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Abreviaturas

aa: Aminoacido

AB: Applied Biosystems

AGS: Sindrome de Aicardi-Goutieres

BLGR: Solucién amortiguadora de glébulos rojos

CADASIL: Arteriopatia cerebral con infartos subcorticales y leucoencefalopatia con

patron de herencia autosémico dominante

CARASIL: Arteriopatia cerebrales con infartos subcorticales y leucoencefalopatia

con patron de herencia autosémico recesivo.
ddNTP: didesoxinucledtido trifosfato

del: Delecion

DNA: Acido desoxirribonucleico

dup: Duplicacion

HERNS: Endoteliopatia hereditaria con retinopatia, nefropatia e infartos cerebrales,
por sus siglas en inglés “Hereditary endotelipathy with retinopathy, nephropathy

and stroke”

HVR: Retinopatia vascular hereditaria, por sus siglas en inglés “Hereditary
vascular retinopathy”

INNMVS: Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velazco Suarez

LES: Lupus eritematoso sistémico



PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

RCV: Vasculopatias retiniano-cerebrales

RVCL: Por sus siglas en inglés “retinal vasculopathy with cerebral leukodystrophia”
TREX1: Por sus siglas en inglés “Three prime repair exonuclease 1”

SB: Solucién de boratos
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Resumen

La vasculopatia retiniana con leucodistrofia cerebral (RVCL) es una enfermedad
vascular en la cual hay una degeneracion de los pequefios vasos sanguineos,
especialmente en ojos y cerebro, permitiendo el paso de leucocitos a zonas

inmunoprivilegiadas del organismo.

Esta enfermedad aparece en la cuarta década de la vida provocando la muerte de
los pacientes a los 5-10 afnos de la aparicion de los sintomas. Entre las
caracteristicas clinicas de esta enfermedad se encuentran signos y sintomas
como migrafas, pérdida gradual de la vista, nefropatias, disminucion en las

actividades motoras y sensoriales, entre otras.

RVCL es una enfermedad hereditaria con un patron autosémico dominante que es
causada por mutaciones en el gen TREX1 (“three prime exonuclease 1”). Este gen
codifica para la proteina TREX1 que esta encargada de la eliminacion de DNA de
cadena sencilla, producto de infecciones virales o errores en la transcripciéon del

DNA en el nucleo celular.

Gran parte de las mutaciones en TREX1 causantes de RVCL se encuentran cerca
de la region carboxilo terminal de la proteina resultante. Estas mutaciones

provocan la formacion de senales de paro prematuro generando proteinas truncas.

El diagndstico clinico de la enfermedad es dificil por la variabilidad en los sintomas
de la enfermedad, es necesario el uso de técnicas moleculares que nos permitan
determinar de manera precisa la presencia de esta enfermedad. Asi mismo, el
diagnodstico confirmatorio de RVCL permitira dar el tratamiento oportuno a los
pacientes, ofrecer diagnostico predictivo, seguimiento y cambios de habitos en
portadores aun sin manifestaciones clinicas de RVCL, para retrasar la aparicion de



los sintomas, y ofrecer asesoramiento genético adecuado para los pacientes y sus

familiares.

En este trabajo se demostro que las técnicas de biologia molecular son una
excelente herramienta para el diagnostico clinico de la enfermedad hereditaria
RVCL que se presenta con un cuadro complejo de signos y sintomas. Se realiz6
un analisis de la secuenciacion de DNA en 3 pacientes con diagnostico clinico de
RVCL. Estos pacientes se encontraban relacionados y procedian de una
comunidad pequefia donde referian mas afectados, por lo que se hizo el analisis
de muestras de familiares de estos, algunos de los cuales comenzaban a

presentar sintomas de RVCL.



INTRODUCCION

Antecedentes

Las microangiopatias cerebrales son responsables de un gran numero de
accidentes cerebro-vasculares. Estas condiciones incluyen: arteriopatias
cerebrales con infartos subcorticales y leucoencefalopatia con patrén de herencia
autosomico dominante (CADASIL), y autosémico recesiva (CARASIL);
enfermedades de los pequefios vasos cerebrales relacionadas con COL4A1; y la
vasculopatia retiniana con leucodistrofia cerebral (RVCL) heredada de forma
autosdmica dominante. Aunque los fenotipos varian y los genes involucrados son
diferentes, todas estas enfermedades producen arteriopatia y desintegracion
microvascular con cambios en las funciones cerebrales. En estas enfermedades
son imperativas las pruebas moleculares para un diagnéstico confirmatorio y

concluyente (Yamamoto Y. y otros 2012; Federico A. y otros 2012).

Descrita por primera vez por Mark Gilbert Grand (Grand MG y otros, 1988), la
RVCL fue definida como una enfermedad hereditaria caracterizada por
pseudotumores en el I6bulo frontal del cerebro y anormalidades en los vasos
capilares de la retina. En aquellos tiempos, se le denominé enfermedad vascular
retiniana (HVR).

En el 2001 Roel A. Ophoff y colaboradores hicieron un analisis de asociacion de
varias familias danesas que presentaban vasculopatias retiniano-cerebrales
(RCV); endoteliopatia hereditaria con retinopatia, nefropatia e infartos cerebrales
(HERNS) y una familia con HVR. Estos investigadores identificaron que la region
cromosomica 3p21.3-p21.1 esta ligada a las tres condiciones de estas familias
(Ophoff RA y otros, 2001).



Esta investigacion demostré que las tres entidades clinicas: HVR, HERNS y RVC
se trataban de una misma enfermedad por lo que se cambid el nombre a
vasculopatia retiniana con leucodistrofia cerebral (RVCL) [OMIM#192315].

Cuadro clinico de la RVCL

La RVCL es una enfermedad de caracteristicas clinicas variables (heterogeneidad
clinica). Entre los sintomas mas comunes se encuentran las migrafas, la pérdida
progresiva en la agudeza visual y alteraciones en las funciones motoras y
sensoriales (Figura 1). Alrededor del 33% de los pacientes tienen alteraciones

hepaticas y renales (Kavanagh, y otros, 2008).

Esta enfermedad suele manifestarse en la cuarta década de la vida, con una
esperanza de vida de 5 a 10 afos después de la primera aparicion de los
sintomas. Cabe mencionar que la enfermedad tiene una penetrancia del 100%,
por lo que, al heredarse de manera autosémico dominante existe un 50% de
probabilidad de que la descendencia adquiera la enfermedad si uno de los padres
esta afectado y del 75% si ambos progenitores son portadores. Hasta el momento
no se han descrito casos donde las mutaciones causantes se encuentren en
estado homocigoto (OMIM, 2014).



Tabla 1. Manifestaciones clinicas de RVCL (Kavanagh, y otros, 2008).

RVCL Neurolégicas Oftalmolégicas Afecciones Resultados de

otros 6rganos laboratorio en

pacientes con RVCL

.1 Infartos, pseudotumores, Degeneracion de la macula, Cirrosis hepatica, Proteinuria, hematuria,
~1:11s:1- - convulsiones, déficit microaneurismas, sangrado del tracto proteinas elevadas en
motor y sensorial, telangiectasia, disminucién del digestivo, disfunciéon liquido cefalorraquideo.
migrafias, cambios de calibre de los vasos capilares y renal, fendmeno de
personalidad y déficit en pérdida progresiva de Ila Raynaud.

la agudeza mental. agudeza visual.

Figura 1. Fendmeno de Raynaud. Alteracion vascular en
la cual una temperatura ambiental baja o emociones
fuertes provocan el bloqueo del flujo sanguineo en dedos
de manos, pies, orejas y nariz. Esta afeccion comienza
con una coloracion palida debida a una disminucién en el
flujo sanguineo, seguida de una cianosis consecuencia de
la dilatacioén de capilares sanguineos manteniendo sangre
en los tejidos. Finalmente el area afectada se torna de
color rojo cuando el capilar recupera su flujo normal de
sangre. (Imagen tomada y modificada de: Medlineplus,
2014)




Genética de TREX1

El gen TREX1 [*606609] se localiza en 3p, en la posicion 3:48,506,918 -

48,509,043. Citogenéticamente el gen se encuentra en la banda G 21.31 (Figura

2). Este gen codifica para una proteina de 314 aminoacidos (aa) del mismo
nombre, cuya principal funciéon es la degradacién de DNA de cadena sencilla,
producto de errores en la replicacion o de procesos infecciosos virales (Lindahl T y
otros, 2009).
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Figura 2: Ubicacion citogenética del gen TREXT. La flecha indica la posicion del
gen en el brazo corto del cromosoma 3 en la posicion 3p21.31.

(Tomado de Genetics Home Reference, 2014)

Las mutaciones a lo largo de este gen dan como resultado enfermedades de
sintomatologia variable. Como se puede observar en la figura 3, la mayoria de las
mutaciones que resultan en RVCL corresponden a deleciones o inserciones que
provocan un corrimiento en el marco de lectura que, en consecuencia, provocan
un codon de paro prematuro y generan proteinas truncadas. Las proteinas
anormales carecen del dominio transmembranal, el cual permite la localizacion de

la proteina en la regidn perinuclear de la célula (Richards Ay otros, 2007).
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Figura 3: Mutaciones a lo largo del gen TREX1 y dominios proteicos a los
cuales afectan. Las regiones Exo1, Exo2 y Exo3 se refieren a los dominios con
funcién de exonucleasa de la proteina. La regiéon TMH se refiere a la regién
transmembranal que localiza a la proteina en el espacio perinuclear de la
célula. La region PH se refiere al dominio de poliprolinas tipo Il. El color y tipo
de letra en la parte inferior de la figura indican a que cuadro clinico se asocian

las mutaciones(Modificada de Barizzone N. y otros, 2013).

