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Resumen
“Identificacion de variantes génicas en SOD1 y TARDBP

en pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica”

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
neurodegenerativa, caracterizada por la pérdida de las neuronas motoras
superiores e inferiores que sigue un curso progresivo. La enfermedad es
fatal y aproximadamente el 50% de los pacientes mueren de 3 a 5 afos
posterior a la aparicion de los sintomas. La incidencia es de 2.4 casos por
cada 100 mil habitantes por afio y se han logrado identificar genes
causantes de formas hereditarias de ELA, que corresponden al 10% de los
casos los cuales siguen un patréon autosémico dominante, mientras que
el 90% restante de los casos son esporadicos. Se ha identificado la
participacion de 29 loci, sin embargo dos de los genes principalmente
involucrados son SOD1 y TARDBP. El gen SOD1 codifica para la proteina
superoxido dismutasa de Cu/Zn, su principal funcién es la eliminacién de
radicales superoxido y se han descrito 248 mutaciones que la han
relacionado como la principal causa de las formas familiares de ELA. El gen
TARDBP codifica para la proteina TDP-43, una ribonucleoproteina nuclear
y principal componente de inclusiones positivas a ubiquitina presentes en
mas del 95% de los pacientes con ELA. Las mutaciones en este gen se
han observado tanto en formas familiares como esporadicos. Se considera
a este gen de gran importancia, y se postula como un punto convergente
en la patogénesis de la enfermedad independientemente del factor inicial

que la ocasiona.
La ELA no presenta predileccién étnica y su prevalencia varia alrededor

del mundo, por lo que el objetivo de este trabajo es identificar mutaciones

o polimorfismos en el gen SOD1 y TARDP en pacientes mexicanos con ELA.

Vil



Se analizaron 40 pacientes diagnosticados con ELA definida, mediante los
criterios del "El Escorial™ y se determind el comportamiento clinico de los
casos aplicando la escala funcional para ELA. Se identificaron 5 casos

familiares pertenecientes a 4 familias y 34 casos esporadicos.

Solo en 4 casos familiares se identificaron las mutaciones p.H47R, p.A90T
y p.C7S en el gen SOD1 y en ninguno de los casos estudiados (esporéadicos
y familiares) se presentd mutacion en TARDBP. Las mutaciones
identificadas afectan la funcidn y estructura de la proteina determinando
de este modo el fenotipo de la enfermedad de acuerdo a lo descrito en
otras poblaciones. La identificacion de estas variantes genéticas en
pacientes mexicanos contribuye a entender mejor los mecanismos que la
ocasionan, su distribucién y frecuencia. Y dada la dificultad del diagndéstico
clinico los resultados de este trabajo permitiran confirmar el diagnoéstico
clinico, lo que ayudara a terminar con la incertidumbre en el paciente y
permitira establecer en sus familiares los riesgo, mediante el

asesoramiento genético oportuno.



1 Esclerosis Lateral Amiotrofica

1.1 Antecedentes historicos

La primera descripcion clinica y patologica de la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA) fue realizada durante el periodo de 1869 - 1874 por el
neurologo francés Jean M. Charcot considerado como el padre de la
Neurologia. En Estados Unidos se denomina como la enfermedad de Lou
Gehrig (en honor a un famoso jugador de béisbol afectado por ELA en
1941)1

1.2 Definicion de ELA

La Esclerosis Lateral Amiotréfica es una enfermedad neurodegenerativa
que se caracteriza por la pérdida de neuronas motoras inferiores (NMI) y
las neuronas motoras superiores (NMS) de forma progresiva las cuales se
encuentran en la corteza motora primaria, el tallo cerebral y la médula
espinal®. La palabra “amiotrofia” se refiere a la debilidad y disminucion de
la masa muscular en musculos esqueléticos causada por la denervacion y
degeneracion de las neuronas del asta anterior, mientras que “esclerosis
lateral” se refiere a la degeneracion neuronal del asta anterior y del tracto

corticoespinal lateral, ademas de la presencia de gliosis?

1.3 Epidemiologia

La incidencia de ELA en la poblacion mundial es de 1 - 3 por cada 100,000
personas al afio3, mientras que la incidencia por género es mayor en los
hombres con 1.5 - 3.0 por cada 100,000 personas al afio, mientras que en
el caso de las mujeres se presenta con una incidencia de 1 - 2.4 por cada
100,000 personas al afo. La prevalencia es de 6 por cada 100,000

personas al afio de cualquier edad.??3

La ELA puede clasificarse en casos esporadicos (ELAE) cuando en la familia
no existen antecedentes de la enfermedad y en casos familiares (ELAF)
cuando dos o mas familiares estan afectados3. La ELAF se presenta en un

1



10% de los casos?! 3 4 mientras que la ELAE en el 90% restante?, de igual
forma se ha observado que existe una tercer forma de clasificacion
denominada ELA de tipo Western Pacific asociada a un espectro clinico de
ELA-Parkinson la cual se ha descrito especificamente en tres poblaciones
pertenecientes a Japon, Guam Yy Nueva Guinea y cuyos datos
epidemioldgicos son independientes con respecto a la poblacion mundial y

a otros tipos de ELA.> 6.7

Clasifiaon dela
ELA en base a:
| |

B | — —T1 — I
Caracteristicas . , Antecedentes Criterios de
L Etiologia - " e
clinicas heredo familiares El Escorial
ELAI causada
— ELA bulbar por = ELAF —ELA definida
| alteraciones en
SOD1 T fA
— ELA espinal — ELAE f—
‘ probable
ELA10 causada
— por alteraciones —_————
en TDP-43 — ELA posible
— etc... _gosE)t;cha de
L ELA

Figura 1: Clasificacion de la ELA.

La ELA puede clasificarse de diversas formas como lo son: por sus caracteristicas clinicas,
por su etiologia asociada a un gen especifico, por sus antecedentes heredo familiares o
por los criterios definidos por "El Escorial” en donde se toman en cuenta las evidencias
obtenidas en los examenes clinicos y la evaluacion neurolégica.

La edad de inicio de la ELAE varia de entre los 55 a 65 afios y de 47 a 52
para la ELAF* . En el 5% de los casos totales los pacientes inician antes

de los 25 afos por lo que se consideran como ELA juvenil (ELAj)Y S.



La media de supervivencia es de 3 afios a partir de la aparicion de los
sintomas, pero esta puede variar desde 2 hasta 5 afios; el 20% de los
pacientes logran un periodo de supervivencia de 5 - 10 afios, mientras que
un 10% tendra una sobrevida de mas de 10 afios®; la muerte tipicamente

es debida a la paralisis de los musculos de la respiracion’: 8°,

1.4 Caracteristicas clinicas

La identificacion de fenotipos especificos en la ELA tiene implicaciones
importantes para los pacientes con respecto al prondstico, la supervivencia,
asi como para el diagnostico diferencial con otras enfermedades de la

neurona motora.2- 4

La ELA es reconocida como una enfermedad neurodegenerativa, en la cual
la neurona motora se ve particular pero no exclusivamente afectada,
dando lugar a sintomas clinicamente reconocibles?; de acuerdo a la
localizacién neuroanatomica podemos clasificar los sintomas como de
neurona motora superior (NMS), de neurona motora inferior (NMI) (Tabla

1), bulbares y no motores?:24

Tabla 1: Caracteristicas clinicas del dafio neuronal

Neurona motora superior \ Neurona motora inferior
Debilidad moderada Debilidad

Ralentizacién de los movimientos Hiporeflexia
Espasticidad Atrofia muscular
Pérdida de la destreza Fasciculacion
Hiperreflexia Calambres musculares
Afectacion pseudobulbar Hipotonia

De igual forma en algunos de los casos se puede ver afectado el sistema
no motor produciendo cuadros clinicos con: disfuncion ejecutiva (pérdida
de neuronas de la region frontotemporal), parkinsonismo (lesion en
ganglios basales) y con menor frecuencia pérdida sensorial (lesiéon en

ganglios dorsales).® 24



Las variantes clinicas mas comunes de ELA incluyen:

ELA de inicio en las extremidades®, en el cual los pacientes presentan
sintomas como debilidad muscular focal que puede iniciar de forma distal
o proximal en las extremidades superiores o las inferiores y se caracteriza
por ser asimétrica; se acompafa de hipotrofia regional, fasciculaciones
(contracciones musculares involuntarias)! y gradualmente desarrollan
espasticidad en las extremidades hipotréficas, un signo poco comun es la

alteracion sensitiva.

