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RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno
neurodegenerativo, caracterizado por manifestaciones
neuropsiquiatricas, motoras y deterioro cognitivo, los
afectados fallecen en los primeros 20 afios posteriores al
diagnostico. Esta causada por una expansion del
trinucledtido CAG en el gen HTT. En esta patologia se ha
encontrado dafio al ADN relacionado con estrés oxidativo,
principalmente secundario a rupturas de doble cadena
(DSB). Las DSB son reparadas en los telomeros mediante
replicacion inducida por ruptura (BIR). Sin embargo BIR
puede llevar a un acortamiento telomérico y provocar su
disfuncion, lo que lleva a inestabilidad cromosémica y

finalmente muerte celular.

El objetivo de éste proyecto es investigar si existe
una correlacion entre la longitud telomérica y la progresion
de la enfermedad, la edad de diagnostico y/o el nimero

de repetidos CAG en los pacientes con EH.

La investigacion fue realizada en colaboracion con
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN).

Se analizaron XX pacientes con diagndéstico confirmado
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de EH y con presencia de sintomatologia. Ademas de
integr6 un grupo de pacientes con confirmacién de la
mutacién sin sintomatologia y un grupo control de
individuos negativos para la mutacion. La medicion de la
longitud relativa de los telomeros se hizo en leucocitos de
sangre periférica mediante PCR en tiempo real en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion. Se realiz6 el analisis
estadistico.

Palabras clave: Huntington, enfermedad neurodegenerativa,
longitud relativa telomérica, telomero, repetido de
trinucledtidos.
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Introduccioén

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad
neurodegenerativa progresiva que generalmente aparece
en la edad adulta. La EH afecta tanto a nivel cognitivo
como musculo esquelético. Se caracteriza por presentar
manifestaciones neuropsiquiatricas, cognitivas y motoras
y es considerada la enfermedad monogénica neuroldgica
mas frecuente (Fisher & Hayden 2014). Tiene una
prevalencia mundial estimada, con base en datos clinicos,
de 5.7 por 100,000 individuos. Sin embargo, el
diagndéstico molecular ha demostrado una frecuencia
mayor, llegando a ser de 1 en 7300 en Europa, con tasas
menores en Asia (Chao et al, 2017). Segun datos del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, en
México existen alrededor de 8 mil pacientes reportados
con diagnostico de enfermedad de Huntington. Sin
embargo, esta cifra parece estar subestimada, ya que se
menciona que por las caracteristicas discapacitantes de la
enfermedad son pocos los pacientes que acuden a
consulta médica en busca de un diagndstico. El inicio de
las manifestaciones clinicas tiene una edad promedio de

entre 30 y 50 afios, aungque cuenta con un rango de 2 a
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85 afios. La enfermedad es progresiva y la muerte ocurre

entre 17 y 20 afos después del diagnostico (Roos 2010).

La primera descripcion clinica fue realizada en
1872 por George Huntington, gracias a la experiencia
adquirida a través de su padre y abuelo, ambos médicos.
Publicé su reporte con el titulo “On chorea” en Ohio,
describiendo las caracteristicas clinicas y un modo de
herencia autosémico dominante (G. Huntington 1872).
Dentro de las caracteristicas neuroldgicas, noté que los
pacientes presentaban cambios en la personalidad, asi
como el deterioro cognitivo clasicamente descrito. A
mediados de 1950, el médico venezolano Americo
Negrette reporto la existencia de una poblacion en
Maracaibo, Venezuela, afectada por la EH, también
conocida como “El mal de San Vito” en dicha localidad.
Sus reportes fueron corroborados por André Barbeau y
colaboradores (expertos en desordenes del movimiento),
en Montreal, Canada en 1973. Durante la misma
investigacion se mostr0 que todos los afectados en
Maracaibo, descendian de una misma mujer, Maria
Concepcién Soto, quien vivié ahi a principios del siglo

XVIII 'y quien habria heredado el gen de un marino
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europeo (Kalyan B. Bhattacharyya 2016). Mas de 100
afios después, en 1983 se mapeo el gen HTT en el
cromosoma 4p, gracias al trabajo de D. Housman, J.
Gusella y N.S. Wexler mediante RFLPs (restriction
fragment-lenght polymorphisms) analizados en una de las
familias de Maracaibo (Gusella J.F. et al 1983). En 1993
el equipo “Huntington's Disease Collaborative Research
Group” identifico el locus especifico en 4pl6.3.
Posteriormente, mediante el método de atrapamiento de
exoén, el grupo “Huntington's Collaborative Research
Groups” identificd la etiologia molecular, la expansion del
repetido trinucleotido CAG dentro del marco de lectura, en
el exon 1 del gen HTT (The Huntington’s Disease
Collaborative Research Group 1993). Asi mismo, se
demostr6 que la longitud del repetido CAG tiene una
relacién inversamente proporcional con la edad de inicio
de la EH (Duyao, M. et al 1993). En 1996 Rubinsztein y
colaboradores lograron la caracterizacion fenotipica del
gen segun el numero de repetidos CAG. Se establecio
como alelos sanos a los repetidos en un rango de 6-35y
como alelos con alta penetrancia causantes de EH a los
iguales o mayores de 40. El rango entre 36 y 39 repetidos

confiere un riesgo elevado de presentar la enfermedad a
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lo largo de la vida. Sin embargo, hay individuos dentro de
este rango que no presentan la EH (Rubinsztein, D. C. et
al 1996). Observaciones posteriores demostraron que el
tracto de repetidos puede cambiar de longitud de una
generacion a la siguiente, por lo que se consider6
inestable. A pesar de que esta inestabilidad de repetidos
es muy variable entre generaciones, se observd que
ocurre con mayor frecuencia por transmision paterna,
debido a la variacién en el nimero de repetidos en los
espermatozoides. ElI fenémeno de anticipacion, que
presenta la EH, se conoci6 en 1998, con la caracteristica
de presentarse Unicamente a través de herencia paterna
(Ridley R. M., Frith, C. D., Crow, T. J. & Conneally, P. M
1988). Este fendmeno se refiere a la presentacion de una
enfermedad genética autosOmica dominante a edades
més tempranas y de forma més severa conforme pasa de
una generacion a la siguiente. Es un fenbmeno que se
presenta tipicamente en las enfermedades debidas a
expansion de repetidos de trinucleo6tidos (NIH/GHR 2018).
El nimero de repetidos de CAG confiere alrededor del
70% de la variabilidad en la edad de inicio de las

manifestaciones, con lo que aun hay un 30% de ésta que
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sera conferida por otros factores tanto genéticos como

ambientales.