Ademas de las mutaciones localizadas en la region 3" terminal del gen, existen
muchas otras a lo largo de TREX1. Estos errores en la secuencia silvestre, llevan
a cuadros clinicos diferentes. En la tabla 2 se puede observar un resumen de las

mutaciones que han sido reportadas en TREX1.

Como ya ha sido mencionado, el gen TREX1 presenta un fendmeno de
heterogeneidad alélica. Se han reportado varias mutaciones (Figura 3, Tabla 2) las
cuales tienen como consecuencia enfermedades con diferentes cuadros clinicos

que se presentan a diferentes etapas de la vida. Los cuadros clinicos que se



presentan con mas frecuencia por mutaciones a lo largo del gen son: lupus
sistémico eritematoso (OMIM #152700), el subtipo de lupus pernio (OMIM
#610448) y el sindrome de Aucardi-Goutieres (OMIM #225750), ademas de RVCL.

SLE es una enfermedad autoinmune caracterizada por una condicién de
inflamacion cronica. Algunos sintomas de SLE son dolor articular, fiebre y
erupciones cutaneas. Los pacientes que presentan mutaciones en TREX1
asociadas a SLE esporadico inician entre los 10 y 40 afios de edad. Las
mutaciones asociadas a SLE en TREX7 son raras, altamente penetrantes y se

encuentran a lo largo del gen (Figura 3) (Barizzone N. y otros, et al, 2013).

La enfermedad autoinmune de lupus pernio (familial chilblain lupus) o sarcoidosis
cutanea familiar se caracteriza por la aparicion de hematomas en los dedos de
manos y pies, asi como nariz y orejas muy parecidos a aquellos provocados por
temperaturas muy bajas. Todas las mutaciones en TREX7 asociadas a esta
enfermedad estan en los dominios cataliticos de la proteina y se heredan con un

patron de herencia autosémico recesivo.

El sindrome Aucardi-Goutiéres se caracteriza por una disfuncidon cerebral severa
en los primeros afos de vida. Los pacientes con este padecimiento presentan
encefalopatia y un profundo retraso de habilidades (regresibn o retraso
psicomotor). Hay un traslape entre los sintomas inflamatorios de esta enfermedad
y la enfermedad autoinmune de lupus pernio. La causa genética de esta
enfermedad es la mutacién homocigota en la regidon catalitica de la proteina
TREX1 con la consecuente pérdida de funcion (Kavanagh, y otros, 2008). A

continuacion se detalla este tipo de mutaciones.
Mutaciones con corrimiento en el marco de lectura

La cadena de DNA es un polimero compuesto por 4 nucleétidos diferentes en una

secuencia. En este sentido, las mutaciones son cambios heredables en la



secuencia de DNA. Estos procesos de mutacion ocurren de manera natural y, en

general, son reparados por mecanismos celulares.

Entre las consecuencias mas importantes de una mutacidn se encuentra el
corrimiento del marco de lectura. Cuando se da este fendbmeno hay un error en la
secuencia de codones que lleva a la traduccion de una proteina con una
secuencia diferente de aminoacidos a partir del sitio donde ocurrié el corrimiento
del marco de lectura. Entre las mutaciones que tienen como consecuencia el
corrimiento del marco de lectura se encuentran las inserciones, deleciones y

translocaciones.

Las inserciones se dan cuando uno o varios nucleétidos se agrega a la cadena de
DNA. Las deleciones son la perdida de uno o varios nucleétidos en la secuencia
de DNA.

Insercion: TAAGTCG->TAAGTTTCG
Delecion: TAAGTCG->TAACG (-GT)

Finalmente existen las translocaciones. De manera similar a la inversion, en la
translocacién un fragmento de DNA se escinde, sin embargo, este fragmento se
une a una cadena diferente de DNA (Strachan T & Read AP, 2011).

Translocacion: TAAGTCG > ACCGTCGGA



Tabla 2: Mutaciones reportadas en la literatura para el gen TREX1. (Fuente:The

Human Mutation Database en www.hgmdb.org)

Cuadro clinico # MUTACIONES TIPO DE MUTACION

Sindrome Aucardi- 7 de sentido erroneo
Goutiéeres (AGS) 19 7 inserciones
[OMIM#225750] *4 deleciones

1 sin sentido

Lupus eritematoso *6 de sentido erroneo
sistémico (LES) 8 *1 insercién
[OMIM#152700] 1 delecion

RVCL [OMIM#192315] 5 5 inserciones

Lupus familiar “chillblain”
(FCL) TOMIM#610448] 3 2 de sentido erroneo

*1 insercion.
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La proteina TREX1 pertenece a la super familia de exonucleasas 3" a 5" DEDD
(del inglés DNAQ-like). TREX1 se encuentra altamente conservado entre

diferentes especies de mamiferos (Figura 4).

Humano
Chimpance
Orangutan
Babuino
Tamarino
Caballo
Gato

Figura 4: Alineamiento multiple de la secuencia parcial del exon codificante de
TREX1 en siete especies. Encerrado en un recuadro rojo se encuentra el sitio
donde ocurre la mutacion g.3688 3689insG que provoca un corrimiento en el

marco de lectura al momento de la traduccion. (Ensembl, 2014)
Funciones de la proteina TREX1

La proteina resultante de la traduccién del gen TREX7 (Figura 5) es una
exonucleasa dimérica que actua en direccion 3" a 5° y es la que se encuentra en
mayor proporcion en la célula. Los primeros 242 aa conforman el sitio catalitico de
la proteina que se encarga de la degradacién de DNA de cadena sencilla. Los aa
restantes (243-314) conforman el domino transmembranal que localiza a la
proteina en la region perinuclear, mas especificamente sobre el reticulo

endoplasmico de la célula (Yamamoto Y, y otros, 2011; uniprot, 2014 ID: Q9NSU2).

La exonucleasa se expresa en todas las células de mamiferos, y en gran
concentracion en células del sistema inmune (Perrino, 2001). En linfocitos B tiene
una concentracion de 1.1*103 ng/ml (Kolker E, 2012), lo que nos permite inferir su
gran importancia en procesos de degradacion de DNA propio pues este actua
como un patréon molecular asociado a dafio (DAMP) y en procesos infectivos como
un patréon molecular asociado a patégenos (PAMP).
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Se han realizado estudios de actividad de la molécula y esta requiere de la unién
de iones metalicos divalentes. Siendo que la actividad de exonucleasa 3°-5" es
similar a la de varias polimerasas, se han realizado estudios de alineamiento de
secuencias proteicas. Se observé que la proteina tiene similitud en sus dominios
de exonucleasa (exo1, exo2 y exo3) con varias polimerasas con actividad 3" >5",
ademas de que contiene aminoacidos en su secuencia que son cruciales para la
unién de metales (Mazur D J & Perrino F W, 1999).

La proteina cuenta con un dominio de poliprolina tipo Il, el cual es crucial para la
interaccion proteina-proteina. TREX1 participa en la apoptosis celular via
granzima A al unirse al complejo SET y translocarse de la region perinuclear al

nucleo degradando DNA nuclear (Kavanagh, y otros, 2008).

Figura 5. Homodimero de Trex?1 en raton. Se
observa la estructura de la proteina cuanto esta
interactuando con DNA de cadena sencilla.
Fuente: PROTEIN DATABANK, 2014

El complejo SET es un conjunto de proteinas que se encuentran en el citoplasma.

Las proteinas que conforman al complejo SET son:

» SET: Proteina con actividad de rearreglo del nucleosoma. Ademas
interactua con CBP (CREEB-Binding protein) siendo los reguladores de la

transcripcion.
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» NME1: Proteina encargada de la formacion de nucleotidos trifosfatados con
excepcion del trifosfato de adenosina (ATP).

» Apel: Del inglés apurinic/apyrimidinic endonuclease 1. Es una
endonucleasa que es activada por dafo oxidativo al DNA. Al ser escindida
por la granzima corta DNA provocando la apoptosis de la célula.

» HMG2: Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase. Altera la estructura de la
cromatina, tiene funcién de helicasa y regula la transcripcion al exponer el
DNA a las proteinas encargadas.

» pp32: Fosfoproteina nuclear 32. Funciona como proteina supresora de

tumores.

Ademas de esta interaccion, TREX1 interactta de manera muy cercana con
proteinas encargadas de la replicacion y reparacion de DNA celular (Figura 6).

Algunas de las proteinas con las que trabaja de manera muy estrecha son:

» ATR: Proteina cinasa de treonina/serina relacionada a ataxia vy
telangiectasia. Forma complejos con MSH2 para reparar errores en la
replicacion del DNA. Junto con ATRIP pueden sensar el dafio genébmico en
la célula y detener la replicacion celular para dar inicio a la reparacion
(Cortez D, Guntuku S, & Elledge S, 2001).

» MSH2: Homdlogo de la proteina mutS2. Forma un complejo con ATR para

reparar errores de alineacién de la DNA polimerasa.
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TREX1 pertenece a la super familia de las exonucleasas DNAQ-like o DNAsa llI.
Esta es una familia de proteinas altamente conservadas evolutivamente. Esta
familia de proteinas cataliza la escisién de nucleétidos monofosforilados en DNA o

RNA en la direccion 3" a 5° (Conserved Domains, 2014).

Como ha sido mencionado antes, los 242 aa de la region amino-terminal contienen
el dominio catalitico de la enzima, mientras que, los restantes 76 aa contienen una
region rica en leucina necesaria para la asociaciéon de la proteina al reticulo
endoplasmico (Lindahl y otros, 2009; Orebaugh y otros, 2013). Sin embargo,
durante la fase S del ciclo celular y en respuesta a estrés genotoxico, TREX1 se
difunde al nucleo (Lindahl y otros, 2009).

