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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad
neurodegenerativa en incidencia después de la enfermedad de
Alzheimer, afecta aproximadamente al 2% de la poblacion mayor de 60
afnos y se incrementa al 5% en poblacidon mayor de 80 afios, también es
el desorden del movimiento de mayor incidencia. Se han identificado
mutaciones en diversos genes asociadas a una fraccion de enfermedad
de Parkinson de inicio temprano cuando los sintomas inician antes de los
45 afios y a algunos casos esporadicos de inicio tardio, ademas se han
encontrado mutaciones implicadas en los casos familiares en EP. MLPA
es una técnica de deteccion de mutaciones estructurales (deleciones,
duplicaciones y multiplicaciones) y de secuencia con paneles que

incluyen sondas para los principales genes asociados con la enfermedad.

En el presente trabajo se estandarizd la técnica de MLPA con dos
paneles comerciales (P0O51, P052) que incluyen sondas para siete /oci
PARK (SNCA, PARK2, PINK1, DJ1, LRRK2, GCH1 y ATP13A2) y un gen
para diagnostico diferencial con distonia respondedora a DOPA, UCHL1,
para el diagndstico molecular de algunos casos de enfermedad de

Parkinson.

Se estudiaron 18 casos indice en 13 familias, 64 casos esporadicos y se
compararon con 12 controles sin antecedentes de enfermedades
neurodegenerativas, todos pertenecientes a poblacidn mestizo
mexicana. Se identificaron diecinueve mutaciones estructurales y tres
mutaciones puntuales, los resultados fueron confirmados por QPCR y
secuenciacion de Sanger. Se confirmaron catorce mutaciones
estructurales y dos de secuencia y seis casos de falsos positivos. El gen

con mayor numero de mutaciones es PARK2 con diez seguidas de tres



mutaciones para LRRK2 (dos mutaciones puntuales y una estructural),
dos digénicas PARK2/PINK1 y una mutacién en DJ1.

Los resultados obtenidos por MLPA fueron concordantes con aquellos de
otras técnicas para detectar mutaciones estructurales y con los
resultados publicados. De las mutaciones estructurales encontradas tres
no han sido descritas anteriormente, incluida la mutacidn digénica
PARK2/PINK1.

La técnica de MLPA se introdujo como primer tamizaje en pacientes con
diagndstico clinico de enfermedad de Parkinson obteniendo un
panorama amplio de la dosis génica en siete genes asociados con

enfermedad de Parkinson monogénica.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La enfermedad de Parkinson (EP) fue conocida y estudiada desde la
antigiedad por médicos como Sylvius de la Boé (1680), Sauvages
(1768), van Swieten (1749) Gaubius (1758), ellos aportaron datos
importantes como la diferenciacién entre el temblor que ocurre en
movimiento y el temblor que ocurre en reposo, del temblor de causa
desconocida, y del temblor originado por ingerir bebidas espirituosas
(Sanders, 1880).

La EP fue estudiada como una enfermedad Unica y caracteristica por el
doctor James Parkinson en su trabajo titulado An Essay on Shaky Palsy
de 1817, su publicacion de 66 paginas y cinco capitulos, contenia la
descripciéon de 6 casos y la defini6 como paralisis agitans: “Temblor
involuntario con disminucidon en la fuerza muscular en miembros en
reposo, incluso cuando estan apoyados; con propensidon a encorvar el
tronco hacia el frente, y a pasar de una posicion de caminar a una
posicion de correr: los sentidos y el intelecto no estan afectados”
(Parkinson, 1817).

El escrito describe claramente los sintomas de los pacientes que
Parkinson estudid, sin embargo no puede explicar la etiologia de la
enfermedad. Durante los siguientes cincuenta afios el ensayo de
Parkinson fue poco cuestionado y usado como base en trabajos

subsecuentes (Koller, 1992).



John Cooke cita el trabajo de Parkinson en el segundo volumen de
Treatise on Neurvous Disease (Cooke, 1821), su descripcidon no aportaba
nada nuevo y parecia estar basada en el trabajo previo. Marshall Hall
también comentd sobre la enfermedad en sus trabajos (Hall, 1941).
Ambos afadieron poco a la descripciéon dada por Parkinson excepto la
mencion de las similitudes entre el padecimiento y los tuberculomas y
las diferencias con los pacientes con “tremor mercurialis” el cual se
presentaba en trabajadores que utilizaban mercurio en la fabricacién de
espejos. Robert Bentley Todd discutio también la enfermedad en

articulos donde citaba el trabajo de Parkinson (Todd, 1859).

Durante la primera mitad del siglo XX los trabajos discutieron muy poco
los resultados de éste. Sin embargo el panorama cambiaria con la
contribucion de neurdlogos como Trousseau y Charcot. Trousseau dedico
su décimo quinto volumen de Lectures on Clinical Medicine al temblor
senil y paralysis agitans, aunque usé el término, consideraba
inapropiado el nombre ya que no habia una paralisis al inicio de lo que él
consideraba un tipo de corea. Para confirmar sus observaciones usoé
dinamdémetros para medir la fuerza en varios de sus pacientes, y
admitid que en las etapas finales de la enfermedad se presentaba una

paralisis debida a la pérdida de fuerza muscular (Trousseau, 1868).

Sus otras contribuciones mayores fueron los reportes de bradicinesia en
los pacientes y las afecciones mentales que suelen presentarse en las
etapas finales de la enfermedad. Charcot y sus alumnos contribuyeron al
estudio de la enfermedad en articulos, monografias y tesis, en ellas
diferenciaban la paralysis agitans de la esclerosis multiple. Romberg vy
Charcot aparentemente basaron su conocimiento de la enfermedad en la

sinopsis de Todd al trabajo de Parkinson, ambos coincidieron en llamar



al padecimiento una neurosis lo que significaba que no existia una lesién
propia (Koller, 1992).

Charcot consideraba fundamental el sintoma del temblor, mencionaba la
presencia de éste en miembros en reposo y la desaparicion cuando se
deseaba mover voluntariamente la parte del cuerpo afectada. Observod
el progreso de un temblor localizado en una extremidad que, con el
tiempo, se extendia a todo un hemisferio del cuerpo y terminaba en un
temblor generalizado; aunque desaparecia mientras el paciente se

encontraba dormido (Charcot, 1877).

Brissaud dedicé dos de sus lecciones a la “Maladie de Parkinson” (EP),
fue el primero en referirse asi al padecimiento en lugar de parélisis
agitans (Brissaud y Vingt-Deuxieme, 1895). Reportd la aparicion de
problemas de conducta como pérdida de interés, cambios de humor y
caracter. Brissaud mostrd particular interés en un caso reportado por
Blocq y Marinesco (Blocq y Marinesco, 1894) en el cual examinaron un
tuberculoma que destruyd por completo la sustancia nigra del paciente,
los autores comentaron que esta zona obscura del cerebro podria estar
actuando en los movimientos voluntarios e involuntarios con lo cual
postuld la hipdtesis de que las lesiones a dicha regién podrian ser la

razon anatomica de la EP.

Sir William Gowers estudié ochenta casos y encontré una predominancia
del género masculino (63%), una edad de inicio mayor a los cuarenta
afios y un factor de heredabilidad del 15%. Sus estudios incluyeron
métodos de mayor precision para cuantificar los temblores, asi como

frecuencia de éstos y estudios electromiograficos (Koller, 1992).

Durante la segunda mitad del siglo XX se desarrollaron nuevas técnicas

de diagnostico y estudios de la patogénesis de la enfermedad.



1.2 Definicion de la enfermedad de Parkinson

Es un desorden degenerativo del sistema nervioso, caracterizado por
presentar movimientos involuntarios de tipo temblor en reposo, rigidez y
bradicinesia. Originalmente se clasific6 como un desorden ocasionado
por un déficit de dopamina, sin embargo actualmente se le considera
una enfermedad multisistémica cerebral en la cual varias rutas no
dopaminérgicas del sistema motor se ven afectadas de manera

progresiva a lo largo de la enfermedad (Perry et al., 1999).

La EP es el desorden de movimiento mas comun y la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas frecuente. Neuropatoldégicamente,
se caracteriza por la pérdida de células en la regidn nigro estriatal y la
presencia de inclusiones intracelulares llamadas cuerpos de Lewy, cuyo
principal componente es la proteina a-sinucleina (Tanner y Aston,
2000).

1.2.1 Clasificacion de la enfermedad de Parkinson

La EP puede clasificarse de muchas formas dependiendo de las
caracteristicas de la enfermedad que se presentan en el paciente (de
acuerdo a la edad de inicio de los sintomas, respuesta al tratamiento,
antecedentes familiares). En la mayoria de los casos, la edad promedio
de inicio es de 60 anos, los casos con aparicion de sintomas antes de los
45 anos se consideran como enfermedad de Parkinson de inicio
temprano (EPIT), y ademas existen casos de EP juvenil con una edad de

inicio menor a los 20 afos (Lohmannn et al., 2009).



Algunos autores consideran ambas enfermedades como padecimientos
diferentes e independientes uno de otro; sin embargo, ambos
comparten signos y sintomas que los caracterizan como EP. La EPIT
tiene un amplio rango de fenotipos clinicos y algunos atipicos pero
generalmente se observan casos con progreso lento, con respuestas
excelentes a dosis bajas de levodopa, discinesias y sin demencia. La
mayoria de los pacientes no muestran sefales de dafo cognitivo, pero
se han reportado desdrdenes de conducta, incluyendo ansiedad,
psicosis, ataques de panico, depresion, impotencia sexual y desérdenes

obsesivo-compulsivos (Lohmann, 2009).

Se considera que cerca del 4% del total de los pacientes con EP
desarrollan signos clinicos antes de los 50 afios de edad (Van der Eeden,
2003).

Otra forma de clasificar la EP es con base a la historia familiar. La
mayoria de los pacientes con EP son esporadicos, en 10-15% de los
casos se observa agregaciéon familiar y en 5-10% del total de los casos
se han identificado formas monogénicas con patron de herencia
autosémico dominante o autosdémico recesivo. Si se toma en cuenta el
tratamiento existen pacientes que son respondedores a Levodopa y

pacientes que no lo son (Van Den Eeden et al., 2003)



1.3 Epidemiologia de la enfermedad de Parkinson

Aproximadamente 1-2 % de la poblacion mayor de 65 afios sufre EP y
este nUmero asciende a 3-5 % en personas mayores de 85 afios (Fahn,
2003).

En México de acuerdo a las cifras publicadas por el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) en el censo de poblacion y vivienda
realizado en 2010, existe una poblacién mayor de 65 afios de 6,233,618
y una mayor 85 afos de 703,295 individuos. De acuerdo con los datos
epidemioldgicos, aproximadamente 159,837 personas pueden padecer
la enfermedad. En nuestro pais se ha estimado una prevalencia de 40 a
50 casos por cada 100,000 habitantes al afio y en el Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia “Dr. Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS)
es la cuarta causa de consulta. Se ha calculado que en el mundo debido
al aumento de la tasa de sobrevida, la EP afecta actualmente de 4.1 a
4.6 millones de personas mayores de 50 afios y se espera que para el
ano 2030 esta cifra sea duplicada (SSA, 2008).

1.4 Patogenia de enfermedad de Parkinson

La patogénesis de la EP como la entendemos en la actualidad incluye
una amplia gama de rutas metabdlicas alteradas, estrés oxidante
causado por disfuncién mitocondrial, inflamacién, metabolismo de
proteinas anormales; en donde dichas alteraciones, se incrementan con
la edad (Dawson, 2003).



La pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en los nucleos del
tronco cerebral, principalmente la zona pars compacta de la sustancia
nigra, genera una disminucién de los niveles de dopamina en el estriado
llevando a la aparicion de los sintomas motores y su incremento en
intensidad con el tiempo. En algunos casos se encuentran agregados
intracelulares proteinicos donde el componente principal es a-sinucleina.
Los mecanismos mediante los cuales se presenta la degeneracién
neuronal no son conocidos. El descubrimiento de mutaciones genéticas y
el mayor entendimiento de las disfunciones de las proteinas aberrantes
han proporcionado nuevas e importantes perspectivas en la patogénesis
a nivel molecular. Existe evidencia de que el desacople del sistema
ubicuitina proteosoma, la disfuncién mitocondrial y el decremento en la
tolerancia al estrés oxidante son mecanismos clave en la patogénesis de
la EP (Nishioka et al. 2006)

En la figura 1 se observan tres neuronas que muestran los diferentes
organelos con los que interactian los productos proteicos de genes
ligados con EP. Se ve la participacion de la mitocondria y las funciones
qgue realizan como parte de la senalizacién celular. Se aprecia el trabajo
de las proteinas en la formacién de vesiculas trasportadoras de

dopamina.
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Figura 1. Ubicacidén neuronal de los productos proteicos de los genes PARK. Modificada de Trinh, J y Farrer M,

2013

1.5 Diagndstico clinico de la enfermedad de Parkinson

El diagndstico de la EP idiopatica es principalmente clinico con
manifestaciones como: temblor en reposo, rigidez muscular,
bradicinesia e inestabilidad postural. Adicionalmente, pueden
encontrarse otras caracteristicas como anormalidades posturales,

disautonomias, distonia y demencia (Alves, et al. 2008).

