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RESUMEN

Antecedentes: La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo
hereditario autosémico dominante, caracterizado por trastornos del movimiento, principalmente
corea, alteraciones del comportamiento y deterioro cognitivo. Se produce por mutaciones en el
gen HTT. Sin embargo, se han descrito pacientes con fenotipo clasico de la EH negativos a
mutaciones en HTT, y a estos casos se les denomina fenocopias de la EH o bien, enfermedades
similares a la enfermedad de Huntington (Huntington disease-like o HDLS). Se han descrito
diversos genes como causa de fenocopias de la EH. Dentro de éstos posibles genes, aquellos
asociados al desarrollo de ataxias se han presentado como un grupo de entidades que de
acuerdo al modo de herencia y a su expresividad variable deben considerarse en el diagndstico
diferencial de fenocopias de la EH.

Objetivo: Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y FXN
como causa de fenocopias de la EH.

Hipdtesis: Existen mutaciones en los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y FXN en una proporcion
de pacientes considerados como fenocopias de la enfermedad de Huntington de poblacion
mexicana.

Pacientes y métodos: Se analizaran los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y FXN en 149 sujetos
con fenotipo de EH negativos a la mutaciéon del gen HTT, mediante PCR, secuenciacion
automatizada tipo Sanger y analisis de fragmentos por electroforesis capilar.

Resultados: De un total de 170 individuos mostraron una prueba negativa en HTT para
descartar de EH, de estos sélo se evalud el material genético en 148 individuos. Solo fue posible
hallar un defecto molecular en el 2% de los casos y éstos correspondieron a una mutacion en
ATXN2, en tanto que no se identificaron mutaciones en los genes ATXN1, ATXN3 y FXN. Se
determinaron los rangos de repetidos CAG del gen ATXN1 poblacion mexicana siendo estos de
24 a 34, con una moda de 27 repetidos.

Conclusiones: Las mutaciones en el gen ATXN2 representan una causa frecuente de
fenocopias de la EH en pacientes mexicanos respecto a los genes analizados en este estudio y
son la segunda causa mas frecuente de fenocopias de la EH en poblacion mexicana, después
de las mutaciones en JPH3. Dado que la ATXN2 es la principal causa de ataxia en nuestro pais,
frente a las formas de ataxia asociadas a corea o los fenotipos similares a EH con prueba
negativa en HTT debe considerarse la evaluacion en este gen.
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GENERALIDADES

Los trastornos del movimiento son un grupo de condiciones clinicas con etiologia muy
heterogénea, los cuales se han categorizado como hipocinéticos dependiendo de si su
componente principal es la disminucion del movimiento o hipercinéticos en aquellos que
muestran incremento del movimiento. Un trastorno del movimiento que se agrupa en este Ultimo
rubro es la corea (del griego coros, danza), un movimiento involuntario abrupto, impredecible y
arritmico, que resulta de un flujo continuo de contracciones musculares aleatorias'. Dicho
movimiento puede presentarse en cualquier region corporal pasando de un lugar a otro sin
mostrar algin patrén especifico, afecta extremidades, tronco, cuello o musculatura faciali, de tal
forma que su gravedad sera de acuerdo a si se tiene un compromiso Unico y focal o bien ser
gravemente generalizada con movimientos violentos de las extremidades y el tronco. En
ocasiones puede verse restringida a un hemicuerpo (hemicorea).

Al igual que muchas condiciones neuroldgicas su etiologia es muy diversa, se puede encontrar
asociada a factores metabolicos, alteraciones estructurales cerebrales, efectos de farmacos y
causas genéticas, lo que sugiere que este trastorno del movimiento, independientemente de su
etiologia, es la manifestacion comun generada por la disrupcion de la neurotransmision de los
nucleos de la base. Por lo que para lograr realizar un diagnostico certero es necesario que los
clinicos aborden el caso de manera amplia, con la indagacion de otros casos en la genealogia, la
descripcion detallada de los movimientos, asi también una exploracion neuroldgica completa y la
solicitud de laboratorios para descartar otras causas de corea esporadica (Tabla 1).ii

Tabla 1. Evaluacién primaria en un paciente con corea.

Prueba Diagndstico posible

Quimica sanguinea Alteracion de glucemia/trastorno hidroelectrolitico
Frotis sanguineo Neuroacantocitosis (NAc)

Pruebas de funcion hepatica  Enfermedad de Wilson, NAc

Funcion tiroidea Enfermedad tiroidea

Paratohormona Hipo/hiperparatiroidismo

Prueba de embarazo Corea gravidica

CPK NAc, Sindrome de McLeod

Ceruloplasmina Enfermedad Wilson, Aceruloplasminemia
Anticuerpos anti-DNA, anti- Enfermedad autoinmune

SSA, anti-SSB, anti-Ro, anti-

La

Anticoagulante lupico Lupus Eritematoso Sistémico

Anticuerpos antifosfolipido Sindrome antifosfolipido

Prueba VIH Complejo SIDA

Nivel vitamina B12 Deficiencia B12

Anticuerpos antineuronales Sindromes paraneoplasicos

anti_Hu, anti-Yo, anti-NMDA

Relacion lactato/piruvato Alteracion mitocondrial

Alfafetoproteina Ataxia-telangiectasia

Puncién lumbar Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, infeccion
IRM/TAC Lesiones estructurales, depésito de metales
EEG Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

La enfermedad de Huntington
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Dentro de las causas genéticas de corea, la enfermedad de Huntington (EH) representa la
condicion mas frecuente de corea hereditaria¥. La EH es una condicion neurodegenerativa, con
modelo de herencia autosémico dominante (AD), que se caracteriza por la presencia de
trastornos hipercinéticos (corea hasta en 90% de los casos), alteraciones cognitivas y del
comportamiento.

Su etiologia se debe a la expansion del trinucledtido inestable (CAG) en la region codificante del
exon 1 en el gen HTT, localizado en el cromosoma 4p16.3 Y. El tamafio mas comin de este
tracto de repetidos CAG en la poblacion general es de 17; cuando existe la presencia de 40 o
mas repetidos en uno o ambos alelos confiere al fenotipo clasico de enfermedad de Huntington,
mientras que un tracto entre 36 y 39 repetidos se consideran como alelos de penetrancia
reducida e inicio tardio de la enfermedad. Por otro lado los alelos con 27-35 repetidos CAG se
consideran como alelos de expansion intermedia (Al)Vi.