Una consecuencia de la ausencia de TREX1 en la célula, es la acumulacién de
acidos nucleicos que activan mecanismos del sistema inmune innato. Esto ultimo
provocando defectos en el proceso de mielinizacion y promoviendo la calcificacién
del tejido nervioso (Brooks P J, Cheng T & Cooper L, 2008).

14



Diagnéstico de RVCL

Este padecimiento tiene un cuadro clinico muy dificil de diferenciar de otras
enfermedades vasculares (Tabla 1). Los sintomas caracteristicos aparecen
alrededor de la 4% década de la vida. Estudios de imagen permiten al médico
saber si existen micro-infartos cerebrales, mientras que estudios de histopatologia
revelan si hay necrosis isquémica en tejido nervioso. Sin embargo, ninguno de
estos estudios (algunos de estos muy invasivos) permite dar un diagndstico claro

de la enfermedad.

Siendo que RVCL es una enfermedad autosdmica dominante de la cual se conoce
el gen involucrado, las técnicas de biologia molecular son las mas adecuadas para
poder hacer un diagnostico certero. A continuacidn se explican las técnicas

empleadas en el diagnostico molecular de la enfermedad RVCL.
Reaccion de PCR

La reaccion de PCR se refiere una reaccion en cadena de la polimerasa.
Desarrollada por primera vez por Kary Mullis. Esta es una reaccion in vitro
simulando las condiciones necesarias para que inicie la replicacion del DNA. Entre

los reactivos necesarios para la PCR se encuentran:

» DNA: muestra de DNA que se pretende analizar.

» DNA polimerasa: La enzima utilizada tiene como caracteristica especial su
resistencia a altas temperaturas. Tradicionalmente se ha utilizado la
polimerasa del organismo Thermophilus aquaticus.

» Oligonucledtidos: pequefios fragmentos de acidos nucleicos (DNA o RNA)
complementarios a la cadena de DNA y que flanquean la secuencia que se
pretende analizar. Se necesita un fragmento que se una a la cadena

sentido y uno a la cadena anti-sentido.

15



» dNTPs: Desoxinucledsidos trifosfato. Son los monémeros necesarios para
la replicacion del DNA.
> Cationes divalentes como magnesio Il (Mg®*) o manganeso (Mn*") como

cofactor de la enzima DNA polimerasa.

La PCR es una técnica que consta de varias etapas (Figura 7). Estas etapas se
repiten de manera ciclica, por lo que se tiene un crecimiento exponencial de los

fragmentos de DNA que se pretenden analizar (Strachan T & Read AP, 2011).

Figura 7. Etapas de la
reaccion de PCR. En la
extension (72°¢)  etapa de desnaturalizacion
se rompen los puentes de
hidrégeno del DNA
formando cadenas
sencillas. En la alineacion
se unen los
oligonucledtidos
10 1 complementarios a la
0 T gecuencia y finalmente en
Tiempo la extension la polimerasa
sintetiza la nueva cadena
de DNA.

100 Desnaturalizacion (94-96 °C)
90 A

80 -
70 A
B0
0 | Alineacian (55-687C)

40 -
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30
20

La DNA polimerasa es una enzima que cataliza la sintesis de cadenas de DNA en
la replicacion (Figura 8). Esta posee caracteristicas las cuales son aprovechadas
tanto en la reaccién de PCR como en la reaccion de secuenciacion. Entre estas

caracteristicas se encuentran:

» Uso del grupo funcional —OH 3" del nucle6tido como sustrato para la
elongacion de la cadena nueva. De esta manera, la elongacién de la

cadena siempre se da del extremo 5" al extremo 3.
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» Algunas de las polimerasas tienen una funcion de lectura y correccion del
DNA (proofreading). Asi, la replicacion de DNA tiene la menor cantidad de
errores posibles (Strachan T & Read AP, 2011).

» Las DNA polimerasas que son utilizadas en biologia molecular tienen una
actividad que incorpora alrededor de 60 nucledtidos por segundo a
temperatura optima (Biorad, 2014).

o 3“ E : . - 5
ADNPOL N
= Y 5§
3 P-;.; Primasa
Oligonucleotido ADN POL I
*99* de RNA 5+3  aDNPoL

“TEY Hebra nueva de DMNA

m } Hebras originales de DNA

Primasa: Polimerasa que ADN POL I: Polimerasa 5°-3" con
@ sintetiza fragmentos cortos @ actividad exonucleasa.
de RNA a aprtir de DNA.

ADN POL Ill: Polimerasa Ligasa: Enzima gue une 2
de DNA 5°-3" altamente fragmentos de DNA dentro de una

procesiva. misma cadena.

Figura 8: Proceso de replicacion de DNA in vivo. Dentro de una célula, el proceso
por el cual el DNA es replicado requiere de un sistema de proteinas y acidos
nucleicos para poder clonar la cadena de DNA. (Imagen tomada y modificada de:

http://www.shmoop.com/dna/dna-replication.html)
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Secuenciacioén de Sanger

La reaccion de secuenciacion de Sanger es un método de sintesis enzimatica.
Esta reaccion aprovecha muchas de las propiedades que tiene la DNA polimerasa
para la sintesis de DNA. En particular, el hecho de que la elongacion de la cadena
requiere que exista un grupo hidroxilo libre 3" en el nucledtido perteneciente a la
cadena de DNA para la reacciéon de sustitucién nucleofilica (Hardin, 2001). Es asi
que, al agregar dideoxinucleétidos (moléculas similares a los nucleétidos que
carecen del grupo hidroxilo en la posicion 3°), la reaccion de polimerizacion de
DNA se detiene dejando fragmentos de diferentes tamafios que pueden ser

separados por métodos fisicos como la electroforesis y la cromatografia.

En el INNNMVS se cuenta con un equipo de secuenciacion automatizado, modelo
AB3130. La reaccion de secuenciacion de Sanger para estos equipos utiliza
ddNTPs que estan marcados con moléculas fluorescentes que emiten luz a una
longitud de onda diferente para cada uno de los nucleétidos que conforman la
cadena de DNA. Una vez que ha terminado la reaccién esta se purifica eliminando
del medio de reaccion a los ddNTPs que no forman parte de los fragmentos de
DNA que van a ser leidos por el equipo. Una vez dentro del equipo de
secuenciacion automatizada, los fragmentos de DNA son separados por medio de
una electroforesis capilar y cada fragmento se lee aprovechando la marca

fluorescente y el sistema de deteccion de luz del equipo (Figura 9).
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Figura 9: Diagrama de flujo del proceso de secuenciacién automatizado. Tomado
de http://www.cultek.com/aplicaciones.asp?p=Aplicacion_Secuenciacion_Masiva

&opc=introduccion
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Planteamiento del problema

En el INNNMVS se presentd un caso diagnosticado como glioma de alto grado
que murié al afo del diagndstico. Se realizé una biopsia de cerebro confirmando
que el paciente tenia un pseudotumor cerebral. En los afios siguientes, se
presentaron 2 hermanos los cuales mostraban cuadros clinicos oftalmoldgicos y
neuronales variables. Uno de estos hermanos fue diagnosticado con esclerosis
multiple y es puesto en tratamiento para esta enfermedad. Sin embargo, solo
respondié a interferon B. Con sospecha de RVCL, se decidié hacer una prueba de
biologia molecular en los hermanos resultando positivos para el padecimiento.
Haciendo busqueda en sus antecedentes familiares y en su genealoagia, se
descubre que tienen relacion familiar con el individuo diagnosticado con glioma de

alto grado.

Ademas, estos pacientes refirieron que otros miembros de su familia padecian de
sintomas similares, en las menos cuatro lineas generacionales. Debido a esto, se
acudié a la comunidad de donde son originarios (Ixtapan de la Sal, Estado de
México), se tomaron muestras de sangre periférica, extrayendo el DNA y se
analizaron las muestras de miembros de la familia que aceptaron participar

voluntariamente en el protocolo y que ademas fueran mayores de edad.

Debido a la gran variabilidad fenotipica, las pruebas convencionales de laboratorio
e imagen utilizadas para el diagnéstico de vasculopatias no son suficientes. Por
ello, es necesario el uso de técnicas de biologia molecular que nos permitan
asegurar que se dio el diagndstico clinico correcto para encaminar al paciente a un
tratamiento eficiente o, en caso de no existir tal, el cambio de habitos en su estilo

de vida que permitan retrasar la aparicion de sintomas en el paciente.

Existen alrededor de diez familias con RVCL que han sido analizadas en el mundo

(OMIM #192315, 2014). En México, estos son los primeros casos reportados de
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RVLC, los cuales comparten una mutacién que ha sido descrita en una familia
holandesa y dos familias estadounidenses (Storimans CW, y otros, 1991; Richards
Ay otros, 2007).

Hipotesis
Las herramientas de biologia molecular permitiran un diagndstico certero en casos
sintomaticos y asintomaticos de RVCL.

Objetivo

Determinar la frecuencia de las mutaciones correspondientes a RVCL en el gen

TREX1 en una comunidad mestizo-mexicana del Estado de México.

» Secuenciar el exdn codificante de TREX7 en pacientes con RVCL y
voluntarios pertenecientes a la misma familia mediante una técnica de
secuenciacion modificada de Sanger.

» ldentificar las mutaciones presentes en la secuencia y analizarlas con

herramientas bioinformaticas.

21



Sujetos y métodos
Muestra

Los tres pacientes incluidos en este trabajo fueron diagnosticados con RVCL por
al menos dos neurdlogos expertos en enfermedades vasculares del INNNMVS.
Todos los pacientes aceptaron participar en el estudio firmando una carta de

consentimiento informado.