En 1967 se ided la escala de Hoehn y Yahr, la cual evalla en una escala
de 0 (sin sintomas) a 5 (invalidez) impedimento del movimiento,
postura y marcha. En esta escala no se captan datos de los sintomas no

motores de la EP. La herramienta mas usada y aceptada para evaluar la



enfermedad es la escala unificada para la evaluacién de la EP (UPDRS)
gue se introdujo en 1987 por un grupo de especialistas en desordenes
del movimiento. Se divide en cuatro partes: cubre sintomas de actividad
mental, comportamiento y humor en la primera parte, actividades de la
vida diaria en la segunda, sintomas motores en la tercera vy
complicaciones terapéuticas en la Ultima. Estas evaluaciones deben
realizarse por un médico neurdlogo especialista en desdrdenes del
movimiento para asegurar la veracidad de los resultados. Sin embargo,
el diagnodstico definitivo de la EP requiere la confirmacién posmortem
(Alves, et al. 2008).

1.6 Tratamiento de la enfermedad de Parkinson

Los tratamientos son prescritos por el médico tratante pero
generalmente se mantiene una terapia fisica aplicada al estadio de la
EP, en coordinacion con el médico rehabilitador, no menos de tres veces
por semana. Si el paciente no recibe ningun tratamiento para la
enfermedad y se encuentra en estadio inicial, se inicia con levodopa a
dosis baja y se incrementa progresivamente. Se puede adicionar un
inhibidor de la mono amino oxidasa B (MAO-B). En los pacientes
diagnosticados con EPIT, se inicia con un agonista dopaminérgico como
monoterapia, incrementando progresivamente la dosis. En los casos
cuando el paciente no presenta deterioro cognitivo evidenciado a través
de pruebas neuropsicoldgicas y el temblor al reposo es el sintoma mas
importante, puede iniciarse con un anticolinérgico oral a dosis

paulatinamente crecientes (Antonini, et al. 2012).



En los pacientes con estadios intermedios o avanzados que no han
recibido ningun tratamiento, se inicia con levodopa y se adiciona un
agonista dopaminérgico o un inhibidor de la Catecol-O-metiltransferasa
(COMT). En casos especificos de EPIT con antecedentes familiares de
progreso rapido, se pueden llevar a cabo procedimientos de
estimulacién cerebral profunda que consiste en la colocacion de
electrodos que estimularan las neuronas dopaminérgicas restantes en la

sustancia nigra del paciente. (Antonini, et al. 2012).

1.7 Factores de riesgo para la enfermedad de Parkinson

La EP es un desorden asociado a la edad. La prevalencia e incidencia de
la enfermedad muestran una fuerte correlacién con la edad. La
probabilidad de desarrollar la enfermedad aumenta con la edad, sin
embargo en las formas familiares se pueden observar edades de inicio
mas tempranas con aparicién de los sintomas antes de los 45 afos e
incluso, casos juveniles con edades de inicio antes de los 20 afios. A la
fecha, el proceso de envejecimiento representa el factor mas importante
para desarrollar la EP (Hindle, 2010).

Se ha demostrado que la exposiciéon a toxinas ambientales aumenta el
riesgo de presentar EP. Existen pruebas del dano que pueden causar
dichos agentes como Ila 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), un producto secundario en la sintesis de narcéticos que causa
parkinsonismo con todos los signos de la EP. MPTP es un inhibidor del
complejo I de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria.
Esta observacién fue fundamental para identificar el papel clave de la

mitocondria en la patogénesis de la EP. Después se descubridé que varios
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insecticidas y algunos solventes también pueden causar disfuncion
mitocondrial. El papel exacto de los factores ambientales en Ia
patogénesis de la EP es poco claro. Sin embargo, se ha considerado que
la correlaciéon de factores ambientales y factores genéticos con el

fenotipo celular son piezas clave en la EP (Paul, et al. 2013).

Se han asociado polimorfismos de multiples en genes como GBA, MAPT,
MC1R, ADH1C, genes de la familia HLA y existe evidencia de que
algunas mutaciones mitocondriales también pueden contribuir al
desarrollo de la EP. Cada uno de estos factores independientes puede
tener un efecto modesto en el desarrollo de la enfermedad pero en

conjunto pueden tener un efecto acumulativo (Paul, et al. 2013).

1.8 Genes asociados con la enfermedad de Parkinson

Los estudios recientes de casos y controles han confirmado que la EP es
mas frecuente en los parientes de los afectados comparandolos con
controles pareados por edad y género. En general, el riesgo relativo en
familiares de primer grado incrementa 2 a 3 veces para el desarrollo de
la EP de inicio tardio y hasta 14 veces para la EPIT comparado con el

riesgo de la poblacién general (Kurz, et al. 2003; Myrheet al. 2008).

En los estudios en gemelos se ha visto que la concordancia es alta para
pacientes con EP que inician antes de los 50 anos, lo que sugiere que el
factor genético es importante al menos en los casos de inicio temprano
de la enfermedad. Existen también numerosos reportes de agregacion
familiar de EP sin un patrén de herencia definido y una menor
proporciéon de casos familiares con un patréon de herencia autosémico

dominante o autosdémico recesivo (5-10% del total de los casos).

11



Actualmente se han identificado varias mutaciones génicas y regiones
cromosOmicas asociadas a la presentacibn de formas de EP
monogénicas (Tabla 1). Los genes causantes de formas monogénicas de
EP con patrones de herencia autosdémico dominante son SNCA, UCHL1 y
LRRK2, y los genes asociados con EP con herencia autosdmica recesiva
son PARK2, DJ1 y PINK1 (Tabla 1). Clinicamente, los casos familiares

son indistinguibles de los casos esporadicos (Scarciolla, et al. 2007).

Se han detectado diferentes tipos de mutaciones (Polimorfismos de un
solo nucleétido (SNP), deleciones o inserciones vy rearreglos
estructurales en los genes asociados con EP. Los rearreglos
estructurales se han encontrado en algunos de los loci PARK, como
SNCA, PARK2, PINK1, DJ-1 y éstos pueden variar de tamafo afectando
solo un exodn, abarcar varios exones o al gen completo (Nishioka, et al.
2006).
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Tabla 1. Loci PARK asociados con la enfermedad de Parkinson

EP Autosdmica dominante
Locus Gen Localizacion
PARK1/ PARK4 SNCA 4q22.1
PARKS5 UCHL1 4pl4
PARKS8 LRRK2 12q12
PARK11 GIGYF2 2q37
PARK13 HTRAZ2 2pl2
PARK17 VPS35 16q12
PARK18 EIF4G1 3927
EP Autosdmica Recesiva
Locus Gen Localizacién
PARK2 pARK2, | 6q25.2-q27
PARKG6 PINK1 1p36
PARK7 DJ1 1p36
PARK9 ATP13AZ2 1p36
PARK14 PLA2G6 22913
PARK19 DNAJC6 1p32
PARK20 SYNJ1 21922
Loci asociados a EP con genes desconocidos
Locus Gen Localizacion
PARK3 2pl13
PARK10 1p34-p32
PARK12 Locus
cromosoma X
PARK15 FBX07 22q11.2-qter
PARK16 1g32

En negritas se muestran los principales genes causales de EP. Modificada de Coppede, 2012.

1.8.1 SNCA

SNCA es un gen localizado en el cromosoma 4q21, consiste en siete
exones, aunque solo los exones 2 al 6 se traducen. El producto de este

gen, una proteina de 140 aminoacidos llamada a-sinucleina, se cree que
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participa en la liberacién de neurotransmisores y en la recuperacién de
estos a través de vesiculas en la neurona presinaptica (Ramesh, et al.
2011).

Las mutaciones puntuales en este gen parecen ser una causa rara de
EP. En la base de datos de mutaciones para la EP (PDmutDB) se han
documentado 27 mutaciones diferentes en este gen. Adicionalmente se
han descrito triplicaciones de una region de 2.04 Mb que incluye al gen
SNCA en familias que presentan enfermedad por cuerpos de Lewy con
patron de herencia autosémico dominante. Esto sugiere que la sobre
expresion de SNCA es suficiente para causar la degeneracién neuronal

con la produccién de cuerpos de Lewy (Singleton, et al. 2003).

SNCA fue el primer gen implicado en casos raros con patron de herencia
autosémico dominante debido a mutaciones de sentido errdneo,
duplicaciones o triplicaciones. Estos Ultimos se asocian con casos
severos de progresidon rapida y signos fisicos atipicos que indican
neurodegeneracién fuera de la sustancia nigra (Farrer, et al. 2004). A la
fecha se han reportado tres mutaciones de sentido errdneo en este gen:
p.A53T, p.A30P y p.E46K.De ellas la mutacion p.A30P es la mas
frecuente para mutaciones en la secuencia de este gen (Singleton, et al.
2003).

1.8.2 PARK2

El gen PARK2 se ubica en el sitio fragil comun (CFS) FRAG6E del
cromosoma 6q25.2-q27, estd constituido por doce exones y codifica
para la proteina Parkina. Esta proteina tiene actividad de ligasa de

ubicuitina E3 y se le considera gen supresor de tumores. En la base
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PDmutDB (http://www.molgen.vib-ua.be/PDMutDB) se han
documentado 214 mutaciones diferentes en este gen. Originalmente las
mutaciones en este gen se describieron como las causales de EPIT.
Actualmente las mutaciones heterocigotas somaticas en PARK2 se han
asociado al desarrollo de otras enfermedades como cancer, lepra,

autismo, diabetes tipo 2 (Kay, et al. 2010).

Algunos de los casos con mutacion en este gen recesivo son
heterocigotos simples, por lo que resultan dificiles de interpretar, ya que
no se sabe si la presencia de un solo alelo mutado es suficiente para
causar la EP, aumenta el riesgo o disminuye la edad de inicio. Las
mutaciones en PARKZ2 son las mas comunes en la EP (explican 18% de
los casos esporadicos y 50% de los casos familiares) con patron de
herencia autosdmico recesivo. Como parte de la via ubicuitina
proteosoma, parkina puede proteger a las neuronas contra el estrés
oxidante, toxicidad por a-sinucleina y disfuncidn del proteosoma (von
Coelln, 2004). Aproximadamente el 50% de las mutaciones identificadas
en este gen son puntuales, detectables por secuenciacién. El otro 50%
consiste en rearreglos estructurales como deleciones, duplicaciones y
triplicaciones. El alto nimero de mutaciones estructurales puede
explicarse por el hecho de que PARKZ2 se localiza en el CFS FRA6E
(Hendrich, et al. 2004).

Los CFS constituyen segmentos en el genoma susceptibles a
inestabilidades cromosdmicas. Aunque se conoce poco del papel de los
CFS, muchos de los genes en estas regiones tienen una funcién en los
sistemas de respuesta a estrés y en el desarrollo neuronal. El hecho de
observar genes altamente conservados evolutivamente en una regién
inestable sugiere que comparten un papel en la funcién normal de la
célula (Smith, et al. 2006).
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Estudios de tomografia por emisién de positrones revelan que las
personas portadoras de mutaciones heterocigotas en el gen PARK2 sin
sintomas de EP poseen una actividad disminuida en el transporte de
fluorodopa (FDOPA) en la region del estriado. Esto sugiere que estas
mutaciones pueden estar asociadas con cambios subclinicos en el

sistema dopaminérgico (Hendrich, et al. 2001).

1.8.3 LRRK2

El gen LRRK2 (12q12-q13.1) consiste de 51 exones y abarca 144275 pb.
Se han asociado 21 mutaciones de este gen a EP y causa

aproximadamente 7% de los casos familiares de EP (Elliott, et al. 2012).

