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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. DESARROLLO HISTORICO

En 1872, un médico llamado George Huntington describié una
enfermedad caracterizada por intensos movimientos involuntarios, con comienzo
en la edad media de la vida y patron hereditario autosémico dominante
(Huntington, 1872). A continuacion se cita un extracto del original de la

publicacion:

“La corea hereditaria como yo la he llamado esta confinada a determinadas
y afortunadamente pocas familias y ha sido transmitida como una reliquia de
generaciones olvidadas en el confuso pasado. Aquellos por cuyas venas corre la
semilla de la enfermedad viven con el temor y no es mencionada salvo extrema
necesidad como “ese trastorno”. Presenta todos los sintomas de la corea comdn
pero de una forma mas severa, se manifiesta en la edad adulta a una edad
mediana y comienza de una forma gradual pero segura, empeora paso a paso Yy
con frecuencia el curso de la enfermedad abarca afios hasta el tragico desenlace
pero ... Hay tres peculiaridades principales de esta enfermedad: 1) su naturaleza
hereditaria, 2) una tendencia a la locura y al suicidio, y 3) su manifestacion como

una enfermedad grave en la edad adulta.
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1. De su naturaleza hereditaria. Cuando uno o ambos padres presentan
manifestaciones de esta enfermedad, y mas especialmente cuando estas
manifestaciones fueron de naturaleza seria, uno o0 mas miembros de la
descendencia casi invariablemente sufrird la enfermedad en su edad adulta. Pero si
por suerte uno de los hijos no la padece a lo largo de su vida, el hilo se rompe y los
nietos y bisnietos del paciente original pueden descansar seguros de que estan
libres de la enfermedad...

2. La tendencia a la locura y algunas veces el tipo de demencia que
conduce al suicidio es caracteristica. Conozco muchos casos de suicidios en
pacientes con este tipo de corea, o0 en personas que pertenecieron a familias donde
existio esta enfermedad...

3. La tercera peculiaridad es que comienza como una grave enfermedad
solo en la edad adulta. No conozco ni un solo caso que mostrara los sintomas
principales de la corea antes de los treinta 0 cuarenta afios mientras que aquellas
personas que pasan los cuarenta afios sin sintomas de la enfermedad raramente la
sufriran... No conozco ninguna recuperacion o mejora de los sintomas en una corea
de este tipo; una vez iniciada conlleva inexorablemente al amargo final. No existe
tratamiento hoy en dia, el final es tan bien conocido por el paciente y sus amigos

gue el consejo médico raramente se busca. Parece ser una de las incurables.”

Para honrar a este médico, los cientificos le dieron su nombre a esta

enfermedad: Corea de Huntington o Enfermedad de Huntington (EH).
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1.2. PREVALENCIA

Existen estudios epidemioldgicos llevados a cabo en distintas partes del
mundo, incluidos noroeste de Europa, Reino Unido, Escandinavia, Norteamérica,
Australia, Japén, y Sudafrica. La frecuencia media de la EH en la poblacion
descendiente de Europa occidental es de 3 a 7 individuos afectados por 100.000
habitantes (Evers-Kiebooms et al., 2002). Sin embargo, hay pequefias areas de

prevalencia particularmente alta o baja.

Areas de baja prevalencia. La EH no es muy comun en Japén (Kishimoto

K et al., 1957) ni entre la raza negra africana (Hayden et al., 1980). La frecuencia
de EH en Japdn ha sido estimada entre 0,1 y 0,38 por 100.000, que esta justo por
debajo de la frecuencia de Finlandia que es 0,5 por 100.000 (Palo et al., 1987).
Esta frecuencia es 10 a 20 veces menor que la encontrada en los paises
occidentales. Un amplio estudio realizado en Sudafrica revela que la enfermedad
es aproximadamente 40 veces menos frecuente en la raza negra africana que en
la raza blanca de Sudéafrica. Antiguos estudios de los Estados Unidos (Reed et al.,
1958; Kurtzke et al.,, 1977) también demuestran que esta enfermedad fue
aproximadamente tres veces menos frecuente en los americanos de raza negra

que en los de raza blanca. No obstante, un estudio mas detallado de Folstein et al
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(1987) reveld la existencia de una prevalencia en la raza negra bastante similar a

la observada en la raza blanca en el estado de Maryland.

Las distintas frecuencias estan relacionadas con el origen étnico de cada
poblacion en particular y el origen de la EH en cada regién. La mayoria de los
estudios genealdgicos han demostrado que la migracion del noroeste de Europa
fue el factor principal responsable para la propagacion de la EH por el mundo. Asi,
se observa una baja prevalencia de la enfermedad en poblaciones de origen no
europeo como consecuencia de que el defecto genético se ha introducido mas

recientemente.

Areas de alta prevalencia. La prevalencia de la EH es mayor de 15 por

100.000 en 5 areas. Un factor importante a considerar cuando se fijan
prevalencias en una region es el tamafo total de la poblacion examinada. En una
poblacién pequenfa, la presencia de unos pocos individuos afectados aumentara

la prevalencia.

Esto es obvio en el estudio realizado en el area de Moray Firth, Escocia,
donde un total de 5 individuos afectados resultd en una prevalencia de 560 por
100.000 porque el total de habitantes en esta region era inferior a 1.000. De igual

manera, se encontrd una prevalencia alta falsa en Mauritius (Hayden, 1979).
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La frecuencia mas alta de EH en el mundo se encuentra en el Lago
Maracaibo, Venezuela (Avila-Giron, 1973; Young et al., 1986). El defecto genético
fue introducido por un individuo en una comunidad aislada a principios del siglo
diecinueve, y se propagdé rapidamente como resultado de la relacidn entre

personas afectadas en esta area aislada.

Esta poblacion ha ofrecido la extraordinaria posibilidad de estudiar la
historia natural de esta enfermedad asi como la comprensidon de las
caracteristicas clinicas de la homocigosis en la EH (Wexler et al., 1987). La
identificacion de esta familia extensa con EH sirvié para confirmar el ligamiento
del gen HD a un marcador genético en el brazo corto del cromosoma 4. Ademas,

esta familia ha servido como referencia de estudios de mapeo genético.

La alta frecuencia de la EH en Tasmania (Pridmore, 1990) refleja la
introduccién del defecto genético por un unico ancestro de Somerset, Inglaterra,
quien después de enviudar por segunda vez emigréo con sus trece hijos a
Australia. En 1964 habia 120 afectados en cinco generaciones de Tasmania. El
estudio de Pridmore (1990) revel6 que esta familia era todavia el factor principal

de la alta prevalencia de EH en Tasmania.
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3. HISTORIA NATURAL

1.3.1. EDAD DE INICIO

Se define edad de inicio como la primera vez que aparecen los sintomas
neuroldgicos o psiquiatricos dando lugar a un cambio permanente del estado
normal. No obstante, con esta interpretacion la estimacidn de la edad de inicio
puede ser muy dificil. Los médicos rara vez presencian las primeras sefales y
sintomas de la EH, y la valoracion de estos primeros cambios son observados por
el paciente o su familia. En algunas familias, el rechazo a la EH les hace negar los
primeros sintomas y solo reconocen la presencia de la enfermedad en su forma
mas avanzada, mientras que, en otras, cualquier inquietud o torpeza se atribuye
al comienzo de la enfermedad. En cualquier situacion, la edad de inicio esta mal

calculada.

Diferentes estudios han demostrado una marcada variacion en la edad de
inicio debido a los diferentes criterios aplicados para su determinacién, por
ejemplo, inicio de sintomas psiquiatricos 0 corea como desencadenantes.
También debido a la omision de intervalos de observacion, que pueden dar

edades de inicio mas bajas falsas, por no contener informacién de heterocigotos
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asintomaticos que todavia no hubieran manifestado la enfermedad en el periodo

estudiado (Newcombe, 1981).

La edad a la que comienzan los sintomas de la EH tiene una distribucion
normal, con una media alrededor de 40 afios y una desviacion estandar de 10
afos aproximadamente (Hayden, 1981; Adams, 1988). La edad de inicio mas
temprana ha sido aproximadamente 2 afos. También se han detectado pacientes

con una edad de inicio de 70 e incluso 80 anos.

Para corregir el problema de la omisién de intervalos de observacion,
Wendt et al. (1959) restringié sus analisis a cohortes con una edad de 60 afos e
inform6 de una media de edad de inicio de 43,97 anos, que es mas alta que en
otros estudios. Cuando el estudio de Newcombe (1981) se amplié a personas
nacidas antes de 1909, la media de la edad de inicio fue de 48,4 anos. De tal
forma que se observa una disminucion sucesiva de la edad de inicio a medida que
se reduce el intervalo de observacion. De forma similar ocurre en el estudio de
Adams et al. (1988) donde la edad de inicio media en una muestra de 611
pacientes fue de 38,6 afos. Sin embargo, la restriccion de los analisis a personas

nacidas en 1920 resulté en una media para la edad de inicio de 43,7 aios.
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Por lo tanto, la edad de inicio media en la mayoria de los estudios
(Hayden 1981, Harper 1991) podria haber sido subestimada como resultado del

efecto de omisidon de los intervalos de observacion.

1.3.2. SINTOMAS INICIALES

La EH no tiene una sefal o sintoma unico. En las fases mas tempranas,
hay un deterioro insidioso y lento de las funciones intelectuales, asi como un
cambio leve de conducta. Para obtener una evaluacion acertada de las sefales y
sintomas de la EH, es necesario seguir una cohorte durante un periodo
prolongado. El estudio longitudinal de familias en Venezuela (Penney et al., 1990)
ha demostrado claramente que los pacientes pasan por una fase prodrémica que
comprende desde la fase normal presintomatica hasta el momento en que el
diagndstico puede ser obtenido tras una exploracion neurolégica. Esta fase de
inicio durante la cual el diagnostico de la EH es inequivoco se puede demostrar,
frecuentemente, mediante una tomografia de emision de positrones (PET) que
pone de manifiesto los cambios de niveles de glucosa en el nucleo caudado

(Hayden et al., 1987; Grafton et al., 1990).

10
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1.3.3. EDAD DE DEFUNCION

Mientras que la edad de defuncion es un punto especifico, un estudio de
la media en una poblacién podria tener los mismos problemas que los observados
para la edad de inicio, por ejemplo, la evaluacion de una cohorte reciente podria

no incluir aquellos supervivientes mas longevos.

La edad media de defuncion en diferentes estudios varia de 51,4
(Brothers, 1964) a 61,8 afos (Pridmore, 1990). En todos los casos, en los
estudios donde la edad de defuncion es baja la edad de inicio también es baja,
hecho que refleja que no hay variacion en la duracién de la enfermedad. La edad
media de defuncién en Tasmania es de 48,3 afios. El estudio mas extenso
realizado sobre la mortalidad y sus causas en EH esta basado en los datos
nacionales proporcionados por el Centro de Estadisticas de Salud de los Estados
Unidos que recoge todas las causas de fallecimiento en certificados de defuncion
(Lanska et al,. 1988). En este estudio de 3058 personas, la edad media de
defuncion fue de 56,5 anos. Las principales causas de fallecimiento en personas
con EH fueron neumonia (33%) y enfermedad coronaria (24%) (Lanska et al.,
1988; Haines et al., 1986). El suicidio representa solo el 1-3% de los
fallecimientos pero es probable que no sean informados todos. Si asumimos una
muerte por suicidio, los casos de envenenamiento accidental o violencia, esto se

consideraria como un 8% de las muertes aproximadamente. La neumonia es

11
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cinco veces mas comun en la EH que en los casos controles y probablemente es

secundaria a la disfagia que resulta en asfixia y neumonia por aspiracion.

1.3.4. DURACION DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La duracion de la EH se estima por substraccion de la edad de inicio y la
edad de defuncion. En contraposicién a las considerables diferencias en la edad
de inicio y edad de defuncion en diferentes estudios, no hay variaciones
significativas en la duracion de la enfermedad, la cual se encuentra alrededor de
15 anos, sin diferencia entre los sexos (Hayden, 1981). La supervivencia con la
EH pasados los 50 afios no tiene cambios significativos, lo que refleja el fracaso
de la terapia médica para retardar el progreso de la enfermedad. Aunque la
duracion media en muchos estudios ha sido constante, hay variaciones
individuales notables, como una duracion de la enfermedad de 40 afios en raras
ocasiones (Wendt et al., 1959). Los factores responsables de esta larga

supervivencia son desconocidos.

12
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1.4. NEUROPATOLOGIA

La neuropatologia es extremadamente restringida, de modo que se
produce fundamentalmente una atrofia del estriado (nucleo caudado y putamen) y
en menor medida de la corteza, aunque macroscopicamente todo el cerebro se

presenta a menudo atrofiado (Vonsattel et al., 1985).

El estriado se localiza en el cerebro anterior y pertenece al sistema motor
subcortical de los ganglios basales, que manda sefales a la corteza cerebral a
través del talamo. Este sistema esta formado por el estriado, el nucleo
subtalamico, el globo palido (segmentos interno GPi y externo GPe) y la sustancia
negra (pars compacta SNpc y pars reticulata SNpr), ademas de participar

fundamentalmente en el control del movimiento (Afifi, 1994).

Microscépicamente, la patologia del estriado se caracteriza por pérdida
neuronal, gliosis y presencia de agregados protéicos (Vonsattel et al, 1985;
DiFiglia et al., 1997). Las neuronas mas afectadas son las neuronas espinosas de
tamafio medio (MSSN), que constituyen el 95% de las neuronas del estriado,
mientras que el resto no se afecta por la patologia (Lange et al., 1976). Las MSSN
utilizan GABA como neurotransmisor y proyectan al globo palido (GP) y a la
sustancia negra (SN) (Graybiel et al., 1994). Localizados en la matriz del estriado,

sus cuerpos celulares reciben un gran numero de senales, como las

13
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glutaminérgicas de la corteza y del talamo, colinérgicas de las interneuronas
colindantes, gabérgicas de MSSN adyacentes, y dopaminérgicas, que proceden
de la sustancia negra pars compacta (SNpc) (Flaherty et al., 1993). Las sefales
dopaminérgicas modulan la transmision desde la corteza cerebral al estriado. La
accion de la dopamina sobre las neuronas del estriado depende del tipo de
receptor de dopamina acoplado a proteinas G que tengan. Los receptores tipo D4
y Ds estimulan la actividad de la adenilato ciclasa y pueden potenciar los efectos
de las proyecciones corticales sobre las neuronas del estriado. Por su parte, los
D,, D3, y D4 inhiben la actividad de la adenilato ciclasa y pueden tener efectos

opuestos a los de las proyecciones de la corteza (Strange, 1993).

Las MSSN, ademas de GABA, tienen otros neurotransmisores.
Basandose en los neurotransmisores que contienen y el tipo de receptores de
dopamina que expresan, se pueden dividir en dos poblaciones: una contiene
dinorfina (Dyn) y sustancia P, y expresa receptores D4, y otra cuenta con
encefalina (Enk) y expresa principalmente receptores D,. Las sefiales de ambas
poblaciones de MSSN son inhibitorias y proyectan respectivamente a la parte
externa del globo palido (GPe; GABA/Enk/D5), o a la parte interna del globo palido
(GPi; GABA/Dyn/sustancia P/D4) y a la sustancia negra pars reticulata (SNpr;
GABA/ Dyn/sustancia P/D4) (Gerfen, 1988; 1992). Las proyecciones GABA/Enk al
GPe pueden estar afectadas mas intensamente que las proyecciones

GABA/sustacia P al GPi (Reiner et al., 1988).
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Con respecto a la gliosis, en el estriado con EH se ha encontrado un
incremento de astrocitos fibrilares. Estos astrocitos se detectan mediante
inmunotincion con anticuerpos ant-GFAP (glial fibrillary acidic protein, o proteina
acida fibrilar de la glia); tienen un nucleo mayor y mas vesicular de lo normal y

poseen un numero mayor de haces de filamentos gliales (Vonsattel et al., 1985).

Con respecto a la atrofia cortical, se han observado alteraciones en las
capas lll, V y VI (y posiblemente también en la IV). Las neuronas mas afectadas
en la corteza son las neuronas de proyeccion piramidales grandes (Sotrel et al.,
1993). En este caso tampoco las interneuronas corticales aparecen afectadas. La
gliosis en la corteza es menor que en el estriado, pero también aumenta con

respecto a los controles.

En el cerebro con EH, las neuronas del estriado y corticales (neocortical y
alocortical) contienen inclusiones intraneuronales nucleares (IIN) caracteristicas,
que raramente estan presentes dentro de otras estructuras subcorticales, como el
GP y el talamo, y generalmente estan ausentes en otras partes del cerebro
(DiFiglia et al., 1997; Maat-Schieman et al., 1999; Sieradzan et al., 1999;
Gutekunst et al., 1999). Las IIN son inmunorreactivas a los anticuerpos contra el
extremo N-terminal de la huntingtina (HTT) (pero no al segmento interno o C-
terminal) y contra la ubiquitina. Hay agregados similares que también estan

presentes en el neuropilo, y que se han llamado “agregados del neuropilo” o
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“neuritas distroficas” (ND). Mediante analisis de electrotransferencias e
inmunodeteccion de fracciones nucleares del estriado y la corteza de pacientes
con EH, se observdé que los agregados nucleares y del neuropilo estaban
formados por un fragmento de HTT N-terminal de 40 kDa. Las IIN son mas
frecuentes en la corteza que en el estriado en todos los grados patoldgicos de la

EH, asi como mas comunes en los jovenes que en los adultos.

1.5. MANIFESTACIONES CLINICAS

1.5.1. SINTOMAS EN LA EH DE INICIO ADULTO

La evolucion clinica de la enfermedad de Huntington es gradual. Los
pacientes pasan por una fase prodromica comprendida entre la fase
presintomatica normal hasta el momento en el que se puede hacer la diagnosis
con un examen neurolégico y aparecen los sintomas caracteristicos de la

enfermedad.
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1.5.1.1. SINTOMAS MOTORES EXTRAPIRAMIDALES

El sintoma mas caracteristico de esta enfermedad es el movimiento
coréico de donde vino su antiguo nombre “Corea de Huntington”. La corea se
define como un sindrome hipercinético caracterizado por movimientos
involuntarios amplios, irregulares, generalizados y bruscos, que no pueden
suprimirse voluntariamente por el individuo y que empeora con el estrés
(Berardelli, 1999). Se ha observado que estos movimientos son menos frecuentes
en pacientes que desarrollan la enfermedad en la juventud (Hayden, 1981), y sin
embargo estan casi siempre presentes cuando se desencadena en la edad adulta

(Folstein, 1989).

