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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa y
progresiva del Sistema Nervioso Central que produce principalmente 3 tipos de
desordenes: alteracion en los movimientos, desOrdenes cognitivos y desordenes
emocionales. La prevalencia de la enfermedad a nivel mundial es de 5-10 por cada
100.000 habitantes.

La EH es un trastorno genético autosémico dominante producido por un aumento en el
numero de la tripleta CAG (glutamina) en el exén 1 del gen IT15 (HD), que codifica

para una proteina citoplasmatica llamada huntingtina.

La huntingtina posee un segmento de poliglutaminas “poliQ” a partir del residuo 17,
seguido de un segmento de repeticiones de prolina cerca del extremo N-terminal. El
segmento de poli Q, puede contener de 9 a 36 repeticiones de CAG en personas que no
poseen la enfermedad y mayor a 36 repeticiones en aquellos que manifiesta la

enfermedad.

Materiales y métodos: Se trabaj6 con 57 personas, correspondientes a 5 familias, en
las cuales un ancestro de la familia fue diagnosticado con la patologia. Se aisl6 ADN a
partir de sangre total y se amplifico un fragmento del gen IT15 mediante el disefio de
primers especificos. Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 3% y se

analizaron en el software ImageJ.

Resultados: Se pudo determinar que los pacientes C, E1, E, P, Q, K, Z, W, Y, X, H5,
H8 tienen la EH, ya que poseen un alelo normal (menor a 36 repeticiones CAG), y un
alelo expandido (mayor a 36 repeticiones CAG). De los 12 pacientes que presentaron

la patologia, uno padecia EH juvenil.
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ABSTRACT

Introduction: Huntington’s Disease is a progressive neurodegenerative disease of the
Central Nervous System that occurs mainly with three types of disorders: movement,
cognitive and emotional. The worldwide prevalence of the disease is 5-10 per 100,000

inhabitants.

HD is an autosomal dominant genetic disorder produced by an increased number of
CAG trinucleotide (glutamin) in the 1T15 gene (HD), exon 1, which encoded a

cytoplasmic protein called huntingtin.

The hungtingtin protein has a polyglutamine segment "poliQ" from residue 17,
followed by a proline repeats segment near the N-terminal extreme. The poly Q
segment may contain between 9 and 36 CAG repeats in healthy people and more than

36 repetitions in those who have the disease.

Materials and methods: We worked with 57 individuals, from five families in which
an ancestor of the family was diagnosed with the disease. DNA was isolated from
whole blood and a IT15 gen fragment was amplified throughout a specific primer
design. The results was visualized in 3% agarose gel and then analyzed with ImageJ

Software.

Results: We concluded that patients C, E1, E, P, Q, K, Z, W, Y, X, H5, H8 have HD,
due to have a normal allele (less than 36 CAG repeats), and one expanded allele
(greater than 36 CAG repeats). Only one patient had juvenile HD from the 12 patients
who had the disease in this study.

xii



INTRODUCCION

La enfermedad de Huntington HD, es una enfermedad Neurodegenerativa, que afecta al
sistema nerviosa central, afectando a determinadas reas del cerebro como la corteza cerebral
y el estriado “Putamen y nucleo caudado”, su origen es genético (Christopher A. Ross, 2002),
el gen causante se heredad de forma autosémica dominante, fue identificado por primera vez
por J. Gusella en 1993. El gen llamado IT15, o gen HD, se localiza en el cromosoma 4p16.3,
entre los marcadores D4S127 y D4S180 (Christopher A. Ross, 2002). Esta patologia afecta de
5 a 10 individuos por cada 100.000 habitantes (I & Sharon R, 2010).

En individuos normales, el gen contiene un segmento con repeticiones Citosina-Adenida-
Guanina (CAG) de 9 a 35 repeticiones, en pacientes con la enfermedad tienen una expansion
anormal del triplete de bases (CAG), la mutacion causante de la enfermedad produce una
expansion del tripletes de bases (CAG), en pacientes con la enfermedad la repeticion de las

bases supera las 36 repeticiones (Benitez-Barrueco, 2002).

El gen codifica un polipéptido de 3.144 aminodcidos con un peso molecular estimado en 348
kD, y se la denomina huntingtina htt (Ivan Pefiuelasa C. d., 1997).

Esta proteina se expresa en muchos tejidos, aunque la muerte celular en enfermedad de
Huntington se restringe a neuronas especificas de regiones cerebrales concretas “corteza

cerebral y el estriado”.

Estas proteinas defectuosas o mutadas originan la formacion de cuerpos de inclusion y
agregados amiloideos insolubles en el citoplasma y/o en el nucleo de las neuronas afectadas

originando de distintas manera la neurodegeneracion.

El objetivo de este estudio consistié en determinar la mutacién que existe en el gen IT15 en

los individuos participantes del mismo, mediante el uso de técnicas de biologia molecular, con



el fin de conocer como se esta expresando el gen en dichos individuos asi como determinar un
numero aproximado del de repeticiones del trinucledtido CAG, esta investigacion es una de las
pionera en el tema y servira para que en un futuro se inicien investigaciones similares
relacionadas con la mencionada patologia.



CAPITULO |

1.1. JUSTIFICACION

En el Ecuador, se esta iniciando el estudio genético molecular de enfermedades
neurodegenerativas, por lo cual no existe ningun antecedente de estudios relacionados con la
enfermedad de Huntington (EH) que se caracteriza por presentar una serie de movimientos
anormales involuntarios cominmente llamado corea. La presente investigacion es pionera a
nivel nacional; es necesario indicar que los resultados encontrados por el grupo de
investigacion de Paz y Mifio C, y col. 2012, en estudios similares de neuropatologias, han sido
un esfuerzo para establecer evidencias que sugieren que a nivel de genética molecular se
encuentran las mutaciones en los genes de mencionadas enfermedades en la poblacion del
Ecuador; y por otro lado ayudara al diagnostico certero de la enfermedad de Huntington y

otras enfermedades neurodegenerativas.



Cabe indicar que las muestras obtenidas, se analizaran con tecnicas de biologia molecular
como la reaccion en cadena de la polimerasa “PCR”, con lo cual se obtendran resultados
concisos que soporten al diagndéstico clinico de la patologia, de esta manera el médico sabra
con certeza que se trata de un paciente con EH, por consiguiente el tratante sabré proporcionar
un mejor manejo clinico de sus pacientes, iniciando un tratamiento para mejorar la calidad de
vida del paciente, es decir calmar los movimientos involuntarios. En pacientes que ya tienen
un diagnostico clinico de la enfermedad de EH, se corroborara con las evidencias moleculares

de la patologia.

A través de esta investigacion se pretende determinar el nimero de tripletas CAG en el exén 1
del gen IT15, que estén presentes en individuos con antecedentes familiares de la enfermedad
de Huntington y que hayan sido atendidos en diferentes unidades operativas de salud publica
del Ecuador en el afio 2012. Cabe indicar que los individuos analizados podrian pertenecer a

familias cuyos miembros podrian tener alto riesgo de desarrollar esta la neuropatologia.

Es muy importante el diagnostico genético-molecular de esta enfermedad autosémica
dominante; ya que la descendencia de los pacientes diagnosticados tendria hasta un 50% de
posibilidad de presentar la enfermedad en una edad igual o mayor a 35 afios (J.C. Arango-
Lasprilla, 2003). Cabe recalcar que la edad tipica de aparicion es entre los 35 y 40 afios,
aungue es posible su inicio a cualquier edad, en el 10% de los casos se produce la aparicion
antes de la segunda década de la vida, un 5% antes de los 14 afios y un 1% antes de los 10
afios. (Molon, Saez, & Alcocer, 2010).

Por otro lado podemos puntualizar que la prevalencia de esta enfermedad a nivel mundial es
de 5 a 10 afectados por cada 100.000 habitantes (I & Sharon R, 2010) (J.A.Burguera, 1997).

La contribucion potencial para la Escuela de Bioanalisis de la Pontificia Universidad Catélica
del Ecuador, es incursionar en esta area de pesquisa para desarrollar proyectos de
investigacion bésica relacionados con estas enfermedades neurodegenerativas que aumentan

conforme se prolonga la esperanza de vida del ser humano.



1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Huntington o Corea de Huntington, fue descrita por primera vez en 1872,
por el Dr. George Huntington, un médico que habia observado a una familia de Long Island,
Nueva York, debido a que presentaban una serie de movimientos descoordinados (George
Huntington, 1872)(Ersoy, 2007) (Thompson, 2008).

Esta patologia es una enfermedad neurodegenerativa, ya que produce una degeneracion en el
cuerpo estriado (nucleo caudado y putamen) ocasionando una apoptosis neuronal, debido al
aumento del trinucledtido citosina adenina guanina (CAG), en el exon 1 del gen IT15 (Leite,
2001).

En Ecuador no existe ningln tipo de estudio publicado sobre esta enfermedad. Esta
investigacion representa un esfuerzo para establecer un diagnéstico genético molecular de la
Enfermedad de Huntington (EH), y a la vez iniciar una serie de investigaciones futuras
relacionadas con la mencionada patologia. Al ser esta una enfermedad neurodegenerativa,
progresiva y con un final tragico y devastador, es necesario identificar y conocer la realidad
genética de la poblacion ecuatoriana que porta la mutacion, para que el médico clinico inicie el
tratamiento disponible para mejorar la calidad de vida del paciente, asi como apoyar con un
asesoramiento psicologico para los familiares del paciente, asi mismo es indispensable
implementar métodos diagndsticos confirmatorios por laboratorio como apoyo al proceso del
diagnostico clinico diferencial, ya que muchas veces los sintomas de esta enfermedad se
pueden confundir con otras patologias, por ejemplo con Parkinson, Alzheimer y otros tipos de
Coreas. En los pacientes que aun no inicien con la sintomatologia, pero presenten una
expansion en el exon 1 del gen IT15 servira para dar un asesoramiento psicologico a los

familiares del paciente.

El diagndstico que realizan los neurdlogos es un diagnostico clinico con un criterio de
evaluacion de signos y sintomas, basado en examenes de imagenes junto con el andlisis de

movimientos involuntarios, trastornos emocionales y antecedentes familiares.



Debido al costo que implica un diagnostico genético molecular no todas las personas tienen
acceso a esta prueba por eso es necesario indicar que muchas veces los sintomas de dicha
patologia se confunden con otras enfermedades que presentan movimientos similares como

Parkinson y otro tipo de Coreas.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la mutacion en el exén 1 del gen IT15 en los individuos con antecedentes
familiares de la Enfermedad de Huntington, atendidos en diferentes unidades operativas de
salud publica del Ecuador, en el afio 2012.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion

de la mutacion en el exdn 1 del gen IT15.

e FEstablecer la frecuencia del desorden autosémico dominante de la Corea de

Huntington en los participantes de este estudio.

e Analizar y correlacionar los hallazgos clinicos con los resultados obtenidos de la

investigacion.

e Establecer el niUmero aproximado de repeticiones de las tripletas CAG en los pacientes

participantes en el estudio.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

La Corea de Huntington es una patologia que produce principalmente 3 tipos de desordenes,
los cuales son: alteracion en los movimientos, desordenes cognitivos y desordenes
emocionales. En 1872, el Doctor George Huntington en su articulo titulado “On Chorea”, dio
la primera descripcion de la enfermedad de Huntington (Ersoy, 2007) (George Huntington,
1872). Dicho investigador realizd su estudio en un arbol genealdgico norteamericano de
ascendencia inglesa (Thompson, 2008). Con lo cual plante6 3 conclusiones: la primera fue que
se trataba de una enfermedad de origen hereditario, la segunda conclusion a la que llego fue
que aquellos individuos que padecian la enfermedad tenian tendencias suicidas acompafadas
de demencia y por ultimo que la enfermedad se manifestaba siendo adulto y la condicién se

agravaba con la edad (George Huntington, 1872).



A partir de ese momento, se han realizado un sinnimero de estudios para determinar las
causas de aparicion de esta enfermedad, el gen causante, la prevalencia, la clinica de la
enfermedad, posibles tratamientos, y uno muy importante es la relacion que existe entre la

repeticion del nimero de tripletas CAG y la edad de aparicion de la enfermedad.

Un estudio realizado en la regién Grampian en Escocia, demuestra que existe una correlacion
negativa entre el nimero de repeticiones de tripletas CAG y la edad de inicio de la enfermedad
de Huntington, es decir, que cuanto mayor sea el numero de repeticiones, mas temprano
aparece la enfermedad (Sheila A Simpson, 1993). Otra investigacion similar realizada en
Costa Rica corrobord dicha correlacion (Melissa Vasquez-Cerdas, 2008), existen otros
factores aln no esclarecidos que intervienen en la edad de aparicion de la enfermedad (Sheila
A Simpson, 1993). Es necesario mencionar que la prevalencia de esta patologia es mas
elevada en las costas del lago Maracaibo en el estado de Zulia en Venezuela, la alta
prevalencia se puede deber a un suceso evolutivo llamado efecto fundador (Irene Paradisi,
2007) (Wexler et al., 2004).

Los linajes venezolanos comprenden 18.149 individuos que abarcan 10 generaciones, que han

sido estudiadas durante muchos afios en distintos temas (Wexler et al., 2004).

2.2. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La enfermedad de Huntington, es una enfermedad neurodegenerativa y progresiva del sistema
nervioso central, afectando a determinadas areas del cerebro, en donde las neuronas se
degeneran y se produce la muerte celular programada. Este desorden es un trastorno genético
producido por una mutacién dinamica que se debe a un aumento en numero de tripletas CAG
en el exon 1 del gen IT15 o HD el cual codifica una proteina citoplasmatica llamada
huntingtina htt”; que esta localizado en el cromosoma 4p16.3 Existen varias hipotesis que
tienden a explicar la muerte neuronal en la EH, como son la disminucion del metabolismo
energético, alteraciones de la funcion mitocondrial, estrés oxidativo y neurotoxicidad (Leite,
2001) (I. Tasset, 2009) (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004).



2.2.1. ASPECTOS CLINICOS

La clinica sintomatoldgica de los pacientes con la enfermedad de Huntington se basa en tres
principales grupos de sintomas, como son: los cambios fisicos o motores, cognitivos y
emocionales los cuales se desarrollan gradualmente (Christopher A. Ross, 2002) (Hughes,
Donald C. Lo and Robert E., 2010).