El gen HTT codifica para la proteina Huntingtina, y
fue en 1995 que se relacion6 su funcion como esencial
para la embriogénesis (Nasir, J. et al 1995), en SNC
(sistema nervioso central) y en tejidos periféricos. En el
mismo afio se realizd la descripcion de la estructura
proteica, previamente anticipada por Max Perutz por
contener repetidos de poliglutamina auto-asociados en
forma de beta plegada mediante uniones de hidrogeno
(Perutz, M. F., Johnson, T., Suzuki, M. & Finch, J. T
1994). Una vez que se localiz6 el gen HTT, se tuvo la
posibilidad de realizar andlisis predictivo para portadores
de la mutacion. En 1989 se publicaron las primeras guias
internacionales para realizar el andlisis predictivo debido a
las implicaciones éticas que conlleva. Dichas guias fueron
revisadas en 1994 por la Asociacion Internacional de
Huntington y el grupo de la Federacibn Mundial de

Investigacion Neuroldgica en Corea de Huntington 1994).

Al ser una enfermedad con causa molecular

conocida y de etiologia monogénica, se esperaria que las
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probabilidades de tratamiento fueran mayores y mejores
gue en otras enfermedades neurodegenerativas. Sin
embargo, la limitante del desarrollo de estrategias de
neuroproteccion para la EH es que éstas se intentan una
vez que el proceso degenerativo ya estd demasiado
avanzado. En esta enfermedad se ha observado la
presencia de signos y/o sintomas previos a la aparicion de
las manifestaciones clasicas de la enfermedad, es decir
en la fase pre-motora de la EH. El deterioro motor se
puede valorar mediante la escala unificada de la
enfermedad de Huntington (Unified Huntington’s Disease
Rating Scale), dicha escala puede incluso detectar de
forma estadisticamente significativa cambios en la fase
pre-motora. Sin embargo, pocas veces se realiza en ésta
fase, ya que no suele tenerse un diagndstico en estas
etapas (especialmente sin antecedentes familiares). Esto
ha llevado a la busqueda de marcadores diagndsticos con
relacion a la neurodegeneracion, que permitan el inicio del
tratamiento de caracter preventivo (Samuel D. Kim, Victor
S.C. Fung 2014). Se han investigado distintos tipos de
marcadores: cognitivos, conductuales, clinicos, de
neuroimagen y neurofisiologia (Kim and Fung 2014), y

actualmente de biomarcadores. Los marcadores
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cognitivos se basan en que el deterioro de dicha area
puede ser detectado incluso desde 15 afios previos al
diagnoéstico; en un estudio realizado por Tabrizi SJ,
Reilmann R, Roos RA, y cols (TRACK-HD) se demostro
deterioro en el volumen cerebral, predominantemente en
el nacleo caudado y putamen desde la fase pre-motora
(Tabrizi SJ et al, 2013). Los marcadores de neuroimagen
y neurofisiologia han surgido debido a que se han
observado cambios funcionales neuronales (mediante
analisis computacional con PET) que inician desde 20
afos previos a la expresion clinica de la enfermedad
(Samuel D. Kim, Victor S.C. Fung 2014). En cuanto a los
marcadores biologicos estudiados en la EH se han
buscado aquellos relacionados con estrés oxidativo, ya
gue se ha comprobado la relacién entre la huntingtina
mutada y la disfuncion mitocondrial (Ergiin Sahin 2011).

Se ha descrito la interaccion de la proteina
mitocondrial “proteina relacionada a dinamina 1” con la
huntingtina mutada (mHTT), lo que resulta en defectos en
el transporte anter6grado mitocondrial y con ello
degeneracion sinaptica selectiva (Shirendeb UP, Calkins
MJ, Manczak M, et al 2012). Otro mecanismo de
degeneracion sinaptica propiciado por la presencia de la
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MHTT es por su interaccion con la membrana mitocondrial
externa, lo que resulta en defectos en la produccion de
ATP, en la funcion del calcio como amortiguador y en la
apoptosis. Con esta alteracion en la produccion de ATP
hay una reduccion en la capacidad de transporte de las
mitocondrias hacia los sitios de sinapsis, donde hay una
alta demanda de energia. Por lo tanto, la interaccién de la
mHTT con la mitocondria propicia una sinapsis deficiente,
lo que se traduce en dafio neuronal. (M. Jimenez-Sanchez
et al. 2017). Una de las funciones biolégicas de la HTT
silvestre, es promover la transcripcion del factor
neurotropico derivado del cerebro (BDNF, siglas en
ingles), neurotrofina ampliamente involucrada en la
sinapsis neuronal. Por lo que ante una mHTT, esta
transcripcion se ve alterada de forma negativa, resultando
en dafio neuronal y neurodegeneracion. La presencia de
una mHTT también se ha visto en relacion con pérdida de
la funcién de la enzima que sintetiza la cisteina, la cual
mantiene la homedstasis mitocondrial. (M. Jimenez-
Sanchez et al. 2017). También se ha visto que la mHTT
reduce la actividad enzimatica de la cadena respiratoria,
particularmente del complejo Il y IV (Maria Damiano,
2010);
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Ademas, la HTT también interviene en la
regulacion de genes relacionados con la funcion
mitocondrial, dentro de los que se encuentran PGC-1a y
PGC-18 (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1), co-activadores nucleares que
regulan la expresion de genes involucrados en la cadena
respiratoria y biogénesis mitocondrial (necesario para el
metabolismo energético). Se ha observado que la mHTT
actlia como represor transcripcional de PGC-1a y PGC-
13; la inhibicion de este factor propicia la
neurodegeneracion (Libin Cui, 2006) (Shirendeb U, et al
2011). En la regulacion de estos genes también participan
los telomeros (Figura 1): la disfuncién telomérica activa
p53, quien a su vez se une y reprime a los promotores de
PGC-1a y PGC-18, propiciando disfuncion mitocondrial y
arresto celular, lo que conlleva a muerte celular (Nicky
Pietersa, et al 2015) (Sahin E, et al 2011). Demostrando
una relacion entre la funcion mitocondrial y los telomeros
(Libin Cui, 2006).

Todo lo anterior en conjunto genera disfuncion
mitocondrial. Dentro de las consecuencias mas
19



importantes de la disfuncidbn mitocondrial, esta la
produccion aberrante de especies reactivas de oxigeno
(EROS), lo que a su vez generara mas dafio mitocondrial.
Se ha observado evidencia de dafio oxidativo en tejido
cerebral de pacientes (post mortem) con EH. Esta
observacion se ha corroborado en modelos murinos,
donde se encontr6 elevacion de enzimas antioxidantes y
marcadores de estrés oxidativo, como la superdxido
dismutasa mitocondrial, catalasa y carbonilos protéicos,

respectivamente (Sorolla et al. 2008).

