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RESUMEN

Introduccidn. La expansion anormal del microsatélite CAG en el gen HTT es la
causa de la enfermedad de Huntington (EH), pero el papel potencial del
polimorfismo CCG (adyacente al microsatélite CAG) como factor modificador de
esta enfermedad aln no se ha resuelto. Objetivo. Determinar la asociacién entre el
polimorfismo CCG vy la expansion del microsatélite CAG en el gen HTT de una
poblacion peruana atendida en el Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas
durante el periodo 2000-2013. Métodos. Se analizé al polimorfismo CCG vy el
microsatélite CAG en 63 alelos expandidos (AE) no relacionados de origen étnico
mestizo y en 218 alelos controles (AC) no relacionados pertenecientes a dos grupos
étnicos diferentes de Per( (132 alelos de origen mestizo y 86 de origen amerindio).
Resultados. En los AE se identificaron tres tipos de repeticiones CCG: (CCG)as,
(CCG)7y (CCQG)10; siendo la repeticion (CCG)7 la més frecuente (84,13%). En los
AC se identificaron las repeticiones (CCG)z7, (CCG)e, (CCG)10 y (CCG)11, Siendo
en ambas poblaciones (CCG)7 la més frecuente (65,91% en alelos de origen mestizo
y 59,30% de origen amerindio). En los AC y los AE, los haplogrupos Ay B
estuvieron asociados con la repeticion (CCG). El haplogrupo C estuvo asociado
con las repeticiones (CCG)g, (CCG)10y (CCG)11. Conclusiones. El polimorfismo

CCG esta asociado a la expansion del microsatéelite CAG en el gen HTT.

Palabras clave: Enfermedad de Huntington, microsatélite CAG, polimorfismo

CCG, haplotipos.



ABSTRACT

Background. Abnormal expansion of the CAG microsatellite in the HTT gene is
the cause of Huntington's disease (HD), but the potential role of the CCG
polymorphism (adjacent to CAG microsatellite) as a modifying factor of this
disease has not yet been resolved. Aim. To determine the association between the
CCG polymorphism and the expansion of the CAG microsatellite in the HTT gene
of a Peruvian population treated at the Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas
during the period 2000-2013. Methods. CCG polymorphism and CAG
microsatellite were analyzed in 63 unrelated expanded alleles (EA) of mestizo
ethnic origin and in 218 unrelated control alleles (CA) belonging to two different
ethnic groups from Peru (132 alleles of mestizo origin and 86 of Amerindian
origin). Results. In the EA, three types of CCG repeats were identified: (CCG)a,
(CCG)7, and (CCG)10; the (CCG)7 repeat was the most frequent (84.13%). In CA,
(CCG)7, (CCG)q, (CCG)10, and (CCG)11 repeats were identified, the (CCG)7 was
the most frequent in both populations (65.91% in alleles of mestizo and 59.30% of
Amerindian origin). In CA and EA, haplogroups A and B were associated with the
(CCG)7 repeat. Haplogroup C was associated with the (CCG)s, (CCG)10, and
(CCG)11 repeats. Conclusions. The CCG polymorphism is associated with the

expansion of the CAG microsatellite in the HTT gene.

Keywords: Huntington's disease, CAG microsatellite, CCG polymorphism,

haplotypes.



INTRODUCCION

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva de herencia autosémica dominante producida por la expansion
anormal del microsatélite CAG (citosina-adenina-guanina) en el gen HTT (con
36 a mas repeticiones de CAG) (1). Algunos estudios han sugerido que hay
secuencias intra o flanqueantes del gen HTT que influyen en la inestabilidad del
microsatélite CAG, causando asi las diferentes tasas de prevalencia de la EH

(2-4).

En 1993, Andrew et al. (5) descubrieron una secuencia repetitiva conformada
por el triplete CCG (citosina-citosina-guanina) que se encuentra hacia el
extremo 3' del microsatélite CAG (a tan sélo 12pb del microsatélite CAG).
Estudios posteriores demostraron que esta secuencia es polimorfica, puede tener
entre 4 a 12 repeticiones del triplete CCG; y ha sido relacionada con la
variabilidad de la longitud del microsatélite CAG, el fenotipo, la prevalencia y
el origen de la EH en poblaciones de diferentes regiones geograficas (6). Sin
embargo, su rol como factor modificador de esta enfermedad aun no se ha

resuelto satisfactoriamente.

La mayoria de los estudios sobre la distribucion alélica del polimorfismo CCG
han demostrado que en poblaciones de Europa Occidental, donde se reportan
las prevalencias mas altas de la EH (hasta 13,5 casos por 100 000 habitantes)
(7), la repeticion (CCG)y esté fuertemente asociado con los alelos expandidos
(AE) del gen HTT, alelos con 36 a mas repeticiones de CAG en el gen HTT;

ademas, es el méas frecuente tanto en la poblacion sana como afectada (6,8,9).



Por el contrario, en la mayoria de los estudios realizados en las poblaciones con
las més bajas prevalencias de la EH, tales como las poblaciones de Asia Oriental
(0,1-0,7 por 100 000) (10), la repeticion (CCG)1o esta fuertemente asociada con
los AE, mientras que la repeticion (CCG)7 es la mas frecuente en la poblacion
sana (11,12). Las diferentes distribuciones alélicas del polimorfismo CCG
sugieren que es un factor genético que podria estar contribuyendo a la expansion
del microsatélite de CAG, por lo que también podria estar involucrada en la

variacion de la prevalencia de la EH en el mundo.

En América Latina, se han realizado muy pocos estudios sobre la distribucion
alélica del polimorfismo CCG (13-16). En Perd, en un estudio colaborativo
entre el Centro de Investigacion Basica en Neurogenética (CIBN) del Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN) y el Centre for Molecular Medicine
and Therapeutics, Child and Family Research Institute, University of British
Columbia - Canada (CMMT, centro de investigacion de la EH mundialmente
reconocido), se demostré que la mayoria de las mutaciones causantes de la EH
en América Latina ocurren en haplotipos del gen HTT de ascendencia amerindia
(haplotipo Al variante amerindia) en lugar de en haplotipos resultantes de la
ascendencia europea, lo cual muestra la importancia de estudiar otros factores

geneéticos que modifiquen la heredabilidad de la EH (17).