2.2.1.1. Cambios fisicos o motores

Estos cambios principalmente se presentan de dos tipos de movimientos: los involuntarios
anormales y los voluntarios. Entre la variedad de movimientos que sufren estos pacientes, el
movimiento clasico es la corea, proviene de la palabra griega que significa “baile”, la

severidad de la corea progresa segun el grado de enfermedad.

La distonia, es la contraccion involuntaria de los mdsculos, la torpeza, lentitud de
movimientos, movimientos oculares anormales, falta de coordinacion, rigidez y alteraciones al

andar son muchos de los trastornos que presentan personas con EH.

2.2.1.2.  Desordenes cognitivos

Este tipo de trastornos generalmente inician al mismo tiempo que los movimientos anormales,
aunque algunos pacientes pueden tener un considerable dafio motor con una disminucién del
dafio cognitivo. Los pacientes con EH, parecen tener problemas en la recuperacion de
recuerdos, mas no en el almacenamiento de recuerdos como sucede en el enfermedad de

Alzheimer.
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2.2.1.3. Deso6rdenes emocionales

Este tipo de desordenes pueden ser los mas molestos para el paciente, la familia y el tratante.
Estos trastornos van desde depresién, conductas obsesivo-compulsivas, apatia, irritabilidad,
conducta delirante y en raras ocasiones también alucinaciones (Christopher A. Ross, 2002).

Algo muy importante es que en los pacientes con EH, la tasa de suicidios es elevada (Hughes.,
2010). Muchos afios atras el Dr. George Huntington en su articulo habia llegado a esa
conclusion (George Huntington, 1872).

2.2.2. FISIOPATOGENIA

La EH es una enfermedad que se produce por mutaciones caracterizadas por el aumento del
nimero de repeticiones de tripletas CAG en el gen IT15. La tripleta CAG codifica el
aminoacido glutamina. El gen IT15 codifica la proteina huntingtina (Leite, 2001) (Group,
1993). Esta proteina posee un segmento de poliglutaminas “poliQ”, a partir del residuo 17,
seguido de un segmento de repeticiones de prolina cerca del extremo N-terminal (Cattaneo E,
2005) (Hughes, Donald C. Lo and Robert E., 2010). EI segmento de poli Q, puede contener de
9 a 36 repeticiones de CAG; en funcion a ello, la proteina presenta un tamafio de alrededor de

3136 aminoacidos con un peso molecular de 348 kDa (l. Tasset, 2009).

2.2.2.1.  Huntingtina

La htt, estd presente en el nucleo, cuerpo celular, dendritas, terminales nerviosas de las
neuronas y también se encuentra en algunos organelos como son aparato del Golgi, reticulo

endoplasmico y mitocondrias. (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004).

En diferentes estudios se han puesto en manifiesto las distintas funciones que se le atribuye a
la htt:
- Participacion en el desarrollo embrionario de vertebrados.

- Comunicacion interneuronal
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- Regulacion transcripcional.
- Trasporte intracelular “Complejo dinactina”

- Papel prosupervivencia.”Protege de apoptosis por estrés”

La htt en condiciones normales contiene de 9 a 36 repeticiones CAG, mientras que la forma
mutada (mhtt) contiene méas de 36 repeticiones de tripletas CAG (Christopher A. Ross, 2002)
(Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). La mhtt altera la transcripcién de genes y esto se
debe a la formacion de agregados intracelulares o por el secuestro de importantes factores de
transcripcion. La htt interviene en la regulacion transcripcional, plegamiento de proteinas y la
degradacion de proteinas (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004).

2.2.2.2.  Regulacién transcripcional

La transcripcion de ADN en ARN, es uno de los procesos méas controlados en la célula, la
expresion de genes que codifican para proteinas esta regulada de un modo muy elaborado
mediante los promotores, la presencia de secuencias regulatorias potenciadoras (“enhancers”)
y la interaccion entre mualtiples proteinas activadoras o inhibidoras que actuan mediante su

unidn a secuencias especificas de reconocimiento al ADN (UNNE, 2010).

Es evidente que la htt tiene un rol importante en la transcripcién y una variedad de métodos
han demostrado que la htt y la mhtt interactian con muchos factores de transcripcion es decir
proteinas que intervienen en la transcripcion de ADN como son CREB, “CAMP response
element-binding”, REST- R1-silencing transcription factor” , TAF II 130 “activation of a
fuction of transcription 130 ”, TATA “Box TATA”.

Analisis en microarrays (chip de ADN) han demostrado gue una serie de vias de transcripcién

se ven afectadas en esta patologia (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004).
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2.2.2.3. Chaperonasy el proteosoma

Dentro de las células las proteinas son continuamente degradadas en aminoacidos y a esa

misma velocidad son remplazadas por proteinas recién sintetizadas (Bioquibi, 2010).

Varias chaperonas moleculares se encargan del correcto plegamiento de las proteinas recién
sintetizadas, pero muchas veces este proceso puede ser infructuoso; asi las proteinas deben ser
replegadas correctamente 0 a su vez pueden ser degradadas por el sistema Ubiquitina-
Proteosoma “UPS”. Las principales chaperonas que cooperan para facilitar el proceso de
plegado y conformacion de polipéptidos en forma soluble son la Hsp70 y Hsp40. La
agregacion es una caracteristica de las proteinas anormalmente dobladas, razén por la cual si
la produccion de estas proteinas excede la capacidad de degradacion de la célula, estos
polipéptidos pueden formar agregados intracelulares insolubles. EI UPS es el encargado de
impedir la agregacion, pero en ocasiones cuando no son capaces de hacer frente a la tasa de
produccion de la proteina mal plegada, se forman dichos agregados (Christian Landles &
Gillian P.Bates, 2004).

2.2.2.4. Plegamiento alterado de la proteina

Htt al igual que otras proteinas poliQ, interactian con la familia de chaperonas Hsp 70 y Hsp
40, en donde se ha encontrado agregados celulares en modelos animales con la enfermedad
poliQ, por lo que esto sugeriria que el deterioro del plegamiento de la proteina induce la
enfermedad de Huntington (Bates G, 2003). Lo que se define como un plegamiento alterado
de la proteina. La inhabilitacién de las chaperonas en los agregados, disminuye la cantidad de
chaperonas que se encuentran disponibles en la célula, aumentando de esta manera el nimero

de proteinas con esta alteracion de plegamiento.
Hay evidencias que sugieren que solo ciertas subclases especificas de chaperonas afectan a la

agregacion de poliQ. Mediante un ensayo de interferencia de ARN (ARNi) en cepas de

gusanos, Nollen y sus colegas lograron identificar solo dos Hsp70s “proteinas de choque
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térmico y un miembro de las proteinas Dnaj “chaperonas de dominio J” que afectan la

agregacion en esta patologia (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004).

2.2.2.5.  Fallo del sistema ubiquitino-proteosomico.

Por otro lado si las chaperonas moleculares no son capaces de replegar correctamente las
proteinas anormales, se induce su ubiquitinacién (marcado de una proteina con ubiquitina)

para dirigirse al proteosomay su posterior degradacion.

En la EH y otras enfermedades neurodegenerativas, se han encontrado inclusiones para ser
ubiquitinizadas junto con varias subunidades del proteosoma, lo que sugiere un fallo en la
maquinaria de degradacién de la célula (Bates G, 2003), es decir trastornos en el sistema

ubiquitina-proteosoma.

Varias evidencias han indicado que el deterioro en el UPS, es fundamental en la patogénesis
de la enfermedad poliQ (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). El proteosoma eucariota,
es incapaz de digerir péptidos que contienen de 9-29Q residuos, razén por la cual estos
péptidos deben ser degradados por una hidrolisis adicional por peptidasas no identificadas. Por
lo tanto, el intento de degradacién de los fragmentos patégenos poliQ, puede dar lugar a una
agregacion de fragmentos para salir del proteosoma, el fracaso de estas vias da lugar a la una
mala funcién del proteosoma. La htt causa una inhibicion de los UPS, y la agregacion de

proteinas perjudica directamente la funcion del UPS.

2.2.2.6.  Alteraciones del metabolismo energético y de la funcién mitocondrial

El cerebro consume alrededor del 20% del oxigeno circulante, en relacion con su peso relativo
2%, debido a que las neuronas presentan una elevada actividad metabdlica, estas obtienen la

energia de manera casi exclusiva a partir del metabolismo aerdbico de la glucosa.

El proceso de fosforilacion oxidativa mitocondrial, en condiciones aerdbicas constituye la

principal y mas eficaz via de sintesis de ATP, el cual consiste en el transporte de electrones a
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través de una cadena de cinco complejos enzimaticos que se localizan en la membrana
mitocondrial interna, que estan interrelacionados mediante moléculas de la coenzima Q1o 0 del
citocromo c. Mediante este proceso se logra oxidar los equivalentes reductores (NADH y
FADH>) y canalizar el flujo de electrones hacia el aceptor final del hidrégeno, que es el
oxigeno. La energia que se libera en estas reacciones es utilizada para bombear protones desde
el interior de la matriz mitocondrial hacia el espacio inter-membrana, logrando asi generar un
gradiente de pH a través de la membrana mitocondrial interna, cuya energia se emplea en la
produccion de ATP a partir de ADP y fosforo inorganico (Pi)(Rubio JC, 1998).

En EH existe un déficit del 55% en la actividad de los complejos mitocondriales Il y I11; y de
un 25% del complejo 1V, en el caudado y putamen. La falta del complejo 1l mitocondrial, se
caracteriza por la disminucion de la oxidacion de los sustratos dependientes de FADH2, como
el succinato y en la oxidacion normal de los dependientes de NADH, como el malato, mientras
que el bloque del complejo Il altera la oxidacién en ambos. Sin embargo cualquier déficit
enzimatico que afecte a la cadena respiratoria, va a afectar de manera importante al

metabolismo celular (Hughes., 2010).

Mediante la tomografia computarizada por emision de fotones individuales (SPECT) se
evidencia que en EH, hay una disminucién de la perfusion sanguinea cerebral, detectada
incluso en los portadores presintomaticos de la mutacién. Estudios realizados con tomografia
por emision de positrones de F-18 fluorodeoxiglucosa (FDG-PET) en pacientes con EH,

revelan la disminucion del patrén tipico de la actividad metabdlica cerebral (Leite, 2001).

2.2.2.7. Estrés oxidativo

La formacion de radicales libres es responsable de cerca del 2% del consumo del oxigeno
usado en la respiracion. Estos radicales libres se generan en la mitocondria durante el
transporte de electrones en la cadena de fosforilacion oxidativa; estas especies reactivas de
oxigeno “ERQO”, pueden generar reacciones en cadena con moléculas de todas las estructuras
celulares, ya sean proteinas, lipidos de membrana, acidos nucleicos y alteran su funcion, este

tipo de alteraciones se denominan estrés oxidativo. El principal blanco de ataque de las ERO,
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es el ADN mitocondrial, debido a su localizacion en la matriz mitocondrial, a la falta de

histonas y a su mecanismo de reparacion limitados (Leite, 2001).

En pacientes con EH, existe un aumento en las deleciones del ADN mitocondrial en los
I6bulos temporal y frontal de la corteza, asi como un aumento de la concentracion de 8-
hidroxi-deoxiguanosina, un marcador de lesion oxidativa del ADN, en el caudado y en la
corteza frontal (Leite, 2001).

2.2.3. DIAGNOSTICO CLINICO

El diagndstico de la enfermedad de Huntington, se basa principalmente en el analisis de los
sintomas clinicos y signos de una persona que tenga un padre comprobado con dicha
patologia. Es obligatorio tener un historial preciso del paciente junto con la sintomatologia
ademas de un historial familiar detallado; cuando se tiene toda esta informacion, el
diagnéstico no es muy dificil, aunque existen algunos casos que presentan similar
sintomatologia y pueden ser engafosos; existen también casos en los que no se conoce al
antecesor con dicha patologia debido a que ha muerto a temprana edad por alguna otra causa,
en estos casos el cuadro clinico puede ser dificil de reconocer, en dichos casos es muy
importante solicitar informacion antigua de las historias clinicas y los informes de autopsia. El
“gold standard” o prueba de oro es la determinacion de ADN, para demostrar que el individuo
presenta una repeticion de CAG al menos de 36 repeticiones en gel de la huntingtina en el

cromosoma 4.

Actualmente los criterios clinicos necesarios siguen siendo cambios motores, desordenes
cognitivo y emocionales, con la combinacion del historia familiar, que es necesario para el

diagnostico de dicha patologia (Roos, 2013).

En los casos en los que los movimientos coreicos son los mas importantes, es de vital
importancia el diagndéstico diferencial, ya que la EH comparte dichos movimientos con otras

enfermedades que pueden tener origenes de tipo hereditario, reumatico e inducido por drogas.
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En aproximadamente el 1% de los casos que son diagnosticados como EH por el clinico, la
prueba genética no confirma su diagnostico. Estos son los llamados fenocopias de la
enfermedad de Huntington. Una fenocopia es un sindrome fenotipicamente caracteristico de
un genotipo determinado, pero producido por causas que no tienen un origen genético. En las
fenocopias de la EH, poseen un sindrome fenotipicamente simulador de la EH, pero es
producido por cualquier otra causa diferente a la mutacidn genética que existe en el exén 1 del
gen IT15, ya sea genético o no. En una revision reciente realizada por Wild Ej vy
colaboradores, definieron que la fenocopia de la EH debe cumplir 3 criterios:
-Trastornos de movimientos compatibles con EH.
-Estudio genético negativo.
-Al menos unos de estos tres puntos:
-Patron familiar autosdmico dominante
-Deterioro cognitivo

-Sintomas psiquiatricos.