ELA de inicio bulbar; en este cuadro el paciente presenta disfagia y
disartria, con afecciéon posterior de las extremidades?, los cuadros de inicio

bulbar se consideran que tiene una menor incidencia entre los pacientes.?

En aproximadamente el 70% de los casos los pacientes inician con
sintomas en las extremidades, la enfermedad de inicio bulbar se presenta
en alrededor del 25% de los casos, y cuadros con afectacion respiratoria
inicial en aproximadamente el 5%, extendiéndose posteriormente a otras

regiones.*

Sin embargo, se han identificado variantes clinicas con caracteristicas,
presentacion, progresion y prondstico diferentes a los cuadros mas

comunes.?

1.5 Diagndstico

Para la realizacion del diagndstico de ELA se debe de tomar en cuenta la
presencia de los sintomas de afeccion en las NMS y NMI clasicos como son
debilidad muscular, hipotrofia, fasciculaciones, disfagia, disartria; las
pruebas neurofisiolégicas de patologia o de imagen ayuden a descartar
otros diagnésticos que suelen manifestar similitudes con la ELA asi como

el diagnostico molecular confirmatorio de la enfermedad, estos datos



clinicos ayudaran a definir si el paciente cumple con los criterios de EL

Escorial .11

1.5.1 Electromiografia (EMG):

La electromiografia proporciona la evidencia de la disfuncién de la neurona
motora a través de la deteccion de la diferencia en el potencial eléctrico
que activa a las células musculares, los datos de muerte neuronal
compatible con el diagnostico de ELA deben ser identificados en al menos
dos de las cuatro regiones del SNC: bulbar, cervical, torécica y

lumbosacra.l: 4

1.5.2 Estudios de neuroimagen
La neuroimagen (RMN o TAC) se emplea para poder llevar a cabo la

exclusién de lesiones estructurales que generan un cuadro clinico similar
a la ELA mediante la produccion de signos de NMS y NMI; estos criterios
establecen que los estudios no son requeridos cuando el paciente presenta
signos bulbares o aparicion de datos pseudobulbares, ya que este tipo de

lesiones no generan sintomas similares a la ELA clinicamente definida.®: 4

1.5.3 Patologia: biopsia muscular

La biopsia de musculo esquelético o de otros tejidos para el diagndstico no
€S necesaria a menos que se requiera para descartar un sindrome que
mimetice con la ELA como la enfermedad de Kennedy o las lesiones en la
corteza motora, o para demostrar la afeccion de la NMI cuando los

hallazgos clinicos o electrofisiol6gicos no lo apoyan?t-4.

1.5.4 Criterios de "EIl Escorial"

A. La presencia de:
1. Evidencia de degeneracion del tipo de neurona motora inferior, por

examen clinico, electrofisiolégico o neuropatoldgico.



2. Evidencia de degeneracion de neurona motora superior por examen

clinico.

3. Progresion de los sintomas o signos dentro de una region o de otras
regiones determinados por medio de la historia clinica o exploracion

fisica.

B. La ausencia de:

1. Evidencia electrofisiolégica o patoldégica de otra enfermedad que
pueda explicar los signos de degeneracion de neurona motora
superior o inferior

2. Evidencia de neuroimagen de otro proceso o enfermedad que pueda

explicar los signos clinicos y electrofisiolégicos explicados.

Tomando en cuenta a los hallazgos clinicos se puede clasificar la ELA de

acuerdo a la certeza del diagnostico en (Figura 2):

1. ELA Definida. Evidencia clinica de signos de NMS y de NMI en 3
regiones de las anteriormente mencionadas.

2. ELA probable. Evidencia clinica de signos de NMS y de NMI en al
menos 2 regiones, con los signos de NMS predominando sobre los
de NM'L: 2.4,

3. ELA posible. Evidencia clinica de signos de NMS y de NMI en una
region; o los signos de NMS estan solamente presentes en una
region, y los signos de NMI estan definidos por criterios de EMG en
al menos 2 extremidades; con la apropiada aplicaciéon de protocolos

de neuroimagen y laboratorio para excluir otras causas? 4.



4. Sospecha de ELA. Signos puros de NMI en 2 o 3 regiones (p. Ej.,

atrofia muscular progresiva y otros sindromes motores) 2:4.

Elementos Diagndsticos
Sintomas: debilidad, atrofia, hiperreflexia, espasticidad

Progresion de los sintomas

Estudios: EMG, neuroimagen y biopsia

. Signos de NMl y .
. Signos de NMlI y ) Signos de NMIy NMS|
Signos de NMI solo en> NMS en 1 regién Signos de NN_“ y NMS NM§ en 2 en 3 regiones
1 region. en 1 regién regiones
| 0 | |
Signos de NMS sol6 en signos de NMS en > 1
>1 region. ELA posible region - ELA probable ELA definida
IDiagnéstico molecular Denervacion en

Sospecha de ELA positivo EMGen >2

I regiones

IELA definida apoyadal
con datos de
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Figura 2: Resumen de los criterios diagndsticos de "El Escorial"
La evidencia de dafio en las NMS y NMI se identificaran dentro de cuatro regiones del
SNC que son: bulbar, cervical, toracica y lumbosacra.

1.5.5 Diagndstico Diferencial
Durante el proceso para diagnosticar la ELA se deben tomar en cuenta

otros padecimientos donde se puedan observar lesiones en la neurona
motora o lesiones en la médula espinal que daran origen a cuadros clinicos

similares al de los pacientes con ELA® 24,

Los principales diagnésticos diferenciales a considerar son: lesiones
cerebrales en la corteza motora, lesiones en la base del craneo, lesiones
en la médula, afeccion de la union neuromuscular, miopatias y otras
enfermedades de la neurona motora, como podria ser una deficiencia

enzimatica* (Tabla 2).



Tabla 2: Diagnostico diferencial de ELA

Diagnéstico diferencial Rasgos caracteristicos

Lesiones cerebrales

Lesiones frontales, cervicales o
lumbosacras™

Lesiones en la base del craneo

Sintomas bulbares asimétricos

Mielopatia cervical espondilética

Debilidad progresiva en los miembros,
signos de NMS y NMI.

Otras mielopatias cervicales

Siringomielia asociada generalmente con
signos de NMI y pérdida sensorial
disociada

Lesiones del cono medular y radiculopatia
lumbosacra

Sindrome progresivo con datos de NMI y
NMS mezclados.

Miositis por cuerpos de inclusion

Sintomas bulbares y debilidad progresiva

Neuropatia motora multifocal

Sindrome de NMI puro con inicio focal
asimeétrico

Enfermedad de Kennedy

Sintomas bulbares lentamente

progresivos y debilidad en miembros con
solo hombres sintométicos.

1.5.6 Escala de valoracion funcional de ELA revisada (ALSFRS-R)

La ALSFRS-R es una herramienta diagndéstica que ayuda a determinar los
factores predictivos de supervivencia en la ELA, en ella se estudian
diferentes parametros los cuales se califican en una escala de O a 48
puntos para evaluar el grado de discapacidad funcional del paciente, el

valor de esta escala puede correlacionarse con el tiempo de supervivencia

27

1.5.7 Tratamiento

En la actualidad no se cuenta con un tratamiento especifico para la ELA
por lo que se considera como una enfermedad incurable, sin embargo los
sintomas que surgen durante el curso de la enfermedad son tratables

mediante una atencién multidisciplinaria y cuidados paliativos?: 18 28,

1.6 Fisiopatologia
La fisiopatologia aun es poco clara ya que los mecanismos por los cuales
se lleva a cabo la degeneracion de la neurona en la ELA es complejo e

incluye multiples vias de lesiéon celular’ como se muestra en la Figura 3,



sin embargo se han logrado identificar tanto factores genéticos y
ambientales, como vias metabdlicas consideradas clave durante el

desarrollo de la enfermedad?!’, estas vias seran explicadas brevemente a

Agregacion de Procesamiento de
proteinas RNA aberrante 'Estrés Oxidativo

e

continuacion.