Los 36 voluntarios, originarios del Estado de Meéxico (Figura 10) fueron
previamente informados de los objetivos del trabajo y firmaron también un

consentimiento informado (Anexo 3).
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Figura 10: Mapa del Estado de México. En azul se encuentra el municipio de
Ixtapan de la Sal, regién de donde es originaria la familia. EI municipio cuenta con
33 541 habitantes hasta el 2010 segun el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI). Imagen tomada y modificada de

http://www.cuentame.inegi.org.mx.
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Tabla 3: Caracteristicas generales de los pacientes con RVCL.

# Paciente Antecedentes

familiares

Masculino
Femenino 45 Si

Masculino 50 Si

Tabla 4: Caracteristicas generales de los voluntarios.

Voluntarios Numero de Frecuencia (%) Observaciones
individuos
Masculino Ninguna

Femenino 18 50 Ninguna

Total 36 100 e

e Extraccion de la muestra de sangre

a) La toma de muestra de sangre fue periférica, por lo que, se
escogieron venas de las extremidades superiores para realizar la
extraccion.

b) Se tomaron 3 tubos al vacio (marca Vaccutainer®) de 12 ml que
contienen una solucién acida de citrato de sodio y dextrosa como
anticoagulante. Cada tubo se rotula con el nombre del paciente, su

numero de registro y probable diagnadstico.
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c) En el laboratorio se le asigna a cada muestra de RVCL un codigo con
las letras RVCL, seguidas de un numero consecutivo para que las
muestras sean anénimas.

d) A continuacién, al paciente se le aplica un torniquete en la parte
media del brazo. De esta manera, la vena resalta y es posible una
mayor precisiéon en el momento de la puncién venosa.

e) Se limpié la zona donde se haria la punciéon venosa con alcohol
etilico al 70% (V/V).

f) Una vez evaporado el alcohol etilico se realizdé la puncion venosa
utilizando el paquete comercial Vaccutainer® tomando alrededor de

12 ml de sangre por tubo.
e Coleccion de células nucleadas a partir de sangre periférica

a) En un tubo cénico de 15 ml se afiade sangre y BLGR (componentes
en anexo) en una proporcion de 1 ml de sangre por cada 3 ml de
BLGR. La solucion BLGR contiene en su composicion cloruro de
amonio (NH4CI) el cual puede permear los glébulos rojos y lisar su
membrana plasmatica, esta sal en la concentracion en la que se
encuentra no puede permear facilmente las células nucleadas de la
sangre. De esta manera se separan a los globulos rojos de las

células nucleadas.

b) Se cierra el tubo coénico y se agita la mezcla hasta obtener una

mezcla traslucida homogénea de color rojo.

c) Se centrifuga durante 6 minutos a 3000 rpm. Al centrifugar se forma
un boton, el cual estd compuesto de las células nucleadas que
forman parte de la sangre (monocitos, linfocitos T, linfocitos B,

células dendriticas, etc.)
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d) Se desecha el sobrenadante en una solucién de hipoclorito al 10%
(VIV).

e) Se afnade 1 ml de BLGR al botén y se homogeniza por pipeteo.
f) Se transfiere la mezcla a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
g) Se centrifuga durante 2 minutos a 3000 rpm.

h) Se desecha el sobrenadante, se agrega 1 ml de BLGR y se
centrifuga nuevamente en las condiciones del paso anterior. Se
repite este paso hasta obtener botones blancos sin restos de
glébulos rojos. El grupo hemo, el cual contiene iones de hierro,
puede afectar las técnicas posteriores que se utilizan para Biologia

Molecular.

Coleccion de células nucleadas de saliva

a) Se utilizaron colectores de saliva de la marca ORAgene, Genotek Inc.
Como primer paso se introduce saliva en el dispositivo hasta
alcanzar 3 mL de saliva sin contar las burbujas.

b) Una vez colectado, se cierra el dispositivo. Se mezcla la saliva con
preservadores del DNA dentro del dispositivo.

c) Se retira el embudo del tubo y se cierra el tubo.

d) Se transfieren 1000 pL de la mezcla a un tubo de microcentrifuga de
1.5 ml.

e) Se anaden 40 pL del reactivo Oragene Purifier al tubo de
microcentrifuga y se mezcla por vortex durante 10 segundos.

f) Se incuba en hielo por 10 minutos.

g) Se centrifuga el tubo a temperatura ambiente a 13000 rpm durante 5

minutos. Se rescata el sobrenadante y se desecha el precipitado.
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h) En proporcion 1:1 se afade etanol absoluto y se mezcla con el
sobrenadante 10 veces por inversion. Se incuba por 10 minutos a
temperatura ambiente para permitir la precipitacion del DNA.

i) Se centrifuga la mezcla a 13000 rpm por 2 minutos. Se rescata el
precipitado y se descarta el sobrenadante.

j) Se afaden 150-200 yL de agua grado inyectable para resuspender el
DNA.

e Conservacion de células nucleadas

a) Una vez obtenidas las células nucleadas (paso “h” de la coleccién de

células nucleadas a partir de sangre periférica.
b) Se centrifugan algunos tubos de muestra a 3000 rpm por 6 minutos.

c) Una vez obtenido el botdn, se descarta el liquido sobrenadante.

d) Se agregan 500 uL de PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos) y
600 uL de un preservador celular (RNAlater, AMBION).

e) Se almacenan a -20.0 °C durante 24 horas para dejar que penetre el
agente preservador de las células.

f) Pasadas las 24 horas, se almacenan los tubos a -70.0 °C en

ultracongelador hasta su uso.

e Extraccion de DNA de células nucleadas por salting-out
a) Una vez que se obtienen los botones blancos, se agregan 570 yl de
NaCl 0.5mM. Se agita la mezcla durante 2 minutos. Al agregar esta
concentracion de NaCl se establece un desequilibrio osmético en el
cual el agua entra a la célula para eliminar el desequilibrio. La

concentracion fisiolégica de NaCL es 153 mM.
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b) Se afaden 40 pl de SDS al 10% (p/v) y se agita la mezcla durante 5

c)

minutos. EI SDS (Dodecil sulfato de sodio por sus siglas en inglés)
es un compuesto tensoactivo anionico que permite la solubilizacion
de compuestos hidrofébicos, de esta manera, se eliminan las

membranas plasmaticas y nucleares liberando el DNA.

Se anaden 200 pl de NaCl 7 M (sobresaturado) y se agita la mezcla
durante 10 minutos. En este paso se da un proceso de “salting out’.
Al haber una cantidad tan alta de sales en el medio acuoso se inicia
una competencia por las moléculas de agua. Todos los productos
que sean poco hidrosolubles comenzaran a precipitar. El DNA al ser

muy hidrosoluble se quedara en la fase acuosa del sistema.

Esta reaccion se centrifuga durante 20 minutos a 11500 rpm a una
temperatura de 4 °C. El decremento en la temperatura favorece a la
solubilidad de los compuestos dentro del tubo de microcentrifuga,
por ello, se establece una temperatura baja para eliminar la mayor

cantidad de compuestos del medio sin arrastrar al DNA.

Se rescata el sobrenadante en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
y se desecha el boton. Al sobrenadante se le agrega una solucion de
cloroformo-alcohol  isoamilico (En  proporcion 491  vlv,
respectivamente) y se mezcla. Se hace una extraccion organica en la
cual sélo el DNA, las proteinas muy hidrosolubles y los iones se

quedan en la fase acuosa del sistema.
Se centrifuga la muestra durante 15 minutos a 14000 rpm.

Se rescata la fase acuosa en un tubo nuevo de microcentrifuga de
1.5 ml.

Se anade 1 ml de etanol absoluto. EI DNA tiene poca afinidad por los

alcoholes, por lo que precipitara al contacto con el etanol.
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i) Se centrifuga la muestra durante 15 minutos a 14000 rpm.

j) Se desecha el sobrenadante y se le agrega 1 ml de etanol al 70%.
En este paso, se eliminan las sales utilizadas en el proceso de

“salting out”.
k) Se centrifuga la muestra durante 15 minutos a 14000 rpm.

I) Se desecha el sobrenadante y se evapora el etanol utilizando un
concentrador de vacio (Speed vacuum marca Eppendorf). Se
concentra la muestra hasta no haber rastros de solvente en el tubo

de microcentrifuga.

m) Se afiaden 100-200 ul de H,O grado inyectable (libre de nulceasas) y
se mezcla la solucion en un equipo de agitaciéon con temperatura

ajustable durante aproximadamente 1 hora a 50 °C a 900 rpm.

n) Se obtiene la concentracion de DNA utilizando el equipo
espectrofotométrico de baja retencion Nanodrop 2000 (Figura 11).
En este paso se consideraron valores de buena calidad a las lecturas
de densidad optica del factor 260/280 nm=1.8; y del factor
260/230nm entre 1.8-2.0. El factor 260/280 es una relacién entre la
cantidad de proteina y de acidos nucleicos en una solucion. Los
aminoacidos aromaticos en una proteina tienen una maxima
absorcion de luz a 280 nm, mientras que los acidos nucleicos tienen
su absorcion maxima a 260 nm. Un factor igual o mayor a 1.8
sugiere que la muestra contiene una alta cantidad de &acidos
nucleicos mayor a la cantidad de proteinas en el medio circundante.
Algunos compuestos organicos (fenoles, tiazoles, reactivos de los
paquetes de extraccion) tienen un pico maximo de absorcion a los
230 nm, por lo que la relacion 260/230 indica si aun existen residuos

de los reactivos utilizados en la extraccidon de acidos nucleicos.
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Figura 11: Representacion grafica de la cuantificacion de DNA en el

equipo Nanodrop 2000

0) Se sella el tubo de microcentrifuga con una pelicula de parafina,

almacenandolo a 4°C hasta su posterior uso.

p) Se verifica que el tubo contenga codigo de identificacién con niumero
de muestra y sus valores de concentracion vy calidad

espectrofofométrica.

e Coleccion y extraccion de DNA a partir de cabello (paquete comercial de

purificacion de DNA genémico de Wizard®, Promega)

a) Por cada muestra de cabello se agregan 500 puL de una solucién de
lisis de nucleos (paquete comercial Wizard, Promega) y 120 pL de
EDTA 0.5M a un tubo de centrifuga. Enfriar con hielo durante 10
minutos.

b) Se corta cabello a 2 mm empezando por el foliculo piloso. Se
descarta el exceso. Colocar en tubos de centrifuga de 1.5 mL.

c) Se agregan 600 mL de la solucion del paso (a).

d) Se agregan 17.5 pL de proteinasa K (20 mg/ml).
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Se incuba toda la noche a 55°C.