Por lo tanto, pueden existir fenocopias con un patron hereditario de tipo autosémico recesivo,
0 a su vez sin deterioro cognitivo 0 sintomas psiquiatricos; siempre y cuando el estudio
genético para la enfermedad de Huntington sea negativo. A continuacion se encuentra en las
tabla 1 enfermedades autosdmicas dominantes que producen corea, y en la tabla 2

enfermedades autosomicas recesivas que producen corea (Garcia, 2011).
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TABLA N°1 ENFERMEDADES AUTOSOMICAS DOMINANTES CAUSANTES DE
COREA

TABLA | Enfermedades AD causantes de corea
Enfermedad Cromosoma | Gen Proteina Edad inicio | Caracleristicas clinicas/PGC Distribucidn
(afios) geogrifica
EH 4p15 [T15/HD/ Huntingtina <30 Corea, parkinsonismo, distonia,
Huntingtin demencia, sintomas psiquidtricos
HDL1 20p12 PRNP PP 20-40 Fenotipo EH + prionopatia (demencia, | Suecia
piramidalismo, mioclonias, sintomas
psiquidtricos)
HDL2 16924.3 JPH3 Junctofilina-3 25-45 Fenotipa EH, distonia sin corea Rarza negra de
Algunas formas fenotipo Westphal Africa del Sur
10% acantocitos
HDL4 (SCA-17) | 6g27 TBP TATA-box binding | 25-40 Ataxia, 20% corea, demencia, epilepsia, | Alemania
proteina piramidalismo, A PESS, A PET/SPECT Japdn
RM: atrofia cerebelo y ribeteado palidal
SCA1 Bp23 ATHNT Ataxina 1 30-40 ADCA-1, PNP, atrofia cerebelo (RM)
SCA2 12g24 ATHNZ Ataxina 2 30-40 ADCA-1, PNP, atrofia cerebelo (RM)
SCA3 14g32.1 ATXNS Ataxina 3 20-50 ADCA-1, PNP, atrofia cerebelo (RM)
(Machado-Joseph)
SCAT 3p ATHNT Ataxina 7 20-50 ADCA-II, atrofia cerebelo (RM)
ADRPL 12p1331  |Atophin1 | Atrofina 1 <20 Epilepsia mioclonica progresiva Japén
=40 Ataxia, corea, demencia
Atrofia cerebelo y tronco (RM)
Neuroferritinopatia | 19g13 FTL Polipéptido 40 Asimetria, distonia oromandibular, Gran Bretafia
ligando del Fe corea, parkinsonismo, demencia, ataxia
Ferritina sérica baja, A RM, biopsia m.
Corea hereditaria | 14913 TIF-1 Factor de ranscripcion | Infancia | Corea no progresiva
benigna yotros) |tiroideo 1 A pulmonares y tiroides

*ADRPL: atrofia dentadorubropalidoluisiana; EH: enfermedad de Huntington; HDL: Huntingtan disease like; SCA; atrofia espinocerebelosa. ADGA-I: ataxia cerebelosa
autosdmica dominante tipo |: ataxia cerebelosa progresiva con oftalmoplejia, demencia, atrofia dptica, signos extrapiramidales, o amiotrofia (SCA1-4, SCAS, SCA12,
SCA13, SCA17, SCA21, SCA27,SCA28). ADCA-I: Ataxia cerebelosa autosdmica dominante tipo II: semiologia superponible a ADCA-1 + degeneracién pigmentaria
retina (SCAT). Las entidades ADCA-IIl cursan con ataxia pura de inicio tardio y no producen corea (SCAS, SCAB, SCA10, SCA11, SCA14-16, SCA19, SCA22, SCAZS,
SCAZ6).

(Garcia, 2011)
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TABLA N°2 ENFERMEDADES AUTOSOMICAS RECESIVAS LIGADAS A X
CAUSANTE DE COREA

TABLA Il Enfermedades AR y ligadas a X causantes de corea
Enfermedad Cromosoma | Gen Proteina Edad inicio | Caracteristicas clinicas/paraclinicas | Distribucion
(afios) geogrifica
HOL3 (AR) 4p15.3 No conocido | No conocida 3-4 Corea, parkinsonisma, distonia, retraso Arabia Saudi
psicomotor, demencia, piramidalismo, (2 familias)
ataxia y otras A marcha
Corea-acantocitosis | 9921 VPS13A Coreina 20-30 Distonia oromandibular y mutilaciones
(AR) Corea, tics, parkinsanismo, demencia
Acantocitos, TCK, TPH, A RM
Sindrome de Xp21 XK Ag Kell eritrocito | 40-60 Corea, parkinsonismo, distonia,
McLeod (ligado a X) s. psiquidtricos, demencia, epilepsia, NP,
miopatia, cardiopatia, anemia
PKAN (AR) 20p13 PANK2 PANK2 Infancia Distonia oromandibular, parkinsonismo,
espasticidad, demencia, corea
10% acantocitos; RM: “ojo de tigre”
Enfermedad de 139143 ATPTB ATPTB 20-30 Distonia, parkinsonismo, demencia,
Wilson (AR) %, psiquidtricos, raro corea, hepatopatia
Anillo Kayser-Fleischer, Leeruloplasmina
Leupremia, Tcupruria; A RM, biopsia h.
Maxia de Friedreich | pd X25 Frataxina <20 Mtaxia cerebelosa, nistagmo, arreflexia,
(AR) escoliosis, pie cavo, cardiopatia, DM

(Garcia, 2011)

2.24 MARCO CONCEPTUAL

2.2.3.1. Corea

La palabra corea proviene de la palabra griega Koreia, que significa danza: en estos pacientes
su principal alteracion son los movimientos incontrolados de las extremidades y todo el cuerpo
en general y de esta manera podemos indicar que la corea tiene una serie de movimientos
rapidos, bruscos, involuntarios y descoordinados sin un propdsito; los cuales tienen una
predominancia generalmente en la cara, lengua y miembros superiores con flexion de los

dedos, abduccidn del brazo y gesticulaciones grotescas (Hernan Vélez A, 2002).

2.2.3.2.  Mutaciones dinamicas

Las mutaciones dinamicas envuelven un grupo de mutaciones o alteraciones genéticas que han

sido identificadas en los ultimos afnos. Estas mutaciones consisten en un incremento del
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numero de repeticiones de un determinado trinucledtido que se asocia a un grupo de patologias
neuroldgicas y/o neuromusculares concretas, en el caso de este estudio es el aumento del
trinucleétido CAG que se evidencia en la enfermedad de Huntington. Estas mutaciones se
caracterizan por presentar una inestabilidad inter e intrageneracional, y tienen la peculiar
caracteristica de presentar una relacion inversamente proporcional entre el ndmero de
repeticiones y la edad de aparicion de los primeros sintomas “anticipacion genética” (Benitez,

1999).

2.2.3.3. Enfermedad de Huntington

“Se define como una enfermedad neurodegenerativa de naturaleza hereditaria familiar, de
caracter autosémica dominante cuya expresion se encuentra en un gen del cromosoma 4.
Fue descrita inicialmente en el lago Maracaibo, Venezuela, y con algunos grupos familiares

encontrados en Colombia, como ¢l de Juan de Acosta “Atlantico” (Hernan Vélez A, 2002).

Las manifestaciones clinicas méas importantes son motoras, movimientos coreicos y distonicos,
parkinsonismo, incoordinacion, disartria y ataxia. También presentan un sindrome demencial

tipo subcortical, deterioro general progresivo y muerte en el transcurso de 10 a 15 afios.

En la anatomia patoldgica se evidencia cambios atréficos microneuronales en el putamen,
nucleo caudado, globos-palidus y talamo con miosis reactiva. Existe una reduccion importante
en neurotransmisores como gaba-acetilcolina, sustancia P, encefalinas y colecistoquininas,
mientras que también existen otras sustancias que se encuentran elevadas como son:

dopamina, norepinefrina y péptido intestinal vasoactivo.

La edad caracteristica de aparicion de la patologia es entre los 35 y 45 afios, aunque es posible
su inicio a cualquier edad. En el 10% de los casos la paricion de la patologia se produce antes
de los 20 afios, un 5% antes de los 14 afios y el 1% antes de los 10 afios, la edad de aparicion
de la enfermedad varia dependiendo del nimero de tripletas CAG que posee cada individuo.
En este subtipo juvenil se ha visto que el 70-80% de los casos la transmision es paterna
(Molén, Saez, & Alcocer, 2010).
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2.2.3.4. Ndadcleo caudado y lenticular

En conjunto, las 2 areas cerebrales forman el cuerpo estriado. A su vez el cuerpo estriado se
divide en el neoestriado, compuesto por el nicleo caudado y putamen, y el paleoestriado o

globo pélido. La reunién del globo palido y el putamen constituye el ndcleo lenticular.

El nucleo caudado ocupa una posicion caracteristica en la pared lateral del ventriculo lateral y
consta de 3 partes: cabeza, cuerpo y cola. La cabeza del nicleo caudado forma un relieve
evidente en el asa anterior de ventriculo lateral. Aproximadamente a nivel del agujero
interventricular, el caudado disminuye de tamafio pero sigue en sentido caudal como cuerpo

del nacleo caudado por la parte lateral del cuerpo del ventriculo lateral (Haines, 2003).

2.2.3.5. Gen IT15- Huntingtina

EL gen que muta en la enfermedad de Huntington es conocido como IT15 o también
huntingtina, se encuentra en un extremo del cromosoma 4. Los genes son segmentos de la
doble hélice del ADN, que codifican la informacion para la elaboracion de proteinas. Este
gen, incluso en gente normal, contiene una especie de tartamudeo molecular, pues en él se
repite el triplete CAG entre 9 y 36 veces en su exdn 1, mientras que en las personas que

padecen la enfermedad se puede repetir hasta 250 veces (Leite, 2001).

2.2.3.6. Proteosoma

El proteosoma es un complejo macromolecular que se encuentra compuesto por maltiples
subunidades proteicas, las que sirve para degradar proteinas de manera selectiva, entre otras
funciones encontramos:

o Destruccion de proteinas malformadas

o Papel regulador como parte del sistema ubiquitina
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o Diferenciacion celular

o Sistema inmunoldgico (inmunoproteosoma)
o Regula el ciclo celular

o Ayuda a la defensa contra toxinas

o Se asocia a la hidrolisis de ATP

o Es una maquinaria degradativa de proteinas

2.2.3.7.  UPS (Sistema Ubiquitina Proteosoma)

Es el sistema en el cual las proteinas son degradadas, consiste primeramente en el marcaje de
las proteinas a ser eliminadas, son marcadas por una pequefia proteina llamada ubiquitina,
luego de que las moléculas a eliminar se encuentren unidas a la ubiquitina, la enzima
ubiquitina ligasa, es la encargada de agregar mas proteinas de ubiquitina, dando como
resultado la formacion de una cadena poliubiquitinica que le permitird posteriormente al
proteosoma identificar y degradar la proteina. Por ende el proceso de ubiquitinizacion
conjuntamente con el proceso de degradacion proteosémica recibe el nombre de sistema

ubiquitina-proteosémico.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1. TIPODEESTUDIO

Esta investigacion tiene un disefio transversal descriptivo, que se llevo a cabo con pacientes
de distintos centros hospitalario publicos con un diagnéstico presuntivo de la enfermedad de

Huntington.

Esta investigacion se llevo a cabo con un muestreo no probabilistico intencionado debido a
varios factores: la muy baja prevalencia enfermedad, presupuesto limitado y al alto costo del
procesamiento de las técnicas a ejecutar. La seleccion de pacientes se determind tomando en
cuenta a todos los pacientes con un diagnostico presuntivo de la enfermedad de Huntington y a

sus familiares en riesgo.

3.2. POBLACION-AMBIENTE-PERIODO

Poblacion: Pacientes que tienen un diagndstico presuntivo de la enfermedad de Huntington y
familiares de dichos pacientes que deseen participar en la investigacion, se tomaron los
pacientes de los siguientes hospitales:
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-Hospital Pablo Arturo Suarez “Quito”

-Hospital de Especialidades Médicas Eugenio Espejo “Quito”
-Hospital Pediatrico Baca Ortiz “Quito”

-Hospital Carlos Andrade Marin “Quito”

-Hospital General Gustavo Dominguez “Santo Domingo de los Tsachilas”

Muestras: Se recolectd una muestra sanguinea de sangre total en EDTA un total de 4ml de
sangre por cada individuo participante de la investigacion, realizando luego la extraccion de

ADN para amplificar la region de interés en el estudio mediante una PCR convencional.

Todo este proceso se lo realiz6 durante los meses de mayo a junio del 2012.

3.3. CRITERIOS DE INCLUSION

- Se tomaron en cuenta todos los pacientes de los hospitales publicos seleccionados, con
un diagndstico presuntivo de la patologia y a sus familiares.

- Se analizaron pacientes con cualquier edad, sin distincion de sexo.

- Participaron aquellos pacientes que firmaron el consentimiento informado, en el caso
de menores de edad, la firma de sus representantes legales de aceptacion de ingreso en

el estudio.

3.4. CRITERIOS DE EXCLUSION

- No fueron tomados en cuenta los pacientes sin antecedentes de la patologia.
- No fueron tomados en cuenta aquellos pacientes con diagnostico de otras

enfermedades neurodegenerativas.
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35. METODOLOGIA DEL ESTUDIO

-La primera etapa de la investigacion consistio en recolectar las muestras de sangre en
todas las instituciones de salud involucradas en el estudio.

-La segunda etapa consistio en el procesamiento de las muestras en el laboratorio de la
escuela de Bioanalisis.

-La tercera etapa consistio en analisis de los resultados obtenidos.

3.6. TAMANO DE LA MUESTRA

El presente estudio se trabajo con un muestreo no probabilistico intencionado debido a varios
factores: la muy baja prevalencia enfermedad, presupuesto limitado y al alto costo del

procesamiento de las técnicas a ejecutar.

Al tratarse de una investigacion transversal descriptiva, para el célculo del tamafio de la

muestra se utilizo la siguiente férmula:

N
TTEN-1D +1

Donde:
n= tamafno de la muestra
N= Tamario de la poblacion en el tiempo
e= precision o error admitido.

57

"= 0,052(57 -1 + 1
57
"T 114
n =50
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En este estudio se usd la formula descrita anteriormente donde se establecié un nivel de
confianza mayor al 95% con un z = 2; con un error de muestreo o precision del 5%,

obteniendo asi una muestra de 50 pacientes.

Cabe recalcar que para esta formula se usé una poblacién total de 57 pacientes que
corresponden al namero aproximado de individuos con riesgo de tener la patologia en los

hospitales en los que se va a realizar la investigacion.