> Disfuncién Deggnemcldnde la Disrupcion
Axonal neurona motora Mitocondrial
Alteraciones Activacion de la
Metabdélicas Microglia Apaptosis

Figura 3: Vias fisiopatoldgicas en la ELA

La ELA es causada por la interaccion de diversas vias moleculares que afectan a las
neuronas motoras y su interaccion con las células neuronales vecinas como la microglia
y los astrocitos: En los cuadros de color purpura se pueden observar las proteinas
relacionadas a cada una de las vias patoldgicas en la ELA.3

1.6.1 Procesos fisiopatologicos

1.6.1.1 Excitotoxicidad
Es la toxicidad neuronal inducida por una estimulacion excesiva de los

receptores de glutamato por un mecanismo que alteran la homeostasis del
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calcio intracelular y la produccion excesiva de radicales libres mediados

por la presencia de SOD1 mutante.

1.6.1.2 Estrés oxidativo

Una de las principales causas del deterioro en la funcion neuronal en las
enfermedades neurodegenerativas es explicado por el estrés oxidativo
ocasionado por el dafio acumulativo de radicales libres, la ELA no es la
excepcion ya que existe una similitud clinica y patolégica con estas y otras
enfermedades de la neurona motora en las que se han identificado como
principal causa una alteracion en la funcién de la proteina superdxido
dismutasa de Cu?*/Zn?* (SOD1)17- 18.19,

1.6.1.3 Disfuncion mitocondrial

En estudios anteriores se han reportado anomalias en la morfologia y la
bioquimica mitocondrial de pacientes con ELAE, en estos casos las
mitocondrias han mostrado niveles elevados de calcio debido a defectos
en su almacenamiento asi como una disminucion en la actividad de los
complejos de la cadena respiratoria 1 y 1V, teniendo como consecuencia
un defecto en el metabolismo energético. También se han reportado
mutaciones en el ADN mitocondrial de pacientes con ELAE'’: 18 que dan
lugar a una disfuncién de la mitocondria e induccién de la apoptosis

mitocondriall®: 20,

1.6.1.4 Agregacion de neurofilamentos

La acumulacién de neurofilamentos es un hallazgo frecuente en diferentes
enfermedades neurodegenerativas incluyendo la ELA® 17; la periferina o
GFAP (proteina de filamentos gliales intermedios) se ha reportado con una
alta frecuencia dentro de las inclusiones axonales de las neuronas motoras

en pacientes con ELA'8,
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1.6.1.5 Agregacion proteica

Las inclusiones intracitoplasmaticas de proteinas mal plegadas debido a
mutaciones en sus genes codificantes han sido un signo distintivo de la
ELA y otras enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, no se ha
logrado determinar la importancia de este tipo de agregados y su papel
dentro de la patogénesis de la enfermedad ya que pueden presentar
subproductos inocuos derivados del metabolismo de la proteina y que
durante el curso de la enfermedad no pierden su funcion, sino bien una
ganancia de funcién toxica debido a que su degradacioén via el proteosoma
no es completa lo que permite el secuestro de proteinas de importancia
en la célula, estas alteraciones estan directamente relacionadas con la

disfuncién y muerte celular'”’.

1.6.1.6 Inflamacion y contribucion de las células no neurales

Aunque la ELA no se puede considerar una enfermedad autoinmune
recientemente ha aumentado la evidencia de la participaciéon de procesos
inflamatorios sistémicos y de células no neurales. La activacion de las
células de la microglia se asocia con su transformacion en células
fagociticas capaces de liberar moléculas citotoxicas como especies
reactivas de oxigeno, 6xido nitrico, proteasas y citocinas que desempefan

un papel importante en la patogénesis de la ELA®: 17,

1.6.1.7 Apoptosis

Actualmente se sugiere a la apoptosis como via del proceso de muerte
celular de las neuronas motoras de pacientes con ELA, sin embargo los
marcadores bioquimicos de la apoptosis han sido detectados en las etapas
terminales de la ELA. Dentro de los elementos clave de la ruta apoptotica
se han visto involucrados la familia de las caspasas, (enzimas proteoliticas),
en especial la caspasa 12; la familia de oncoproteinas Bcl2 (oncogenes
antiapoptaéticos y proapoptoéticos) y la familia de proteinas inhibidoras de
la apoptosis (P1A)17:20,
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1.6.1.8 Factores genéticos

El estudio molecular de la enfermedad tanto en los casos esporadicos como
en los familiares ha logrado identificar genes cuyas mutaciones se asocian
a mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, como: inclusiones
proteicas, un mal procesamiento del RNA, disfuncién mitocondrial - 17:19,

entre otras funciones.

1.7 Genética de la ELA

La identificacion de mutaciones ha permitido determinar la participacion
de al menos 29 Joci asociados a la enfermedad®?; algunos de ellos se
consideran de mayor importancia para la patogénesis de la enfermedad
debido a que se han asociado a un mayor numero de casos tanto familiares
como esporadicos alrededor del mundo, sin embargo estudios
epidemioldgicos han mostrado que tanto la frecuencia de genes como la
frecuencia de las mutaciones varia de acuerdo a la poblacion y a su

localizacion geografical® 2

Algunos de los genes reportados para ELA son: el gen de la superdxido
dismutasa de CU/ZN (S0D1), el hexanucleétido repetido COORF72, el
gen de la proteina TAR de unién a RNA (TARDBP), el gen de la proteina
de unién al sarcoma (FUS), el gen de la proteina angiogenina (ANG), el
gen de la proteina optoneurina (OPNT), el gen de la proteina ubicuitina
(UBQLNZ2), el gen de la ataxina 2 (ATXNZ2), el gen que codifica para la
proteina 2B modificadora de la cromatina (CHMP2B), el gen homoélogo de
SAC1 que contiene un dominio fosfatasa lipidica (FIG4), el gen de la
profilina (PNF1), el gen de la proteina contenedora de valosina (VCP), el
gen de la senataxina (SETX), el gen de la proteina B asociada a proteina
de membrana asociada a vesiculas (VAPB) y el gen de la alsina (ALS2).
Sin embargo la mayoria de estos genes se asocian con fenotipos atipicos
de ELA o casos especiales con una menor frecuencia como se muestra en

los porcentajes relacionados a cada uno en la Tabla 3% 4 13, 14,
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Tabla 3: Genes asociados a la ELA

Casos
Proteina ‘ Esporédica ‘ Familiar Herencia

SOD1 21922 SOD1 7% 20 % AD
C90rf72 9p21 6% 20% AD
TARDBP 1p36.22 TDP-43 <1% 5% AD

FUS 16912 FUS <1% 5% AD/AR
ANG 14911 Angiogenina | = - <1% AD

OPNT 10p13 Optoneurina | - <1% AD/AR
UBQLN2 Xp11 Ubiquitina-2 ~1% 2% XR
ATXN2 12924 Ataxina-2 | @ - <1% AD
CHMP2B 3p11 | - e <1% AD
FIG4 6921 FIG4 | = - | e AD
PFN1 17p13 Profiina | = - 2% AD
VCP 9p13 VCP 1% | - AD
SETX 9934 Senataxina | @@ - | @ - AR
VAPB 20913 VAMP 1% | - AD
Alsina 2933 ALS2 | e AR

Se presentan los genes principalmente asociados a la ELA, el porcentaje de casos
explicados por estos para casos familiares y esporadicos, asi como el tipo de patrén de
herencia.

Las principales mutaciones que hasta el momento se han considerado son
las descritas en los genes SOD1, TARDBP, FUS, C9orf72 (Referencia).

En total, cerca del 50% de los casos mundiales de ELA (familiares como
esporadicos) son explicados por mutaciones en los genes antes
mencionados, sin embargo un 8% se explica por mutaciones en genes
menos frecuentes y en el 42% restante no se ha identificado aun el factor

genético'3. (Figura 4)
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Otros

42%
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2% CHAMP2B //u/ | 3%
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Figura 4: Genes asociados a ELAF
Se muestran los porcentajes asociados a cada uno de los genes causales de la ELA a
nivel mundial.