Estas enzimas relacionadas con el estrés oxidativo
(y por lo tanto con disfuncion mitocondrial) y los datos de
disfuncion telomérica (como acortamiento de su longitud)
pueden ser Gtiles como biomarcadores de degeneracion
(P. Thomas, 2008), y aplicarse en el diagnéstico y
prevencion de enfermedades asociadas a

neurodegeneraciéon como la EH.
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Disfuncidn telomérica

Genes blanco Represion PGC

Arresto celular Dario mitocondrial

Senescencia Cambios
Apootosis metabolicos

Células madre

Mitosis

Envejecimiento

Adaptado de: Sahin, E. et al. 2011

Figura -1 Activacién de p53 por disfuncién telomérica, generando unién y represion
de los promotores de PGC-1a y PGC-18. Esto provoca disfuncién mitocondrial y arresto
celular, lo que conlleva a muerte celular; se inhibe la proliferacién y diferenciacion de
células madre, y finalmente se presenta envejecimiento celular
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Los teldmeros son secuencias repetidas del
hexanucleotido (TTAGGG), situados en los extremos de
los cromosomas eucarigticos. Una de sus principales
funciones es prevenir que los extremos cromosOmicos
sean reconocidos como rupturas de doble cadena (DSB) y
procesados por la maquinaria de reparacion del dafo al
ADN. De esta manera los teldmeros mantienen la
estabilidad genomica evitando pérdida de regiones
subteloméricas y fusiones terminales de los mismos (Palm
W, and de Lange T, 2008). Fisiolégicamente los telémeros
sufren acortamiento de entre 50-150 pares de bases por
cada ciclo de replicacion celular. ElI acortamiento es
secundario enteramente a problemas durante la
replicacion, generados por su estructura, a este fenomeno
se le conoce como problema de la replicacion de los
extremos (End Replication Problem) (Harley CB, 1990)
Sin embargo, esto es Unicamente valido para las células
somaticas, ya que las células germinales, células madre y
células tumorales cuentan con un sistema de
mantenimiento de longitud telomérica para evitar que se
alcance una longitud critica. Dicho sistema se encuentra
estructurado por la ribonucleoproteina Telomerasa

(TERT), mediador principal de la sintesis de repetidos
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teloméricos (Wong and Collins, 2003). Las células
somaticas, al carecer de TERT, tienen una capacidad
limitada para restaurar la longitud telomérica una vez que
se ha visto acortada como consecuencia de errores de
replicacion u otros mecanismos inducidos por estrés
oxidativo (Von Zglinicki, 2000). Cuando los teldbmeros son
demasiado cortos la célula lo detecta mediante la
disminucién en la cantidad de proteinas de union a
telomero, y entonces pierde su capacidad de replicacion.
Con lo que se entiende que el acortamiento telomérico
limita el nimero de veces que una célula se puede dividir
y tiene entonces un mecanismo similar a supresor tumoral
(Reddel RR, 2003).

Los eventos que ocurren en el telomero pueden
estar en relacién con la fisiopatologia de la EH a través de
varias vias. Una de ellas por ganancia de funcién toxica
de la proteina HTT anormal, aunada a la pérdida de la
funcién de la proteina HTT normal. La mHTT se acumula
al sufrir un plegamiento anormal, generando toxicidad
celular y con ello disfuncion de las vias de degradacion

proteica (proteasoma-ubiquitina, y autofagia), lo que
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conlleva a un ciclo de acumulo proteico e inevitable

disfuncion y muerte celular.

Como consecuencia de la generacion de EROs, se
ha observado dafio al ADN tanto mitocondrial como
nuclear. Entre los eventos mas dafinos para el ADN se
encuentran las DSB. En el telomero las DSB suelen
repararse por mecanismos como la replicacion inducida
por ruptura (RIR) (Heyer WD et al. 2010). En contraste
con el resto de las regiones cromosomicas donde el
mecanismo mas usado y menos propenso a error es la
reparacién por recombinacion homdéloga mediante la via
de sintesis dependiente de alineacién de cadena. La RIR
es util para mantener la integridad y funcionalidad de la
estructura telomérica, sin embargo, puede resultar en una
reduccién de la longitud del telébmero. Cuando los
telomeros alcanzan una longitud critica y no pueden ser
reparados se presenta inestabilidad cromosOmica, ya que
se pierde la capacidad de proteccion contra las fusiones
terminales de los cromosomas y se generan procesos de
fusion-ruptura cromosomica. Estos eventos pueden llevar
a apoptosis y en algunos casos a potenciales cambios

neoplasicos (Wei W et al. 1999). En el contexto de
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enfermedades neurodegenerativas se han identificado
distintos factores externos relacionados con la produccién
de EROs y con el consecuente dafio al ADN (mismas que
pueden generar acortamiento telomérico). Entre dichos
factores se encuentran: tabaquismo, obesidad, altos
niveles de homocisteina, estrés tanto fisiolégico como
psicoldgico y el género. Se ha visto que la eficiencia del
mantenimiento de la longitud telomérica se ve afectada
segun el género (femenino/masculino) (O’Callaghan
2011).

Los eventos que ocurren en el telomero pueden
estar en relacion con la fisiopatologia de la EH a través de
varias vias. Una de ellas por ganancia de funcién toxica
de la proteina HTT anormal, aunada a la pérdida de la
funcién de la proteina HTT normal. La mHTT se acumula
al sufrir un plegamiento anormal, generando toxicidad
celular y con ello disfuncién de las vias de degradacion
proteica (proteasoma-ubiquitina y autofagia), lo que
conlleva a un ciclo de acumulo proteico e inevitable

disfuncion y muerte celular.
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La senescencia celular prematura asociada al
acortamiento telomérico y por consiguiente, la muerte
celular temprana; son caracteristicas comunes de las
enfermedades degenerativas. Por lo tanto, se sugiere la
longitud telomérica puede ser un marcador de muerte
celular temprana. Es por esto, que la longitud telomérica
puede considerarse como un marcador indirecto de la
presencia de una enfermedad degenerativa. La longitud
telomérica ha sido asociada con un mayor riesgo de
infarto al miocardio, sobrevida de cancer de mama,
sobrevida de cancer renal de células claras, mortalidad
post infarto cerebral, demencia y deterioro cognitivo; asi
como con sobrevida total (independiente de otros factores
genéticos) (O’Callaghan 2011). Los cambios en la longitud
del telbmero han sido asociados con envejecimiento y con
algunas enfermedades neurodegenerativas relacionadas
con la edad (P. Thomas et al 2008).

Con base en lo anterior se puede desarrollar un
modelo que explica la muerte celular en la enfermedad de
Huntington como consecuencia de: acortamiento

telomérico y toxicidad por acumulo de la Mhtt (Figura 2). A
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continuacion, se explica de forma esquematica la

interaccion de estas dos vias:

1. La mHTT genera toxicidad por acumulo
(propiciando con ello envejecimiento y muerte
celular) e interactta con reguladores de
transcripcion de genes mitocondriales.

2. Inactivacion de genes reguladores de la funcién
mitocondrial

3. Disfuncion mitocondrial.

4. Aumento y desregulacion de EROS.

5. Daifio oxidativo.

6. Dafio telomérico.

7. Acortamiento telomérico.

8. Envejecimiento y muerte celular
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Dafio oxidative 4/ ~ desregulacion
6 | deEROS D

Figura 2. Modelo propuesto sobre la fisiopatologia de la muerte celular en la Enfermedad
de Huntington

Como se ha comentado la EH se acompafa de
muerte celular prematura. Se ha visto la asociacion entre

la muerte celular prematura y el acortamiento de la
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longitud de teldomeros, pudiendo considerarse a este
altimo como un marcador de patologia celular en
enfermedades neurodegenerativas (Lakshmi Narayanan
Kota et al 2015).