Resulta interesante mencionar que hasta en 8% de los casos hay ausencia de datos en la
genealogia, lo cual sugiere que esta patologia puede manifestarse como eventos de novovii por
la expansion de alelos intermedios. Este padecimiento afecta de 5 a 10 individuos por cada 100
000 habitantes en Estados Unidos y Europa. Sin embargo, en México no se cuenta con datos al
respecto x,

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

La sintomatologia psiquiatrica es muy comdn en estadios tempranos, los cuales representan las
primeras manifestaciones de la enfermedad, llegando a pasar desapercibidas o tomadas con
poca importancia por el paciente y los familiares; una de las alteraciones mas frecuentes es la
depresion®i, asi como la irritabilidad, apatia, ansiedad y la hipersexualidad, entre otras. Las
alteraciones en el comportamiento y alteraciones en el aprendizaje escolar son a menudo la
principal sintomatologia de la presentacion juvenil.xii El deterioro a nivel cognitivo también es
otra de las manifestaciones tempranas, los pacientes son incapaces de organizar su vida o
planear cosas que en el pasado eran simples; particularmente hay deterioro en las funciones
ejecutivas, errores de apreciacion y planeacion. El lenguaje se torna lento y todos los procesos
psico-motrices se ven severamente afectados.*v

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



Rutinariamente el diagnostico se realiza por sospecha clinica y confirmacion a nivel molecular,
previo consentimiento informado. La mayor parte de los pacientes son adultos al momento de la
sospecha y la confirmacion diagnostica se otorga junto con asesoria genética y psiquiatrica.xvi

Sin embargo, como se menciond no todos aquellos pacientes que presentan un cuadro clinico
de EH muestran positividad para el estudio molecular de repetidos CAG, por lo que estos
trastornos relacionados han sido denominados como fenotipos similares a Huntington (0
Huntington Disease-Like, en inglés) o hien fenocopias de la EH*i,

Se estima que de todos aquellos pacientes sometidos a la realizacion del estudio molecular para
EH, solo el 1% resulta con una prueba negativaxVii xx, De ellos, s6lo en 3% sera posible encontrar
una causa reconocible, lo que significa que existen diversos sindromes clinicos que pueden
mostrar un fenotipo similar a Huntington pero cuya causa sigue siendo desconocida. No existe
una definicion formal sobre como considerar una fenocopia de EH, sin embargo, de acuerdo con
Wild et al.> puede tomarse a consideracion: (1) un desorden del movimiento consistente con EH,
(2) que muestre un estudio negativo para la expansion de trinucléotidos en HTT y (3) que
muestre historia familiar compatible con herencia AD o bien historial de manifestaciones
psiquiatricas o del comportamiento.

-Trastornos similares a Huntington (Huntington Disease-like)

A la fecha se han caracterizado cuatro cuadros clasicos de fenocopias de EH, de las cuales 3
tienen un origen genético especifico con modelo de herencia autosomico dominante, mientras
que la entidad restante muestra un patrén de herencia autosdmico recesivo (AR) y no ha sido
posible dilucidar su causa.

* HDL1 (del inglés Huntington Disease-Like 1) es una entidad producida por mutaciones
heterocigotas en el gen PRNP*i que codifica para la proteina Pridn, debido a la
insercion de 192 pares de bases hacia la region 5’, la cual se localiza una region que
codifica un octapéptido que se repite 8 veces. Los sintomas clinicos se caracterizan por
cambios en la personalidad, sintomas psiquiatricos, deterioro cognitivo, corea, rigidez y
disartria. Tiene un patron de herencia autosomico dominante y se considera una entidad
poco frecuente por su baja prevalencia de 1 en 1,000,000 individuos.

» HDL2 se debe a alteraciones en el gen que codifica para la proteina Juntofilina 3 que
produce un trastorno neurodegenerativo autosémico dominante, causado por la
expansion de trinucleotidos CTG entre el exon 1y 2 que contiene una region de splicing
(corte y empalme) mdltiple en JPH3, el cual se sitia en el locus 16¢24. Los alelos
silvestres contienen entre 6 a 28 repeticiones de trinucledtidos, mientras que el rango de
repetidos patoldgicos va de 40 a 59xii. Los sintomas clinicos incluyen pérdida ponderal,
alteracion en la coordinacion, rigidez, disartria, hiperreflexia, bradicinesia, distonia y
temblor, asi como el desarrollo de corea leve y trastorno de los movimientos oculares. El
desarrollo de sintomatologia psiquiatrica y demencia son frecuentes. La neuropatologia
muestra afeccion del nicleo caudado, putamen y menor compromiso del globo pélido.xv

e La HDL3 es una enfermedad neurodegenerativa con modelo de herencia autosdmica
recesiva, caracterizada por deterioro cognoscitivo, disartria, distonia, sintomatologia
piramidal, ataxia y deterioro de la marcha, a la fecha solo ha sido reportada en dos
familias de Arabia Saudita y no ha sido posible dilucidar el gen causalxv xxi,



HDL4 también conocida como ataxia espinocerebelosa tipo 17vi (SCA17, por sus siglas
en inglés), es causada por una expansion del repetido CAG/CAA en el gen TBP (locus
6027), que genera tractos de poliglutaminas (poliQ) en la proteina de union a la caja
TATAiE| rango habitual de repetidos es de 25-40, las expansiones entre 41 y 45
constituyen un rango intermedio con penetrancia incompleta y un ndmero igual o
superior a 46 se considera como mutacion. Las manifestaciones clinicas implican
inestabilidad de la marcha, distonia, corea, alteracion psiquiatrica como alteracion del
estado de animo, depresion, psicosis y demencia.

-Otras fenocopias reconocidas de la EH

Por otro lado, se han descrito alteraciones genéticas en otros loci que pueden ser causa de una
fenocopia de la EH, dentro de estas encontramos:

Neuroacantocitosis, se trata de una forma de corea hereditaria anteriormente conocida
como core-acantocitosis. Es un trastorno degenerativo que puede tener una amplia
gama de manifestaciones clinicas y anormalidades en las determinaciones de
laboratorio como la presencia de acantocitos *x . La edad de presentacion
frecuentemente es entre la tercera y cuarta década de la vida, las primeras
manifestaciones comprenden movimientos orolinguales (con predominio de distonia),
posterimente desarrollo de tics, corea y movimientos estereotipados ** . Otras
caracteristicas incluyen cambios cognitivos y de personalidad, crisis convulsivas,
disfagia, disatria, oftalmoparesia, parkinsonismo y elevacion de creatina cinasa sin
evidencia de miopatia. A nivel de neuroimagen se puede apreciar atrofia del estriado. Su
etiologia se debe a mutaciones recesivas en el gen VPS13A (9g21), sin embargo
también se ha descrito que mutaciones heterocigotas pueden desencadenar el cuadro
clinicox,

La Atrofia Dentato-rubro-palidolusiana*xi (DRPLA, por sus siglas en inglés) es una
enfermedad neurodegenerativa causada por una expansion del trinucleotido CAG en el
gen ATN1 en 12p13, los alelos normales son de hasta 35 repetidos y son altamente
polimoérficos, mientras que los repetidos patogénicos muestran entre 40 y 100 repetidos
CAG. Es un trastorno muy frecuente en Japon, aunque se han identificado diversas
familias sin ancestria japonesaii xxv, E| fenotipo de esta entidad es variable y puede
presentar ataxia, corea, mioclonias, demencia, atrofia cerebral y cerebelar.

