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RESUMEN 

 

Introducción: La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa y 

progresiva del Sistema Nervioso Central que produce principalmente 3 tipos de 

desórdenes: alteración en los movimientos, desórdenes cognitivos y desórdenes 

emocionales. La prevalencia de la enfermedad a nivel mundial es de 5-10 por cada 

100.000 habitantes. 

 

La EH es un trastorno genético autosómico dominante producido por un aumento en el 

número de la tripleta CAG (glutamina) en el exón 1 del gen IT15 (HD), que codifica 

para una proteína citoplasmática 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 trabajó con 57 personas, correspondientes a  5 familias,  en 

las cuales un ancestro de la familia fue diagnosticado con la patología. Se aisló ADN a 

partir de sangre total y se amplificó un fragmento del gen IT15 mediante el diseño de 

primers específicos. 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 patología, uno padecía 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 IT15 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. 

 

. 



1 
 

 

INTRODUCCIÓN 

 

La enfermedad de Huntington HD, es una enfermedad Neurodegenerativa,  que afecta al 

sistema nerviosa central, afectando a determinadas áreas del cerebro como la corteza cerebral 

y el estriado “Putamen y núcleo caudado”, su origen es genético (Christopher A. Ross, 2002), 

el gen causante se heredad de forma autosómica 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 patología 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 expansión 

anormal del triplete de bases (CAG), la mutación causante de la enfermedad produce una 

expansión del tripletes de bases (CAG), en pacientes con la enfermedad la repetición de las 

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

 

El gen codifica un polipéptido de 3.144 aminoácidos con un peso molecular estimado en 348 

kD, y se la denomina huntingtina htt (Iván Peñuelasa C. d., 1997). 

 

Esta proteína se expresa en muchos tejidos, aunque la muerte celular en enfermedad de 

Huntington se restringe a neuronas específicas de regiones cerebrales concretas “corteza 

cerebral y el estriado”. 

 

Estas proteínas defectuosas o mutadas originan la formación de cuerpos de inclusión y 

agregados amiloideos insolubles en el citoplasma y/o en el núcleo de las neuronas afectadas 

originando de distintas manera la neurodegeneración.  

 

El objetivo de este estudio consistió en determinar la mutación que existe en el gen IT15 en 

los individuos participantes del mismo, mediante el uso de técnicas de biología molecular, con 
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el fin de conocer como se está expresando el gen en dichos individuos así como determinar un 

número aproximado del de repeticiones del trinucleótido CAG, esta investigación es una de las 

pionera en el tema y servirá  para que en un futuro se inicien investigaciones similares 

relacionadas con la mencionada patología. 
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CAPITULO I 

 

1.1. JUSTIFICACIÓN 

 

En el Ecuador, se está iniciando el estudio genético molecular de enfermedades 

neurodegenerativas, por lo cual no existe ningún antecedente de estudios relacionados con la 

enfermedad de Huntington (EH) que se caracteriza por presentar una serie de movimientos 

anormales involuntarios comúnmente llamado corea. La presente investigación es pionera a 

nivel nacional; es necesario indicar que los resultados encontrados por el grupo de 

investigación de Paz y Miño C, y col. 2012, en estudios similares de neuropatologías, 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 población del  

Ecuador; y por otro lado ayudará al diagnóstico certero de la enfermedad de Huntington y 

otras enfermedades neurodegenerativas. 
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Cabe indicar que las muestras obtenidas, se analizarán con técnicas de biología molecular 

como la reacción en cadena de la polimerasa “PCR”, con lo cual se obtendrán resultados 

concisos que soporten al diagnóstico clínico de la patología, de esta manera el médico sabrá 

con certeza que se trata de un paciente con EH, por consiguiente el tratante sabrá proporcionar 

un mejor manejo clínico 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 diagnóstico clínico de la enfermedad de EH, se corroborará con las evidencias moleculares 

de la patología. 

 

A través de esta investigación se pretende determinar el número de tripletas CAG en el exón 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 pública 

del Ecuador en el año 2012. Cabe indicar que los individuos analizados podrían pertenecer a 

familias cuyos miembros podrían tener alto riesgo de desarrollar esta la neuropatología. 

 

Es muy importante el diagnóstico genético-molecular de esta enfermedad autosómica 

dominante; ya que la descendencia de los pacientes diagnosticados tendría hasta un 50% de 

posibilidad  de presentar la enfermedad en una edad igual o mayor a 35 años (J.C. Arango-

Lasprilla, 2003). Cabe recalcar que la edad típica de aparición es entre los 35 y 40 años, 

aunque es posible su inicio a cualquier edad, en el 10% de los casos se produce la aparición 

antes de la segunda década de la vida, un 5% antes de los 14 años y un 1% antes de los 10 

años. (Molón, Sáez, & 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 contribución potencial para la Escuela de Bioanálisis de la Pontificia Universidad Católica 

del Ecuador, es incursionar en esta área de pesquisa para desarrollar proyectos de 

investigación básica relacionados con estas enfermedades neurodegenerativas que aumentan 

conforme se prolonga la esperanza de vida del ser humano. 
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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 había 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 patología es una enfermedad neurodegenerativa, ya que produce una degeneración en el 

cuerpo estriado (núcleo caudado y putamen) ocasionando una apoptosis neuronal, debido al 

aumento del trinucleótido citosina adenina guanina (CAG), en el exón 1 del gen IT15 (Leite, 

2001). 

 

En Ecuador no existe ningún tipo de estudio publicado sobre esta enfermedad. Esta 

investigación representa un esfuerzo para establecer un diagnóstico genético molecular de la 

Enfermedad de Huntington (EH), y a la vez iniciar una serie de investigaciones futuras 

relacionadas con la mencionada patología. Al ser esta una enfermedad neurodegenerativa, 

progresiva y con un final trágico y devastador, es necesario identificar y conocer la realidad 

genética de la población ecuatoriana que porta la mutación, para que el médico clínico inicie el 

tratamiento disponible para mejorar la calidad de vida del paciente, así como apoyar con un 

asesoramiento psicológico para los familiares del paciente, así mismo es indispensable 

implementar métodos diagnósticos confirmatorios por laboratorio como apoyo al proceso del 

diagnóstico clínico diferencial, ya que muchas veces los síntomas de esta enfermedad se 

pueden confundir con otras patologías, por ejemplo con Parkinson, Alzheimer y otros tipos de 

Coreas. En los pacientes que aún no inicien con la sintomatología, pero presenten una 

expansión en el exón 1 del gen IT15 servirá para dar un asesoramiento psicológico a los 

familiares del paciente. 

 

El diagnóstico que realizan los neurólogos es un diagnóstico clínico con un criterio de 

evaluación de signos y síntomas,  basado en exámenes de imágenes junto con el análisis de  

movimientos involuntarios, trastornos emocionales y antecedentes familiares.  
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Debido al costo que implica un diagnóstico genético molecular no todas las personas tienen 

acceso a esta prueba por eso es necesario indicar que muchas veces los síntomas de dicha 

patología se confunden con otras enfermedades que presentan movimientos similares como 

Parkinson y otro tipo de Coreas. 
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1.3. OBJETIVOS 

 

1.3.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la mutación en el exón 1 del gen IT15 en los individuos con antecedentes 

familiares de la Enfermedad de Huntington, atendidos en diferentes unidades operativas de 

salud pública del Ecuador, en el año 2012. 

 

1.3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estandarizar la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la detección 

de la mutación en el exón 1 del gen IT15. 

 

 Establecer la frecuencia del desorden autosómico dominante de la Corea de 

Huntington en los participantes de este estudio. 

 

 Analizar y correlacionar los hallazgos clínicos con los resultados obtenidos de la 

investigación. 

 

 Establecer el número aproximado de repeticiones de las tripletas CAG en los pacientes 

participantes en el estudio. 
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CAPÍTULO II 

 

MARCO TEÓRICO 

2.1 . ANTECEDENTES 

 

La Corea de Huntington es una patología que produce principalmente 3 tipos de desórdenes, 

los cuales son: alteración en los movimientos, desórdenes cognitivos y desórdenes 

emocionales. En 1872, el Doctor George Huntington en su artículo titulado “On Chorea”, dio 

la primera descripción de la enfermedad de Huntington (Ersoy, 2007) (George Huntington, 

1872). Dicho investigador realizó su estudio en un árbol genealógico norteamericano de 

ascendencia inglesa (Thompson, 2008). Con lo cual planteó 3 conclusiones: la primera fue que 

se trataba de una enfermedad de origen hereditario, la segunda conclusión a la que llegó fue 

que aquellos individuos que padecían la enfermedad tenían tendencias suicidas acompañadas 

de demencia y por último que la enfermedad se manifestaba siendo adulto y la condición se 

agravaba con la edad (George Huntington, 1872). 
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A partir de ese momento, se han realizado un sinnúmero de estudios para determinar las 

causas de aparición de esta enfermedad, el gen causante, la prevalencia, la clínica de la 

enfermedad, posibles tratamientos, y uno muy importante es la relación que existe entre la 

repetición del número de tripletas CAG y la edad de aparición de la enfermedad. 