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un ejemplo
bien estudiado de un sindrome de envejecimiento celular
prematuro, que afecta especialmente a células
neuronales. Se ha estudiado la relacion de biomarcadores
de inestabilidad gendmica en AD y entre otros, como la
presencia de microndcleos, aneuploidias (del 21) y
acortamiento telomérico. En dichos estudios, se realizd
analisis de la longitud telomerica en pacientes con AD
comparando con poblacién sana, mediante andlisis de
fragmentos de restriccion terminal (TRF), y se observo
una relacion indirecta entre la longitud telomérica y la

progresion de la enfermedad (Panossian et al. 2003).

Dentro de la misma linea, distintos autores han
realizado analisis experimentales para correlacionar la
longitud absoluta de los telomeros en leucocitos de
pacientes con AD vs controles pareados por edad, en uno

de ellos se realiz6 mediante el método de Cawthon
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modificado. Se encontré6 una longitud telomérica
significativamente mas corta en el grupo de casos
comparado con el de controles. Vale la pena recalcar que
la diferencia de la longitud entre estos grupos no se
observo en la comparacion intergrupos por edad de AD.
Es decir que hay una diferencia en la longitud telémerica
entre sanos y enfermos, pero no se entre enfermos de
distintas edades. Esto sugiere que el factor principal que
modifica la longitud telomérica es el estado (enfermo o
sano), con un mayor peso que las variabilidades
individuales. A su vez, concluyeron que el ADN de los
leucocitos es una medida mas sensible para detectar las
diferencias de la longitud telomérica entre casos
(pacientes con AD) y controles, comparada con células de

mucosa oral. (P. Thomas et al 2008).

Estudios previos sobre la relaciéon de la longitud
telomérica con enfermedades neurodegenerativas han
sido realizados principalmente en pacientes con
demencia, Parkinson y Alzheimer. Existe un estudio
realizado en pacientes con Huntington, en este estudio
(Kota et al 2015) se analizaron 35 pacientes con la

enfermedad de Huntington ya con cambios clinicos y se
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realizO una comparacion tanto con grupos controles (sin
expansion) como con casos con demencia y ataxia
telangiectasia con sus respectivos controles. Los
resultados mostraron una relacion inversa entre la
longitud y la progresion de la enfermedad. Sin embargo,
los autores sugieren extender el estudio a una poblacion
mas grande. Adema4s, proponen la posibilidad de que el
acortamiento telomérico suceda incluso antes del inicio de
los sintomas en los pacientes con la expansién para

Huntington.

Se han creado diferentes metodologias para
realizar la mediciéon de la longitud telomérica, entre la que
se encentran el TRF (“estandar de oro”) mediante
hibridacion con sondas de secuencias teloméricas de
ADN gendmico posterior a la digestion con enzimas de
restriccion. ElI FISH (hibridacion in situ fluorescente) con
citometria de flujo. El FISH cuantitativo con sondas
fluorescentes y la reaccibn en cadena de polimerasa
(PCR), éste ultimo mide la longitud del telomero (TL)
mediante qPCR (PCR en tiempo real,). La qPCR se basa
en el método de Cawthon para la medicion relativa de la
TL (O’Callaghan, 2011). A excepcion del TRF (que da una
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medida absoluta), todas las otras metodologias dan una
medida relativa de la longitud del telémero. Sin embargo,
la ventaja de la gqPCR, es que necesita pequefas
cantidades de ADN, y es realizada mediante formatos de
altos rendimiento, lo que es ideal para estudios

epidemiologicos (O’Callaghan, 2011).
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Objetivo

Investigar si existe una relacion entre la longitud del
teldbmero y la progresion de la EH, el tiempo de evolucién
con la EH desde el diagnostico y/o tamafo del repetido
CAG enelgen HTT

Objetivos Especificos

e Analizar la longitud relativa de los telomeros en
leucocitos de pacientes con enfermedad de Huntington,
en portadores de la mutacion de Huntington
asintomaticos y en personas sanas del mismo rango de
edad que los pacientes.

e Identificar si existe alguna correlacion de la longitud
telomérica relativa de los leucocitos, en los pacientes
enfermos de Huntington, con la edad de inicio de la
sintomatologia.

e Comparar la longitud relativa de los telémeros en
leucocitos de individuos sanos (sin la mutacién), contra
la de los pacientes enfermos de Huntington del mismo
rango de edad y sexo.

e Comparar la longitud relativa de los telémeros en

leucocitos de los enfermos de Huntington contra la de
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portadores de la mutacion de Huntington asintomaticos,
del mismo rango de edades y sexo.

Identificar si existe alguna correlacion de la longitud
telomérica relativa de los leucocitos en los pacientes
enfermos de Huntington con la severidad de la
enfermedad y con el nUmero de repetidos CAG.
Contribuir con el conocimiento del mecanismo
molecular subyacente al dafio celular observado en

estos pacientes.
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Material y métodos

La investigacion fue realizada en colaboracién con el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN),
se uso el registro de individuos con prueba molecular para
la Enfermedad de Huntington, en quienes se conoce el
namero de repetidos de CAG, a partir de dicha
informacion se seleccionaron los grupos controles y los
casos. La medicién de la longitud de los telomeros se hizo
en leucocitos se sangre periférica, mediante PCR en
tiempo real. La extraccion y almacenamiento de los acidos
nucleicos se realiz6 en el INNN. La qPCR se hizo con el
equipo que se encuentra en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR).

Tipo de disefio: Transversal, descriptivo, analitico.

.  Poblacién de estudio

Se realiz6 el estudio en pacientes del INNN que
contaran con el diagnéstico molecular positivo para EH
(més de 40 repetidos CAG). Como controles se utilizaron
dos grupos; el primero fueron familiares de los enfermos
diagnosticados mediante la prueba molecular que

contaran con el estudio predicativo positivo para la
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expansion de CAG pero que a la fecha de la muestra
fueran asintométicos. Y el segundo grupo control
aquellos con estudio predictivo negativo para la expansion
de CAG.

1.1 Grupos de estudio
Se clasifico a los individuos en 3 grupos:

A. Grupo de interés: individuos con datos clinicos de
EH que cuenten con el estudio molecular positivo
para EH y que se cuente con ADN disponible en
el INNN, desde 1997.

B. Dos grupos controles:

I.  Individuos a quienes se les realizé el estudio
predictivo para EH y que obtuvieron un
resultado positivo, pero son asintoméaticos al

momento de la toma de la muestra.