1.7.1 SOD1 (ELA 1)

La superoxido dismutasa 1 de Cu/Zn (SOD1) pertenece a una de tres
isoformas (Tabla 4) de la proteina en el ser humano y se encuentra
principalmente en el citosol asi como en el espacio intermembranal de la
mitocondria (EIM). La proteina SOD1 es codificada por el gen SOD1
localizado en el brazo largo del cromosoma 21 (21g22.1) y esta compuesto
por 5 exones; la proteina estd constituida por 153 aminoacidos y se
encuentra altamente conservada en la escala filogenética. Hasta el
momento se han descrito mas de 160 mutaciones relacionadas con la ELA,
dentro de las cuales se pueden observar mutaciones puntuales de sentido

erroneo, sin sentido, inserciones o deleciones.15: 16
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Tabla 4: Superoéxido dismutasa

Isoforma_Caracteristicas Cofactores | _Localizacion (220"

ot Citoplasma, EIM
Cu mitocondrial
SOD1 32kDa, catalitico nucleo ’ SOD1
homodimero Zn?* Iisosoma; 21g22.1
estabilidad mas y
peroxisomas
SOD2 96kDa Mn3* Matriz SOD2
Homotetramero catalitico mitocondrial 6g25.3
Cu > ext'r\faiglﬁlar
135kDa, catalitico . ’ SOD3
SOD3 . ot superficie de la
Homotetramero Zn B . 4p15.2
- célula y fluidos
estabilidad
extracelulares

Los estudios realizados alrededor del mundo indican que la ELA, debida a
mutaciones en el gen SOD1, presentan un patron de herencia autosomico
dominante (AD); sin embargo, se han identificado casos donde la
enfermedad se hereda de forma autosémica recesiva (AR) (Suecia y
Finlandia). De igual forma se ha observado que la penetrancia puede ser
incompleta y dependiente de la edad del paciente; debido a este fendmeno
es que se ha logrado identificar diferentes mutaciones que no tienen
ningun efecto claro sobre la actividad de la superéxido dismutasa, aunque
se ha observado un ligero déficit en la actividad de la enzima sin llegar a

limites patolégicos? 14.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes en los cuales se han encontrado
mutaciones en el gen SOD1 son indistinguibles de aquellos pacientes con
mutaciones en otro gen, sin embargo se ha observado que algunos de
estos cambios en SOD1 pueden alterar la severidad de la ELA, la edad de

inicio o el tiempo de sobrevida, aun dentro de una misma familia.

1.7.2 TARDBP (ELA 10)
El gen TARDBP se localiza en el brazo corto del cromosoma 1 (1p36.21)

y se conforma por 6 exones de los cuales uno es no codificante, codifica
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para la proteina TAR de unién a DNA de 43 kD (TDP-43), la proteina fue
identificada por primera vez como un represor transcripcional que se une
al DNA TAR del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) en su
region de repetidos largos terminales (LTR), de igual forma lleva a cabo la
regulacion de la expresion de genes y en el splicing. La proteina TDP-43
pertenece a la familia de proteinas heterogéneas nucleares y ribonucleares
(hnRNP) altamente conservadas y se conforma de dos motivos de
reconocimiento de RNA o RRM’s (por sus siglas en ingles) y un domino rico

en glicina.1® 20

Las mutaciones en TARDPB se han descrito en aproximadamente de 3 a
5% en casos familiares de ELA y en cerca del 1 % de los casos esporadicos
con un patrén de herencia AD y alta penetrancia. Estas mutaciones son de
sentido erréneo y se ha considerado al exén 6 (encargado de codificar la
region rica en glicina) como un hotspot para el desarrollo de la ELA. (Figura
5).
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Figura 5: Estructura de la proteina TDP-43
Se muestra la conformacion de la proteina TDP-43 y la localizacién de las mutaciones descritas en este gen. En negro se
muestran las mutaciones asociadas a ELAF y en rojo las mutaciones asociadas a ELAE.?!
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Fenotipicamente la ELA debida a mutaciones en el gen TARDBP no
presenta diferencia alguna con una ELA clasica; sin embargo estos
pacientes desarrollaran demencia frontotemporal (DFT) y sintomas de
neurona motora. La presencia de estos datos en pacientes con ELA/DFT
ha llevado a la identificacion de ambas entidades como parte de un mismo
espectro clinico continuo, donde dependiendo de los genes mutados sera

el fenotipo del paciente como se muestra en la Figura 6.13: 14, 16,

(A) (B)
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ELA + s [ Esclerosis Lateral Amiotréfica ]

Figura 6: Espectro clinico ELA - DFT

(A) Se muestra la escala representativa del espectro clinico entre ELA y DFT y los
diferentes tipos de fenotipo que se presentan. (B) En azul se muestran las proteinas
patogénicas y su posicion dentro del espectro clinico, en café se muestran los diferentes
genes asociados a los diferentes fenotipos de ELA-DFT. ELAci = ELA con déficit cognitivo,
ELAbi = ELA con déficit de comportamiento, ENM enfermedad de neurona motora.*
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1.8 Etiopatogenia Teorias
1.8.1 Superoéxido dismutasa 1 de Cu?*/Zn?* (SOD1).

1.8.1.1 Estructura y actividad.

El estrés oxidativo se ha definido como el desequilibrio de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en el organismo como son el ion superoxido
02?7, ion hidroxilo -OH, el peréxido de hidrégeno (H202) entre otras; estas
ROS causan un dafo importante a la célula y a otras macromoléculas
incluyendo al DNA por lo que el organismo debe de recurrir a diferentes
vias para evitar este dafo. La defensa mas importante con la que cuenta
el organismo es la actividad de tres enzimas conocidas como: la

superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa y la catalasa.

La enzima SOD cuenta con tres isoformas que se localizan en diferentes
regiones de la célula, la primera se trata de la superdxido dismutasa
dependiente de cobre y zinc que se encuentra en el citoplasma (SOD1), la
segunda isoforma se encuentra en el espacio mitocondrial y es
dependiente de Manganeso (SOD2) y la tercera isoforma que se encuentra
en el espacio extracelular (SOD3), que al igual que SOD1, es dependiente
de cobre y zinc. Sin embargo todas catalizan la reaccion de dismutaciéon
del ion superéxido en peréxido de hidrogeno como se muestra en la figura
7.
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Figura 7: Reaccion de la Superoéxido dismutasa de Cu/Zn (SOD1)

La proteina SOD1 cataliza la conversion del ion superéxido (0%°) en peréxido de hidrégeno
(H202), que sera convertido en agua por las enzimas catalasa y glutation peroxidasa.
Tomada de Maria Clara Franco, Et. al. (2013).

SOD1 esta constituida por 153 aminoacidos con un peso de 16 kD que
forman un homodimero con un a&tomo de cobre y uno de zinc en el sitio

activo de cada subunidad.

El dimero de SOD1 (Figura 8) es extremadamente estable y esta
constituido por 2 subunidades, donde se observa un barril B formado por
ocho unidades B plegadas, desde los extremos de esta estructura se
extienden dos bucles no helicoidales, uno de estos contiene residuos que
ayudan a dirigir electrostaticamente al O2?>" y el otro contribuird a la
dimerizaciéon del mismo. El sitio activo se localiza al final del barril B
orientado hacia el exterior de la molécula, mientras que la otra subunidad
se orienta de tal forma que los sitios activos de ambos quedan en los

extremos opuestos de la enzima.
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Figura 8: Estructura del dimero de la superoxido dismutasa de Cu/Zn (SOD1)
Se puede observar una representacion del homodimero de la proteina SOD1 donde
como se puede apreciar las subunidades son idénticas y se encuentran en sentido
invertido la una de la otra.# Tomada de PROTEIN DATA BANK (PDB)

1.8.1.2 Mutaciones en SOD1

En 1993 se logro asociar a SOD1 con la ELA y hasta el dia de hoy se han
identificado mas de 160 mutaciones a lo largo de todo el gen SOD1. En un
inicio los investigadores pensaban que las mutaciones reducian la actividad
enzimatica de la proteina SOD1, sin embargo se ha demostrado que
muchas de las mutaciones en este gen no disminuyen la actividad de la
proteina. Se han propuesto diversos mecanismos patogénicos a lo largo
de los afos sin llegar adn a conocer con exactitud la via por la cual se lleva

a cabo la muerte celular de las neuronas motoras.

