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RESUMEN

La Enfermedad de Huntington (EH) es un trastornoneurodegenerativo autosémico dominante que
afecta a 1 de cada 10.000 habitantes. Es causada poruna expansion inestable del triplete (CAG)n
en el primer exdn del gen IT-15ubicadoen el cromosoma 4p16.3. Dicha regién codifica un dominio
poliglutamina en la huntingtina que al estar aumentado promueve neurodegeneracion. Este
primer estudio descriptivo se enfocd en valorar la expansién del trinucledtido CAG en poblacidn
ecuatoriana afecta y sus familiares en riesgo con el fin de tener la primera aproximacion del
estado de la enfermedad en el Ecuador. Se estudié, mediante PCR, PCR anidada y secuenciacion
automatica, a 42 individuos denueve familias ecuatorianas clinicamente diagnosticadas con EH.
Veinte y ocho personas resultaron positivas para la mutacién con un promedio de CAG del alelo
expandido de 57 + 7.9 (49-78), siete de los cuales no presentaron aun corea. El promedio de
alelos normales fue de 24+ 8.4 (15-28). Dos individuos mostraron alelos medianamente
expandidos con 32 y 37 repeticiones y un solo caso resulté ser de novo. Se observd relacion
inversa entre el nimero de repeticiones y la edad de aparicién de los sintomas y existid
inestabilidad al paso generacional en 21,4% de los casoscon notable inestabilidad por via paterna
en un caso. El diagndstico genético del gen IT-15 es sumamente importante, estudios mas
extensos en las diferentes regiones y etnias del pais son necesarios para conocer de mejor manera

el comportamiento de la enfermedad de Huntington en el Ecuador.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad de Huntington, neurodegeneracién, autosdmica dominante,

trinucledtido..
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ABSTRACT

Huntington disease (HD) is a progressive neurodegenerative disorder with an autosomal
dominantinheritance that affects 1 per 10.000 individuals. It is caused by the IT-15 gene on
chromosome 4p16.3 that has, in its first exon, an unstable expansion of (CAG)n trinucleotide
which encodes a polyglutamine region in huntingtin; the expansion promotes neurodegeneration.
This first descriptive study was focused on evaluating the CAG trinucleotide expansion in
Ecuadorian affected individuals and their family members at risk in order to enclose the first
approximation of the disease status in Ecuador. Through PCR, nested PCR and automatic
sequencing, we have genotyped 42 individuals from nine Ecuadorian families clinically diagnosed
with HD. Twenty-eight people tested positive for the mutation with an average CAG number of the
expanded allele of 57 + 7.9 (49-78), seven of which have not thus far presented chorea. The
average repeats of the normal alleles were 24 + 8.4 (15-28). Two individualswith 32 and 37 repeats
showed moderately expanded alleles while a single case was found to be de novo with 53 CAG. An
inverse relationship between the number of repeats and age of onset of symptoms was observed.
Generational instability was transmitted in 21.4% of the cases with notable instability in paternal
inheritance in one case. Genetic diagnosis of the IT-15 gene is extremely important, larger studies
in different regions and ethnic groups are needed to better know the behavior of Huntington's

disease in Ecuador.

KEYWORDS: Huntington’s disease, neurodegeneration, autosomal dominant, trinucleotide..



INTRODUCCION

Existen aproximadamente 30 enfermedades genéticas hereditarias asociadas con
el aumento del numero de repeticiones en diferentes regiones del ADN, las cuales
al tener caracteristicas estructurales particulares que burlan a los sistemas de
reparacion de errores de replicacion, predisponen su expansion y alteran la
expresion genética en las células humanas. La mayoria de estas enfermedades
son provocadas por aumento de repeticiones en regiones no codificantes del ADN,
pocas de ellas se relacionan por afecciones dentro de los exones de un gen y

todas siguen un tipo de herencia mendeliana clasica .

La Enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo hereditario,
autosdmico dominante caracterizado por sintomas neuropsiquiatricos, cognitivos y
psicomotores progresivos cuya principal connotacion en etapas avanzadas, es la
presencia de espasmos musculares involuntarios tipo corea, 2. Afecta
especialmente el cuerpo estriado y el putamen en la corteza cerebral y se
relaciona con la ganancia de repeticiones del triplete (CAG), en el exdn 1 del gen
IT-150 HTT (OMIM: 613004). Este gen, localizado en 4p16.3, codifica la proteina
neuronal huntingtina, relacionada con la via de transporte de electrones a nivel
mitocondriale implicada en funciones de proteccion y neurotransmision®. (CAG),
codifica un dominio de poliglutaminas en huntingtina; al estar expandido, induce
aglomerados proteicos en citoplasma provocando falla en la asociacion normal a
factores de neurotransmision activando especificamente la via de caspasas a nivel

mitocondrial *°.

El numero de repeticiones de CAG es variable. Alelos con hasta 28CAG se
consideran normales, con hasta 35 repeticiones son estimadas mutables sin
presentar sintomas aunque con posibilidades de expansion hacia las siguientes
generaciones. Con 36 a 39 repeticiones, la penetrancia es incompleta,

presentando mayor probabilidad de pasar mayor numero de repeticiones a su



progenie gracias la inestabilidad meiotica de los gametos y con posibilidad de
mostrar sintomatologia tardia. Y por ultimo, alelos con mas de 40 repeticiones con
penetrancia completa, provocaran inminentemente la enfermedad entre la tercera
y cuarta década de vida con una esperanza de supervivencia de 10-15 anos
después de su diagnésticoe. El numero de repeticiones CAG ha demostrado ser
inversamente proporcional a la edad de inicio de los sintomas, con lo cual, a

mayor nimero de repeticiones mas temprana sera la manifestacion clinica ’.

La EH afecta a 1 de cada 10000 personas a nivel mundial y es mas comun en
caucasicos que en otras etnias®. Existen regiones geograficas aisladas donde la
incidencia es mucho mayor como es el caso del Lago Maracaibo en Venezuela
con cinco veces mas casos que el resto del mundo®. En el Ecuador, no se conoce
a ciencia cierta la prevalencia ni el estado del gen IT-15 en los pacientes
diagnosticados y sus familias, y se estima que pudieran existir mas de 1500 casos

de EH si las tasas mundiales serian extrapoladas a esta poblacion.

El presente se trata de un estudio descriptivo del estado general del numero de
repeticiones CAG del gen IT-15 en poblacion ecuatoriana con el fin de determinar

su comportamiento y la patogenia de la EH en el Ecuador.
SUJETOS Y METODOS

Criterios de seleccion y caracteristicas del estudio:

Para este estudio, fueron escogidas familias donde al menos un individuo haya
sido diagnosticado clinicamente con EH y hayan sido referidas para
asesoramiento genético al Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad de las Américas en Quito-Ecuador entre enero de 2012 y septiembre
de 2013. Fueron clasificados como sintomaticos a aquellos pacientes con
movimientos coreicos al momento de la entrevista y como asintomaticos en
quienes la corea no fue detectable. Como herramienta diagndstica molecular

confirmatoria se utilizdé la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y PCR



10 y Secuenciacion de ADN

anidada segun parametros anteriormente descritos
para corroborar y validar los resultados. El estudio fue previamente aceptado por
el comité de bioética (Universidad de las Américas) y todos los individuos
estuvieron de acuerdo con ser diagnosticados y firmaron un consentimiento
informado para el procedimiento. Se obtuvo una ficha biomédica con datos

personales generales, tratamiento y seguimiento familiar mediante pedigree.
Recoleccion y tratamiento de la muestra:

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas mediante puncién venosa y
tratada con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante. 200ul de
muestra fueron utilizados para la extraccion de ADN utilizando el kit comercial
Pure Link Genomic DNA de Invitrogen® (Life Technologies, USA). La
concentracion y pureza del material genético se valord utilizando NanoDrop 2000c

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc. USA).
Amplificacion y analisis del numero de tripletes CAG:

En la primera ronda de PCR, 2 ul de ADN fueron amplificados en un volumen total
de 20ul, con 1x/ buffer; 1Mmol/ MgCly; 0,2Mmol/ dNTP’s (dideoxinucledtidos);
0,8umol/ primer sentido y antisentido; 5%/DMSO y 1U/ Taq Platinum ADN
Polimerasa. Las condiciones de termociclado fueron 94°C - 5 minutos, seguido por
35 ciclos de 94°C - 30 segundos, 64°C - 45 segundos, 72°C - 1 minuto, con una
extension final de 72°C - 10 minutos. Una PCR anidada fue realizada con 2.5ul de
material de PCR 1:50 y las mismas condiciones previas. El resultado fue evaluado
en gel de agarosa de alta resolucién al 3% con bromuro de etidio y el tamafio de
fragmento fue determinado por comparacion con marcadores de peso molecular
de 50pb y 100pb.

El amplicon fue purificado mediante Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter,
Alemania). 3ul de producto de PCR fueron amplificados para la secuencia con
BigDye® Terminator v3.1 (Life Technologies, USA) segun estandares del



fabricante. La reaccién fue purificada con Agencourt® CleanSeq® XP (Beckman
Coulter, Alemania). Una electroforesis capilar fue realizada en el secuenciador
automatico 3130 Genetic Analyzer Applied Biosystems (Life Technologies, USA) y
el analisis fue realizado con el software Sequencing Analysis Software v5.2
Applied Biosystems (Life Technologies, USA) (Figura 1). Una relacion entre el
tamano de fragmento de PCR y el numero de repeticiones CAG determinados por
secuenciacion automatica fue verificada. El punto de corte para la clasificacion de
los pacientes segun el numero de repeticiones fue el siguiente: <28, individuos
normales; 29- 35, alelos mutables; 36-39, individuos en transicion, 240 pacientes
positivos. Y segun la clinica: pacientes sintomaticos o asintomaticos por presencia
0 ausencia de movimientos coreicos. Datos generales y sobre el tratamiento

sintomatico fueron recolectados en fichas médicas.

La prueba no paramétrica U de Mann Whitney fue aplicada al numero de
repeticiones versus la edad, género y tipo de herencia. El grado de relacidén entre
la edad de aparicion de sintomas y el numero de repeticiones fue calculado segun

el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Figura 1: Interpretacién de los resultados segun las técnicas utilizadas. Analisis del tamafio de amplicones segun la PCR,

PCR anidada y posterior conteo de tripletes por secuenciacion directa de ADN para su correlacion.



RESULTADOS

La muestra consisti6 de un total de 42 individuos, 23 hombres (54,8%) y 19
mujeres (45,2%), pertenecientes a 9 familias ecuatorianas con al menos un caso
diagnosticado clinicamente con EH. Todos los participantes fueron
autodenominados mestizos ecuatorianos originarios del centro norte del pais.
Veinte y un pacientes, 15 hombres (71,4%) y 6 mujeres (28,6%), fueron
clasificados como sintomaticos por presencia de movimientos coreicos al
momento de la entrevista; los 21 participantes restantes fueron considerados
asintomaticos. El promedio total de edad fue de 36,5+ 15 anos, 44,6 + 8,7 afnos

para los individuos sintomaticos y 29 £ 6 para los asintomaticos.

El grupo de pacientes sintomaticos reflejé6 un promedio de repeticiones CAG de
56% 4,5 (49-62) en el alelo expandido, con una edad promedio de aparicion de
sintomas de 35 +8,3 afios. Entre los 21 familiares asintomaticos se encontraron
7(33,3%) casos positivos para la expansion de CAG con promedio de 57,8+ 9.06
(53-78) repeticiones, 12 (57,1%) de los individuos restantes presentaron en ambos
alelos un numero repeticiones de 15 a 28 con una media de 24+ 8,4. Del mismo
grupo, dos (9,6%) sujetos presentaron uno de sus alelos normales medianamente
expandido con 32 y 37 repeticiones respectivamente, clasificandolos como

mutable e intermedio (Figura 2).