La bradicinesia y la rigidez aparecen gradualmente hasta ser uno de los
sintomas dominantes en la fase final de la enfermedad (Young et al., 1986). Los
sujetos que inician los sintomas en edad infantil y juvenil suelen desarrollar, mas

frecuentemente, rigidez y acinesia (Hayden, 1981).

Y por ultimo, la distonia caracterizada por la lentitud en los movimientos y

las posturas anormales, no aparecen con frecuencia en los primeros estadios

pero se agrava y se hace prominente en los finales (Young et al., 1986).
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1.5.1.2. OTRAS DISFUNCIONES MOTORAS

Las alteraciones de la motilidad ocular se encuentran entre los sintomas
que aparecen primero y afecta a la mayoria de los pacientes, sobre todo los
movimientos sacadicos, especialmente en los que la enfermedad se desencadena

a temprana edad (Beenen et al., 1986; Oepen et al., 1981).

Otra disfuncion que aparece al comienzo de la enfermedad, es el
empeoramiento de la funcion motora voluntaria (Thompson et al., 1988; Hefter et
al., 1987; Van Vugt et al., 2001). Se observa cierta torpeza o inhabilidad en las

tareas diarias.

La hiperreflexia ocurre de forma temprana en el 90% de los pacientes,
mientras que el clonus y la respuesta plantar extensora aparece mas tarde y con
menos frecuencia (Young et al., 1986; Hayden, 1981). Ademas, este fenbmeno
tardio es predominante en pacientes jévenes y adultos de edad avanzada (Young

et al, 1986).

La marcha se ve afectada de manera sutil en la primera fase, incluyendo

dificultad al caminar, en la parada brusca y en el giro (Koller et al., 1985).

Conforme avanza la enfermedad la marcha se hace mas dificultosa y como
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consecuencia los pacientes sufren numerosas caidas y con frecuencia terminan

confinados a una silla de ruedas.

El deterioro del habla se observa también al comienzo de la enfermedad

(Podoll et al., 1988; Coleman et al., 1990).

La disfagia o dificultad para tragar afecta en primer lugar a la ingesta de
liquidos y conforme avanza la enfermedad también afecta a los sélidos, lo que

comunmente causa la muerte por atragantamiento (Leopold et al., 1985).

1.5.1.3. DETERIORO COGNITIVO

Entre los trastornos cognitivos destaca una demencia subcortical en fases
tempranas de la enfermedad que incluyen lentitud en el proceso del pensamiento,
cambios afectivos y de personalidad, asi como problemas para integrar nuevos
conocimientos (Caine et al., 1985; Brandt et al., 1986; Jason et al., 1988; Pillon et

al., 1991).

El deterioro de la memoria es un proceso comun de esta enfermedad que
esta presente con frecuencia en estos pacientes y en fases tempranas (Caine et

al., 1985). Se ve afectada la memoria visual (Pillon et al., 1991), mientras que la
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memoria verbal se mantiene hasta mas tarde (Pillon et al., 1991; Folstein 1989).
Por ejemplo, los pacientes tienen dificultad para reproducir figuras geométricas
pero pueden recordar hechos, palabras, o historias. A diferencia de otros
sindromes neurolégicos la orientacidn temporo-espacial se mantiene intacta hasta

bien avanzada la enfermedad (Brandt et al., 1988).

La falta de atencién y concentracion se ven disminuidas en las primeras
etapas (Pillon et al., 1991). Se producen problemas en la organizacion,
secuenciacion, y planificacion; se reduce la habilidad para organizar asuntos o
para poder ocuparse eficazmente de situaciones nuevas (Caine et al., 1985;

Brandt, 1986; Starkstein et al., 1988).

Los trastornos del lenguaje y funciones relacionadas con él, como la
fluidez verbal se ven reducidas severamente (Caine et al., 1985). Sin embargo, la
estructura semantica y sintactica de las oraciones, encontrar la palabra adecuada,
y la comprensiéon del discurso se mantienen intactos hasta la etapa final de la

enfermedad (Folstein, 1989; Podoll et al., 1988).
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1.5.1.4. TRASTORNOS PSIQUIATRICOS

Se producen alteraciones emocionales, que van desde una ansiedad e
irritabilidad bien definidas hasta prolongados periodos de depresiéon (Folstein et

al., 1989; Morris et al., 1991).

Los trastornos en el comportamiento consistentes en apatia, agresividad,
desinhibicion sexual, y abuso de alcohol son algunos sintomas que se han

observado en los pacientes con enfermedad de Huntington (Morris et al., 1991).

Ademas, los pacientes sufren procesos maniacos y alucinaciones (Morris

et al., 1991; Hayden, 1981; Rosenblatt et al., 2000; Haddad et al., 1997).

1.5.1.5. OTROS TRASTORNOS

La mayoria de los pacientes de EH también pierden peso durante el curso
de la enfermedad, a pesar de tener una dieta adecuada o incluso una toma
superior de carbohidratos (Pratley et al., 2000). Ademas, en los estadios finales
de la enfermedad también sufren problemas del suefio e incontinencia (Bruyn,

1968; Hansotia et al., 1985; Hayden, 1981).
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1.5.2. SINTOMAS EN LA EH DE INICIO JUVENIL

Aproximadamente el 10% de los pacientes con EH manifiestan los
primeros sintomas de la enfermedad antes de los 20 afios de edad. En contraste
con las formas adultas, en las juveniles la rigidez y la bradicinesia aparecen desde
el inicio. La corea esta presente en casi todos los casos, pero a menudo es de
corta duracion y se sustituye por la rigidez (Hayden, 1981). Estos nifios sufren
frecuentes caidas, disartria, torpeza, hiperreflexia, y alteraciones de la motilidad
ocular que se ponen de manifiesto al inicio de la enfermedad. El trastorno
cerebelar es mas prominente que en los pacientes adultos (Young et al., 1986;

Hayden , 1981; Nance, 1997).

Mientras que los ataques epilépticos en los pacientes adultos ocurren con
la misma frecuencia que en la poblacién normal (1%), en los pacientes jovenes
ocurre entre un 25 y 50% (Hayden, 1981; Jervis, 1963; Osborne et al., 1982;

Nance et al., 2001). Estos ataques pueden ser generalizados o mioclonicos.
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1.5.3. SINTOMAS EN LA EH DE INICIO SENIL

Las manifestaciones de la enfermedad, en los pacientes de inicio tardio,
son menos severas. Aproximadamente el 25 % de todos los pacientes
manifestaran los primeros sintomas después de los 50 afios, y en estos pacientes
la enfermedad seguira su curso mas lento de lo habitual (Myers et al., 1985). La
corea esta presente, y la dificultad al caminar y la disfagia son comunes pero
menos severos. El deterioro cognitivo, aunque invariablemente presente, puede
ser menor que en los pacientes mas jovenes (Myers et al., 1985). El inicio tardio
esta asociado con una progresién mas lenta de la enfermedad, midiéndose por la

invalidez funcional (Myers et al., 1985).

1.6. GENETICA MOLECULAR

1.6.1. LOCALIZACION DE LA MUTACION RESPONSABLE DE LA

EH

El defecto genético responsable de la EH se localizé en el cromosoma 4
en 1983 mediante analisis de ligamiento usando marcadores genéticos (Gusella

et al., 1983). Desde entonces, se siguid un trabajo riguroso para conocer su
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localizacion exacta mediante clonacion posicional (Gusella, 1989; 1991). Como
consecuencia, surgié una nueva generaciéon de marcadores genéticos en la region
(Pohl et al., 1988; Whaley et al., 1991; MacDonald et al., 1989a), se obtuvo el
mapa genético (MacDonald et al., 1989b; Allitto et al., 1991) y fisico (Bucan et al.,
1990; Bates et al., 1991; Doucette-Stamm et al., 1991; Altherr et al., 1992), de las
regiones implicadas, se clono el telomero 4p de un cromosoma EH utilizando un
cromosoma artificial de levadura (Bates et al., 1990; Youngman et al., 1992). Se
llevd a cabo la creacion de contigos de la region que podria contener el gen que
posee el defecto genético causante de la EH utilizando cromosomas artificiales de
levadura (Bates et al., 1992) y cosmidos, asi como, el analisis y caracterizacion de
numerosos genes donde podria encontrarse el defecto responsable de la EH
(Thompson et al., 1991; Taylor et al.,, 1992; Ambrose et al., 1992). Tras los
resultados obtenidos por analisis de recombinacion en familias con EH se
identificd una region de 2.2 Mb, entre los marcadores D4S10 y D4S98 en 4p16.3,
como el lugar mas probable para encontrar el defecto genético causante de la EH
(MacDonald et al., 1989b; Bates et al., 1991; Snell et al., 1992). Los estudios de
ligamiento mostraron diferencias en los cromosomas EH y los marcadores
genéticos (Snell et al., 1989; Theilman et al., 1989) sugiriendo que la causa de la
enfermedad era debido a multiples mutaciones (MacDonald et al., 1991). Sin
embargo, el analisis de haplotipo con marcadores multialélicos indicaron que al
menos un tercio de los cromosomas EH estaban relacionados ancestralmente

(MacDonald et al.,, 1992). El haplotipo compartido por estos cromosomas EH
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indicé que un segmento de 500 kb entre los marcadores D4S180 y D4S182 era el

sitio mas probable del defecto genético.

Esta region de 500 kb fue el blanco de estudio en la busqueda de
secuencias codificantes que pudieran poseer el defecto genético responsable de
la EH. EI método elegido para su localizacion fue la amplificacion exonica (Buckler
et al., 1991), el cual produce clones de exones, siendo este un método eficiente
para la obtencion de sondas que permiten el cribado de genotecas de cDNA. Esta
estrategia identific6 un nuevo gen, que se denomind IT15 (Important Transcript
15) que posteriormente fue denominado huntingtin o gen HD (HDCRG, 1993). La
mutacion consiste en una expansion de repeticiones CAG cerca del extremo 5’ del
gen localizado en el brazo corto del cromosoma 4 (4p16.3) (HDCRG, 1993;

Rubinsztein et al, 1994; Gusella et al, 1996).

El gen esta formado por 67 exones dentro de una secuencia génica de
180 kb, y codifica una proteina de ~348 kDa, llamada huntingtina (HTT) sin
homologia con otras proteinas conocidas (HDCRG, 1993; Ambrose et al, 1994).
La secuencia de repeticiones CAG se traduce a tramos de poliglutamina (poliQ)

cerca del extremo N-terminal de la HTT.

La Sociedad Americana de Genética Humana establece que el numero de

repeticiones del alelo normal es menor o igual a 35 CAG y el alelo mutado con
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repeticiones mayor o igual a 36. Aunque el fenotipo no siempre es penetrante,
~50% en un tamafo de CAG de 36-39 (Legius et al., 1994; Rubinsztein et al.,
1996; McNeil et al., 1997), aparece con total penetrancia (100%) cuando es
mayor o igual a 40. Alelos con tamafio menor o igual a 26 CAG nunca se han
asociado con un fenotipo EH y tampoco se ha demostrado mutabilidad (HDCR
Group, 1993; Duyao et al., 1993; Benjamin et al., 1994; Kremer et al., 1994). Sin
embargo alelos de 27-35 CAG no se han asociado con un fenotipo EH (Kremer et
al., 1994; Rubinsztein et al., 1996) pero se ha demostrado inestabilidad meidtica

en esperma (Leeflang et al., 1995; Telenius et al, 1995; Chong et al, 1997).

1.6.2. RELACION ENTRE LA EXPANSION CAG y EL FENOTIPO

DE LA EH

Existe una correlacion entre el numero de repeticiones CAG y la edad a la
que se desarrolla la enfermedad, siendo mas precoz cuanto mas larga es la
secuencia repetida (Andrew et al., 1993; Norremolle et al., 1993; Snell et al., 1993;
Duyao et al., 1993). La mayoria de los pacientes adultos tienen alrededor de 36-
50 repeticiones, y la mayoria de los pacientes con EH juvenil tienen 60 o mas
repeticiones (Duyao et al., 1993; Zuhlke et al., 1993; Ranen et al., 1995). El

numero de repeticiones del trinucledtido supone entre el 65 y el 71% de la
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varianza de la edad de inicio (Rosenblatt et al., 2001). En los casos adultos la
variabilidad es muy ancha y la longitud de la expansion no es muy util para
predecir la edad a la que se desarrollara la enfermedad. Sin embargo, no se ha
aclarado la relacion entre la longitud de las repeticiones y el ritmo de la progresion
de la enfermedad. La progresion puede ser mas rapida en los casos de mayor
longitud de la zona repetitiva (Aylward et al., 1997), pero no es un hallazgo
universal (Kieburtz et al., 1994). Los estudios realizados en cerebros post-mortem
ponen de manifiesto cambios patolégicos mas avanzados en los casos de
elevado numero de repeticiones que en los casos con la misma duracion de la
enfermedad pero con un numero menor de repeticiones, hecho que sostiene la
correlacion entre la longitud de las repeticiones y el ritmo de la progresion de la

enfermedad (Furtado et al., 1996).

En un estudio reciente se ha observado que el tamafno del alelo normal en
los individuos con la EH influye en la relaciéon entre el tamafo de la secuencia
expandida y la edad de inicio de la enfermedad. Los resultados sugirieron que un
aumento en el tamano de alelo normal podria mitigar la expresion de la

enfermedad (Djousse et al., 2003).
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1.6.3. ORIGEN DE LA MUTACION

Las nuevas mutaciones de la EH se originan a partir de los llamados
alelos intermedios (Al) que contienen entre 27 y 35 repeticiones (Goldberg et al.,
1993). La expansion se produce en la linea germinal paterna a un alelo de 36 o
mas repeticiones (Chong et al. 1997). Se ha encontrado que, entre el 1-3% de los
pacientes, ninguno de sus padres tenia una secuencia repetitiva CAG > 36
repeticiones (Andrew et al., 1997). Sin embargo, otro estudio estima en el ~10%
los pacientes cuyos padres, sobre la base de su fenotipo, no se consideraron

portadores de la EH (Falush et al., 2000).

1.6.4. ANALISIS MOLECULAR DE LA EH JUVENIL.

Alrededor del 10% de los individuos afectados con la EH manifiestan la
enfermedad antes de los 20 afios. En estas formas juveniles de la EH, el 80%,
aproximadamente, de los pacientes han heredado el gen mutado del padre
(Harper, 1991; Srivastava, 1999). A este respecto se han hecho estudios (en
concreto, con una familia del lago Maracaibo) que demuestran que se producen
fendmenos de anticipacion génica (la edad de inicio de la enfermedad tiende a

disminuir en sucesivas generaciones) por expansion de tripletes cuando la

28



INTRODUCCION

transmision de la mutacion es por via paterna (HDCRG, 1993; Ranen et al., 1995;
Andrew et al., 1993) independientemente del sexo del hijo. Se han propuesto
varios factores que expliquen este hallazgo. Los factores protectores maternales
mediados a través de la mitocondria u otras influencias citoplasmaticas son
compatibles con los resultados de algunos estudios que demuestran que no hay
cambio importante en la edad de comienzo de la enfermedad del hijo cuando la
transmision es materna, pero hay una disminucién en la edad a la que se
desarrolla la enfermedad cuando la transmisién es paterna (Boehnke M et al.,
1983; Bird et al., 1974; Ridley et al., 1988). La impronta (Reik, 1988; Ridley et al.,
1991) y, mas recientemente, la amplificacion selectiva de las secuencias
repetitivas dentro del genoma podrian explicar los mecanismos implicados en el
efecto de la transmisiéon paterna (Vogel et al.,, 1986). Ya que no existe
inestabilidad somatica y los gemelos monocigoticos presentan el mismo tamafo
de repeticiones CAG explica que la expansiéon ocurra durante la gametogénesis
(Leeflang et al., 1995). Aunque la inestabilidad meiotica puede ocurrir tanto en la
transmision materna como en la paterna, es en la transmision paterna donde se
produce una duplicacion o mas del tamano de la secuencia trinucleotidica CAG

(Telenius et al., 1993).

En la transmisidon materna se observa igual numero de expansiones que

de contracciones, y los cambios son normalmente pequefios, con un rango de 1 a
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5 repeticiones. Se han observado casos raros donde la madre ha transmitido

largas expansiones (Nance et al., 1999a; Laccone & Christian, 2000).

En contra de la clasica definicion de impronta, la expansion CAG esta
influenciada por el sexo del embrion. Este hecho se ha observado en ratones
transgeénicos, que al igual que los humanos transmitian la expansion por la linea
germinal masculina. Sin embargo, el tamafno de las repeticiones CAG en el gen
HD mutado era diferente en machos y hembras proviniendo del mismo padre. Los
machos expandian las repeticiones mientras que las hembras las contraian

(Kovtun et al., 2000).

De forma similar a los adultos, existe una correlacién entre el numero de
repeticiones CAG en el gen HD y la edad de inicio en personas con la enfermedad
de Huntington juvenil (Telenius et al., 1993). Los nifios que sufren la enfermedad
a edad muy temprana poseen un elevado numero de repeticiones CAG. Esta
documentado el caso de un nifo con 2 afos con una expansion de 250
repeticiones (Nance et al., 1999a). La expansidon mas larga encontrada hasta
ahora es de 265 repeticiones CAG en una nifia de 3,5 afios (Milunsky et al.,
2003). En realidad, los pacientes juveniles se encuentran al final de la curva que
describe la relacion entre edad de inicio y tamafio de la secuencia trinucleotidica

CAG.
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1.6.5. HOMOCIGOSIS EN LA EH

La homocigosis en la EH es rara, y solo se ha documentado en pocas

ocasiones.

Avila-Giron (1973) realizé un estudio en el estado de Zulia, Venezuela,
donde observo que el 30% de la poblacién afectada de la EH tenian al padre y a
la madre afectados con la EH. En una familia, 4 de los 14 hermanos estudiados
mediante analisis de segregaciéon de DNA fueron homocigotos para el haplotipo
con el que se segrego el gen HD (Wexler et al., 1987). Cabe destacar, la falta de
caracteristicas clinicas que pudieran distinguir a estas personas de los enfermos
heterocigotos. Myers (1989) propuso que la homocigosis para la EH no
aumentaba la severidad de la clinica comparada con la forma heterocigota de

dicha enfermedad.