 

Un estudio realizado en la región Grampian en Escocia, demuestra que existe una correlación 

negativa entre el número de repeticiones de tripletas CAG y la edad de inicio de la enfermedad 

de Huntington, es decir, que cuanto mayor sea el número de repeticiones, más temprano 

aparece la enfermedad (Sheila A Simpson, 1993). Otra investigación similar realizada en 

Costa Rica corroboró dicha correlación (Melissa Vásquez-Cerdas, 2008), existen otros 

factores aún no esclarecidos que intervienen en la edad de aparición de la enfermedad (Sheila 

A Simpson, 1993). Es necesario mencionar que la prevalencia de esta patología es más 

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 años 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 áreas del cerebro, en donde las neuronas se 

degeneran y se produce la muerte celular programada. Este desorden es un trastorno genético 

producido por una mutación dinámica que se debe a un aumento en número de tripletas CAG 

en el exón 1 del gen IT15 o HD el cual codifica una proteína citoplasmática llamada 

huntingtina ”htt”; que está localizado en el cromosoma 4p16.3 Existen varias hipótesis que 

tienden a explicar la muerte neuronal en la EH, como son la disminución del metabolismo 

energético, alteraciones de la función mitocondrial, estrés oxidativo y neurotoxicidad (Leite, 

2001) (I. Tasset, 2009) (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). 
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2.2.1. ASPECTOS CLÍNICOS 

 

La clínica sintomatológica  de los pacientes con la enfermedad de Huntington se basa en tres 

principales grupos de síntomas, como son: los cambios físicos 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 físicos 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 clásico es la corea, proviene de la palabra griega que significa “baile”, la 

severidad de la corea progresa según el grado de enfermedad. 

 

La distonía, es la contracción involuntaria de los músculos, la torpeza, lentitud de 

movimientos, movimientos oculares anormales, falta de coordinación, rigidez y alteraciones al 

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

 

2.2.1.2. Desórdenes cognitivos 

 

Este tipo de trastornos generalmente inician al mismo tiempo que los movimientos anormales, 

aunque algunos pacientes pueden tener un considerable daño motor con una disminución del 

daño cognitivo. Los pacientes con EH, parecen tener problemas en la recuperación de 

recuerdos, mas no en el almacenamiento de recuerdos como sucede en el enfermedad de 

Alzheimer. 
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2.2.1.3. Desórdenes emocionales 

 

Este tipo de desórdenes pueden ser los más molestos para el paciente, la familia y el tratante. 

Estos trastornos van desde depresión, conductas obsesivo-compulsivas, apatía, 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 años atrás el Dr. George Huntington en su artículo había llegado a esa 

conclusión (George Huntington, 1872). 

 

2.2.2. FISIOPATOGENIA 

 

La EH es una enfermedad que se produce por mutaciones caracterizadas por el aumento del 

número de repeticiones de tripletas CAG en el gen IT15. La tripleta CAG codifica el 

aminoácido glutamina. El gen IT15 codifica la proteína huntingtina (Leite, 2001) (Group, 

1993). Esta proteína 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). El segmento de poli Q, puede contener de 

9 a 36 repeticiones de CAG; en función a ello, la proteína presenta un tamaño de alrededor de 

3136 aminoácidos con un peso molecular de 348 kDa (I. Tasset, 2009). 

 

2.2.2.1. Huntingtina 

 

La htt, está presente en el núcleo, cuerpo celular, dendritas, terminales nerviosas de las 

neuronas y también se encuentra en algunos organelos como son aparato del Golgi, retículo 

endoplásmico 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: 

- Participación en el desarrollo embrionario de vertebrados. 

- Comunicación interneuronal 
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- Regulación 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 más de 36 repeticiones de tripletas CAG (Christopher A. Ross, 2002) 

(Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). La mhtt altera la transcripción de genes y esto se 

debe a la formación de agregados intracelulares o por el secuestro de importantes factores de 

transcripción. La htt interviene en la regulación transcripcional, plegamiento de proteínas y la 

degradación de proteínas (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). 

 

2.2.2.2. Regulación transcripcional 

 

La transcripción de ADN en ARN, es uno de los procesos más controlados en la célula, la 

expresión de genes que codifican para proteínas está regulada de un modo muy elaborado 

mediante los promotores, la presencia de secuencias regulatorias potenciadoras (“enhancers”) 

y la interacción entre múltiples proteínas activadoras o inhibidoras que actúan mediante su 

unión a secuencias específicas de reconocimiento al ADN (UNNE, 2010). 

 

Es evidente que la htt tiene un rol importante en la transcripción y una variedad de métodos 

han demostrado que la htt y la mhtt interactúan con muchos factores de transcripción es decir 

proteínas que intervienen en la transcripción 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”.  

 

Análisis en microarrays (chip de ADN) han demostrado que una serie de vías de transcripción 

se ven afectadas en esta patología (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). 
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2.2.2.3. Chaperonas y el proteosoma 

 

Dentro de las células las proteínas son continuamente degradadas en aminoácidos y a esa 

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

 

Varias chaperonas moleculares se encargan del correcto plegamiento de las proteínas recién 

sintetizadas, pero muchas veces este proceso puede ser infructuoso; así las proteínas deben ser 

replegadas correctamente o a su vez pueden ser degradadas por el sistema Ubiquitina-

Proteosoma “UPS”. Las principales chaperonas que cooperan para facilitar el proceso de 

plegado y conformación de polipéptidos en forma soluble son la Hsp70 y Hsp40. La 

agregación es una característica de las proteínas anormalmente dobladas, razón por la cual si 

la producción de estas proteínas excede la capacidad de degradación de la célula, estos 

polipéptidos pueden formar agregados intracelulares insolubles. El UPS es el encargado de 

impedir la agregación, pero en ocasiones cuando no son capaces de hacer frente a la tasa de 

producción de la proteína mal plegada, se forman dichos agregados (Christian Landles & 

Gillian P.Bates, 2004). 

 

2.2.2.4. Plegamiento alterado de la proteína 

 

Htt al igual que otras proteínas poliQ, interactúan 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 sugeriría que el deterioro del plegamiento de la proteína induce la 

enfermedad de Huntington (Bates G, 2003). Lo que se define como un plegamiento alterado 

de la proteína. La inhabilitación de las chaperonas en los agregados, disminuye la cantidad de 

chaperonas que se encuentran disponibles en la célula, aumentando de esta manera el número 

de proteínas con esta alteración de plegamiento. 

 

Hay evidencias que sugieren que solo ciertas subclases específicas de chaperonas afectan a la 

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

gusanos, Nollen y sus colegas lograron identificar solo dos Hsp70s “proteínas de choque 



14 
 

térmico y un miembro de las proteínas Dnaj “chaperonas de dominio J” que afectan la 

agregación en esta patología (Christian Landles & Gillian P.Bates, 2004). 

 

2.2.2.5. Fallo del sistema ubiquitino-proteosómico. 

 

Por otro lado si las chaperonas moleculares no son capaces de replegar correctamente las 

proteínas anormales, se induce su ubiquitinación (marcado de una proteína con ubiquitina) 

para dirigirse al proteosoma y su  posterior degradación. 

 

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 degradación 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, razón por la cual estos 

péptidos deben ser degradados por una hidrólisis adicional por peptidasas no identificadas. Por 

lo tanto, el intento de degradación de los fragmentos patógenos poliQ, puede dar lugar a  una 

agregación de fragmentos para salir del proteosoma, el fracaso de estas vías da lugar a la una 

mala función del proteosoma. La htt causa una inhibición de los UPS, y la agregación de 

proteínas perjudica directamente la función del UPS.  

 

2.2.2.6. Alteraciones del metabolismo energético y de la función mitocondrial 

 

El cerebro consume alrededor del 20% del oxígeno circulante, en relación con su peso relativo 

2%, debido a que las neuronas presentan una elevada actividad metabólica, estas obtienen la 

energía de manera casi exclusiva a partir del metabolismo aeróbico de la glucosa. 