3.7. EQUIPOSY MATERIALES

Los equipos que se utilizaron para el presente estudio, fueron los que se encontraban en el

laboratorio de investigacion de la Escuela de Bioanalisis de la PUCE, y fueron los siguientes:

e Fluorémetro Qubit® 2.0;Marca: INVITROGEN; Modelo: QUBIT 2.0; Ref. Q-32866;
Serie: 1202005498.

e Termociclador; Marca: LABNET; Modelo: MULTIGENE OPTIMAX; Ref. TC-9610;
Serie: 1202020.

e Transiluminador con luz ultravioleta; Marca: INVITROGEN; Modelo: BLUE-LIGTH
TRANS-ILUMINATOR; Serie: 13110317.

e Microcentrifuga; Marca: LABNET; Modelo: C-2500; Ref. G-6600; Serie: P-101004.

e Camara de flujo laminar; Marca: C.B.S SCIENTIFIC; Modelo: P-036202; Serie:
004000400.

e Termobloque; Marca: DRY-BATH; Modelo: DB-005; Serie: 919622.

e Camara electroforética; Marca: C.B.S SCIENTIFIC; Modelo: MGU-502T; Serie:
006918.

e Camara fotografica; Marca: SONY; Modelo DSLR-A380

e Pipetas automaticas de volumen variable; Marca: LABNET

A continuacion se detallan los materiales usados en este estudio:
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e TermOmetro temperatura variable

e Puntas para pipetas con filtro volumen 0.1-10ul; Marca: AXYGEN.
e Puntas para pipetas con filtro volumen 100ul; Marca: AXYGEN.
e Puntas para pipetas con filtro volumen 1000ul; Marca: AXYGEN.
e Microtubos volumen 1.5ml; Marca: AXYGEN.

e Microtubos PCR volumen 0.2ml; Marca: AXYGEN.

e Guantes de nitrilo; Marca: GESKIN.

e Galon de alcohol antiséptico (95%).

e Paquete de toallas de papel.

e Kit de extraccion de ADN PURELINK; Marca: INVITROGEN.

e DNA Ladder 1000pb Trackit; Marca: INVITROGEN.

e 25bp DNA Step Ladder ; Marca: PROMEGA.

e DNA SYBRSafe-INVITROGEN.

e Agarosa 500 gramos (Ultra—Pure); Marca: INVITROGEN.

o Buffer TBE 10X-PROMEGA.

e Primers gen IT15(forward y reverse). Marca: PROMEGA.

e Primers Beta-actina (forward y reverse). Marca: PROMEGA.

e Go Taq® Flexi DNA polymerase. Marca PROMEGA

3.8. TECNICAS EMPLEADAS

Todas las técnicas empleadas se realizaron luego de que el paciente firmo el consentimiento
informado, iniciando asi la parte experimental del proyecto:

3.8.1. EXTRACCION SANGRE PERIFERICA

Se recolecté 4 ml de las muestras sanguineas mediante la técnica de sistema al vacio, con
tubos que contenian como anticoagulante EDTA. Las muestras fueron tomadas siguiendo
todas las medidas de bioseguridad pertinentes, el procedimiento que se siguié para la
extraccion fue el establecido para toma de muestras de sangre venosa periférica.
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3.8.2. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN EN SANGRE TOTAL

Para la extraccion de ADN de las muestras sanguineas de sangre total, se usé el kit de
extraccion de ADN PURELINK de la casa comercial INVITROGEN, a partir de las siguientes

indicaciones:

e Colocar en un tubo eppendorf estéril (1.5ml) 100 ul de solucién PBS Y 100 ul de
sangre total.

e Agregar 20 ul de PROTEINASA K al tubo.

e Agregar 20 ul RNAsa A al lisado, mezclar bien “vortex” e incubar a temperatura
ambiente por 2 minutos.

e Agregar 200 ul del reactivo “PURE-LINK GENOMIC LYSIS/BINDING BUFFER”, y
mezclar bien “vortex” hasta obtener una soluciéon homogénea.

e Incubar a 55°C por 10 minutos.

e Agregar 200 ul de etanol (96-100%) al lisado. Mezclar bien “vortex” por 5 segundos
para obtener una solucion homogénea.

e Proceder inmediatamente a la atadura del ADN.

ATADURA ADN

e Remover el PURELINK SPIN COLUMN en un tubo nuevo.

e Agregar el lisado preparado (aproximadamente 640 ul) con el PURELINK GENOMIC
LYSIS /BINDING y ETANOL al PURELINK SPIN COLUMN.

e Centrifugar la columna a 10000 RPM durante 1 minuto a temperatura ambiente.

e Descartar, y colocar el SPIN COLUMN en un PURELINK COLECTION TUBE
limpio que viene suministrado en el kit.

e Proceder con el lavado del ADN.
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LAVADO ADN

e Agregar 500 ul del BUFFER WASH 1 a la columna.

e Centrifugar la columna a 10000 RPM por 1 minuto a temperatura ambiente.

e Descartar, y colocar el SPIN COLUMN en un PURELINK COLECTION TUBE
limpio que viene suministrado en el kit.

e Agregar 500 ul del BUFFER WASH 2 a la columna

e Centrifugar la columna a méaxima velocidad durante 3 minutos a temperatura
ambiente.

e Descartar el collection tube.

e Proceder con la elucién del ADN

ELUCION ADN.

e Colocar el SPIN COLUMN en un tubo eppendorf estéril de 1,5ml.

e Agregar 105 ul del PURELINK GENOMIC ELUTION BUFFER a la columna.

e Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar la columna a méxima
velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente.

e Para recubrir mas DNA, desarrolle un segundo proceso de elucion usando el mismo
volumen del buffer de elucion como primera elucion en otro tubo eppendorf estéril de
1,5ml.

e Centrifugar la columna a méxima velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente.
Luego de todo este procedimiento obtuvimos 105 ul de ADN asilado; realizamos 10 alicuotas

de 10 ul en tubos eppendorf de 0,2 ml; el ADN extraido fue almacenado en congelacion a -20

grados centigrados.
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3.8.3. CUANTIFICACION DE ADN

La cuantificacion de ADN extraido se realizo con el Qubit® ds-DNA HS Assay kit y la lectura

con el flourdmetro Qubit®2.0. Para la cuantificacion se debié seguir el procedimiento

detallado a continuacién:

Preparar la solucion mix, por cada cuantificacion de ADN preparar 99,5 ul del Buffer
mas 0,5 ul del Flourocromo.

Se debe preparar 100 ul de la mix por cada muestra y standar a cuantificar.

Para preparar los standars, colocar 95 ul de la solucién mix, mas 5ul de cada estandar.
Para la preparacion de cada muestra colocar 99,5 ul del mix més 0,5 ul de cada
muestra.

Todo esto colocar en tubos especificos de lectura para su posterior cuantificacién en el
equipo Qubit.

Luego de realizar todo el procedimiento, incubar 2 minutos a temperatura ambiente.

En el equipo leer primero los 2 standars y luego cada muestra.

3.8.4. ELECCION DE PRIMERS

Para la amplificacion del exon 1 del gen IT15 en donde se encuentra la region de
repeticion de tripletas CAG se amplifico mediante los siguientes primers:

IT15 forward 5: CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC

IT15 reverse 5: GGCGGTGGCGGCTGTTG (Irene Paradisi, 2007)

Los datos de cada uno de los primers se verificaron en el programa PRIMER BLAST
(IMAGEN 1) en la siguiente pagina en internet:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, aqui en esta péagina se ingreso el

primer forward tanto como el reverse, al cabo de unos minutos se obtuvo la Tm de

cada uno de los primers 'y también el fragmento que van a amplificar dichos primers.
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¥ Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC 23 6224 56.52 5.00 2.00
Reverse primer GGCGGTGGCGGCTGTTG 17 6459 7647 3.00 0.00

Products on target templates
=NM_002111.6 Homo sapiens huntingtin (HTT), mRNA

product length = 103
Forward primer 1
Template

Reverse primer 1
Template

Imagen 1 “Primers de la EH verificados en el programa Primer Blast”

3.8.5. ALINEAMIENTO DE PRIMERS

e Los alineamientos se realizaron en el programa MEGA 5.0 siguiendo los siguientes
pasos:

1.- Se seleccion6 una secuencia del gen en donde se sabe que existen la repeticion
de tripletas CAG que estamos buscando. En este caso es el exon 1 del gen IT15, que
se encuentra ubicado en el cromosoma 4pl16.3, correspondiente a la siguiente
secuencia, la referencia >gi|450395|gb|L27350.1JHUMHDO01 Homo sapiens
huntingtin (HD) gene, exon 1
TTGCTGTGTGAGGCAGAACCTGCGGGGGCAGGGGCGGGCTGGTTCCCTG
GCCAGCCATTGGCAGAGTCCGCAGGCTAGGGCTGTCAATCATGCTGGCC
GGCGTGGCCCCGCCTCCGCCGGCGCGGLCCCCGCCTCCGCCGGLCGCACGT
CTGGGACGCAAGGCGCCGTGGGGGCTGCCGGGACGGGTCCAAGATGGA
CGGCCGCTCAGGTTCTGCTTTTACCTGCGGCCCAGAGCCCCATTCATTGC
CCCGGTGCTGAGCGGCGCCGCGAGTCGGCCCGAGGCCTCCGGGGACTGC
CGTGCCGGGCGGGAGACCGCCATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATGAAG
GCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
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AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGC
CACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGLCCGLLGLC
GCAGGCACAGCCGCTGCTGCCTCAGCCGCAGLCLCGLLLeeasLeaeeasecee
CCGCCGCCACCCGGCCCGGCTGTGGCTGAGGAGCCGCTGCACCGACCGT
GAGTTTGGGCCCGCTGCAGCTCCCTGTC.

2.- Se debid ingresar al programa MEGA, y en el apartado BUILD ALIGNMENT
creamos un nuevo alineamiento.

-Copiamos la secuencia del gen de referencia ““ exon 1 del gen IT15”

-Copiamos la secuencia del primer forward “IT15 FORWARD”

-Copiamos la secuencia anticomplementaria del primer reverse “IT15 REVERSE”

3.- Se debid buscar las secuencias de los primers en la secuencia de referencia, en

este caso en la secuencia de exon 1 del gen IT15 (Imagen 2).

4] M5 Alignment Explorer

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D dS =@&fi WY o = wmE a4 [ Hh

DNA Sequences |Trans|ateﬂ Protein Sequences |

Imagen 2 “Imagen que muestra el exon 1 del gen IT15, junto con el primer forward y reverse”.

4. Eliminar el resto de la secuencia que no se va a amplificar, asi se obtiene la
secuencia que estamos buscando, en este caso el tamafio del amplicon es de 139

pares de bases (Imagen 3).

M35: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

TEEYTILEIE “

|||||||||ul||||||IIH|||||||||IH|||||||||\||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Imagen 3 “Imagen que indica el fragmento del gen IT15 a ser amplificada”
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Luego de evidenciar que existe un correcto alineamiento de primers, se prosiguio a pedir
los primers a través de la GUSTAVO VENEGAS REPRESENTACIONES (Anexo 1).

3.8.6. PREPARACION DE LOS PRIMERS.

El primer forward tiene de peso molecular 41,3 nmoles razén por la cual se debid
pipetear 413 ul para obtener una concentracion de 100 uM. Esta concentracién nos

servira para tener una solucion madre.

41,3 nmoles x 1000 pmoles x 1 ul = 413ul
1 nmol 100 pmol

El primer reverse tiene un peso molecular de 35,3 nmoles razén por la cual se debid
pipetear 353 ul para obtener una concentracion madre de 100uM con un volumen de
353 ul.

35,3 nmoles x 1000 pmoles x 1 ul = 353ul
1nmol 100 pmol

Preparamos una solucion de primers de trabajo con una concentracion de 10uM, para
esto pipeteamos en un tubo eppendorf pequefio 10 ul de la solucion madre de
concentracion 100uM, y agregamos 90uL de agua ultrapura. Repetimos este

procedimiento con cada uno de los primers.

La férmula con la que se realizo6 los calculos pertinentes para realizar una solucién de

trabajo de 10uM, fue la siguiente:
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ClxV1=C2xV2

100 uM x V1 =10 uM x 100ul

V1 =10 uM x 100 ul
100 uM

V1=10uL
Colocamos 10 ul de la solucién madre y aforamos a 100 ul, para asi obtener una

concentracion de 10 uM; esa fue la concentracion de primers con la cual trabajamos

posteriormente.

3.8.7. PREPARACION DE MIX

e Lapreparacion del mix, segun la técnica de la casa comercial, (Anexo 2).

TABLA N°3 CANTIDADES ELEMENTOS GO TAQ FLEXI BUFFER SEGUN CASA
COMERCIAL.

Component Final Volume Final Conc.
5X Green or Colorless

GoTaq® Flexi Buffer? 10yl 1X
MgClz Solution, 25mM1 2=8)l 1.0-4.0mM
PCR Mucleotide Mix, 10mM each ul 0.2mM each dNTP
upstream primer Xul 0.1-1.0pM
downstream primer Yyl 0.1-1.0uM
GoTag® DNA Polymerase (Su/pl) 0.25pl 1.25u
template DNA _ <0.5pg/50pl
Muclease-Free Water to 50ul

1Thaw completely and vortex thoroughly prior to use.

e Se modificd de la siguiente manera el mix para obtener mejores resultados:
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TABLA N°4 CANTIDADES ELEMENTOS GO TAQ FLEXI BUFFER USADOS

EN EL PROYECTO.
Component

5X Green or Colorless
GoTag® Flexi Buffer?
MqCl2 Solution, 25mM1

Final Volume

10l
4l

PCR Nucleotide Mix, 10mM each

upstream primer
downstream primer

GoTag® DNA Polymerase (5u/pl)

template DNA
Nuclease-Free Water to

3.8.8. PROTOCOLO DE PCR

1l

2l
2
0.25pl
1,5 yl
29,25 yl

Final Conc.

1X

2,0 mM

0.2mM each dNTP
0.4 M

0.4 uM

1.25u
<0.5p0/50p

Para la amplificacion de la region que posee la repeticion de tripletas CAG, se trabajo

con Go Tag® Flexi DNA Polymerase, de la casa comercial PROMEGA, siguiendo el
siguiente protocolo TABLAN N°5:

TABLA N°5 PROTOCOLO DE PCR DEL ESTUDIO.

PROTOCOLO DE PCR

Denaturacion inicial 94°C 3 minutos.
Denaturacion 95°C, 30 seg.
Hibridacion 35 CICLOS |62,5°C, 45 seg.
Elongacion 72°C, 45 seg.
Elongacion final 72°C 5 minutos.