Neurodegeneracion cerebral por acimulo de hierro (NBIA, por sus siglas en inglés)
engloba un grupo de enfermedades que se caracterizan por el dep6sito de este mineral
a nivel de los nucleos de la base. Se conocen diversos genes asociados al desarrollo de
esta condicion, pero solo 2 asociados al desarrollo de fenocopias de EH, PANK2 y FTL.
El gen PANK2 se localiza en 20p13, y sus mutaciones producen una deficiencia de la
enzima pantotenato cinasa, clinicamente caracterizada por la presencia de sintomas
extrapiramidales en 98% de los casos, cambios del comportamiento seguidos por
demencia y degeneracion pigmentaria de la retina.xxv xxi | 3 edad de presentacion
caracteristica es alrededor de los 3-4 afios. Sin embargo, los casos de presentacion en
la edad adulta se asocian al desarrollo de corea®i, El gen FTL codifica para la cadena
ligera de ferritina y se localiza en el cromosoma 19q13.3. El fenotipo clinico asociado a
sus mutaciones es la neuroferritinopatia (NFP), una enfermedad neurodegenerativa,
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autosdmico dominante; la cual se caracteriza por la afeccion del sistema nervioso
central, generando trastornos de movimiento (incluyendo corea)*ii. anormalidades de
comportamiento y discapacidad cognitiva. La neuropatologia esta caracterizada por la
presencia de cuerpos de inclusion de ferritina intranuclear e intracitoplasmatica en
células de la glia y en algunos conjuntos de neuronas, y depésitos anormales de hierro.
La proteina mutada ocasiona defectos en el manejo de hierro intracelular, agregados de
ferritina y dafio oxidativo, lo cual conlleva a una pérdida de funcién normal y ganancia de
funcién toxica de la ferritina.xxix x

Alteraciones del gen FXN causante de la Ataxia de Friedreich, la cual es una
enfermedad con modelo de herencia autosémico recesiva (AR), es la primera causa de
ataxia AR en poblacion caucésica. Su cuadro clinico se caracteriza por un inicio en la
infancia, desarrollo de ataxia, disartria y alteraciones sensitivas, a nivel de neuroimagen
el volumen del cerebelo se encuentra conservado a diferencia de las ataxias
espinocerebelosas (SCAs, por sus siglas en inglés). Se ha descrito, aunque con poca
frecuencia como causa de fenocopias de la EH xixii, El gen FXN (9913) se encuentra
formado por siete exones que abarcan cerca de 80 kbxli, Bajo condiciones normales,
codifican para una proteina de 210 aminoacidos denominada Frataxina (FXN). La
mutacion mas comdn es la expansion anormal de un triplete repetido GAA dentro del
primer intron del gen. En individuos sanos, el rango de repeticiones es de 6 a 36
repeticiones, se consideran los términos de alelo corto normal cuando tienen una
composicion de 6-10 repetidos, alelo largo normal cuando es de 12-36 y premutacion
entre 37-65%V, mientras que en la mutacion el nimero de repeticiones varia de 70 a
17004,

Corea hereditaria benigna, es un trastorno infrecuente con modelo de herencia AD de
inicio en la nifiez que mejora en la adultez, se debe a mutaciones en el gene NKX2-1
(anteriormente denominado TITF1). Los pacientes pueden tener historial de
hipotiroidismo y problemas respiratorios, como el sindrome de distrés respiratorio
alveolar neonatal o la enfermedad pulmonar intersticial, ya que NKX2-1 es un factor de
transcripcion esencial para el desarrollo de los nlcleos basales, el tiroides y los
pulmones®™.,  Clinicamente se caracteriza por retraso en el desarrollo de la marcha,
desarrollo de hipotonia y corea desde la infancia, ademas puede estar presente distonia,
mioclonus y tics¥i,

Desde el afio 2011, la repeticion de un hexanucléotido GGGGCC en el gen C9ORF72
fue identificado en grandes familias que mostraban degeneracion frontotemporal (DFT) y
esclerosis lateral amiotréfica (ELA)xVii, Dicha alteraciéon se trata de una mutacion
intrbnica en un gen altamente conservado, el cual muestra homologia con la
superfamilia de proteinas DENNXx, sugiriéndose una posible funcién como regulador del
trafico de membranas. Dichas mutaciones patogénicas presentan cientos a miles de
estos repetidos'. Hensman Moss et al.! estudiaron una cohorte de 514 fenocopias de EH
para la expansion del hexanucléotido en C9ORF72 y encontraron a 10 sujetos con
mutacion (1.95%), lo que sugiere que dichas mutaciones representan la causa mas
frecuente de fenocopias de EH; por otro lado Kosti¢ et al. evaluaron una pequefa
cohorte de 39 fenocopias de EH encontrando un paciente (2.6%) positivo para la
mutacién. De manera mas reciente Koutsis et al.li también evaluaron la repeticion del
hexanucléotido en una cohorte de 40 fenocopias de EH, encontraron mutacion en el 5%
de los casos, lo cual reitera que dicho cambio es probablemente la causa mas frecuente
en fenocopias de EH.



-Otros sindromes que pueden generar corea

Existe una amplia lista de condiciones que pueden cursar con corea, dentro de éstas las
SCAs, autosomico dominantes se han presentado como un grupo de entidades que de
acuerdo al modo de herencia y a su expresividad variable deben considerarse en el
diagndstico diferencial de fenocopias de la EH.IV Vv

* La SCA1 ademaés de los datos de afeccion cerebelosa puede cursar con parkinsonismo,
distonia y corea. Su patogénesis es debida a una expansion de trinucléotidos CAG
cuando se sobrepasa el umbral patogénico igual 0 mayor de 39 repetidos en el gen

ATXN 1Ivi Ivii_

 La SCA2 es un cuadro de afeccion pancerebelosa de lenta progresion que de manera
similar puede mostrar parkinsonismo, distonia, corea y demencia. También se debe a
una expansion de repetidos CAG en numero igual 0 mayor a 33 en ATXN2Wi lix ix,
* Por Gltimo la SCA3 o enfermedad de Machado-Joseph, también debida a repetidos CAG
codificantes para tractos de poliQ iguales o mayores a 53 en ATXN3 puede mostrar
parkinsonismo, distonia y corea V.,

-Grupos de investigacion y sus aportes en evaluacion genética de fenocopias de EH

Diversos grupos a nivel internacional han realizado evaluaciones en genes asociados a corea
hereditaria (Tabla 2). Sin embargo Costa, et al. ¥ en su serie de 107 casos de fenocopias en Portugal,
adicionalmente evalud los genes POU3F2 (codificante de un factor de transcripcion especifico del sistema
nervioso central, cuya region codificante contiene repetidos de CAG) y CREEBP (el cual codifica para una
proteina nuclear coactivadora de la transcripcion, que ha sido hallada en inclusiones intranucleares
neuronales en pacientes con enfermedades por expansion de poliQ). Por esta razon, tales genes fueron
considerados como posibles candidatos en trastornos neurodegenerativos de inicio tardio, sin embargo a
la fecha no se han logrado asociar como causa de fenocopias de EH.

Tabla 2. Grupos de investigacion en genética de fenocopias de EH.

Grupo
Keckarevic, et al. 2005

Costa, et al. 2006V

Wild, et al. 2008 »xvi

Rodrigues, et al. 2011 kv

Castilhos, et al. 2014

Hensman, et al. 2014xi

Kostic, et al. 2014
Koutsis et al. 2015

Investigacién
48 fenocopias en Yugoslavia evaluadas para PRPN,
FTLy JPH3
107 fenocopias en Portugal evaluadas para PRNP,
JPH3, TBP, ATN1, CREBBP, POU3F2y FTL.

285 fenocopias en Reino Unido evaluadas para
PRNP, JPH3, TBP, DRPLA, ATXN1, ATXN2, ATXN3,
FTLy FXN

29 fenocopias en Brasil evaluadas para ATXNZ,
ATXN2, ATXN3, JPH3, DRPLA y VPS13A.

104 casos indices evaluados para HTT, ATXN2, TBP,
ATN1, JPH3, FTL, NKX2-1/TITF1 y VPS13A
514 fenocopias evaluados para C90ORF72

39 fenocopias evaluados para C90RF72
40 fenocopias evaluados para C90RF72

Resultados
Sin mutaciones.

Sin mutaciones.