Durante la ejecucién de ese estudio, se realizd el secuenciamiento del
polimorfismo CCG del gen HTT, por lo que brindé una oportunidad para
estudiar la relacion que existe entre el polimorfismo CCG y la EH. Es por ello

que el presente trabajo tiene como objetivo determinar la asociacion entre el



polimorfismo CCG y la expansion del microsatélite CAG en el gen HTT de una

poblacién peruana afectada con la EH.



OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar la asociacion entre el polimorfismo CCG y la expansion del
microsatélite CAG en el gen HTT de una poblacion peruana atendida en el

Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas durante el periodo 2000-2013

2. Objetivos especificos

- Describir las distribuciones alélicas del polimorfismo CCG vy el
microsatélite CAG en el gen HTT en los alelos controles y expandidos.

- Comparar las frecuencias de las repeticiones CCG en el gen HTT en los
alelos controles y expandidos.

- Determinar la asociacion entre el polimorfismo CCG y los haplotipos
del gen HTT definidos por Kay et al. (17) en los alelos controles y

expandidos.



HIPOTESIS

Existe una asociacion entre el polimorfismo CCG y la expansion del
microsatélite CAG en el gen HTT de una poblacion peruana atendida en el

Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas durante el periodo 2000-2013.



MARCO TEORICO

La EH es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de herencia autosémica
dominante. Estd caracterizada por trastornos del movimiento, deterioro
cognitivo y alteraciones del comportamiento (18). Esta enfermedad monogénica
es causada por una mutacion en el primer exon del gen HTT en el cromosoma

4, que consiste en la expansion anormal del microsatélite CAG (1).

1. Epidemiologia de la enfermedad de Huntington

La EH ha sido descrita en todas las poblaciones a nivel mundial, pero con
diferencias geograficas significativas en su prevalencia. Diversos estudios
sugieren que la EH se habria originado en Europa Occidental y posteriormente
se extendio a otros continentes debido a la migracidn, por lo que la prevalencia

de la enfermedad variaria principalmente segun su origen ancestral (19,20).

Actualmente, esta enfermedad es mucho mas frecuente en poblaciones de
Europa Occidental (hasta 13,5 casos por 100 000 habitantes); y debido a
fendmenos de migracion, también es muy frecuente en poblaciones de
ascendencia europea (Estados Unidos, Canada, Sudafrica, Australia, el Caribe,
India y Venezuela) (7). Por el contrario, se ha reportado que las poblaciones de
Asia Oriental (0,1-0,7 por 100 000 habitantes) y la subpoblacién negra de
Sudafrica (0,02 por 100 000) tienen las prevalencias mas bajas en todo el
mundo. Sin embargo, es probable que en la subpoblacion negra de Sudafrica se

haya subestimado la prevalencia debido a la deteccion de pocos casos (10).



En Ameérica Latina ain no hay reportes formales de la prevalencia de la EH,
pero se conoce que el estado Zulia (localizado alrededor del lago Maracaibo en
Venezuela) es el principal foco de esta enfermedad en América Latina y el
mundo. Se estima que la prevalencia de la EH en Zulia es mas de 10 veces que
la prevalencia promedio de Europa (7). Diversos estudios han demostrado que
la mayoria de las familias venezolanas afectadas con la EH son descendientes
de uno o muy pocos individuos de ascendencia europea que tenian la EH y que

vivieron alrededor del lago Maracaibo a principios del siglo XIX (21).

2. Laenfermedad de Huntington en Peru

Los primeros reportes de la EH en Per( datan desde 1950 cuando Saavedra et
al. (22) comunicaron el primer caso en un paciente de 39 afios que era
procedente de Cotahuasi - La Unidn (Arequipa), el cual tenia nueve familiares
afectados con la misma enfermedad. En 1983, un grupo de neurd6logos dirigidos
por el Profesor Juan M. Cuba Rodriguez, comunicaron una gran ocurrencia de
casos de la EH en el Valle de Cafiete (con una prevalencia igual a 31 por 100
000 habitantes), con pocos casos dispersos en el resto del pais. En 1986, se
realizaron los primeros estudios genealdgicos en Perl de la EH, identificando

al Valle de Carfiete como el principal foco de esta enfermedad en el pais (23).

El Valle de Cariete esta localizado a 140 km al sur de la ciudad de Lima, y esta
conformado por una poblacion variada desde el punto de vista étnico. Desde los
siglos XVI y XVII, los europeos (principalmente espafioles) trajeron consigo
“esclavos negros” provenientes de Africa al Valle de Cafiete para que trabajen

en las plantaciones (24). Asimismo, desde 1849 también comenzo la



inmigracion de chinos (25); asi como, desde 1899, la inmigracién de japoneses
para que del mismo modo ellos trabajen en dichas plantaciones (26). Ademas,
en el siglo pasado, el Valle de Cafiete sufrio por varios flujos migratorios
(intracuencas o hacia otras regiones del pais) siendo cinco las principales
tendencias migratorias: Yauyos/Cariete, Sierra sur/Cafiete, Yauyos/Lima,
Cariete/Lima, y Yauyos/Huancayo/Satipo. El flujo migratorio de Cafiete a Lima
es el mas importante de toda la zona, debido a la gran cantidad de personas y su
incesante tendencia a migrar a Lima (27). Esta informacién es valiosa para un

mejor conocimiento de la migracién de la EH en Perd.

Por medio de estudios clinicos y genealdgicos en una gran familia conformada
por 30 miembros afectados con la EH (esta correspondia a una de las 14 familias
estudiadas hasta ese entonces), se propuso que la mutacién que causa esta
enfermedad habria aparecido en una familia del Valle de Cafiete hace
aproximadamente 120 a 150 afios atras, diseminandose posteriormente en todo
el pais. Sin embargo, a pesar de la presencia de diversas etnias en el Valle de
Cariete, los primeros casos que se reportaron de la EH fueron aparentemente
individuos mestizos de ascendencia hispanica, sin antecedentes africanos puros

ni asiaticos (28,29).