Se realizé una PCR de gradiente con las siguientes temperaturas de hibridacion:
61,5°C, 62,5°C, 63°C, 63,5°C, 64°C y 65°C, con el fin de obtener la temperatura 6ptima

de hibridacion de los primers. Luego de esto se pudo evidenciar que la banda mas clara

se producia a una temperatura de 62,5°C (Imagen 4) , razén por la cual se escogio

dicha temperatura para el protocolo de PCR.
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Imagen 4 “PCR de gradiente para obtener la temperatura éptima de hibridacion de los primers, en gel de agarosa a 3%
corrida durante 1 hora con 20 minutos a 80 voltios, en cada uno de los extremos se encuentra el ladder que va de 25pb a
300pb y en cada una de las calles se encuentran 2 muestras, una de un paciente diagnosticado con EH molecularmente y
otra de un individio normal”.

3.8.9. ELECCION DE GEL DE AGAROSA

e Para la preparacion de los geles de agarosa de nuestro amplicon, usamos ULTRA
PURE ™ AGAROSA, de INVITROGEN.

e El tamafio del amplicon varia, siguiendo la siguiente relacion:
CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGEABCAGEABCAGEABCAGEABCAGE
AGCAGCAGCAGEAGCAGEAGCAGECAGCAGEAGCAGECAGCAGEAGCAGEA
BCAGEABCAGEABCAGEAGCAGEABCAGEABCAACAGCCGCCACCGCC.
Los primers son los de color amarillo, y el de color celeste y rosado son las

repeticiones CAG.

e Un alelo normal es menor o igual a 26 repeticiones CAG, “fenotipo normal” (Potter

Nt, 2004).
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Alelo intermedio, de 27- 35 repeticiones, “No produce fenotipo” (Potter Nt, 2004).

Un alelo expandido o mutado es cuando posee mayor de 36 repeticiones, generan un
fenotipo de EH (Potter Nt, 2004).

A partir de esta relacion asumimos que el fragmento amplificado en pacientes que no
poseen la enfermedad va a medir 148 pb, mientras que los pacientes que poseen la
enfermedad, es decir, van a ir aumentando 3 pares de bases por cada repeticion

adicional.

Conociendo ya el tamafio esperado del amplicon, se procedié a realizar un gel de
agarosa al 3%, ya que se sabe que se debe usar un gel de alta concentracién mientras el
fragmento es mas corto; si se tratase de un fragmento de mayor cantidad de pares de

bases, la concentracion del gel de agarosa deberia ser menor.

Se realiz6 geles de agarosa al 3%, con un volumen final de 90 ml, lo que quiere decir
que se peso 2,7gr de agarosa y se disolvio en 90 ml de TBE 1X.

Colocar el TBE 1X junto con el agarosa en un recipiente de vidrio, llevarlo al
microondas durante 2 minutos en potencia 3, una vez que se encuentre disuelto el
agarosa pipetear 9 ul de SYBR safe, mezclar bien todo, finalmente se colocé 2
minutos mas en potencia 3 en el microondas, obteniendo asi una solucion semiliquida

de agarosa.

Se coloco el agar en un molde que poseia dos peinetas, luego de 30 minutos se quito
las peinetas junto con el gel para su posterior electroforesis. Asi se obtuvo un gel de
agarosa al 3% con un total de 40 pocillos, 20 distribuidos en la parte superior del gel y

20 en la parte media del mismo.
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e Se utiliz6 TBE 1X, debido a que es el buffer recomendado para la migracion de
amplicones menores a 1Kb.

3.8.10. ELECTROFORESIS DE LOS AMPLICONES EN EL GEL

e Se obtuvo un gel de agarosa al 3% con 40 pocillos para la electroforesis, el largo de
gel fue de 10 cm el ancho de 13 cm y el espesor de 0,8 cm. La distancia entre los 20

pocillos superiores y los 20 pocillos inferiores fue de 4 cm.

e En los 20 pocillos superiores se colocd los amplicones que poseen el aumento del
trinucleétido CAG y en los 20 pocillos inferiores colocé amplicones de beta actina, que

sirvieron como controles de extraccion y amplificacién de ADN.

e Luego de medir la distancia entre los 2 polos de la camara de electroforesis que
corresponde a una distancia de 19 cm, se decidio correr el gel a 80 voltios durante una
hora con veinte minutos. Decidimos este voltaje, basandonos en la relacién: por cada

cm 4.2 voltios.

e Posterior a la electroforesis realizamos la visualizacion de los geles de agarosa
mediante el transiluminador UV-INVITROGEN; fotodocumentamos los geles con la

ayuda de la cAmara SONY DSLR-A380 para su posterior analisis.
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3.9.

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

TABLA N°6 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEFINICION INSTRUMENTO | ESCALA INDICADOR
Numere de | Numero de repeticiones | Regresion de la | Cuantitativa | Milimetros
tripletas CAG. | de citosina, adenina vy | distancia  que

guanina en el exon 1 del [ migra la banda

gen /7715 que poseenlos [en el gel de

pacientes  participantes | agarosa.

en el estudio.
Distancia de | Distancia en milimetros | Regla de | Cuantitativa | Milimetros
migracién de | que migra el amplicon en | medicién del
las bandas de | el gel de agarosa programa
los Image.).
fragmentos
amplificades.

Individuos que poseen mas | Distancia de
Enfermedad En?nujeumiéipm(i;i%nesen dﬁ: migracion  de | Cuantitativa Frecuencia
de exon 1 del gen [775 bandas. relativa (%).
Huntington.

Pctes con mas de 40 repeticiones CAG.

X100

Y% F.R.=

Total pctes.
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3.10. CONTROL DE CALIDAD

Para el control de calidad se utilizd6 una muestra conocida de un paciente que padece la
enfermedad de Huntington, en cada una de las etapas como la extraccién de ADN se uso un
control negativo “agua” y control positivo “paciente con EH” posteriormente se verificd que si
se extrajo ADN mediante el Qubit. Luego se estandarizé las temperaturas de PCR con la
muestra positiva de un paciente con EH, obteniendo asi los grados centigrados éptimos para

realizar la PCR.

En la etapa de amplificacién usamos un control negativo que fue agua y un control positivo
que consistio en colocar primers de beta actina para cada una de las muestras, demostrando asi

que en cada uno de los pacientes existia material genético que fue amplificado.

3.11. ASPECTOS ETICOS

Para la captacion de pacientes que tengan un diagnéstico presuntivo de la enfermedad se
enviaron peticiones por escrito dirigidas al Director del area de investigacion y docencia de
todas las instituciones participantes (Anexo 3), a su vez se adjuntaron todos los documentos
necesarios como copia del proyecto, consentimiento informado, hojas de recoleccion de datos,
asi como otros documentos que el director requiriese en ese momento para la aprobacién de

captacion de pacientes en dichas instituciones antes mencionadas.

Luego de obtener los datos de los pacientes, se procedié a comunicarnos con ellos, para

comentarles sobre la investigacion.

A cada uno de los pacientes que decidieron participar en el estudio, se les inform¢ acerca de
todo el procedimiento en el que iban a participar a través del consentimiento informado
(Anexo 4). En dicho documento se encuentra detallada toda la informacién del proceso, para

que el paciente se informe por si surgiese alguna inquietud.
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En los casos en que existieron pacientes con deterioro mental debido a la enfermedad e
individuos menores de edad con riesgo de poseer la mutacion en el exén 1 del gen IT15, se
procedid a informar a sus familiares o representantes legales acerca de la investigacion en la

que podrian participar, decidiendo asi ellos su permanencia en el estudio.

Cabe indicar que el consentimiento informado fue aprobado por el comité de bioética de la

Universidad San Francisco de la ciudad de Quito en el afio 2012.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

41. CUANTIFICACION DE ADN
Se realiz6 la cuantificacion de ADN de todas las muestras, obteniendo los siguientes

resultados (TABLA N°7):

TABLA N°7 CANTIDAD MEDIA DE ADN EN MUESTRAS EXTRAIDAS

INFERIOR | SUPERIOR
INTERVALO AL
97% 57.82 81.57
MEDIA 69.70
DESVIACION M 41.32
DESVIACION P 40.96

CON UN INTERVALO DE CONFIANZA DEL 97%, LA
MEDIA DE CUANTIFICACION DE ADN MEDIANTE
EL USO DE 100UL DE SANGRE TOTAL +100UL DE
PBS VA DE 57,82 ng a 81,57 ng.
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La media de concentracion de los 57 pacientes incluidos en el estudio es de 69.70 ng/uL, con
un intervalo de confianza del 97% la media de ADN cuantificado mediante el uso de 100 uL
de sangre total + 100 uL de PBS va desde 57.82 ng/uL a 81,57 ng/uL.

La cantidad de ADN puede variar debido a varios factores (Imagen 5), por ejemplo
concentracion de globulos blancos en muestra sanguinea, edad del paciente, estado de salud
del paciente, ademas puede variar ligeramente debido al uso de la cuantificacion en el equipo
Quibit.
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CUANTIFICACION DE ADN CON 100ul de PBS + 100ul de SANGRE
TOTAL
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Pacientes participantes del estudio.

Imagen 5 “Cantidad deADN en ng/ul en cada uno de los pacientes participantes en el estudio”.




TABLA N°8 CANTIDAD DE ADN EN LAS MUESTRAS DE LOS PACIENTES
PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

Cantidad de .
Cédigo del ADN en Cédigo del Cantidad de
i . ADN en ng/uL.
paciente. ng/uL. paciente.
2,0,0 276
3,0,0 79.3
3,1,0 78.9
3,1,1 92.3
3,2,0 45.1
3,21 19.8
3,2,2 15.2
3,3,0 87.7
4,1,0 46.6 R 41.9
4,1,1 74.9 Q 53
4,1,2 153 P 60.5
4,2,0 76.4 N 110
4,2,1 49.1 M 246
51,0 50.7 L 66.9
5,1,1 79.1
5,4,0 64.4
5,6,0 79.8
5,6,1 102
5,6,2 27.5
5,6,3 28.2
5,6,5 53.8
6.0 74.2
7.4 179
8.0 115
8.1 54.8 C 615
554 105 E 71.4
8.2 72.2 El 56.8
9.1 43.4 E2 108
91,1 79.2
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4.2. ARBOLES GENEALOGICOS

Se realiz6 un arbol genealdgico de las familias involucradas en el estudio, en ciertos casos no
se pudo acceder a informacién de ciertos pacientes debido a que ya no se encontraban con
vida, o simplemente porque no decidieron participar en el estudio. Los pacientes que
participaron en el estudio son aguellos que tienen una letra 0 un nimero dentro de la figura,
los que no poseen estos caracteres son aquellos que no estan incluidos en la investigacion.

A continuacion en la (Imagen 6) se detalla la simbologia para mejor comprension de los
arboles:

SIMBOLOGIA:

. Enfermedad Presente

Persona fallecida

D Desconocido

Imagen 6 “Cuadro que indica el significado de cada

uno de los simbolos usados en los drboles

genealdgicos”

En esta investigacion se trabajo con 57 muestras sanguineas de individuos, correspondientes a
5 familias y un paciente solo, todos estos pacientes tenian un familiar que habia tenido un

diagnostico presuntivo de la enfermedad de Huntington.
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FAMILIA 1

Arbol genealégico de una familia (Imagen 7), en la cual se pudo obtener las muestras
sanguineas todos los hermanos de un progenitor que poseia la patologia. Luego de realizar una
PCR con los primers especificos para el gen que estamos buscando, se evidencié que los
individuos H5 y H8 tienen una mutacion en el gen, razon por la cual van a desarrollar la

patologia.

H7 e Ho
7
H10 H2 o

Imagen 7 “Arbol genealdgico de la familia 1, ell paciente H5 de sexo femenino de 44 afios y la pciente H8 de sexo
femenino de 22 afios de edad posee una mutacion en el gen IT15”

FAMILIA 2

Arbol genealdgico de una familia (Imagen 8), en la cual solo se pudo obtener las muestras
sanguineas de las dos ultimas hijas y su respectiva descendencia. Luego de realizar una PCR
con los primers especificos para el gen que estamos buscando, se evidencio que los individuos
K, W, Z, Y, X luego de revelar el gen en geles de agarosa, poseian un alelo expandido para
dicho gen, mientras que los pacientes T, V, S, no poseian ningun alelo expandido. Segun la
evidencia que poseemos podemos asumir que dichos pacientes tienen unos alelos mayores a
36 repeticiones de CAG en el exdn 1 del gen IT15, lo cual indicaria que poseen o en un futuro

podrian tener los sintomas de la enfermedad. Segln la evidencia podemos deducir que el
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paciente Z en su alelo expandido posee alrededor de 44 repeticiones de CAG, el paciente Y
posee alrededor 45 repeticiones CAG, el paciente X tiene alrededor 46 repeticiones CAG, el
paciente W presenta alrededor 45 repeticiones CAG, y el paciente K tiene alrededor 44
repeticiones CAG, todas estas repeticiones tienen en su alelo expandido. Cabe indicar que el
paciente K es un individuo que ya fue diagnosticado clinicamente y genéticamente que posee

la enfermedad de Huntington en una institucion de salud.

Los otros pacientes de esta familia presentan un ndmero de repeticiones menores a 36, es

decir, no van a presentar la enfermedad.

O O oOr

Imagen 8 “Arbol genealdgico de la familia 2, el paciente K de 68 afios, el paciente W con 35 afios de edad, el paciente Z
con 9 afios de edad, el paciente Y con 6 afios de edad y el paciente X con 2 afios de edad tienen una expansion del
trinucledtido CAG en el exon 1 del gen IT 15.

FAMILIA 3

Arbol genealdgico, de una familia ubicada en la provincia de Manabi, en el kilémetro 40 de la
via Chone (Imagen 9), en la cual la madre poseia la alteracién en el gen IT15, como es una
enfermedad autosomica dominante el 50% de los hijos tiene la posibilidad de poseer la
enfermedad. Podemos observar que 5 de los 6 hijos tenian movimientos incontrolados, lo que
nos haria pensar que se trata de esta enfermedad, 3 de los 6 hijos han fallecido, el 3er hijo
tiene movimientos coreicos muy pronunciados, mientras que el 5to hijo tiene temblor en sus
manos, este tiene 2 hijos, el nifio mayor tiene 7 afios, y presenta movimientos leves

incontrolados, lo cual se podria presumir que se trata de un Huntington juvenil.
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Los pacientes de los cuales pudimos obtener las muestras sanguineas fueron del paciente C, E,
El, E2.