Esto sugiere, que a diferencia de otras enfermedades con un patrén de
herencia autosomico dominante como la hipercolesterolemia familiar o la
telangiectasia hemorragica hereditaria donde los homocigotos presentan una
manifestacion mas severa de la enfermedad, el defecto bioquimico en la EH no es
debido a la deficiencia de producto génico sino a la ganancia de funcion de la

proteina.
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Un estudio reciente (Squitieri et al., 2003) comparé las caracteristicas
clinicas (edad de inicio, sintomas, severidad y evolucion de la enfermedad) en
sujetos homocigotos para la EH con heterocigotos para la misma enfermedad, y
observo un declive motor, cognitivo y conductual mas rapido en los homocigotos,
(la neurodegeneracion fue comprobada mediante imagen) que en los
heterocigotos y la edad de inicio de la enfermedad no vari6. Esto sugiere un

mecanismo bioquimico diferente para la EH.

1.6.6. PROTEINA HUNTINGTINA

El gen HD se expresa como dos formas de mRNA que difieren en la
proporcion relativa en diferentes tejidos. El transcrito mas largo de
aproximadamente 13,7 kb se expresa principalmente en el cerebro adulto y fetal.
Mientras que el transcrito de aproximadamente 10,3 kb se expresa en mayor
numero de tejidos (Ambrose et al., 1994). Los dos mRNA sélo difieren en la
longitud del extremo 3’ no traducido, de tal manera que codifican para la misma
proteina huntingtina de aproximadamente 3140 aminoacidos (dependiendo del
grado de polimorfismo en las repeticiones). La secuencia que codifica para la
expansion de glutaminas comienza en el codon 17, en el primer exdén. La
secuencia de la HTT se ha conservado en un grado considerable a través de la

evolucion, asi por ejemplo, es muy parecida a la encontrada en roedores y peces.
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La principal diferencia se encuentra en las repeticiones de poliglutaminas, que en
roedores es de 7, y en humanos es normalmente de 11 a 35, por ser como ya se
comento altamente polimorfica. Otra diferencia importante, se encuentra en otra
region polimorfica rica en prolinas, también localizada en el extremo amino

terminal de la proteina.

La HTT es una proteina de expresién ubicua (Li et al., 1993; DiFiglia et al.,
1995; Sharp et al., 1995; Bhide et al., 1996; Gourfinkel-An et al., 1997). Dentro del
sistema nervioso central (SNC) no hay un enriquecimiento de HTT en el estriado,
comparado con otras regiones cerebrales. El gen HD y su proteina mutante se
transcriben y traducen en el cerebro, ademas, en niveles comparables con los de
la HTT normal desde los estadios tempranos del desarrollo embrionario

(Landwehrmeyer et al., 1995; Bhide et al., 1996; Sapp et al., 1997).

Dentro de las neuronas, la proteina se localiza fundamentalmente en el
citoplasma, asociada con membranas o citoesqueleto en el soma, dendritas,
axones y terminales nerviosos (DiFiglia et al., 1995; Gutekunst et al., 1995; Sharp
et al., 1995; Sapp et al., 1997; Tukamoto et al., 1997). La HTT se localiza también
en membranas plasmaticas e intracelulares que contienen clatrina (Velier et al.,
1998), una proteina relacionada con la endocitosis, y su asociacion con
endosomas aumenta por la activacion de la adenilato ciclasa y de la estimulacion

de los receptores de dopamina D4 (Kim et al., 1999).
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Mediante tinciones dobles que permiten distinguir subtipos de neuronas
del estriado, se ha observado que hay poca (o ninguna) correlacién entre el nivel
de expresion de HTT constitutivo y la vulnerabilidad en la EH. De hecho, las
MSSN tienen una inmunorreactividad variable, normalmente de moderada a baja
para HTT; y algunas parecen no ser inmunorreactivas en absoluto (Gourfinkel-An
et al., 1997; Ferrante et al., 1997). También se ha observado que las
interneuronas del estriado (las cuales no estan afectadas por la patologia) tienen
niveles variables de inmunorreactividad en el cerebro humano y en el de rata
(Sapp et al.,, 1997; Fusco et al., 1999). En contraste con esto, las neuronas
piramidales corticales (que si se ven afectadas por la patologia), y
fundamentalmente las de las capas que dan lugar a las proyecciones cortico-
estriatales, contienen de un modo uniforme niveles altos de HTT (Fusco et al.,

1999).

Se desconoce la funcion de la HTT, pero parece ser vital para el
desarrollo ontogénico, ya que ratones homocigotos para mutaciones nulas de
HTT mueren en fase de embriogénesis temprana (Duyao et al., 1995; Nasir et al.,
1995; Zeitlin et al., 1995). Para ahondar en la posible funcion de la HTT se han
identificado proteinas que interaccionan con ella, la mayoria de las cuales
interaccionan tanto con la proteina normal como con la mutante (Bao et al., 1996;
Burke et al, 1996; Liu et al., 1997; Boutell et al., 1998; Boutell et al., 1999; Peters

et al., 2000; Liu et al., 2000; Steffan et al., 2000). Entre ellas, HAP1 (Li et al.,
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1995; Block-Galarza et al., 1997), HIP1 (Wanker et al., 1997; Kalchman et al.,
1997) y HIP14 (Singaraja et al., 2002) estan asociadas con vesiculas de
membrana e interaccionan con proteinas del citoesqueleto, lo cual sugiere un
papel para la HTT en la endocitosis, el trafico intracelular y el reciclaje de
membranas (Gusella et al., 1998). En muchos casos, la interaccion de la HTT con
estas proteinas es dependiente de poliQ, como es el caso de HAP1 (Li et al,,
1995), HIP1 (Wanker et al.,, 1997), cistationin-pB-sintasa (Boutell et al., 1998),
caspasa 3 (Goldberg et al, 1996) y GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) (Burke et al., 1996). Esto, junto con su expresion ubicua, ha
sugerido que la expresién regional de las proteinas que interaccionan con la HTT
podria determinar el patron selectivo de la neurodegeneracion. Sin embargo,
estas proteinas se expresan en todo el cerebro y no estan especialmente

enriquecidas en las regiones mas afectadas en la EH.

1.6.7. HUTINGTINA EXPANDIDA O MUTADA

La mayor parte de las evidencias a favor de la ganancia de funcion en la
EH se derivan de los estudios genéticos que demuestran que pacientes
heterocigotos para la mutacion de la EH presentan el espectro completo de
fenotipo patoldgico, y que éste no es clinicamente mas agudo en personas

homocigotas (Wexler et al., 1987; Durr et al.,, 1999). Otros estudios iniciales
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argumentaban a favor de un mecanismo patogénico comun centrado alrededor de
los tramos de poliQ, ya que en las enfermedades de tripletes CAG, éstos se
encuentran en genes que codifican proteinas sin ninguna homologia entre si,
aparte de los tramos de poliQ. En cada caso, la proteina normal tiene
aproximadamente menos de 35 residuos de glutamina; sin embargo, las formas
patogénicas contienen 39 6 mas residuos (Zoghbi et al., 2000). De acuerdo con
esto, se ha observado que la insercién de un tramo de poliQ dentro de un gen
neuronal no relacionado con ninguna de estas patologias, el de la HPRT
(hipoxantina guanina fosforribosil transferasa), da lugar a ratones con un fenotipo
neurolégico muy similar al que se observa en ratones que expresan las formas

truncadas de la HTT mutada (Ordway et al., 1997).

Otra prueba a favor de la hipétesis de ganancia de funcion toxica en la EH
es el hecho de que los embriones knockout homocigotos para HTT mueran cerca
del dia embrionario 7,5 (Duyao et al., 1995; Nasir et al., 1995; Zeitlin et al., 1995),
mientras que pacientes con la EH homocigotos alcanzan la edad adulta. Los
ratones knockout heterocigotos, con solo la mitad del alelo normal de la HTT,
superan el estadio embrionario, alcanzan la edad adulta y presentan un fenotipo
normal (Duyao et al., 1995; Zeitlin et al., 1995). Ademas, también se ha observado
que en cultivo de células pluripotentes nulas para HTT se da la diferenciacion a

neuronas y sinaptogénesis (Metzler et al., 1999). Finalmente, individuos cuya
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expresion de HTT esta reducida al 50% como resultado de una delecion en el gen

HD (Ambrose et al., 1994) no desarrollan el fenotipo patolégico de la EH.

En otro trabajo se combinan ratones knockout y ratones knockin, a los
que se les ha modificado el alelo con 50 repeticiones CAG (White et al., 1997).
Este estudio demostraba que una unica copia del gen de la HTT es suficiente
para el correcto desarrollo cerebral, independientemente de la longitud de las
CAG, de modo que la HTT mutada puede sustituir a la HTT normal en este
estadio. Esto concuerda con el hecho de que pacientes homocigotos para la EH

tienen un desarrollo embrionario normal.

Los estudios con ratones transgénicos, asi como de lineas celulares
transfectadas, han proporcionado mas evidencias de que los tramos de poliQ
pueden ser toxicos por si mismos. Los ratones transgénicos que expresan un
pequeno fragmento de la HTT con un tramo de poliQ expandido desarrollan
signos neurolégicos anormales y neuropatolégicos (Mangiarini et al.,, 1996;
Yamamoto et al., 2000). Segun esto, los efectos téxicos de la mutacién en la EH
(y en otras enfermedades por expansion de tripletes CAG) no parecen ser el
resultado de una pérdida de funciéon de la proteina mutante. Mas bien parecen
indicar que las poliQ expandidas confieren propiedades nuevas a la proteina

mutada, lo que conllevaria a nuevas o modificadas interacciones con otras
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proteinas intracelulares. Ademas, el efecto toxico de estos tramos de poliQ

expandidos podria estar regulado por el entorno protéico en el que se encuentren.

Las razones anteriormente expuestas parecen indicar que la EH se debe
a una ganancia de funcion téxica inducida por la poliQ expandida. Sin embargo,
hay evidencias de que algunos de los rasgos de la sintomatologia de la EH se
producen probablemente por una cierta pérdida de funcién normal de la HTT
(Cattaneo et al., 2001). La inactivacion condicional selectiva de la HTT normal en
el cerebro (y los testiculos) de ratén ha permitido examinar el efecto de la pérdida
de la funcion normal de la proteina en los adultos (Dragatsis et al., 2000). Estos
animales presentaban un clasping (distonia sostenida en las extremidades al
suspender al animal de la cola) agudo progresivo, un hecho que se ha observado
también en ratones transgénicos para la EH (Mangiarini et al., 1996; Reddy et al.,
1998; Hodgson et al.,, 1999; Yamamoto et al., 2000). También tenian déficit
motores, de modo que a los 10-12 meses, los animales eran hipoactivos y sufrian
temblores, y los ratones mutantes sobrevivian como maximo 13 meses. Los
analisis histolégicos demostraron que habia degeneracion del tejido en el estriado
y la corteza, acompafiada de una apoptosis y una degeneracion de los axones

(Dragatsis et al., 2000).

Un estudio en Drosophila ha sugerido que la HTT expandida causa

neurodegeneracion a través de dos mecanismos: uno que incluye pérdida de
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transporte axonal y otro, que produce acumulacion de la HTT expandida en el
nucleo y apoptosis (Gunawardena et al., 2003). In vitro, se ha observado que la
HTT expandida inhibe el transporte axonal y los procesos de elongacion neuritica.
Estos efectos son mayores con proteinas truncadas y ocurre sin agregados

detectables (Szebenyi et al., 2003).

De acuerdo con estos hallazgos, se ha observado que el aumento de la
expresion de la HTT normal en ratones transgénicos protege contra los efectos
toxicos de la HTT mutada (Leavitt et al.,, 2001). Parece que los efectos
antiapoptoticos de la HTT ocurren via secuestro de HIP1, una molécula
proapoptotica que se expresa especificamente en el cerebro (Hackam et al.,
2000) y que interacciona eficientemente con HTT normal, pero no con HTT

mutada (Kalchman et al., 1997; Faber et al., 1998).

Existen evidencias a favor de que la HTT desempefa un papel importante
en la supervivencia de las células del Sistema Nervioso Central (SNC) (Rigamonti
et al., 2000; Zuccato et al., 2001). En estos estudios se ha visto que la
sobrexpresion de HTT normal en las lineas celulares tiene un efecto
antiapoptotico “corriente abajo” de los miembros proapoptéticos Bel-2 y “corriente
arriba” de la activacion de la caspasa 3 (Rigamonti et al., 2000). Se ha
comprobado que la HTT normal aumenta la transcripcion del gen del BDNF

(Brain-Derived Neurotrophic Factor), factor que favorece la supervivencia de las
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neuronas del estriado, lo que influye sobre la produccion y la liberacion del BDNF
que deriva de la corteza a las dianas del estriado, y también se ha comprobado
que en la EH, la disfuncion cortical ocurre en parte por la pérdida de la produccion
de BDNF mediado por la HTT (Zuccato et al., 2001). Ademas se ha demostrado
que la HTT normal inhibe a NRSE (Neuron-Restrictive Silencer Element),

aumentando la transcripcion de BDNF (Zuccato et al., 2003).

1.6.7.1. PATOGENICIDAD DE LA HTT EXPANDIDA

1.6.7.1.1. ALTERACIONES DE LA EXPRESION GENICA

La HTT es fundamentalmente una proteina citosélica; sin embargo, la
region N-terminal de la HTT mutante, y quizd también la proteina mutante
completa (Wheeler et al., 2000), estdan presentes en el nucleo en algunas
circunstancias. Una caracteristica de la secuencia de la HTT es la presencia de
un tramo largo de poliglutaminas seguido de un dominio de poliprolinas. Muchos
factores de transcripcién contienen unos dominios ricos en glutaminas y prolinas,
que pueden regular su actividad (Courey et al., 1989; Gerber et al., 1994); de
hecho, el receptor de andrégenos, que tiene expansiones de tramos de poliQ
anormales en la atrofia muscular bulbospinal, funciona como un factor de

transcripcion nuclear. Aunque la HTT no parece tener un dominio de union al
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DNA, su estructura N-terminal sugiere que interacciona con proteinas de
regulacion transcripcional (Huang et al., 1998; Cha, 2000; Kegel et al., 2002;
Sipione et al., 2002). Ademas, el unico dominio estructural conocido de la HTT
son multiples dominios HEAT (Andrade et al., 1995), que se han encontrado
también en las proteinas lanzaderas nucleares, como las importinas (Vetter et al.,

1999).

Saudou et al. (1998) demostraron que la localizacién intranuclear de la
HTT mutante (formas truncadas N-terminal) es necesaria para inducir
degeneracion en neuronas del estriado en cultivo. De hecho, hay cada vez mas
evidencias de que la HTT mutante es capaz de interrumpir las funciones normales
dentro del nucleo. Concretamente, la HTT se puede unir al factor de transcripcién
TBP (TATA Binding Protein), que se secuestra dentro de los agregados de HTT
mutante tanto en los cerebros de los pacientes de EH como in vitro (Huang et al.,
1998). Recientemente se ha demostrado que la HTT con tramos de poliQ
expandidos interacciona mas eficientemente con CBP [CREB (cAMP-Response
Element Binding Protein) Binding Protein], y lo secuestra dentro de las inclusiones
nucleares, lo que lleva a un descenso de CBP funcional en las células en cultivo y
a cambios en la expresidon génica y en la toxicidad celular (Steffan et al., 2000;
Nucifora et al., 2001), asi como a una reduccién en la acetilacion de histonas
(Steffan et al., 2001; McCampbell et al., 2001). Sin embargo, otro estudio en

modelos de raton EH sugiere que la alteracion de la expresion génica se produce
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por la interaccion de HTT mutada soluble con los factores de transcripcion en vez
de estar secuestrados en inclusiones nucleares (Yu et al., 2002; Dunah et al.,

2002).

La HTT se puede unir también a p53 (proteina proapoptoética) mediante
secuencias SH3PXXP (Sarc-homology) distales a sus tramos de poliQ (Steffan et
al., 2000), y reprime la transcripcion de los promotores que regula. La HTT
mutante también interacciona in vitro a través de su dominio N-terminal y de modo
dependiente de poliQ con proteinas represoras de la transcripcion como N-COR
(Boutell et al., 1999), lo que podria dar lugar a la expresion de genes normalmente
reprimidos. Ademas, la HTT se puede unir a otros factores de transcripcion (HYP-
B) y componentes del espliceosoma (HYP-Ay-C) (Faber et al., 1998; Passani et

al., 2000) a través de sus poliprolinas de un modo dependiente de poliQ.

Se ha observado que la expresion del exén 1 de la HTT mutante esta
asociada con la expresion alterada, fundamentalmente reducida, de diversos
transcritos, tanto en lineas celulares (Li et al., 1999) como en ratones
transgénicos (Cha et al., 1998; 1999). Mediante el uso de microchips de DNA se
ha estudiado la magnitud de las anomalias transcripcionales en el estriado de los
ratones R6/2 (transgénicos de EH), y se ha visto que son alteraciones selectivas,
limitadas sélo al 1,2% de los cerca de 6.000 genes estudiados (Luthi-Carter et al.,

2000; 2002).
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1.6.7.1.2. ALTERACIONES EN EL TRAFICO CELULAR DE VESICULAS Y

ENDOCITOSIS

Diversas evidencias apuntan a que la HTT normal debe estar implicada
en el trafico celular de vesiculas y endocitosis. Como ya se ha comentado, la HTT
interacciona con diversas proteinas que se asocian con vesiculas de membrana y
que interaccionan con proteinas del citoesqueleto (Li et al., 1995; Wanker et al.,
1997; Kalchman et al., 1997; Sittler et al., 1998; Modregger et al., 2002).
Basandose en estos y otros estudios (Block-Galarza et al., 1997) se ha sugerido
que podria participar en el transporte retrogrado. Ademas, la HTT se localiza en
membranas que contienen clatrina (Velier et al., 1998), y tras una estimulaciéon de
la adenilato ciclasa o de receptores de dopamina tipo D4, se redistribuye del

cuerpo celular a las dendritas y los botones sinapticos (Kim et al., 1999).

Se ha comprobado que las vesiculas sinapticas incubadas in vitro con
fragmentos N-terminal de HTT mutante tienen alterada la recaptacion de
glutamato (Li et al., 2000). Otros estudios llevados a cabo en cerebros humanos
con EH y en modelos de ratones transgénicos (DiFiglia et al., 1997; Hodgson et
al., 1999; Li et al., 2000), asi como en el ratdon knockout condicional (Dragatsis et
al., 2000), demuestran que hay una degeneracion de axones, lo cual es
compatible con la hipotesis de que la HTT desempene un papel en el trafico

celular y de vesiculas sinapticas. Ademas, también se ha demostrado que la HTT
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mutante puede afectar al sistema endosomal/lisosomal (Kegel et al., 2000), de
modo que un proceso que normalmente esta regulado de forma precisa (Kim et
al., 1999), se puede volver destructivo, via activacion del sistema

endosomal/lisosomal, y producir la autofagia (Kegel et al., 2000).