[I. Individuos a quienes se les realiz6 el estudio
predictivo para EH y que obtuvieron un

resultado negativo.
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. Variables

Variable Tipo de Variable Escala de medicion
Longitud relativa | Numérica Cuantitativa continua
telémero

Estatus Nominal PN, PP, EH

Tiempo de evolucion Numérica Cuantitativa discreta
Edad a la toma de | Numérica Cuantitativa discreta
muestra

Sexo Nominal Cualitativa nominal
Herencia Nominal Cualitativa nominal
Alelo Numérica Cuantitativa discreta
Tabaco Nominal Cualitativa nominal
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V.

Extraccion de ADN

Las muestras de los individuos de los 3 grupos
fueron etiquetadas un cédigo, el cual se registré en
una base de datos del INNN.

La extraccibn de ADN se realiz6 a partir de
leucocitos de sangre periférica mediante el kit Pure
Gene (Qiagen), de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante.

El ADN fue cuantificado y analizado mediante el
biofotbmetro BioDrop-lite (BioDrop). EI ADN se
preparo en diluciones a 10 ng/ul

Las muestras fueron enviadas al INR para su

andlisis

Medicion de la longitud del telémero

La longitud relativa del telomero se obtuvo mediante

PCR en tiempo real de acuerdo al método descrito por
Cawthon (Cawthon 2009). Este método desarrollado por

Cawthon demostr6 una alta correlacion con otros métodos

para medir la longitud telomérica como el fragmento de

restriccion de telomeros (TRF) y el método de
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amplificacion de telomero sencillo (STELA) (Cawthon
2009, Baird DM et al. 2003). Ademas, cuenta con la
ventaja que no necesita el uso de radioactividad. Este
método obtiene una longitud media de los teldmeros de

un individuo.

Se utilizé un par de oligonucleétidos que alinean con
los repetidos canonicos del telomero (TTAGGG) para
generar un fragmento de longitud fija (Tabla 1), a mayor
longitud del telomero se genera un mayor numero de
amplicones. Para el célculo de la longitud de los
teldbmeros se utiliz6 un gen de copia Unica como
referencia comun a las muestras analizadas, en este caso
el gen de la albumina. El disefio de los oligonucle6tidos
permite que la amplificacion se realice en tiempo real y los
amplicones se detecten con SBYR Green. Al amplificar la
region de interés y la de referencia en la misma reaccién
se previene el error de afadir una cantidad desigual de
ADN en las reacciones de amplificacion. Las reacciones
de PCR se realizaron por triplicado y se realiz6 una
réplica técnica por muestra. La estimacion de la longitud
del telomero se hace mediante una curva estandar para

cada uno de los amplicones y posteriormente se obtiene
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una relacion entre el valor del ciclo umbral (Ct) del

amplicon con repetidos teloméricos y el gen de referencia

Tabla 1. Secuencia de los Oligonucledtidos

Telémero

Tel G 5'-acactaaggtttgggtttgggtttgggtttgggttagtgt-3’

Tel C 5’-tgttaggtatccctatccctateccctatccctatcectaaca-3’
Albumina

Albu 5'—cggcggecgggeggegegggetgggcggaaatgetgecacagaatecttg-3’
Albd 5’-gcccggeccgecgegeccgtececcgecggaaaageatggtegectgtt-3°

IV.1 Estandarizacién de la técnica de qPCR

En la primera etapa del experimento se realizd la
estandarizacion de la técnica de PCR tiempo real (QPCR),
utilizando el equipo StepOne Plus (Applied Biosystems)
(Figura 3). Para ello se utilizaron muestras de ADN del
banco del INR de individuos sin datos de enfermedad
neuroldgica. La longitud telomérica se estim6é mediante el
Método de Cawthon, obteniendo una longitud relativa de
los telomeros. Para conocer la eficiencia de la reaccion de

PCR, se realiz6 una curva estandar y posteriormente se
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analizaron las curvas de disociacion para distinguir los
productos de amplificacion del gen control contra el gen
de interés y descartar la presencia de productos de PCR
inespecificos. En esta curva se representa la temperatura
de la reaccion a la cual se logro la desnaturalizacion del

amplicén.

IV.2 Determinacion de la eficiencia de la reaccion

Curva estandar

Se emplearon 5 diluciones (Tabla 2) de una
concentracion inicial de ADN de un individuo sano, se
realiz6 qPCR para el gen control y el gen de interés. Se
utilizé el gen de la Albumina como control por ser un gen
de copia Unica, se espera que todos los sujetos tengan
s6lo dos alelos por genoma. Para la deteccién de los
amplicones se utiliz6 SYBR Green; un fluoréforo que se
asocia e interactia con ADN de doble cadena y emite
fluorescencia bajo luz Ultra Violeta. La fluorescencia
emitida se mide al término de cada ciclo de amplificacion

para determinar la cantidad de ADN amplificada. Por lo
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gue esta curva se utiliza para la cuantificacion del material

genético en métodos como gPCR.

Tabla 2. Diluciones de ADN de individuo sano, parala realizacion de la curva estandar

Diluciones= factor de dilucidon 1:2, iniciando con una concentracién|

de 25 ng/pl.
D1 D2 D3 D4 D5
50 ng/ul | 25 12.5 6.25 3.12

Para los experimentos de qPCR se utiliza el valor
Ct (Cycle Threshold), medicién de los ciclos necesarios
para alcanzar un umbral de fluorescencia (que representa
la amplificacion del ADN). Considerando que a mayor
concentracion de ADN menor serd la cantidad de ciclos

necesaria.

Se realizaron 3 reacciones por cada dilucion, tanto
para albumina como para teldmero, para obtener un
promedio de Ct por dilucion. Se prosiguio a la preparacion
del Master Mix (Tabla 3) para la reaccion qPCR, uno para

Albumina (control) y otro para Telémero.

42



Tabla 3 Componentes de la preparacion de Master Mix por reaccion:.

X1
SYBR (2x) 5ul
ADN 2ul(7.5ng/ml)
Primer (Tel C/Albu) | 0.5ul
10uM
Primer (Tel G/Albd) | 0.5uL
10pM
Rox 0.02pL
dH20 1.98uL
TOTAL 10pL

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

ETAPA CICLOS | Temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion )
. 1 95°C 10min
Desnaturalizacién | 35 95°C 15seg
/ Amplificacion 54°C 2min
95°C 15seg
Curva de 60°C 1min
disociacion 60-95°C +0.3°C
95°C 15seg
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Se ajustaron las temperaturas, tiempo y ciclos para
la qPCR de acuerdo a las condiciones establecidas
(Figura 3).

Posteriormente se grafico el Ct contra la cantidad
total de ADN (ng) contenida por cada reaccion, con lo que
se obtiene una curva estandar (Figura 2). Se generaron 2
curvas estandar, una para la Albumina y otra para el
telomero. La pendiente de esta grafica determina la
eficiencia de la amplificacién, dando una eficiencia de
99.52 del gen de interés (teldmero) y de 107.68 del gen
de referencia (albumina). Es importante mencionar que en
los experimentos de gPCR se considera aceptable un
rango de eficiencia de 90-110%. Por lo tanto, podemos
demostrar que nuestras reacciones tienen una eficiencia

adecuada.
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Para establecer la concentracion de cada muestra

de ADN, se realizd la cuantificacion por medio del

BioDrop-lite. Se prepararon diluciones de ADN por cada

muestra a una concentracion estandar de 7.5ng/ml. A fin

de obtener 15ng totales por reaccion.