 

El proceso de fosforilación oxidativa mitocondrial, en condiciones aeróbicas constituye la 

principal y más eficaz vía de síntesis de ATP, el cual consiste en el transporte de electrones a 
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través de una cadena de cinco complejos enzimáticos que se localizan en la membrana 

mitocondrial interna, que están interrelacionados mediante moléculas de la coenzima Q10 o del 

citocromo c. Mediante este proceso se logra oxidar los equivalentes reductores (NADH y 

FADH2) y canalizar el flujo de electrones hacia el aceptor final del hidrógeno, que es el 

oxígeno. La energía que se libera en estas reacciones es utilizada para bombear protones desde 

el interior de la matriz mitocondrial hacia el espacio inter-membrana, logrando así generar un 

gradiente de pH a través de la membrana mitocondrial interna, cuya energía se emplea en la 

producción de ATP a partir de ADP y fósforo inorgánico (Pi)(Rubio JC, 1998). 

 

En EH existe un déficit del 55% en la actividad de los complejos mitocondriales II y III; y de 

un 25% del complejo IV, en el caudado y putamen. La falta del complejo II mitocondrial, se 

caracteriza por la disminución de la oxidación de los sustratos dependientes de FADH2, como 

el succinato y en la oxidación normal de los dependientes de NADH, como el malato, mientras 

que el bloque del complejo III altera la oxidación en ambos. Sin embargo cualquier déficit 

enzimático que afecte a la cadena respiratoria, va a afectar de manera importante al 

metabolismo celular (Hughes., 2010). 

 

Mediante la tomografía computarizada por emisión de fotones individuales (SPECT) se 

evidencia que en EH, hay una disminución de la perfusión sanguínea cerebral, detectada 

incluso en los portadores presintomáticos de la mutación.  Estudios realizados con tomografía 

por emisión de positrones de F-18 fluorodeoxiglucosa (FDG-PET) en pacientes con EH, 

revelan la disminución del patrón típico de la actividad metabólica cerebral (Leite, 2001). 

 

2.2.2.7. Estrés oxidativo 

 

La formación de radicales libres es responsable de cerca del 2% del consumo del oxígeno 

usado en la respiración. Estos radicales libres se generan en la mitocondria durante el 

transporte de electrones en la cadena de fosforilación oxidativa; estas especies reactivas de 

oxígeno “ERO”, pueden generar reacciones en cadena con moléculas de todas las estructuras 

celulares, ya sean proteínas, lípidos de membrana, ácidos nucleicos y alteran su función, 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 localización en la matriz mitocondrial, a la falta de 

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

 

En pacientes con EH, existe un aumento en las deleciones del ADN mitocondrial en los 

lóbulos temporal y frontal de la corteza, así como un aumento de la concentración de 8-

hidroxi-deoxiguanosina, un marcador de lesión oxidativa del ADN, en el caudado y en la 

corteza frontal (Leite, 2001). 

 

2.2.3. DIAGNÓSTICO CLÍNICO 

 

El diagnóstico de la enfermedad de Huntington, se basa principalmente en el análisis de los 

síntomas clínicos y signos de una persona que tenga un padre comprobado con dicha 

patología. Es obligatorio tener un historial preciso del paciente junto con la sintomatología 

además de  un historial familiar detallado; cuando se tiene toda esta información, el 

diagnóstico no es muy difícil, aunque existen algunos casos que presentan similar 

sintomatología y pueden ser engañosos; existen también casos en los que no se conoce al 

antecesor con dicha patología debido a que ha muerto a temprana edad por alguna otra causa, 

en estos casos el cuadro clínico puede ser difícil de reconocer, en dichos casos es muy 

importante solicitar información antigua de las historias clínicas y los informes de autopsia. El 

“gold standard” o prueba de oro es la determinación de ADN,  para demostrar que el individuo 

presenta una repetición de CAG al menos de 36 repeticiones en gel de la huntingtina en el 

cromosoma 4. 

 

Actualmente los criterios clínicos necesarios siguen siendo cambios motores, desórdenes 

cognitivo y emocionales, con la combinación del historia familiar, que es necesario para el 

diagnóstico de dicha patología (Roos, 2013). 

 

En los casos en los que los movimientos coreicos son los más importantes, es de vital  

importancia el diagnóstico diferencial, ya que la EH comparte dichos movimientos con otras 

enfermedades que pueden tener orígenes de tipo hereditario, reumático e inducido por drogas.  
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En aproximadamente el 1% de los casos que son diagnosticados como EH por el clínico, la 

prueba genética no confirma su diagnóstico. Estos son los llamados fenocopias de la 

enfermedad de Huntington. Una fenocopia es un síndrome fenotípicamente característico de 

un genotipo determinado, pero producido por causas que no tienen un origen genético.  En las 

fenocopias de la EH, poseen un síndrome fenotípicamente simulador de la EH, pero es 

producido por cualquier otra causa diferente a la mutación genética que existe en el exón 1 del 

gen IT15, ya sea genético o no. En una revisión reciente realizada por  Wild Ej y 

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:  

 -Patrón familiar autosómico dominante 

-Deterioro cognitivo 

-Síntomas psiquiátricos. 

 

Por lo tanto, pueden existir fenocopias con un patrón hereditario de tipo autosómico recesivo,  

o  a su vez sin deterioro cognitivo o  síntomas psiquiátricos; siempre y cuando el estudio 

genético para la enfermedad de Huntington sea negativo. A continuación se encuentra en las 

tabla 1 enfermedades autosómicas dominantes que producen corea, y en la tabla 2 

enfermedades autosómicas recesivas que producen corea (García, 2011). 
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TABLA N°1 ENFERMEDADES AUTOSOMICAS DOMINANTES  CAUSANTES DE 

COREA  

(García, 2011) 
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TABLA N°2 ENFERMEDADES AUTOSOMICAS RECESIVAS LIGADAS A X 

CAUSANTE DE COREA  

(García, 2011) 

 

2.2.4 MARCO CONCEPTUAL 

 

2.2.3.1. Corea 

 

La palabra corea  proviene de la palabra griega Koreia, que significa danza: en estos pacientes 

su principal alteración 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 

rápidos, bruscos, involuntarios y descoordinados  sin un propósito; los cuales tienen una 

predominancia generalmente en la cara, lengua y miembros superiores con flexión de los 

dedos, abducción del brazo y gesticulaciones grotescas (Hernán Vélez A, 2002). 

 

2.2.3.2. Mutaciones dinámicas 

 

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

sido identificadas en los últimos años. Estas mutaciones consisten en un incremento del 
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número de repeticiones de un determinado trinucleótido que se asocia a un grupo de patologías 

neurológicas y/o neuromusculares concretas, en el caso de este estudio es el aumento del 

trinucleótido CAG que se evidencia en la enfermedad de Huntington. Estas mutaciones se 

caracterizan por presentar una inestabilidad inter e intrageneracional, y tienen la peculiar 

característica de presentar una relación inversamente proporcional entre el número de 

repeticiones y la edad de aparición de los primeros síntomas “anticipación genética” (Benítez, 

1999). 

 

2.2.3.3. Enfermedad de Huntington 

 

“Se define como una enfermedad neurodegenerativa de naturaleza hereditaria familiar, de 

carácter autosómica dominante cuya expresión 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 el de Juan de Acosta “Atlántico” (Hernán Vélez A, 2002). 

 

Las manifestaciones clínicas más importantes son motoras, movimientos coreicos y distónicos, 

parkinsonismo, incoordinación, disartria y ataxia. También presentan un síndrome demencial 

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

 

En la anatomía patológica se evidencia cambios atróficos microneuronales en el putamen, 

núcleo caudado, globos-palidus y tálamo con miosis reactiva. Existe una reducción 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 característica de aparición de la patología es entre los 35 y 45 años, aunque es posible 

su inicio a cualquier edad. En el 10% de los casos la parición de la patología se produce antes 

de los 20 años, un 5% antes de los 14 años y el 1% antes de los 10 años, la edad de aparición 

de la enfermedad varía dependiendo del número de tripletas CAG que posee cada individuo. 

En este subtipo juvenil se ha visto que el 70-80% de los casos la transmisión es paterna 

(Molón, Sáez, & Alcocer, 2010). 
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2.2.3.4. Núcleo  caudado y lenticular 

 

En conjunto, las 2 áreas cerebrales forman el cuerpo estriado. A su vez el cuerpo estriado se 

divide en el neoestriado, compuesto por el núcleo caudado y putamen, y el paleoestriado o 

globo pálido.  La reunión del globo pálido y el putamen constituye el núcleo lenticular. 