5 casos TBP

1 caso PRNP

1 caso JPH3

1 caso FXN

3 casos JPH3

1 caso VPS13A

4 casos JPH3
1 caso ATXN2
10 casos

1 caso
2 casos
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-La experiencia en el estudio de fenocopias de la EH en el Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia

En el departamento de Genética del INNN MVS, en un estudio de primera fase de un total de
1521 casos evaluados para el gen HTT por sospecha de EH, 102 resultaron negativos, lo cual
corresponde a 6.7% del total de la muestra.

En dichas muestras se realizd un estudio de primera fase (datos en proceso de publicacion), en
donde se evaluaron los genes para HDL1-4, ATN1 y FTL. En estas fenocopias de EH se logro
determinar la causa en 8.8% de los casos, de estos el 83% (8 casos) mostraron una alteracion
en el gen JPH3y en un 17% (1 caso) mostrd alteracion en el gen TBP.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Las enfermedades que cursan con trastornos en el movimiento del tipo coreiforme representan
un reto diagnostico debido a que, en la mayor parte de los casos, integran a diversas
condiciones de etiologia heterogénea, con un curso cronico que confina incapacidad y pérdida
de la calidad de vida, ya que el desarrollo de estas manifestaciones se producen en individuos
que se encuentran en edades productivas de la vida.

A la fecha se han descrito diversas causas genéticas que producen un fenotipo similar a la
enfermedad de Huntington. Por ello nos preguntamos:

¢Cuél serd la frecuencia de mutaciones en los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y FXN en
fenocopias de la enfermedad de Huntington de poblacion mexicana?

HIPOTESIS

-Se identificaran mutaciones en los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y FXN en una proporcion de
pacientes considerados como fenocopias de la enfermedad de Huntington de poblacion
mexicana.

OBJETIVOS

Primario:
Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes ATXN1, ATXN2, ATXN3 y
FXN en fenocopias de la EH de poblacion mexicana.

Secundarios:
Proponer un esquema de abordaje para el estudio molecular en fenocopias de
EH de acuerdo a las frecuencias resultantes y las manifestaciones clinicas.
Determinar si existen diferencias entre las calificaciones clinicas obtenidas
mediante el instrumento UHDRS de acuerdo a los genes que resulten alterados.
JUSTIFICACION

A la fecha se desconoce la frecuencia de las mutaciones en estos genes en las fenocopias de la
EH de la poblacion mexicana y dado la gran heterogeneidad etioldgica de la corea similar a la
EH, es preponderante precisar en estos pacientes la posible causa genética, para poder otorgar
un asesoramiento genético certero en el paciente y su familia. Asi como determinar los riesgos
de recurrencia en la descendencia, ampliar la posibilidad de realizar diagnosticos
presintomaticos y eliminar la incertidumbre en los familiares.
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METODOLOGIA

a) Disefio

» Por analisis: analitico.

» Por recoleccion de los datos: ambilectivo.
» Por intervencion: observacional.

» Por disefio: transversal.

b) Poblaciony muestra

Se incluyeron todos aquellos casos de pacientes (formas esporadicas y familiares) considerados
como fenocopias de la enfermedad de Huntington que habian sido evaluados previamente para
los genes HTT, TBP, JPH3, PRNP, ATN1 y FTL con un resultado negativo; y todos aquellos
casos nuevos considerados como fenocopias de EH.

c) Criterios de seleccion del estudio

Criterios de inclusién: Todos aquellos individuos de cualquier edad, de cualquier género, que
sean mestizo-mexicanos (donador nacido en el estado de reclutamiento, y lo mismo sus dos
padres y cuatro abuelos), que hayan sido determinados como no EH mediante la prueba
molecular para HTT, que hayan sido tamizados para los genes TBP, JPH3, PRNP, ATN1y FTL
con resultado negativos, asi como todos los individuos de reciente determinacion como no EH.

Criterios de exclusion: Muestras de pacientes que se encontraban degradadas y muestras que
no sean evaluadas por el panel de genes propuesto.

d) Andlisis Estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva de acuerdo a la distribucion de las variables cuantitativas. Se
utilizé frecuencias y porcentajes para variables cualitativas.
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d) Variables
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PROCEDIMIENTOS

A partir del banco de DNA de pacientes determinados como negativos a la EH y considerados
como fenocopias de EH del departamento de Genética, se seleccionaron todos aquellos casos
que habian sido previamente analizados para las pruebas moleculares de los genes TBP, JPH3,
PRNP, ATN1 y FTL, con resultado negativo. Mientras que se recopilaron todos los casos nuevos
con determinacion negativa para la mutacion en HTT, a los que se les aplicd el panel de genes
completo.

-Protocolo extraccion de DNA con Buffer de Lisis de Gldbulos Rojos (BLGR)

1. Se transfirieron 3mL de sangre periférica en un tubo conico 15 mL.

2. Se agregaron 3 veces el volumen de buffer BLGR y se mezclaron por inversion varias veces.
3. Se centrifugd a 3000 rpm por 6 minutos. Luego se decantd con precaucion. Posteriormente al
botdn obtenido se agregd 1mL de BLGR se agitd para resuspender.

4. Se pas6 a un tubo eppendorf de 1.5mL, se agité hasta homogenizar.

5. Se centrifug6 a 3000rpm por 2 minutos. Luego se decant6 para conservar el botén.

6. Se agregd 1mL de BLGR, se agitd y resuspendid el boton. Se repitié este paso hasta que
quedd blanco el botén.

7. Al boton limpio se le agregd 570 uL de NaCl 5mM, se agitd durante 2 minutos; se agregaron
40uL de SDS al 10%, se agitd durante 5 min y se agregaron 200 uL de NaCl saturado y se agit6
durante 10 minutos.

8. Se centrifug6 a 11500 rpm por 20 minutos a una temperatura de 4°C.

9. Se paso el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 mL con 600 uL de alcohol isoamilico
(49:1) y se mezclo. Se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos.

10. Se obtuvo una fase acuosa y se transferié a un tubo de reaccion eppendorf de 1.5 mL mL
con 600 pL de etanol absoluto.

11. Se Centrifug6 a 14000 rpm por 15 minutos. Se decanto.

12. Se agregaron 600 pL de etanol al 70% y después se agitd. nuevamente se centrifugd a
14000rpm por 15 minutos. Se decantd el sobrenadante.

13. Se secaron las muestras en el Speed-vac aproximadamente 15 a 20 minutos.

14. Se resuspendio el DNA en H20 destilada (100-300 pL). Se incubaron las muestras a 60°C
durante 1 hora.

15. Se congelaron a -20°C para su conservacion.

-Cuantificacion del DNA del banco de muestras

Se utilizd espectrofotometria en un equipo tipo Nanodrop® la cuantificacion de las muestras. El
equipo fue calibrado de acuerdo a las especificaciones del fabricante utilizando un blanco de
agua destilada antes de realizar las mediciones. Para una medicion se depositd 1 uL de la
muestra en el lector. El espectrofotémetro realizo lecturas a longitudes de onda entre 260nm y
280nm, ademas se realizaron tres mediciones por muestra para obtener un promedio de la
concentracion y la pureza.
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La lectura a 260nm se realiz6 para la cuantificacion del ADN, ya que el ADN absorbe a esta
longitud de onda. Las proteinas absorben a una longitud de onda de 280nm, por lo que esta
lectura se realiz6 para obtener la pureza del DNA, mediante una relacion entre la absorbancia de
una muestra a 260nm y su absorbancia a 280nm. El resultado de este cociente se considerd con
buena pureza en rangos de 1.8 a 2.0. Ademas, también se determiné la relacion 260/230 para
determinar si el DNA estaba contaminado con otros compuestos organicos o por sales. Este
rango se consider6 adecuado entre 1.5-1.8.