Actualmente son dos las hipétesis que dominan la discusién acerca de la
patogénesis de SOD1; la primera propone una funcién toéxica debido a la
formacién de inclusiones de proteina SOD mal plegada y que interactuan
con otras proteinas de importancia para la célula, formando asi agregados
proteicos insolubles de mayor peso en la superficie de la membrana
externa de la mitocondria como se puede observar en la Figura 9, estos
agregados aumentan la probabilidad de tener una ganancia de funcion

téxica para la proteina en la neurona; estas inclusiones se han observado
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en muestras de tejido de pacientes con ELA y en pacientes con
enfermedades de neurona motora lo que lleva a pensar en rutas de dafio
neuronal similares para estas enfermedades. La segunda hipodtesis habla
sobre una ganancia de funcion toxica por parte de la proteina causando un
desbalance de especies reactivas de oxigeno lo que lleva al dafio de la
neurona por estrés oxidativo; también se ha observado de forma
experimental en muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes con ELA
una disminucion de la actividad de la enzima apoyando la teoria del dafio

neuronal por un aumento de ROS.
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Figura 9: Esquema del posible mecanismo de agregacién de la proteina SOD

Se muestran las diferentes fases que conforman el mecanismo por el cual se formaran los agregados de SOD. 1) se traduce
el gen de la proteina y se produce una subunidad de SOD. 2) la subunidad de SOD parcialmente plegada puede inducir al mal
plegamiento lo que llevara a una oligomerizacion y agregacion de varias proteinas. 3) los oligdmeros de proteina mal plegada
continuaran la propagacién del mal plegamiento en SOD. 4) por medio del exosoma es posible que se libere la proteina mal
plegada y que esta sea captada por otras neuronas y células gliales vecinas. 5) tras la muerte de la neurona los agregados de
proteina seran liberados al medio donde posiblemente por medio de 6) macropinocitosis sean captados por una nueva célula.




1.8.2 Proteina Tar de uniéon a DNA (TDP-43)

1.8.2.1 Estructura y actividad

La proteina TDP-43 fue descubierta por primera vez como una proteina de
union al DNA transactivo de respuesta (TAR DNA) en la region LTR del
virus de inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1). Esta proteina se encuentra
en la mayoria de los tejidos, principalmente en el nucleo de la célula. TDP-
43 funciona como proteina reguladora de la transcripcion y tiene la
capacidad de unirse al RNA para mantener la estabilidad de este, de igual
forma esta proteina se ve envuelta en el procesamiento de los RNA
mensajeros (MRNA's) y en el splicing alternativo de los mismos y puede
influenciar una gran variedad de funciones celulares por medio de la

regulacion de la produccidon de proteinas en la célula.

TDP-43 esta constituida por 414 aminoacidos, pesa 43 kDa y es codificada
por el gen TARDBP que se localiza en el brazo largo del cromosoma 1
(1p36.22) y que esta compuesto por 6 exones, contiene dos RRM's y una

secuencia C-terminal rica en glicinas.

1.8.2.2 Mutaciones en TDP-43

Se han identificado al menos 50 mutaciones en el gen TARDBP y la mayoria
de estas son cambios de un solo nucleétido, los cuales en su mayoria han
sido identificados dentro de la region encargada del procesamiento del RNA,
que es codificada por el exén 6 del gen. Las mutaciones en este gen causan
un mal plegamiento de la proteina y la formacién de inclusiones
ubicuitinadas no amiloideas presentes en la patologia de DFT y ELA; en
pacientes se ha podido observar una disminucion de la cantidad de
proteina en el nucleo hacia el citosol lo que lleva a pensar que al disminuir
la cantidad presente de la proteina en el nucleo existira una pérdida de las
funciones de esta proteina o se obtendra una ganancia de funcion al

encontrarse deslocalizada y formando inclusiones como se muestra en la
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Figura 10. Sin embargo aun se desconoce el mecanismo exacto por el cual
se genera la ELA y la DFT por lo que no se puede asegurar si estas
inclusiones forman parte de la via patoldégica o son un resultado de la
muerte celular. Se ha logrado establecer que para pacientes con ELAF y
ELAE asociada a mutaciones en SOD1 no se han encontrado este tipo de
inclusiones lo que indica que la via patoldgica por la cual se lleva a cabo la
ELA es diferente para los casos con mutaciones en los genes de SOD1 y
TARDBP. Sin embargo aun se desconoce el mecanismo exacto por el cual
se genera la ELA y la DFT por lo que no se puede asegurar si estas
inclusiones forman parte de la via patolégica o son un resultado de la

muerte celular.
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Figura 10: Esquema del posible mecanismo de agregacion de la proteina TDP-43

Se muestran las diferentes fases que conforman el mecanismo por el cual se formaran los agregados de TDP-43. 1) Los
monomeros de proteina TDP-43 migran del nucleo al citoplasma. 2) TDP-43 comenzara a formar agregados en el citoplasma.
3) Los agregados presentes en citoplasma actian como una semilla de agregacion secuestrando a otras proteinas y mas
monomeros de TDP-43. 4) El monémero puede sufrir un corte en la porcién C-terminal y estos fragmentos formaran otro tipo
de agregados. 5) los agregados de proteina son liberados al medio extracelular, posiblemente por la via del exosoma. 6) los
agregados seran captados por una nueva célula donde se duplicara el ciclo.




2 Justificacion

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la pérdida de las neuronas motoras
superior e inferior que sigue un curso progresivo con pérdida de la funciéon
motora. La enfermedad es fatal y aproximadamente el 50% de los
pacientes mueren 3 a 5 afios después de la presentacion de los sintomas.
La incidencia es de 2.4 casos por 100 mil habitantes por afo; sin embargo,
no se conoce predileccion étnica y la prevalencia varia dependiendo de la
region geografica. Sin embargo en poblacibn mexicana no conocemos su
frecuencia, ni cuales son las principales mutaciones o polimorfismos de

riesgo en pacientes con ELAF como ELAE.

Por lo que es importante determinar cuales son las principales causas de
este padecimiento en nuestra poblaciéon. Debido a la dificultad en el
diagnadstico clinico de la ELA sera de gran beneficio conocer estos datos
para el desarrollo de métodos diagndésticos confiables, que permitiran dar
un asesoramiento genético oportuno y podrian ayudar a tener un mejor

tratamiento para los pacientes.
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3 Hipotesis

Los casos de ELA familiar y esporadica en poblacibn mestizo mexicana

seran explicados en parte por mutaciones en SOD1 y TARDBP.

4 Objetivos
4.1 Objetivos generales:

e Identificar variantes génicas en SOD1 y TARDBP en pacientes

mexicanos con Esclerosis Lateral Amiotrofica esporadica y familiar

4.2 Objetivos particulares:

e Establecer una asociaciéon genotipo-fenotipo de acuerdo a las

variantes identificadas en SOD1 Y TARDBP en los pacientes con ELA.
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5 Metodologia
5.1 Sujetos

La poblacion de estudio se integré6 por 40 pacientes con diagndstico
definido de ELA evaluados en la clinica de nervio y musculo del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) “Manuel Velasco Suarez”
captados en el periodo de 2013 - 2014; mayores de 18 afios que cumplan
con los criterios clinicos de inclusion. Los pacientes fueron evaluados por
un neurdlogo especializado el cual aplicé la Escala Funcional de ELA
Revisada, asi como exploracion fisica general y neuroldgica, historia clinica
y posteriormente el genetista elabordé el arbol genealdégico de cada

paciente.

Los pacientes fueron invitados a participar en el estudio, después de una
explicacion previa y firma de consentimiento informado se obtuvo una
muestra de 15 mL de sangre periférica en 3 tubos colectores (Vacutainer)
con anticoagulante ACD (acido citrato dextrosa). Posteriormente, las
muestras se etiquetaron para realizar la extracciéon de DNA gendmico para

la realizacion de las pruebas moleculares.

5.2 Criterios de seleccion del estudio

5.2.1 Criterios de inclusion
Pacientes con ELA clinicamente definida y/o clinicamente probable de

acuerdo a los criterios diagnosticos de "El Escorial”.
Pacientes mayores de edad o con la aprobacidon del padre o tutor.

Pacientes que acepten participar en el protocolo de investigaciéon y que

firmarén consentimiento informado.

5.2.2 Criterios de exclusion
Pacientes que no cumplen los criterios diagnosticos de "El Escorial™.
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Pacientes con diagnéstico de ELA que no aceptarén firmar el

consentimiento informado o que no desearén participar en el estudio.

5.2.3 Criterios de eliminacion
Pacientes que después de ser captados para el estudio comunicaréon que

desean dejar de participar en el estudio.

5.3 Extraccion de DNA Gendémico.

Para la extraccion de DNA se empled la técnica modificada de sales de
Miller que esta constituida por las siguientes etapas:

Se dividié la muestra de sangre en alicuotas de 3 a 4 mL y se transfirieron
a un tubo coénico de 15 mL, se adicionaron tres veces el volumen de BLGR
(amortiguador de Lisis de Glébulos Rojos: cloruro de amonio 0.155 M,
bicarbonato de potasio 10 mM, EDTA 0.1 mM).