La reaccion se realiz6 por triplicado para cada

muestra, para obtener un Ct promedio. Se analizd

utilizando el método 2-44¢T:

Este método se utiliza en PCR tiempo real para
comparar la abundancia de moléculas especificas
(gen de interés, en este caso Telomero y de
referencia, en este caso Albumina) en distintas

muestras.
Delta CT: diferencia entre el Ct del gen de interés
(teléomero) menos el Ct del gen de referencia

(albumina) en la misma muestra.

Se obtiene entonces un delta Ct por cada muestra
—>1: muestra 1; 2: muestra 2. T: telomero, A: albumina

47



Delta Ct 1= CtT1-CtA1l  Delta Ct 2 =CtT2-CtA2

El Delta-delta CT es la diferencia del Delta CT de la
muestra de interés, menos el Delta CT de la muestra
calibrador.

Delta Ct2-Delta Ctl

Curva de disociacion

Las curvas de disociacion se realizan para
distinguir los productos de amplificacion del gen control
contra el gen de interés, asi como para descartar la
presencia de productos de PCR inespecificos. En esta
curva se representa la temperatura de la reacciéon a la
cual se logréo la desnaturalizacion del ADN. Cada
fragmento de ADN producido por la reaccién es graficado.
Teniendo por entendido que el fragmento de ADN mayor
necesitarda una temperatura mas alta para lograr la
disociacion, en tanto que el fragmento menor que

necesitara menos temperatura (figura 5-7).
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V. Analisis de LT en los grupos de estudio

Se obtuvieron las muestras de los acidos nucleicos de
los 3 grupos de pacientes del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, donde se les asigno un
numero de registro y se cre6 una base de datos con

informacion previamente recabada (Figura 8):

e Grupo 1 —-> 52 pacientes positivos para la
expansion, sintométicos (EH)

e Grupo 2 - 19 individuos con predictivo positivo
asintomaético (PP)

e Grupo 3 » 27 individuos con diagnaostico predictivo

negativo (PN)

Se prosiguio a la cuantificacion de la concentracion de
ADN para cada una de las muestras mediante el sistema
Bio-Drop, obteniendo 3 parametros: Concentracion
(ng/ul), relacion A260/A230 y relacion A260/A280. Con los
resultados obtenidos, se realizé una base de datos y se
calcul6 la cantidad de ADN necesaria para obtener una

concentracion estandar de 7.5ng/ul en 70ul.
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Se realizaron esquemas en Excel (Figura 9) para
organizar las muestras de los 3 grupos y asignarlas en la
placa MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with

Barcod (0.1ml) que se utilizé para la realizacién del gPCR.
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Las reacciones de gPCR de las muestras se
realizaron por triplicado en placas de 96 pozos. En cada
placa se incluyeron muestras de los tres grupos mas el
calibrador y controles negativos para controlar la

variabilidad interplaca (Figura 10).

El andlisis se realiz6 de la siguiente manera: las
muestras con un valor de DE-Ct (desviacion estandar de
Ct) >0.5 fueron eliminadas del andlisis de cada placa,
posteriormente se repitieron en placas nuevas. Se
exportaron los datos a Excel, donde se obtuvieron valores
de Delta (A) Ct, AA Cty 2(=24CH: siendo:

ACT = proporcion Teldmero (T) / gen de copia uUnica
(albumina: A).

ACT: Medida indirecta de la longitud telomérica

AACT = proporcion relativa de T/A

Se utilizaron las siguientes férmulas para obtener los

valores anteriores 1
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e ACt=Ct de la amplificacion del telémero — Ct de la

amplificacion del gen de copia simple (albumina).

e AACt= ACt (individuo de interés) — ACt (calibrador)

o 2(7AACH = | ongitud relativa del telémero con
respecto al gen de referencia en un individuo
comparado con el calibrador. Si el DDCT es igual
a 0 esto representa que no hay cambio entre
ambas muestras ([2/(0) = 1]).
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VI. Analisis estadistico

Para la etapa inicial se realizé el analisis
estadistico utilizando los valores de 2(-24CY de los 3
grupos con el programa “GraphPad Prism”. Se eliminaron
los outliers mediante la prueba de ROUT y se demostro
una distribucion normal de los valores con la prueba
D Agostino & Pearson. Se utilizé la prueba paramétrica de
ANOVA de una via para comparacion de medias en los
tres grupos. Se hizo un ajuste de Tukey's para multiples

pruebas.

Posteriormente se realiz6 una prueba de ANOVA
de dos vias en el programa estadistico SPSS V.19 para
determinar el efecto de las potenciales variables
confusoras sobre la variable dependiente (longitud relativa
del telémero) entre los grupos de estudio. Las variables
gue se incluyeron en el modelo fueron: sexo y origen

parental del alelo mutante.

Ademas, se realizé un analisis de correlacion para
determinar si existe relacion entre la longitud relativa del

telomero y el numero de repetidos en el alelo mutado. El
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analisis se realiz6 al interior del grupo EH y del grupo PP

mediante la prueba de correlacién de Pearson.

En el analisis final no se observé una distribucion
normal de los valores por lo que se realiz6 una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con la que se compararon

las medianas entre los 3 grupos.

Posterior a ello se realiz6 la prueba Mann-Whitney
para determinar la diferencia entre pares de grupos. Para
conocer el efecto de las covariables (herencia, sexo,
tiempo de evolucién, alelo mutado) se utilizaron las
pruebas de Pearson y Spearman segun la naturaleza de
cada variable. Y se realiz0 una regresion logistica
multivariada para el efecto del alelo mutado y la longitud
del telomero.
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Resultados

« Andlisis Preliminar

Se realiz0 un andlisis preliminar para determinar las
tendencias de los experimentos. En este analisis se
incluyeron un total de 94 muestras: 47 del grupo EH, 19
del grupo PP y 28 del grupo PN.

Se utilizé la prueba de normalidad de D’Agostino
para conocer la distribucién de los valores de la longitud
relativa de los telomeros. En estas muestras se observo
una distribucion normal por lo que se decidié utilizar
pruebas paramétricas para comparacion de medias. Se
calculé la diferencia entre medias de la longitud relativa de
cada grupo utilizando una prueba de ANOVA de una via y
se obtuvo el valor de P (Tabla 4). Se observo que existe
una diferencia significativa entre las medias de longitud
relativa telomérica de los 3 grupos (P=<0001).
Posteriormente se hizo la comparacion entre los posibles
pares de grupos. Se obtuvo una P significativa (0.0055)
en la comparacién de las medias de los grupos EH y PP;
y una P significativa (<0.0001) en la comparacion del
grupo EH con PN. No se encontrg diferencia significativa

entre los grupos PP y PN.