1.6.7.1.3. ALTERACIONES MITOCONDRIALES

En el cerebro con EH, las actividades enzimaticas de diversas proteinas
mitocondriales que participan en la fosforilacion oxidativa estan disminuidas (Gu
et al., 1996; Browne et al., 1997; Tabrizi et al., 1999). En concreto, las actividades
de los complejos II-lll y IV se reducen en el estriado con EH. También se ha
observado una reduccion de la actividad de la aconitasa en el estriado y en la
corteza (Tabrizi et al., 1999), asi como defectos en el complejo | en el musculo
atrofiado (Koroshetz et al., 1997; Arenas et al., 1998), ademas de que algunas de
estas diferencias se reproducen también en el modelo transgénico R6/2 (Tabrizi et

al., 2000).

44



INTRODUCCION

1.6.7.1.4. ACTIVACION DE CASPASAS Y APOPTOSIS

Como ya se ha comentado, en el estriado y en la corteza cerebrales de
pacientes con EH hay IIN y ND que se forman por un fragmento N-terminal de la

HTT con tramos de poliQ expandidos (DiFiglia et al., 1997).

Ciertos estudios demuestran que los tramos de poliQ expandidos dentro
de proteinas truncadas son mas tdxicos para las células transfectadas que los
tramos expandidos embebidos en las proteinas mutadas (Hackam et al., 1998),
por lo que se sugiere que el corte proteolitico es un paso necesario en la
iniciacion de las enfermedades de poliQ. De acuerdo con esto, hay dos estudios
que (Hodgson et al, 1999; Li et al., 2000) demuestran que existe una
acumulacioén selectiva de fragmentos N-terminales de HTT en las neuronas del
estriado y sus proyecciones axonales en ratones knockin y transgénico para EH.
Estos resultados han dado lugar a la hipotesis de que la vulnerabilidad del
estriado en la EH puede relacionarse con el procesamiento especifico de la
proteina mutada (Li et al., 2000). Esto sugiere que la generacién de fragmentos N-
terminales de la HTT puede ser un evento significativo per se para la patologia de

la EH.

Dentro del N-terminal de la HTT hay agrupados sitios consenso de corte

por caspasas. Las caspasas son enzimas proteoliticas que se activan en células
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que sufren apoptosis, y han estado implicadas en la muerte celular dependiente
de poliQ en modelos de células en cultivo, donde la expresion de HTT mutante
aumentaba la susceptibilidad a estimulos apoptoticos (Kim et al., 1999; Sanchez
et al., 1999; Wellington et al., 2000). En este sentido, ciertos ensayos in vitro
muestran que la caspasa 3 y la 6, y posiblemente también la 9 y la 10 (pero no la
7 y la 8), pueden cortar eficientemente la HTT con alguna dependencia de las
repeticiones. El corte se da a continuacion del dominio poliQ, y generan
fragmentos N-terminales de proteina truncada del tamafio supuestamente
neurotéxicos en cultivos celulares transfectados (Goldberg et al., 1996; Wellington

et al., 1998; 2000).

También se ha estudiado el papel de la caspasa 1 en la EH mediante
experimentos de dobles transgénicos al cruzar el raton R6/2 y un mutante
dominante negativo de la caspasa 1 (Ona et al., 1999). La inhibicion de la
caspasa 1 en estos animales dio lugar a una supervivencia prolongada y a un
retraso de todas las manifestaciones del fenotipo EH, entre ellas la aparicion de
IIN y la reduccion de la expresion de genes receptores de neurotransmisores y
sintomas neurolégicos. También se ha encontrado una forma activada de
caspasa 8 en la fraccion insoluble del estriado (pero no del cerebelo) de pacientes
con la EH, lo que sugiere que la caspasa 8 puede estar secuestrada y activada
dentro de los agregados de HTT mutante (Sanchez et al., 1999). La caspasa 8 no

corta normalmente la HTT, pero cuando se activa, puede dirigirse contra otras
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proteinas diana dentro de la célula que podrian contribuir a la patogénesis. La
caspasa 8 puede activarse por la interaccion de HIP1 y HIPPI (HIP1 Protein

Interaction) (Gervais et al., 2002).

Sin embargo, no esta claro que en la EH la muerte celular se dé por
apoptosis. De hecho, un estudio en un modelo transgénico y en cerebros con EH
sugiere que la pérdida neuronal ocurre por un mecanismo distinto de los clasicos

apoptosis o necrosis (Turmaine et al., 2000).

1.6.7.1.5. ALTERACIONES SINAPTICAS Y ELECTROFISIOLOGICAS

Se ha comprobado que, en el estriado de cerebros con EH, las MSSN
presentan alteraciones dendriticas consistentes en cambios en la densidad de las
espinas y en anormalidades en el tamafio y forma de las espinas (Graveland et

al., 1985), que podrian indicar cambios en las propiedades de las MSSN.

A este respecto, diversos estudios con modelos de ratones transgénicos
sugieren que los déficit motores en la EH son una consecuencia de cambios
morfoldgicos vy fisioldgicos acumulativos en las neuronas, que alteran el circuito
corticoestriatal. Se ha observado que la expresion de la HTT mutante produce una

hipersensibilidad de los receptores de tipo NMDA y kainato (Levine et al., 1999;
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Sun et al., 2001; Zeron et al., 2002), y que los fragmentos N-terminales de HTT
con poliQ se asocian con vesiculas sinapticas que inhiben la recaptacion de

glutamato (Li et al., 2000).

En un estudio con un modelo de ratén con EH presintomatico (Bibb et al.,
2000) se han descrito también deficiencias agudas en la sefalizacion por
dopamina. Por otro lado, se ha publicado recientemente que en los ratones R6/2
hay genes con expresion reducida que pertenecen a sistemas de sefializacion
neuronal especificos, entre ellos receptores de dopamina tipo Dy y D, de
adenosina A, metabotropicos de glutamato tipo | (mGIuR1) y tipo Il (mGIUE2 y
mGIuR3), y de glutamato ionotrépicos tipo kainato y AMPA (Cha et al., 1998,
1999), enzimas de transduccion de senal intracelulares, y diversos receptores y
proteinas que modulan la sefalizacion dependientes de Ca?* (Luthi-Carter et al.,
2000). Estos ratones, ademas, tienen numerosas alteraciones electrofisiolégicas y
morfolégicas (menores campos dendriticos y una disminucion de las densidades
de las espinas) que indican que las propiedades sinapticas de las MSSN estan

alteradas (Klapstein et al., 2001).

También se han percibido cambios en los potenciales de la membrana y
en la plasticidad sinaptica en modelos murinos con EH, que podrian explicar los
déficit cognitivos que presentan los enfermos de la EH antes del inicio de los

sintomas clasicos (Levine et al., 1999; Murphy et al., 2000; Usdin et al., 1999).
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1.6.7.2. AGREGADOS DE HUNTINGTINA

1.6.7.2.1. MECANISMO DE AGREGACION

Un hecho comun de todas las proteinas mutantes con poliQ es su
tendencia a formar agregados intracelulares (a menudo tras un corte proteolitico
parcial) en el cerebro de pacientes con EH y demas enfermedades por expansion
de tripletes CAG (DiFiglia et al., 1997; Ross, 1997; Becher et al., 1998; Sieradzan
et al., 1999; Gutekunst et al., 1999; Nakamura et al., 2001). Tales agregados
pueden formarse in vitro (Scherzinger et al., 1997), en levaduras transfectadas y
cultivos celulares (Saudou et al., 1998; Hackam et al., 1998; Cooper et al., 1998;
Li et al., 1998; Martindale et al., 1998; Lunkes et al., 1998; Kim et al., 1999; Peters
et al., 1999; Krobitsch et al., 2000), y en ratones transgénicos o knockin que
expresan la HTT mutante con varias longitudes y tamafos de repeticiones CAG
(Mangiarini et al., 1996; Davies et al.,1997; Reddy et al., 1998; Schilling et al.,
1999; Shelbourne et al.,, 1999; Hodgson et al., 1999; Wheeler et al., 2000;

Yamamoto et al., 2000; Lunkes et al., 2002).

Se han propuesto tres mecanismos bioquimicos para la agregacion. El
primero propone que los agregados de HTT mutante se forman gracias a la
accion de la transglutaminasa. La HTT y otras proteinas con poliQ pueden, in

vitro, sufrir transglutaminacion, con lo que se forman asi uniones covalentes via
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enlaces isopeptidicos glutamina-lisina, pero no se sabe si esos agregados
covalentes se forman también in vivo (Kahlem et al., 1998). De acuerdo con esto,
la HTT podria ser sustrato de la transglutaminasa (Kahlem et al., 1998), cuya
actividad parece que esta aumentada en cerebros con EH (Karpuj et al.,1999;
Lesort et al., 1999). El segundo mecanismo propuesto es la agregacion de la HTT
dependiente de dominios SH3, mediada por sus motivos ricos en prolinas (Sittler
et al., 1998). Finalmente, las poli-L-glutaminas pueden actuar como “cremalleras
polares” (polarzippers), que se unen mediante puentes de hidrogeno entre sus
grupos amida formando estructuras de horquillas estables, que a su vez crean
hojas de pB-lamina (Perutz et al., 1994; Perutz, 1996). De hecho, in Vvitro,
fragmentos N-terminales de la HTT mutante se agregan espontaneamente en
fibras de tipo amiloide (Scherzinger et al., 1997), agregacion que depende del
tiempo, de la concentracion y de la longitud de las poliQ. Los fragmentos de HTT
con longitudes de poliQ dentro del intervalo patolégico (mas de 40 kDa) son
insolubles, mientras que los fragmentos con longitudes menores son solubles.
Estos estudios sugieren que, por encima de un cierto umbral de longitud, los
tramos de poliQ desarrollan cambios conformacionales que favorecen su
agregacion. Ademas, los estudios realizados en un modelo transgénico
condicional TetOff de la EH (Yamamoto et al., 2000; Martin-Aparicio et al., 2001)
demuestran que, cuando se suprime la expresion de la HTT mutante, las
neuronas son capaces de disiparla eficientemente, ya sea de forma agregada o

no.
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1.6.7.2.2. RELEVANCIA PATOGENICA DE LOS AGREGADOS

Las inclusiones son una caracteristica comun no solo de los trastornos
por expansion de tripletes CAG, sino también de otras enfermedades, como la
enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson, lo que sugiere que la agregaciéon de
proteinas podria causar neurodegeneracion a través de un mecanismo general
(Price et al., 1998; Tobin et al., 2000). Sin embargo, la relevancia de la formacion
de agregados para la etiologia de la EH no esta clara. Asi en algunos estudios se
ha implicado a los agregados como los desencadenantes de Ila
neurodegeneracion, ya que tanto éstos como la patogenicidad comparten el
mismo umbral de longitud de las poliQ (Scherzinger et al., 1997). En el modelo del
ratén transgénico R6/2 (Davies et al., 1997) la aparicion de los agregados precede
al inicio de la sintomatologia. Asi mismo, estudios realizados en células
transfectadas apoyan la hipétesis de que la toxicidad esta inducida por estos
agregados (Waelter et al., 2001). Por el contrario, otros estudios disocian los
agregados de la toxicidad celular. En los estudios llevados a cabo tanto con
ratones transgénicos TetOff como con su modelo equivalente en cultivo (Martin-
Aparicio et al., 2001) demuestran que no hay muerte neuronal a pesar de la
presencia de agregados. También en los ratones transgénicos utilizando YACs
(cromosomas artificiales de levadura) se ha observado que niveles altos de
expresion de la HTT mutante producen neuropatologia e inclusiones; sin

embargo, niveles bajos de expresion producen una neuropatologia similar a la EH
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sin inclusiones visibles (Leavitt et al., 1999). En este sentido, es interesante
resaltar que ratones EH knockin (Shelbourne et al., 1999; Wheeler et al., 2000) no
presenten anormalidades neuropatolégicas significativas (como reduccion del
peso del cerebro, pérdida neuronal o astrocitosis reactiva), a pesar de la

presencia de agregados de HTT mutante.

Otros estudios llevados a cabo en células transfectadas no sélo disocian
la formacion de inclusiones y la supervivencia celular (Kim et al., 1999) sino que
también sugieren que las inclusiones intranucleares pueden reflejar un
mecanismo de proteccion contra la toxicidad que induce la HTT soluble (Saudou
et al., 1998). En este estudio, un mutante dominante negativo de la ruta de la
ubiquitina suprimia las inclusiones, pero aceleraba la muerte celular. Asimismo,
en un modelo transgénico de SCA1 se ha observado que la expresién de la
ataxina 1, con 77 glutaminas y una delecién de regiones que favorecen la
autoagregacion, da lugar a una ataxia y una patologia en ausencia de agregados
detectables de ataxina 1(Klement et al., 1998). Mas aun, cruzando un transgénico
de ataxina 1 con poliQ, expandidas con un ratéon que carecia del gen de una
ligasa de ubiquitina, se suprimia la formaciéon de agregados de ataxina 1, pero la
patologia aumentaba considerablemente (Cummings et al., 1999). Estos estudios
sugieren que los agregados reflejan un mecanismo celular que protege a las
neuronas de los efectos toxicos de la proteina mutante, y argumentan a favor de

la hipotesis de que es la proteina soluble la que desencadena la patogénesis. La
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formacion de agregados puede ser una estrategia por la cual la célula secuestra
las proteinas con poliQ mal plegadas, lo que reduce su capacidad para asociarse

con otros componentes celulares.

Algunos de estos trabajos (Saudou et al., 1998; Cummings et al., 1999)
sugerian una posible implicacion del proteosoma en la EH. De hecho, que los
agregados de HTT mutante estén ubiquitinados y se localicen junto a
subunidades del proteosoma (DiFiglia et al., 1997;Davies et al., 1997; Sieradzan
et al., 1999; Wyttenbach et al., 2000; Waelter et al., 2001) ha llevado a pensar que
este es el responsable de su degradacion. De acuerdo con esto, diversos grupos
han encontrado que la inhibicion del proteosoma conduce a un incremento en el
namero de células que contienen agregados (Scherzinger et al., 1999;
Wyttenbach et al., 2000; Jana et al., 2001; Waelter et al., 2001), asi como una
inhibicion de la desaparicion de los mismos en un modelo transgénico condicional

TetOff (Martin-Aparicio et al., 2001).

En este sentido se ha observado que las proteinas propensas a
agregarse, como la HTT mutada y las proteinas de la fibrosis quistica, inhiben el
sistema de la ubiquitina proteosoma (Bence et al., 2001), y que esta inhibicién
altera a su vez la vida media de las proteinas envueltas en la apoptosis y en la
supervivencia celular (Jana et al., 2001). Sin embargo, en otros trabajos no se ha

detectado cambios en la actividad del proteosoma en modelos celulares con
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niveles bajos de expresion de la proteina mutante de la fibrosis quistica (Gelman

et al., 2002), ni con poliQ de distintos tamarios (Ding et al., 2002).

1.6.7.2.3. REVERSIBILIDAD DE LOS AGREGADOS Y DEL FENOTIPO

PATOLOGICO

Los estudios que se realizaron en el modelo transgénico condicional
TetOff de la EH (Yamamoto et al., 2000; Martin-Aparicio et al., 2001) demuestran
que el bloqueo de la expresion de la HTT mutante permite la recuperacion del
fenotipo patolégico en ocho semanas, asi como la desaparicién de los agregados
en tres semanas, en el animal, y cinco dias, en el modelo en cultivo. Esto pone de
manifiesto que las inclusiones son estructuras dinamicas y que se requiere un
suministro constante de la proteina para la progresion de la enfermedad. Estos
trabajos sugerian igualmente que los dafos neuroldgicos podrian revertirse, al

menos parcialmente.
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1.7. DIAGNOSTICO

Tradicionalmente, el diagndstico de la EH se definia por la presencia de:
» Historia familiar positiva, con un patron de herencia autosémico
dominante.
» Disfuncibn motora progresiva que incluye a los movimientos
voluntarios e involuntarios.
» Perturbacién mental que incluye declive cognitivo, trastorno

afectivo y/o cambios en la personalidad.

El diagndstico de la EH se realiza principalmente mediante examen
clinico. Donde se pone de manifiesto la presencia de atrofia del nucleo caudado y
del putamen por tomografia computerizada (CT) o resonancia magnética por la
imagen (MRI). La tomografia de emision de positrones (PET) puede revelar la
disminucién de la captacién y el metabolismo de la glucosa en el nucleo caudado
antes de que la pérdida de tejido neuronal comience a ser evidente. El hallazgo
de una expansién CAG por encima de 40 repeticiones confirma el diagndstico de

la EH.
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1.7.1. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagndstico diferencial de la EH es importante en la evaluacion de los

Etiologia Comentarios
Disquinesia tardia Efecto secundario de antipsicoticos
Corea de Sydenham Tras infeccion por Streptococcus; en el 20% de

la fiebre reumatica; ninos

Lupus sistémico eritematoso Corea en el 1-7% de los casos

Neurosifilis Normalmente concomitante con infeccién por
VIH

Hipertiroidismo Corea en el 2% de los casos; normalmente

adultos jovenes

Corea medicamentosa Litio, antiepilépticos, estimulantes, L-Dopa,
estrogenos
Embarazo Raro; aumenta el riesgo con una historia de

corea de Syndeham

Policitemia vera Corea en el 0,5-5% de los casos

Corea senil Inicio tardio; puede ser indistinguible de la EH
senil

Lesion del ganglio basal Golpes, infeccion, tumor

Tabla 1. Enfermedades no hereditarias que se parecen a la EH.
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Enfermedad
Autosdmica dominante
Atrofia dentadorrubropalidoluisiana
(DRPLA)

EH-tipo 2

Corea hereditaria benigna

Enfermedad de Fahr (calcificacion del
ganglio basal idiopatico)

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
hereditaria

Ataxia espinocerebelar 7 (SCA7)

Otras ataxias espinocerebelares
AutosOmica recesiva
Lipofuscinosis neuronal ceroide

Neurodegeneracion asociada a
pantotenato-quinasa

Enfermedad de Wilson

Otras enfermedades hereditarias
Trastornos mitocondriales
Neuroacantocitosis

Comentarios

Mas comun en Japdn; expansion CAG en
atrofina-1

Clinicamente y patolégicamente indistinguible
de la EH; casi exclusiva de africanos;
expansion CTG en yuxtofilina-3

Inicio en la adolescencia; ocasionalmente
progresiva; cromosoma 14q

Cromosoma 14q

15% de los casos de Creutsfeldt-Jakob son
dominantes; neuropatologia espongiforme;
mutacioén en el gen PrP en el cromosoma 20p

Expansion CAG en el gen TBP en 6q27; corea
con ataxia cerebelar

Expansion CAG en SCA2y SCA 3

Trastornos del almacenamiento lisosomial,
inicio adolescencia principalmente; mutaciones
en ocho genes diferentes (CLN1-CLN8); forma
adulta puede ser dominante o recesiva

Acumulacién anormal de hierro; “ojo de tigre”
MRI; 50% de los casos mutaciones en PANK2

Metabolismo del cobre anormal; toxicidad
hepatica; anillos de Kayser-Fleischer;
mutaciones en ATP7B

Muchos tipos; herencia materna

Acantocitos; corea-acantocitosis es recesiva;
sindrome de McCleod esté ligado al
cromosoma X, mutacion en el gen Xk; también
existen formas dominantes

Tabla 2. Enfermedades hereditarias parecidas a la EH.
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individuos clinicamente afectados que no tienen la mutacion de la EH y en
aquellos casos que originalmente se presentan como otros trastornos. En las
tablas 1 y 2 se incluye una lista de las enfermedades tipo EH hereditarias y no
hereditarias mas frecuentes (Quinn & Schrag, 1998). Existe tratamiento especifico
para muchas de estas enfermedades, por ello la busqueda de un diagndstico

definitivo es esencial.