Este gen codifica para una proteina de 2527 aminoacidos de funcidn
desconocida llamada Dardarina que contiene repetidos ricos en leucina,
un dominio RAS y un dominio cinasa. Aunque su funcién fisioldgica
todavia no se conoce claramente, la presencia de los dominios de
GTPasa y cinasa sugieren que la sefalizacion intracelular puede ser una
de sus funciones, y la existencia de los dominios de anclaje a otras
proteinas apuntan a que Dardarina puede ser la base para la formacion

de complejos proteinicos (Bosgraaf, et al. 2003).

Las mutaciones claramente patogénicas de LRRK2, con segregacidn
confirmada y estudios funcionales que han confirmado su efecto, se
localizan en los exones 31, 35 y 41 de LRRK2: p.R1441C/G/H,
p.Y1699C, p.G2019S ep.I2020Trespectivamente, se asocian a EP de
inicio tardio. La mas comun de estas es la mutacién p.G2019S cuya

presencia se ha reportado en 2% de los pacientes con EP esporadica y
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6% de las formas familiares de la enfermedad (Xiromerisiou, et al.
2007).

Existen reportes de variantes diferentes en este gen en poblaciones
especificas, como las sustituciones p.A211V y p.K544E en griegos
(Xiromerisiou, et al. 2007) y la variante p.R1441G que se ha descrito en

8% de pacientes con EP en poblacion vasca (Paisan-Ruiz, et al. 2004).

La expresion de LRRK2 con la presencia de la mutacién G2019S se
relaciona con EP por un aumento en la actividad de cinasa que conlleva

a la degeneracién neuronal (Bras, et al. 2005).

1.8.4 DJ1

DJlestd organizado en ocho exones que abarcan 24 kb en 1p36. Los
primeros dos exones no codifican y sufren procesamiento alternativo de
exones durante la transcripcion, el proceso post transcripcional se ve
regulado por ambientes de estrés oxidante con velocidades de
traducciéon diferentes, traduciéndose en un producto de 189
aminoacidos. El gen DJ-1 codifica para una peptidasa que funciona como
un regulador positivo para la transcripcién de andrégenos dependientes
de receptor. También puede funcionar como un chaperdén, y un sensor
para estrés oxidante que aparentemente protege a las neuronas contra

éste y la muerte celular (Bonifati, et al. 2003).

A la fecha, se han reportado 28 mutaciones en PDmutDB y aunque se
tienen las descripciones de estas, en general, son muy raras como causa
de la EP autosémico recesiva (solo explican 0-1% de los casos de EPIT).
Solo algunos pacientes con mutaciones homocigotas para DJIse han

descrito, en su mayoria con EPIT. Las mutaciones en este gen se han
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asociado con EPIT con patrén de herencia autosdmica recesiva (Annesi,
et al. 2005)

1.8.5 GCH1

GCH1 se ubica en 14g22.1-g22.2, abarca 60.8 kb y consta de 6 exones
traducibles para un producto de 250 aminoacidos. GCHIcodifica para
una ciclohidrolasa de GTP, una enzima reguladora de
tetrahidrobiopterina, la cual a su vez tiene una funcion en la sintesis de
neurotransmisores de monoamina y o6xido nitrico (Romstad, et al.
2003).

Se han encontrado mutaciones con patrén de herencia autosdmico
dominante asociadas a distonia respondedora a DOPA (DRD). En la
EPIT, una porcién significativa de pacientes presentan distonia. Existen
pacientes de DRD que presentan cuadros con parkinsonismo, el cual

puede ser mal diagnosticado como EPIT (Romstad, et al. 2003).

1.8.6 PINK1

PINK1 se encuentra localizado en 1p36.12 con un tamano de 1.8 kb y
constituido por 8 exones. El producto de este gen tiene un tamafo de
581 aminoacidos. El gen PINK codifica para una cinasa localizada en la
mitocondria. Se cree que protege a las células del estrés inducido por
disfunciones dentro de la mitocondria. Las mutaciones en este gen
causan EPIT con patrén de herencia autosdmico recesivo y explican 1-7
% de los casos. Se piensa que la forma en la que protege a la célula es

mediante la fosforilacién de proteinas mitocondriales y se le involucra en
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la eliminacidn de mitocondrias dafiadas por medio de autofagia selectiva
con ayuda de PARKZ2 (Funuyama, et al. 2008).

Se han reportado 138 mutaciones para este gen en PDmutDB.
(http://www.molgen.vib-ua.be/PDMutDB)

1.8.7ATP13A2

Se localiza en 1p36. Contiene 29 exones todos codificantes y abarca una
longitud de 26 kb. ATP13A2 codifica para un producto de 1175
aminoacidos. Este gen pertenece a la subfamilia P5 de ATPasas que
transportan cationes inorgdnicos. Las mutaciones en ATP13A2 se
asocian a sindrome de Kufor-Rakeb y a EPIT. En la literatura, se han
descrito multiples isoformas de ATP13A2 (Trinh, J y Farrer M, 2013)

1.9 Mutaciones asociadas a enfermedad de Parkinson

En la EP se han documentado numerosas mutaciones en genes
causantes de formas mendelianas. La mayoria de los casos de EP son
esporadicos y en ellos también se han descrito varios factores de riesgo

genéticos de la enfermedad.

1.9.1 Mutaciones de secuencia

Una mutacién puntual es la substitucién de una base por otra y cuando
tiene lugar en regiones codificantes se pueden clasificar por su efecto
sobre la secuencia proteica en: sindénimas, sin sentido, de cambio de

sentido y mutaciones de ganancia de sentido. También se pueden
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encontrar deleciones o inserciones pequefas que pueden resultar en un
cambio en el marco abierto de lectura. Estas mutaciones pueden
modificar tanto la funcion de la proteina, ganancia o pérdida de funcidn,

como la regulacion de la expresidon de la misma (Cox, et al. 2012).

1.9.2 Mutaciones Estructurales

La base genética de varias enfermedades se relaciona con variacién en
el niUmero de copias (CNV), que generalmente se definen como una
ganancia o pérdida de nucleédtidos en la secuencia de DNA mayor a 1 kb
en longitud que muestra una diferencia en comparacion con un genoma
de referencia (Lee, et al. 2007). Las CNV varian en tamafio desde 1 kb
hasta megabases, de 50 pares de bases a 1 kb se consideran
inserciones y deleciones (indel). Al abarcar tamafios tan variables
pueden ocupar desde un exén hasta genes completos. Los eventos que
originan las CNV incluyen: recombinacion homdloga no alélica,
transposicion de elementos moviles, transposicion de pseudogenes,
repetidos de bajo numero de copias y errores en la replicacion, entre
otros. Las CNV son la principal fuente de mutaciones con una tasa de
aproximadamente 1.7x10°® por Jlocus/ meiosis/ generacién en
comparacién a los 1.8x10® de mutaciones en la secuencia (Lupski,
2007).

Aunque la mayoria de las enfermedades hereditarias se deben a
anormalidades en la secuencia de DNA de genes especificos (mutaciones
puntuales), la delecidon o duplicacién de genes representa una porcién
relevante (5%) de todas las mutaciones causales de enfermedades

(Stuppia, 2012). La caracterizacién correcta de deleciones o
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duplicaciones en los genes es crucial para un diagndstico correcto, de
hecho si las mutaciones estructurales son completas o parciales pueden
producir fenotipos completamente diferentes dependiendo del gen en el
gue residan. Una duplicacion de un gen completo puede conducir a una
enfermedad por la presencia de una copia extra del gen, mientras que
una duplicacién parcial puede generar la pérdida de funcidon de esa
copia, que puede generar enfermedades ya que una copia no puede ser

suficiente para mantener la funcién normal (Stuppia, 2012).

1.10 Técnicas de tamizaje de mutaciones

En un principio la deteccidon de indel se basaba principalmente en el uso
de técnicas como Southern Blot e hibridacién in situ fluorescente (FISH).
Sin embargo, ambas consumen mucho tiempo y presentan un
rendimiento bajo. La deteccién de CNV se realizaba con el uso de
ensayos arreglos de hibridacién gendmica comparada (aCGH) validados
por otros métodos como genotipificacion con microsatélites, PCR
cuantitativo u otros ensayos de aCGH con sondas diferentes (Lee, et al.
2007).

Amplificacion multiple de sondas dependientes de ligando (MLPA del
inglés Multiplex Ligation dependent Probe Amplification) es una técnica
capaz de analizar en una reaccion 50 secuencias de DNA para la

busqueda de deleciones y duplicaciones (Schouten, et al. 2002).

En la figura 2 se muestra una comparacién de las técnicas mas
utilizadas en relacion a los tamafios de DNA que pueden ser estudiados

por estas.
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Figura 2. Comparacién de técnicas en relacion a tamafios de DNA que pueden estudiar. SKY: cariotipificacion
espectral, M-FISH: FISH multicolor, STS: secuencia de sitios marcados, SSCP: polimorfismo de conformacion

de cadena sencilla, PTT: prueba de truncamiento de proteina. Imagen modificada de www.mlpa.com.

1.10.1 MLPA

MLPA es la amplificacion de sondas multiple ligadas mediante una
reaccion de PCR, utiliza sondas especificas para una secuencia diferente
de DNA (principalmente exones de un gen de interés), con la cual se
obtendrd la cuantificacion del nimero de copias relativo para la
secuencia. Las sondas estdan compuestas por dos medias sondas (5’ y
3’) las cuales constan de tres partes: una secuencia especifica
complementaria al blanco a estudiar, una regién llamada espaciadora
que confiere un tamafo Unico a cada sonda y una secuencia
complementaria a un cebador universal el cual contienen todas las

sondas permitiendo la amplificacion simultanea de estas. La reaccién de
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MLPA se puede dividir en cinco pasos: 1) Desnaturalizacién de DNA e
hibridacion con las sondas, 2) reaccidn de ligacion, 3) PCR de
amplificaciéon, 4) separacion de los productos amplificados via
electroforesis capilar, y 5) analisis de datos. En el primer paso el DNA es
desnaturalizado e incubado con una mezcla de las sondas. Las dos
medias sondas reconocen la secuencia blanco especifica e hibridan con
esta, en el siguiente paso se agrega una ligasa que, de encontrar
complementariedad absoluta después de la hibridacidon, liga ambas
medias sondas vy utilizando las sondas ligadas como templete se
amplifican con una PCR utilizando un solo par de cebadores, uno de ellos
marcado con fluorescencia (FAM), gracias a los extremos
complementarios a cebadores universales que contienen todas las
sondas. Ya que solo las sondas completas, ligadas con la enzima, son
amplificadas durante la reaccion de PCR la cantidad de producto
amplificado es directamente proporcional a las secuencias blanco en la
muestra. De existir una delecion la cantidad de secuencias blanco sera
menor y por lo tanto la cantidad de amplicones también y viceversa
para las duplicaciones. Los productos de la reaccion de PCR son
entonces separados utilizando electroforesis capilar en condiciones
desnaturalizantes. Cada sonda genera una sefial de altura o area bajo la
curva gracias al fluoréforo y a su tamafno uUnico dentro del estudio. Las
alturas se miden y comparan tanto con controles intra estudio, con
sondas para genes de copia Unica, como inter estudio con controles
sanos para determinar la cantidad relativa de secuencia blanco o
muestra a analizada. La figura 3 muestra la representacion de dos

ejemplos de sondas dentro de un estudio de MLPA
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Figura 3. Descripcién de la técnica de MLPA desde alineamiento de sondas hasta PCR. Modificada de

www.mlpa.com.

1.10.2 Hibridacion in situ fluorescente

La técnica de FISH consiste en la hibridacion de sondas de DNA
especificas sobre cromosomas metafasicos, que previamente han sido
desnaturalizados como en cualquier reaccién de hibridacion. Aunque
inicialmente se utilizaban preparaciones de metafases, también se
puede hacer FISH directamente en nucleos interfasicos, lo que permite
detectar anomalias cromosdmicas numéricas o estructurales especificas
(utilizando sondas especificas) incluso en poblaciones celulares que no
pueden dividirse o que no producen buenas metafases. La técnica de

FISH utiliza sondas de DNA marcadas con fluorocromos que son
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complementarias e hibridan a regiones cromosdmicas de interés. Esta
técnica se basa en la fijacién de DNA desnaturalizado sobre una placa o
superficie sdélida que se hibridara con una sonda que debe estar marcada
con un nucleétido conjugado con un fluorocromo y/o con un hapteno no
fluoresciente. FISH genera sefiales de que son captadas con un
microscopio y una camara captura la imagen para después cuantificar la

fluorescencia generada (Riegel, 2014).