Una vez a temperatura ambiente, se agregan 200 uL de solucion de
precipitacion de proteinas. Mezclar en el vortex a alta velocidad
durante 20 segundos. Incubar en hielo durante 5 minutos.

Se centrifuga la muestra a 13000 g durante 4 minutos.

Se rescata el sobrenadante donde se encuentra el DNA en un nuevo

tubo de centrifuga de 1.5 mL. Se agregan 600 uL de isopropanol.
Se centrifuga la muestra durante 15 minutos a 14000 rpm.

Se desecha el sobrenadante y se le agrega 1 ml de etanol al 70%
(V/V). En este paso, se eliminan las sales utilizadas en el proceso de

“salting out’.
Se centrifuga la muestra durante 15 minutos a 14000 rpm.

Se desecha el sobrenadante y se evapora el etanol utilizando un
concentrador de vacio (Speed vacuum marca Eppendorf) a
temperaturas bajas (30°C). Se concentra la muestra hasta no haber

rastros de liquido en el tubo de microcentrifuga.

m) Se anaden 100-200 pl de H,O grado inyectable y se mezcla la

solucion en un equipo de agitacidon con temperatura ajustable

durante aproximadamente 1 hora a 50 °C a 900 rpm.

n) Se obtiene la concentracion de DNA utilizando el equipo

espectrofotométrico Nanodrop 2000, como se explicé anteriormente.
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e  Amplificacion de TREX1 mediante PCR

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se utilizaron oligonucledétidos quiméricos
los cuales contienen un fragmento complementario al gen TREX7 humano y un
fragmento en su extremo 3, complementario a la secuencia del bacteriéfago M-13

qgue no tiene homologia en todo el genoma humano (Tabla 4).

Tabla 5: Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la reaccién de
PCR del exon codificante de TREX1.

TGTAAAACGACGGCCAGTctaggcagcatctaca Rojo=  secuencia
Ctcgce complementaria al

Fago M-13
CAGGAAACAGCTATGACCatcctgctagggaaag

C Negro= secuencia

complementaria
aTREX1

a) Se hace un dilucién de la muestra para obtener una concentracion
final de aproximadamente 100 ng/pl (75-125 ng/ul) como solucién de

trabajo.

b) En un tubo de microcentrifuga de tamafo apropiado se hace una

mezcla maestra de reactivos para la PCR que contiene:
Reactivo Volumen por reaccion (ul)
Mix de PCR “fast” 2X 12.5

Oligonucleétido de hebra sentido 1.0
TREX1 (10 ng/pl)

Oligonucledtido de hebra antisentido | 1.0
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TREX1 (10 ng/pl)

H,O grado inyectable (libre de c.b.p.24

nucleasas)

c) En un tubo de microcentrifuga de 0.2 ml se anaden 24 pl de la

mezcla maestra del paso anterior y 1 pul de DNA diluido [100 ng/pl].
d) Se centrifuga la muestra durante 1 minuto a 3000 rpm.

e) Se introduce el tubo de microcentrifuga en el equipo termociclador

(figura 12) y se configura para que reproduzca el siguiente programa

de PCR:

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial | 95 °C 15 minutos

10 ciclos 95 °C 15 segundos
67 °C (-0.5 °C cada ciclo) 15 segundos
72 °C 15 segundos

30 ciclos 95 °C 15 segundos
60 °C 15 segundos
72 °C 15 segundos

Extension final 72 °C 2 minutos

Refrigeracién 12 °C Tiempo infinito

f) Se separan los productos de PCR realizando una electroforesis en
un gel de agarosa al 2.0% tefido con bromuro de etidio, en

amortiguador SB 1X (componentes anexados al final) y se visualizan
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en un transiluminador con luz ultravioleta. ElI producto de PCR

deseado tiene un tamafio de 568 pares de bases (pb).

Figura 12: Equipo termociclador
utilizado, AB9700.

e Preparacion para la reaccion de secuenciacion (paquete comercial Big Dye
direct, AB)

A partir de los productos de PCR marcados con el oligonucleétido correspondiente
al bacteriéfago M-13, se realizd la reaccion de secuenciacion por el método de
Sanger. Al marcar los productos de PCR, se evita la purificacion de estos,
necesaria cuando aun hay DNA gendmico en la muestra. Debido a que las
condiciones de reaccidn para la secuenciacion son universales, existe el riesgo de
que los oligonucleétidos del gen de interés se unan de manera inespecifica a otra
region del genoma humano. En este caso, al tener oligonucleétidos especificos
para secuencias de fago M-13, estos no se unirdn mas que a los productos de

PCR marcados con el fragmento del virus.

a) En un tubo de microcentrifuga de tamano adecuado se prepara una

mezcla maestra que contiene:

Volumen por reaccion (ul)
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Big Dye Direct Master Mix, AB 2.0

Uno de los siguientes reactivos: 1.0

e [Telelp Vel ETeli s OV /ARG VRN D) [T “Oligonucledtidos complementarios  al
M13 de la hebra sentido fragmento de bacteriofago M-13

O de la hebra antisentido

b) En un microtubo de 0.2 ml se afiaden 10 pl del producto de PCRy 3

Ml de la mezcla del paso anterior.
c) Se centrifuga la muestra durante 1 minuto a 3000 rpm.

d) Se introduce el microtubo con la mezcla de reacciéon en el equipo

termociclador y se configura para que reproduzca el siguiente

programa:
Fase Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 37 °C 15 minutos
80 °C 2 minutos
96°C 1 minuto
Ciclo (25 ciclos) 96 °C 10 segundos
50 °C 5 segundos
60 °C 4 minutos
Refrigeracién 4°C Tiempo infinito
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e) Se almacena el microtubo con el producto de PCR marcado a 4°C

protegiéndolo de la luz. Se puede mantener en refrigeracion durante

una semana antes de su procesamiento para la purificacion posterior.

e PFurificacion de la reaccion de secuenciacion con el paquete comercial de

Big Dye Xterminator, AB.

a)

b)

c)

d)

f)

En una placa para secuenciacion de 96 pozos se colocan 10 ul del

producto de la reaccion de secuenciacion.
Se centrifuga la muestra 1 minuto a 3000 rpm.

Se agregan 45 pl de solucion SAM (S-adenosin metionina) a cada

pozo con producto de reaccidon de secuenciacion.

Se hace un corte transversal a puntas de micropipeta con capacidad
de 20-200 ul cerca de la toma de liquido. Estas puntas se utilizaran
para agregar el reactivo Xterminator ya que es una suspension
demasiado viscosa y se podria obstruir la salida del liquido si la

abertura es muy pequeiia.

Se mezcla Xterminator en un vortex durante 10 segundos o hasta ver

una solucion homogénea.

Se afaden 10 pl de Xterminator a cada pozo con solucién SAM. Para
aspirar el liquido se utilizan puntas de micropipeta de boca ancha
como las generadas en el paso “d”. El liquido no debe ser tomado de
la superficie. No deben pasar mas de dos minutos entre el paso “e” y
la incorporacion de la solucion al pozo. De separarse las fases del

Xterminator puede volverse a mezclar en vortex.
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¢))

h)

Una vez afadido se fija la placa a un equipo de agitacién de placas.

En este caso se utilizé el equipo “Daigger Vortex Genie 2”.

Se mezcla la reaccién durante 30 minutos en la velocidad 5 del
equipo. Después de los primeros 2 minutos revisar que la solucion se
mantenga homogénea, de no ser asi mezclar con pipeta y reanudar

la mezcla en el equipo.
Centrifugar la placa durante 2 minutos a 1000 rpm.

Se almacena la placa a 4°C para su posterior analisis en el equipo
AB 3130. Si la placa no es procesada en 24 horas se debe sellar con
plasticos adhesivos para evitar que se evapore la solucion SAM. En

caso de secarse, reconstituir con agua desionizada.

Una vez que se procesada la muestra se utilizan los programas
bioinformaticos Sequencing Analisis v5.3 de AB'y Sequencher v5.0
de Genecodes para el analisis de las secuencias obtenidas. De

encontrar mutaciones.

Se hace una comparaciéon de estas secuencias con la secuencia de
referencia en la base de datos del NCBI (NM_016381, HGNC:12269,
y QINSU2 del banco de datos de proteinas). De encontrar
mutaciones, se busco si ya habian sido reportadas en las bases de
datos publicas OMIM, NCBI y en HGMDB.
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RESULTADOS

Se obtuvieron DNAs con una concentracion promedio de 150 ng/uL y valores
superiores a 1.8 para las relaciones 260/280 y 260/230. Se amplificaron los
productos de PCR del exdn codificante de TREX1, a partir de las condiciones de
reaccion especificadas en la metodologia, previa estandarizacion del método con
tres controles (dos controles provenian del banco de controles del Instituto, y el
control comercial CEPH 1347-02 provisto por AB). Todas las muestras incluidas
en el estudio pudieron amplificarse (N=40 familiares, y 3 DNA controles) sin
importar el material de origen. En la Figura 13 se muestra una imagen
representativa de la separacién por electroforesis de estos amplicones. Esta
separacion se llevd a cabo, utilizando geles de agarosa (2.0% P/V) con una
solucion de boratos (concentracién en anexo). El primer carril muestra el marcador
de pesos moleculares (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermoscientific). Los
siguientes tres carriles representan a un control negativo de la reaccion de PCR. A
estos, siguen dos carriles con controles positivos en los cuales se utilizé el DNA
estandar del paquete comercial de AB como templado para la reacciéon de PCR.
Por ultimo, en los ultimos dos carriles se encuentra un control positivo en los que
se utilizo DNA del banco de controles del departamento de Neurogenética del

INNNMVS como templados para la reaccion de PCR.