 

El núcleo caudado ocupa una posición característica en la pared lateral del ventrículo lateral y 

consta de 3 partes: cabeza, cuerpo y cola. La cabeza del núcleo caudado forma un relieve 

evidente en el asa anterior de ventrículo lateral. Aproximadamente a nivel del agujero 

interventricular, el caudado disminuye de tamaño pero sigue en sentido caudal como cuerpo 

del núcleo caudado por la parte lateral del cuerpo del ventrículo 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 información para la elaboración de proteínas.  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 exón 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 múltiples 

subunidades  proteicas,  las que sirve para degradar proteínas de manera selectiva, entre otras 

funciones encontramos:  

 Destrucción de proteínas malformadas  

 Papel regulador como parte del sistema ubiquitina 
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 Diferenciación celular  

 Sistema inmunológico (inmunoproteosoma)  

 Regula el ciclo celular  

 Ayuda a la defensa contra toxinas  

 Se asocia a la hidrólisis de ATP  

 Es una maquinaria degradativa de proteínas 

 

2.2.3.7. UPS (Sistema Ubiquitina Proteosoma) 

 

Es el sistema en el cual las proteínas son degradadas, consiste primeramente en el marcaje de 

las proteínas a ser eliminadas, son marcadas por una pequeña proteína llamada ubiquitina, 

luego de que las moléculas a eliminar se encuentren unidas a la ubiquitina, la enzima 

ubiquitina ligasa, es la encargada  de agregar más proteínas de ubiquitina, dando como 

resultado la formación de una cadena poliubiquitinica que le permitirá posteriormente al 

proteosoma identificar y degradar la proteína. Por ende el proceso de ubiquitinización 

conjuntamente con el proceso de degradación proteosómica recibe el nombre de sistema 

ubiquitina-proteosómico. 
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CAPÍTULO III 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. TIPO DE ESTUDIO 

 

Esta investigación tiene un diseño transversal descriptivo, que se llevó a cabo con  pacientes 

de distintos centros hospitalario públicos con un diagnóstico presuntivo de la enfermedad de 

Huntington.  

 

Esta investigación se llevó a cabo con un muestreo no probabilístico intencionado debido a 

varios factores: la muy baja prevalencia enfermedad, presupuesto limitado y al alto costo del 

procesamiento de las técnicas a ejecutar. La selección de pacientes se determinó tomando en 

cuenta a todos los pacientes con un diagnóstico presuntivo de la enfermedad de Huntington y a 

sus familiares en riesgo. 

 

 

3.2. POBLACIÓN-AMBIENTE-PERIODO 

 

Población: Pacientes que tienen un diagnóstico presuntivo de la enfermedad de Huntington y 

familiares de dichos pacientes que deseen participar en la investigación, 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 Pediátrico Baca Ortiz “Quito” 

-Hospital Carlos Andrade Marín “Quito” 

-Hospital General Gustavo Domínguez “Santo Domingo de los Tsáchilas” 

 

Muestras: Se recolectó una muestra sanguínea de sangre total en EDTA un total de 4ml de 

sangre por cada individuo participante de la investigación, realizando luego la extracción de 

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

 

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

 

3.3. CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

 

- Se tomaron en cuenta todos los pacientes de los hospitales públicos seleccionados, con 

un diagnóstico presuntivo de la patología y a sus familiares.  

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

- Participaron aquellos pacientes que firmaron el consentimiento informado, en el caso 

de menores de edad, la firma de sus representantes legales de aceptación de ingreso en 

el estudio. 

 

 

3.4. CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

 

- No fueron tomados en cuenta los pacientes sin antecedentes de la patología. 

- No fueron tomados en cuenta aquellos pacientes con diagnóstico de otras 

enfermedades neurodegenerativas. 
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3.5. METODOLOGÍA DEL ESTUDIO 

 

-La primera etapa de la investigación consistió en recolectar las muestras de sangre en 

todas las instituciones de salud involucradas en el estudio. 

-La segunda etapa consistió en el procesamiento de las muestras en el laboratorio de la 

escuela de Bioanálisis. 

-La tercera etapa consistió en análisis de los resultados obtenidos. 

 

3.6. TAMAÑO DE LA MUESTRA 

 

El presente estudio se trabajó con un muestreo no probabilístico 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 investigación transversal descriptiva, para el cálculo del tamaño de la 

muestra se utilizó la siguiente fórmula: 

 

𝑛 =
N

e2(N − 1) + 1
 

Donde: 

n= tamaño de la muestra 

N= Tamaño de la población en el tiempo 

e= precisión o error admitido. 

𝑛 =
57

(0,05)2(57 − 1) + 1
 

𝑛 =
57

1.14
 

𝑛 = 50 
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En este estudio se usó la  fórmula descrita anteriormente donde  se estableció un nivel de 

confianza mayor al 95% con un  z = 2; con un error de muestreo o precisión del 5%, 

obteniendo así una muestra de 50 pacientes. 

 

Cabe recalcar que para esta fórmula se usó una población total de 57 pacientes que 

corresponden  al número aproximado de individuos con riesgo de tener la patología en los 

hospitales en los que se va a realizar la investigación. 

 

3.7. EQUIPOS Y MATERIALES 

 

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

laboratorio de investigación de la Escuela de Bioanálisis de la PUCE, y fueron los siguientes:  

 

 Fluorómetro Qubit® 2.0;Marca: INVITROGEN; Modelo: QUBIT 2.0; Ref. Q-32866; 

Serie: 1202005498. 

 Termociclador; Marca: LABNET; Modelo: MULTIGENE OPTIMAX;  Ref. TC-9610; 

Serie: 1202020. 

 Transiluminador con luz ultravioleta; Marca: INVITROGEN; Modelo: BLUE-LIGTH 

TRANS-ILUMINATOR; Serie: 13110317. 

 Microcentrífuga; Marca: LABNET; Modelo: C-2500;  Ref. G-6600; Serie: P-101004. 

 Cámara de flujo laminar; Marca: C.B.S SCIENTIFIC; Modelo: P-036202; Serie: 

004000400. 

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

 Cámara electroforética; Marca: C.B.S SCIENTIFIC; Modelo: MGU-502T; Serie: 

006918.  

 Cámara fotográfica; Marca: SONY; Modelo  DSLR-A380 

 Pipetas automáticas de volumen variable; Marca: LABNET 

 

A continuación se detallan los materiales usados en este estudio: 
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 Termómetro temperatura variable 

 Puntas para pipetas con filtro volumen 0.1-10ul; Marca: AXYGEN.  

 Puntas para pipetas con filtro volumen 100ul; Marca: AXYGEN.  

 Puntas para pipetas con filtro volumen 1000ul; Marca: AXYGEN.  

 Microtubos  volumen 1.5ml; Marca: AXYGEN.  

 Microtubos PCR volumen 0.2ml; Marca: AXYGEN.  

 Guantes de nitrilo; Marca: GESKIN. 

 Galón de alcohol antiséptico (95%). 

 Paquete de toallas de papel. 

 Kit de extracción de ADN PURELINK; Marca: INVITROGEN.  

 DNA Ladder 1000pb Trackit; Marca: INVITROGEN. 

 25bp DNA Step Ladder ; Marca: PROMEGA. 

 DNA SYBRSafe-INVITROGEN. 

 Agarosa 500 gramos (Ultra–Pure); Marca: INVITROGEN. 

 Buffer TBE 10X-PROMEGA. 

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

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

 Go Taq® Flexi DNA polymerase. Marca PROMEGA 

 

3.8. TÉCNICAS EMPLEADAS 

 

Todas las técnicas empleadas se realizaron luego de que el paciente firmó el consentimiento 

informado, iniciando así la parte experimental del proyecto: 

 

3.8.1. EXTRACCIÓN SANGRE PERIFÉRICA 

 

Se recolectó 4 ml de las muestras sanguíneas mediante la técnica de sistema al vacio, con 

tubos que contenían como anticoagulante EDTA. Las muestras fueron tomadas siguiendo 

todas las medidas de bioseguridad pertinentes, el procedimiento que se siguió para la 

extracción fue el establecido para toma de muestras de sangre venosa periférica.  
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3.8.2. PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE ADN EN SANGRE TOTAL  

 

Para la extracción de ADN de las muestras sanguíneas de sangre total, se usó el kit de 

extracción de ADN PURELINK de la casa comercial INVITROGEN, a partir de las siguientes 

indicaciones: 

 

 Colocar en un tubo eppendorf estéril (1.5ml) 100 ul de solución PBS Y 100 ul de 

sangre total. 

 Agregar 20 ul de PROTEINASA K al tubo.  

 Agregar 20 ul RNAsa A al lisado, mezclar bien “vortex” e incubar a temperatura 

ambiente por 2 minutos. 

 Agregar 200 ul del reactivo “PURE-LINK GENOMIC LYSIS/BINDING BUFFER”, y 

mezclar bien “vortex” hasta obtener una solución homogénea. 

 Incubar a 55oC por 10 minutos. 

 Agregar 200 ul de etanol (96-100%) al lisado. Mezclar bien “vortex” por 5 segundos 

para obtener una solución homogénea. 