Al obtener la concentracion de la muestra de ADN se realizaron diluciones de las muestras a una

concentracion de 50ng/uL.

Evaluacion de los genes ATXN1, ATXN2 y ATXN3

-Amplificacién de regiones de interés por PCR

La region de interés de cada gen se amplificd mediante la técnica molecular de PCR de punto
final, empleando oligonucleétidos que flanquearan estas regiones. La secuencia de los
oligonucleétidos empleados para cada uno de los genes se presenta en el siguiente cuadro.

Oligonucléotidos \ Tamafio (pb)
ATXN1  Exon8 REP1:  AACTGGAAATGTGGACGTAC 212
REP2: CAACATGGGCAGTCTGAG
ATXN2  Exénl SCA2F. TGTATGGGCCCCTCACCATGT 689
SCA2R: ACAGCCCCAGACCCCTCCAA
ATXN3  Ex6n10 MJID52: CCAGTGACTACTTTGATTCG 202
MJID25: TGGCCTTTCACATGGATGTGAA

Reactivos y condiciones para la amplificacion por PCR de la region de interés del gen ATXNL.

Reactivos y condiciones para la amplificacion por PCR de la region de interés del gen ATXN2.
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Reactivos y condiciones para la amplificacion por PCR de la region de interés del gen ATXN3.

-Resolucion de productos de PCR

Para la determinacion del tamafio del tamafio esperado de los amplicones de los genes ATXN1,
ATNX2 y ATXN3, los productos fueron resueltos en geles de agarosa (2.5 %/TBE 1X) y se
corrieron en camara de electroforesis horizontal a 100 V/ 60 min. Para corroborar el tamafio de
los productos se empleé el marcador de peso molecular GeneRuler® 100 bp DNA Ladder
Thermo Scientific®.

a) Purificacién a partir de productos de PCR

Se purificaron los productos de PCR con el estuche comercial QIAquick® PCR purification kit de
QIAGEN®, que utiliza columnas de silice y amortiguadores para la unién, lavado y elusion de los
productos de PCR.

1. Se agregaron 5 volimenes de amortiguador PBI por cada volumen de producto de PCR.

2. Se coloco la columna en un tubo colector, se le agregd la mezcla y se centrifugé a 13 000 rpm
por 1 minuto, después el precipitado se desecho.

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

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

5. Se transfiri6 la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

6. Para la elucion, se agregaron 20 puL de H20 libre de RNAasas al centro de la columna y se
centrifugo a 13 000 rpm por 1 minuto.

7. Los productos de PCR se almacenaron a 4°C para su uso posterior.

b) Purificacion a partir de productos de PCR resueltos en geles de agarosa

Este procedimiento se realiz6 para las muestras que presentaron alelos expandidos y asi poder
secuenciar ambos alelos de manera independiente. Como paso previo se corrieron los productos
de PCR en un gel de agarosa (3%/ TBE 1X) a 120 V/ 90 minutos.

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

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

3. Se agreg6 amortiguador QG (3 veces el peso de agarosa) 100 mg =100 uL.

4. La mezcla se incubd a 50 °C x 30 minutos para disolver completamente el gel.

5. Se colocd la columna en un tubo colector y a ésta se le agregaron 700 — 800 uL de la mezcla
y se centrifugaron a 13 000 rpm por 1 minuto, después el precipitado se desechd.
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6. Se le agregaron 500 pL de amortiguador QG y se centrifugd a 13 000 rpm por 1 minuto, se
desecho el precipitado.

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

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

9. Se transfiri6 la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

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

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

-Reaccion de secuenciacion
Para la reaccion de secuenciacion se emple6 el estuche comercial BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing de Applied Biosystems® las concentraciones de los reactivos y los volimenes
se muestran a continuacion, asi como las condiciones de tiempo y temperatura.

Reactivo Concentracion Volumen |
Primer Forward o Reverse 25 ng/ pl 1ul
Amortiguador de secuenciacion 5X 4 ul
Big Dye® 1yl
H20 libre de RNAsas 12 ul
Producto de PCR ~100 ng/ pl 2 ul
Volumen final 20 pl

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 96 °C 30 segundos

Desnaturalizacion 95°C 30 segundos

Alineacion 50 °C 10 segundos [EASUSEE
Extension 60 °C 4 minutos

Extension final 72°C 1 minutos

Conservacion 4°C 0

-Purificacion de productos para secuenciacion

Para eliminar cualquier exceso de oligonuclettidos y de Big Dye®, se purificaron los productos
de secuenciacion con columnas de purificacion Centri-Sep® de Life Tecnologies®, con el
siguiente procedimiento.

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

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

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

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

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

6. El producto purificado se sec6 en concentrador al vacio sin aplicar calor.
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-Secuenciacion automatizada

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

-Andlisis de cromatogramas

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

Evaluacion del gen FXN

-Tamizaje con PCR de triple cebador fluorescente

Para el andlisis de las muestras y deteccion de alelos expandidos en la region flanqueante del
repetido GAA del intron 1 de FXN™i, se utilizd la técnica de PCR con triple cebador (TP-PCR), la
cual fue desarrollada primeramente por Warner et al*vi, para la deteccion de alelos expandidos
en distrofia miotonica. El ensayo de PCR utiliza un cebador especifico de locus que flanquean la
repeticion junto con cebadores apareados, amplificando desde multiples sitios de cebado dentro
de la repeticion. La especificidad esta determinada por la etiqueta fluorescente (tag), especifica
del locus cebador. TP-PCR genera una escalera caracteristica en la traza de fluorescencia que
permite la rapida identificacion de repeticiones patdgenicas de gran tamafio, que no pueden ser
amplificados utilizando Unicamente los cebadores flanqueantes.

Las cantidades de cada componente del estuche comercial Tru Allele® de Applied Biosystems
utilizado y el programa se muestran a continuacion.

Oligonucléotidos
FXN Intrén 1 Forward: GGAGGGATCCGTCTGGGCAAAGG
Reverse: CAATCCAGGACAGTCAGGGCTTT
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Al terminar la reaccion, se colocaron en una placa de secuenciacion de 96 pozos: 9 uL de
formamida ultrapura, 1 pL de Marcador de Peso Molecular fluorescente de LIZ 500™ y 2 L de
producto de TP-PCR que se realizd anteriormente. Se mezclaron y se desnaturalizaron las
muestras a 96° C por 5 min.

Para el andlisis de fragmentos por electroforesis capilar se empleé el secuenciador AB3130 de
Applied Biosystems®, y con ayuda del software GeneMapper® 4.0, se realiz6 un tamizaje rapido
en donde se determind si la muestra presentaba una expansion anormal, de acuerdo al patrén
de lineas (ver seccion Resultados).

La utilizacion del software GeneMapper® proporciond algoritmos avanzados para reconocer y
filtrar artefactos quimicos de la amplificacion, incluidos los picos que son repetitivos 0 que
“tartamudean”, diferenciandolos de las repeticiones de microsatélites de diferentes longitudes.