Luego de realizar una PCR con los primers especificos para el gen que estamos buscando, se
evidencio que los pacientes C, E, y E1 poseian un alelo expandido para dicho gen, mientras

que el paciente E2 no poseia ningun alelo expandido.

Segun la evidencia podemos deducir que el paciente C en su alelo expandido posee alrededor
de 62 repeticiones de CAG, el paciente E tiene alrededor de 71 repeticiones y el paciente E1
posee mas de 100 repeticiones del trinucledtido motivo que nos daria a sospechar que se trata
de un caso de Huntington juvenil y esto justificaria la atribucion de sus movimientos

involuntarios.

La paciente C2 segun las evidencias de este estudio tendria menos de 36 repeticiones del

trinucledtido en el gen IT15.

o B

Imagen 9 “Arbol genealdgico de la familia 3, el paciente C de 34 afios de edad, el paciente E de 31 afios de edad y el
paciente E1 de 10 afios de edad poseen una expansion del trinucledtido CAG en el exon 1 del gen IT15, todos estos
pacientes ya presentan movimientos involuntarios debido al elevado numero de repeticiones CAG, el individuo E1 tiene
alrededor de 131 repeticiones de CAG razén por la cual se trataria de un caso de Huntington juvenil”.
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FAMILIA 4

Arbol genealdgico de la cuarta familia (Imagen 10), los elementos coloreados de negro con 4
puntos blancos en su interior son pacientes que referian movimientos involuntarios que podian
ser confundidos con los sintomas de la Enfermedad de Huntington. Luego de realizar este
estudio se pudo evidenciar que ninguno de los pacientes que participantes en el estudio tienen
un alelo expandido para el gen IT15, luego de realizar el analisis todos los pacientes muestran
menor a 36 repeticiones del trinucledtido, las evidencias indican que no se trata de una familia
que sufra de un trastorno de la enfermedad de Huntington. El paciente 2 y la 9.1 que poseia
movimientos involuntarios en los geles de agarosa tienen un Gnico alelo que tienen menos de
36 repeticiones de CAG.

Imagen 10 “Arbol genealdgico de la familia 4, ninguno de los pacientes involucrados en el estudio poseen una mutacion
en el gen estudiado”.

FAMILIA 5

Arbol geneal6gico de la quinta familia (Imagen 11), luego de realizar una PCR con los primers
especificos para el gen que estamos buscando, se evidencio que los pacientes Py Q poseian
un alelo expandido para dicho gen, mientras que los pacientes M, N, L no poseian ningin

alelo expandido. Luego de realizar el estudio pudimos llegar a la conclusion que el paciente P

50



tiene alrededor de 51 repeticiones del trinucledtido, mientras que el paciente Q posee

alrededor de 44; los paciente L, M y N tienen menos de 36 repeticiones en el exon 1 del gen
IT15.

© L

®

Imagen 11 “Arbol genealdgico de la familia 5, el paciente Q de 22 afios de edad y el paciente P de 22 afios de
edad tienen mas de 36 repeticiones del trinucledtido CAG, razon por la cual van a expresar la patologia”.

En la (TABLA N°8) se detallan con distinto color las familias participantes en el estudio, para
mayor comprension, con un total de 57 pacientes correspondientes a 5 familias se obtuvieron
12 pacientes que manifestaron una mutacion en el exon 1 del gen IT15 manifestando més de
36 repeticiones del trinucledtido CAG.
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TABLA N°9 RESULTADOS LUEGO DE LA AMPLIFICACION DEL GEN IT15.

CODIGO FAMILIA

RESULTADO

FAMILIA 1

FAMILIA 2

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
rosmvO
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

C

20 E FAMILIA 3

21| E1

2 |E2

23|Q

24| P

25|N FAMILIAS | NEGATIVO

26|M NEGATIVO

27 L NEGATIVO
E- INDIVIDUO | NEGATIVO
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CODIGO

FAMILIA

RESULTADO

FAMILIA 4

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO




43. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Se realiz6 la PCR vy electroforesis en geles de agarosa de todas las muestras correspondientes a
un total de 57 pacientes de 5 familias, de los cuales se evidencié una expansion en el gen 1T15

a 16 pacientes.

C,EL E;P; Q; K; Z; W, Y; X; H5; H8; 3.2.1; 3.2.2; 5.6.1; 5.6.3; mientras que el resto de los

pacientes no poseian una expansion. (Imagen 12, Imagen 13, Imagen 14).

Imagen 12 “Gel de agarosa al 3% en el primer carril se encuentra el ladder de 25pb a 300pb, a continuacion del ladder
se encuentran los pacientes numerados en la imagen, se puede evidenciar que tanto el paciente 3.2.1; 3.2.2; 5.6.1;
poseen dos bandas, es decir poseen una expansion en los alelos que se consideran normales compardndolas con el
ladder, en la parte inferior se encuentra el control de amplificacion usada, es decir, beta actina”.
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Imagen 13 “Gel de agarosa al 3%, en el primer carril se encuentra el ladder de 25pb a 300pb, el paciente 5.6.3 posee dos
alelos con repeticiones normales, mientras que los pacientes Z, Y, X, W, P, Q, K, C, E, poseen alelos con repeticiones
anormales, el resto de los pacientes en la imagen poseen alelos con un numero de repeticiones normales, en la parte
inferior se encuentran las mismas muestras amplificadas con los primers de beta actina”.

Imagen 14 “Gel de agarosa al 3%, en el primer carril se encuentra el ladder de 25pb a 300pb, en los siguientes carriles se
encuentran los pacientes rotulados en la imagen se puede evidenciar que cada uno de los pacientes poseen un alelo con
un numero normal de repeticiones, en la parte inferior se encuentran cada uno de los pacientes con sus controles de beta
actina”.




Los pacientes antes nombrados poseen claramente un aumento de repeticiones CAG, pero se
visualiza que los pacientes 3,2,1; 3,2,2; 5,6,1; 5,6,3; no tienen una expansién notoria, por lo
cual se procedi6 a correr una electroforesis en geles de agarosa con el producto de PCR de

estos pacientes y de los pacientes que tienen una expansion notoria en el gen (Imagen 15).

Claramente podemos evidenciar que las bandas de los pacientes 3,2,1; 3,2,2; 5,6,1; 5,6,3; se
encuentran por debajo de la banda de peso molecular de 125 pb del ladder de peso molecular.

Razén por la cual van a tener un nimero de repeticiones CAG menor a 36.

LADDER z LADDER 3.2.1 3.2.2 5.6.1 5.6.3 LADDER2 E1

Imagen 15 “Gel de agarosa al 3% el ladder que se encuentra en el carril 1, 7, 12, es el que va de 25pb a 300pb, podemos
evidenciar que los pacientes Z, Y, X, W, P, Q, K, C, E, E1 poseen una separacion bien amplia entre sus bandas, lo que nos
indicaria que tienen un alelo normal y otro expandido. Observamos también que los pacientes 3,2,1; 3,2,2; 5,5,1; 5,6,3;
poseen una expansion no muy amplia entre sus alelos y se visualiza claramente que se encuentra bajo la banda del
ladder de 125 pb lo que nos indicaria que tienen 2 alelos menores a 36pb.

Los pacientes que tienen claramente la expansion son los pacientes C ,E1, E, P, Q, K, Z , W,
Y, X, H5, H8 (Imagen 16). Estos pacientes claramente superan la banda de 150 pares de bases
del ladder de peso molecular; no podemos saber con exactitud el nimero de repeticiones CAG
que tiene cada paciente ya que esto solo se conoceria mediante la técnica de secuenciacion y
debido a que contamos con pocos recursos econdémicos nos limitaremos a establecer un

numero aproximado de repeticiones CAG mediante métodos estadisticos.
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Imagen 16 “Gel de agarosa al 3%, en el que se encuentran todos los pacientes que poseen una expansion en exoén 1 del
gen IT15, en el carril 1 se encuentra el ladder de 25pb a 300pb en el resto de carriles se encuentran los pacientes con un
alelo normal y otro expandido, podemos evidenciar claramente que todos los pacientes enumerados en el gel superan la
banda del ladder de 150pb lo que nos indicaria que estos individuos superan los 36pb”.

Para establecer el nimero aproximado de repeticiones CAG se realiz6 una regresion
exponencial, ya que esta fue la que méas se aproximaba a lo que nos encontrdbamos buscando.
Se realiz6 una regresion en base a los datos del ladder 25bp DNA Step Ladder de marca
Promega que va de 25 pb a 300pb, en la regresion se usaron daros del peso molecular y la
distancia recorrida por sus bandas, obteniendo asi una ecuacion y = 2423e%1 donde la
variable “x” es la distancia recorrida en milimetros por los amplicones de los pacientes, de esta
forma se obtuvo el nimero de pares de bases de cada amplicon de los pacientes que

consideramos positivos (Imagen 17).
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y = 24230153
R?=0.9967

DISTANCIA
EN PARES DE
MILIMETROS | BASES

14.118 300
15.000 275
15.980 250
16.471 225
17.355 200
1B.333 175
18.510 150
20.980 125
22 647 100
24.412 75
27.255 50
31.275 25

Imagen 17 “Imagen de la regresion exponencial realizada en base al nimero de bases del ladder y distancia de migracion de las bandas en
milimetros, en el eje X se encuentra la distancia de migracion de las bandas en milimetros y en el eje Y se encuentra el numero de pares de
bases del ladder”.

Luego para obtener el nimero de repeticiones CAG se resto 40 pares de bases al numero total
de pares de bases, se realizo esta resta de 40pb debido a que ese era el tamafio de los primers,

una vez obtenido ese valor se dividio para 3, obteniendo asi el nimero de repeticiones CAG.

PB— (IT15F + IT15R)
3

#CAG =

Esta regresion se realiz6 a todos los pacientes que tenian claramente una expansion, logrando
obtener una aproximacion del numero de repeticiones de tripletas CAG indicadas en la
(TABLA N°9):
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TABLA N°9 NUMERO APROXIMADO DE REPETICIONES CAG EN LOS PACIENTES
CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON.

DISTANCIA NUMERO DE EDAD

EN PARES DE |REPETICIONES
PACIENTE | MILIMETROS | BASES CAG RESULTADO
C 23.824 80.31 13 NEGATIVO |34 Afios
C 16.569 226.65 63 POSITIVO
El 24.216 75.93 12 NEGATIVO |10 Afios
El 12.059 431.96 131 POSITIVO
E 23.333 86.15 15 NEGATIVO |31 Afios
E 15.784 253.57 71 POSITIVO
P 23.333 86.15 15 NEGATIVO |22 Afios
P 17.745 191.56 51 POSITIVO
Q 23.039 89.85 17 NEGATIVO |22 Afios
Q 18.627 168.87 43 POSITIVO
K 21.732 108.32 23 NEGATIVO |68 Afios
K 18.497 172.03 44 POSITIVO
Z 21.242 116.18 25 NEGATIVO |9 Afios
Z 18.497 172.03 44 POSITIVO
\W 23.007 90.27 17 NEGATIVO |35 Afios
\W 18.399 174.46 45 POSITIVO
Y 21.340 114.56 25 NEGATIVO |6 Afios
Y 18.399 174.46 45 POSITIVO
X 21.275 115.63 25 NEGATIVO |2 Afios
X 18.235 178.60 46 POSITIVO
H5 21.569 110.87 24 NEGATIVO |44 Afios
H5 18.431 173.67 45 POSITIVO
H8 23.333 86.15 15 NEGATIVO |22 Afios
H8 17.941 186.27 49 POSITIVO
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DISCUSION

Como en los resultados se indicé que luego de haber realizado la PCR y electroforesis en geles
de agarosa de todas las muestras de los 57 pacientes de 5 familias que participaron en el
estudio, en los cuales se evidencio una expansion en el gen IT15 a 16 pacientes, pero esto no
significa necesariamente que los 16 pacientes van a tener la patologia, ya que anteriormente
indicamos que los pacientes que tienen la patologia son aquellos que tienen un nimero mayor
a 36 repeticiones de CAG en dicho gen. Los 16 pacientes que tienen la expansion son los
individuos C ,E1 .E P ,Q K ,Z WY X H5 H8, 321, 3,2.2;5,6,1; 56,3 luego de realizar
la regresion para determinar un aproximado del niamero de repeticiones del trinucle6tido se
evidencio que los pacientes 3,2,1; 3,2,2; 5,6,1; 5,6,3 no tenian una expansion mayor a 36
repeticiones (Imagen 18). Luego de realizar la regresion se pudo evidenciar que el nimero de
repeticiones CAG es menor a 36 (Tabla N°10).
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LADDER'3.2.1/ 3.2.2 5.6.1 5.6.3| LADDER2

Imagen 18 “Gel de agarosa al 3% en donde se encuentran
los pacientes que poseen 2 alelos normales, es decir, poseen
una expansion del trinucledtido que no es patégena”.

TABLA N°10 RESULTADOS DE REGRESION EN PACIENTES DUDOSOS.

Numero de
Distancia en Pares de repeticiones

Alelo del paciente | milimetros bases CAG Resultado |Patologia
3.2.1 ALELO CORTO |2,111 90,988 17 NEGATIVO NO
3.2.1. ALELO LARGO | 1,889 126,97 29 NEGATIVO | PRESENTA
3.2.2 ALELO LARGO |1,889 126,97 29 NEGATIVO NO
3.2.2 ALELO CORTO |2,094 93,34 18 NEGATIVO | PRESENTA
5.6.1 ALELO CORTO |2,094 93,34 18 NEGATIVO NO
5.6.1 ALELO LARGO | 1,815 141,89 34 NEGATIVO | PRESENTA
5.6.3 ALELO LARGO |1,815 141,89 34 NEGATIVO NO
5.6.3 ALELO CORTO |2,094 93,34 18 NEGATIVO | PRESENTA
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TABLA N°9 NUMERO APROXIMADO DE REPETICIONES CAG EN LOS PACIENTES
CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON.