 Proceder inmediatamente a la atadura del ADN. 

 

ATADURA ADN 

 

 Remover el PURELINK SPIN COLUMN en un tubo nuevo. 

 Agregar el lisado preparado (aproximadamente 640 ul) con el PURELINK GENOMIC 

LYSIS /BINDING y ETANOL  al PURELINK SPIN COLUMN. 

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

 Descartar, y colocar el SPIN COLUMN en un PURELINK COLECTION TUBE 

limpio que viene suministrado en el kit. 

 Proceder con el lavado del ADN. 
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LAVADO ADN 

 

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

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

 Descartar, y colocar el SPIN COLUMN en un PURELINK COLECTION TUBE 

limpio que viene suministrado en el kit. 

 Agregar 500 ul del BUFFER WASH 2 a la columna 

 Centrifugar la columna a máxima velocidad  durante 3 minutos a temperatura 

ambiente. 

 Descartar el collection tube. 

 Proceder con la elución del ADN 

 

ELUCIÓN ADN. 

 

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

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

 Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar la columna a máxima 

velocidad  por 1 minuto a temperatura ambiente.  

 Para recubrir más DNA, desarrolle un segundo proceso de elución usando el mismo 

volumen del buffer de elución como primera elución en otro tubo eppendorf estéril de 

1,5ml. 

 Centrifugar la columna a máxima velocidad  por 1 minuto a temperatura ambiente. 

 

Luego de todo este procedimiento obtuvimos 105 ul de ADN asilado; realizamos 10 alícuotas 

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

grados centígrados. 
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3.8.3. CUANTIFICACIÓN DE ADN 

 

La cuantificación de ADN extraído se realizó con el Qubit® ds-DNA HS Assay kit y la lectura 

con el flourómetro Qubit®2.0. Para la cuantificación se debió seguir el procedimiento 

detallado a continuación: 

 

 Preparar la solución mix, por cada cuantificación de ADN preparar 99,5 ul del Buffer 

más 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 solución mix, más 5ul de cada estándar. 

 Para la preparación de cada muestra colocar 99,5 ul del mix más 0,5 ul de cada 

muestra. 

 Todo esto colocar  en tubos específicos de lectura para su posterior cuantificación 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. ELECCIÓN DE PRIMERS 

 

 Para la amplificación del exón 1 del gen IT15 en donde se encuentra la región de 

repetición 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 página en internet: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, aquí en esta página se ingresó 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. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Imagen 1 “Primers de la EH  verificados en el programa Primer Blast”  

 

 

3.8.5. ALINEAMIENTO DE PRIMERS 

 

 Los alineamientos se realizaron en el programa MEGA 5.0 siguiendo los siguientes 

pasos: 

 

1.- Se seleccionó una secuencia del gen en donde se sabe que existen la repetición 

de tripletas CAG que estamos buscando. En este caso es el exón 1 del gen IT15, que 

se encuentra ubicado en el cromosoma 4p16.3, correspondiente a la siguiente 

secuencia, la referencia >gi|450395|gb|L27350.1|HUMHD01 Homo sapiens 

huntingtin (HD) gene, exon 1 

TTGCTGTGTGAGGCAGAACCTGCGGGGGCAGGGGCGGGCTGGTTCCCTG

GCCAGCCATTGGCAGAGTCCGCAGGCTAGGGCTGTCAATCATGCTGGCC

GGCGTGGCCCCGCCTCCGCCGGCGCGGCCCCGCCTCCGCCGGCGCACGT

CTGGGACGCAAGGCGCCGTGGGGGCTGCCGGGACGGGTCCAAGATGGA

CGGCCGCTCAGGTTCTGCTTTTACCTGCGGCCCAGAGCCCCATTCATTGC

CCCGGTGCTGAGCGGCGCCGCGAGTCGGCCCGAGGCCTCCGGGGACTGC

CGTGCCGGGCGGGAGACCGCCATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATGAAG

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

Imagen 3 “Imagen que indica el fragmento del gen IT15 a ser amplificada” 

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGC

CACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGCC

GCAGGCACAGCCGCTGCTGCCTCAGCCGCAGCCGCCCCCGCCGCCGCCC

CCGCCGCCACCCGGCCCGGCTGTGGCTGAGGAGCCGCTGCACCGACCGT

GAGTTTGGGCCCGCTGCAGCTCCCTGTC. 

 

2.- Se debió ingresar al programa  MEGA, y en el apartado BUILD ALIGNMENT 

creamos un nuevo alineamiento. 

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

-Copiamos la secuencia del primer forward “IT15 FORWARD” 

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

 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

4. Eliminar el resto de la secuencia que no se va a amplificar,  así se obtiene la 

secuencia que estamos buscando, en este caso el tamaño del amplicon es de 139 

pares de bases (Imagen 3). 
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Luego de evidenciar que existe un correcto alineamiento de primers, se prosiguió a pedir 

los primers a través de la GUSTAVO VENEGAS REPRESENTACIONES (Anexo 1). 

 

3.8.6. PREPARACIÓN DE LOS PRIMERS. 

 

 El primer forward tiene de peso molecular 41,3 nmoles razón por la cual se debió 

pipetear 413 ul para obtener una concentración de 100 uM. Esta concentración nos 

servirá para tener una solución 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 razón por la cual se debió 

pipetear 353 ul para obtener una concentración madre de 100uM con un volumen de 

353 ul. 

 

35,3 nmoles x 1000 pmoles x  1 ul       =    353ul 

        1nmol            100 pmol 

 

 

 Preparamos una solución de primers de trabajo con una concentración de 10uM, para 

esto pipeteamos en un tubo eppendorf pequeño 10 ul de la solución madre de 

concentración 100uM, y agregamos 90uL de agua ultrapura. Repetimos este 

procedimiento con cada uno de los primers. 

 

 La fórmula con la que se realizó los cálculos pertinentes para realizar una solución de 

trabajo de 10uM, fue la siguiente: 
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C1 x V1 = C2 x V2 

 

100 uM x V1 = 10 uM x 100ul 

 

V1 = 10 uM x 100 ul 

               100 uM 

 

V1 = 10 uL 

 

Colocamos 10 ul de la solución madre y aforamos a 100 ul, para así obtener una 

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

posteriormente. 

 

3.8.7. PREPARACIÓN DE MIX  

 

 La preparación del mix, según la técnica de la casa comercial, (Anexo 2). 

 

TABLA N°3 CANTIDADES ELEMENTOS GO TAQ FLEXI BUFFER SEGÚN CASA 

COMERCIAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Se modificó 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8.8. PROTOCOLO DE PCR 

 

 Para la amplificación de la región que posee la repetición de tripletas CAG, se trabajó 

con  Go Taq® Flexi DNA Polymerase, de la casa comercial PROMEGA,  siguiendo el 

siguiente protocolo TABLAN N°5: 

 

TABLA N°5 PROTOCOLO DE PCR DEL ESTUDIO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Se realizó una PCR de gradiente con las siguientes temperaturas de hibridación: 

61,5ºC, 62,5ºC, 63ºC, 63,5ºC, 64ºC y 65ºC, con el fin de obtener la temperatura óptima 

de hibridación de los primers. Luego de esto se pudo evidenciar que la banda más clara 

se producía a una temperatura de 62,5ºC (Imagen 4) , razón por la cual se escogió 

dicha temperatura para el protocolo de PCR. 
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Imagen 4 “PCR de gradiente para obtener la temperatura óptima de hibridación 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. ELECCIÓN DE GEL DE AGAROSA 

 

 Para la preparación de los geles de agarosa de nuestro amplicon, usamos  ULTRA 

PURE TM AGAROSA, de INVITROGEN. 

 El tamaño del amplicon varia, siguiendo la siguiente relación:  

CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA

GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCC. 

Los primers son los de color amarillo, y el de color celeste y rosado son las 

repeticiones CAG. 

 

 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 relación 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 repetición 

adicional. 

 

 Conociendo ya el tamaño esperado del amplicon,  se procedió a realizar un gel de 

agarosa al 3%, ya que se sabe que se debe usar un gel de alta concentración mientras el 

fragmento es más corto; si se tratase de un fragmento de mayor cantidad de pares de 

bases, la concentración del gel de agarosa debería ser menor. 

 

 Se realizó geles de agarosa al 3%, con un volumen final de 90 ml, lo que quiere decir 

que se pesó 2,7gr de agarosa y se disolvió 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 colocó 2 

minutos más en potencia 3 en el microondas, obteniendo así una solución semilíquida 

de agarosa. 