1.10.3 Otras técnicas

La técnica de CGH permite detectar ganancias o pérdidas de material
genético en un DNA prueba cuando se compara con un DNA de
referencia y es muy utilizada en la busqueda de regiones cromosdmicas
amplificadas o deletadas. Esta técnica necesita del marcaje de
fragmentos de DNA gendmico tanto de un sujeto control como del sujeto
de estudio. El fragmento perteneciente al control es marcado con
fluorescencia verde y el del sujeto experimental es marcado con
fluorescencia roja. Ambas muestras son utilizadas como sondas para
hibridacion con cromosomas normales. En regiones sin alteracion ambas
sondas deben unirse por igual, resultando en la combinacion de los
colores, generalmente amarillo. Sin embargo, en las regiones
modificadas se obtendran sefales verdes o rojas. Con esto se pueden
estudiar regiones cromosdmicas para identificar alteraciones gendmicas
(Chial, 2008).

En la tabla 2 se muestra la comparacion entre diferentes técnicas de
biologia molecular que pueden utilizarse para detectar indel, se
comparan las ventajas y desventajas que presentan al utilizarlas en
estudios de diagnéstico clinico.
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Tabla 2 Comparacién entre la técnica de
detectar duplicaciones y deleciones.

MLPA y otra técnicas para

Método Ventajas Desventajas
MLPA Detecta rearreglos pequefios No puede detectar heterocigotos compuestos.
Capaz de analizar hasta 40 blancos No puede detectar mosaicismo,
Alto rendimiento No puede usarse para analisis de una sola
célula.
Bajo costo
FISH Detecta rearreglos balanceados No puede detectar heterocigotos compuestos.
Detecta mosaicismo No puede detectar rearreglos pequefios
(>100 kb, <500 Kb)
Puede cuantificar multiples copias
Limitado nimero de blancos y rendimiento
QPCR Detecta rearreglos pequefios y mutaciones | Estandarizacion de la prueba y eficiencia

puntuales.

Puede cuantificar multiples copias

Bajo costo

Bajo numero de blancos

Problemas con mosaicismo.

Southern Blot

Detecta rearreglos pequefios

Detecta mosaicismo

No puede detectar heterocigotos compuestos

No es cuantitativo

Laborioso y tardado

Limitado nimero de blancos y rendimiento

Ensayos aCGH

Puede detectar rearreglos muy pequefios

Puede analizar el genoma completo

Bajo costo para la informacidn obtenida

No puede detectar heterocigotos compuestos.

Costo alto de equipo y reactivos

Bajo rendimiento.

Modificada de (Stuppia, 2012)
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1.11 Técnicas de confirmacion

Son las técnicas consideradas estandares de oro y que tienen validez
por si solas. Para la confirmaciéon de mutaciones en la secuencia, la
secuenciacion del DNA es el estandar de oro y para la deteccidon de

alteraciones estructurales o de dosis génica se emplea QPCR.

1.11.1 Secuenciacion

La secuenciacion automatica de Sanger se basa en una reaccion de PCR
utilizando una pequefia porcién de dideoxinucleétidotrifosfato marcado
con fluorescencia que interrumpird el proceso de extension de un
cebador, dando lugar a cadenas de todas las longitudes posibles, puesto
que cada una ha sido interrumpida en una posicidon distinta; la
separacion de las cadenas de distintos tamanos y la deteccién del
nucleétido marcado permite deducir la secuencia de la molécula original
(Adams, 2008).

1.11.2 PCR en tiempo real

Es una técnica de biologia molecular que amplifica secuencias
especificas de DNA, usando oligonucledtidos de secuencia especifica,
gracias a una DNA polimerasa. A diferencia de la PCR tradicional, en la
QPCR se utiliza un termociclador equipado con detectores de
fluorescencia, la cual serd incorporada cada ciclo al producto

amplificado, asi monitoreando la reaccion durante la fase exponencial de
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la amplificacion se puede determinar la cantidad inicial de DNA blanco.
Existen dos métodos para la cuantificacién, uno es la construccidon de
una curva de concentracién utilizando diferentes concentraciones de
DNA blanco para obtener concentraciones de amplificado directamente
proporcionales a la materia prima utilizada, el otro método es la
cuantificacion relativa donde se utilizan genes monocopia para la
amplificacidon simultdanea con el gen de interés y al final realizar la
comparacion entre ambos. PCR en tiempo real es una herramienta
valiosa para la cuantificacion de la expresidon génica, utiliza un ciclo
umbral el cual representa el niumero de ciclo en el cual la sefal de
fluorescencia cruza un valor limite asegurando que la amplificacién se
encuentra en su fase exponencial. El valor umbral es inversamente
proporcional a la cantidad de amplificado en la reaccion. Existen
diversos métodos para reportar la cuantificaciéon en PCR en tiempo real,
incluyendo niveles de expresion absoluta y relativa. La cuantificacidon
absoluta representa el nimero de copias exacto utilizando curvas de
calibracion. Los resultados se reportan en numero de copia por célula
usualmente. En cuantificacidn relativa se obtiene el nUmero de copias en
comparacién con otro gen utilizado como control interno. En muchos

casos la cuantificacidn relativa es suficiente (SchmittgenyLivak2008).
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2.0 Planteamiento del problema

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente, después de la enfermedad de
Alzheimer. En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN),
la EP ocupa el cuarto lugar en motivo de consulta. Es una enfermedad
que no tiene cura, a la fecha no existen biomarcadores que orienten el
diagnéstico y éste es exclusivamente clinico. El Unico diagndstico
confirmatorio de la EP es el analisis histopatoldgico postmortem del
cerebro del paciente. En las Ultimas dos décadas se ha descubierto la
participacion de genes en la etiologia de Ila EP monogénica.
Simultdneamente, se han desarrollado técnicas de biologia molecular
como MLPA que permite tamizar varios genes en una sola reaccion vy
técnicas de confirmacion como secuenciacién y QPCR. Los marcadores
genéticos ofrecen una nueva herramienta de ayuda en el diagndstico de
esta enfermedad. En el departamento de genética del INNN se estudian

los factores genéticos de riesgo y causales mas frecuentes de la EP.
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3.0 Justificacion

La técnica de MLPA permite obtener la dosis y las principales mutaciones
puntuales en 40 exones de siete genes asociados con EP en una sola
reaccion. Los pacientes con EP que refieran antecedentes familiares
positivos o que presenten una edad de inicio temprana de la
enfermedad poseeran un mayor componente genético, comparado con
los casos de EP esporadica. Los métodos de secuenciacion de Sanger y
de QPCR por separado, son laboriosos, requieren de mucho tiempo y el
costo de los reactivos es alto. Por ello, existe la necesidad de realizar un
tamizaje de mutaciones de una manera rapida y con certeza de
diagndstico, que permite analizar las mutaciones puntuales mas
frecuentes y las mutaciones estructurales de los principales genes

asociados con la EP.
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4.0 Hipoétesis

La técnica de MLPA podra utilizarse para tamizaje de mutaciones en /oci
PARK en pacientes con diagndstico clinico de EP, si los resultados de

MLPA son concordantes con los obtenidos por secuenciacion y QPCR.

Debido a que se incluyeron casos de EP con antecedentes heredo
familiares positivos, varios de ellos presentaran mutacién en alguno de

los loci PARK tamizados por la técnica de MLPA.
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5.0 Objetivos

Principal

e Estandarizar la técnica de MLPA para tamizar mutaciones en siete

loci PARK en pacientes con sospecha clinica de EP.

Secundarios

e Confirmar los resultados obtenidos con MLPA mediante

secuenciacion de Sanger o QPCR.

e Establecer una correlacion genotipo- fenotipo en los casos

familiares.
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6.0 Sujetos y Métodos

6.1 Pacientes

Para el presente estudio se incluyeron 81 casos indices pertenecientes a
76 familias, 63 casos indices de 63 familias con EP esporadica, 35
familias refirieron antecedentes heredo-familiares (AHF) positivos a EP y
18 casos indices de 13 familias con pacientes de EP familiar con mas de
un miembro diagnosticado con EP. Todas las valoraciones se realizaron
en la consulta externa del INNN. Los pacientes fueron evaluados por al
menos dos neurdlogos especialistas en desérdenes de movimiento. El
grupo de pacientes estaba conformado por 47 mujeres y 34 hombres,
en un rango de edad entre 5 y 81 anos. Los pacientes firmaron una
carta de consentimiento informado (Anexo A) dentro de un protocolo de
investigacién aprobado por el comité de ética y de investigacion del

instituto.

6.1.1 Criterios de inclusion

Pacientes de poblacién mestizo mexicano (MM), que refieran historia
familiar positiva para EP o que presento una edad de inicio temprana de
la enfermedad (antes de los 45 afos de edad) y que aceptaran
participar en el estudio de manera voluntaria y firmaran carta de

consentimiento informado.
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6.1.2 Criterios de exclusion

Pacientes con EP de nacionalidad extranjera.

Pacientes que no aceptaran participacidon voluntaria en el estudio.

6.2 Controles

Siguiendo el protocolo del fabricante (MRC®- Holland) se incluyd un
control por cada siete pacientes, todos aparentemente sanos y sin
referir antecedentes de enfermedades neurodegenerativas,
pertenecientes a poblacion MM y que también firmaron carta de
consentimiento informado para su participacidon voluntaria en el estudio
(Anexo B).

Ambas muestras (paciente y control) fueron tratadas de la misma

manera.

6.3Tipo de muestra

Las muestras de DNA de pacientes y controles se obtuvieron de saliva
en un juego de reactivos de recoleccion Oragene™ siguiendo las
instrucciones del proveedor y de sangre periférica por venopuncién
recolectada tubos Vacutainer™ con citrato de sodio (22 mg/ml) como

anticoagulante.

6.4 Extraccion de DNA
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Las extracciones de DNA se realizaron de manera diferente dependiendo
de la muestra bioldgica obtenida de los pacientes. El DNA obtenido se
cuantificd por espectrofotometria en un equipo Nanodrop® y se verifico
su integridad en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador Tris 89
mM, &cido Bérico 89 mM, Acido Etilendiamino Tetracético (EDTA) 2mM
(TBE) 10X pH 8.08.

Todas los DNA se trabajaron en diluciones a una concentracion final de
30 ng/pL en una solucién amortiguadora de TE (10 mM Tris-HCI pH 8.2
+ 0.1 mM EDTA).

6.4.1 Extraccion a partir de sangre periférica

A un volumen de sangre obtenida se agregan 3 volumenes de BLGR
(NH4CI 0.155 mM, KHCO3; 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4) en un tubo
conico de 15 mL. Esta mezcla se homogenizd por inversidon y se
centrifugd a 3000 RPM por 6 minutos. Durante este tiempo el BLGR
somete a las células a un choque osmotico con el EDTA funcionando
como quelante del hierro del grupo hemo de los eritrocitos. El proceso
se repite hasta obtener las células blancas con el menor nimero de
eritrocitos posibles. Enseguida al paquete de células blancas se le
agregaron 570 pyL de NaCl 5 mM y se agité por dos minutos.
Posteriormente se agregaron 40 pyL de SDS 10% v/v y se agitd por 5
minutos. A la mezcla se le adicionaron 200 puL de NaCl 7 M agitando por
10 minutos. Se centrifugd la mezcla a 11500 RPM por 20 minutos a una
temperatura de 4°C. La primera solucion de NaCl provoca una turgencia
celular y la posterior ruptura de las membranas, el SDS actia como
detergente creando micelas con las membranas lipidicas, la solucion de
NaCl saturada propicia la precipitacién proteica dejando el DNA en
solucién. Una vez concluida la centrifugacion se separd el sobrenadante

al que se le agregaron 600 pL de una mezcla alcohol cloroformo:
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isoamilico en relacién 49:1 y se centrifugaron a 14000 RPM por 15
minutos. En este paso se realizd6 una extraccién organica de todos los
componentes no polares celulares dejando al DNA en la fraccién acuosa
la cual se separa terminada la centrifugacion. A la fraccidon acuosa se le
agregaron 600 pL de alcohol etilico absoluto y se centrifugd a 14000
RPM por 15 minutos. Al agregar alcohol, el DNA en solucién precipitd
permitiendo su separacién de la mayoria de las sales remanentes. Se
realizd6 un lavado adicional con alcohol etilico al 70% vy una
centrifugacién a 14000 RPM por 15 minutos. Una vez concluido el
segundo lavado, la muestra se secd por evaporacion al vacio y se

resuspendio en 200 uL de agua inyectable.