-PCR para fragmentos largos

Se realizd PCR para fragmentos largos (Long PCR) en todos aquellos pacientes con tamizaje
positivo para expansion de GAA en el gen FXN, empleando el estuche comercial Invitrogen™
Platinum™ DNA Polymerase. Se realizaron diversas pruebas para ajustar condiciones y
concentraciones de los componentes de la reaccion. Las temperaturas y tiempos, asi como los
ciclos se establecieron desde el inicio de las pruebas de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor.

Oligonucléotidos Tamario (pb)
FXN Intron 1 Forward (F) : GAAGAAACTTTGGGATTGGTT Alelos normales 496
Reverse (R) : TTTTCCAGAGATGCTGGGAAA Alelos anormales >496

Reactivos y condiciones para la amplificacion por PCR de fragmentos largos de la region de
interés del gen FXN.

-Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
1. Se utilizé como amortiguador de corrida: Buffer SB (borato de sodio).

2. Se utilizd 3.5 yL de un marcador de peso molecular de 1 kb GeneRuler® 1 kb DNA Ladder
(10 000 a 250 pb).
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3. Colocar en un tubo de 0.6 pL, 5 L de colorante de carga y 45 uL de PCR.

4. Se corrieron los geles a 130 V por 3 horas (Verificacion de amplificacion tras 30 minutos
aproximadamente).

5. Se fotografiaron los geles.

-Célculo del nimero aproximado de repetidos

Para realizar el calculo aproximado del numero de repetidos de GAA, se utilizd un método
previamente formulado en nuestro laboratorio (ver recuadro), el cual se basa en el uso de un
control positivo como referencia, del que se conoce el nimero de repetidos exacto determinado
previamente por técnica de Southern Blot. A través de un andlisis gréafico y de medicion
milimétrica en el que se compara el tamafio de los productos de PCR larga de los sujetos
posibles positivos mediante el tamizaje con fragmentos, se comparan con el amplicén del control
positivo.

Método casero de analisis grafico para el conteo de repetidos GAA

-Los repetidos en el intron 1 del gen FXN corresponden al triplete GAA,
cuando no hay alelos expandidos los oligonucleétidos amplifican un producto de 1500 pb.
-De manera que, nuestro control positivo tiene 600 repetidos GAA en un alelo y 1033 repetidos
en el otro alelo, por lo tanto tendra:

Alelo 1: 600 x 3 =1800 repetidos + 1500 pb de amplicén base = 3300 pb

Alelo 2: 1033 x 3 = 3099 repetidos + 1500 pb de amplicon base = 4599 pb.
-Al medir la distancia de acuerdo a la banda que corresponde a 4599 o 3300pb, con los
amplicones en estudio se puede establecer una relacion.
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RESULTADOS

En el registro del departamento de genética del INNN de 1994 a junio del 2015, se contaba con
alrededor de 1574 individuos que habian sido evaluados en el gen HTT para descartar EH, de
los cuales 170 sujetos (10.8%) mostraban un resultado negativo. De estos 170 negativos se
contaba con muestra en el banco de DNA, 22 sujetos tuvieron que ser eliminados debido a que
no se contaba con suficiente cantidad de DNA para llevar a cabo las evaluaciones o bien el DNA
se encontraba degradado. 148 individuos fueron incluidos, de estos el 61.4% (n=91)
correspondian a sujetos femeninos. Del total de individuos analizados 103 correspondian a una
presentacion esporadica, 43 individuos fueron formas familiares correspondientes a 25 familias y
5 individuos fueron considerados como indefinidos ya que no se contaba con mayor informacion.

Los 148 individuos evaluados mostraban rangos normales de repetidos CAG en el gen HTT, la
media de repetidos en el primer alelo fue de 17.304 (rangos de 9-25 repetidos), mientras que la
media de repetidos CAG en el segundo alelo fue de 20.58 (rangos de 15-26 repetidos).

-Evaluacién Molecular

Las muestras analizadas mediante el tamizaje electroforético para ATXN1 no mostraron dobles
bandas que sugieran expansion de alguno de los alelos (Figura 1). Debido a que en poblacion
mexicana no existen reportes previos del nimero normal de repetidos CAG en el exén 8 de este
gen, se selecciono un 10% del total de las muestras de manera aleatoria para evaluar el nimero
de repetidos mediante secuenciacion directa, con ello se logré encontrar que los alelos de
repetidos CAG se encuentra en rangos de 24 a 34 repetidos, con una moda de 27 repetidos en
los alelos de sujetos de poblacion mexicana, Tabla 3, Figura 2.

Figura 1. Tamizaje por corrimiento electroforético en ATXNL.

Productos de PCR resueltos en geles de agarosa al 1%. Marcador de peso molecular GeneRuler® de 100 pb.
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Tabla 3. Andlisis de repetidos en ATXN1 mediante secuenciacidn Sanger.

‘ No. Sujeto Alelol  Alelo2 Secuencia de repetidos
1 282 27 27 [(CAG)12(CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14]
2 284 27 30 [CAG 12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14], [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)16]
3 289 27 30 [(CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14], [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)16]
4 293 27 30 [(CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14], [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)16]
5 1124 28 29 [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14], [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)15]
6 1134 24 30 [(CAG)30], [(CAG)11 (CAT) (CAG)13]
7 1137 24 27 [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG) 10], [CAG) 12 (CAT) (CAG)15]
8 1139 26 34 [(CAG)34], [(CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT)2 (CAG) (CAT) (CAG)12]
9 1145 25 27 [(CAG) 12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14], [(CAG) 13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)11]
10 1148 25 26 [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)10], [(CAG) 12 (CAT) (CAG)14]
11 1149 24 26 [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)12], [(CAG)12 (CAT) (CAG)14]
12 1155 26 28 [(CAG)13 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14], [(CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)12]
13 1440 27 27 [CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG) 14]
14 1442 27 28 [(CAG)11 (CAT) (CAG)17], [(CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14]
15 1445 27 28 [(CAG)11 (CAT) (CAG)17], [(CAG)12 (CAT) (CAG) (CAT) (CAG)14]

Figura 2. Electroferogramas de 2 sujetos analizados en ATXN1.

A'y B muestran una secuencia homogénea en un inicio que posteriormente muestra picos superpuestos, asociados a
variacion en la secuencia de cada alelo, debido a que fueron obtenidos de la misma banda de corrimiento
electroforético.
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El tamizaje electroforético en el gen ATXN2 mostrd un tamafio de amplicén esperado de 689ph
en la mayor parte de las muestras analizadas, Figura 3. Sin embargo, en 3 muestras de los
sujetos analizados se pudo observar una doble banda en el corrimiento electroforético (Figura
4), posteriormente estas fueron cortadas, purificadas y secuenciadas, mostrando un rango de
repetidos CAG que supera los 33 repetidos en el alelo de mayor peso molecular y
corroborandose mutacion, Tabla 4, Figura 5.

Figura 3. Tamizaje por corrimiento electroforético en ATXN2.

Productos de PCR resueltos en geles de agarosa al 1%. Marcador de peso molecular GeneRuler® de 100 pb.

Figura 4. Sujeto positivo en el tamizaje por corrimiento electroforético en ATXN2,

La flecha muestra una doble banda en un mismo carril producida por alelos de diferente peso molecular. Marcador de
peso molecular GeneRuler® de 100 pb.

Tabla 4. Andlisis de repetidos en ATXN2 mediante secuenciacion Sanger.