Desde el 2003, Torres et al. (30,31) han estado realizando un seguimiento
minucioso de las familias con la EH del Valle de Cariete y han estimado una
prevalencia minima de esta enfermedad igual a 45,1 por 100 000 habitantes, un
valor muy alto en comparacion con la prevalencia de la EH en poblaciones de

Europa Occidental (hasta 13,5 casos por 100 000 habitantes). Basado en este



estudio, Cariete podria ser la segunda poblacion con la prevalencia de la EH mas

grande de América Latina y una de las mas grandes del mundo.

3. Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Huntington

Las primeras manifestaciones de los sintomas de la EH son variables y pueden
desarrollarse desde la primera a la novena década de vida (32). La edad
promedio del inicio de la enfermedad se encuentra entre la cuarta y quinta
década, y se caracteriza por movimientos involuntarios tipo coreicos en cara y
extremidades que suelen estar ausentes en el reposo (33), deterioro cognitivo
progresivo de inicio subcortical y sintomas psiquiatricos (problemas afectivos
y cambio de personalidad, irritabilidad, agresividad, brotes psicéticos, deseo de
suicidio) que posteriormente conducen a la demencia (34). Ademas, a lo largo
de la evolucion de la enfermedad, los pacientes presentan disartria, disfagia,
ataxia, distonia, mioclonias, rigidez extrapiramidal, y deterioro neuroldgico
global que los lleva a la postracion. El tiempo de vida media de los pacientes es
de alrededor de 17 afios a partir de la edad de aparicion de los primeros sintomas
(35), siendo la causa principal de muerte la neumonia por aspiracion ocasionada

por dificultades al deglutir (36).

Un pequefio porcentaje de pacientes (aproximadamente 10%) desarrolla los
sintomas de la EH antes de los 20 afios. Esta es una variante juvenil de la
enfermedad, usualmente resultante de la transmision paterna y al muy elevado
namero de repeticiones de CAG (mas de 65 repeticiones de CAG). El inicio
temprano de la EH esta asociado con el incremento de la severidad y una rapida

progresion de la enfermedad. Los individuos con un inicio tardio de la EH (con



edad de inicio después de los de 60 afios a mas) representan un 10-25% de todos
los casos y suelen tener un bajo nimero de repeticiones de CAG. Sus
caracteristicas clinicas son similares a las caracteristicas generales, pero tienen

un deterioro funcional menor y la progresion de la enfermedad es lenta (37).

4. Caracteristicas moleculares del gen HTT

El gen HTT esté localizado en el extremo mas distal del brazo corto (p) del
cromosoma 4 (4p16.3), tiene una longitud de 180 kb y contiene 67 exones, los
cuales tienen una longitud de 48 a 341 pb con un promedio de 138 pb (38). Este
gen codifica una proteina Ilamada Huntingtina, cuya localizacién es nuclear, de
expresion ubicua y regula varios factores de transcripcién (39). Su funcion aun
no esta totalmente definida, aunque estaria implicada en el desarrollo

embrionario normal, la hematopoyesis y la neurogénesis (40,41).

El primer exon del gen HTT contiene una secuencia de ADN repetitiva
conformada por el triplete CAG (microsatélite CAG) que codifica al
aminoacido glutamina (1). Existen variantes alélicas del gen HTT en la
poblacion en general, lo cual indica que es altamente polimorfico. La poblacion
sana puede tener alelos normales (AN) o alelos intermedios (Al); los AN son
aquellos que tienen entre 9 a 26 repeticiones de CAG (42), mientras que los Al
tienen de 27 a 35 repeticiones de CAG y estan caracterizados por no desarrollar
la EH por si solos, pero presentan predisposicion a expandirse anormalmente en
las siguientes generaciones (43). La poblacion afectada con la EH es portadora
de los alelos expandidos (AE), los cuales tienen de 36 a mas repeticiones de

CAG (18) (Figura 1).
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Exo6n 1 del Gen HTT

240 Alelo expandido
36-39 Alelo expandido con penetrancia reducida
27-35 Alelo intermedio
<26 Alelo normal
,"I 12pb \‘. I 90pb I
CAACAGCCGCCA
- Microsatélite CAG - Secuencia CCG adyacente al microsatélite CAG

- Secuencia CCG distal al microsatélite CAG

Figura 1. Diagrama del ex6n 1 del gen HTT y localizacion del microsatélite CAG.

Fuente: Figura modificada de ACMG 2014 (44).

Esta caracteristica polimérfica del gen HTT afecta la secuencia codificante de la
Huntingtina en el dominio amino terminal, causando que las repeticiones de
glutamina (poliglutamina o poliQ) varien en longitud. La Huntingtina presenta
normalmente hasta 35 residuos de glutamina, mientras que la variacién mutante
presenta 36 0 mas residuos, la cual forma agregados neurotdxicos que conllevan

a la muerte neuronal por apoptosis (45).

La EH se transmite de forma autosomica dominante. Si uno de los progenitores
estd afectado, independientemente del sexo, sus hijos o hijas tendran 50% de

probabilidad de heredar la mutacion que causa la enfermedad. En el gen HTT
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mutado, el nimero de repeticiones de CAG suele aumentar de una generacion a
la siguiente. Un mayor namero de repeticiones se asocia generalmente con un
inicio mas temprano de los signos y sintomas de la enfermedad. Individuos con
un inicio tardio de la EH suelen tener de 40 a 50 repeticiones, mientras que los
individuos con la variante juvenil tienden a tener mas de 60 repeticiones. Existe
una relacion inversa entre el namero de repeticiones y la edad de aparicion de
las manifestaciones de la enfermedad, lo cual puede producir un fenémeno
Ilamado "anticipacion génica”, donde los descendientes presentan los sintomas
a una edad mas temprana y de manera mas severa que la del progenitor afectado
(46). Ademas de la longitud del microsatélite CAG, se han descrito otros factores
que contribuirian a su inestabilidad, incluyendo: la presencia de interrupciones
en el microsatélite CAG, el sexo y edad de transmision de los padres, elementos
reguladores cis y trans del ADN, asi como también las influencias ambientales

(4,47-50).