6.4.2 Extraccion de DNA a partir de muestras de saliva

La extraccidén se realizé utilizando el protocolo incluido en el juego de
reactivos de recoleccién de DNA Oragene™ (DNA Genotek). Se modificd
el procedimiento con la introduccidn de extraccidon organica con
cloroformo: alcohol isoamilico en relacion 49:1, previo a la precipitacion
de DNA en alcohol etilico absoluto. Este uUltimo paso se realizd para una

eliminacion mayor de componentes celulares no polares.

6.5 Reaccion de MLPA

Se utilizaron los paneles comerciales PO51 y P052 para el estudio de EP
disefiados por el fabricante MRC®- Holland. La composicién de éstos se
muestra en la tabla 3, también se muestran las sondas control incluidas

pertenecientes a genes mono copia.
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Tabla 3. Composicion de paneles comerciales utilizados para MLPA.

PO51 Ambas P052
PINK1 Exén 1,2,3,4,5,6,7,8 GCHI Exogbl' 213, 3,
SNCA Exo6n 2a, 3 A30P, 4, ,
5 6 7b SNCA Exon 3
PARK2 Exdn 1 (PACRG),
PARKZ2 Exon 2,3r, 4,5, 6 (13nt
1,2,3,4r,5r,6,7,8,9,10,11,12 después del exon), 7,
8r,9,10r, 11, 12
LRRK2 Ex6n 41 LRRK2 Ex6n 1, 2, 10,
G2019S 15, 27, 41, 49

PARK7 (DJ1) Exén 1b, 3

(TNFRSF9), 3,5, 7 UCHL1 Ex6n 1, 4,5, 9

CAV1 Ex6n 3
ATP13A2 Exén 2, 9 ATP13A2 Exén 14 28
Controles mono gen
Localizacion Gen
5g31 IL5
10p14 Keratina 8
3p22 Receptor peptido intestinal vasoactivo
8qg13 Sulfatasa 1
1p36 Receptor GABA
4935 FSH
2pl16 factor de coagulacion 10
11913 ciclina D1

Se muestran las sondas incluidas en cada panel comercial. (SNCA exén 3 p.A30P y LRRK2 exén 41

p.G2019S) y controles incluidos.
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La reacciéon de MLPA se realizdé siguiendo el protocolo general publicado
por el fabricante para le técnica de MLPA (MRC-Holland, 2011).

Modificando los voliumenes de reaccion como se muestra en la tabla 4

Tabla 4. Modificacion de voliUmenes para reaccion de MLPA

Reactivo Volumen (ul)
Hibridacion
Solucidn
amortiguadora de 0.75
hibridacion
Mezcla de Sondas 0.75
Ligacion
Solucidén 15
amortiguadora A '
Solucioén 15
amortiguadora B '
Ligasa 0.5
Agua 12.5
PCR
Cedabores 1
universales
DNA Polimerasa 0.25
Agua 3.75

6.6 Electroforesis capilar

Se realizd en un equipo de Applied Biosystems® modelo 3130 utilizando
1 yL de reaccién de PCR, 0.2 uL de estadndar de tamanos LIZ 500 y 8.8
ML de formamida. Se desnaturalizdé a 80°C por dos minutos y se
descendid la temperatura rapidamente a 4°C. Se utilizd6 un arreglo de
cuatro capilares de 50 cm de longitud y polimero POP7. Las condiciones

de corrida fueron voltaje de inyecciéon: 1.6 kV; tiempo de inyeccion: 15
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s; voltaje de corrida: 10 kV; tiempo de corrida: 2500 s. Los datos

crudos se visualizaron con el programa GeneMapper v5.0.

6.5 Analisis de datos con el programa Coffalyzer.net

Los datos obtenidos de la electroforesis capilar se analizaron con el
programa Coffalyzer.net. El programa consta de dos partes para la
interpretacion de resultados: La primera llamada Size Calling hace la
comparacién entre tamafos tedricos y los tamafos obtenidos
experimentalmente, ambos en pares de bases, para etiquetar cada
sonda con la regién génica asignada a dicho tamafo. El programa
cuenta con un margen de mas menos tres nucleétidos para la busqueda

de sondas y la asignacion de etiquetas.

La segunda parte en la interpretacion de resultados es la asignacion de
dosis relativa. Para llevar a cabo esto se analizan controles sanos, uno
por cada siete pacientes por recomendaciéon del fabricante, las sefales
de fluorescencia obtenidas seran denominadas como dosis normal, dos
pares de copias, con un valor arbitrario de uno, con una desviacidon
estandar de mas menos 0.3, obteniendo un rango de valores de dosis
normal de 0.7 a 1.3. Las muestras de los pacientes se comparan con los
de los controles, La obtencion sefales de fluorescencia inferiores son

denominados como deleciones y senales superiores como duplicaciones.
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6.5 Analisis de resultados.

De los productos separados mediante electroforesis capilar se obtienen
graficos o electroferogramas de datos crudos con el tamafio en pares de
bases en el eje de las X y valores arbitrarios de emision de fluorescencia
en el eje de las ordenadas (Y). Un ejemplo de los resultados crudos de
electroforesis capilar realizada a un control, femenino (CT 208) con el
panel PO51. Se observa la amplificacién de 43 sondas para /loci PARK, 9
sondas controles y senales de control de calidad: cantidad de DNA (Q),
Desnaturalizacion de DNA (D), sondas especificas a cromosomas X y

Y.se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Datos crudos de la electroforesis capilar de la reaccion.
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El programa Coffalyzer.net realiza la identificacion de las sondas
dependiendo de su tamafio en pares de bases. La técnica se basa en
una cuantificacion comparativa por lo que son necesarios los controles,
las sefiales obtenidas de éstos son asignadas a valores de 1+0.3 que
representan la dosis normal de dos copias de un gen. Después se
compararon estos valores con las sefiales obtenidas en los pacientes. En
los casos con deleciones se obtuvieron valores menores a 0.7 y en casos
con duplicaciones se obtuvieron valores superiores a 1.3. Una vez que
se analizaron todas las sondas y se les asignaron valores comparativos
de dosis génica se pudo construir un diagrama de dosis con los valores
relativos a la cuantificacion en el eje de las ordenadas y las sondas
organizadas por gen en el eje de las X. Algunos ejemplos

representativos se muestran a continuacién (Figuras 5, 6 - 9).
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Figura 9. Diagrama de dosis relativa en paciente F2-2 caso con herencia digénica. Las flechas sefialan la

presencia de mutaciones tanto de una duplicacién en PINK1 exdn 6 en estado homocigoto como una delecion

en PARKZ2 exo6n 4 también en estado homocigoto.
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8.0 Resultados

Los ochenta y un pacientes analizados se dividieron en dos grupos:
casos esporadicos y familiares. Consideramos un paciente esporadico
cuando no referia familiares afectados o éstos no se encontraban dentro
del programa de pacientes con EP del INNN. Las familias analizadas
contaban con mas de un miembro como paciente del instituto y con

diagnosticos para EP.

8.1 Resultados globales

La tabla 5 contiene los resultados globales de los sesenta y tres
pacientes esporadicos y los dieciocho casos pertenecientes a trece

familias.
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Tabla 5. Resultados globales de poblacion analizada

Paciente

PO51 (gen/
exon)

P052 (gen/
exon)

Técnicas de
Confirmacion

AHF

El
E2

E3
E4
E5

E6
E7

E8

E9
E10
Ell
E12
E13
El4
E15
E16
E17

E18

E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
E26
E27
E28
E29
E30
E31
E32
E33

PARK2 2,3,4

SNCA 5

PARK2
3,4,5,6

PARKZ2 5

PARK2 2,3,4

LRRK2 27

PARK2
3,4,5,6

PARKZ2 5
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QPCR

Secuenciacion

Secuenciacidon

Por Confirmar

QPCR

QPCR

|+ [+ [+ [+ |+ |+ |+




Paciente

PO51 (gen/ | P052 (gen/ Técnicas de
exon) exon) Confirmacion

E34

PARK2 7 PARK2 7 QPCR

E35
E36
E37
E38
E39
E40
E41
E42
E43

E44

E45
E46
E47
E48
E49
E50
E51
E52
E53
E54
E55
E56
E57
E58
E59
E60
E61
E62
E63
F1-1

F2-1

PARK2 7 PARK2 7 QPCR

QPCR

Secuenciacidon

|_PARK29 |

PARK2 3 PARK2 3 QPCR

PARKZ2 12 QPCR

+ [+ [+

QPCR

+ |+ [+ [+

PARK?2 2,3,9 | PARK2 2,3,9 QPCR

+ |+

+

PINK1 6/

PARK2 4 PARKZ2 4 QPCR

F2-2
F3-1

PINK1 6/

PARK? 4 PARKZ 4 QPCR

QPCR
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. PO51 (gen PO52 (gen Técnicas de
Paciente exé(r?) / exé(r?) / Confirmacion AHF

F4-1 SNCA7 QPCR +
F5-1 | PARK2 12 QPCR +
+

+

+

+

+

+

+

QPCR +

+

+

+

+

Se presentan los pacientes divididos por tipo de caso, E representa a los casos esporadicos y F casos
familiares, el primer nimero de los ultimos es el codigo asignado a cada familia. Los resultados mostrados
se obtuvieron por cada panel comercial de MLPA para la EP, los normales se muestran en verde, deleciones
en amarillo, duplicaciones en azul y mutaciones digénicas en gris. La ultima columna representa el método
de confirmacion de la mutacion utilizado para cada muestra. Para los pacientes esporadicos se muestran

antecedentes heredo-familiares referidos por los pacientes.

8.2 Resultados Normales

Los pacientes sin mutaciones estructurales o mutaciones puntuales
fueron comparados con bases de datos pertenecientes al departamento
de genética del INNN con informacion de dosis génica. Todos los
resultados fueron concordantes con los otros resultados previamente

obtenidos por otras técnicas de biologia molecular.
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8.3 Resultados Positivos

Los resultados positivos obtenidos fueron separados en dos grupos:
mutaciones estructurales y mutaciones puntuales para su confirmacion.
Una vez que fueron confirmados los resultados se compararon con la

informacion clinica de cada caso.

8.4 Mutaciones estructurales

Los resultados positivos fueron confirmados, por QPCR. Los resultados

de las confirmaciones se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados confirmatorios para mutaciones estructurales por

QPCR
Paciente| Gen Mutacion Exon Rel\sllll,lllgido Resultados QPCR
Delecion 2 | 0.56+0.03 0.53
heterocigota
E1  |PARK2 Delecion 3 | 0.49+0.02 0.50
heterocigota
Delecion 4 | 0.51+0.03 0.52
heterocigota
E11 Delecion 27 | 0.53+0.07 Pendiente
heterocigota
E12 hDe'eC!°” 5 | 0.63+0.32 | 0.87/0.907/0.945 | also
eterocigota positivo
Delecion 3 | 0.53+0.03 0.50
heterocigota
he?::g‘c::ogta 4 | 0.55+0.03 0.59
E18 |PARK2 Delecign
! 5 | 0.55+0.07 0.57
heterocigota
Delecion 6 | 0.54+0.04 0.56
heterocigota
E25 | PARK2 Delecion 5 | 0.5+0.08 |0.462/0.498/0.538
heterocigota
E34 |PARK2 Delecion 7 | 0.51+0.04 0.56
heterocigota
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Paciente| Gen Mutacion Exdn Rel\s,lllj_llgido Resultados QPCR
hDe'eC!O” 7 | 0.53+0.1 |0.608/0.617/0.627
eterocigota

5 | 1.71+0.27 | 1.031/1.05/1.069 | /5O

positivo

Delecion
homocigota 0 0 -/0/-
Delecidon
homocigota 3 0 0/0/0.008
Delecion 12 | 0.55+0.04 |1.068/1.114/1.161| /5O
heterocigota positivo

4 | 1.67+0.22 |1.587/1.592/1.607
Delecion 2 | 0.55+0.07 |0.538/0.585/0.599
heterocigota
hDe'e°!°” 3 | 0.5+0.09 |0.489/0.513/0.527
eterocigota
Delecion
heterocigota 9 | 0.53+0.11 [0.506/0.511/0.524
Delecion 4 | 0.52+0.05 |0.639/0.651/0.674
heterocigota

6 | 2.13+0.15 |1.942/2.058/2.203
Delecion
homocigota 4 0 -/0/-

6 | 2.19+0.13 |2.231/2.347/2.582

5 | 1.52+0.14
Delecion 7 0 0.835/0.961/1.076| 210
homocigota positivo
hDe'ec!O” 12 | 0.55+0.04 |0.952/0.968/0.984| Fa!so
eterocigota positivo
Delecion 4 | 0.61+1.0 |0.671/0.681/0.691
heterocigota
Delecion 5 | 0.42+0.04 |0.434/0.453/0.479
heterocigota

La tabla muestra los resultados obtenidos por MLPA en valor numerico con desviacion estandar, seguido de

los valores obtenidos en la QPCR de la siguiente manera: valor minimo, valor de dosis y valor maximo. La

ultima columna marca la presencia de falsos positivos.
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En la figura 10 se muestra el resultado del ensayo de QPCR para los
pacientes F2-1 y F2-2 para el exén 6 de PINK1, comparados con un
control sano. Se observa la amplificacién de un control con dosis 1 (2
copias del gen) valores por encima de 2 para los pacientes, esto

representa una duplicacion homocigota.