1.7.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Desde el punto de vista técnico el diagnostico de la enfermedad puede
ser directo, analizando el numero de repeticiones de la region CAG en el gen, o
bien indirecto estudiando, mediante marcadores polimorficos del DNA, la
segregacion familiar del alelo mutado. También existen diferentes tipos de
diagnosticos, si tenemos en cuenta el momento de la vida del individuo en que se
realizan y su condicion clinica. Asi, el diagndstico clinico o test diagndstico es el
que se realiza en un paciente que ya presenta sintomas y tiene por objeto
confirmar o descartar la sospecha diagndstica. En este caso, lo ideal es realizar
una técnica directa ya que es la mas sencilla y fiable. Por otra parte, este tipo de
diagndstico no tiene ninguna particularidad ético-legal especial, aparte de las

habituales en la practica de un diagnostico genético (confidencialidad, etc.).
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El diagndstico presintomatico o test predictivo es el que se realiza a un
individuo que tiene riesgo de padecer la enfermedad, por tener un familiar
afectado, pero que no presenta aun ningun sintoma. En este caso existen una
serie de recomendaciones ético-legales de asociaciones y organismos
internacionales que deben seguirse. También pueden realizarse el diagndstico
prenatal y pre-implantacion en fetos y embriones en riesgo de padecer la

enfermedad.

1.7.2.1. DIAGNOSTICO DIRECTO: METODOLOGIA

Consiste en la amplificacion de la regién del gen HD que contiene la
expansion, mediante PCR. El tamafo de los alelos amplificados se determinan
comparandolos con marcadores de pesos moleculares asi como marcadores de
alelos con numero conocido de repeticiones, con los habituales controles
negativos. Debe informarse el tamafio de los alelos referido al numero de

repeticiones CAG ininterrumpidas.
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1.7.2.2. DIAGNOSTICO INDIRECTO: METODOLOGIA

Cuando una persona con riesgo de haber heredado el gen HD (hijo /
hermano de un paciente) no desea conocer su condicion de mutado o sano pero
si quiere conocer la condicion de su feto, mediante diagndstico prenatal, puede

recurrirse al diagndstico indirecto con marcadores de DNA, proximos al gen HD.

Asi, analizando los marcadores en el abuelo afectado y la abuela, en el
progenitor en riesgo y el progenitor sano se puede predecir si un feto ha heredado
el alelo HD procedente del abuelo sano o del afectado, arrojando un riesgo muy
bajo (cercano a cero) en el primer caso (Figura 1B) o del 50% en el segundo caso
(Figura 1A). Para que este tipo de diagndstico sea lo mas fiable posible, y el
riesgo de recombinacion sea bajo, es conveniente utilizar varios marcadores lo

mas proximos al gen (Carlock et al., 1993).
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Fig. 1. Estudio indirecto de EH para diagndstico prenatal sin someterse a test
predictivo. A) El feto ha heredado el haplotipo ligado al cromosoma 4 del
abuelo afectado: riesgo del 50% de estar afectado. B) El feto ha heredado el
haplotipo ligado al cromosoma 4 del abuelo no afectado: riesgo cercano al 0%

de estar afectado.

1.7.3. DIAGNOSTICO PRENATAL

El diagnostico prenatal suele realizarse en muestra de vellosidades
coriales y la metodologia a aplicar debe ser la misma que en el diagndstico

postnatal sobre sangre periférica. Sin embargo, conviene tener la precaucion
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habitual en el manejo de este tipo de muestras, para asegurarse que no existe
contaminacién con DNA materno. Para ello se debe proceder a la identificacion
morfologica de las vellosidades bajo lupa, asi como, si es posible, realizar un

control, mediante PCR de algun marcador o gen informativo en la madre.

1.7.4. CONSIDERACIONES ETICO-LEGALES

En el momento actual la EH no tiene un tratamiento curativo ni paliativo
eficaz. Por ello el conocer con afios de antelacion (test predictivo) la condicion de
portador de la mutacién, y por tanto de la enfermedad, puede ser percibido por el
individuo como una condena inexorable hacia la demencia, la invalidez, y una
muerte prematura. Pero este conocimiento tiene, por otra parte, aspectos
positivos como pueden ser una adecuada planificacion de la vida personal,
profesional y reproductiva (Hayes, 1992). Han sido muchos los estudios
realizados sobre el impacto que produce en la vida de las personas con riesgo, el
conocer su condicion de mutado o no mutado (enfermo o sano) (Burson et al.,
2001; Hakimian, 2000). En estas personas hay que tener en cuenta que existe un

alto riesgo de sufrir tendencia al suicidio al recibir un resultado adverso.

Por otra parte es preciso seguir controles periddicos y neuroldgicos en

busca de los primeros sintomas de la enfermedad, pero ademas es muy
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conveniente realizar un seguimiento a largo plazo de la persona diagnosticada ya
que si se dispusiera de un tratamiento en el futuro, se le podria aplicar de forma

inmediata.

Por todo ello, los diversos comités y organizaciones recomiendan unos
requisitos minimos para que una persona sea sometido a un test predictivo de

EH:

» Mayoria de edad.

» Solicitud voluntaria.

» Equipo de apoyo multidisciplinario: psicélogo, neurdlogo, genetista
clinico.

» Consentimiento informado.

» Confidencialidad.

» Consejo genético.

Es imprescindible el consejo genético en un test predictivo (Harper et al.,

2000). También muy necesario para el paciente ya sintomatico y sus familiares en

el caso del test diagndstico (Helle et al., 2000).
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1.8. TRATAMIENTO ACTUAL

No hay un tratamiento actual curativo para la EH. El tratamiento se dirige
hacia la reduccion de la corea y de los trastornos psiquiatricos. Siempre que se
presente, la depresidn se ha de tratar, preferentemente, con antidepresivos de
menor efecto anticolinérgico, con inhibidores de la provisién de la serotonina
(fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina o venlafaxina), nefazodona o

trazodona (Baldessarini et al., 1996).

El tratamiento de la corea se basa en el uso de inhibidores de los
receptores D, de la dopamina, como neurolépticos del grupo de las fenotiacinas
(mesoridacina, tioridacina, acetofenacina y perfenacina) o compuestos
heterociclicos (haloperidol, loxapina, molindona, pimocida y risperidona). Mientras
tanto, debido a los importantes efectos colaterales de esos medicamentos, como
la sedacion, reduccion de la funcién cognitiva, de la actividad motora y la
hipotensién, su uso puede no ser justificable, excepto en casos de corea de gran
amplitud y que causan caidas frecuentes (Baldessarini et al., 1996). La clozapina
es un neuroléptico atipico, inhibidor de los receptores D4 de la dopamina, que
puede proporcionar una discreta mejora de la corea y raramente produce
discinesia tardia, pero su uso en la EH también es limitado debido a los efectos
colaterales (Van Vugt et al., 1997). Otras indicaciones para el uso de

neurolépticos en la EH son las perturbaciones psicéticas (delirios y alucinaciones),
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tratadas con dosis menores que las usadas en los trastornos psiquiatricos
primarios y cuyo empleo puede suspenderse con la regresién de los sintomas

(Standaert et al., 1996).

Como los receptores D, de la dopamina presinapticos normalmente
inhiben la liberacion del glutamato en las vias cortico-estriatales excitantes, los
neurolépticos aumentan la liberacion del glutamato en el estriado, lo cual puede
relacionarse con el desarrollo de la discinesia tardia, un trastorno neurologico
clinica y patolégicamente semejante a la corea de la EH, provocada por el uso
cronico de neurolépticos (Tsai et al., 1998). Ademas, tanto los neurolépticos
convencionales como los atipicos producen un aumento de la actividad de los
receptores del glutamato (Banerjee et al., 1995). Por lo tanto, es posible que el
uso cronico de neurolépticos en portadores de la EH contribuya a la pérdida

neuronal.

Los medicamentos que inhiben la liberacion de glutamato, como la
lamotrigina y el riluzol, son capaces de disminuir la corea de la EH (Kremer et al.,
1999; Rosas et al., 1999), asi como las sustancias que inhiben los receptores del

glutamato, como la remacemida (Doble, 1999).
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1.9. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS.

1.9.1. TERAPIA A NIVEL DE DNA

Debido a la fuerte dependencia que existe entre el fenotipo de la EH y la
longitud de la expansion trinucleotidica CAG, ha surgido la posibilidad de una
estrategia terapéutica eficaz, deteniendo la expansion a nivel de DNA.
Determinados estudios en ratones han sugerido que la herencia de transgenes
expandidos de la secuencia CAG se mantienen estables después del nacimiento.
Sin embargo, alrededor de las once semanas de vida, la expansion somatica se
observd en casi todos lo tejidos del cuerpo y continua a lo largo de toda la vida del
animal (Kovtun & McMurray, 2001). La expansion dependiente de la edad es mas
prominente en el cerebro (Kovtun & McMurray, 2001; Mangiarini et al., 1996). Asi,
es posible que los tejidos preferentemente afectados contengan mas HTT y con
una expansion mas larga. Aunque este fendmeno no ha sido confirmado en
humanos, hay un gran interés por determinar, si el aumento de las expansiones
de poliglutamina dependientes de la edad, esta relacionado con el desarrollo de la

enfermedad.

Los esfuerzos iniciales por detener la expansion fueron entorpecidos por

el escaso entendimiento del mecanismo genético. Asi, estudios recientes han
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confirmado que la expansion ocurre durante la reparacién del DNA y se encuentra
implicado un sistema de reparacion, MSH2, en el proceso de la mutacion (Kovtun
& McMurray, 2001). Se ha observado tras la union de ratones transgénicos hHD
(R6/1) con ratones MSH2-/-, que la ausencia de MSH2 detuvo complentamente la
expansion en la linea germinal y la expansion somatica dependiente de la edad

(Kovtun & McMurray, 2001; Manley et al., 1999).

1.9.2. TERAPIA A NIVEL DE PROTEINA

Se ha puesto mucho énfasis en desarrollar estrategias terapéuticas que

compensaran o previnieran la toxicidad inducida por la HTT mutada.

1.9.2.1. INHIBIR LA FORMACION DE AGREGADOS DE HTT

Se estan desarrollando anticuerpos y moléculas pequefias inhibidoras
para bloquear la agregacion. Por ejemplo, anticuerpos de cadena simple (Fv)
reducen el numero de agregados visibles en células EH (Lecerf et al., 2001). De
forma similar, estan surgiendo moléculas pequenas y péptidos inhibidores (Heiser

et al., 2001; Nagai et al., 2001; Sittler et al., 2001; Kazantsev et al., 2002) de la
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agregacion mediada por HTT. Se unen especificamente a HTT, reduciendo la

agregacion y aumentando la supervivencia de la célula.

Se sabe que la HTT puede regular la transcripcion de BDNF (Zuccato et
al., 2001) pero su disminucion por la formacion de agregados podria contribuir a
la muerte neuronal. Estos datos sugieren que el tratamiento con BDNF podria

mejorar la supervivencia de la neurona.

Un estudio reciente in vitro ha demostrado que varios disacaridos pueden
inhibir la agregacion de poliQ y aumentar la supervivencia de los modelos
celulares EH. La administracion oral de trehalosa, el disacarido mas efectivo,
disminuy6 los agregados en cerebro e higado, mejord la disfuncidn motora y
aumento la expectativa de vida en ratones transgénicos. De esta forma, surge una

posible estrategia terapéutica (Tanaka et al., 2004).

1.9.2.2. SUPLIR EL ESTRES OXIDATIVO

La interrupcidn de la funcion mitocondrial y la deplecion de ATP juega un
papel en la EH. Por lo tanto, se podria restablecer el metabolismo energético
mediante la restauracion de los niveles de ATP. De hecho, se ha demostrado que,

ratones transgénicos R6/2 y ratones tratados con acido 3-nitropropionico
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alimentados con una dieta rica en creatina tuvieron una menor atrofia del estriado
y formacion de inclusiones neuronales (Ferrante et al., 2000; Matthews et al.,
1998). A pesar de la mejora en animales, el suplemento de creatina no es eficaz

en humanos (Verbesse et al., 2003; Tabrizi et al., 2003).

Se ha evaluado la eficacia del coenzima Q10 en pacientes con la EH pero
sin resultados significativos en el retraso del declive funcional en la EH
(Huntington Study Group, 2001). Sin embargo, un estudio realizado en ratones
transgénicos R6/2, la administracion de coenzima Q10 retraso la atrofia cerebral,
las alteraciones motoras, la pérdida de peso y las inclusiones neuronales

(Ferrante et al., 2002).

No obstante, estos agentes podrian ser eficaces en combinacion con

otros tratamientos.

1.9.2.3. INHIBICION DE CASPASAS

Se ha especulado que el bloqueo de algun paso en la muerte celular
programada podria mejorar el efecto causado en las neuronas con EH

(Friedlander, 2003). De hecho, se estan realizando ensayos clinicos para
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demostrar la eficacia de la minociclina, inhibidor de caspasa 1 y 3 y que ha

aumentado la supervivencia en ratones transgénicos (Chen et al., 2000).

1.9.2.4. TRASPLANTE

Otra forma de tratamiento que va despertando interés es el trasplante de
tejido cerebral embrionario o fetal (Kopyov et al., 1998; Watts & Dunnett, 2000).
Todavia existen importantes cuestiones técnicas y éticas que dificultan la terapia
en esta direccidén. Una alternativa seria el cultivo de tejidos de células neuronales

viables para el trasplante (Hurlbert et al., 1999).

1.9.2.5. INHIBICION DE LA EXPRESION DE LA HTT MUTADA

Una estrategia ideal seria eliminar la expresion de la proteina mutante
antes de que los efectos toxicos ocurran. Tal estrategia podria demostrarse eficaz
porque la funcidn no parece ser sensible (dentro de los limites) a la cantidad de
producto del gen expresado en los pacientes con la EH (Yamamoto et al., 2000).
Como la HTT normal es necesaria para el desarrollo (Nasir et al., 1995; Dragatsis

et al.,, 2000), la inhibicion del alelo mutado resultaria beneficioso siempre y
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cuando la expresidn del alelo normal se preservara. Una de las estrategias
informadas es el uso de oligonucledtidos antisentido dirigidos contra el promotor

del primer exon del gen HD (Boado et al., 2000; Haque & Isacson, 1997).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La enfermedad de Huntington es un trastorno neurodegenerativo que
afecta de 3 a 7 por 100.000 individuos en Europa occidental. Esta enfermedad se
manifiesta, en la mayoria de los casos, en la cuarta década de la vida. Tiene un
patrén de herencia autosémico dominante, la progenie de un individuo afectado
tiene un 50% de probabilidad de heredar la enfermedad. En 1993 se relaciond por
primera vez la alteracibn de un gen con esta enfermedad. A partir del
descubrimiento de las bases genéticas de esta enfermedad, se han desarrollado
una serie de test predictivos que permiten determinar si el individuo ha heredado
dicha alteracion genética. Estos test pueden ser interpretados por el equipo de

profesionales adecuado para llevar a cabo un consejo genético al paciente.

El defecto genético consiste en una expansién del triplete CAG igual o
mayor a 40 repeticiones en el extremo 5’ del gen HD localizado en el brazo corto
del cromosoma 4 (4p16.3). Pero existe una rango de baja penetrancia que se
encuentra entre 36 y 39 repeticiones lo que requiere una medida exacta de la

longitud de la expansion CAG.

En este sentido, el objetivo de esta tesis doctoral ha consistido en la

busqueda de un método que permita el cobmputo exacto de las repeticiones CAG.
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Con este fin, el trabajo de investigacion presente se ha desarrollado en

base a los siguientes objetivos especificos:

1. Puesta a punto de un método de determinacién del numero exacto de

repeticiones CAG.

2. Amplificacién y secuenciacion de la region CAG en el gen HD.

3. Validaciéon del método realizado, analisis molecular tanto de individuos

sanos como con sospecha de enfermedad de Huntington.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. PACIENTES

En el presente estudio hemos analizado 155 muestras de sangre, de las
cuales 100 procedian de individuos, supuestamente sanos, que fueron remitidos a
nuestro centro por una patologia diferente a la estudiada; 36 individuos con
sospecha de enfermedad de Huntington, tras la valoraciéon de un especialista en
Neurologia; y 19 individuos con riesgo de heredar la enfermedad. El diagnostico
predictivo fue realizado unicamente a pacientes mayores de 18 afnos, tras solicitud
voluntaria y consentimiento informado. El analisis a menores de 18 afios se llevd
a cabo cuando habia sintomas clinicos de la enfermedad y el neur6logo requeria

el analisis para la confirmacion del diagnéstico.
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3.2. EXTRACCION DEL DNA

El DNA gendmico fue extraido a partir de los leucocitos de 200 uL de
sangre periférica utilizando QlAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen), segun las

instrucciones del fabricante.