5. Polimorfismos en el gen HTT

Diversos estudios reportan que el fenotipo, la prevalencia y el origen de la EH
en poblaciones de diferentes regiones geograficas, no solo estan asociados con
la variabilidad de la longitud del microsatélite CAG; sino también, estarian
implicados con un conjunto de polimorfismos que flanquean a dicho
microsatélite. Como por ejemplo: la secuencia CCG, la delecion del codén Delta
2642 en el exon 58, polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLPs), namero variable de repeticiones en tandem (VNTRS), y varios
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) que se encuentran tanto dentro

como flanqueando el gen HTT (4,9,51) (Figura 2).

12


http://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolimorfismos_de_longitud_de_fragmentos_de_restricci%25C3%25B3n&ei=GNoLUsaxAoe34APx94G4BA&usg=AFQjCNHYW5xWsSyB2f_sDWpVBUS8ClZJEg&bvm=bv.50723672,d.dmg&cad=rja
http://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolimorfismos_de_longitud_de_fragmentos_de_restricci%25C3%25B3n&ei=GNoLUsaxAoe34APx94G4BA&usg=AFQjCNHYW5xWsSyB2f_sDWpVBUS8ClZJEg&bvm=bv.50723672,d.dmg&cad=rja

Gen HTT

VNTR VNTR SNP SNP ATG (CAG), (CCG)n Delta
6pb 20pb G/A C/T +1 2642
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e VNTR VNTR Inicio de la Insercién/
Caracteristicas unidad 6pb unidad 20pb SNP SNP 4 aduccién n delecion
. . 1,263 ) ) A(delecidn)
Alelos 16 2 copias copias G/IA CIT 6-35 4-12 B(insercion)
Posicion 292hasta-  oghasta-174 148 103 41 Exnl  Exonl Ex6n 58

287

Figura 2. llustracion esquematica de algunos polimorfismos que se encuentran a

lo largo del gen HTT. Fuente: Figura modificada de Paradisi et al., 2008 (14).

6. Polimorfismo CCGenelgen HTT

Entre los polimorfismos del gen HTT destaca la secuencia CCG, la cual se ubica
hacia el extremo 3' (downstream) del microsatélite CAG (a tan s6lo 12pb del
microsatélite CAG). Esta secuencia estd conformada por una serie de
repeticiones del triplete CCG que codifica una region rica en prolina (poliprolina
o0 poliP) que esta adyacente al tracto polyQ (5) (Figura 1). La region poliP esta
involucrada en la localizacion citoplasmatica de un polipéptido amino terminal
patogénico de la Huntingtina (Httex1p) y posiblemente también esta relacionada

con la estabilidad y agregacion de esta proteina (52,53).

Antes de descubrir que la secuencia CCG es polimorfica, para estimar el tamafio
del microsatélite CAG mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

se usaban cebadores que no solo abarcaban al microsatélite, sino que algunos
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incluian también a la secuencia CCG adyacente a este mientras que otros
incluian incluso a una secuencia CCG distal (ubicada aproximadamente a 90pb
del extremo 3' del microsatélite CAG). Esto sucedié debido a que se pensaba que
la secuencia CCG adyacente tenia un numero de repeticiones estable (7

repeticiones de CCG) (1,54-56).

En 1993, en un esfuerzo por saber si la secuencia CCG es polimérfica o no,
Andrew et al. (5) utilizaron tres pares de cebadores para la PCR, un par
flanqueaba Unicamente al microsatélite CAG, un segundo par flanqueaba
solamente a la secuencia CCG adyacente, y un tercero flanqueaba tanto al
microsatélite CAG como a la secuencia CCG adyacente. Mediante este
procedimiento, ellos reportaron que los AN del gen HTT podian tener desde 7
hasta 12 repeticiones de CCG, siendo la repeticion (CCG)7 la mas frecuente y
(CCG)1o0 la segunda més frecuente. En los AE, ellos encontraron que la mayoria
presentaban la repeticion (CCG)7, mientras que los pocos alelos restantes

presentaban la repeticion (CCG)xo.

A partir del descubrimiento de Andrew et al. (5), muchas investigaciones
encontraron los mismos resultados incluso con otras metodologias. A pesar de
la evidencia que tanto el microsatélite CAG y la secuencia CCG son
polimorficos en los AN y AE, estudios posteriores han demostrado hasta ahora
gue solo el microsatélite CAG tiene un impacto significante en el inicio de los

sintomas de la EH.

En 1994, Squitieri et al. (9) realizaron un andlisis de haplotipos de ADN

utilizando marcadores fuertemente asociados con la EH, tres marcadores
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intragénicos (A acido glutamico, GT170 y la secuencia CCG) y dos extragénicos
(D4S127 y D4S95), siendo la secuencia CCG el marcador que se encuentra en
mayor desequilibrio de ligamento con la EH. Los resultados mostraron que la
EH se presenta con mayor frecuencia en cromosomas con haplotipos especificos
que contengan un alto nimero de repeticiones de CAG, proponiendo que AN
con un numero de repeticiones de CAG alto tienen més probabilidad a ser mas
inestables y a expandirse hasta el rango patogénico. Asimismo, se observo que
en poblaciones con altas tasas de prevalencia para la EH, el nidmero de
repeticiones de CAG en AN es significantemente mayor que en las poblaciones
con bajas tasas de prevalencia para la EH, sugiriendo que los AN con diferente

ascendencia tienen diferentes distribuciones alélicas del microsatélite CAG.