Se agit6 el tubo, invirtiendo varias veces para lisar los eritrocitos de la
muestra y los tubos coénicos fueron centrifugados a 3,000 rpm por 6

minutos para posteriormente decantar el sobrenadante.

Se resuspendi6 el paquete de leucocitos en 1 mL de BLGR y se transfirid
a un microtubo de 1.5 mL y se agité hasta homogenizar; posteriormente
fueron centrifugados a 3,000 rpm por 2 minutos y se decantd el

sobrenadante, conservando el botén de leucocitos.

Se adicion6é nuevamente 1 mL de BLGR a cada tubo para resuspender el
paquete de leucocitos de la muestra. Esta operacion se repitid6 hasta

obtener un botén libre de eritrocitos.

Se agregaron 570 pL NaCl 5 mM y se agité la muestra durante 2 minutos,
posteriormente se adiciono 40 puL de SDS 10% (v/v) y se homogenizé la
muestra durante 5 minutos. Al término de este tiempo se afadieron 200
ML de solucion saturada de NaCl y se homogeniz6 la muestra durante 10
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minutos, al finalizar las muestras fueron centrifugadas a 11,500 rpm por

20 minutos a 4°C.

El sobrenadante fue transferido a un microtubo nuevo de 1.5 mL y se
adicionaron 600 pL de una soluciéon de cloroformo:alcohol isoamilico

(49:1) a cada muestra y se homogenizo manualmente.

Las muestras fueron centrifugadas nuevamente a 14,000 rpm por 15
minutos, se transfirio la fase acuosa a un tubo de 1.5 mL y se adicioné 600

ML de etanol absoluto para la precipitacion del ADN.

Los tubos con el ADN fueron centrifugados a 14,000 rpm por 15 minutos
y posteriormente se decantd el etanol, posteriormente se realizaron 2

lavados con 600 pL etanol al 70%.

Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm por 15 minutos y

decantadas.

Para eliminar los residuos de etanol y de solventes orgéanicos, el ADN fue

secado en un concentrador de vacio por 40 minutos.

Finalmente cada muestra de ADN se re suspendidé en 250 uL de agua estéril
y se cuantificé por espectrofotometria a 260nm en un nanodrop (Nanodrop

2000 Thermo Scientific).

Ademas se realizd una electroforesis en geles de agarosa al 1% en
amortiguador SB 1%, tefidos con bromuro de etidio (10 mg/ml) para
determinar la calidad e integridad del ADN, posteriormente las muestras

fueron almacenadas a -4 °C.
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5.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

5.4.1 SOD1

La amplificaciéon por PCR de cada uno de los 5 exones de SOD1 se realizd
con los oligonucledtidos especificos descritos por Vela et al. (2011)?! para
cada uno de los exones en concentraciones y volumenes especificos como

se describe en la Tabla 5.

Tabla 5: Mezcla de reaccion para la amplificacion de los exones del gen SOD1

REACTIVO | CONCENTRACION VOLUMEN pL
DNA 100 ng/uL 1.33
Fast Master Mix 10
Oligonucleodtido F* 10 uMm 0.66
Oligonucleodtido R¥* 10 um 0.66
H2.0 7.35
Volumen Final 20

* Oligonucleoétido correspondiente a cada uno de los 5 exones de SOD1

El programa de acuerdo al perfil térmico para la PCR del gen SOD1 se
estandariz6 previamente tomando en cuenta las variables presentes en la

tabla 6:

Tabla 6: Perfil térmico general de la técnica de PCR para el gen SOD1.

Fase '~ Temperatura Tiempo | Ciclos
Desna_tu_ra_ﬂlzacmn 95 °C 3 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 °C 15 seg
Alineacion Variable* 15 seg 35
Extension 72 °C 15 seqg
Extension final 72 °C 10 min
-7 1
Conservacion 4 °C [o'e

*temperatura dependiente de la Tm del par de oligonucleétidos correspondiente a cada
uno de los exones.

5.4.2 TARDBP

La amplificacién por PCR para cada uno de los 6 exones del gen TARDBP
se realiz6 empleando los primers referidos por Hui-Ling (2010) 2 en

concentraciones y volumenes especificos como se describe en la Tabla 7.
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Tabla 7: Mezcla de reaccién para la amplificacion de cada uno de los exones del
gen TARDBP.

Reactivo Concentracion Volumen pL

KAPA2G Robust Mix 10 X 12.5
Primer Forward* 25uM 1
Primer Reverse* 25uM 1

H.O0 9
DNA 100 ng/ul 1.5
Volumen Final 25

*oligonucledtido correspondiente a cada uno de los 5 exones de TARDBP

El programa de acuerdo al perfil térmico para la PCR del gen TARDBP se

estandarizo previamente considerando las variables descritas en la tabla
8.

Tabla 8: Perfil térmico general para la técnica de PCR del gen TARDBP.

' Temperatura  Duracién Ciclos
Desna_tu_ra_lllzacmn 95°C 3 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95°C 15 seg
Alineamiento Variable* 15 seg 35
Extension 72°C 15 seg
Extension final 72°C 10 min 1

*temperatura dependiente de la Tm del par de oligonucleétidos correspondiente a cada
uno de los exones.

5.5 Electroforesis

Los productos de PCR obtenidos fueron resueltos y visualizados utilizando
la técnica de electroforesis en gel de agarosa a una concentracién de 2.5%,
se us6 el amortiguador SB (&cido bdrico, hidroxido de sodio) a una

concentracion de 1% y se emple6 un marcador de peso molecular DNA
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ladder de 100 pb (Fermentas®) y O'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(Fermentas®); el corrimiento electroforético se realiz6 a 100V durante
una hora. El gel contiene bromuro de etidio que nos permitié visualizar los
productos en un transiluminador de luz UV y posteriormente se digitalizo

la imagen con un foto documentador de imagenes Biorad®.

5.6 Reaccion de Secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados empleando el estuche
comercial QIAquick® PCR purification kit (250) de la marca QIAGEN; una
vez purificados se realiz6 la reaccion de secuenciacion utilizando los
reactivos del estuche comercial BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing
descritos en la Tabla 9 y se empled un termociclador (Axygen®) donde se

llevé a cabo de acuerdo a el programa descrito en la Tabla 10.

Tabla 9: Reaccidon de secuenciacion

REACTIVO CONCENTRACION VOLUMEN pL

Producto de PCR 100 ng/pL 2
Amortiguador 5x 3.5
Oligonucleétido 10 uMm 1
BigDye Terminator
V3.1 Cycle 1
Sequencing
H.O libre de DNAsa 12.5
Volumen Final 20

Tabla 10: Programa de la reaccion de secuenciacion

Fase \ Temperatura Tiempo Ciclos
Desna_tu_re_1l|zacmn 96 °C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 °C 30 seg
Alineamiento 50 °C 30 seg 20
Extension 60 °C 45 seg
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Elongacion final

72 °C

5 min

Conservacion

4 °C

(0]

Concluida la reaccién de secuenciacion esta se purific6 por medio de

columnas centrisep (Applied Biosystems) con Sephadex® G50 (Sigma).

Los productos purificados fueron secados en un concentrador de vacio y

posteriormente hidratados con 14 pL de formamida de alta pureza

(Formamida Hi-Di) y se desnaturalizé por 5 min a 94 °C para su posterior

analisis en un secuenciador o analizador de ADN DNA AB3130 de Appplied

Biosystems.

6 Resultados.

6.1 Analisis de la muestra

Se analizaron 35 pacientes con ELAE y 5 con ELAF pertenecientes a 4

familias no relacionadas entre si, en la Figura 11 se observa el porcentaje

representativo de cada uno.
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Pacientes

ELAE
88%

Figura 11: Porcentaje de casos familiares y esporadicos.

La edad de inicio promedio de la enfermedad, la media de duracion de la

misma y la distribucién de género se muestran en la tabla 11.