 

 Se colocó el agar en un molde que poseía dos peinetas, luego de 30 minutos se quitó 

las peinetas junto con el gel para su posterior electroforesis. Así 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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 Se utilizó TBE 1X,  debido a que es el buffer recomendado para la migración de 

amplicones menores a 1Kb. 

 

3.8.10. ELECTROFORESIS DE LOS AMPLICONES EN EL GEL  

 

 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 o,8 cm. La distancia entre los 20 

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

 

 En los 20 pocillos superiores se colocó los amplicones que poseen el aumento del 

trinucleótido CAG y en los 20 pocillos inferiores colocó amplicones de beta actina, que 

sirvieron como controles de extracción y amplificación de ADN. 

 

 Luego de medir la distancia entre los 2 polos de la cámara de electroforesis que 

corresponde a una distancia de 19 cm, se decidió correr el gel a 80 voltios durante una 

hora con veinte minutos. Decidimos este voltaje, basándonos en la relación: por cada 

cm 4.2 voltios. 

 

 Posterior a la electroforesis realizamos la visualización de los geles de agarosa 

mediante el transiluminador UV-INVITROGEN; fotodocumentamos los geles con la 

ayuda de la cámara SONY DSLR-A380 para su posterior análisis. 
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3.9. OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES 

 

TABLA N°6 OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES 
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3.10. CONTROL DE CALIDAD 

 

Para el control de calidad se utilizó una muestra conocida de un paciente que padece la 

enfermedad de Huntington, en cada una de las etapas como la extracción de ADN se uso un 

control negativo “agua” y control positivo “paciente con EH” posteriormente se verificó que sí 

se extrajo ADN mediante el Qubit.  Luego se estandarizó las temperaturas de PCR con la 

muestra positiva de un paciente con EH, obteniendo así los grados centígrados óptimos para 

realizar la PCR.  

 

En la etapa de amplificación usamos un control negativo que fue agua y un control positivo 

que consistió en colocar primers de beta actina para cada una de las muestras, demostrando así 

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

 

3.11. ASPECTOS ÉTICOS 

 

Para la captación de pacientes que tengan un diagnóstico presuntivo de la enfermedad  se 

enviaron peticiones por escrito dirigidas al Director del área de investigación 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 recolección de datos, 

así como otros documentos que el director requiriese en ese momento  para la aprobación de 

captación de pacientes en dichas instituciones antes mencionadas. 

 

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

comentarles sobre la investigación. 

 

A cada uno de los pacientes que decidieron participar en el estudio, se les informó 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 información 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 mutación en el exón 1 del gen IT15, se 

procedió a informar a sus familiares o representantes legales acerca de la investigación en la 

que podrían participar, decidiendo así 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 año 2012. 
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CAPÍTULO IV 

 

RESULTADOS 

 

4.1. CUANTIFICACIÓN DE ADN 

Se realizó la cuantificación de ADN de todas las muestras, obteniendo los siguientes 

resultados (TABLA N°7): 

 

TABLA N°7 CANTIDAD MEDIA DE ADN EN MUESTRAS EXTRAÍDAS 

 

 

INTERVALO AL 

97%  

INFERIOR SUPERIOR 

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.  

57.82 81.57 

MEDIA 69.70 

DESVIACION M 41.32 

DESVIACION P 40.96 

 



43 
 

La media de concentración 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 

concentración de glóbulos blancos en muestra sanguínea, edad del paciente, estado de salud 

del paciente, además puede variar ligeramente debido al uso de la cuantificación en el equipo 

Qubit.  
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TABLA N°8 CANTIDAD DE ADN EN LAS MUESTRAS DE LOS PACIENTES 

PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO. 

  

Código del 
paciente. 

Cantidad de 
ADN en 
ng/uL. 

  Código del 
paciente. 

Cantidad de 
ADN en ng/uL. 

2,0,0  276   W 20.5 

3,0,0  79.3   Z 75.9 

3,1,0 78.9   Y 33 

3,1,1 92.3   X 36.5 

3,2,0 45.1   T 36.1 

3,2,1 19.8   V 42.2 

3,2,2 15.2   S 45.9 

3,3,0 87.7   K 63.6 

4,1,0 46.6   R 41.9 

4,1,1 74.9   Q 58 

4,1,2 153   P 60.5 

4,2,0 76.4   N 110 

4,2,1 49.1   M 24.6 

5,1,0 50.7   L 66.9 

5,1,1 79.1   H1 78.5 

5,4,0 64.4   H2 60.4 

5,6,0 79.8   H3 51.3 

5,6,1 102   H4 98.6 

5,6,2 27.5   H5 67.7 

5,6,3 28.2   H6 49.3 

5,6,5 53.8   H7 76.4 

6.0 74.2   H8 58.1 

7.4 179   H9 43.9 

8.0 115   H10 72.6 

8.1 54.8   C  61.5 

8,1,1 105   E 71.4 

8.2 72.2   E1 56.8 

9.1 43.4   E2 108 

9,1,1 79.2 
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Imagen 6 “Cuadro que indica el significado de cada 
uno de los simbolos usados en los árboles 
genealógicos” 

4.2. ÁRBOLES GENEALÓGICOS 

 

Se realizó un árbol genealógico de las familias involucradas en el estudio, en ciertos casos no 

se pudo acceder a información 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 aquellos que tienen una letra o un número dentro de la figura, 

los que no poseen estos caracteres son aquellos que no están incluidos en la investigación.  

A continuación en la (Imagen 6) se detalla la simbología para mejor comprensión de los 

arboles: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En esta investigación se trabajó con 57 muestras sanguíneas de individuos, correspondientes a 

5 familias y un paciente solo, todos estos pacientes tenían un familiar que había tenido un 

diagnóstico presuntivo de la enfermedad de Huntington. 
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Imagen 7 “Árbol genealógico de la familia 1, ell paciente H5 de sexo femenino de 44 años y la pciente H8 de sexo 
femenino de 22 años de edad posee una mutación en el gen IT15” 

 

FAMILIA 1 

 

Árbol genealógico de una familia (Imagen 7), en la cual se pudo obtener las muestras 

sanguíneas todos los hermanos de un progenitor que poseía la patología. Luego de realizar una 

PCR con los primers específicos para el gen que estamos buscando,  se evidenció que los 

individuos H5 y H8 tienen una mutación en el gen, razón por la cual van a desarrollar la 

patología. 

 

 

FAMILIA 2 

 

Árbol genealógico de una familia (Imagen 8), en la cual solo se pudo obtener las muestras 

sanguíneas de las dos últimas hijas y su respectiva descendencia. Luego de realizar una PCR 

con los primers específicos 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, poseían un alelo expandido para 

dicho gen, mientras que los pacientes T, V, S, no poseían ningún alelo expandido. Según la 

evidencia que poseemos podemos asumir que dichos pacientes tienen unos alelos mayores a 

36 repeticiones de CAG en el exón 1 del gen IT15, lo cual indicaría que poseen o en un futuro 

podrían tener los síntomas de la enfermedad. Según la evidencia podemos deducir que el 
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Imagen 8 “Árbol genealógico de la familia 2, el paciente K de 68 años, el paciente W con 35 años de edad, el paciente Z 
con 9 años de edad, el paciente Y con 6 años de edad y el paciente X con 2 años de edad tienen una expansión del 
trinucleótido CAG en el exon 1 del gen IT 15. 

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 clínicamente y genéticamente que posee 

la enfermedad de Huntington en una institución de salud. 

 

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

decir, no van a presentar la enfermedad. 

FAMILIA 3 

 

Árbol genealógico, de una familia ubicada en la provincia de Manabí, en el kilómetro  40 de la 

vía Chone (Imagen 9), en la cual la madre poseía la alteración en el gen IT15, como es una 

enfermedad autosómica dominante el 50% de los hijos tiene la posibilidad de poseer la 

enfermedad. Podemos observar que 5 de los 6 hijos tenían movimientos incontrolados, lo que 

nos haría 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 niño mayor tiene 7 años, y presenta movimientos leves 

incontrolados, lo cual se podría presumir que se trata de un Huntington juvenil. 
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Imagen 9 “Árbol genealógico de la familia 3, el paciente C de 34 años de edad, el paciente E de 31 años de edad y el 
paciente E1 de 10 años de edad poseen una expansión del trinucleótido CAG en el exon 1 del gen IT15, todos estos 
pacientes ya presentan movimientos involuntarios debido al elevado número de repeticiones CAG, el individuo E1 tiene 
alrededor de 131 repeticiones de CAG razón por la cual se trataría de un caso de Huntington juvenil”. 

Los pacientes de los cuales pudimos obtener las muestras sanguíneas fueron del paciente C, E, 

E1, E2. 