La cuantificacion del DNA se realiz6 midiendo la absorbancia (A) a 260
nm en un espectrofotometro UV (UV-1603 Shimadzu Spectrophotometer). Una
unidad de absorbancia equivale, aproximadamente, a 50 ng/uL de DNA de doble
hebra. Para determinar la pureza del DNA se calculd la relacion entre la
absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm (Azeso/ A2s0) que debe estar entre

1,7 y 1,9. Si es menor indica contaminacion por proteinas.

3.3. AMPLIFICACION DE LA EXPANSION CAG EN EL GEN

HD.

Se utilizé la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) que
consiste en la amplificacion de una regién del DNA de tamafo y secuencia
especificos (Mullis et al., 1986). Se utilizaron cuatro cebadores sintéticos de unos

15 a 20 nucledtidos, complementarios a las zonas flanqueantes de las regiones

80



MATERIALES Y METODOS

que queriamos amplificar: la region CAG sola, la regién CCG sola y la regién CAG
+ CCG (Fig. 2). La secuencia de los cebadores se disefo de tal forma que evitara
la formacion de hibridos, de estructuras secundarias y con una distribucion
equilibrada de bases. Los cebadores indirectos se marcaron con el fluoréforo, 6-

carboxifluoresceina (6-FAM), en el extremo 5'.

Secuencia de los cebadores:

HDF1 5-TTC GAG TCC CTC AAG TCC TTC-3’
HDR1 5'-GGC GGT GGC GGC TGT CG-&
HDF2 5'-CAA CAG CCG CCA CCG AC-Z
HDR2 5'-GGC TGA GGA AGC TGA GGA G-3

Las bases en negrita y subrayadas son mutaciones que se han
introducido deliberadamente en el disefo de la secuencia de los cebadores HDR1

Y HDF2.
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HDF1

v

ATG AAG GCC TTC GAG TCC CTC AAG TCC TTC CAG CAG CAG CAG CAG
TAC TTC CGG AAG CTC AGG GAG TTC AGG AAG GTC GTC GTC GTC GTC

CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG
GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC

HDF2

CAG CAG CAG CAG CAA CAG CCG ccCA ccG A'CG CCG CCG CCG CCG CCG
GTC GTC GTC GTC GCT GTC GGC GGT GGC GGC GGC GGC GGC GGC GGC

HDR1

CCT CCT CAG CTT CCT CAG CCG CCG CCG CAG GCA CAG CCG CTG CTG
GGA GGA GTC GAA GGA GTC GGC GGC GGC GTC CGT GTC GGC GAC GAC

h HDR2

Fig. 2. Region del gen HD donde se encuentra la expansién repetitiva causante de la EH (en
azul), la region adyacente polimérfica (en verde) y los cebadores empleados en la
amplificacion.

Reactivos:

» Agua desionizada estéril.

» Tubos de 200 uL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).

» dNTPs 10 mM de cada uno (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 7-deaza-
dGTP) (Applied Biosystems).

» 4 cebadores 1,1 uM de cada uno (Applied Biosystems).
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» 10X PCR Buffer Il (Applied Biosystems).

» MgCl,; 25 mM (Applied Biosystems).

> DNA polimerasa Ampli Taq Gold™ (5 U/uL) (Applied Biosystems).
» DMSO (dimetilsulféxido) (Panreac Quimica SA).

» Formamida desionizada (Hi Di™ Applied Biosystems).

» Termociclador GeneAmp PCR system 2400-Applied Biosystems.

Técnica:

Con el fin de poner a punto cada una de las reacciones de amplificacion
para cada ensayo, se estudié un rango de valores para los diferentes parametros
de la mezcla de reaccion por separado, en un volumen total de 25 uL. Asi, el
MgCl, se estudid6 en un rango de 1 a 3 mM; el efecto de la adicion de
dimetilsulféxido (DMSO) se midid en un rango de 0 a 10%; el efecto de la adicién
de la formamida a una concentracion de 30 mg/L y se utilizd una concentracion de
desoxinucleodtidos trifosfatos (dNTPs) de 0,2 mM para cada uno de ellos,
incluyéndose 7-deaza-dGTP en diferentes proporciones 3:1, 1:1, 1:3 (dGTP:7-

deaza-dGTP). Por ultimo, se estudié la cantidad de DNA a 10, 25, 50 y 100 ng.
Por otro lado, se realizé la puesta a punto de los parametros técnicos

Optimos para el desarrollo de la amplificacion. En este sentido se estudio la

temperatura de hibridacion en un rango de 55 a 65°C para el siguiente programa:
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desnaturalizacion inicial de 3 min a 96°C, 35 ciclos a 94°C durante 30 s, con un
rango de temperatura de 55 a 65°C durante 30 s y a 72°C durante 2 min; y una
extension final a 72°C durante 10 min. Se vari6 el numero de ciclos de 30 a 40
ciclos. Se comprobd la eficacia del siguiente programa: después de una
desnaturalizacion inicial de 2 min a 96°C, hay 6 ciclos a 94°C durante 30 s, 68°C
durante 30 s y 72°C durante 2 min (en cada ciclo se disminuira la temperatura en
2°C), seguidos de 29 ciclos a 92°C durante 30 s, 55°C durante 30 s y 72°C

durante 2 min; y una extension final a 72°C durante 10 min.

Las muestras obtenidas pueden ser usadas inmediatamente o guardadas

a —20°C hasta su uso.

3.4. ELECTROFORESIS CAPILAR Y DETECCION

FLUORESCENTE

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis capilar en un

analizador genético ABI PRISM® 310 de Applied Biosystems.
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Reactivos:

A\

YV Vv VY ¥V V VY V VY

Agua desionizada estéril.

Formamida desionizada (Hi Di"™ Applied Biosystems).

Marcador de peso molecular (GeneScan®-500 [TAMRA]™ Applied
Biosystems).

Buffer con EDTA (ABI PRISM® 310 10X).

POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4, Applied Biosystems).
Capilar de silice (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer Capillary de 47
cm de longitud, 50 um de diametro, marcado en verde).

Jeringa 1 mL.

Dos viales 4 mL para el buffer y el agua.

Gradilla 48 pocillos.

Tubos 0,5 mL (Genetic Analyzer Applied Biosystems).

Tapones (Applied Biosystems).

Microcentrifuga (Centrifuge 5410 eppendorf).

Termociclador (GeneAmp® PCR System 9600).

Analizador genético ABI PRISM® 310 (Applied Biosystems).

85



MATERIALES Y METODOS

3.4.1. PREPARACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Previamente a la electroforesis se mezclaron en un tubo ABI 310 de 0,5
mL: 1 uL del producto amplificado, 18,5 uL de formamida desionizada y 0,5 uL del
marcador de pesos moleculares (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300,
340, 350, 400, 450, 490, 500 pb) marcado con el fluoré6foro TAMRA. Las muestras
se llevaron al termociclador a 95°C para su desnaturalizacion, durante 3 min e

inmediatamente después se pusieron en hielo.

3.4.2. PREPARACION DEL EQUIPO

Antes de inyectar las muestras en el analizador es necesario realizar los

siguientes pasos:
1. Establecer comunicacion entre el ordenador y el analizador.
2. Abrir el software de recogida de datos “ABI PRISM™ 310 Collection”.
Este programa recoge el dato crudo del analisis de los fragmentos en

cada carrera. El dato crudo es la fluorescencia detectada por la

camara CCD de los fragmentos marcados, separados en el capilar por
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electroforesis y excitados por el laser al pasar por la ventana de

deteccion.

Colocar el bloque de metacrilato limpio y seco.

Colocar el capilar. Antes de su colocacion se limpia la ventana del
capilar con un papel embebido en etanol absoluto. Tras limpiar la
ventana se introduce el capilar en la valvula que lo conecta con el
bloque de metacrilato hasta llegar a la primera interseccidn y se aprieta
bien la valvula; es importante no rebasar esta primera interseccion
para que el polimero pueda penetrar en el capilar. A continuacion se
situa la zona de lectura del capilar en la ventana del Iaser y se cierra la
puerta del Iaser, se introduce el otro extremo en la parte que contiene
el electrodo negativo o catodo y se desliza hasta que queden a la
misma altura. Por ultimo se sujeta el capilar con una cinta adhesiva

contra la placa térmica.

Establecer la posicion de la jeringa y el “autosampler”. Calibracion del

“autosampler”.

Preparar 15 mL de buffer 1X vy llenar los viales de buffer del catodo y

anodo hasta la marca.

87



MATERIALES Y METODOS

7. Relleno del capilar y del bloque de metacrilato con el polimero. El
polimero utilizado para el analisis de fragmentos es el POP-4 y se
mantiene a 4-8°C. Media hora antes de su uso, se saca del frigorifico
para que se atempere. Con la jeringa bien limpia se toma el volumen
de polimero necesario en funcién del numero de muestras, se enrosca
bien para evitar pérdida de polimero y se llenan los conductos del

bloque de metacrilato evitando la formacién de burbujas de aire.

3.4.3. PROGRAMACION DE LAS MUESTRAS

3.4.3.1. HOJA DE MUESTRAS (“SAMPLE SHEET")

Una vez abierto el programa ABI PRISM® 310 Collection se abre una
nueva hoja de muestras donde se introducira los datos de cada muestra y su
posicidon en la gradilla. Se indicara que trabajaremos con cuatro colores. Se
guarda la hoja en su carpeta correspondiente y se procede a la realizacion de la

lista de inyeccion.
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3.4.3.2. LISTA DE INYECCION

En esta lista se incorpora la hoja de muestras creada, en ella es posible
modificar el orden de inyeccion de las muestras e incluso repetir algunas de las
muestras, cambiando alguno de los parametros, como el tiempo de inyeccion. La
primera columna indica los datos de las muestras. La segunda columna
especifica el médulo de analisis el cual contiene las funciones especificas
ejecutadas para el proceso de analisis de las muestras. Para nuestro caso el
modulo seleccionado es el GS STR POP4 (1mL) C.md4. Este mddulo establece

unas condiciones de electroforesis que pueden ser modificadas:

» Voltaje y tiempo de inyeccion (para inyeccion electrocinética): ambos
parametros pueden ser variados para regular la cantidad de DNA que
entre en el capilar. Asi, en el caso de obtener una sefial débil en una
muestra es posible aumentar el tiempo de inyeccion para permitir que
se inyecte mas cantidad de producto amplificado al capilar y que
aumente la sefial de fluorescencia. No obstante, un tiempo de
inyeccion excesivo puede originar una pérdida de resolucion. Se

estimd un tiempo de 8 segundos.

» Voltaje de electroforesis: el voltaje estandar es 319 V/cm para

fragmentos analizados utilizando el polimero POP-4. Para un capilar
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de 47 cm esto supone un voltaje total de 15 KV y la corriente a este
voltaje es de 7-9 pA. Bajo estas condiciones electroforéticas el tiempo
necesario para que un fragmento de 400 pb llegue a la ventana de

deteccién es de unos 25 min aproximadamente.

» Temperatura de electroforesis: para anadlisis de fragmentos esta

temperatura debe ser de 60°C.

» Tiempo de electroforesis: normalmente el tiempo de electroforesis
programado es un 10% superior a la media del tiempo necesario para
que migre el fragmento de mayor tamafo que nos interese. Se estimé

un tiempo de 30 min.

Antes de comenzar la inyeccion de las muestras se llevan a cabo dos
funciones en al analizador: primero relleno del capilar (“Seq fill capillary”) y a
continuacion el test de los cuatro colores (“Test CCD 4-Color”) cuya funcion es
comprobar que la ventana del capilar esta limpia y colocada correctamente. Este
test tiene una duracion de 5 minutos y en el debemos comprobar que la linea
basal de los cuatro colores esta entre 800 y 2500 en escala vertical (intensidad de
fluorescencia). Una vez completada la lista de inyeccién y habiéndose alcanzado

la temperatura de electroforesis, se inicia el analisis pulsando el comando “run”.
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3.4.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los fragmentos se analizaron con el filtro C y su matriz correspondiente
(matriz matematica que corrige el solapamiento espectral de la emision
fluorescente) GS_Matriz_C.mtx. Se utilizé el programa ABI PRISM® GeneScan
v3.7.1 (Applied Biosystems) para determinar con exactitud el tamafo. Esto es
posible gracias a la comparacién de la movilidad electroforética de cada producto
de amplificaciéon con la curva de calibracion creada con los fragmentos del
estandar analizados simultaneamente en cada muestra. Se utilizé el programa
AB| PRISM® GeneMapper™ v3.0 (Applied Biosystems) para obtener el nimero

exacto de repeticiones CAG del gen HD.

3.5. SECUENCIACION

Se realizé la secuenciacion de las muestras que presentaban los dos

alelos con el mismo numero de repeticiones, homocigotos.
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3.5.1. AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS SELECCIONADOS

DE DNA

Reactivos:

» Agua desionizada estéril.
» Tubos de 0,2 mL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).
» 2 cebadores 1,1 uM cada uno (Applied Biosystems).

» dNTPs 10 mM de cada uno (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 7-deaza-
dGTP) (Applied Biosystems).

10X PCR Buffer Il (Applied Biosystems).

MgCl, 25 mM (Applied Biosystems).

DNA polimerasa Ampli Tag Gold™ (5 U/uL) (Applied Biosystems).

DMSO (Panreac Quimica SA).

YV VvV VYV V VY

Termociclador GeneAmp PCR system 2400-Applied Biosystems.

Secuencia de los cebadores:

En el disefio de los cebadores para la secuenciacion se tuvo especial

atencion en la homologia de los cebadores con la secuencia diana de DNA y en el

contenido CG. Las secuencias de los cebadores se seleccionaron evitando la

formacion de hibridos y estructuras secundarias.
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Los cebadores usados fueron:

HDFS: 5'- CTC CGG GGA CTG CCG TGC CG -3

HDRS: 5'- AGC GGC TCC TCA GCC ACA GC -3’

Técnica:

La amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de 50 L, que
contenia: 5 uL de tampdén 10X para la DNA polimerasa, 4 uL de dNTP 10 mM
(con una proporcion final de 1:3 dGTP:7-deaza-GTP), 3 uL de MgCl, 25 mM, 9 uL
de HDRS 1,1 uM, 9 uL de HDFS 1,1 uM, 3 uL de DMSO, 0,5 uL Taq polimerasa y

100 ng de DNA.

Condiciones de amplificacion:

96°C 3 min 1 ciclo Desnaturalizacion inicial
94°C 30s

65°C 30s 40 ciclos Amplificacion

72°C 2 min

72°C 10 min 1 ciclo Extension final
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3.5.2. PREPARACION DEL PRODUCTO AMPLIFICADO PARA

SECUENCIACION

3.5.2.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Reactivos:

Agua desionizada estéril.

Agarosa (Sigma ®).

TAE 1X.

Buffer de carga 6X Azul/Naranja (G190A, Promega).

Bromuro de etidio (10 mg/mL) (Sigma®).

vV Vv YV VvV VY V

Marcador de peso molecular (Lambda DNA/Hind Ill, Promega).

Equipo:

Cubeta de electroforesis (SCIE-PLAS).
Fuente de alimentacion (BIO RAD Power Pac 1000).
Transiluminador UV.

Horno microondas.

vV Vv ¥V VvV VY

Careta proteccion UV.
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Técnica:

—

. Se preparé una solucion de agarosa al 1,5% en TAE 1X. Se calento en

un horno microondas hasta la fundicion de la agarosa.

Se ensamblé la cubeta y el peine.

Se dejo enfriar la solucidon de agarosa hasta 55°C aproximadamente.

Se vertio sobre la cubeta y se eliminaron las burbujas.

Se anadié TAE 1X sobre la cubeta hasta cubrir el gel.

Se cargo cada pocillo con la mezcla de cada producto de PCR (50 ulL)

y 10 uL de buffer de carga.

Se realizo la electroforesis a 85 v, durante 30 min.

Se tind el gel con una solucién de bromuro de etidio con una

concentracion de 0,5 ug/mL durante 20 min.

Las bandas fueron visualizadas iluminando el gel con luz UV.
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3.5.2.2. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Reactivos:

Agua desionizada estéril.

INa 6 M (Sigma®).

Resina.

Y WV VYV V¥V

Buffer de lavado: 80 mL etanol mas 20 mL (Tris HCI 20 mM + CINa 10

mM).

Equipo:

» Cuchillas estériles.

» Tubos eppendorf de 1 mL (Soria Genlab S.A).

> Bano caliente a 55°C.

» Microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5410).
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Técnica:

1. Se corté la banda con una cuchilla, se coloc6 en un tubo eppendorf de

1,5 mL y se peso.

2. Se anadié 3 vol. de INa 6 M y se incubd a 55°C hasta la fusion de la

agarosa.

3. Se resuspendio la resina agitando en vortex. Se anadié 5 uL de resina.

4. Se mezcl6 bien y se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente

mezclando por inversion cada 1-2 minutos.

5. Se centrifugd durante 30 s.

6. Se descartd el sobrenadante, pipeteando con cuidado de no tocar la

resina.

7. Se centrifugo durante 30 s y se elimind el sobrenadante.

8. Se repitid el paso 7 y 8 dos veces mas.
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9. Se resuspendio el pellet en 25 uL de agua desionizada estéril.

10. Se anadié 400 uL de buffer de lavado y se resuspendio el pellet

completamente.

11.Se centrifugd durante 30 s y se transfirié el sobrenadante a un tubo

nuevo estéril.

12.Se resuspendid el pellet en 25 uL de agua desionizada estéril.

13.Se centrifugd durante 30 s y se transfirid el sobrenadante al mismo

tubo del paso 11.

A continuacion, se realiz6 la purificacion utilizando las columnas Microcon

100 (Millipore®), mediante el siguiente procedimiento:

» Ensamblar la columna Microcon 100 de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Se afiade 400 uL de agua

desionizada estéril al interior del filtro Microcon.

» Se afade la totalidad del producto de PCR.
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» Se centrifuga durante 10 min a 2500 g.

» Se descarta el filtrado y se vuelve a anadir 400 pL de agua para la

etapa de lavado.

» Se afiade 50 ulL de agua desionizada estéril pipeteando varias veces
sobre la superficie del filtro. Invertir el filtro (colocandolo sobre un tubo

nuevo).

» Se centrifuga a 10.000 g durante 3 min.

» Se descarta el filtro y queda lista la muestra para el siguiente paso.

Almacenar a 4°C.