Tabla 11: Caracteristicas de la poblacion estudiada

Edad de Inicio
Promedio

47.4 = 12.4 455+ 11.4

Rango ‘ 17 - 69 27 - 60

ELAE ELAF
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Afos dsrgl;np:(;i\gvencia 324925 6.2 + 52
Rango 1-12 2-15
Masculino Femenino
Género 19 21
Porcentaje 47.5 52.5

6.2 Analisis de los productos de PCR

La amplificacion de los exones 1 - 5 del gen SOD1 se realiz6 a partir de la
muestras de DNA gendmico obtenidas de los pacientes y los tamafos de
los productos amplificados correspondientes a cada uno de los 5 exones

del gen se muestran en la Figura 12.
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Figura 12: Gel de agarosa con los amplicones de los 5 exones del gen SOD1.

Se muestra la resoluciéon de los productos de PCR en un gel de agarosa al 2.5%
flanqueados por un marcador de peso molecular (MP) GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder.
En los carriles 2 al 6 se muestran los productos de PCR de cada uno de los exones
amplificados del gen SOD1, debajo del producto se encuentra su nimero correspondiente
de pares de base (pb).
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De igual manera se analizaron los 5 exones del gen TARDBP, a partir de
las muestras de DNA gendmico obtenidas de los pacientes y los productos

amplificados obtenidos se muestra en la Figura 13.

400 pb e
300 pb e -

200 pb =

100 pb

Figura 13: Gel de agarosa con los amplicones de los 5 exones codificantes del
gen TARDBP.

Se observa la resolucion de los productos de PCR en un gel de agarosa al 2.5%
flanqueados por un marcador de peso molecular (MP) GeneRuler 100 bp DNA Ladder
donde se muestran del exén 2 al 6 del gen SOD1, debajo del producto se encuentra su
ndmero correspondiente de pares de base (pb).

6.3 Mutaciones encontradas en el gen SOD1.

De los 40 pacientes analizados solo en 4 casos se encontraron mutaciones
para el gen SOD1 (12.5%) y pertenecen a 3 familias por lo que
representan el 80% de los casos familiares. Las 3 mutaciones se
identificaron en los exones 1, 2 y 4 del gen como se muestra en la Tabla
12.
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Tabla 12: Variantes identificadas en pacientes con ELA familiar

Nam.
Familia de Mutacion Localizacion
Casos
1 2 p.A90T Ex6n 4 SOD1 Alanina > Treonina
3 1 p.H47R Exén 2 SOD1 Histidina > Arginina
4 1 p.C7S Exén 1 SOD1 Cisteina > Serina

6.3.1 Familia 1

En la Figura 12 se presentan los electroferogramas parciales de los dos
casos que conforman a la familia 1 y donde se ha identificado la mutacion
p.A90T; mientras que en la figura 14 se muestra la secuencia parcial
control y mutada donde se muestra la substitucién y el cambio en el

codon.

40



Control

Paciente

87 88 89 90 91 92 093
Secuenci 5 AA GT AC GC GA AA GA 3

a Control T G T T C A T '
N V T A D K D

Secuenci 5 AA - GT  AC ACT GA  AA  GA 3

a Mutada T G T T C A T '
N V T D K D

Figura 14: Electroferogramas parcial de muestra control y de paciente con
mutacion en el exén 4 de SOD1.

La flecha indica el cambio de G > A que ocasiona la mutacion. La substitucion causa el
cambio del codén 90 de una Alanina (A) por una Treonina (T) p.Ala90Thr.

La mutacion en esta familia sigue un patron de herencia autosdomico
dominante como se muestra en el arbol genealdgico (Figura 15). La
correlacion clinica mostré la presencia de una serie de sintomas
caracteristicos asociados a la mutaciéon encontrada en esta familia y el
cuadro clinico se describe en la Tabla 13.
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ELA
FAMILIA 1

NN

Figura 15: Arbol genealégico de la familia 1
En color negro se observan los miembros afectados y se puede observar como la
enfermedad sigue un patréon de herencia AD. Marcados con una flecha se encuentran los

casos indices.

Tabla 13: Caracteristicas clinicas Familia 1

Patrén
Edad . Alteraciones Forma de
Caso Género Edad . . . Sobrevida . L de
inicio sensitivas presentacion .
herencia
11-2 F 70 T 67 3 Positivo S/A
- M 58 49 9 Positi Tipica/espinal
2% ositivo ipica/espina AD
11- . - .
o* M 54 52 3 Positivo  Tipica/espinal

*: casos indice, S/A: sin antecedentes, NP: no presento, AD: autosémico dominante
t: Finado
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6.3.2 Familia 3

La familia 3 conformada por 31 individuos en donde 12 estan afectados
a lo largo de 4 generaciones, en esta familia se identific6 la mutacion
p.H47R que fue previamente estudiado el caso IV-4 (13 afios antes) y se
confirmdé la misma mutacion en otro miembro de la misma generacion
afectado, en la figura 16 se muestran los electroferogramas parciales de

una muestra control y mutada del exdén 2 donde se muestra la mutacion.

C
P
44 45 46 47 48 49 50
Secuenci 5 CA GG TT CAT GT CA GA 3
a Control A C T T G '

G F V H E

T
H

CA GG TT CG GT CA GA 3
T A C T T T G ,
H G F R \% H E

Figura 16: Electroferogramas parcial de una secuencia control (C) y mutada
(P) del exdn 2 de SOD1.

La flecha indica el cambio de una A > G ocasiona la mutacién. La substitucién de causa
el cambio del codén 47 de una Histidina (H) por una Arginina (R). p.His47Arg

Secuenci 5
a Mutada '
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La mutacion p.H46R se hereda también con un patron de herencia
autosdmico dominante como se puede observar en el arbol genealdgico
(Figura 17), clinicamente esta mutacidon se caracteriza por un periodo
largo de supervivencia, un tipo de inicio de la enfermedad especifico; sin
embargo, el inicio es mas temprano en las generaciones sucesivas como
se observa en la genealogia, en la tabla 14 se muestran las principales

caracteristicas clinicas de esta familia.

Tabla 14: Caracteristicas clinicas de la Familia 3

Sitio de Patron

Edad Forma de
Caso Género Edad Sobrevida ., Inicio de
inicio presentacion .
herencia
-3 M 58 t 43 15 Tipica/espinal
Miembros
1vV-4 M 40 T 1 Tipi inal
0 30 0 ipica/espinal Inferiores AD
. . Miembros
IV-7% M 32 27 5 Tipica/espinal o
Inferiores

w
=
Ty

oy
Shakibbel ovkb
P PRI Py

Figura 17: Arbol genealégico de la familia 3
En color negro se resaltan a los individuos afectados. La flecha indica el caso indice y
también se muestra la edad de inicio de la enfermedad en los familiares del caso indice.
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6.3.3 Familia 4

Se analiz6 la muestra del caso indice perteneciente a la familia 4, en este
se identificé la mutacion p.C7S y también presenta un patréon de herencia
AD como se puede ver en el arbol genealdgico (Figura 19); en la figura 18
se muestran los electroferogramas parciales de una secuencia control y
mutada donde se identifica la sustitucion y el cambio de codon que produce.

La correlaciéon clinica de esta familia se muestra en la tabla 15.

Control
Paciente
Secuencia 4 5 6 ’ 8 9 10
Control 5 AAG GCC GTG TGC GTG CTG AAG 3
K A V C V L K
Secuencia 5 AAG GCC GTG AGC GTG CTG AAG 3
Mutada K A V S V L K

Figura 18: Electroferogramas parcial parciales de secuencias control y mutada
del exon 1 de SOD1.

La flecha indica el cambio de T > A que ocasiona la mutacién. La substitucién causa el
cambio del codén 7 de una Cisteina (C) por una Serina (S). p.Cys7Ser.
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Tabla 15: Caracteristicas clinicas Familia 4

Sitio de Inicio Patrén

Edad . Forma de
Caso Género Edad . .. Sobrevida . de
inicio presentacion .
herencia
. . Miembros
-2 F 62 54 8 Tipica/espinal o
Inferiores
11-3 F 64 ??? ??7? Mlembros
Inferiores
AD
Miembros
-4 F 62 451 17 Tipica/espinal I .
Inferiores
H1- L. . Miembros
. F 60 45 15 Tipica/espinal Inferiores

& g |

4 4 4 & & & 0@ K Dy

OO0 & # 60 000DO0O 1l

0O 00O o v

Figura 19: Arbol genealégico de la Familia 4
En la figura se puede observar como la enfermedad sigue un patron de herencia
autosdmico dominante. La flecha indica el caso indice.
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6.3.4 Familia 2 y casos esporadicos.