Figura 13. Electroforesis de
los productos de PCR para el
exon codificante de TREX1,
. s N en un gel de agarosa al 2.0%
P ot L, W— (P/V) en wuna solucion de
sales de boro.
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Secuenciacion

Se realiz6 la secuenciacion de las muestras de DNA de los pacientes y de los 36
voluntarios integrantes de la misma familia. La separacion de los productos de la
reaccion de secuenciacion se llevo a cabo en el equipo AB3130. En la Figura 14
se puede observar un ejemplo de un electroferograma de la secuencia del exén
codificante del gen TREX1 como resultado de la separacion que realizé el equipo
AB3130. Las moléculas fluorescentes que se anaden a los dideoxinucleétidos de
la reaccion de Sanger emiten radiacion de colores diferentes por cada una de las
bases nitrogenadas que componen el DNA. De esta manera, el fluorocromo unido
a dideoxi-adenina emite una luz color verde, el fluorocromo de dideoxi-citosina
emite en azul, la molécula unida a dideoxi-timina en rojo y finalmente el
fluorocromo unido a dideoxi-guanina emite en amarillo (representado en negro en

la figura).
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—
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Figura 14: Electroferograma parcial de una secuencia del exon codificante de
TREX1.
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El analisis de la secuencia se realizé con ayuda de los programas bioinformaticos
Sequencing Analisis v5.3 de ABy de Sequencher v5.0 de Genecodes. En la tabla
4 se pueden observar la cantidad de sujetos que participaron en el estudio y
aquellos que tienen la mutacién 3688 3689insG en el gen TREX1. Se
secuenciaron ambas hebras de DNA y en caso de identificar mutacion, el estudio

se repitié en muestras independientes de DNA.
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Tabla 6: Resumen de los individuos que participaron en el protocolo de
diagnostico de RVCL del INNNMVS

3 0

18 18 10 hombres, 8 hombres,
7 mujeres 11 mujeres
20 19 20 individuos 19 individuos

Se puede observar que la muestra consta de un numero similar de hombres y de
mujeres. Entre los pacientes se tiene el caso de dos hombres y una mujer que ya
fueron diagnosticados con RVCL en el INNNMVS. No se encontré ningun caso de
mutacion en TREX1 en estado homocigoto. Ademas, podemos observar el
numero de individuos que presentan la mutacion g.3688 3689insG
(p-V235GfsX240). Se utilizé la nomenclatura del HGVS (por sus siglas en inglés
Human Genome Variation Society, www.hgvs.org) donde g denota que la mutacién
se encuentra a nivel gendmico, ins indica una insercién y G que el nucledtido que
se inserta es guanina. El simbolo p se refiere a la secuencia proteica, donde
existe un cambio de valina (V) por glicina (G), ademas fs nos indica que hay un
corrimiento en el marco de lectura y que la proteina termina en 240 aminoacidos

en vez de los 314 de la proteina silvestre.

Se realizdé la secuenciacion las muestras de DNA de los pacientes y de los 36
voluntarios integrantes de la misma familia. Como se puede observar en la figura
15, la mutacién que presenta esta familia es una insercién de guanina en la
secuencia. En todos los casos, esta mutacion se encontré en estado heterocigoto

lo cual es semejante a lo descrito en la literatura, pues, hasta el momento no se
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han descrito casos homocigotos para ninguna de las mutaciones relacionadas con
RVCL.

A C M
[

OO I

M T T T

T
=]

Figura 15: Electroferogramas parciales de la secuencia del exén codificante de

TREX1. En la parte superior se encuentra la secuencia correspondiente a un
control sano del banco de controles del INNNVMS. En la parte inferior se
encuentra la secuencia de la muestra de un paciente con RVCL. Encerrado en rojo
se encuentra el sitio donde ocurre la insercion de guanina en la posiciéon 3688-
3689 del gen. Esta mutacion se presenta en la figura en estado heterocigoto, pues
se observa que las dos hebras tienen una secuencia diferente después de este

punto.

En la Figura 16 se puede observar el cambio en la secuencia primaria de la
proteina, donde se puede observar en rojo la secuencia sin cambios y en color
verde es sitio donde ocurre la mutacidon y el cambio en la secuencia proteica
debida al corrimiento en el marco de lectura provocada por la insercién antes

mencionada.
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Proteina silvestre TREX1, 5" a 3’. Marco de lectura 1.

MetGSQALPPGPMetQTLIFFDMetEATGLPFSQPKVTELCLLAVHRCALESPPT
SQGPPPTVPPPPRVVDKLSLCVAPGKACSPAASEITGLSTAVLAAHGRQCFDD
NLANLLLAFLRRQPQPWCLVAHNGDRYDFPLLQAELAMetLGLTSALDGAFCV
DSITALKALERASSPSEHGPRKSYSLGSIYTRLYGQSPPDSHTAEGDVLALLSIC

QWRPQALLRWVDAHARPFGTIRPMetYGVTASARTKPRPSAVTITTAHLATTR

Proteina TREX1 con la mutacion p.V235GfsX240,5" a 3°. Marco de lectura 1.
MetGSQALPPGPMetQTLIFFDMetEATGLPFSQPKVTELCLLAVHRCALESPPT
SQGPPPTVPPPPRVVDKLSLCVAPGKACSPAASEITGLSTAVLAAHGRQCFDD
NLANLLLAFLRRQPQPWCLVAHNGDRYDFPLLOAELAMetLGLTSALDGAFCV
DSITALKALERASSPSEHGPRKSYSLGSIYTRLYGQSPPDSHTAEGDVLALLSIC
QWRPQALLRWVDAHARPFGTIRPMet YGEGHSIESIOPD QAKTICCHNHCTPGH
NQEHStopSQPWREQGYQGSSSSEGPWSPIQGGAAGPTGSAGHPDLGSSHTV
WTIPGHTWGYV

Figura 16: Comparacién entre la secuencia primaria de la exonucleasa 3" TREX1
silvestre y con la mutacion en la posicion p.V235GfsX240. Se utilizé la herramienta

translate de http://web.expasy.org/translate/. (Bioinformatics, 2014)

Se hizo un analisis de los sintomas que presentaron los pacientes del INNNMVS.
En la tabla 5 se presentan caracteristicas importantes de los pacientes. En la
primera columna podemos observar el numero de caso, en la siguiente el género
al que pertenecen, podemos observar en la tercera columna la edad a la que
iniciaron la enfermedad. Se tiene una columna con los antecedentes familiares de
la persona y por ultimo una columna con el sintoma clinico con el cual comenzo la

enfermedad.
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Tabla 7: Cuadro clinico de los pacientes con RVCL del INNNMVS.

Numero de | Género Edad de | Antecedentes Sintomas, diagndstico inicial y evoluciéon
Caso inicio
(anos)

Caso 1 Masculino | 51 -Sin tabaquismo - Infarto retiniano secundario a vasculitis.
-Alcoholismo desde los 17 | - Dos afios después presenta disminucion de la
afios de edad fuerza muscular en miembro pélvico derecho.

Caso 2 Femenino | 46 -Tabaquismo (Diez -Cefalea holocraneana asociada a nausea y
cigarrillos al dia) vomito.

- Alcoholismo social. - Diagnéstico inicial: glioma de alto grado.
Fallece un afio después.

Caso 3 Masculino | 50 Tabaquismo ( 8 cigarrillos | -Parestesias holocraneanas
al dia, suspendido hace 9 | -Disminucién de la fuerza en miembro toracico
anos) derecho tres meses después.

Diagnéstico inicial: esclerosis multiple.

Voluntarios | 50% 31+ 13 Sin antecedentes -Sin sintomas de RVCL al momento de la toma

(36 masculino, de muestra.

individuos) | 50%

femenino
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Discusion

Las vasculopatias retinianas cerebrales fueron reportadas por primera vez en
1988 (Grand M G y otros, 1988) en una familia con antecedentes de tumores
cerebrales, endoteliopatias heredadas, retinopatias, nefropatias, etc. Todos estos
signos y sintomas forman parte de un cuadro clinico en el cual estan implicadas

las mutaciones en la exonucleasa 3’5", TREX1.

Este estudio representa el estudio de la genealogia con RVCL mas grande hasta
la fecha y el primer analisis de TREX71 en pacientes mestizo mexicanos. La
mutacion identificada en esta genealogia fue g.3688 3689insG. Esta insercion ya
habia sido previamente documentada por Richards A. y colaboradores (2007) en
una gran familia de origen holandés de 110 integrantes con estudios de
angiografias (clinicamente publicada por Storimans CW, y otros, 1991) y en dos

familias estadounidenses (Richards A y otros, 2007).

La mutacion g.3688 3689insG ocasiona el corrimiento del marco de lectura y
genera un coddén de paro cinco aminoacidos después de la mutacion
(p.V235fsX240) (Figura 16). Este mismo grupo de investigacion, realizd los
estudios de expresidon de la proteina truncada y demostré que ésta conserva la
actividad de nucleasa, pero pierde su localizacion normal (Richards A, y otros,
2007). La proteina mutante carece de todo el dominio transmembranal que
permite su localizacién en el espacio perinuclear, provocando la difusion a través
del citoplasma. Es posible que esta alteracién también evite que TREX1 interactue
con el complejo enzimatico SET inhibiendo la via de la granzima A de apoptosis
celular (Chowdhury D y otros, 2006).