No. Individuos

e e
S N BN O N
T

15 19 20 22 23 25 28 32 37 49 53 55 57 58 60 62 78
No. CAG

Figura 2: Distribucién del nimero de repeticiones en la poblacién de estudio.



El promedio total de repeticiones de los alelos expandidos fue de 56+ 7,9 (49-78).
No se observo diferencias significativas entre el numero de repeticiones y el
género del afecto (U Mann Whitney p=0,2), sin embargo existe una relacion
inversamente proporcional entre la edad de aparicion de los sintomas y el numero
de repeticiones CAG del alelo expandido, a mayor numero de CAG, mas temprana
la aparicion de los sintomas (r=-4,85 para la correlacion del coeficiente de
Pearson, p=0,026). Herencia paterna de la enfermedad fue detectada en
12(46,2%) pacientes, y herencia materna en 16 (53,8%); no existe relacion
significativa entre el numero de CAG y la herencia paterna o materna (U Mann
Whitney p=0,8). Se percibio inestabilidad en el numero de repeticiones CAG al
paso generacional tanto por via materna como paterna en 6 (21,4%) casos (Tabla
1), la mayoria de los cambios corresponden a expansiones o contracciones
pequenas de 2 a 7 repeticiones con excepcion de un caso particular de herencia
paterna con ganancia de 23 repeticiones. Una sola paciente, hija unica, refiere no
tener historia familiar de la afeccién, siendo considerada como caso de novo con
53 CAG. No fue posible acceder al material genético de su padre y el ADN de su
madre presentdé dos alelos dentro de lo normal con 23 y 25 repeticiones

respectivamente.

Datos sobre el tratamiento farmacolégico fue accesible en 10 (47,6%) casos; 40%
de los pacientes se encuentran bajo tratamiento sintomatolégico con Haloperidol,

20% con Fluoxetina + Haloperidol y 40% con Risperidona.



Tabla 1. Inestabilidad del numero de repeticiones CAG en el

paso generacional

Progenitor Hijo (CAG)n | Ganancia o Herencia
(CAG)n pérdida de
repeticiones
53 55 +2 Materna
53 57 +4 Materna
55 78 +23 Paterna
53 60 +7 Materna
55 53 -2 Paterna
55 53 -2 Materna
DISCUSION

La EH ha sido ampliamente estudiada a nivel mundial, sin embargo en el Ecuador
no existen datos epidemioldgicos ni genéticos claros. En este primer estudio
descriptivo ecuatoriano del estado de las repeticiones CAG del gen IT-15 en
pacientes clinicamente diagnosticados con EH y sus familiares en riesgo, 42
personas pertenecientes a nueve familias provenientes del centro y norte del pais
fueron analizadas; un total de 28 individuos presentaron expansioén en uno de sus
alelos. El rango y el promedio de repeticiones en los alelos normales fue similar a
lo reportado en algunas poblaciones como el caso de Brasil'', Estados Unidos y
Australia', sin embargo es ligeramente mas alta que la presentada en otros
paises latinoamericanos como Costa Rica, Argentina y Venezuela'™ ' . En
cuanto al alelo expandido los hallazgos fueron similares a los descritos en

11,14

poblacién argentina y brasilera y ligeramente mayores a lo encontrado en

Cuba, Eslovenia, Estados Unidos y Australia'®'® ' (Tabla 2). En concordancia con



publicaciones previas, nuestro estudio demuestra una relacion inversa entre la
edad de aparicion de sintomas y el numero de repeticiones CAG, confirmando que
a mayor numero de repeticiones, menor sera la edad de inicio de la

sintomatologia'® °

Tabla 2. Comparacién de datos obtenidos en poblacién afecta y no afecta en varios