En un caso familiar no se identificaron mutaciones en ninguno de los genes
estudiados y tampoco se encontrd en los 35 casos esporéadicos. En la Tabla
16 se muestran las caracteristicas de esta ultima familia, el arbol familiar

se muestra en la Figura 20.

Tabla 16: Caracteristicas clinicas Familia 2

Edad . Forma de Déficit Patréon de
Edad . . . Sobrevida L .. .

inicio presentacion cognitivo herencia
11-3  83%t 79 4 Tipica/espinal
-1 ¢ F— DFT
11-3 50t 48 2 Tipica/espinal

AD

111-4 48t 45 3 ¢
11- L. .
g* 44 39 5 Tipica/espinal +

‘ZLAQ FAMILIA 2
%

;

)’ i
Figura 20: Arbol genealégico de la Familia 2

En la figura se puede observar como la enfermedad sigue un patron de herencia
autosémico dominante, el sujeto Il1l1-1 marcado como un circulo con la mitad de color
negro presenta datos clinicos de DFT. La flecha marca al paciente indice.
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7 Analisis de resultados y discusion

Se ha descrito en la literatura que las diferentes mutaciones en SOD1
causan la ELA sin embargo muestran diferencias en la penetrancia, edad
de inicio, tiempo de sobrevida y manifestaciones clinicas. Como se mostro
en la tabla 13 en nuestra muestra se han identificado en un pequefio
nudmero de pacientes con ELAF tres mutaciones puntuales de forma
heterocigota, las tres variantes identificados son mutaciones de sentido
erroneo (missense) que se dan por un cambio de aminoéacido: la
substitucion A90T en el exdn 4, H47R en el exdn 3, y C7S en el exdn 1.
Estas mutaciones causan substituciones de aminoacidos muy conservados
en la estructura de la proteina SOD1 y son las Unicas alteraciones

nucleotidicas encontradas en la region codificante.

Mediante el programa PolyPhen-2 se puede predecir las consecuencias
funcionales debidas al cambio de un aminoéacido en la estructura de las
proteinas, empleando esta herramienta se encontraron las posibles
repercusiones de los cambios encontrados para cada uno de los casos

identificados y que a continuacion seran descritas cada una.

7.1 Mutacion p.A90T

El cambio puntual A90T (antes p.A89T) ya ha sido reportada previamente
en poblacién estadounidense®, en este estudio refieren que los pacientes
que presentan esta mutacion iniciaban con sintomas en los miembros
inferiores asi como mayores periodos de sobrevida y "sensacion de calor
intermitente” en los miembros inferiores, al realizar la evaluacion clinica
en nuestros casos se identific6 que el paciente I1l1-4 de la familia 1
presenta una sobrevida de 9 afos, su hermano el paciente I11-5 lleva 3
anos de sobrevida; ambos hermanos tuvieron un inicio tipico de ELA
localizado también en miembros inferiores y refirieron alteraciones

sensitivas. De acuerdo a la correlacion genotipo fenotipo los pacientes de
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nuestra serie fueron identificados como positivos para la mutacion p.A90T
y comparten el fenotipo presente en los casos reportados en 2003 por
Andersen et al. y las consecuencias de esta mutacion se observaron de

acuerdo al analisis de Polyphen.

7.2 Mutacion p.H47R
El segundo caso identificado corresponde a la mutacion p.H47R (antes

p.H46R) causada por el cambio de una adenina por una guanina en el
nucledtido 140, esta mutacion fue reportada por primera vez por Aoki y
colaboradores en familias de origen japonés, estos casos presentaban un
fenotipo moderado de ELA en comparacion a los casos tipicos en donde la
progresion es mas rapida, al igual que con nuestros pacientes existe una
progresion lenta de los sintomas hasta alcanzar periodos de sobrevida de
17 a 20 afos 0 mas. Los sintomas inician en miembros inferiores, mientras
que los miembros superiores no se ven afectados después de un periodo
de 5 afnos del inicio de la enfermedad, mientras que los sintomas bulbares

se presentaron después de 8 afos de evolucion.

Esta mutacion fue identificada en la familia 3 en donde se tienes
antecedentes de 12 familiares afectados; sin embargo, solo en 2 se realiz6
el estudio molecular. Los pacientes 111-3 y V-4 tienen un periodo de
sobrevida de 15 y 10 afos y actualmente el paciente V-7 se encuentra
aun con vida (hasta junio 2015) con un tiempo de progresion de 5 afos.

Por lo que el fenotipo de estos pacientes es considerado moderado.

Estos pacientes aun no desarrollan sintomas bulbares y el analisis en
Polyphen-2 nos indica que esta variante es patogénica, ya que la mutaciéon
p.H47R afectara a uno de los cuatro sitios de unién del ion Cu?* en el sitio
activo de la proteina, por lo que se espera cause una pérdida de la

actividad de SOD1, debido a la inestabilidad de la proteina por la falta de
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unioén del ion metalico. La inestabilidad aumenta la tendencia de la proteina

a formar agregados.

7.3 Mutacion p.C7S

En la familia 4 como se indica en la Tabla 13, fue identificada la mutacion
p.C7S (antes p.C6S) esta mutacion fue descrita por primera vez en
pacientes Afroamericanos® donde también se ha observado una progresion
mas lenta de la enfermedad. La paciente I11-5 de la familia 4 presentd un
inicio tipico espinal con inicio en miembros inferiores y con un periodo de

sobrevida de 15 afos.

El analisis en Polyphen-2 indica que es una mutacion dafina y su
importancia se debe a que afecta uno de los cuatro residuos de cisteina en
la proteina y se piensa estan relacionada con la toxicidad y agregacion de
SOD1.

7.4 Discusion

La mutacion H47R es de las mas estudiadas y se ha demostrado que esta
afecta directamente el sitio de uniéon del cobre en la proteina por lo que
tendra una menor actividad (70%). Sin embargo, se ha demostrado que
este cambio que sufre la proteina es compensado por residuos adyacentes,
lo que puede rescatar parte de su funcién y esto se ha relacionado
directamente con periodos de mayor supervivencia en los pacientes

portadores de la misma.

La mutacion C7S inicialmente se estudi®6 en modelos de ratén vy
posteriormente se reportaron los primeros casos en poblacién
afroamericana, los cuales se caracterizaban por grandes periodos de
sobrevida (mas de 10 afos). Esta mutacion condiciona a la formacion de

agregados, que a pesar de ser aparentemente mas solubles presentan un
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efecto toxico mayor a diferencia de lo observado en otras mutaciones, sin

embargo esto esta aun en discusion.

Para la mutacion A90T aun se desconoce el mecanismo exacto de esta
variante en la enfermedad; sin embargo, se ha descrito que los pacientes
con esta mutacion desarrollan sintomas bulbares especificos como la
alteracion sensitiva que es un sintoma poco comun que se presente en los

casos de ELA.

En cuanto a los pacientes donde no se encontraron mutaciones en ninguno
de los genes estudiados, no se puede descartar la posibilidad de que
existan otras mutaciones asociadas a la enfermedad las cuales no fueron
analizadas en este estudio, asi como la presencia de nuevos genes aun no
descritos. La familia 2 que presenta antecedentes de demencia en la
familia, asi como un déficit cognitivo en el caso indice nos lleva a evaluar
otros genes implicados en el reciente espectro clinico de ELA-DFT como
pueden ser los genes C90rf72, FUS y PGRN.

La correlacion genotipo-fenotipo entre la variante génica y el cuadro
clinico presente en cada paciente esta mediada por la regidén en la que se
ubica la mutacion, como afecta a la funcién y estructura de la proteina.
Estas mutaciones ya fueron descritas en otras poblaciones y al igual que

ellos, nuestros pacientes presentan caracteristicas clinicas similares.
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8 Conclusiones

Se identificaron las mutaciones C7S, H47R y A90T en 4 pacientes con ELA

familiar, lo cual corresponde al 12.5% de la muestra estudiada.

En este estudio no se identificaron mutaciones en el gen TARDBP en los

pacientes analizados.

En los pacientes que no presentaron mutaciones en ninguno de los genes
estudiados, no se descarta la posibilidad de la presencia de otros genes

asociados a la ELA.

Se estableci6 una asociacion genotipo-fenotipo entre las mutaciones

encontradas y los sintomas observados para cada uno de los pacientes.

Los resultados obtenidos contribuyen a mejorar el conocimiento de la

Esclerosis Lateral Amiotroéfica en poblacion mexicana.
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