3.5.3. PREPARACION DE LA REACCION DE SECUENCIACION

Esta técnica se basa en el uso de didesoxinucleétidos (ddCTP, ddATP,
ddGTP, ddTTP) como terminadores en la amplificacion de un fragmento de DNA,
lo que dara lugar a multiples fragmentos que posteriormente seran separados por

electroforesis capilar y deteccién fluorescente (Sanger et al., 1977; Heiner et al.,
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1998; Gerstner et al., 1995; Rosemblun et al., 1997). Cada terminador esta

marcado con un fluorocromo de distinto color (Tabla 3).

Color observado en el equipo
TERMINADOR FLUOROCROMO ABI PRISM 3100
C BigDye® 1 Azul
A BigDye® 2 Verde
G BigDye® 3 Negro
T BigDye® 4 Rojo

Tabla 3. Asignacion de un color a cada terminador.

Reactivos:

» Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing.
» Cebadores HDRS y HDFS 1 uM.

> Producto de PCR.

Se mezclo, para un volumen final de 10 pL, en un tubo de PCR: 4 uL de

BigDye Terminator Mix, 3 uL de cebador 1 uM, 3 uL de producto de PCR. Se

colocaron en el termociclador con el programa siguiente:
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96°C 1min 1 ciclo Desnaturalizacion inicial
96°C 10s Desnaturalizacion

50°C 5s 25 ciclos Hibridacion

60°C 4min Extension

3.5.3.1. ELIMINACION DE LOS DIDESOXINUCLEOTIDOS LIBRES

Una vez terminada la reaccién se eliminaron los didesoxinucleétidos libres
siguiendo el método de precipitacion con etanol y acetato sddico, que consta de

las siguientes etapas:

» Preparar la solucion de etanol / acetato sédico mezclando de la
siguiente forma, para cada muestra: 3 uL de acetato sodico 3 M, pH
4,6; 62,5 uL de etanol absoluto 95% y 14,5 uL de agua desionizada

estéril.

» Anadir 80 uL de la solucidon etanol / acetato sodico a los 10 pL de la

reaccion de secuenciacion.
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» Dejar a temperatura ambiente durante 15 minutos para que precipiten

los productos secuenciados.

» Centrifugar durante 20 minutos a la maxima potencia (13.000 rpm).

> Eliminar el sobrenadante al maximo.

» Anadir 250 puL de etanol 70% y mezclar brevemente.

» Centrifugar durante 5 minutos a la maxima potencia (13.000 rpm).

> Eliminar el etanol al maximo.

» Secar el pellet: tubo abierto en estufa 37°C durante 5 minutos. Se

puede almacenar el pellet seco a -20°C.

Para la electroforesis el pellet se resuspendié en 20 uL de formamida y se

llevd a 94°C durante 3 minutos.
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3.5.4. ELECTROFORESIS CAPILAR

Las muestras secuenciadas con el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing fueron analizadas por electroforesis capilar en un analizador genético

AB| PRISM® 3100-Avant de Applied Biosystems.

3.5.4.1. PREPARACION DEL EQUIPO

> Establecer comunicacion entre el ordenador y el analizador genético:
primero se enciende el ordenador y automaticamente se cargaran dos
programas, OrbixWeb™ Daemon que establece la comunicacion entre
Windows NT® OS y Data Collection Software; y AEServer. Y segundo,
se enciende el analizador genético que automaticamente realiza la

calibracion del cargador de la gradilla.

> Abrir el software de recogida de datos Data Collection.

» Colocar los dos bloques limpios y secos: el bloque superior posee las

dos jeringas, una grande con una capacidad de 5 mL encargada de

rellenar la jeringa pequena y el bloque; y otra pequeia de 250 uL
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encargada de rellenar el capilar; el bloque inferior contiene el anodo

con la reserva de buffer.

» Colocar el array (serie de cuatro capilares que permite la inyeccion
electrocinética de cuatro muestras simultaneamente) de 36 cm de
longitud. Este array lleva incorporado el electrodo que es lo primero
que se inserta, se colocan las pestafias que sujetan los capilares en la
placa térmica, se inserta la célula de deteccion a la ventana del laser y

por ultimo, se introduce el extremo del array en el bloque superior.

» Preparar 25 mL de buffer 1X (ABlI PRISM® 3100 10X Running Buffer
with EDTA) vy llenar los viales de buffer del catodo y anodo hasta la

marca.

» Llenar de agua desionizada estéril los tres viales destinados a este fin

hasta la marca.

» Rellenar el bloque superior e inferior, evitando la formaciéon de

burbujas en los bloques y en el tubo conector de los bloques, con

polimero POP-4.
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» Rellenar el array y realizar la calibracion espacial que permite a la

camara CCD conocer la posicion de los cuatro capilares.

3.5.4.2. PROGRAMACION DE LAS MUESTRAS

Se identifica la muestra y se introducen los datos requeridos por el
analizador genético para realizar la electroforesis de las muestras (edicion de la

placa), que son los siguientes:

» Modulo: UltraSeq_36POP4 con los siguientes parametros

e Temperatura: 55°C

e Tiempo de inyeccién: 7 s

¢ \oltaje de inyeccion: 1 kV

e Voltaje de electroforesis: 15 kV

e Tiempo de electroforesis: 1700 s

> Filtro: Z

» Movilidad: DT3100POP4LR(BDv3)v1.mob
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3.5.4.3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Las muestras fueron analizadas con el software ABI PRISM® Sequencing
Analysis v3.7 que identifica cada base y el orden que llevan. Este programa,
ademas, marca con una “N” aquellas posiciones en las que haya duda sobre su

identificacion (heterocigotos, migracion desigual de una base...).
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4. RESULTADOS

4.1. AMPLIFICACION DE LA EXPANSION CAG

La amplificacién se llevd a cabo en tres reacciones independientes,
mediante las cuales se obtuvo el codmputo: de los tripletes CAG, de los tripletes

CCG y de la suma de los dos.

Para determinar las condiciones 6ptimas de amplificacién que permitan
obtener una adecuada cantidad de producto y generar una buena sefial, se
realizaron amplificaciones a diferentes temperaturas de hibridacién (55, 58, 60 y
65°C), distintas concentraciones de MgCl, (1; 1,5; 2 y 3 mM), diferentes
proporciones de dGTP:7-deaza-dGTP (3:0, 3:1, 1:1 y 1:3), distintas
concentraciones de DMSO (6, 8 y 10%), adicién de formamida a 30 mg/L,

diferentes cantidades de DNA (10, 25 y 50 ng) y a distintos ciclos (30, 35y 40).

1. Temperatura de hibridacion.

Se determind la temperatura de hibridacién para cada par de cebadores,
con las siguientes condiciones: tampdn 1X para la Taq polimerasa, 200 uM de

dNTP, 2 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada cebador, 1,25 U Taq polimerasa, 50 ng de
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DNA y cantidad suficiente de agua desionizada estéril para un volumen final de 25

uL. Se programo el termociclador con los siguientes parametros:

96°C

72°C
2:00

72°C
10:00

0:30
4°C

35 ciclos

La temperatura de hibridacién (*) se comprobé a 55°C, 58°C, 60°C y

65°C. Utilizando HDF1 y HDR1 hubo amplificacion, a 55°C y 58°C, obteniéndose
un resultado mas optimo a 55°C (Fig. 3). Para amplificar la region CAG junto a la
CCG con los cebadores HDF1 y HDR2 se obtuvo un mejor resultado a 58°C
(Fig. 4), no hubo amplificacion a 55°C ni a 65°C. La temperatura de hibridacion
mas Optima para HDF2 y HDR2 que amplifica los tripletes CCG fue de 60°C (Fig.

5). No se obtuvo amplificacién a 55°C y 65°C.
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Fig. 3. Amplificacién de la expansién CAG en el gen HD utilizando los
cebadores HDF1 y HDR1: A) Temperatura de hibridacion 55°C; B)
Temperatura de hibridacion 58°C.
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Fig. 4. Amplificacion de la region CAG + CCG en el gen HD utilizando
los cebadores HDF1 y HDR2: A) Temperatura de hibridacion 58°C; B)
Temperatura de hibridacién 60°C.
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Fig. 5. Amplificacion de la zona CCG sola usando los cebadores
HDF2 y HDR2. A) Temperatura de hibridaciéon 60°C. B) Temperatura
de hibridacién 58°C.

2. Variacién de la concentracion de MgCls.

Una vez obtenidas las temperaturas 6ptimas de hibridacién se vario la
concentracion de MgCly: 1; 1,5; 2 y 3 mM. Los parametros de amplificacion se
mantuvieron fijos (50 ng de DNA, una concentracion de cebadores de 0,2 uM, 200
uM de dNTP y 1,25 U de Taq polimerasa). A 55°C de temperatura de hibridacion y
35 ciclos, con el programa anteriormente expuesto, se obtuvo una mayor sefial a

la concentracion de MgCl, 1,5 mM (Fig. 6).
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Fig. 6. Amplificacion de la region CAG del gen HD. A) 1 mM MgCl,; B)

1,5 mM MgCl,; C) 2 mM MgCl,; D) 3 mM MgCls.
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3. Adicion de 7-deaza-dGTP.

Establecida la concentracion 6ptima de MgCl, en 1,5 mM, se estudio la
adiciéon de 7-deaza-dGTP. Para ello, se afadié 200 uM de cada uno de los
siguientes desoxinucledtidos: dCTP, dATP, dTTP. Para una concentracion final de
200 uM se mezclé en distintas proporciones dGTP y 7-deaza-dGTP. Los
parametros de amplificacién fueron los anteriormente expuestos. Se observo que
la proporcion 1:3 (dGTP : 7-deaza-dGTP) fue la que origind mayor producto de

amplificacion, con una mayor diferencia en el alelo de mayor tamano (Fig. 7).
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Fig. 7. Electroforegrama de la amplificacion de la region CAG por PCR
usando HDF1 y HDR1. La proporcién de dGTP : 7-deaza-dGTP varia
como sigue: A) no contiene 7-deaza-dGTP; B) 3: 1; C) 1: 1; D) 1: 3.
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4. Adicion de DMSO y formamida.

Una vez fijadas las condiciones de temperatura de hibridacion, la
concentracion optima de MgCl, (1,5 mM) y la proporcion de 7-deaza-dGTP, se
estudio la influencia de la adicion de dimetilsulfoxido (DMSQO) y formamida. Dado
que el DMSO puede llegar a inhibir la Tag polimerasa se determiné la cantidad
Optima para obtener buenos resultados realizandose ensayos a 6, 8 y 10%. A una
concentracion del 10 % no hubo amplificacion y, entre 6 y 8 % los resultados
fueron similares siendo un poco mejor al 6 % (Fig. 8). La formamida se estudi6 a
una concentracion de 30 mg/L. Sin embargo en este caso se produjo
desdoblamiento de los picos y sefial mas baja que con DMSO, por lo cual no fue

utilizado en experimentos posteriores (Fig. 8).
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Fig. 8. Electroforegrama de la amplificacion de la regién CAG por
PCR usando HDF1 y HDR1. Muestra el efecto de la adicion de
formamida (C), DMSO 6%(B) y DMSO 8% (A) a la reaccion de PCR.

5. Variacioén de la cantidad de DNA.

Establecidas la temperatura de hibridacién, la concentracion 6ptima de
MgCl, (1,5 mM), la proporcion de 7-deaza-dGTP y concentracion de DMSO, se
llevaron a cabo amplificaciones con distintas cantidades de DNA: 10, 25 y 50 ng

de DNA. Se obtuvieron los mejores resultados con 50 ng de DNA (Fig.9).
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Fig. 9. Electroforegrama de la amplificacion de la region CAG por
PCR usando HDF1 y HDR1. Se utilizé diferentes concentraciones de
DNA: A) 10 ng; B) 25 ng; C) 50 ng.

6. Variacion del numero de ciclos.

Una vez establecidas las concentraciones optimas de MgCl, (1,5 mM), 7-
deaza-dGTP, DMSO (6%) y DNA (50 ng), se realizaron amplificaciones a 30, 35y
40 ciclos. Se obtuvo la sefal 6ptima con 35 ciclos, con 40 ciclos aparecieron

multiples bandas secundarias (Fig. 10).
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Fig. 10. Electroforegrama de la amplificacién de la region CAG por
PCR usando HDF1 y HDR1, a diferentes ciclos: A) 30 ciclos; B) 35
ciclos; C) 40 ciclos.

Por tanto, se establece como condiciones optimas de amplificacion las
siguientes: tampon 1X para la Taq polimerasa, 200 uM de dNTP (con una

proporcion final de 1:3 dGTP:7-deaza-dGTP), 1,5 uM de MgCl,, 0,2 uM de cada
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cebador, 6% de DMSO, 1,25 U Taq polimerasa, 50 ng de DNA y cantidad

suficiente de agua desionizada estéril para un volumen final de 25 puL.

Con las condiciones anteriormente expuestas se estudi6 la eficacia de los

parametros de amplificacion siguientes:

96°C

94°C

72°C
2:00

72°C
10:00

0:30
4°C

6 ciclos 29 ciclos

El asterisco (*) indica la disminucion de la temperatura, 2°C, en cada ciclo

hasta alcanzar la temperatura de hibridacion.

Este nuevo programa no cumplié con las expectativas y se mantuvo los

parametros técnicos iniciales (Fig. 11).
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Fig. 11. Electroforegrama de la amplificacién de la regién CAG por PCR
usando HDF1 y HDR1. Se varié el programa del termociclador A)
Desnaturalizacién inicial a 96°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos a
94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s y 72°C durante 2 min; y una
extension final a 72°C durante 10 min. B) Desnaturalizacién inicial a
96°C durante 2 min, seguido de 6 ciclos a 94°C durante 30 s, 68°C
durante 30 s y en cada ciclo disminuye la temperatura en 2°C y 72°C
durante 2 min; seguido de 29 ciclos a 92°C durante 30 s, 55°C durante

30 s y 72°C durante 2 min; y una extension final a 72°C durante 10 min.

Para las muestras que contenian un numero superior a 40 repeticiones

CAG, se ajusto la cantidad de DNA a 100 ng y 40 ciclos (Fig. 12).
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Fig. 12. Electroforegrama de la amplificacién de la region CAG por
PCR usando HDF1 y HDR1, que contiene mas de 40 repeticiones
CAG. A) 50 ng y 35 ciclos B) 100 ng y 40 ciclos.

Con estas condiciones se procedié a la amplificacion de la secuencia
expansiva CAG del gen HD en 155 muestras. El tamano obtenido de la regién
CAG del gen HD con un alelo normal (< 26 tripletes de CAG) fue un fragmento de
< 116 nucledtidos, con un alelo normal mutable (27-35 repeticiones CAG) se
obtuvo un fragmento de 119 a 143 nucledtidos, con un alelo de baja penetrancia
(36-39 repeticiones CAG) se obtuvo un fragmento de 146-155 nucledétidos y con
un alelo mutado (= 40 repeticiones) se obtuvo un fragmento = 158 nucleétidos. Al
amplificar la regién CCG sola se detectaron fragmentos de 53 a 68 nucledtidos

para los alelos de 7 a 12 repeticiones respectivamente (Fig. 13 a 16).
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Fig. 13. Amplificacion de la region CAG (A), CAG+CCG (B) y CCG (C)
del gen HD en un control sano.
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Fig. 14. Amplificacion de la regién CAG (A), CAG+CCG (B) y CCG (C)
del gen HD con un alelo en el rango de mutabilidad.
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Fig. 15. Amplificacion de la regién CAG (A), CAG+CCG (B) y CCG (C)
del gen HD en un paciente con un alelo en el rango de baja

penetrancia.
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Fig. 16. Amplificacion de la regién CAG (A), CAG+CCG (B) y CCG (C)
del gen HD en un paciente con un alelo en el rango de total
penetrancia.
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4.2. SECUENCIACION

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos y la exactitud del método,
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Fig. 17. Amplificacién de la region CAG (A), CAG + CCG (B) y CCG (C) de
un individuo homocigoto tanto para las repeticiones CAG como para los
tripletes CCG.
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se llevo a cabo la secuenciacion de algunas muestras. Se eligieron aquellas que

tenian el mismo numero de tripletes CAG y CCG en ambos alelos (Fig. 17).
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Fig. 18. Secuencia de la region CAG en el gen HD de un individuo homocigoto para las

repeticiones CAG y para las repeticiones CCG.
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Los resultados mostraron una diferencia de tan solo +1 triplete CAG en la
secuenciacion respecto a la amplificacion por PCR (Fig. 18). Se detectaron dos
polimorfismos en una de las muestras secuenciadas que consistian en la

sustitucién de una A por G en el nucleétido 432 y en el nucleoétido 441 (Fig. 19).
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Fig. 19. Secuencia de la zona de interseccion entre la region CAG y la
CCG que presenta dos polimorfismos de sustitucion de una A por G,
sefalados con flechas.
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4.3. PACIENTES

Se procedid a la amplificacion de la zona repetitiva CAG en 200
cromosomas procedentes de individuos normales. Las repeticiones del triplete
CAG comprendidas entre 14 y 19 se obtuvieron en 149 de los 200 cromosomas

estudiados, lo que representa un 74,5% del total. Un 19% de los estudiados
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mostraron un rango entre 20 y 26 repeticiones del triplete CAG. Con una menor
frecuencia (6%), se detectaron repeticiones del triplete CAG con un numero
inferior a 13. Solo, en un caso, que representan el 0,5% del total de los
cromosomas estudiados se encontraron repeticiones del triplete CAG en el rango
de 27 a 35 (Tabla 4). Es de destacar que el 87% de los individuos estudiados

fueron heterocigotos para la zona CAG.

Rango del nUmero de Numero de :
o Frecuencia (%)
repeticiones CAG cromosomas
<13 12 6
14-19 149 74,5
20-26 38 19
27-35 1 0,5
TOTAL 200 100

Tabla 4. Numero de repeticiones CAG en cromosomas normales.

De acuerdo con lo descrito en material y métodos, cuando al fragmento
amplificado que incluye la secuencia repetitiva CAG y la zona polimérfica CCG se
le sustrae el fragmento amplificado donde s6lo se incluye la secuencia repetitiva
CAG, se obtiene exactamente el tamafo de la zona repetitiva CCG y cuyos

resultados se recogen en la tabla 5. Estos resultados fueron corroborados con la
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amplificacion exclusiva de los tripletes CCG. Se pudo observar que esta zona es
efectivamente polimorfica, habiéndose detectado seis haplotipos diferentes con
numero de repeticiones de dicho triplete de 7, 8, 9, 10, 11 y 12. El haplotipo mas
frecuente correspondio al de 7 repeticiones del triplete CCG, ya que se obtuvo en
95 de los 200 cromosomas estudiados, lo que representd una frecuencia del
47,5%, seguido en orden decreciente de frecuencia por el numero de repeticiones

CCG de 10 (30,5%), 9 (10,5%), 8 (8%), 11 (2,5%) y 12 (1%) (Tabla 5).