Ademas, este estudio reportd una relacion inversa entre la longitud del
microsatélite CAG y el polimorfismo CCG en AN, donde un alelo con un
namero de repeticiones de CAG alto estd mayormente asociado a la repeticion
(CCG)7; por lo que la transicion de un AN a AE ocurriria preferentemente en
aquellos alelos con un alto nimero de repeticiones CAG, los cuales

generalmente presentan un nimero de repeticiones CCG bajo (9).

Desde entonces, diversos estudios a nivel mundial han investigado la
distribucion alélica del polimorfismo CCG, reportando que esta puede variar
entre 4 a 12 repeticiones, siendo siempre las repeticiones mas comunes (CCG)7
0 (CCG)1o tanto en la poblacion sana como afectada (6). Se ha encontrado que
en poblaciones con prevalencias altas de la EH como Europa Occidental, la

repeticion (CCG)7 esté fuertemente asociada con los AE, y es el méas frecuente
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tanto en la poblacion sana como afectada (6,8,9). Por el contrario, en la mayoria
de los estudios realizados en las poblaciones con las mas bajas prevalencias de
la EH como Asia Oriental, la repeticion (CCG)qo estd fuertemente asociada con
los AE, mientras que la repeticion (CCG)7 es la mas frecuente en la poblacion

sana (11,12).

En América Latina, se han realizado muy pocos estudios que hayan involucrado
el analisis de la distribucion alélica del polimorfismo CCG; entre ellos destacan
los ejecutados en Venezuela y Brasil, donde obtuvieron resultados similares a

los realizados en Europa Occidental (13-16).

Por otro lado, desde el 2009 se han estudiado diferentes categorias de haplotipos
del gen HTT (definidos por un conjunto especifico de SNPs) en diferentes
poblaciones con y sin la EH; obteniéndose principalmente tres haplogrupos
(grupo de haplotipos similares): El haplogrupo A (subtipos Al - A7), B (Bl -
B2) y C (C1 - C8). En las poblaciones europeas, los AE estan fuertemente
asociados a los haplotipos Al (variante europea) y A2; mientras que los AE de
las poblaciones de Asia Oriental y la subpoblacidn negra de Sudafrica, se asocian
al haplogrupo C vy al subtipo B2, respectivamente. Al mismo tiempo, en estos
estudios se encontraron que los haplogrupos A y B generalmente estan asociados
con la repeticion (CCG)7 y el haplogrupo C est& asociado con las repeticiones

(CCG)s, 9,10(3,4,50,57).

En América Latina solo se ha realizado un estudio sobre haplotipos
(principalmente en la poblacion peruana), en el cual se demostrd que los AE

estan asociados al haplotipo Al (variante amerindia) (17). Estos estudios

16



sugieren que los haplotipos del gen HTT podrian estar asociados a la prevalencia
de la EH. Los haplotipos pueden contener elementos cis que aumenten la

inestabilidad del microsatélite CAG en el gen HTT.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EH es una enfermedad genética hereditaria causada por la expansion
anormal del microsatélite CAG en el gen HTT (1). Sus sintomas pueden
manifestarse a una edad cada vez mas temprana y severa dentro de una familia
afectada (anticipacion génica) (46). Ademas, a pesar de que la EH ha sido
descrita en todo el mundo, hay grandes diferencias geograficas en su

prevalencia que tienen una causa aun no definida (50).

En Perd, el Valle de Cafiete (localizado al sur de Lima) es el principal foco de
esta enfermedad, con una prevalencia minima de 45,1 por 100 000 habitantes
(31), un valor muy alto en comparaciéon con la prevalencia de la EH en
poblaciones de Europa Occidental (hasta 13,5 casos por 100 000 habitantes)
(58). Si bien todavia hay un namero significativo de casos clinicos en Cafiete,
actualmente se encuentra diseminada en diversas regiones del Per(
(especialmente en Lima), incluso en comunidades nativas provenientes de la

selva amazonica (59,60).

Los aspectos genéticos de la EH en Per( ain no estan claros a pesar de que ya
han pasado 70 afos desde que el primer caso fue reportado por Saavedra et al.
(22). Diversos estudios a nivel mundial han reportado que la variabilidad de la
longitud del microsatélite CAG, el fenotipo de la EH y su origen en poblaciones
de diferentes regiones geograficas podrian estar asociadas con el polimorfismo
CCG, secuencia adyacente a la mutacion causante de la EH (el microsatélite
CAG del gen HTT). Lamentablemente, en América Latina se han realizado muy

pocos estudios que hayan involucrado el analisis de este polimorfismo (13-16),
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y en Peru no hay ninguno. Es por ello, que en el presente trabajo se planteo la
siguiente pregunta de investigacion: ;Cudl es la asociacion entre el
polimorfismo CCG y la expansion del microsatélite CAG en el gen HTT de una
poblacién peruana atendida en el Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas

durante el periodo 2000-2013?
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VI.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Desde el afio 2000, el CIBN realiza el diagnostico clinico-molecular de la EH;
y con el fin de investigar mas sobre esta y otras enfermedades raras, ha creado
un banco de ADN conformado por mas de 350 muestras agrupadas en 182
familias afectadas con la EH procedentes de diferentes regiones del Perd.
Actualmente, el CIBN trabaja en colaboracion con el CMMT (centro de
investigacion de la EH mundialmente reconocido), pudiéndose de esta manera
investigar mas profundamente el gen HTT de la poblacién peruana afectada.
Gracias a un estudio que se realizé con el CMMT (17), se logré secuenciar el
gen HTT de 62 familias mestizas peruanas afectadas con la EH, obteniendo no
solo informacion del genotipo del microsatélite CAG; sino también, de otros
polimorfismos que estan dentro y flanqueando el gen, entre ellos la secuencia

CCG.