DISTANCIA NUMERO DE EDAD

EN PARES DE |REPETICIONES
PACIENTE | MILIMETROS | BASES CAG RESULTADO
C 23.824 80.31 13 NEGATIVO |34 Afios
C 16.569 226.65 63 POSITIVO
El 24.216 75.93 12 NEGATIVO |10 Afios
El 12.059 431.96 131 POSITIVO
E 23.333 86.15 15 NEGATIVO |31 Afios
E 15.784 253.57 71 POSITIVO
P 23.333 86.15 15 NEGATIVO |22 Afios
P 17.745 191.56 51 POSITIVO
Q 23.039 89.85 17 NEGATIVO |22 Afios
Q 18.627 168.87 43 POSITIVO
K 21.732 108.32 23 NEGATIVO |68 Afios
K 18.497 172.03 44 POSITIVO
Z 21.242 116.18 25 NEGATIVO |9 Afios
Z 18.497 172.03 44 POSITIVO
\W 23.007 90.27 17 NEGATIVO |35 Afios
\W 18.399 174.46 45 POSITIVO
Y 21.340 114.56 25 NEGATIVO |6 Afios
Y 18.399 174.46 45 POSITIVO
X 21.275 115.63 25 NEGATIVO |2 Afios
X 18.235 178.60 46 POSITIVO
H5 21.569 110.87 24 NEGATIVO |44 Afios
H5 18.431 173.67 45 POSITIVO
H8 23.333 86.15 15 NEGATIVO |22 Afios
H8 17.941 186.27 49 POSITIVO
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Luego de realizar la regresion observamos claramente que todos los pacientes tienen un alelo
normal y otro expandido, razon por la cual tienen un namero mayor a 36 repeticiones CAG y
por ende van a desarrollar la Enfermedad de Huntington (Tabla 10) , se observa que el
paciente E1 supera las 90 repeticiones CAG razon por la cual sufre de un caso de Huntington
juvenil. La mayoria de pacientes que participaron en el estudio tienen alrededor de 43

repeticiones de CAG.

En esta regresién exponencial no se incluyeron los pacientes 321, 322, 561, 563, ya que ellos
no tienen una expansion notoria “una distancia considerable entre sus 2 amplicones”,
decidimos realizar el gel por separado junto con la regresion, obteniendo asi los siguientes
resultados (Tabla N°9):

TABLA N°10 RESULTADOS DE REGRESION EN PACIENTES DUDOSOS.

Numero de
Distancia en repeticiones

Alelo del paciente | milimetros CAG Pb |Resultado |Patologia
3.2.1 ALELO CORTO |2,111 90,988 17 |NEGATIVO NO
3.2.1. ALELO LARGO | 1,889 126,97 29 |NEGATIVO | PRESENTA
3.2.2 ALELO LARGO | 1,889 126,97 29 |NEGATIVO NO
3.2.2 ALELO CORTO | 2,094 93,34 18 |NEGATIVO | PRESENTA
5.6.1 ALELO CORTO |2,094 93,34 18 | NEGATIVO NO
5.6.1 ALELO LARGO | 1,815 141,89 34 |NEGATIVO | PRESENTA
5.6.3 ALELO LARGO | 1,815 141,89 34 |NEGATIVO NO
5.6.3 ALELO CORTO | 2,094 93,34 18 |NEGATIVO | PRESENTA

Evidenciamos que dichos pacientes tienen los 2 alelos normales razén por la cual no van a
desarrollar la patologia, claramente en el gel de agarosa se evidencia que la distancia entre los
dos amplicones no es muy grande en comparacion con los pacientes que si poseen la

patologia.
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CONCLUSIONES

Se logré detectar 12 pacientes que poseian un alelo expandido en el exén 1 del gen
IT15; 2 individuos de la familia 1, 5 individuos de la familia 2, 3 individuos de la
familia 3 y 2 individuos de la familia 5; evidenciando la presencia de mas de 36
repeticiones del trinucledtido CAG en dicho exon del gen. Del nimero antes

mencionado 5 poseian un sexo masculino y 7 un sexo femenino.

El rango de repeticiones del trinucleotido en los pacientes que tienen una mutacion en
el gen IT15 fue 43 a 131 repeticiones, se puede concluir que mientras mas repeticiones
la edad de aparicion de la enfermedad es mas temprana, es el caso del paciente E1 es

un caso de Huntington juvenil.

Obtuvimos un individuo menor a 10 afios que presentaba una serie de movimientos
incontrolados, luego del estudio concluimos que el paciente tiene alrededor de 131
repeticiones del trinucleétido, lo que nos indicaria que se trata de un caso de

Huntington juvenil.

En los pacientes que tenian mas repeticiones de CAG se pudo evidenciar que los
sintomas aparecieron relativamente mas temprano que aquellos pacientes que tienen

menor numero de repeticiones CAG.
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El éxito en el procesamientos de las muestras de los individuos participantes en el
estudio se debid a que en cada una de las etapas de la investigacion se llevo un
minucioso control de calidad empleando técnicas adecuadas tanto en la manipulacion,
procesamiento y conservacion de las muestras, también el éxito se debi6 a que se logro

estandarizar de una excelente manera los procedimientos de la PCR.

Es de gran importancia instaurar un estudio a gran escala en el que podamos saber la
realidad de la enfermedad en nuestro pais, estandarizar el método diagnostico para
evitar diagnosticos erroneos y asi dar un asesoramiento psicologico a los familiares de

pacientes asi como a los individuos que portan la enfermedad de Huntington.
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RECOMENDACIONES

Después de haber culminado este estudio se recomienda:

1. Realizar la secuenciacion a las muestras positivas y negativas, lamentablemente no se
pudo realizar esta técnica en este estudio debido a la cantidad limitada de presupuesto;
mediante la técnica de secuenciacion se puede determinar el nimero exacto de

repeticiones de tripletas CAG en cada uno de los pacientes.

2. Efectuar la cuantificacion de ADN mediante un método directo y no en el equipo del
Quibit, ya que debido al proceso que implica pipetear la solucion de ADN existe un
error ligero en la cuantificacion del material genético, se recomienda usar un equipo

como el Nanodrop.

3. Usar geles de poliacrilamida en lugar de geles de agarosa para lograr evidenciar de
mejor manera los amplicones en los geles, ya que ciertas bandas no se lograron

observar claramente.

4. Usar como enzima para futuros estudios de Huntington la go taq master mix, ya que
esta enzima contienen todos los elementos necesarios para la PCR en concentraciones
adecuadas y asi se ahorraria el tiempo de colocar en la master mix cada componente de

la misma.
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5. Continuar con estudios relacionados con el tema, por ejemplo la relacion que existe
entre el numero de tripletas CAG y edad de aparicion de la enfermedad, otro tema que
podria continuar con la investigacion es determinar la relacion que existe cuando el
padre es la persona que transmite el gen mutado a su hijo, ya que se ha comprobado
con otros estudios que el nimero de repeticiones aumenta considerablemente en dichos

Casos.
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ANEXOS

ANEXO 1

GUSTAVO VENEGAS

Invitrogen Custom Primers
Order Number: 78389139

. . Order Date: 23-Jul-2012
Certificate of Analysis

- Primer: 34 (Order Line No.: 14) Pritmer Number: 212096C12
Primer Name: IT15-F Primer Length: 23
Researcher: F. Paredes Scale of Synthesis: 50N
Sequence (5't0 3):  (DNA) - CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC
Molecular Weight {ug/pumole): 6,887.6 ug per OD: 3125
Millimolar Extinction Coeff,: (OD/pmol): 220.4 nmoles per OD: 4.54
Purity Desalt OD's ' 9.09
Twm (IM Nat+) 86.00 ng's 283.96
Tw (50 mM Na+) - 65.00 nmoles 41.3
% GC Content: 57.00
Notes:
Primer: 36 (Order Line No.: 16) Primer Nuraber; 212096102
Primer Name: HD1-R Primer Length: 17
Researcher: F. Paredes Scale of Synthesis: 50N
Sequence (5'to 3'): (DNA} - GGCGGTGGCGGCTGTTG
Molecular Weight (ug/umole): 53154 1 per OD: 29.96
Millimotar Extinction Coeff.: (OD/umal): 1774 nmoles per OD: 5.64
Purity _ Desalt OD's 7.49
Tm (IM Na+) 91.00 ng's 224,52
Tm (50 mM Na+) 70,00 nmoles 42.3
% GC Content: 77.00
Notes:

Page 1 of 1 (printed 7/24/2012 at 1:17:56PM)

FOR LABORATORY RESEARCH USE ONLY.
Not for diagnostic use. The safety and efficacy of this
product in diagnostic or other clinical uses has not been
established

FUTECH
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ANEXO 2

o

Promega Usage Information

I. Standard Application

Reagents io Be Suppiied hy the User
*  PCH Nucieotide Mix {Cat# C1141, s igsteam pamer
C1145) ®  gownsiream primer

»  Nuclease-Fron Waler (Gat.f P1193} ¢ lemplale DNA

1. tnasterle, nuclease-free microcentrifuge tube, combing he follawing on ice:

Compoiant -0 Fiikak Vokanie ' Fisial Caniseatration
5 ik o Colorfess: : :
- GoTag® e Buffer!. - 10

Mol Salition; 26mM1. ;

1w compéotehy dnd vorkex Sorolghity priar fo use. (-1
2. tysing 2 thermal cycler without 2 heated Tid, pvertay the reaction mix with
1-2 drogs {approximately 5041} of minesal 64 to prevent evaporation diring
thermal cycling. Centrifuge the seactions in g micracentdfyge for 5 seconds.
3, Perform PCR using your stancast pazameters. An exampie profile is given in Yable 1,
For the cycting protocol, we recommend the foifowing:
a. Reactions are placed in a theemal cycier feat has been prefigated to 95°C.
b, The thermal cycling protocol has an inilial denaturalion step where samples
are heatsd 2t 95°C for 2 minules to ensure that the largat DNA is compietsly
deriatured, Initial denaturation of longer than 2 minates al 85°C is uonecessary
and may retuce yield.
¢, The extension 4 should be at least Tmin/k fazget length,
Tabia 1. Recommended Thermat Cyeliog Conditions for GoTag® DNA
Palymerase-Madiated PCH Amplitication. These guidelines are optimal for
the Perkin Elmer thernal cycler mode! 480 sr comparable thermal cyclers.
Step Temperaiwre  Time Number of Cycies
il Do 957G s

Aniteaing

Extension
vl B
Saak , * Indefinite 1oycla
“Annealing temperatura should e aplimizac for each primer el basad on e prinser T

4, Separale the PCR products by agarose get elettronbaresis and visualiz with
athidium dromide or any ofher means. For reactions containing the 5X Green
GoTag® Hexi Buffer, load the reaction anto the gel dirsctly afler amplification.
Reactions containing the 5X Coleriess GoTaq® Flex Buffer also can be loaded
directly inte the wells of an agarosa gal, but a tracking dya will need la be added
it monitor the progress of sisctrophoresis.

i{. General Considerations

A. Enzyme Coneenlration

We have found that 1.25 unils of GoTaq® DNA Polymesase per 50t amplification reaction
s adaquate for most amplifications. Adding extra arsyme generally does rol produca
signifisant increases in yield, Howeves, in scme cases, more enzyme may be beneficial.
Please be aware tiat sxcessive amounts of enzyme and excessively long extenston times
incteass the likelifiaod of generating artifacts doe to the inlrinsic 5"—3” exonucleass
activity of Tag DNA polymerase,

B. Butter Cheice

We: recommend using the 5X Green GoTag® Fexi Buffer in any ampification raction that
will be visualized by agarose gel eleciraphoresis followest by elhidium bromide staining.
The 5X Green GoTaq® Flex: Buffer is not recommendad for any downsiream applications
using absorhanes of Huntescence excitation, as the yellow and blue dyes in the resction
butler may intedfera with these applizations. The dyes absort: betwean 226-300am,
making standard Agey readings to deigrmine DNA concentration unreliable. Also, the
dyves have excitation peaks at 488an aad hetween 600—700nm that correspordd to the
excitation wavelengths sommonly used in Hisrescence detection instumentation.
However, fos sene instrumsntation, such as a fluorescent gel scanser that uses 2 468rm
excitatior: wavelength, there vl be minimal inerference, since it is the yellow dye that
absorhs this wavelength. Gels ssanned by this melhod will have a Hght gray dve front
below the primers coresponding to the yellow tye fraat. The Green and Golotiess
GoTag® Flexd Buffers give approximalely exuivalent amplification yrelds, Balancad
amplifications Detween he two hulkrs may require further optimization,

For regetions gaing directly from tarmat cycler o an application using absorbance or
fluerascenca, tha 5X Caloriess GoTag® Fiexi Buffer is recommended. If bath agarose get
analysis anit fusther downstream apglications involving absorbance or Auorescence will
b used, the two dyes can be removes from therean GaTaq® Fexi reactions using
standard PCR cigan-tp systems ke te Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Cal.# A9281) or the Wizard® SV 95 PCR Clean-Up System (Cat# A9341).

Holh reaction bufiers are compalible with commen PCR additives such as DMSO and
betaine. These aciitives 9o not change the color of the Green GoTag® Flexi Buffer or
affect dye mégration.

G. Primer Desiga

PCR primers generally range in length from 15-3G bases and am designed lo Sank the
region of iafarest. Primers shoutd contain 40-60% (G + C), and care should ba taken 1o
avoid sequences thal might produo: inlemal secondary sticiure, The 3°-onds of the
primers should not be complementary to avoig the produrtion of primer-dimers, Primer-
dimers unmecessadly deplete primexs from the reaction and sesult in ar vawanted
polymerase reaction that compeles with the desired reaction, Aveid thee Gor &
nudeotides in a row near the 3™-end of the primet, as this may result in nonspecific
primer agnealing, increasing the synthesis of undesirable reaction products. |deally, both
primers shoukt have nearly idestice! meling temperaturss (T s this manner, e two
primers should anneal reughly 24 e stee lemperature. The annealing feraperatiie of the
reaction is dependent upon the primer with e lowest T, Fof assistance with salculating
the Ty of any primer, a Tp, Calcutalor is provided on the BioMath gage of the Promega
web site 2 www. promega. contblemathy

B. Amplification Troubleshooting

To avercoma tow yieid or ro yiekd i1 amplifications {e.9., mouse tail genotyping

applications), we secomenend the follawing sugaestions:

= Adjust annealing femperalure, T reaction buffer composition affects the mefting
propsesties of DNA. See BioMath Calculalor to ealouiste the melling temperatire for
primers in the GeTaq® reaction (ww. promega convblomathy}.