PINK1

2.50
2.25

2.00

1.50

RQ

128

1.00

0.50

0.25

0.00

cT F2-1 F2-2

Figura 10. QPCR de exdn 6 de PINK1 a un control (CT) y a los pacientes F2-1 y F2-2
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La figura 11 muestra los resultados del ensayo de QPCR para los
pacientes F2-1 y F2-2 para el exén 4 de PARK2, comparados con un
control sano. Se observa la amplificacién de control con dosis 1 (2
copias del gen), valores por debajo de 0.70 representa una delecion
heterocigota para el paciente F2-1 y un valor de cero para la paciente

F2-2, lo que significa una delecién homocigota.

PARK2

1.10
1.05
1.00
085
0.e0
0.es
0.eo0
075
070
065
0.60

RQ

0.55
0.50
0.45
0.40
035
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05

0.00

CT F2-1 F2-2

Figura 11. QPCR de exdn 4 de PARK2 a un control (CT) y a los pacientes F2-1 y F2-2
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8.5 Mutaciones puntuales

Los resultados positivos para mutaciones de secuencia fueron
confirmados por secuenciacidon y por discriminacién alélica. La tabla 7

contiene los casos positivos para mutaciones puntuales.

Tabla 7 Resultados positivos para mutaciones de secuencia.

Paciente| Gen | Mutacion |Exon|Confirmacion
E2 Positiva
Falso
E Negativa |positivo
E44 Positiva

La figura 12 muestra la comparacion de electroferogramas de paciente
(P) con presencia de la mutacion p.G2019S en LRRK2. Se observa un
doble pico (A/G), senalada con una flecha roja y el control (C) sin la

presencia de la mutacion.

U " —— N 5 PR i
> IAAANVAIV AR
C /\/\ \ /\, s N ,/\/ \/\/\/,\,

Figura 12. Comparacion de electroferogramas obtenidos por secuenciacion de Sanger para la busqueda de la

mutacion puntual p.G2019S. Comparacion entre un control (C) y un paciente (P).
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La figura 13 muestra los resultados de un ensayo de discriminacion
alélica buscando la mutacion p.G2019S para LRRK2se observa el
genotipo homocigoto silvestre G/G en los controles, el genotipo
heterocigoto A/G en el pacientes y controles sin negativos (sin DNA)

incluidos en el ensayo.

iy b Dl aimemirs, iy PR (SRR Seeary, D S oaw (]

-

< G/G

e

1| @ mn

- RCTLIMLERT 1 - R VR LrS
e A S e —

Figura 13 Resultados para ensayo de discriminacion alélica. Con una flecha se sefiala el genotipo

heterocigoto del paciente.
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8.6 Relacion fenotipo- genotipo

La familia 2 tiene dos pacientes afectados como pacientes del INNN con
antecedentes heredo familiares positivos, en la figura 14 se muestra el

arbol genealdgico de dicha familia.

7
v 4/®/ Jlii 4‘@/
&6 |
o]

O @& O

OEP

Cefalea y
Perdida de peso

Figura 14. Arbol genealdgico de pacientes F2-1 y F2-2. Ambos pertenecen a una

comunidad en el estado de Morelos. Se observa un pariente con EP ya fallecido.
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De los pacientes con resultados positivos se estudid el historial clinico
buscando los principales sintomas de los pacientes y la evolucién de la

enfermedad. La informacion obtenida se concentra en la tabla 8.

Tabla 8. Sintomas principales y progresion de los pacientes con

resultados positivos.

Gen |Paciente Mutacion E.I.|T|R|B]|Evol Otros
DJ1 F3-1 EX5DUP 40 [ X|X|X]| 14 Distonia, Demencia, Inatencion
E2 G2019S 61 [ X|X|X]| 3 Inatencion
LRRK2| E11 EX27DEL 45 ND
E44 G2019S 43 ND
El EX2-4DEL 16 | X 13 Distonia
F11-1 EX4-5DEL 33 [X|X 6 |Hiperreflexia, alteracion de memoria
E18 EX3-6DEL 27 [ X|X 10 |Hiperreflexia, alteracion de memoria
E25 EX5DEL ND ND
E34 EX7DEL 45 [ X|X|X] 10
PARK2 E35 EX7DEL ND ND
E45 EX9DEL 42 [ X|X|[X]| 2
E47 EX3DEL 28 | X|[X|X| 7 Distinia, Inatencién
E56 EX4DUP 59 [ X|X|X]| 7 Inatencion
E60 EX2,3,9DEL 29 [ X[X[|X| 3
PINK1| F2-1 |EX6DUP, EX4DEL| 39 X|X| 12 |Inatencidn, alteracion de memoria
PARK2| F2-2 |EX6DUP, EX4DEL| 25 |[X|X|X| 4 Hiperreflexia, Inatencion

En la tabla se muestran la edad de inicio de los sintomas, la presencia de la triada principal de sintomas para
EP para los pacientes con confirmaciones positivas, T = temblor, R = rigidez, B = bradicinesia. La evolucion
(Evol) se muestra en afios y es el tiempo en el cual el temblor pasé de ser localizado a generalizado o en
mas de una extremidad. En la ultima columna se muestran los sintomas no principales pero que son

referidos como importantes en cada caso.
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9.0 Discusion de resultados

9.1Genética de la enfermedad de Parkinson

La mayoria de los casos son esporadicos y resultan de la combinacién de
herencia poligénica, factores ambientales, interacciones entre ambos y

el deterioro neuronal resultante del envejecimiento (Coppede, 2011).

En el Departamento de Genética del INNNMVS se han estudiado
diversos factores genéticos causales y de riesgo asociados con a EP. En
una muestra de 321 casos con EP se analizd la “regidén caliente” de
mutaciones de LRRK2 (Yescas, et al. 2010) con frecuencia cercana al
2%. En casos de EP AD, la frecuencia de las mutaciones p.A30P,
p.A53T, p.E46K de SNCA fue cero (Davila-Ortiz, et al. 2012). Asimismo,
se han estudiado diversos polimorfismos de riesgo de SNCA en
pacientes con EP y en poblacién sana (manuscrito en preparacién). En
casos de EPIT se estudié PARK2, encontrando un mayor numero de
mutaciones estructurales (duplicaciones y deleciones) (Guerrero, et al.
2012). También se han analizado los genes recesivos PARK2, PINK1 vy
DJ-1 en 125 pacientes con EPIT. En este ultimo trabajo se describieron
varias mutaciones digénicas PARK2/PINK1 y PARK2/LRRK2 (Monroy-
Jaramillo, et al. 2014). Con los antecedentes mencionados, donde la
frecuencia de mutaciones estructurales es elevada, se decidié utilizar la
técnica de MLPA para el estudio de mutaciones estructurales para los

siete principales genes asociados con la EP.
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9.2 Discusion de MLPA como técnica de biologia molecular

La técnica de MLPA es utilizada actualmente para el estudio de multiples
enfermedades con componente genético como: anemia de Fanconi
(Gille, et al. 2012), cancer de vejiga (Cabello, et al. 2011), desarrollo de
tumores cerebrales (Truong, et al. 2012), aneuploidias cromosdmicas
(Yan, et al. 2011), sindrome de Lynch (Thosi, et al. 2010). Esta técnica
ha demostrado ser rapida, barata y ofrece un amplio potencial de
resultados; de hecho, en algunos estudios se ha utilizado como método
para validar los resultados obtenidos por otras técnicas (Pankratz, et al.
2011).

Un punto crucial en el uso de MLPA para pruebas genéticas de
diagnostico molecular es la interpretacidon de los datos. En este sentido,
las deleciones en estado homocigoto son evidentes por la ausencia de
los picos especificos para el blanco particular, en comparacion con las
muestras de los controles. Por otro lado las deleciones y duplicaciones
heterocigotas producen alturas o areas de los picos diferentes y que
pueden modificarse por eficiencias en la PCR y variaciones de muestra a
muestra y que son de dificil interpretacién. Para la interpretacion
correcta de los datos se empled Coffalyzer.net, un programa basado en
Excel, capaz de realizar la normalizacion y correccién de las senales
(Coffa, 2008).

Los limites inferior y superior utilizados son los que el programa
establece como normales, en otros experimentos se ha estudiado una
poblacidn sana para establecer limites especificos de dosis. En este
trabajo no se realizé un estudio amplio de controles porque al introducir
la técnica se buscaban resultados positivos que pudieran ser

confirmados por otras técnicas. La cantidad de falsos positivos se puede
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asociar a la falta de controles para el estudio, aunque se usaron los
recomendados por el fabricante (1 control por cada 7 pacientes) es
evidente que la generacion de un banco de puntos de comparacién
requiere una mayor poblacidon de controles analizados. Existen trabajos
donde analizan muestras de tamafio pequefio y se observan resultados

falsos positivos hasta en 17% de los casos (Yonova-Doing, et al. 2012).

Los valores cercanos al limite inferior (0.7) presentaron una dificultad de
analisis porque al estar cerca de la normalidad es dificil determinar si se
trata de una delecion o de una dosis normal, ya que al tomar en cuenta
la desviacién estandar esos resultados pudieran estar dentro de la

normalidad de la dosis génica.

En el andlisis de pacientes con EP ha sido utilizada como técnica
principal de tamizaje para el diagndstico molecular de la enfermedad
(Elfferich, et al. 2011; Keyser, et al. 2011).

Mediante la técnica de MLPA comparamos CNV exdnicas en muestras de
pacientes con EP y su posterior confirmacion con QPCR. Sin embargo, al
solo estudiar exones se pierde la informacién que contienen los intrones
y las regiones promotoras que se encargan de regular la expresion de
los genes. Adicionalmente, sin sondas intrénicas ni estudios de
segregacion es imposible inferir duplicaciones o deleciones multiexdnicas

como eventos en cis o trans.

Se han empleado ensayos de aCGH en buUsqueda de mutaciones
estructurales intrénicas para SNCA y PARK2, donde no se encontraron
diferencias significativas entre controles y pacientes en poblacién
caucasica no hispana (Wang, et al. 2013). No se puede descartar la

presencia de mutaciones estructurales intronicas en nuestra poblacion.
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Para PARK2 las variaciones exonicas son mas frecuentes y suelen ser de
mayor impacto pues modifican la proteina. Para SNCAse ha observado la
toxicidad debida a la sobreexpresion de la proteina. Podrian realizarse
estudios para la busqueda de este tipo de mutaciones en este gen, ya
que hasta el momento no se han encontrado mutaciones causales de EP

en SNCA en nuestra poblacion.

9.2.1 Limitantes de la técnica de MLPA

Una limitante de la técnica empleada es la calidad y la cantidad de ADN
requerida. El fabricante refiere que se pueden lograr resultados
utilizando cantidades desde los 20 ng de DNA. En este estudio se
utilizaron 150 ng de DNA para obtener resultados confiables vy
reproducibles, aunque no se realizaron pruebas variando la cantidad de
DNA, en los ensayos de muestras con una menor concentracién se
observaban tamafos de picos menores que comprometian el analisis de
resultados al intentar compararlos con otros. El fabricante recomienda
analizar solo muestras con el mismo método de extraccién y tipo de
tejido del cual se obtiene la muestra. Sin embargo, logramos analizar las
muestras de saliva y sangre de igual manera pero se tuvo que realizar la
modificacion al método de extraccién de saliva para lograr una
concentracion de sales y proteinas menor. La mayor limitante en la
técnica de MLPA es la calidad del DNA, en este trabajo el problema
principal con las muestras de DNA extraidas de saliva fue la presencia
de las sales remanentes de la extraccion, la reaccion de MLPA es mas
sensible a la presencia de contaminantes y a la degradacion de DNA que

la PCR convencional. No se analizaron muestras por duplicado de sangre
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y saliva, de cualquier manera los resultados fueron analizados de la

misma manera sin importar el tipo de muestra con la que se conté.

