de mi familiar en este estudio es VOLUNTARIA y si no acepto/a participar,

esto no afectara mi/su atencién en el Instituto.

He sido informado/a que mi/su participacion en el estudio no representa ningin costo para mi/el, ni recibiré remuneracion
econdmica alguna.

Insurgentes Sur # 3877, Col. La Fama 14269, México, D.F. Tel. (55) 56063822
www.innn.salud.gob.mx
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CONSENTIMIENTO INFORMADO: “CARACTERIZACION DEL ESPECTRO CLINICO, BIOQUIMICO Y
MOLECULAR DE LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA”
He sido informado/a que si en mi familia se encuentra alguna mutacién, nos contactaran para informamos y

explicarnos los resultados.

He sido informado/a que puedo o mi familiar puede abandonar el estudio en el momento que lo desee.

“ Autorizo que mi DNA se use para esta investigacion y otras en las que se estan analizando genes de la poblacion
mexicana: Sl NO

He sido informado/a que si me surge alguna duda sobre este estudio puedo comunicarme con la Dra. Petra Yescas
Gomez. al teléfono 56 06 38 22 Ext. 2002 6 3041 o con la Dra. Catherine Boll o el Dr Steven Vargas. También me
puedo dirigir con el Dr. Ricardo Colin Piana, presidente del Comité de Bioética de nuestro Instituto a la extension
5027.

Direccion:
Teléfono:
Correo electronico:

NOMBRE y FIRMA DEL MEDICO NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGAL

NOMBRE Y FIRMA TESTIGO NOMBRE Y FIRMA TESTIGO

Insurgentes Sur # 3877, Col. La Fama 14269, México, D.F. Tel. (55) 56063822
www.innn.salud.gob.mx
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B. FENOTIPOS ASOCIADOS CON HRE EN GRUPO DE PACIENTES
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