+ Rhinimize the effect of amplification inhikitors. Some D¥A isolation pracedures,
particuiarly genomic DA isolation, can resuit in Bie copurification of ampiification
intibifors. Rechce the volume o7 template DNA in reaction or dilute template DNA
priot to adding fe reaction., Dituting samples even 1:10,000 has bees shown fo be
effective in improving resulfs, depending on tnitiat EHA concestration,

& Increase termplale DNA purity. Include an ettianol precipitation and wask step prior to
amplification to remove inhibitors that copurify with the DNA.

* Adt PCR additives. Adding PGR-enhancing agents {e.4., DMSO or betaine) may
improve yields. General stabilizing agents sueh as BSA (Sigma Cat # AT030; final
concentration 0. $6mg/mi) also may betp to overcome amplification failure.

Parth 9PIMB20
Prirgad in USA. Ravised 308

Promega Corporailon - 2800 Woods Hollow Read:Madison, W1 53711-5398 U.5.A. - Toll Free in the USA 800-356-0526 - Telophone §08-274-4330 - internet www.promega.com
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ANEXO 3

WO

Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
ESCUELA DE BIOANALISIS P —

Apartado postal 17:61.2284
Toge: 593 - 1 - 2991546
Felf: 593 -2 2901645

Quito - Equndor

Quito, 05 de junio de 2012

Sefior, Doctor
Carlos Troya
Director Médico del Hospital General Dr. Gustavo Dominguez

Presente.-
De mi considaracian:

Por medio de la presente, solicito & usted una autorizacién para el sefior José Fabricio Paredes
Corrales; portador de la cédufa de identidad no 0503576570 egresado de la Escuela de Bioanalisis
de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, Quita (PUCE}, con el prapdsito ds oblener y
recolectar datos y muestras de pacientes con diagnostico presuntivo de la enfermedad de
Huntington que se han presentado al Hospital General Dr. Gustavo Dominguez de la ciudad de
Santo Domingo de los Tséchilas. '

Con los datos y resuitados de esta investigacion et seflor José Fabricio Paredes Corrales realizara '3
disertara la tesls de ficencistura,

Agradeciéndole su atencion a la presente, me suscribo de usted

Atentamente.

Avilés-Reyes Rolando Xavier, Ph.D.
Profesor Investigador,

Escuela de Bioanalisis - PUCE {ON DE COMUNICACIONES
Programa PROMETEO-SENESCYT R REGC] N

Telf; 693-2-2091700 Ext 1052 — )

FAX: 593-2-2891646 ) ) wor: 1019
RAVILEST59¢puce.edu.ec; ravilesreyes@griai. com TRAMTE N g
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ANEXO 4

Codigo: 2012-23

Formulario Consentimiento informado
Universidad San Fraricisco de Quito
Comité de Bioética

Titule de la investigacién: “PRESENCIA Y DIAGNOSTICO GENETICO-MOLECULAR DE LA ENFERMEDAD DE
HUNTINGTON EN PACIENTES ADULTOS Y JOVENES, HOMBRES Y MUJERES, QUE TENGAN UN
DIAGNGSTICO PRESUNTIVO DE LA ENFERMEDAD".

Versién y Fecha: Versién 3; 12/06/12

Organizaclén del investigadot: (Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, SENESCYT, Programa
Prometeo)

Nombre del investigador principal: Rolando Xavier Avilés Reyes
Co-investigadores: Msc. Pablo Palacios; Msc Sandra Andrade; Msc Delia Sosa

Numero telefdnico y correo electronico del investigador principal:
(95775042; roavilesreyes@gmail.com; RAV] LES?SB@guc_e.edu.ec

1: Introduccién ;
Usted ha sido invitado a participar en la investigacién de presencia y diagndstico gendtica molecular de
la enfermedad de Huntington en pacientes adu'tos (30-55 afios) y jévenes {menores a 20 afios) con
-diagndstico presuntivo {reconocimiento de una enfermedad o un trastorne a partir de la ohservacidn de
sus signos, sintomas, comportamiento), en diferentes unidades operativas de salud piblica y privada det
Ecuador., ) :

Su participacién es una eleccién; tome el tiempo necesario para tomar la decisidn y analicela con su
familia y sus amigos. Este formulario inciuye un resumen de la informacién que los Investigadores
analizardn con usted, §i usted decide participar en el estudio, usted recibird una copia de este
formudaric. Por favor, haga todas {as preguntas o inquietudes que tenga sobre el estudio.

2, iPor qué se esta realizando este estudio de investigacion?

La Enfermedad de Huntington (HD) afecta a las personas de todas las razas airededor del mundo;
produce mevimientos involuntarios e incontrofables de las extremidades superlores, inferiores y una
degeneracién neurolégica progresiva le que conduce a la demencia y muerte del paciente.

En esta enfermedad los sintomas son causados por una disminucién del namero de células en un drea
del cerebro. Este daflo celular afecta a ia habilidad cognitiva (pensamiento, juicio y memoria},
movimientos y control emocional. Los sintomas aparecen gradualmente, usualmente en fos individuos
adultos jévenes, perc también hay la presencla de esta enfermedad en nifios y adolescentes. En ia
rnayeria de los casos, fas persanas con este desorden genético pueden mantener su independencia
después de algunos aRos que aparecen los primeros sintomas; pero con &l tigmpo el deterioro de esta
enfermedad es evidente, hasta llegar a la dependencia absoluta, demencia y muerte del individuo

En el Ecuador es importante conocer, detesminar y corroborar [a presencia de esta enfermedad; va que
en el Ministerio de Salud Publica (MSP) del Ecuador no existen datos. La contribucién potencial para ia
academia y las diferentes unidades medicas que componen el sistema de salud pdblica del pais y el
Ministerio de Salud Piblica es obtener y determinar en una primera Instancia datos epidemiclbgicos y
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Cddigo: 2012-23

ciinicos (origen racial, edad, sexo, educacién, estatus marital, altura, peso, {ndice de masa corporal,
presién sanguinea; ) que aportaran al diagnostico y conocimiento de la enfermedad de Huntington en el
Pals. £n la segunda fase se realizard un dlagndstico genético molecular con muestras de sangre.

Conjuntamente se intentara crear redes con los diferentes profesionales especialistas, en dende se
trabajard y capacitard a estudiantes Ecuatorlanos de pregrado y postgrado con el proposito de realizar
transferencia de tecnaloglas y movilidad de personal con el propdsita de que se continte realizando
tareas de investigacion es esta enfermedad.

3. ¢Hay alguin beneficio por participar en el estudio?
Si usted participa en esta investigacidn, obtendrd un resultado fiable y certero de su diagnéstico de la
enfermedad; por otro lado puede gue no haya otro beneficio, es probable que su participacién nos

ayude a encontrar una respuesta a nuestra investigacién. El proyecto no ayudard al paciente ni
famillares con posibles problemas sicoldgicos ni en el tratamiento de la enfermedad.

4. JCuéntas personas participarin en el estudio?
Invitamos a participar a todos los adultos {30-55 afios} jjévenes:(mencres a 20 afios, cuya edad minima
de elegibifidad es 1 afio) con diagndstico presuntivo de la enfermedad de Huntington los cuales son

atendidos en diferentes unidades operativas de salud ptblica y privada del Ecuador.
Se estima trabajar con 300 pacientes. :

5. ¢En qué consiste el estudio?
Se procederd de la siguiente manera para la realizacion de este estudio:
a.- Lectura y explicacién del consentimiento Informado a individuos que participen en el proyecto.

b.- Obtencién de una muestra de sangre de une de sus dedos usando una lanceta y se depositara Cuatro
gotas de sangre en un papel filtro.

.- Con las muestras de sangre seca impregnada en papel filtro, se reakizara una técnica de laboratorio
para extraer y aislar material genético de cada paciente.

d.- Por medio de una técnica especifica de laboratorio que se realizard; en la cual bdsicamente, de fa
muestra sanguinea se extraerd y aislard el material genético {ADN — dcido desoxirribonucléico, que
contiene toda la informacién de genes usados en e! desarrollo y funcicnamiento de organismos vivos).
Para realizar este procedimiento de obtencién de genes; se utdlizara reactivos quimicos, los cuales
facilitardn la éxtraccién y aislamiento de diche material.

e.- Se conocerd la secuencia del material genético extraldo y aislado de los participantes.
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Cédigo: 2012-23

Descripcién del proceso:

El médico neurdlogo obtendra la muestra de sangre del paciente, o lo derivard al investigador para
obtencién de la misma, se extraera la sangre con una lanceta en el dedo Indice o puigar de la mano o el
talén (dependiendo si es bebe o pacientes Jovenes y adultos que por la enfermedad |a extraccidn de la
muestra sanguinea sea muy complicada). La cantidad de sangre que se neceslta por cada paciente para
el estudio son cuatro gotas de sangre total, lo que es equivalente a 200 Wi ¢ 0.2 mi. Al final de la
Investigacion, la muestra de sangre que se recolectd en un papel filtro serd almacenado con el proposito
de una futura y posible repeticién de la prueba; el tiempo de almacenaje es de 1 afio a una temperatura
de 17 a 26°C, humedad relativa de 40 a 65%, evitando la exposicidn a luz solar y a cualquier solvente
organico e Inorgdnico.

6. cCudnto tiempo durard mi participacién en el estudio?

La investigacidn durard © meses en total. En donde el médico Neurdlogo le infarmard a usted después
de un mes de la toma de muestra, el resultado obtenido por nuestro andlisis realizado en el laboratorio

de investigacion,
Se realizard una primera visita en donde se obtendrd la muestra sanguinea, o a su vez el médico

neurdlogo obtendrd fa muestra, previa firma del consentimienteo informado.
7. éCudles son los riesgos de participar en este estudio?

Delor en el sitio de fa extraccién de sangre; la confirmacion del diégnésticc podrfa ocasionar depresién &
estrés al paciente vy los familiares. £s Importante Indicar que el proyecto no realizard nhingtin
acompafiamiento o remisidn al paciente o la familia en caso de que se confirme el diagnostico.

8.dla iraformacién 0 muestras gue doy son confidenciales?

Los investigadores no revelardn la identidad de aquellos que participen en la investigacion. La
informacién que serd recopliada por el proyecto de investigacidén serd manejada con absoluta
confidencialidad por los investigadores. Cualquier informacion acerca del paciente tendra un codigo en
el envés de su nombre y en |a base de datos.

El conocimiento que obtengamas por realizer esta investigacion se compartira con el paciente antes que
se haga disponible al pablico. No se compartird informacién confidenclal. S el paciente lo desea, se
podré realizar encuentros con sus familiares y allegados. Después de estas encuentros, se publicardn ios
resuitados para que otras personas interesadas puedan aprender de nuestra investigacién.

La informacién obtenida tendran acceso los pacientes, familiares, el investigador principal y co-
investigadores, becarios,

Las muestras sangulneas obtenidas de los pacientes, se colocardn en un papel filtro que al secarse el
material bioldgico se almacenard en el laboratorio donde se realizaran las pruebas genéticas.

La informacidn obtenida del estudic estard en una computadora con un cddigo; asi como también ios
consentimientos informados y otros documentos impresos estardn en un archivador con Have.
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El Comité de Bioética podrs tener acceso a los expedientes en caso de necesidad por problemas de
seguridad o ética en el estudio

9, {Qué otras opclones tengo?

Usted no estd obligado en participar en la investigacidn si no desea hacerlo. Ademds puede dejar de
participar en cualguier momento. Es su eleccion y todos sus derechos serdn respetados.

10. ¢Cusles son los costos del estudio de Investigaclén?

Los participantes involucrades en el proyecto, ho incurrirdn en gastos,
11. JMe pagardn por participar en el estudio?

Usted no recibird ningln pago por participar en este estudic.

12, iCudles son mis derechos como participante de este estudio?

Es su eleccion participar 0 no en la investigacidn; todos sus derechos serdn respetados. No habrd
sanciones ni pérdida de beneficios sl usted decide no participar o decide retirarse del estudic antes de
su conclusién. Usted puede dejar de participar en cualquier momento.

13. ¢A quién debo llamar si tengo preguntas o problemas?

Si el paciente tiene alguna pregunta, se le invitard a formularla en cualquier momento del praceso,
incluso despuds de haberse iniciado el estudio. Si desea hacer preguntas mds tarde puede contactar a:

Rolando Avilés-Reyes, PhD

Av. 12 de Octubre 1076 y calle Roca

Téif: 2991700 ext 1052

emall:roavilesreyes@gmail.com; RAVILES759@puce.edy.ec

Si tiene preguntas sobre el consentimiento informado usted también puede contactar a Dr. Wi!!iam. F,
Waters, Presidente del Comité de Bioética de Ia USFQ, al teléfone 02-297-1775 a por correo electrénico

a: comitebioetica@usfa.edu.ec

14, El consentimiento infarmado

He sido informado de que los riesgos son minimos y pueden inclulr un poco de dolor en fa obtencion de
la muestra sanguinea. $é que puede que na haya beneficlos psra mi persona y gue no se me
recompansara ecenémicamente. Si necesito informacién de mis resultados, se me ha proporcionads los
tlatos del Investigador para contactarlc con facilidad.

He tefdo la informacién proporcionada o me ha side teida. He tenido fa oporiunidad de preguntar sobre
ella y se me ha contestado satisfactoriamente a las preguntas que he realizado, consiento
voluntariamente participaré en esta investigacién come participante y entiendo que tengo el derecho de
retirarme de la investigacidn en ninguna a mi cuidado médico. Ademds autorizo a uso de los datos
clinicos v epidemiolégicos de 1a historla clinica personal que se encuentra en los archivos internos del
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hospital. Acepto voluntariamente ¢l participar en este estudio de investigactdn. Me han entregado una
capia del este formulario de consentimiento informada; :

Autorlzo 2 mis familiares a tener accese a la informacién que se obtendrd en este estudio siempre ¥
cuando mis condiciones fisicas 0 mentales me Impidan. ‘

Firma del participante o representante legal Fecha

Nembre y firma del investigador que obtiene el consentimiento

Firma def testigo (si es que aplica)

Firma paciente adolescente

Firma representante legal paciente adolescente

Datos de identificacidn de familiares autorizados ¢ tener acceso a la informacién:

.

Nombre
Teléfono domicilio
Teléfono oficina
Teléfono Celular
" Teléfono donde se pueda contactar
Correo electrénico

Direccién postal
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