 

Luego de realizar una PCR con los primers específicos para el gen que estamos buscando,  se 

evidenció que los pacientes C, E, y E1 poseían un alelo expandido para dicho gen, mientras 

que el paciente E2 no poseía ningún alelo expandido. 

 

Según 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 más de 100 repeticiones del trinucleótido motivo que nos daría a sospechar que se trata 

de un caso de Huntington juvenil y esto justificaría la atribución de sus movimientos 

involuntarios. 

 

La paciente C2 según las evidencias de este estudio tendría menos de 36 repeticiones del 

trinucleótido en el gen IT15. 
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Imagen 10 “Árbol genealógico de la familia 4, ninguno de los pacientes involucrados en el estudio poseen una mutacion 
en el gen estudiado”. 

FAMILIA 4 

 

Árbol genealógico de la cuarta familia (Imagen 10), los elementos coloreados de negro con 4 

puntos blancos en su interior son pacientes que referían movimientos involuntarios que podían 

ser confundidos con los síntomas 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 análisis todos los pacientes muestran 

menor a 36 repeticiones del trinucleótido, 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 poseía 

movimientos involuntarios en los geles de agarosa tienen un único alelo que tienen menos de 

36 repeticiones de CAG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FAMILIA 5 

 

Árbol genealógico de la quinta familia (Imagen 11), luego de realizar una PCR con los primers 

específicos para el gen que estamos buscando,  se evidenció que los pacientes P y Q  poseían 

un alelo expandido para dicho gen, mientras que los pacientes M, N, L no poseían ningún 

alelo expandido. Luego de realizar el estudio pudimos llegar a la conclusión que el paciente P 
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Imagen 11 “Árbol genealógico de la familia 5,  el paciente Q  de 22 años de edad y el paciente P de 22 años de 
edad tienen mas de 36 repeticiones del trinucleótido CAG, razon por la cual van a expresar la patología”. 

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

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

IT15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la (TABLA N°8) se detallan con distinto color las familias participantes en el estudio, para 

mayor comprensión, con un total de 57 pacientes correspondientes a 5 familias se obtuvieron 

12 pacientes que manifestaron una mutación en el exón 1 del gen IT15 manifestando más de 

36 repeticiones del trinucleótido CAG. 
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TABLA N°9 RESULTADOS LUEGO DE LA AMPLIFICACIÓN DEL GEN IT15. 

# CODIGO FAMILIA RESULTADO   # CODIGO FAMILIA RESULTADO 

1 H1 

FAMILIA 1 

NEGATIVO   29 2,0,0  

FAMILIA 4 

NEGATIVO 

2 H2 NEGATIVO   30 3,0,0  NEGATIVO 

3 H3 NEGATIVO   31 3,1,0 NEGATIVO 

4 H4 NEGATIVO   32 3,1,1 NEGATIVO 

5 H5 POSITIVO   33 3,2,0 NEGATIVO 

6 H6 NEGATIVO   34 3,2,1 NEGATIVO 

7 H7 NEGATIVO   35 3,2,2 NEGATIVO 

8 H8 POSITIVO   36 3,3,0 NEGATIVO 

9 H9 NEGATIVO   37 4,1,0 NEGATIVO 

10 H10 NEGATIVO   38 4,1,1 NEGATIVO 

11 W 

FAMILIA 2 

POSITIVO   39 4,1,2 NEGATIVO 

12 Z POSITIVO   40 4,2,0 NEGATIVO 

13 Y POSITIVO   41 4,2,1 NEGATIVO 

14 X POSITIVO   42 5,1,0 NEGATIVO 

15 T NEGATIVO   43 5,1,1 NEGATIVO 

16 V NEGATIVO   44 5,4,0 NEGATIVO 

17 S NEGATIVO   45 5,6,0 NEGATIVO 

18 K POSITIVO   46 5,6,1 NEGATIVO 

19 C  

FAMILIA 3 

POSITIVO   47 5,6,2 NEGATIVO 

20 E POSITIVO   48 5,6,3 NEGATIVO 

21 E1 POSITIVO   49 5,6,5 NEGATIVO 

22 E2 NEGATIVO   50 6.0 NEGATIVO 

23 Q 

FAMILIA 5 

POSITIVO   51 7.4 NEGATIVO 

24 P POSITIVO   52 8.0 NEGATIVO 

25 N NEGATIVO   53 8.1 NEGATIVO 

26 M NEGATIVO   54 8,1,1 NEGATIVO 

27 L NEGATIVO   55 8.2 NEGATIVO 

28 R INDIVIDUO NEGATIVO   56 9.1 NEGATIVO 

          57 9,1,1 NEGATIVO 
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4.3. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

 

Se realizó la PCR y electroforesis en geles de agarosa de todas las muestras correspondientes a 

un total de 57 pacientes de 5 familias, de los cuales se evidenció una expansión en el gen IT15 

a 16 pacientes. 

 

C; E1; 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 poseían una expansión.  (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 continuación 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 expansión en los alelos que se consideran normales comparándolas con el 
ladder, en la parte inferior se encuentra el control de amplificación 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 número 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 número normal de repeticiones, en la parte inferior se encuentran cada uno de los pacientes con sus controles de beta 
actina”. 
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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 expansión notoria, por lo 

cual se procedió a correr una electroforesis en geles de agarosa  con el producto de PCR de 

estos pacientes  y de los pacientes que tienen una expansión 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.  

Razón por la cual van a tener un número de repeticiones CAG menor a 36. 

 

 

Los pacientes que tienen claramente la expansión 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 número de repeticiones CAG 

que tiene cada paciente ya que esto solo se conocería mediante la  técnica de secuenciación y 

debido a que contamos con pocos recursos económicos nos limitaremos a establecer un 

número aproximado de repeticiones CAG mediante métodos estadísticos. 

 

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 separación bien amplia entre sus bandas, lo que nos 
indicaría 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 expansión no muy amplia entre sus alelos  y se visualiza claramente que se encuentra bajo la banda del 
ladder de 125 pb lo que nos indicaría que tienen 2 alelos menores a 36pb. 
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Para establecer el número aproximado  de repeticiones CAG se realizó una regresión 

exponencial, ya que esta fue la que más se aproximaba a lo que nos encontrábamos buscando. 

Se realizó una regresión en base a los datos del ladder 25bp DNA Step Ladder de marca 

Promega que va de 25 pb a 300pb, en la regresión se usaron daros del peso molecular y la 

distancia recorrida por sus bandas, obteniendo así una ecuación y = 2423e-0.143x donde la 

variable “x” es la distancia recorrida en milímetros por los amplicones de los pacientes, de esta 

forma se obtuvo el número de pares de bases de cada amplicon de los pacientes que 

consideramos positivos (Imagen 17). 

 

Imagen 16 “Gel de agarosa al 3%, en el que se encuentran todos los pacientes que poseen una expansión en exón 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 indicaría que estos individuos superan los 36pb”. 
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Imagen 17 “Imagen de la regresión exponencial realizada en base al número de bases del ladder y distancia de migracion de las bandas en 
milímetros, en el eje X se encuentra la distancia de migración de las bandas en milímetros y en el eje Y se encuentra el número de pares de 
bases del ladder”. 

 

 

 

Luego para obtener el número de repeticiones CAG se restó 40 pares de bases al número total 

de pares de bases, se realizó esta resta de 40pb debido a que ese era el tamaño de los primers, 

una vez obtenido ese valor se dividió para 3, obteniendo así el número de repeticiones CAG. 

 

 

 

 

 

Esta regresión se realizó a todos los pacientes que tenían claramente una expansión, logrando 

obtener una aproximación del número de repeticiones de tripletas CAG indicadas en la 

(TABLA N°9): 
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TABLA N°9 NÚMERO APROXIMADO DE REPETICIONES CAG EN LOS PACIENTES 

CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON.  