Adicionalmente, se ha demostrado que la region carboxilo terminal de TREX1

controla la localizacidn celular por medio de ubicuitinacion que involucra

aminoacidos (Lisina 230) cercanos al sitio de mutacién (Orebaugh y otros, 2013).
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Como se ha mencionado anteriormente, RVCL es una enfermedad rara en la cual
estan comprometidos los vasos sanguineos pequefios. En los casos sintomaticos
con RVCL que cuentan con historia clinica en el INNNMVS, se observé la
variabilidad fenotipica intrafamiliar pues los primeros sintomas variaron
considerablemente. La alteracion que presentaron los tres casos durante su
evolucion fueron los problemas vasculares en la retina (Tabla 7). Una coincidencia
interesante en dos de estos casos, es el consumo de tabaco. El paciente dos, que
hasta el momento de la toma de muestra aun consumia tabaco, inicié con los
sintomas graves de RVCL a los 45 afos de edad. En el paciente que no consumia
tabaco, la enfermedad debuto a los 50 afios de edad con sintomas oftalmoldgicos.
Por otro lado, el consumo de alcohol podria estar relacionado con la evolucion de
RVCL, pues el caso 3 que no consume alcohol es el que se encuentra en mejores
condiciones. Estos hallazgos podrian sugerir que el consumo de tabaco y/o
alcohol podria modular los efectos téxicos de la mutacion de TREX7 en el
organismo al aumentar la inestabilidad gendmica de las células y por lo tanto
aumentando los sustratos de los mecanismos de reparacion celular como lo es
esta exonucleasa (Moinuddin y otros, 2014) (Kruman | | y otros, 2012). Hacen falta
estudios en una poblacibn mas grande que analicen estos y otros factores

ambientales para confirmar esta hipoétesis.

Con respecto a la variabilidad fenotipica en los pacientes estudiados (cases 1, 2
and 3) y considerando la penetrancia completa de esta mutacion en TREXT, se
puede inferir que esta es una combinacioén de varios factores como lo son: factores
genéticos (polimorfismos en genes que controlan la expresion de TREXT),
cambios epigenéticos, factores ambientales como los que observamos en estos

pacientes (diferencias en sus estilos de vida) e interacciones genética-ambiente.
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Las mutaciones de herencia heterocigota en TREX7 son capaces de causar
diferentes cuadros clinicos (Figura 3) dependiendo de su localizacion y el tipo de
mutacion (Tabla 2). Este efecto de heterogeneidad alélica sugiere que estudios
mas profundos de RVCL nos permitira hacer una correlacién genotipo-fenotipo
mas certera, que este basada en las mutaciones especificas de TREX1. Estos
estudios podrian ayudar a crear nuevas pruebas clinicas, y otras herramientas de
diagnostico, ademas de, ayudarnos a entender mejor las bases moleculares de las

vasculopatias de pequefos vasos.

En la Tabla 5 se ilustran los diagnosticos erroneos que recibieron dos de los
pacientes estudiados. El caso 2 recibié diagndstico inicial de glioma de alto grado,
el caso 3 fue diagnosticado como esclerosis multiple. En el caso 1 se hizo la
prueba molecular dirigida de TREX1, pues ya habia sido confirmado el diagndstico
de RVCL en su hermano (caso 3). Los resultados en esta entidad con
expresividad variable y de dificil diagndstico, ilustran la utilidad de la secuenciacién

del gen para un diagndstico confirmatorio y concluyente de RVCL.

En relacion al diagndstico inicial erroneo del caso 2 es importante resaltar que el
tratamiento de estos pseudotumores en RVCL (tumors like) no esta claro hasta la
fecha. En el caso 3 se dié un diagndstico inicial de esclerosis multiple, por lo que
se iniciaron los siguientes tratamientos: intercambio de plasma, tratamiento con
inmunoglobulinas, e inmunosupresion cronica; sin embargo, no tuvieron efectos
que indicaran una evolucion diferente de la enfermedad. Este tipo de tratamientos
ya han sido usado antes, de manera experimental, para tratar RVCL (Mateen F J y
otros, 2010). RVCL es una enfermedad letal, de la cual no se conoce una cura a la
fecha. Sin embargo, en el caso 3 resulta muy interesante que el uso de la
molécula de interferén beta en su tratamiento, parece haber retardado la evolucion
de la enfermedad. En la literatura, se ha observado que el interferon beta (Inf-g)

tiene una actividad de regulador positivo en la expresion de TREX1 (Xu J, y otros,
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2014). En cierta forma, esto abre la posibilidad de investigar nuevos tratamientos
para esta entidad devastadora e investigar mas a fondo de qué manera esta

molécula interactia o modula la actividad de la exonucleasa en cuestion.

Suponemos que en Ixtapan de la Sal existe un mayor numero de individuos en
riesgo que no participé en el presente estudio, ya que la familia cuenta con al
menos 384 integrantes a lo largo de cuatro generaciones, de los cuales so6lo se
analizaron 39 individuos. La poblacion en la comunidad de Ixtapan de la Sal en
1950 era de 7616 habitantes y el ultimo censo en el 2010 reveld que la poblacion
de Ixtapan de la Sal constaba de 33 541 habitantes (INEGI, 2010). Esto nos indica
que la poblacién aumento cuatro veces su tamafo durante ese periodo de tiempo.
De manera que probablemente la RVCL también ha aumentado en la poblacion de
Ixtapan de la Sal y algunos de los casos de neuro-vasculopatias en la region

podrian explicarse por mutaciones en TREX1.

Tomando en cuenta el tamafo de la poblacion, el modo de herencia de RVCL
(autosomico dominante), y la presencia de consanguinidad en la genealogia,
sugiere fuertemente la sospecha de un efecto fundador de la mutacion g.3688-
3689insG de TREXT que pudiera explicar la alta incidencia de RVCL en la regién.
Para comprobarlo, se requiere hacer otro tipo de estudios como estudios de

ancestria biogeografica.

En aproximadamente la mitad de los familiares voluntarios estudiados se identifico
la mutacién de TREX (Tabla 6). Diecisiete familiares fueron portadores de la
mutacion pero no presentaban manifestaciones clinicas al momento del estudio.
Sin embargo, por razones éticas se decidié que unicamente se darian resultados
de la prueba molecular a las personas cuando ya presentaran sintomas de la
enfermedad y desearan conocer sus resultados. De lo contrario, seria diagndstico
predictivo no solicitado y esto atentaria contra la autonomia de cada una de las
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personas participantes. Por lo anterior, para conocer los resultados de la prueba
molecular, los participantes del estudio podian acudir al laboratorio de Genética
del Instituto o via telefénica, llamar para concertar una cita con el médico genetista.
Hasta ahora, sélo tres casos portadores de la mutacion son sintomaticos y ya
conocieron sus resultados moleculares. De igual forma estos pacientes ya
recibieron el asesoramiento genético correspondiente y se les brindara un

seguimiento continuo en el Instituto.

Durante el estudio, al analizar la genealogia extendida de la familia (Anexo 2), se
observd la presencia de dos uniones consanguineas en las que ambos
progenitores son portadores de la enfermedad (hasta ahora asintomaticos) y ya
tienen descendencia (Anexo 2). Por cuestiones éticas no se tomaron muestras
bioldgicas de la descendencia, ya que son menores de edad. Esto ultimo expone
un dilema ético para los genetistas debido al aumento en el riesgo de herencia que
implica para la descendencia (Tabla 8). Cada hijo de un individuo con RVCL tiene
un 50% de probabilidad de heredar la variante patogénica, pero en parejas donde
ambos padres son portadores el riesgo aumenta a 75%, con la posibilidad de un
genotipo homocigoto mutante. Hasta la fecha, no se han reportado casos de
RVCL con un genotipo homocigoto mutante de TREX7 y no sabemos si este es
viable. Por ello se mantendra una constante comunicacion con la familia y se

tendra una especial atencidon en la descendencia de los individuos con relaciones

consanguineas.

Aa aa

Tabla 8: Cuadro de Punnett para 2 individuos portadores heterocigotos con el

alelo que produce RVCL. La letra “A” representa el alelo mutado y “a” el alelo
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silvestre. Debido a que la enfermedad se hereda en forma autosémica dominante,
el riesgo para la descendencia es del 75%, contra un 25% de que el producto no

sea portador de la enfermedad.

RVCL es una enfermedad que comparte muchas caracteristicas con la
enfermedad de Huntington en el ambito bioético. Estas dos enfermedades se
presentan en la etapa adulta, son de herencia autosémico dominante y hasta la

fecha no existen tratamientos para su curacién.

Tomando en cuenta la amplia experiencia del departamento de Genética en el
programa del diagnéstico predictivo de la enfermedad de Huntington y que RVCL
presenta las mismas cuestiones bioéticas (Alonso ME, 2002), debemos
considerar:

Toma de decision del individuo afectado en cuanto a su descendencia y
propagacion de la enfermedad.

Edad del individuo al realizar la prueba, y prediccion de la aparicidon de los
sintomas. En este sentido, otra pregunta seria: ¢ Es ético que menores de edad se
hagan la prueba, aun cuando se sabe que al menos uno de los padres se
encuentra afectado?

¢ Existe obligacion por parte del individuo o de su médico, para alertar a su familia
de la presencia de la enfermedad cuando hay resultados positivos?. La respuesta
a esta pregunta puede ser mas facil cuando existen tratamientos preventivos para
la aparicion de la enfermedad. Sin embargo, en la enfermedad de Huntington y en

RVCL, como ya se ha mencionado, no existe un tratamiento (Norrgard K., 2008).