Diversos estudios han demostrado que los tamarfios y la frecuencia de los alelos
CCG varian segun la prevalencia de la EH del area geogréafica de estudio. Las
diferentes distribuciones alélicas del polimorfismo CCG sugieren que es un
factor genético que podria estar contribuyendo a la expansion del microsatélite
de CAG, por lo que también podria estar involucrada en la variacion de la
prevalencia de la EH en el mundo. Es por ello, que mediante la genotipificacion
del polimorfismo CCG vy del microsatélite CAG en una poblacién peruana con
EH; este estudio tiene como objetivo determinar la asociacion entre el
polimorfismo CCG y la expansién del microsatélite CAG en el gen HTT. Los
resultados que se obtengan serviran de base a otros estudios que tienen como

objetivo conocer mejor el mecanismo de expansion del microsatélite CAG, asi
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como también conocer el origen de la EH, la razon de las diferencias de las tasas
de prevalencia de la EH en el mundo, y el desarrollo de enfoques terapéuticos

destinados a prevenir la expansion del microsatélite CAG.
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VII.

METODOLOGIA

1.

2.

Disefio de la investigacion

Estudio observacional, analitico, y retrospectivo.

Poblacion

Poblacion de interés: Informacion clinico-molecular de las muestras de
ADN de individuos afectados y familiares de pacientes con EH de la
poblacién peruana.
Poblacion elegible: Informacion clinico-molecular de las muestras de
ADN de individuos afectados y familiares de pacientes con EH del INCN
y otros centros derivados por los médicos tratantes.
Marco muestral: Registro de la EH del CIBN que tiene almacenado
hasta el 2013 informacidn clinico-molecular de un total de 389 muestras
de ADN agrupadas en 182 familias afectadas con la EH.
Muestreo: No aleatorio por conveniencia, a partir de la informacion
clinico-molecular de las muestras de ADN mas informativas de las
familias afectadas con la EH (con 2 a mas muestras por familia) que
cumplieron con los criterios de seleccion para el estudio.
Tamaio muestral: Se incluyo la informacion clinico-molecular de todas
las muestras de ADN analizadas en el proyecto denominado
“Determinacion del origen de la enfermedad de Huntington basado en
haplotipos de una poblacion peruana atendida en el Instituto Nacional de
Ciencias Neurologicas durante el periodo 2000-2013” (Anexo 1). En ese

estudio se analizd a 62 familias mestizas peruanas afectadas con la EH, de
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ellos se analizaron 63 AE no relacionados (uno de los individuos es
homocigoto para la EH, y se contd como dos alelos heredados
independientemente) y 132 alelos controles (AC, alelos con menos de 36
repeticiones de CAG) no relacionados de los familiares de los pacientes
previamente mencionados. Asimismo, se analizaron 86 AC de 43
individuos sanos de una comunidad amerindia quechua de Puno debido a
su diferente origen étnico. Estas muestras de ADN fueron recolectadas
originalmente como parte de un estudio genético de la enfermedad de
Parkinson, mediante el cual se otorgd a los participantes un consentimiento
informado para su uso en estudios adicionales relacionados con

enfermedades neurodegenerativas (Anexo 2).

3. Criterios de seleccion

a. Criterios de inclusion
- Muestras de ADN con genotipificacion del polimorfismo CCG y del
microsatélite CAG.
- Muestras de ADN con datos de haplotipos del gen HTT basados en
el estudio de Kay et al. (17).
- Muestras de ADN de individuos que cuenten con consentimiento

informado para participar en estudios posteriores sobre la EH.

b. Criterios de exclusion
- Muestras de ADN con datos incompletos.
- Muestras de ADN de individuos que no hayan consentido su

participacion en estudios posteriores sobre la EH.
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4. Operacionalizacion de las variables

Tabla 1. Definicion operacional de la variable principal

Escala
Variable Dimensiones Categoria Tipo de Indicador
medicién
Control
(9 <CAG<3)) o N° de
Alelo CAG Clgir;tcl:::;va Intervalo repeticiones
Expandido CAG
Gen (36 <CAQG)
HTT
4-12 Cuantitativa N® de
Alelo CCG repeticiones de Discreta Intervalo repeticiones
CCG CCG
Tabla 2. Definicidn operacional de las variables secundarias
) . . , . Escal .
Variable Dimensiones Categoria Tipo sca_a_fie Indicador
medicion
A Al - A7 Cualitativa Ordinal N°/%
Haplogrupo B B1-B2 Cualitativa Ordinal N°/%
C Cl1-C8 Cualitativa Ordinal N°/%
. Mestizo - Cualitativa Nominal N°/%
Origen
étnico
Amerindio - Cualitativa Nominal N°/%
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5. Definicién conceptual y operacional de las variables

a. Gen HTT: Gen localizado en el cromosoma 4 (4p16.3), contiene 67
exones y codifica una proteina Illamada Huntingtina; la mutacion del
microsatélite CAG en el primer exon del gen HTT es la principal causa
de la EH.

- Alelo CAG: Una de las versiones alternativas del gen HTT, portadora
del microsatélite CAG, el cual tiene un rango de numero de
repeticiones de CAG que puede variar desde aproximadamente 9
repeticiones a mas.

o Alelo control (AC): Alelo del gen HTT con un rango que varia
entre 9 a 35 repeticiones de CAG en el microsatélite.

o Alelo expandido (AE): Forma mutante del gen HTT que tiene un
nimero igual o mayor a 36 repeticiones de CAG en el
microsatélite.

- Alelo CCG: Unade las versiones alternativas del gen HTT, portadora

de la secuencia CCG adyacente al microsatélite CAG. El alelo CCG

tiene un rango de namero de repeticiones de CCG que puede variar

desde 4 hasta 12 repeticiones.

b. Haplotipo: Grupo de alelos en un cromosoma que se heredan juntos a
partir de uno de los padres; esto ocurre debido a un fenomeno llamado
ligamiento genético, por el cual los genes que estan cerca uno del otro

en el mismo cromosoma son heredados juntos. El presente estudio se
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baso en la seleccion de haplotipos del gen HTT definidos por Kay et al.