Otra limitante de la técnica de MLPA es que en ocasiones una delecidn
aparente en un solo exdén puede deberse en realidad a un cambio en la
secuencia del exon evitando la correcta hibridacidn de la sonda. Este
cambio puede ser una mutacion o un polimorfismo. Por ello, en aquellos
casos con valores cercanos a los limites debe considerarse la

secuenciacion de esa region.

En comparaciéon con la técnica de FISH, MLPA no puede utilizarse para
estudiar células Unicas. En los analisis de MLPA se utiliza una mezcla se
células y se obtiene un niumero de copias promedio en las células (Tabla
2). Al no poder separar células Unicas no se pueden analizar diferentes

poblaciones celulares dentro de una misma muestra.

9.3 Mutaciones encontradas

De la poblacién de 76 familias incluidas en el estudio se encontraron
mutaciones en 15 de ellas (19.73%), incluyendo dos casos indice de una
familia con herencia digénica. El gen con mayor niumero de mutaciones
encontradas fue PARK2, se encontraron mutaciones en 10 de las
familias (13.15%), el siguiente gen en frecuencia de mutaciones fue
LRRK2 con 3.93% de los casos, dos mutaciones puntuales p.G2019S
(2.63%) y una delecién del exén 27 (1.3%). La mutaciones en DJ1y
mutaciones digénicasPARK2/PINK1se encontraron en una familia cada
una (1.3%).
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Seleccionamos a los pacientes en los que sospechabamos que tendrian
mutaciones en algun /oci PARK por presentar sintomas a una edad
temprana (<45 afios de edad) o pacientes que pertenecian a familias
con mas de un integrante afectado con un claro patrén de herencia
mendeliana. El estudio no se realizd a todos los pacientes con EP porque
se buscaban resultados positivos que nos ayudaran a estandarizar la
técnica de MLPA y a comprobar la efectividad de la misma confirmando
los resultados obtenidos por otras técnicas en busqueda de resultados

falsos positivos y falsos negativos.

Las mutaciones encontradas fueron comparadas con las reportadas en la
base de datos PDmutDB (http://www.molgen.vib-ua.be/PDMutDB) y la

comparacién se muestra en la tabla 9

Tabla 9 Comparaciéon entre mutaciones encontradas y resultados en la
base de datos PDmutDB.

Gen Exdn Mutacion Cigosidad Referencia
DJ1 5 Duplicacidén | Heterocigota | Macedo, 2009
Di Fonso,
41 p.G2019S | Heterocigota 2005
LRRKZ Bardien, 2010
27 Deleciéon | Heterocigota Nueva
2-4 Deleciéon |Heterocigota| Amboni 2009
2,3y9 Delecién | Heterocigota Nueva
. . Hattori, 1998
3 Delecion | Homocigota Guo, 2010
3-6 Delecidn | Heterocigota Pa;lggagtz,
PARK2 -
Hedrich, 2001
4 Duplicacién | Heterocigota Pankratz,
2009
. . Pankratz,
4-5 Delecion | Heterocigota 2009
5 Delecidn | Heterocigota | Hattori, 1998
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Guo, 2010
., . Briggemann,
7 Delecion | Heterocigota 2009
9 Delecidn | Homocigota | Keyser, 2009
PINK1 Duplicacién | Homocigota
y 6y4 » _ Nueva
PARK?2 Delecion | Homocigota

9.3.1Discusion de mutaciones en PARK?2

La frecuencia de mutaciones encontradas en PARK2 varia dependiendo
de los parametros utilizados en los estudios. Comparando con un
estudio con 5800 pacientes se encontraron mutaciones en PARKZ2 en el
8.6% de los casos (Kilarski et al. 2012). En nuestro estudio se
encontraron mutaciones en 13.15%, de las cuales 10.52% fueron
mutaciones heterocigotas y 2.63% mutaciones homocigotas, el aumento

en la frecuencia se puede deber al sesgo en la poblacién estudiada.

PARKZ2 es considerado un gen recesivo, en donde solo los individuos con
ambos alelos afectados presentan EP. La frecuencia de mutaciones
homocigotas fluctia en diferentes poblaciones entre 8.2% en poblacion
de Italia (Sironi et al. 2008), 2.7% en poblacion de Corea (Choi et al.
2008), 2.5% poblacién de Polonia (Koziorowski et al. 2009) y 1.4% en
poblacién de Australia (Mellick et al. 2009). Comparando con el 2.63%
obtenido en nuestro estudio, las frecuencias son similares a las

poblaciones reportadas, excepto la italiana.

Aunque no hay duda de que las mutaciones homocigotas en este gen
estan asociadas con EP, las mutaciones heterocigotas son dificiles de
asociar con certeza el impacto en el desarrollo y curso de la

enfermedad, sin embargo existen reportes que sugieren que la
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haploinsuficiencia de PARK2 puede aumentar el riesgo de desarrollar EP.
Se ha demostrado que la haploinsuficiencia causada por mutaciones
estructurales mas que la causada por mutaciones de secuencia es un
factor de riesgo y se puede asociar a una edad de inicio temprana de la
EP (Pankratz, et al. 2009).

En investigaciones previas del mismo equipo de trabajo (Guerrero, et al.
2012) se reporta una frecuencia de mutaciones estructurales de 94.1%
(93.7% deleciones y 6.3% duplicaciones), en nuestro estudio las
mutaciones en PARKZ2 representan el 62.5% (90% deleciones y 10%
duplicaciones) de las mutaciones encontradas, es un porcentaje menor
debido a las mutaciones encontradas en los otros genes, pero concuerda
en frecuencia entre deleciones y duplicaciones. También es congruente
con los reportes sobre el comportamiento del gen en otras poblaciones
donde se ha encontrado que explica hasta 18% de los casos esporadicos
de EP y 50% de los casos familiares de EPIT (Gaweda-Walerych, et al.
2011).

Las mutaciones en PARK2 que abarcan varios exones continuos fueron
consideradas como eventos Unicos, pero podrian deberse a mutaciones
en estado heterocigoto compuesto. Sin embargo, esto no es posible
saberlo con los datos obtenidos por MLPA. Para dilucidar esto, se tendria
que realizar el estudio de dosis génica en los progenitores de los
afectados y analizar la segregacién de las mutaciones. Otra alternativa

seria analizar el trascrito del gen afectado en el paciente.
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9.3.2 Discusion de mutaciones en SNCA

La frecuencia de multiplicaciones en SNCA es baja y relativamente rara.
Alrededor del mundo se han identificado nueve familias con
multiplicaciones de SNCA: una triplicacidon en Iowa, E.U.A. (Farrer, et al.
2004), siete familias con duplicaciones, dos francesas, dos japonesas,
una italiana, una coreana y una sudafriana (Chartier-Harlin, et al. 2004;
Nishioka, et al. 2006; Fuchs, et al. 2007; Ahn, et al. 2008; Keyser, et al.
2011). Una familia sueco-americana ha sido reportada con duplicaciones

y triplicaciones (Fuchs, et al. 2007).

En el presente estudio no se encontraron mutaciones estructurales para
SNCA. Sin embargo, si se han encontrado algunos polimorfismos de
riesgoque junto con otras variables ambientales incrementan el riesgo
para el desarrollo de la enfermedad, en poblacién mestiza mexicana

(Davila, 2014, manuscrito en preparacion).

9.3.3 Discusion de mutaciones en LRRK2

En nuestro estudio el gen LRRKZrepresenté el segundo lugar en
frecuencia de mutaciones (3.93%).La frecuencia de mutaciones en
LRRK2varia de poblacidn a poblacion; por ejemplo, en poblacion
portuguesa representan hasta el 11% de los casos idiopaticos y
familiares (Bras, et al. 2005), 20% en judios Ashkanezi (Ozelius, et al.
2006) y 40% en poblacion arabe del norte de Africa (Lesage, et al.
2005). En otras poblaciones se calcula una frecuencia de mutaciones en
LRRKZentre el rango 0-2% En nuestro estudio las mutaciones en

LRRKZexplicaron 2.47% de los casos, congruente con los resultados
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obtenidos por el equipo de trabajo en una publicacidén previa (Yescas, et
al. 2010). En este trabajo se encontré6 una mutacion estructural
(delecidén heterocigota en el exdén 27) que no se pudo confirmar por la
falta de cebadores especificos para el exén en cuestion. Sin embargo, en
la literatura no se han reportado este tipo de rearreglos por lo que
podria ser un falso positivo que serd necesario confirmar
posteriormente. Analizando la region de complementariedad de las
sondas utilizadas para el exdén 27 de LRRK2 se encontré que dentro de
esta secuencia se ubican dos mutaciones: una sin sentido (A>G) y una
sindnima (A>G), la presencia de alguna de estas podria traducirse en
una falsa delecion puesto que al no hibridar completamente la sonda no
podria ligarse para su posterior amplificacion. Como ya se menciond es
necesario confirmar este resultado, no solo analizando dosis génica sino

también incluyendo analisis de secuencia del exén 27.

9.3.4 Discusion de mutacion en DJ1

Las mutaciones en DJ1 son raras, la frecuencia reportada para
mutaciones en este gen es de 0.4% (Kilarski et al. 2012) nosotros solo
encontramos una mutacién en este gen que representa el 1.3% es un
porcentaje mayor debido al tamano de la poblacidn estudiada. Sin
embargo en pacientes con mutaciones en este gen se ha descrito que
desarrollan demencia y distonia, esto concuerda con los datos clinicos
del paciente (tabla 8) (Abou-Sleiman et al. 2003)
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9.3.4 Discusion de herencia digénica.

La familia 2 presenté mutaciones digénicas PARK2/PINK1, delecién en el
exon 4 de PARK2 y una duplicacidon en el exén 6 de PINK1. La familia
pertenece a una comunidad de Morelos con aproximadamente 1000
habitantes. Dentro de su genealogia mencionaron tener un familiar
afectado tres generaciones antes, la poblacion de la comunidad en ese
entonces debid ser inferior con una mayor probabilidad de estar
relacionados, pero niegan consanguinidad. El progenitor F2-1 tuvo una
edad de inicio de 39 afios, presentd delecidon heterocigota y duplicaciéon
homocigota. Mientras que su hija F2-2 con edad de inicio de 25 afos
mostré ambas mutaciones en estado homocigoto. La diferencia en las

edades de inicio puede ser por la cigosidad de las mutaciones.

Los pacientes refirieron que la madre era aparentemente sana, en la
genealogia mencionaron que ya habia fallecido por lo que no se pudo
contar con su muestra de DNA. De los resultados moleculares, se infiere
que la madre era portadora heterocigota de ambas mutaciones y que
debido a que murié joven no tuvo manifestaciones de EP. Se necesita
analizar por otras técnicas que nos permitan visualizar ambos
cromosomas por separado. Otra opcidén ya que la muestra de la madre
no es posible obtenerla, es obtener muestra de los hermanos de la
paciente F2-2 asi como de los medios hermanos hijos del paciente F1-1

que se muestran en la genealogia de la familia (figura 14).

En la literatura, se han reportado diferentes combinaciones de herencia
digénica en loci PARK para EP. Se ha descrito un caso con herencia
digénica heterocigota anteriormente con esta misma combinacién
(Funuyama, et al. 2008). La interaccion de PARK2 y PINK1ly su

69



participacion en la via que regula la morfologia mitocondrial y su

dindmica ya han sido descritos, confirmando su interaccion fisica.

Este es el segundo caso de duplicaciones en PINK1 que se ha descrito
por nuestro equipo de trabajo, anteriormente se publicé el primer caso
de duplicacién en dicho gen (Monroy, et al. 2014).En nuestro caso
familiar, la Unica diferencia fue la edad de inicio de los sintomas de la
EP, el resto de las caracteristicas clinicas registradas en los expedientes

clinicos son muy similares entre los dos pacientes.

9.4 Discusion sobre la inclusion de GCH1 en el panel de MLPA

Es importante el tamizaje de mutaciones en GCH1 porque aungue no
esté relacionado directamente con EP es de suma importancia descartar
la posibilidad de un diagnédstico erréneo en ambos sentidos entre EPIT y
DRD. Actualmente no se han reportado pacientes con EPIT con
mutaciones puntuales o estructurales en GCH1 (Cobb et al. 2009).
Aunque ambas entidades presentan sintomas de EP como temblores,
bradicinesia y distonias, existen otros puntos de diferencia entre ambas
enfermedades como la falta de neurodegeneracién en la region nigra en

pacientes con DRD.