No. Sujeto Alelol  Alelo 2 Secuencia de repetidos

1 493 20 49 [CAG(8)CAA CAG(4) CAA CAG(8)], [CAG(37)CAA CAG(4) CAA CAG(8)]
2 680 20 49 [CAG(8)CAA CAG(4) CAA CAG(8)], [CAG(37)CAA CAG(4) CAA CAG(8)]
3 681 20 54 [CAG(8)CAA CAG(4) CAA CAG(8)], [CAG(42)CAA CAG(4) CAA CAG(8)]
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Figura 5. Electroferograma en ATXN2, muestra los 2 alelos del sujeto 493.

A muestra la secuencia del alelo sin mutacién. B alelo mutado, se aprecia la superposicion de sefial de las bases
detectadas por la secuenciacion debido a una gran cercania entre cada uno de los alelos cuando fueron cortados y
purificados del gel de agarosa.

Las muestras analizadas mediante tamizaje electroforético para ATXN3 no mostraron dobles
bandas que sugieran expansion de alguno de los alelos (Figura 6).

Figura 6. Tamizaje por corrimiento electroforético del gen ATXN3.

Los sujetos analizados mostraron negatividad a una expansion en los productos de PCR resueltos en geles de
agarosa al 1%. Marcador de peso molecular GeneRuler® de 100 pb.
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El tamizaje realizado en el gen FXN mediante la técnica de andlisis de fragmentos mostré un
patron de “tartamudeo” sugestivo de una posible expansion de repetidos GAA en el intrén 1
(Figura 7, Tabla 5). Se realizd PCR-larga para corroborar la posible expansion en los 19 sujetos
que resultaron positivos, sin embargo, se descartd una posible expansion a través de este
analisis(Figura 8).

Figura 7. Tamizaje por electroforesis capilar del gen FXN.

Electroferogramas obtenidos por andlisis de fragmentos, por medio del software GeneMapper® 4.0, A muestra una expansion te
tamafio normal, mostrando un patrén de lineas en un solo punto. B y C son positivas, muestra expansion del repetido, en cual se
observa una serie de picos continuos o también llamado “tartamudeo”.

Tabla 5. Sujetos positivos al tamizaje por

anlisis de fragmentos en FXN. Figura 8. PCR larga para determinar expansiones en el gen FXN.
No. Sujeto Andlisis de
fragmentos
1 155 +
2 367 +
3 403 +
4 460 +
5 462 +
6 463 +
7 484 +
8 677 +
9 725 +
10 726 +
11 756 +
12 916 +
13 917 +
14 1076 +
15 1083 +
16 1192 +
17 1194 +
18 1293 +
19 1321 +
20 1507 +

Resolucion de los productos en gel de agarosa por medio del protocolo de PCR larga flanqueados
por un marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder. MP, Marcador de Qeéo; P,
Paciente; C+, Control positivo; C-, control negativo.



-Evaluacién Clinica

Tres sujetos considerados como posibles fenocopias de la enfermedad de Huntington, resultaron
con mutacion en el gen ATXN2, todos ellos correspondian al sexo femenino con rangos en la
edad de inicio de 15-19 afios, una de ellas fallecio tras 10 afios de progresion del padecimiento.
No fue posible re-contactar a estos pacientes por lo que no pudo realizarse la escala UHDRS, a
continuacion se resumen los datos clinicos méas sobresalientes de tales individuos.

Sujeto 493

Femenino de 19 afios (en el afio 1999), que a los 14 afios inicio con movimientos mioclonicos,
inestabilidad de la marcha, leve disartria, su evaluacion neuropsicologica mostraba un
coeficiente intelectual de 63 puntos y con datos de deterioro progresivo. La paciente se habia
embarazado en 3 ocasiones, tuvo un 6bito a los 5 meses y 2 muertes neonatales durante las
primeras horas de vida. Su madre inicio a los 38 afios con rigidez muscular, inestabilidad de la
marcha, temblor generalizado, disartria y demencia, no se realizaron evaluaciones medicas y
fallecié a los 42 afios; ademas diversos miembros por rama materna finados por manifestaciones
clinicas similares. La edad de presentacién con un aparente efecto de anticipacion y el gran
deterioro cognitivo sustentaron la evaluacién en HTT con resultado en rangos normales.

Sujeto 680

Femenino, hermana del sujeto 681, a la edad de 19 afios (en el afio 1995) comenzé con
somnolencia, dificultad para deambular, deterioro cognitivo, movimientos coreiformes, a través
del tiempo con mayor deterioro en las capacidades de autocuidado, disartria, ataxia y demencia.
Antecedente de madre finada a los 41 afios con un cuadro de alteracion en el movimiento no
especificado y demencia.

Sujeto 681

Femenino que a la edad de 15 afios (en el afio 1992) comienza con lentitud en el movimiento,
inestabilidad de la marcha, disartria, limitacion de las capacidades de autocuidado (comer,
peinarse, bafiarse), posteriormente se instaura temblor generalizado, ataxia, disminucion de la
fuerza muscular, espasticidad, hiperreflexia; perdida ponderal, desorientacion, deterioro
cognitivo, pérdida del control de esfinteres, ansiedad, alucinaciones visuales y auditivas, asi
como miedo, llanto facil y gritos paroxisticos. No fue posible llevar seguimiento de su evaluacion
en el INNN debido a que eran derechohabientes de otra institucion y fallecié en 2002 a los 25
afios. De acuerdo a los antecedentes de afeccion en la madre quien cursé con demencia, los
movimientos coreiformes de la hermana y el deterioro cognitivo en ambas, sustentaron la
evaluacion en HTT la cual resulto negativo.
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DISCUSION

Se habia descrito originalmente que la frecuencia de una prueba negativa ante la sospecha de
un cuadro de compatible de EH correspondia a 1%ii, sin embargo, diferentes series en diversas
poblaciones han contrastado este hecho casi desde el descubrimiento de la mutacion causal de
la EH. Por ejemplo, Andrew et al.*ii en 1994 en Vancouver, Canad; describieron una cohorte
de 1,022 individuos evaluados en HTT, en la que 30 sujetos (2.9%) mostraron una prueba
negativa. En otro ejemplo, Castilhos et al.* en Brasil describieron una muestra de 104 casos
indices que mostraban un fenotipo compatible con EH, encontrando una prueba positiva para la
mutacién de HTT en 93 individuos (89.4%) y negatividad en el restante 10.6%. En nuestro
estudio, de un total de 1574 individuos previamente analizados para el gen HTT, se encontr6 una
frecuencia de 10.8% casos negativos a la prueba, lo que confirma una discrepancia importante
con el dato original.

Del registro de sujetos con prueba negativa en HTT (n=170), sdlo en 148 se pudo llevar a cabo
las evaluaciones moleculares propuestas. Todos los individuos que se incluyeron mostraron
rangos de alelos menores a 26 repetidos (en un primer alelo con una media de 17.304 -rangos
de 9-25-, segundo alelo una media de 20.58 -rangos de 15-26-). Este dato cobra relevancia, ya
que desde el aflo 2007, comenzaron a reportarse casos de pacientes con un fenotipo similar al
de EH en portadores de alelos intermedios en el gen HTT.Xx kx i ki i n estudio previo
realizado por el autor de este documento (tesis de alta especialidad en Neurogenética, UNAM)
se evaluaron a individuos de poblacién mexicana que habian resultado con una expansion de Al
en la prueba molecular para descartar EH, todos estos individuos en su evaluacion clinica
mostraron un trastorno del movimiento y alteraciones psiquiatricas.