(3,17).
Haplogrupo A: Definido por 10 tag SNPs del gen HTT,
polimorfismos con alto desequilibrio de ligamiento con la expansion
del microsatélite CAG. Fue dividido inicialmente en cinco subtipos
(A1-Ab), distinguidos uno del otro por los restantes tag SNPs (12 tag
SNPs) que no fueron usados para definirlo; posteriormente se
descubrieron los subtipos africanos A6 y A7. Al, A2 y A3 son los
subtipos mas comunes en los AE. Al estd definido por tres
polimorfismos: rs72239206, rs149109767 y rs362307; sin embargo,
su variante amerindia esta definida adicionalmente por tres SNPs:
rs12508079, rs188072823 y rs186719032. A2 (compuesto por los
subtipos A2a y A2b estrechamente relacionados) esta definido por
cinco SNPs: rs2798235, rs363080, rs363107, rs362313, y rs2530595.
A3 esta especificamente definido por el SNP rs113407847.
Haplogrupo B: Su agrupacion fue realizada manualmente entre los
haplotipos diferentes al haplogrupo A. Predomina en los AE de la
subpoblacion negra de Sudafrica. Esta dividido en dos subtipos: B1y
B2.
Haplogrupo C: Su agrupacion también fue realizada manualmente
entre los haplotipos diferentes al haplogrupo A. Se han reportado 8
subtipos (C1 - C8), siendo C1 el subtipo mas comin en este

haplogrupo. En Sudafrica, se reportd la nueva variante denominada
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C-Sudafrica (C-SA), la cual incluye haplotipos que no fueron
previamente identificados en las poblaciones de europeas o asiaticas.
- Haplogrupo “Otro”: Conformado por los haplotipos no clasificados
en los haplogrupos anteriormente definidos. Incluye a los haplotipos
unicos o raros, los cuales no estan necesariamente relacionados el uno

con el otro.

c. Origen étnico: Etnia ancestral a la que un individuo pertenece.
- Mestizo: De padre y madre de linaje diferente.

- Amerindio: Originario de América.

6. Procedimientos

1° Proceso de la obtencion de los datos: Se solicitdé al Comité
Institucional de Etica en Investigacion del INCN una extension de la
aprobacion del proyecto denominado “Determinacion del origen de la
enfermedad de Huntington basado en haplotipos de una poblacién
peruana atendida en el Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas
durante el periodo 2000-2013” (Anexo 1). Posterior a su aprobacion, se
solicito permiso al CIBN para revisar la base de datos obtenida en dicho

proyecto.

Se seleccionaron los datos de las muestras de ADN que cumplieron con
los criterios de seleccidn para el estudio. Los datos seleccionados se
adjuntaron en una base de datos Excel, organizandolos con
identificadores numéricos por familia e identificadores numéricos de

posicién dentro cada familia.
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2° Base de Datos: Contiene la informacion del origen étnico de cada

muestra de ADN, los genotipos de los alelos CCG y CAG del gen HTT,

y los haplotipos del gen HTT.

El origen étnico de cada muestra se obtuvo por medio de su historia
clinica, y fue confirmado por medio de un analisis de ancestria
usando la informacidn de las muestras del proyecto 1000 Genomas
fase 3 como referencia (17).

La genotipificacion del microsatélite CAG se realiz6 en el CIBN. El
microsatélite fue amplificado mediante la PCR con los cebadores
sentido HD3: 5 CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC3 vy
antisentido HD5: 5 CGGCTGAGGCAGCAGCGGCTGT 3
mediante la metodologia propuesta por Goldberg et al. (54). Para
determinar el numero de repeticiones de CAG de los productos
amplificados, estos fueron corridos en geles de poliacrilamida
denaturante junto con marcadores de pesos moleculares conocidos.
Los resultados de la genotipificacién del microsatélite CAG fueron
verificados en el CMMT. Asimismo, ahi se realizd la
genotipificacion del polimorfismo CCG. Las secuencias se
amplificaron por PCR usando tres pares de cebadores marcados con
fluorescencia: un par flanqgueaba al microsatélite CAG
(HD344F_HEX, 5-HEX-CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC-3
y HD450R_PT, 5'-GTTTGGCGGCGGTGGCGGCTGTTG-3), el
otro par a la secuencia CCG (HD419F_NED, 5-NED-

AGCAGCAGCAGCAACAGCC-3 y  HDA482R_PT, 5-
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GTTTGGCTGAGGAAGCTGAGGAG-3"), y el ultimo flanqueaba
tanto al microsatélite CAG como a la secuencia CCG
(HD344F_6FAM,5 -6FAM-CCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTC-
3" y HD482R_PT, 5-GTTTGGCTGAGGAAGCTGAGGAG-3).
Para confirmar su amplificacion y tamafo aproximado, los
productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa seguido de un
analisis de fragmentos por electroforesis capilar (15).

Todas las muestras fueron genotipificadas en 92 SNPs y 77 SNPs
que abarcan la region del gen HTT mediante el ensayo protocolizado
de [Hlumina GoldenGate en la plataforma BeadArray
(www.illumina.com). Los haplotipos fueron inferidos por un
algoritmo Bayesiano mediante el programa PHASE v2.1. Los tag
SNPs del gen HTT, fueron usados para definir los tres haplogrupos
principales (A, By C) y sus respectivas variantes. Los haplotipos se
confirmaron mediante segregacion familiar y por asociacion con los

alelos CCG (3).

7. Plan de anélisis

Para la estadistica descriptiva: Las variables cuantitativas se
presentan en tablas con medias + desviacién estandar (DE), y las
variables cualitativas se presentan como frecuencias (porcentajes).

Para la estadistica inferencial: Se utilizo6 la prueba de chi-cuadrado
(X?) para comparar las frecuencias de las repeticiones CCG entre los

AC y los AE, mientras que la prueba exacta de Fisher se utilizé para
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comparar las frecuencias de las repeticiones CCG entre los
haplogrupos. La prueba de t de Student o la prueba t de Welch (en
el caso que las varianzas fueron desiguales) fueron utilizadas para
comparar el niumero promedio de repeticiones de CAG en cada tipo
de repeticion CCG. Los analisis estadisticos se realizaron con el
software "R"™ (www.r-project.org). Un p-value menor de 0,05 se

considero estadisticamente significativo.