No se pudo lograr una relacién fenotipo - genotipo, sin embargo en los
pacientes que poseen mutaciones en PARK2que abarcan mas de un
exon las edades de inicio de la enfermedad son menores, sin embargo

este patron no es definitivo.

Los resultados obtenidos sirven para emplear MLPA como una técnica de

tamizaje para EP.
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10.0 Conclusiones

e Se comprobd la utilidad de MLPA como técnica de tamizaje de
mutaciones estructurales y las principales mutaciones de
secuencia en siete /oci PARK asociados con la EP.

e Los resultados obtenidos por MLPA fueron concordantes con los
resultados obtenidos mediante PCR en tiempo real, discriminacion
alélica y secuenciacion. De tal manera que MLPA plantea una
estrategia en el laboratorio para el abordaje primario de pacientes
con diagnéstico clinico de EP.

e La técnica de MLPA se recomienda utilizarla dentro del proceso
basico de busqueda de mutaciones en pacientes como primer
método de tamizaje genético. Los resultados de MLPA fueron
confiables y la técnica resultd econdmica y rapida ya que permitio
analizar 40 regiones de siete genes asociados a EP en un solo tubo
de reaccion. Adicionalmente los resultados que se obtienen de los
siete Jloci es Util para encontrar posibles casos con herencia
digénica.

e Los resultados de este trabajo ofrecen una estrategia rapida que
facilita un diagnéstico confirmatorio de EP junto con un
tratamiento y seguimiento adecuados.

e A los pacientes positivos para mutacién en loci PARK y a sus
familiares se les brindé asesoramiento genético.

e En los casos estudiados que no presentaron resultado positivo
para MLPA, no podemos descartar mutacion en la secuencia de los

genes analizados.
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ANEXO A

Carta de consentimiento informado de pacientes con EP

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
DEPARTAMENTO DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
Consentimiento para participar en la Investigacion:
“Analisis molecular en la enfermedad de Parkinson”

El departamento de Neurogenética y Biologia Molecular dirigido por la Dra. Elisa Alonso, lo (a) invitan a
participar en el protocolo de investigacion “Estudio molecular de la enfermedad de Parkinson”,

Usted ha sido invitado (a) a participar en este estudio debido a que en el Instituto se le ha realizado el
diagnostico de enfermedad de Parkinson. Le padimos que lea con detenimiento los rubros que a continuacion
presentamos.

CONFIDENCIALIDAD

Si usted acepta participar en este estudio es necesario que sepa que la informacion de usted y su familia
es confidencial ¥ que nadie que no este inscrito en el proyecto tiene acceso a la misma. Los pacientes que
ingresen seran identificados por medio de nimeros con la finalidad de evitar la identificacion del paciente. No se
proporcionara informacion de usted o proporcionada por usted a ninguna persona o institucion que lo solicite sin
su previo consentimiento por escrito.

OBIJETIVO DEL ESTUDIO

El presente estudio tiene como proposito estudiar en pacientes con enfermedad de Parkinson los genes
de la parkina, PINK 1 y DJ]1; se ha observado gue estos genes son causantes de la enfermedad en algunas
familias con Parkinson, basicamente de inicio temprano, asi como los genes de a-sinucleina y LRRK2 causantes
de la enfermedad en algunos pacientes mayores de 50 afios. También se van a estudiar algunos otros genes
que pueden dar alguna susceptibilidad para que la enfermedad se desarrolle como lo es el gen de la Apo-E, el
CYP2D6, gen GBA y la N-acetiltransferasa.

PROCEDIMIENTOS
Para poder reslizar este estudio, le pediremos su participacion en las siguientes acciones:

En primera instancia serd necesario realizar una entrevista con un meédico genetista que realizara su
historia familiar y elaborara su arbol genealdgico con la finalidad de determinar si existen otras personas en su
familia gue hayan padecido alguna enfermedad similar a la que usted padece. Este procedimiento durard
aproximadamente 30 minutos.

Para realizar esta investigacion es necesaric tomar una muestra de sangre periférica (20ml) para poder
extraer el DNA (material hereditario), y en &l poder estudiar los genes antes descritos. La muestra serd tomada
por personal capacitado y con material estéril. La sangre sera tomada solo con fines de investigacion genética y
no sera usada para determinar tratamiento.

BENEFICIOS PREVISTOS PARA LOS PACIENTES

Mediante este estudio no obtendra beneficio economico y su condicion de salud no mejorard como

resultado de su participacion en mismo, por tanto no se le daran resultados a menos que el estudio muestre algo

que afecte directamente su estado de salud.
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INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
DEPARTAMENTO DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
Consentimiento para participar en la Investigacion:
“Analisis molecular en la enfermedad de Parkinson”

El departamento de Neurogenética y Biclogia Malecular dirigido por la Dra. Elisa Alonso, lo (a) invitan a
participar en el protocolo de investigacion “Estudio molecular de la enfermedad de Parkinson”,

Usted ha sido invitado (a) a participar en este estudio debido a que en el Instituto se le ha realizado el
diagnostico de enfermedad de Parkinson. Le pedimos que lea con detenimiento los rubros que a continuacion
presentamos.

CONFIDENCIALIDAD

Si usted acepta participar en este estudic es necesario que sepa que la informacion de usted y su familia
es confidencial y que nadie que no este inscrito en el proyecto tiene acceso a la misma. Los pacientes que
ingresen seran identificados por medio de nimeros con la finalidad de evitar la identificacion del paciente. No se
proporcionara informacion de usted o proporcionada por usted a ninguna persona o institucion que lo solicite sin
su previo consentimiento por escrito.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El presente estudio tiene como propdsito estudiar en pacientes con enfermedad de Parkinson los genes
de la parkina, PINK 1 y DJ1; se ha observado que estos genes son causantes de la enfermedad en algunas
familias con Parkinson, basicamente de inicio temprano, asi como los genes de a-sinucleina y LRRK2 causantes
de la enfermedad en algunos pacientes mayores de 50 afios. También se van a estudiar algunos otros genes
que pueden dar alguna susceptibilidad para que la enfermedad se desarrolle como lo es el gen de la Apo-E, el
CYP2D6, gen GBA y la N-acetiltransferasa.

PROCEDIMIENTOS
Para poder realizar este estudio, le pediremos su participacion en las siguientes acciones:

En primera instancia serd necesario realizar una entrevista con un médico genetista que realizara su
historia familiar y elaborara su arbol genealdgico con la finalidad de determinar si existen otras personas en su
familia que hayan padecido alguna enfermedad similar a la que usted padece. Este procedimiento durara
aproximadamente 30 minutos.

Para realizar esta investigacion es necesario tomar una muestra de sangre periférica (20ml) para poder
extraer el DNA (material hereditario), y en él poder estudiar los genes antes descritos. La muestra sera tomada
por personal capacitado y con material estéril. La sangre sera tomada solo con fines de investigacion genética y
no sera usada para determinar tratamiento,

BENEFICIOS PREVISTOS PARA LOS PACIENTES

Mediante este estudio no obtendra beneficio econdmico y su condicidn de salud no mejorard como

resultado de su participacion en mismo, por tanto no se le daran resultados a menas que el estudio muestre algo

que afecte directamente su estado de salud.
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BENEFICIOS PREVISTOS PARA LA SOCIEDAD

Los beneficios para la sociedad que surjan de esta investigacion seran: 1) mejorar el diagnostico de
pacientes lo cual podria llevar a mejorar la seleccion del medicamento y 2) mejorar la informacion que se
proporciona en el asesoramiento genético.
OBLIGACIONES FINANCIERAS
Su participacion en este estudio no tiene costo alguno para usted.
ABANDONO DEL ESTUDIO

Su participacion en este estudio es VOLUNTARIA. Si decide no participar, esto no afectara su relacion con
el INNN. Si decide participar, es libre de abandonar el estudio en cualquier momento sin que esto perjudique su
atencion futura en el INNN.
IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES

Si en el transcurso del estudio le surgen dudas o comentarios, por favor contacte a la Dra. Ma. Elisa
Alonso y/o la Lic. Adriana Ochoa en el Instituto Nacional de Neurologia y Neuracirugia al teléfono 56 06 38 22 a
las extensiones 2022 y 2018, respectivamente.

Mi muestra podria servir para otras investigaciones geneéticas de enfermedades neurologicas.

Estoy de acuerdo en que se utilice O
No estoy de acuerdo en que se utilice a
FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION Y RESPONSABLE LE(_EAI.
EPTO PAR PAR V ARIAMENTE EN INVE 10
DESCRITA
NOMBRE DEL PACIENTE:
FIRMA: TELEFONO
NOMBRE DEL RESPONSABLE LEGAL:
FIRMA:
TESTIGOS :
—
Nombre y firma (parentesco) Nombre y firma (parentesco)
FIRMA DEL INVESTIGADOR

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento:

Firma:

Nombre del investigador responsable del proyecto:

Firma:
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ANEXO B

Carta de consentimiento informado para controles MM.

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA, “MANUEL VELASCO SUAREZ”

DEPARTAMENTO DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Consentimiento para participar en la Investigacion del “Estudio molecular de la enfermedad de Parkinson” en poblacion
mestizo mexicana.

MéxicoD.F.,a___ de del 201__.

1. He sido informado (a) que en el Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular de este Instituto se estan realizando

estudio para determinar las variaciones en genes (que son las unidades de la herencia) en personas, aparentemente

sanas, de la poblacién mexicana.

2. Las variaciones que se van a estudiar estdn en los genesPARK2, PINK1 y DJ-1. Estos genes presentan variantes

(polimorfismos) cuya frecuencia varia en diferentes poblaciones.

3. He sido informado (a) que para analizar estos genes es necesario que done una muestra de 20 ml de sangre periférica

para que de ahi se extraiga el DNA que es el material hereditario y se estudie el gen antes mencionado.

4. He sido informado (a) que puedo sufrir enrojecimiento o ardor en la zona de puncién.

5. He sido informado (a) que se me hara un arbol genealdgico y se me preguntara acerca de las enfermedades que he

padecido asi como las de mi familia.

6. Toda la informacion obtenida sera confidencial y estara disponible solo para los investigadores. Mi muestra sera codificada

con una combinacién de letras y nimeros para proteger mi identidad.

7. He sido informado (a) que mi participacion en este estudio es VOLUNTARIA y no tiene costo alguno para mi, ni recibiré

remuneracion alguna.
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10.

He sido informado (a) que de acuerdo al articulo 103 Bis 4 capitulo Unico, titulo quinto Bis de la Ley General de Salud, si
deseo conocer los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra y si deseo participar en otros estudios que

contribuyan a un diagndstico y manejo adecuados, seré contactado por los investigadores.

He sido informado (a) de la garantia que tengo para recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a las dudas que

surjan respecto a los asuntos relacionados con esta enfermedad.
Para cualquier duda o aclaracion puede dirigirse al departamento de Neurogenética y Biologia Molecular de este Instituto

con la Dra. Ma. Elisa Alonso y con la M. en C. Adriana Ochoa o comunicarse al Tel. 56 06 38 22 Ext. 2022 y 2018,

respectivamente.

88



ANTECEDENTES

Tabaquismo  Si No Afios______ Cantidad promedio:
Alcohol Si No Afios______ Tipo de bebida
Cantidad
Drogas Si No Tipo y frecuencia
Sedentarismo  Si No
Hipertension ~ Si No Afios de evolucion
Diabetes Mellitus Si No Afios de evolucion
Colesterol alto  Si No Afios de evolucion
Cardiopatia ~ Si No Afios de evolucién
Insuficiencia art. Si No Afios de evolucion
Alergias a medicamentos: Tipo Medicamento
Otras (especificar)
ANTECEDENTES FAMILIARES
ENFERMEDAD Si NO FAMILIAR AFECTADO
EMBOLIA CEREBRAL
COLESTEROL
DIABETES
PARKINSON
PERDIDA DE MEMORIA
EPILEPSIA

CANCER

Tipo de cancer:
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FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION Y RESPONSABLE LEGAL

AL FIRMAR ESTA FORMA, ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTEEN LA INVESTIGACION DESCRITA

Nombre del participante: Género:H M

Firma Teléfono

Correo electronico

Direccion:

Origen Edad Ocupacion

Edo. Civil Escolaridad

Testigo Testigo

Nombre del (la) investigador (a) que obtuvo el consentimiento

Firma
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