NQmero de Numero de Frecuencia (%)
repeticiones CCG cromosomas
95 47,5
16 8
21 10,5
10 61 30,5
11 5 2,5
12 2 1
TOTAL 200 100

Tabla 5. Numero de repeticiones CCG en cromosomas normales.

De las 36 muestras con sospecha de EH remitidas a nuestro centro, se
confirmo la enfermedad en 22 de ellas, cuyos alelos expandidos tenian un numero

de repeticiones CAG comprendidas entre 39 y 51. Los alelos normales poseian
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una extension de 9 a 27 repeticiones de CAG. Se encontraron dos muestras con
expansiones comprendidas en el rango de baja penetrancia de 36 y 37
repeticiones respectivamente; y tres pertenecientes a alelo normal mutable con 27
y 30 repeticiones. Del resto de pacientes se pudo descartar la EH como causante
de los sintomas y realizar un diagnostico alternativo. El test predictivo realizado a
19 pacientes detectdé 3 individuos con un numero de repeticiones mayor a 40, 5
con 39 repeticiones, 2 individuos con 27 y 30 repeticiones y 9 con menos de 26
repeticiones. En los pacientes con un rango comprendido entre 27 y 35
repeticiones se aconsejo el estudio molecular a la descendencia. Se detectd
claramente un caso de homocigosis de la region CAG gracias a la amplificaciéon

con los cebadores HDF1 y HDR2 (Fig. 20).
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Fig. 20. Amplificacion de la regiéon CAG (A), CAG+CCG (B) y CCG (C)
del gen HD en un individuo sano homocigoto para las repeticiones
CAG.
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5. DISCUSION

Antes del descubrimiento del gen HD y la mutacién responsable de la EH,
el diagnostico se basaba en los rasgos clinicos, la historia familiar, y la
confirmacion patolégica. Tras la localizacion del defecto genético responsable de
la EH en el cromosoma 4 (Gusella et al., 1983), se pudo realizar un diagnéstico
presintomatico y prenatal mediante analisis de ligamiento usando marcadores
genéticos (Meissen et al., 1988). Tuvieron que transcurrir 10 afios para encontrar
el gen HD (HDCRG, 1993) y el defecto genético causante de la EH, que consiste
en una expansion ftrinucleotidica de repeticiones CAG, cuyo tamafo es
responsable directo del fenotipo. Inicialmente, la determinacion del numero de
repeticiones CAG se calculd a partir de la longitud del producto de PCR obtenido
de amplificar la region CAG junto a la CCG y CCT, asumiendo que la zona CCG
contenia 7 tripletes y la CCT dos tripletes (HDCRG, 1993). Los cebadores
utilizados en este caso son HD1 y HD2 (Fig. 21). Posteriormente, se demostro
que la region CCG era polimérfica, variaba entre 7 y 12 tripletes (Rubinsztein et
al., 1993; Andrew et al., 1994), y la CCT poseia 2 tripletes (comun) o 3 tripletes
(raro) de longitud (Pecheux et al., 1995). Para evitar una sobrestimacion en el
computo de las repeticiones CAG, se recomendd a los laboratorios usar un

ensayo de PCR que solo amplificara la region CAG (Andrew et al., 1994;
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ACMG/ASHG, 1998) y para ello se disefaron un nuevo par de cebadores (Warner

et al., 1993) HD1 y HD3 (Fig. 21).

HU4

> RS
»

CGCCATGGCGACCCTGGAAAAGCTATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGCCTT
HDF1
HD1 -

CGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

>

b3S _ HDF2 R

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGQAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCG
HDR1

&
<«

HD3

A

HDC?2

CCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGCCGCAGGCACAGCCGCTGCTGCCTCAGCC
b HU3

HDR?2
GCAGCCGCCCCCGCCGLCCGLCCLCCCGCCGCCACCCGGCCCGGCTGTGGCTGAGGAGC

<

CGCTGCACCGACCGTGAGTTTGGGCCCGCTGCAGCTCCCTGTCCCGGCGGGTCCCA
HD2

Fig. 21. Region del gen HD que muestra los diferentes cebadores utilizados en la
amplificacion de las repeticiones CAG (en azul) y region adyacente polimérfica CCG (en
verde).
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La mayoria de los protocolos de PCR descritos incluyen aditivos quimicos
que aumentan la resolucion como el dimetilsulféxido (DMSO), formamida o
glicerol, y sustitucién parcial o completa de dGTP por 7-deaza-dGTP (Andrew et
al., 1993; Duyao et al., 1993; Snell et al., 1993). La Taq polimerasa incorpora esta
base analoga en las secuencias amplificadas con cinética similar a la empleada
con dGTP. Se ha observado que esta sustitucion facilita la amplificacion de
secuencias ricas en citosinas y guaninas. Tales secuencias, al igual que en el gen
HD, son dificiles o imposibles de amplificar por métodos convencionales (Innis et
al., 1988), debido a que forman estructuras secundarias o terciarias muy fuertes
mediante enlaces de hidrogeno Hoogsteen, de tal forma que la union del cebador
a la secuencia patrén es ineficiente, y la extension por la Taq polimerasa
incompleta. Para evitarlo se sustituyé de forma parcial o completa el dGTP por 7-
deaza-dGTP, el cual impide la formacion de los enlaces Hoogsteen vy
consecuentemente desestabiliza las estructuras secundarias, gracias a que se
reemplaza el nitrdgeno 7 del anillo de guanina por un carbono (Barr et al., 1986;
Innis et al., 1988). Sin embargo, el 7-deaza-dGTP provoca dos problemas en los
analisis de los productos de PCR. Primero, los fragmentos de DNA que contienen
7-deaza-dGTP migran mas lentamente que el DNA sin modificar. De esta forma,
el numero de repeticiones se puede sobreestimar excepto si se utilizan
marcadores especiales o geles en condiciones desnaturalizantes. En segundo
lugar, los fragmentos amplificados que contienen 7-deaza-dGTP son dificiles de

visualizar al tefiirlos con bromuro de etidio, presumiblemente porque la presencia
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del 7-deaza-dGTP altera la estructura electronica del bromuro de etidio

impidiendo la fluorescencia (Latimer & Lee, 1991; Seela & Roling, 1992).

Aunque se han publicado métodos en los cuales los productos de PCR
se tinen con bromuro de etidio (Valdes et al., 1993; Warner et al., 1993), la
mayoria de los procedimientos publicados necesitan analisis radiactivo para
estimar la longitud de la repeticién trinucleotidica. Los fragmentos se amplifican
por PCR, usando cebadores marcados con radiactividad, y se analizan por
electroforesis en geles de poliacrilamida y se visualizan por autorradiografia
(Goldberg et al., 1993; HDCRG, 1993; Riess et al., 1993). Se ha publicado un
ensayo de PCR basado en la deteccion quimioluminiscente, donde los alelos
amplificados se separan en gel de poliacrilamida, se transfieren por Southern y se
detectan por hibridacion con cebadores especificos marcados con fluoresceina-
dUTP (Castellvi-Bel et al.,, 1994). Alternativamente, los fragmentos pueden ser
detectados tinéndolos con nitrato de plata (Muglia et al., 1996; Téth et al., 1997c¢;
Toth et al., 1997b) o por deteccion fluorescente utilizando electroforesis capilar en
un analizador genético ABI 310 (Applied Biosystems) (Toth et al.,, 1997a). La
amplificacion de los alelos con tamafio superior a 60 repeticiones de CAG es muy
dificil y se necesita emplear métodos de transferencia Southern para obtener

resultados claros (Guida et al., 1996).
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La deteccion de un solo alelo puede causar un diagndstico confuso.
Normalmente los resultados reflejan homocigosis. Para confirmarlo es necesario
realizar el ensayo original que amplifica la region CAG junto con la CCG
(ACMG/ASHG, 1998). De esta forma se obtienen dos productos de PCR de
tamano diferente si las repeticiones CCG se encuentran en heterocigosis. Si fuera
necesario, el tamafo de la region CAG se confirmaria con una segunda

amplificacion de la region CCG solo (Andrew et al., 1994; Gellera et al., 1996).

La deteccién de un solo alelo puede deberse también al fracaso de la
reaccion de PCR por tratarse de una expansion trinucleotidica muy larga. Esto se
podra sospechar en los casos de Huntington juvenil. En este caso un analisis por
Southern confirmaria la expansion, pero la longitud exacta seria muy dificil de
determinar. La amplificacién de la region CAG también puede fallar por la
presencia de polimorfismos que impiden la hibridacidon correcta de uno de los
cebadores. Se han detectado cinco polimorfismos (Fig. 22) hasta la fecha (Gellera
et al., 1996; Margolis et al., 1999; Yu et al., 2000), y es posible que existan otros.

La frecuencia de estos polimorfismos es de ~1% (Yu et al., 2000).
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Normal: TTC (CAG)n CAG CAG CAA CAG CCG CCA (CCG)n
Gellera et al. TTC (CAG)n CAG CAG CAG CAG CCG CCA (CCG)n
Margolis et al. TTG (CAG)n CAG CAG CAA CAG CCG CCA (CCG)n
Margolis et al. TTC (CAG)n CAG CAG CAA CAG CCG CCG (CCG)n
Yu etal. TTC (CAG)n CAA CAG CAA CAG CCG CCA (CCG)n
Yu et al. TTC (CAG)n CAG CAA CAA CAG CCG CCA (CCG)n

Fig. 22. Polimorfismos en la region expansiva del gen HD marcados en negrita y subrayados.

Yu et al. amplifican la region CAG utilizando sélo los cebadores HD1
(Snell et al., 1993) cuya base 29 del extremo 5’ (T) ha sido reemplazada por una
C y el cebador HDCAG (Bond & Hodes, 1994) donde se introduce otro cambio en
la segunda base del extremo 5, una G reemplaza a una C. Para aquellos casos
en los que se amplifique un unico alelo, hacen una nueva amplificacion que
contiene la regién CAG y CCG utilizando los cebadores HU3 y HU4 (Riess et al.,
1993). Debido al polimorfismo encontrado sustituyeron el cebador HDCAG por

HDC2 que eludia la zona polimoérfica mencionada (Fig. 21).

Margolis et al. amplifican la region CAG empleando como cebadores
HD1-corto y HD3-3’. HD1-corto se diferencia de HD1 en que no posee las tres
bases primeras del extremo 3’ para evitar una mala hibridacién del cebador en los

casos de un polimorfismo C>G de la base que precede a las repeticiones CAG.
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La region CCG/CCT la amplifican usando HD3-5" y HD2'. La region CAG + CCG

la amplifican usando HD1-corto y HD2’ 6 HU4 y HUS3 (Fig. 21).

En este trabajo de investigacion, hemos desarrollado un método que
determina el numero exacto de repeticiones CAG, de tal forma que permite un
diagnostico certero de la enfermedad de Huntington. Este método es rapido,
sencillo y seguro, a diferencia de los métodos convencionales que emplean
analisis radiactivo y geles de poliacrilamida. Nosotros empleamos deteccion

fluorescente y electroforesis capilar.

El disefio de los cebadores fue primordial para minimizar el niumero de
bandas secundarias. Con este fin, en el cebador HDR1 (Fig. 23) se introdujo un
cambio (T->C) en la base 16 del extremo 5’ y en el cebador HDF2 (Fig. 24) otro
cambio (C>A) en la base 16 del extremo 5. Estos cambios no impiden la
hibridacion correcta del cebador con la secuencia complementaria y la
amplificacion correspondiente. Sin embargo, evita la hibridacién del
oligonucledtido si se desplaza tanto a la izquierda como a la derecha, debido a la

acumulacioén de bases desapareadas, marcadas con una X (Fig. 23 y 24).
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5 CAG CAG CAA CAG CCG CCA CCG CCG CCG CCG CCG CCG 3’
X
GCT GTC GGC GGT GGC GG
XX X X X
GCT GTC GGC GGT GGC GG
XX X X X X
GCT GTC GGC GGT GGC GG

Fig. 23. La secuencia en azul corresponde a la regién del gen HD donde hibrida el
cebador HDR1; las otras tres secuencias en rojo corresponde al cebador HDR1,
siendo la primera de éstas la posicion correcta de hibridacion y la base en negrita el
cambio efectuado, y las dos ultimas son distintas posiciones de hibridacion de este
cebador.

CAA CAG CCG CCACCGAC
X X X X X
CAA CAG CCG CCACCGAC
X X X X XX
CAA CAG CCG CCACCGAC
X
3 GTC GTC GTT GTC GGC GGT GGC GGC GGC GGC GGC GGC 5’

Fig. 24. La secuencia en azul corresponde a la region del gen HD donde hibrida el
cebador HDF2; las otras tres secuencias en violeta corresponde al cebador HDF2,
siendo la tercera de éstas la posicidon correcta de hibridacion y la base en negrita el
cambio efectuado, y las dos primeras son distintas posiciones de hibridacion de este
cebador.

Para la cuantificacion exacta de las repeticiones CAG la amplificacion se
llevd a cabo en tres reacciones independientes donde se obtuvieron el tamafo de
la region CAG sola, la region CAG junto a la CCG y la regién CCG sola. Las tres
confirmaron el mismo numero de repeticiones CAG (Fig. 17). No obstante, se
realizd una segunda comprobacién mediante la secuenciacion de esta region, en

la que se obtuvo una diferencia de tan solo +1 triplete (Fig. 18). La exactitud de
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nuestro método viene, también, asegurada por la inclusibn de un marcador de

peso molecular, y es capaz de diferenciar alelos con un solo triplete de diferencia.

Hemos encontrado un individuo con un alelo con una secuencia pura de
repeticiones CAG y CCG, debido a que posee dos polimorfismos: el primero es
una sustitucion A->G en la tercera base inmediatamente siguiente al tracto CAG
y el segundo es otra sustitucion A>G de la base que precede al tracto CCG (Fig.
19). Estos polimorfismos no han impedido la hibridacién correcta de los

cebadores y su correspondiente amplificacion.

Hemos observado como la adicion de determinados reactivos y las
condiciones de la reacciéon de PCR han sido fundamentales para obtener un alto
rendimiento del producto amplificado, sobre todo aumentando la cantidad de
producto del alelo de mayor tamafo. Asi como, obtener una mayor resolucion de
las expansiones mas largas. En concreto, el ajuste de las concentraciones de
DMSO y 7-deaza-dGTP permitié disminuir el numero de productos inespecificos
que pudieran interferir con la interpretacion de los resultados. De esta forma, es
facil determinar el tamano de la regién CAG y el niumero exacto de repeticiones.
La exactitud de nuestro método en la determinacién de la expansiéon CAG se
pone claramente de manifiesto cuando dicha muestra fue secuenciada. Asi
solamente existe una diferencia de +1 ftriplete entre el resultado obtenido

mediante amplificacién por PCR y secuenciacion.
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Con este método hemos conseguido disminuir las limitaciones del
diagnodstico de la enfermedad de Huntington mediante PCR: la amplificacion de
los alelos normales es mucho mas eficiente que la de los alelos expandidos y los
polimorfismos en la regidn de hibridacién de los cebadores que impiden la
amplificacion del alelo que los posee. Hemos realizado tres amplificaciones
abarcando diferentes zonas de la region donde se encuentra la mutacién
responsable de la EH con el fin de minimizar los casos de falsa homocigosis y
asegurar la exactitud en el numero de repeticiones. En cada ensayo hemos
incluido un control positivo con numero conocido de repeticiones CAG y un
control negativo. Esta exactitud es muy importante en el rango de baja

penetrancia comprendida entre 36 y 39 repeticiones CAG.

Nuestro analisis de 200 cromosomas de sujetos clinicamente normales
mostré un rango de 11 a 30 repeticiones CAG, similar a otros estudios (Sanchez
et al., 1996; Raskin et al., 2000; Kremer et al., 1994). El alelo con 16 repeticiones

fue el mas comun.

Gracias a este método ha sido posible confirmar la expansiéon del triplete

CAG en 22 pacientes con sospecha de EH. Ademas, el test presintomatico

permitié descartar la enfermedad en 11 pacientes de los 19 estudiados.
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Por udltimo anadir, que el método desarrollado por nosotros permite
realizar un diagnostico prenatal de la EH. Asi mismo las mejoras introducidas en
la amplificacion por PCR de nuestro método, puede servir para desarrollar
métodos de diagnostico de otras 6 enfermedades neurodegenerativas
hereditarias como son la ataxia espinocerebelosa tipo 1, la ataxia
espinocerebelosa tipo 2, la ataxia espinocerebelosa tipo 3 (enfermedad de
Machado-Joseph), la ataxia espinocerebelosa tipo 6, la atrofia
dentadorrubropalidoluisiana (enfermedad de Smith) y la atrofia muscular
bulbospinal (enfermedad de Kennedy), cuya mutacion responsable de la

enfermedad es también la expansion del triplete CAG.
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6. CONCLUSIONES

1. El método de amplificacion por PCR desarrollado en este trabajo permite la
determinacién exacta del numero de repeticiones CAG del gen HD, gracias a la
combinacion de una serie de factores favorables tales como: disefio original de
cebadores, condiciones de amplificacion del DNA vy analisis del producto

amplificado por electroforesis capilar y deteccion fluorescente.

2. La secuenciacion de la region CAG del gen HD confirma la exactitud del
método de amplificacion por PCR en la determinacion del numero exacto de

tripletes CAG responsables de la enfermedad de Huntington.

3. El analisis molecular realizado en 200 cromosomas de individuos sanos revela
que el porcentaje de los alelos estudiados en relacion al numero de repeticiones
CAG es de: 74,5% en el rango de 14 a 19, 19% en el de 20 a 26, 6% menores o

iguales a 13 y de un 0,5% en el de 27 a 35.

4. La aplicacion de este método ha permitido el diagndstico de 36 pacientes con

sospecha de enfermedad de Huntington, donde se confirmé la enfermedad en 22

de ellos, cuyos alelos expandidos tenian un numero de repeticiones CAG
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comprendidos entre 39 y 51. El test predictivo permiti6 descartar la enfermedad

en 11 pacientes de los 19 estudiados.

5. La amplificacion de la region CAG junto con la CCG mediante la utilizacion de

los cebadores HDF1 y HDR2 permitio la deteccion de un caso de homocigosis de

la regién CAG.
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