estudios a nivel mundial

Estudio (Autor, afio) N Normal Expandido
Rango Rango
(Promedio) (Promedio)
Argentina (Gatto et al., 2012) 59 12-26 (17,8) 41-80 (53)
Brasil (Lima E Silva et al., 2000) 44 18-26 (22) 43-73 (50,6)
Costa Rica (Vazquez-Cerdas et al., 2012) 38 15-28 (17) 42-55 (46)
Cuba (Vazquez-Mojena et al., 2013) 130 13-29 (18,4) 39-73 (50,6)
Eslovenia (Peterlin et al., 2009) 281 N/D 37-59 (44,4)
Estados Unidos, Canada y Australia 1985 15-30 (20,2) 36-100 (44,2)
(Dorsey, 2012)
Venezuela (Paradisi et al., 2008) 279 11-31 (19) 35-112 (42)
Ecuador (Presente estudio) 42 19-30 (24) 49-78 (57)

Debido a la fluctuacién descrita en el numero de repeticiones CAG y el paso
generacional por inestabilidad meidtica, se observan pequefias ganancias y
pérdidas de tripletes en el 21,4% de los casos analizados, sin embargo, al igual
que en investigaciones previas no se encuentran diferencias significativas entre la

transmision materna o paterna '>%

. Sin embargo, un solo paciente con 78
repeticiones en el alelo expandido, presenta una ganancia significativa de 23
tripletes frente a su progenitor. Existen reportes sobre mayor inestabilidad

meidtica en espermatogénesis lo cual predispone a oscilaciones mas extensas en



cuanto al nimero de tripletes heredados por via paterna que por via materna?’,
dicha situacion se observa claramente en este caso al igual que en algunos
reportados en literatura "> '®. En un estudio realizado en biopsias testiculares de
pacientes con EH, se observd que las células en fase postmeidtica poseen el
mayor numero de repeticiones; asi un mismo paciente puede presentar gran
variabilidad en el numero de repeticiones CAG entre gametos y la expansion de
los tripletes ocurre independientemente de la fase de la meiosis ° Se ha
demostrado ademas, en modelos celulares, que la inestabilidad de tripletes esta
relacionada con dafios en la maquinaria de replicacion y reparacion del ADN lo
que podria guiar hacia la razén por la que en ciertas familias se observa mayor

inestabilidad que en otras *%.

Dos individuos asintomaticos de dos familias distintas, presentaron alelos
normales medianamente expandidos con 32 y 37 repeticiones respectivamente.
Segun modelos computarizados de calculo de frecuencias, se ha determinado que
la presencia de alelos intermedios y la posibilidad de pasar estos con mayor
numero de repeticiones a las generaciones subsiguientes es mayor en portadores
masculinos que en femeninos %%, sin embargo, es importante que estos pacientes,
independientemente de su género, sean asesorados genéticamente. Ademas se
ha demostrado en portadores de alelos normales expandidos, que el inicio de
sintomas puede darse en edad avanzada, entre la sexta y séptima década de

vida; el seguimiento neuroldgico y psiquiatrico es indispensable en estos pacientes
25

El tratamiento para la EH es en su mayoria de control sintomatico. Hasta la fecha,
la Unica droga aprobada por la FDA para el tratamiento de EH es la tetrabenazina
% se trata de una molécula huérfana que degrada prematuramente la dopamina y
que ha demostrado disminuir la corea hasta en un 50% controlando la
neurodegeneracion %', esta droga es generalmente utilizada en combinacién con
otras moléculas con el fin de controlar los diversos sintomas neuroldgicos vy

psiquiatricos 28 En el Ecuador, la tetrabenazina no se encuentra a disposicion en



el mercado por lo que las alternativas terapéuticas para la EH se limitan al control

sintomatico psicético y depresivo %°.

En conclusion, el diagndstico genético del gen IT-15 en familias ecuatorianas con
fenotipo sospechoso para EH es de vital importancia, estudios mas extensos en
las diferentes regiones y etnias del pais son necesarios para llegar a conocer de
mejor manera el comportamiento de la enfermedad de Huntington en el Ecuador.
El numero de repeticiones CAG en poblacion ecuatoriana se acercan a los
reportados en otros paises de la region y asi este primer reporte da una
aproximacion al conocimiento del estado de la enfermedad de Huntington en el

pais.

10
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