 

 

PACIENTE 

DISTANCIA 

EN 

MILIMETROS 

PARES DE 

BASES 

NÚMERO DE 

REPETICIONES 

CAG RESULTADO 

EDAD 

C 23.824 80.31 13 NEGATIVO 34 Años 

C 16.569 226.65 63 POSITIVO  

E1 24.216 75.93 12 NEGATIVO 10 Años 

E1 12.059 431.96 131 POSITIVO  

E 23.333 86.15 15 NEGATIVO 31 Años 

E 15.784 253.57 71 POSITIVO  

P 23.333 86.15 15 NEGATIVO 22 Años 

P 17.745 191.56 51 POSITIVO  

Q 23.039 89.85 17 NEGATIVO 22 Años 

Q 18.627 168.87 43 POSITIVO  

K 21.732 108.32 23 NEGATIVO 68 Años 

K 18.497 172.03 44 POSITIVO  

Z 21.242 116.18 25 NEGATIVO 9 Años 

Z 18.497 172.03 44 POSITIVO  

W 23.007 90.27 17 NEGATIVO 35 Años 

W 18.399 174.46 45 POSITIVO  

Y 21.340 114.56 25 NEGATIVO 6 Años 

Y 18.399 174.46 45 POSITIVO  

X 21.275 115.63 25 NEGATIVO 2 Años 

X 18.235 178.60 46 POSITIVO  

H5 21.569 110.87 24 NEGATIVO 44 Años 

H5 18.431 173.67 45 POSITIVO  

H8 23.333 86.15 15 NEGATIVO 22 Años 

H8 17.941 186.27 49 POSITIVO  
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DISCUSIÓN 

 

Como en los resultados se indicó 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 evidenció una expansión en el gen IT15 a 16 pacientes, pero esto no 

significa necesariamente que los 16 pacientes van a tener la patología, ya que anteriormente 

indicamos que los pacientes que tienen la patología son aquellos que tienen un número mayor 

a 36 repeticiones de CAG en dicho gen.  Los 16 pacientes que tienen la expansión son  los 

individuos C ,E1 ,E ,P ,Q ,K ,Z ,W ,Y ,X ,H5 ,H8 , 3,2,1; 3,2,2; 5,6,1; 5,6,3 luego de realizar 

la regresión para determinar un aproximado del número de repeticiones del trinucleótido se 

evidencio que los pacientes 3,2,1; 3,2,2; 5,6,1; 5,6,3 no tenían una expansión mayor a 36 

repeticiones (Imagen 18). Luego de realizar la regresión se pudo evidenciar que el número de 

repeticiones CAG es menor a 36 (Tabla N°10). 
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TABLA N°10 RESULTADOS DE REGRESION EN PACIENTES DUDOSOS. 

 

Alelo del paciente 
Distancia en 
milímetros 

Pares de 
bases 

Número de 
repeticiones 
CAG Resultado Patología 

3.2.1 ALELO CORTO 2,111 90,988 17 NEGATIVO NO 
PRESENTA 3.2.1. ALELO LARGO 1,889 126,97 29 NEGATIVO 

3.2.2 ALELO LARGO 1,889 126,97 29 NEGATIVO NO 
PRESENTA 3.2.2 ALELO CORTO 2,094 93,34 18 NEGATIVO 

5.6.1 ALELO CORTO 2,094 93,34 18 NEGATIVO NO 
PRESENTA 5.6.1 ALELO LARGO 1,815 141,89 34 NEGATIVO 

5.6.3 ALELO LARGO 1,815 141,89 34 NEGATIVO NO 
PRESENTA 5.6.3 ALELO CORTO 2,094 93,34 18 NEGATIVO 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 18 “Gel de agarosa al 3% en donde se encuentran 
los pacientes que poseen 2 alelos normales, es decir, poseen 
una expansion del trinucleótido que no es patógena”. 
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TABLA N°9 NÚMERO APROXIMADO DE REPETICIONES CAG EN LOS PACIENTES 

CON ENFERMEDAD DE HUNTINGTON.  

 

 

PACIENTE 

DISTANCIA 

EN 

MILIMETROS 

PARES DE 

BASES 

NÚMERO DE 

REPETICIONES 

CAG RESULTADO 

EDAD 

C 23.824 80.31 13 NEGATIVO 34 Años 

C 16.569 226.65 63 POSITIVO  

E1 24.216 75.93 12 NEGATIVO 10 Años 

E1 12.059 431.96 131 POSITIVO  

E 23.333 86.15 15 NEGATIVO 31 Años 

E 15.784 253.57 71 POSITIVO  

P 23.333 86.15 15 NEGATIVO 22 Años 

P 17.745 191.56 51 POSITIVO  

Q 23.039 89.85 17 NEGATIVO 22 Años 

Q 18.627 168.87 43 POSITIVO  

K 21.732 108.32 23 NEGATIVO 68 Años 

K 18.497 172.03 44 POSITIVO  

Z 21.242 116.18 25 NEGATIVO 9 Años 

Z 18.497 172.03 44 POSITIVO  

W 23.007 90.27 17 NEGATIVO 35 Años 

W 18.399 174.46 45 POSITIVO  

Y 21.340 114.56 25 NEGATIVO 6 Años 

Y 18.399 174.46 45 POSITIVO  

X 21.275 115.63 25 NEGATIVO 2 Años 

X 18.235 178.60 46 POSITIVO  

H5 21.569 110.87 24 NEGATIVO 44 Años 

H5 18.431 173.67 45 POSITIVO  

H8 23.333 86.15 15 NEGATIVO 22 Años 

H8 17.941 186.27 49 POSITIVO  
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Luego de realizar la regresión observamos claramente que todos los pacientes tienen un alelo 

normal y otro expandido, razón por la cual tienen un número 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 razón por la cual sufre de un caso de Huntington 

juvenil. La mayoría de pacientes que participaron en el estudio tienen alrededor de 43 

repeticiones de CAG. 

 

En esta regresión exponencial no se incluyeron los pacientes 321, 322, 561, 563, ya que ellos 

no tienen una expansión notoria “una distancia considerable entre sus 2 amplicones”, 

decidimos realizar el gel por separado junto con la regresión, obteniendo así los siguientes 

resultados (Tabla N°9): 

 

TABLA N°10 RESULTADOS DE REGRESION EN PACIENTES DUDOSOS. 

Alelo del paciente 
Distancia en 
milímetros 

Número de 
repeticiones 
CAG Pb Resultado Patología 

3.2.1 ALELO CORTO 2,111 90,988 17 NEGATIVO NO 
PRESENTA 3.2.1. ALELO LARGO 1,889 126,97 29 NEGATIVO 

3.2.2 ALELO LARGO 1,889 126,97 29 NEGATIVO NO 
PRESENTA 3.2.2 ALELO CORTO 2,094 93,34 18 NEGATIVO 

5.6.1 ALELO CORTO 2,094 93,34 18 NEGATIVO NO 
PRESENTA 5.6.1 ALELO LARGO 1,815 141,89 34 NEGATIVO 

5.6.3 ALELO LARGO 1,815 141,89 34 NEGATIVO NO 
PRESENTA 5.6.3 ALELO CORTO 2,094 93,34 18 NEGATIVO 

 

 

Evidenciamos que dichos pacientes tienen los 2 alelos normales razón por la cual no van a 

desarrollar la patología, claramente en el gel de agarosa se evidencia que la distancia entre los 

dos amplicones no es muy grande en comparación con los pacientes que si poseen la 

patología. 
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CONCLUSIONES 

 

 Se logró detectar 12 pacientes  que poseían un alelo expandido en el exón 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 más de 36 

repeticiones del trinucleótido CAG  en dicho exón del gen. Del número antes 

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

 

 El rango de repeticiones del trinucleótido en los pacientes que tienen una mutación en 

el gen IT15 fue 43 a 131 repeticiones, se puede concluir que mientras más repeticiones 

la edad de aparición de la enfermedad es más temprana, es el caso del paciente E1 es 

un caso de Huntington juvenil. 

 

 Obtuvimos un individuo menor a 10 años que presentaba  una serie de movimientos 

incontrolados, luego del estudio concluimos que el paciente tiene alrededor de 131 

repeticiones del trinucleótido, lo que nos indicaría que se trata de un caso de 

Huntington juvenil. 

 

 En los pacientes que tenían más repeticiones de CAG se pudo evidenciar que los 

síntomas aparecieron relativamente más temprano que aquellos pacientes que tienen 

menor número de repeticiones CAG. 
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 El éxito en el procesamientos de las muestras de los individuos participantes en el 

estudio se debió a que en cada una de las etapas de la investigación se llevó un 

minucioso control de calidad empleando técnicas adecuadas tanto en la manipulación, 

procesamiento y conservación de las muestras, también el éxito se debió a que se logró 

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 país, estandarizar el método diagnóstico para 

evitar diagnósticos erróneos y así dar un asesoramiento psicológico a los familiares de 

pacientes así 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 secuenciación 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 secuenciación se puede determinar el número exacto de 

repeticiones de tripletas CAG en cada uno de los pacientes. 

 

2. Efectuar la cuantificación de ADN mediante un método directo y no en el equipo del 

Quibit, ya que debido al proceso que implica pipetear la solución de ADN existe un 

error ligero en la cuantificación 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 así se ahorraría 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 relación que existe 

entre el número de tripletas CAG y edad de aparición de la enfermedad, otro tema que 

podría continuar con la investigación es determinar la relación 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 número de repeticiones aumenta considerablemente en dichos 

casos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1 
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ANEXO 2 
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ANEXO 3 
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ANEXO 4 
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