Ademas, como ya se ha expuesto, existen diversas patologias descritas que pueden
manifestarse con un fenotipo similar a la EH, el estudio de los genes causales de SCAs en
fenocopias de EH, se ha sustentado a través de diversas series y casos aislados a través del
paso del tiempo X, Dentro de estas posibilidades la SCA1, de la cual no existen reportes de
casos confirmados en México Xi, y es con la que con menor frecuencia se ha asociado como
causa de fenocopias de EH, en nuestra poblacion no se habian descrito previamente los rangos
de repetidos CAG de este gen, a través de la evaluacion de un 10% de las muestras,
seleccionadas de manera aleatoria de los sujetos del estudio, se trato de evaluar el tamafio del
alelo normal en estos pacientes, se encontraron rangos de 24 a 34 repetidos, con una moda de
27, estos hallazgos son compatibles con lo descrito por Goldfarb et al.*V quienes describen
rangos normales entre 25 a 37 repetidos CAG.

En la evaluacion del gen ATXN2, causa etiologica de la SCA2, se encontraron mutaciones en
las muestras de 3 sujetos (2%), correspondientes a 2 formas familiares. El historial clinico de
estos sujetos, mostrd que todos eran del sexo femenino, con una edad de inicio con rangos de
15-19 afios y una de ellas falleci6 tras 10 afios de progresion de la enfermedad. El deterioro
cognitivo fue el dato clinico primordial que al parecer mantuvo la sospecha para descartar EH, lo
cual no es un dato infrecuente en la constelacion de manifestaciones de la SCA2, ya que puede
presentarse hasta en un cuarto de los casos™ ki, Por otro lado, uno de los sujetos con prueba
positiva en ATXN2 manifesté movimientos coreiformes y deterioro cognitivo, su hermana mostrd
datos de ataxia, rigidez y deterioro cognitivo de inicio muy temprano, lo cual mantuvo la
sospecha de EH. En este contexto la corea es una manifestacion extracerebelar tipica en SCA17
y DRLPA, sin embargo, suele ser un dato infrecuente en el resto de las SCAs; en una serie
brasilefia descrita en 2014 por Moro et al.*vien la que se pretendio evaluar trastornos del

28



movimiento asociados a las SCAs (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 y SCA10) se encontr6 que
las distonia es el principal desorden del movimiento (después de la ataxia) asociado a estas
entidades, y no se encontré ningln caso de corea asociado a SCA2 o alguna de las ataxias
evaluadas. Sin embargo, el panorama se modifica cuando lo que se evalla es a pacientes con
un cuadro de corea con ataxia 0 un fenotipo sugestivo de EH con prueba negativa en HTT, ya
que de esa manera si ha sido posible encontrar positividad para la mutacion en ATXN2 xlix kxvii y
llegando a describirse como la segunda causa mas frecuente de fenocopias de la EH. * En
México la SCA2 es la causa mas frecuente de ataxia espinocerebelosa autosémico dominante,
llegando a ser casi el 50% de los casos y que en nuestra poblacion la hace distintiva del resto
del mundo, por lo que resulta relevante considerarla como una posible causa de fenocopias de la
EH, ya que esta entidad puede mostrar una expansion del fenotipoxix,

No se encontraron mutaciones en el gen ATXN3, asi como tampoco en el gen FXN. En este
ultimo durante el tamizaje para posibles expansiones con la técnica de andlisis de fragmentos,
se encontrd positividad en 20 individuos, pero el corrimiento electroforético para PCR de
fragmentos largos descartd una expansion. Sin embargo, esta posible positividad podria deberse
a la presencia de un alelo del tipo largo normal o premutado, lo cual no es posible evaluar
mediante la PCR de fragmentos largos y requeriria la realizacion de una técnica como el
Southern Blot para especificar el numero de repetidos en estos sujetos.

Desde 1994, el departamento de genética del INNN inicio el montaje de la técnica para la
evaluacion de EH, brindando este servicio a la comunidad médica y la poblacion mexicana,
nuestro equipo de trabajo inici6 un primer abordaje en 102 sujetos con muestras negativas a
HTT, donde se evaluaron los genes para PRPN, JPH3, TBP, ATN1 y FTL (datos en proceso de
publicacion), donde se logr6 determinar la causa en 8.8% de los casos, de los cuales el 83% (8
casos) mostraron una alteracion en el gen JPH3 y en un 17% (1 caso) mostré alteracion en el
gen TBP. Nuestro estudio incluyo aquellos sujetos con evaluaciones negativas a estos genes y
casos nuevos negativos a HTT, de acuerdo a estos hallazgos corroboramos que las mutaciones
en ATXN2 corresponderian a la segunda causa mas frecuente de fenocopias de la EH en esta
muestra de poblacion mexicana, como lo describid Castilhos et al. % Por otro lado, durante el
desarrollo de este trabajo, 57 nuevas muestras de los 148 individuos requieren la evaluacion de
los genes analizados en el primer abordaje, para descartar mutaciones en estos genes.

Un importante nimero de casos negativos al estudio molecular realizado pero con un fenotipo
similar, nos sugiere la existencia de otros genes pudieran presentar el fenotipo similar a la EH.
Surge la necesidad de estudiar a estas entidades y tratar de consolidar indicadores clinicos,
epidemioldgicos, bioguimicos, clinimétricos o imagenoldgicos que la ayuden a diferenciar y
faciliten su diagndstico asi como posibles riesgos de recurrencia.
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CONCLUSIONES

Las mutaciones en el gen ATXN2 representan la causa mas frecuente de fenocopias de la EH en
pacientes mexicanos respecto a los genes analizados en este estudio y son la segunda causa
més frecuente de fenocopias de la EH en poblacion mexicana. Dado que la SCA2 es la principal
causa de ataxia en nuestro pais, frente a las formas de ataxia asociadas a corea o los fenotipos
similares a EH con prueba negativa en HTT deberia tomarse en consideracion la posible
evaluacion en este gen.

El conocimiento de la distribucion de las mutaciones en fenocopias de la EH es util como una
referencia para nuestra poblacion, lo cual permitira facilitar el diagndstico de futuros pacientes al
seguir un algoritmo basado en las mutaciones encontradas en esta muestra de poblacion
mexicana estudiada.

El resto de los casos tanto de formas familiares y esporadicos en donde no se encontrd ninguna
variante genética en los genes estudiados, abre la posibilidad de otros genes ain desconocidos
estén participando en presentacion de estos fenotipos similares a EH.

LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

En este estudio una limitante fue la calidad y disponibilidad de las muestras, asi como la
carencia de datos clinicos concretos debido al tiempo que ha transcurrido desde su primera
evaluacion con la prueba molecular de EH y la disponibilidad de pruebas moleculares diferentes
a HTT. Muchos de estos individuos abandonan su seguimiento en la institucion o han fallecido
antes de haberles podido ofrecer esta prueba, lo cual limito su evaluacion clinimétrica.

Actualmente este abordaje nos permitird identificar y caracterizar como se distribuyen estos
genes en nuestra poblacion como causantes de fenocopias de EH. Es necesario realizar
estudios que nos permitirdn la evaluacion de nuevos genes candidato como causales de formas
familiares por otras metodologias, asi como la posibilidad de realizar evaluaciones gendmicas
como el estudio de exoma en formas esporadicas.
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