60



Tabla 4. Diferencia de la media de la longitud de los telomeros entre los grupos.
Valores de P obtenidos de la comparacion intergrupos.

GRUPOS | Diferencia de Media | Valor P

EH vs PP -0.487 0.0055 o
EH vs PN -0.693 <0.0001 | ****
PP vs PN -0.206 0.4111 Ns

Se observO6 que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la longitud telomérica
del grupo de EH comparada con la de los individuos del
grupo PN, encontrandose una menor longitud en el primer
grupo (EH). De igual forma entre la longitud telomérica de
EH comparada con la del grupo PP. Este andlisis muestra
gue existe una diferencia entre las medias de la longitud
telomérica de los 3 grupos. Se observa una tendencia de
acortamiento de la longitud telomérica en el grupo PP
contra los PN a pesar de no tener una significancia
estadistica (Figura 11).

Posteriormente se realizO una prueba de ANOVA
de dos vias para valorar si el estatus de un individuo
podia verse modificado con la presencia de las otras
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covariables y por lo tanto si tendrian influencia sobre la
longitud relativa del teldmero (Tabla 5). Las variables que
se incluyeron en este modelo fueron: sexo y origen
parental del alelo mutado. Se observo que el efecto de las
variables confusoras sobre la variable dependiente no
tiene significancia estadistica (P>0.05) y por lo tanto no
influye sobre la diferencia observada en la longitud

relativa del telébmero.
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Figura jError! No hay texto con el estilo especificado en el documento.-11
Comparacion de la media de la longitud relativa del telémero entre los 3 grupos,
mediante prueba de ANOVA. Las barras indican medias con desviacion estdndar.

EH: Enfermedad de Huntington. PP: Predictivos positivos. PN: Predictivos
negativos.

EH vs PN: P<0.0001, EH vs PP: P=0.0055. PP vs PN: P=0.4111
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Tabla 5 Efecto de variables independientes sobre la variable dependiente (grupo). Se
observa un valor de P >0.05 en los tres andlisis sobre el efecto de las variables. Estas
variables no influyen sobre el valor de la longitud relativa del telémero

Ajuste Valor de P
Grupo + Sexo 0.86
Grupo + Origen parental 0.84
Grupo + sexo + origen parental | 0.08

Se realizd un andlisis de correlacion en los grupos EH
y PP para conocer si habia alguna correlacién entre la
longitud relativa del telémero y el nUmero de repetidos en
el alelo mutado. Los datos obtenidos del analisis de
correlacién al interior de los grupos EH y PP fueron los

siguientes:

e Coeficiente de correlacion de Pearson para el
grupo EH:  0.336 (P=0.036).

Este resultado muestra que existe una discreta
correlacién entre el nimero de repetidos del alelo mutante

y la longitud relativa del telomero (Figura 12).
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e Coeficiente de correlacion de Pearson para el
grupo PP:  -0.149 (P=0.567).

En el grupo PP no existe correlacion entre el nimero de
repetidos del alelo mutante y la longitud relativa del

teldmero para este grupo (Figura 13).
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Figura 12. Grafica de correlacion de Pearson. Correlacion del nimero de
repetidos del alelo mutado con la longitud relativa del telomero en el grupo de
EH. Coeficiente de correlacion: 0.336 (P=0.036).
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Figura 13. Grafica de correlacion de Pearson. Correlacion del nimero de
repetidos del alelo mutado con la longitud relativa del telémero en el grupo
de PP. Coeficiente de correlacion: -0.149 (P=0.567).

66



« Andlisis Final

Para el analisis final se estudiaron un total de 146
muestras: 29 del grupo PP, 47 del grupo PN y 70 del
grupo EH. Al analizar la distribucién de los valores de la
longitud relativa del telomero, se observé que no tenian
una distribucién normal. Con base en estos resultados se
decidi6 utilizar pruebas no paramétricas La comparacion
de la longitud telomérica entre los 3 grupos se hizo
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
obteniendo un valor de P de 0.0127, indicando una
diferencia significativa de la longitud relativa telomérica

entre los diferentes grupos (Figura 13).

Para identificar entre que grupos se encuentran las
diferencias estadisticas se realiz6 la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney (Tabla 6). Se observo una
diferencia estadisticamente significativa de la longitud
telomérica del grupo de EH comparado con la del grupo
PP (P=0.013) y el PN (P=0.016). No se observé una
diferencia significativa de la longitud relativa de los
teldmeros entre los grupos PP y PN (P=0.814).
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Figura 15 Comparacion de longitud relativa de telémeros entre
grupos EH, PP, PN. Los bigotes muestran los valores minimos y
mdximos. En las cajas se muestra la mediana de la longitud relativa
del telémero en cada grupo. En la prueba de Kruskal-Wallis se
obtuvo una P=0.0127. En la prueba de Mann-Whitney se obtuvieron
los siguientes valores: EH vs PP: P=0.013, EH vs PN: P=0.016, PP vs
PN: P = 0.814 (no significativo)
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Tabla 6 Comparacion de la longitud relativa de telémeros entre los grupos,
mediante la prueba de Mann-Whithey. Se muestran los valores de P
obtenidos de cada comparaciéon. La comparaciéon de los grupos tanto PP
como PN contra EH muestran una diferencia estadisticamente significativa.

Comparacion entre grupos | Valor de P
S

PN PP 0.814

EH PN 0.016

EH PP 0.013

Posteriormente se busco si existia correlacion entre
la herencia (materna o paterna) del alelo mutado y el
estatus (Tabla 7). Para ello se utilizd la prueba de
correlacion de Pearson, donde se obtuvo una P = 0.08.
Indicando que no existe correlacion.

Tabla 7 Porcentaje de pacientes del grupo PP cuyo alelo mutado es de herencia
materna (79.3%) y el porcentaje que es de herencia paterna (20.7%). Porcentaje de
pacientes del grupo EH cuyo alelo mutado es de herencia materna (49%) y de
herencia paterna (51%).

Estatus Herencia Materna | Herencia Paterna
PP 79.3% 20.7%
EH 49% 51%
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También se utilizd la prueba de correlacion de
Pearson para comprobar si existia correlacion entre el
sexo y el estatus. Se obtuvo una P=0.23 por lo que no

existe correlacion.

Se buscé correlacionar la longitud del telémero con
el tiempo de evolucion de la enfermedad en el grupo EH.
Se observé una correlacion inversa entre estas dos
variables. Se analiz6 dicha correlacion mediante la prueba
de Spearman. Se obtuvo un valor de P = 0.185, no
significativa. Por lo que se no consider6 que exista

correlacion.