Para este desorden neuroldgico se pretende realizar un asesoramiento genético
que requiere de la participacion de un equipo multidisciplinario en el cual se deben
incluir: Genetistas, neurdlogos, psiquiatras, psicélogos y trabajadores sociales.
Para poder realizar un diagnostico prenatal de la enfermedad en embarazos
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subsecuentes es necesario que ya haya sido identificada una mutacion persistente
en la familia que explique la enfermedad. Las pruebas predictivas se realizaran
conforme a las guias internacionales propuestas por la Federacién Mundial de
Neurologia para la enfermedad de Huntington. Finalmente, se incluiran platicas
educacionales para el cambio de habitos de vida que puedan permitir retrasar la

aparicion de sintomas de la enfermedad.

El presente trabajo resalta la importancia de la prueba molecular en el diagndstico
de RVCL. El estudio molecular en pacientes con sospecha clinica de RVCL evita
gastos en la solicitud de estudios innecesarios (incluyendo biopsias invasivas de
cerebro), acorta tiempos de espera y elimina diagnésticos erroneos (angiopatias
amiloideas, encefalopatias mitocondriales con acidosis lactica y episodios
similares a accidentes cerebrovasculares, esclerosis multiple, leucodistrofia del

adulto, entre otras).

Los resultados de este trabajo permitiran otorgar diagndéstico preciso de RVCL y
brindar asesoramiento genético a los pacientes y sus familiares. Asimismo, se
dara seguimiento a los familiares y se prepara un plan de accion para orientar a
los individuos mayores de edad en riesgo (platicas de educacion con
especialistas), en cuanto a cambios de habitos y estilo de vida que retrasen el
inicio de la enfermedad o permitan modificar su curso. También se les ha
comunicado a los participantes que deseen conocer su resultado que se planea

abrir el programa de diagndstico presintomatico para el analisis de TREX1.
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Conclusiones

Los tres casos de pacientes relacionados con sospecha clinica de RVCL fueron
confirmados por medio de la prueba molecular del gen TREX71. En los tres
pacientes se identificod la mutaciéon p.V235GfsX240 previamente reportada, que se
encuentra en el dominio transmembranal de la proteina y afecta su localizacion.

Diecisiete de los 36 voluntarios presentaron la mutacion p.V235GfsX240. Estos
resultados representan un dilema ético, debido a que existen relaciones
consanguineas donde los dos individuos son portadores y tienen descendencia.

La prueba molecular permitié dar un diagnostico certero para la enfermedad. Esta
prueba es barata, acorta tiempos y es una técnica no invasiva comparada con
otros estudios de imagen y laboratorio que no dan una visidn clara de la

enfermedad.

Perspectivas

Debido a la alta prevalencia de la mutaciéon en la genealogia estudiada, que
presenta uniones consanguineas es posible que haya un efecto fundador de la
mutacion en la comunidad. Este trabajo puede ampliarse a una muestra de mayor
tamafno en personas con sintomas vasculares en la comunidad de donde es

originaria la familia.
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ANEXO I. Componentes de soluciones.

BLGR (pH final= 7.4)
Cloruro de amonio (NH,CI): 0.16 M
Carbonato acido de potasio (KHCO3): 0.01 M

Acido etil-diamino-tetra-acetico (EDTA): 1*10* M (pH=8.0)

Solucién de boratos

Acido boérico (HsBO3): c.b.p. pH=8.0
Hidroxido de sédio (NaOH): 0.01 M

)

Borato de sodio decahidratado= 0.005M

Fuente: Broody J.; Kern S. Biotechniques (2004) 36. 214-216.
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ANEXO II. Arbol genealégico.

Genealogia parcial de la familia en este estudio. Los signos positivos se refieren a
individuos que resultaron positivos para la mutaciéon p.V235Gfs240 . Los signos
negativos indican que no se encontraron mutaciones en el individuo al hacer el
analisis molecular.
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ANEXO lll. Consentimiento informado pacientes

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA “MVS”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO SALUD i :
DIAGNOSTICO MOLECULAR DE VASCULOPATIA RETINIANA CON LEUCODISTROFIA

Fecha: / /

He sido informado que padezco o algun familiar padece vasculopatia
retiniana con leucodistrofia, esta enfermedad se caracteriza por una alteracion
de los vasos sanguineos pequefios que ocasionan una inadecuada irrigacion, lo
que afecta diferentes 6rganos, en particular retina y cerebro, seguidas de dafio
renal y hepatico. Es un padecimiento hereditario por lo que es frecuente que
haya otros miembros de su familia con la misma enfermedad.

El objetivo de este estudio es confirmar a nivel molecular la presencia del
gen que ocasiona la enfermedad en personas que ya tienen sintomas de la

misma, asi como estudiar personas sanas pertenecientes a la misma familia.

PROCEDIMIENTOS A REALIZARSE

En primera instancia se me realizard una historia clinica completa, la cual
incluye la elaboracién de arbol genealdgico, con la finalidad de identificar a
otros familiares que posiblemente estén afectados asi como a las personas que
estén en riesgo de desarrollar la enfermedad en el futuro. A continuacién se me
tomara una muestra de sangre periférica de la cual se extraerd el DNA y se
estudiara el gen responsable de la enfermedad.

Es importante mencionar que solo se daran resultados a personas que ya

tienen sintomas del padecimiento.
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EFECTOS INDESEABLES Y RIESGOS
Cuando la sangre es obtenida, usted podréd experimentar un leve dolor en el

sitio de puncion. Raras veces ocurren infecciones o inflamacion local.

BENEFICIOS PARA LAS PERSONAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO
Su participacion en este estudio permitira realizar el diagnéstico preciso de

la enfermedad presente en su familia.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

El estudio de su muestra no tendra ningun costo para usted.

Si usted considera que los puntos antes mencionados no estan claros, o le
surgen nuevas dudas puede dirigirse directamente con las responsables de este
estudio. Las personas responsables son la Dra. Ma. Elisa Alonso, Dra. Nancy
Monroy, Dr. José de Jesus Flores y la M. en C. Adriana Ochoa del departamento
de Neurogenética y Biologia Molecular y se puede comunicar con cualquiera de
ellas al Tel. (55) 56 06 38 22 Exts. 2022 y 2018.

Estoy de acuerdo en que mi DNA puede ser usado para otras investigaciones

gue se realizan en este Instituto.

Estoy de acuerdo ﬂ No estoy de acuerdo ﬂ

59



Nombre del paciente y/o familiar:

Firma del paciente y/o familiar:

Nombre y firma del Responsable
legal:
Direccion y
Teléfono:

Testigo (parentesco) Testigo (parentesco)

Nombre y firma de quien obtuvo el consentimiento
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ANEXO Ill. Consentimiento informado controles

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA “MVS”

Consentimiento para participar en la investigacion de _SALUD

SECRETARIA DI SALUD

la estructura genética de la poblacion mexicana
Fecha: / /

1. He sido informado(a) que en el Departamento de Neurogenetica y Biologia Molecular de
este instituto se estan realizando estudios para determinar las variaciones en genes (que
son las unidades de la herencia) en personas, aparentemente sanas, de la poblacion
mexicana.

2. Los genes que se van a estudiar son los siguientes: APOE, ATX, HTT, CYP2D6,
NAT,PARK2, PSEN1, VHL, MTHFR, FXN, MAPT, APTX y TREX1. Estos genes pueden
presentar 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 estudien los genes antes mencionados.

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

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 serd confidencial y estara disponible solo para los
investigadores. Mi muestra sera codificada con una combinacién de nimeros vy letras para
proteger mi identidad.

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

8. Los resultados de los estudios que se realicen a mi muestra no me seran entregados, a
menos que se encuentre informacion relevante para mi salud o la de mis familiares. En
dicho caso seré contactado por los investigadores para saber si deseo conocer la
informacién y si deseo participar en otros estudios que contribuyan a un diagnéstico y
manejo adecuados.

9. He sido informado(a) de la garantia que tengo para recibir respuesta a cualquier pregunta y
aclaracion a dudas que surjan respecto a los asuntos relacionados con esta enfermedad.

10. Para cualquier duda o aclaracién puede dirigirse al Departamento de Neurogenetica y
Biologia Molecular de este instituto con la Dra. Ma. Elisa Alonso y con la Lic. Adriana
Ochoa o comunicarse al Tel 56063822 Ext 2022 y 2018, respectivamente. En caso de asi
requerirse, los pacientes también pueden acudir al Comité de Etica en Investigacion, al
teléfono 56 06 38 22 ext. 5027
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ANTECEDENTES

Tabaquismo Si No Afos Cantidad promedio

Alcohol Si No Anfos Tipo de bebida
Cantidad

Drogas Si No Tipoy frecuencia

Sedentarismo Si No

Hipertensién Si No Afos de evolucion

Diabetes Mellitus Si  No Afios de evolucidn

Colesterol alto Si  No Afos de evolucion
Cardiopatia Si No Afos de evolucién
Insuficiencia art. Si  No Afos de evolucion

ANTECEDENTES FAMILIARES

ENFERMEDAD Si NO FAMILIAR AFECTADO

Embolia cerebral

Colesterol alto

Diabetes

Parkinson

Pérdida de memoria

Epilepsia

Cancer

Tipo de cancer

FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION Y RESPONSABLE LEGAL
AL FIRMAR ESTA FORMA, ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN LA
INVESTIGACION DESCRITA




Nombre del participante: Género: H M

Firma: Teléfono:

Correo electronico:

Direccioén:

Origen: Edad: Fecha de Nacimiento:  / /
Ocupacion:

Edo. Civil: Escolaridad:

Testigo Testigo

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

Firma:
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