Longitud del telémero Valor P

Tiempo de evolucion | -0.1366 0.185

Se realiz6 una regresion logistica multivariada, con
la finalidad de estudiar si la longitud del telomero podria
predecir el estatus del individuo o la longitud del alelo
mutado. Se observdé que la longitud del teldbmero no
modifica el estatus del individuo ni tiene efecto sobre el

alelo mutado (Tabla 8).
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Tabla 8 Valores de P obtenidos en la regresion logistica multivariada ordinal,
para el andlisis de la longitud del telomero como potencial modificador del
estatus y del alelo mutado. No se observé significancia estadistica, por lo que
no hay relacién entre la longitud del telémero como factor de riesgo para
modificacion del estatus o alelo mutado.

Valor de P
Longitud del teldbmero
Estatus 0.34
Alelo mutado 0.63

Finalmente se utilizé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para la comparacion entre los 3 grupos de
la longitud del alelo mutado. Se encontré una diferencia
significativa (P =0.0001) de la longitud del alelo mutado
entre los 3 grupos. Para identificar las diferencias
estadisticas en los grupos, se realizé la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. Se obtuvo un valor de
P=0.888 en el andlisis entre los grupos PP y EH. Las
diferencias significativas se encontraron en las
comparaciones PN Vs PP (P= 0.0000) y PN Vs EH (P=
0.0000).
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Discusion

Una de las enfermedades neurodegenerativas
progresivas mas frecuentes es la enfermedad de
Huntington (EH), y generalmente se presenta en la edad
adulta. El proceso neurodegenerativo caracteristico de la
enfermedad afecta a nivel psiquiétrico,
musculoesquelético y cognitivo. Mdltiples investigaciones
han sido realizadas desde su descripcion inicial en 1872
(G. Huntington 1872), pasando por la identificacion del
locus y la descripcion etiolégica en 1993 (The
Huntington’s Disease Collaborative Research Group
1993), asi como la implementacion de andlisis predictivos
para portadores de la mutacion (IHA, WFN 1994). En la
actualidad la investigacion sobre la EH se ha enfocado en
3 areas principales: identificacion marcadores biol6gicos
como predictores de la enfermedad y su evolucion,
factores modificadores de la enfermedad y posibles

tratamientos para EH.

El interés en los marcadores biolégicos con
relacion a la EH se ha basado en el conocimiento que
existe sobre la relacion entre la presencia de la
huntingtina mutada con la mitocondria (Ergin Sahin
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2011). Con base en esta relacion los estudios se han
enfocado en la busqueda de marcadores de estrés
oxidativo, desde niveles enzimaticos, cambios celulares y
modificaciones cromosdmicas asociadas. En el contexto
de las modificaciones cromosomicas asociadas a estrés
oxidativo, fue de nuestro interés la relacion del
acortamiento telomérico como consecuencia del dafio al
ADN secundario a la presencia de EROs; y su correlacién
con la EH dentro de la fisiopatologia de la
neurodegeneracion. Estudios previos han demostrado la
relacion del acortamiento telomérico con envejecimiento y
enfermedades neurodegenerativas (P. Thomas et al
2008), y la asociacion entre muerte celular prematura y
acortamiento telomérico, considerando a este Ultimo como
marcador de dafio celular en las enfermedades
neurodegenerativas (Lakshmi Narayanan Kota et al 2015).
Se ha demostrado una relacién inversa entre la longitud
de los teldmeros y la progresion de la enfermedad en el
caso de Alzheimer (Panossian et al. 2003), comparado

con controles sanos.

En un estudio donde se compar6 a pacientes con

EH contra controles sanos y contra grupos de casos de
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pacientes con neurodegeneracion sin una expansion de
trinicledtidos (demencia, ataxia telangiectasia); se
encontrd una relacién inversa entre la longitud de
teldbmeros y la progresion de la enfermedad (Kota et al
2015).

En este estudio se investigd si existe correlacion
entre la longitud relativa de los telomeros (TL) en
pacientes con EH y la progresion de la enfermedad, el
tiempo de evolucion con la EH desde el diagndstico y con
el tamafio del repetido de CAG en el gen HTT (alelo
mutado). Para ello se clasificaron las muestras en 3
grupos segun el estatus: EH grupo con diagndstico clinico
de la enfermedad, PP grupo con alelo mutado sin

sintomatologia y PN grupo con alelo normal.

Los resultados preliminares obtenidos fueron de
utilidad para ampliar la muestra y obtener los resultados
finales. Al comparar la TL entre los 3 grupos se encontrd
una diferencia significativa, por lo que se busco entre
cuales de éstos existia la mayor diferencia de TL. Se
encontré6 que la diferencia significativa de la TL se

presenta en el grupo de EH comparado con los dos
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grupos sanos, sin encontrarse diferencia entre PP y PN.
Estos hallazgos sugieren que el estado de enfermo, es
decir, el tener sintomatologia de la enfermedad es una de
las variables que modifica la TL. Una observacion que
apoya estos hallazgos es que el grupo PP que tiene el
alelo mutado, no presenta acortamiento de TL, y ya que la
diferencia entre este grupo y el EH es la sintomatologia,
se concluye que el estado de enfermo es el que modifica
la TL y no el numero de repetidos de CAG en el alelo
mutado. Se buscé si el tiempo de evolucion tenia efecto
sobre la TL, por lo que se realiz6 una correlacion entre
estas dos variables. A pesar de que se observdé una
correlacion inversa, esta no fue significativa, por lo que no

se considera gue el tiempo de evolucién modifique la TL.

Ademas, se busco si existia una correlacion entre
el estatus y las variables de: herencia, sexo y tiempo de
evolucion, para valorar el comportamiento del estatus ante
estas co-variables. No se encontro correlacion entre el
estatus y la herencia del alelo mutado, esto indica que el
recibir el alelo mutado ya sea de herencia materna o
paterna no tendra implicacion en el desarrollo de la

sintomatologia de EH. De igual forma, el sexo no modifica
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el estatus de los individuos, esto se comprob6 al no
observar una correlacion entre estas variables. El efecto
del alelo mutado con el estatus (como ya ha sido bien
establecido en la literatura), se corrobord al no encontrar
diferencia de la longitud del alelo mutado entre los grupos
PP y EH, y observando una diferencia significativa de la
longitud del alelo entre los grupos PP contra PN y, PN
contra EH.

De acuerdo a nuestra hipétesis y con base datos
obtenidos en nuestro experimento, podemos inferir que
existe una correlacion indirecta entre la presencia de
disfuncion mitocondrial y el acortamiento de la longitud
relativa de telomeros en las enfermedades
neurodegenerativas. Esto crea oportunidades para el
desarrollo de probables métodos diagnosticos, de manejo
e inclusive, de desarrollo para apoyo terapéutico en las
enfermedades neurodegenerativas, con relacion al control
de la produccion excesiva y el déficit en el desecho de las
ERO. Considerando que su presencia descontrolada
confiere dafio neuronal, a través de envejecimiento y
muerte celular temprana por el acortamiento y
subsecuente inestabilidad telomérica.
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Con esto, podemos sospechar que el uso de
estrategias para prevenir el acortamiento telomérico, o
aumentar su longitud, podran prevenir o retrasar la

neurodegeneracion.
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