8. Consideraciones éticas

- EI proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del INCN vy de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

- Lainformacion de identificacion personal de los pacientes y familiares
participantes en el estudio fue almacenada en una base de datos
independiente de acceso restringido al personal del CIBN. Los
investigadores no tienen acceso a esta informacion.

- Todo investigador del CIBN, se compromete por escrito sobre la
confidencialidad de los datos a los que accede, desde el inicio hasta el
término de su trabajo de investigacion.

- Los resultados globales obtenidos del estudio se informaran a la
comunidad participante a través de reuniones informativas coordinadas
con las autoridades respectivas, en un lenguaje comprensible resaltando

los resultados mas relevantes del estudio.
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- Todas las muestras utilizadas en el estudio cuentan con consentimiento
informado que permite su uso en estudios posteriores sobre la EH

(Anexo 3).
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VIII.

RESULTADOS

1. Distribucién alélica del microsatélite CAG en el gen HTT

En la Figura 3 se muestra la distribucion alélica del microsatélite CAG en 63
AE no relacionados de origen étnico mestizo y 218 AC no relacionados
pertenecientes a dos grupos étnicos diferentes de Pert (132 alelos de origen
mestizo y 86 de origen amerindio). Los AE tuvieron un rango que vario de 37 a
68 repeticiones de CAG con un promedio de 46,33 £ 5,71 y mediana igual a 46.

El alelo (CAG)ss fue el més frecuente en este grupo (17,46%).

Los AC de origen mestizo tuvieron un rango que vario de 15 a 35 repeticiones
de CAG con un promedio de 18,44 + 3,50; mientras que los de origen amerindio
tuvieron un rango de 14 a 31 repeticiones de CAG con un promedio de 16,97 +
2,75. En ambos grupos, la mediana fue igual a 17 y el alelo (CAG)17 fue el mas
frecuente (aproximadamente 37%). Asimismo, la frecuencia de los Al fue 2,29%
(5/218): los alelos (CAG)2s, (CAG)29, (CAG)3s y (CAG)3s5 de origen mestizo; y

un alelo (CAG)a:1 de origen amerindio.

32



404

Tipo de alelo n Promedio £ DS

Control amerindio 86 16,97 2,75

30 132 18,44+3,50
63 46,33%5,71

Frecuencia (%)
o+

104

LTI 1| T

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 28 31 35 37 38 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 52 55 61 63 64 68
N° de repetlclones CAG

Figura 3. Distribucidn alélica del microsatélite CAG en los AC y AE del gen
HTT. Notese que, en los AC de ambos grupos étnicos, el alelo (CAG)17 fue el

mas frecuente. En los AE, el alelo (CAG)4s fue el mas frecuente.

2. Distribucidn alélica y analisis del polimorfismo CCG en el gen HTT

La distribucion alélica del polimorfismo CCG también fue analizada en todos
los alelos descritos anteriormente (Figura 4). En los AE se identificaron tres
tipos de repeticiones CCG: (CCG)s, (CCG)7y (CCG)10; siendo (CCG)7 la més
frecuente (84,13%), seguida por (CCG)io (14,29%). Solo se encontré una

repeticion (CCG)a.

En los AC de origen mestizo se identificaron cuatro tipos de repeticiones CCG:
(CCG)7, (CCG)g, (CCB)10Y (CCG)11; siendo (CCG)7 la més frecuente (65,91%),
seguido por (CCG)1o (32,58%). Los otros tipos de alelos restantes solo

representan a un tipo de repeticion CCG cada uno. En los AC de origen
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amerindio se identificaron solo a las repeticiones (CCG)7 y (CCG)1o; siendo

también la repeticion (CCG)7 la mas frecuente (59,30%).

100

Tipo de alelo
Control amerindio
75 B Control mestizo
B Expandido
S
3]
2
S 50
=
Q
g
w
25
0 4 7 9 10 11

N° de repeticiones CCG

Figura 4. Distribucion alélica del polimorfismo CCG en los AC y AE del gen
HTT. Nétese las diferencias en las frecuencias del nimero de repeticiones de CCG

en los diferentes tipos de alelos.

Se encontro6 que las frecuencias de las repeticiones (CCG)7 y (CCG)1o muestran
una diferencia estadisticamente significativa entre los AE y los AC (tanto con
alelos de origen amerindio como mestizo) (Tablas 3y 4). La repeticion (CCG)

esta asociada a los AE mientras que (CCG)1o esta asociada a los AC.
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Tabla 3. Frecuencias de las repeticiones (CCG)7 y (CCG)1woen los AC de origen

amerindio y AE del gen HTT

N° de repeticiones

AC (% AE (% ~value*

e (%) (%) p
7 51 (59,30%) 53 (84,13%) 0,0011
10 35 (40,70%) 9 (14,29%) 0,0005

AC, alelo control; AE, alelo expandido.
* Prueba de X?

Tabla 4. Frecuencias de las repeticiones (CCG)7 y (CCG)1woen los AC de origen

mestizo y AE del gen HTT

N° de repeticiones

AC (% AE (% -value*

6 (%) (%) p
7 87 (65,91%) 53 (84,13%) 0,0082
10 43 (32,58%) 9 (14,29%) 0,0069

AC, alelo control; AE, alelo expandido.
* Prueba de X?

Por otro lado, en los AE, a pesar de que se encontrd una leve diferencia entre el
namero promedio de repeticiones de CAG en los alelos con repeticiones (CCG)y
y (CCG)w (46,62 + 5,85 vs. 44,67 £ 5,15), esta no fue estadisticamente
significativa (p = 0,35). En los AC de origen mestizo, los alelos con repeticiones
(CCG)7y (CCG)10 presentaron un numero promedio de repeticiones de CAG de
18,92 + 3,93 y 17,58 * 2,27, respectivamente; observandose una diferencia
significativa entre estos valores (p = 0,0155). En los AC de origen amerindio,

los alelos con repeticiones (CCG)7y (CCG)1o presentaron un nimero promedio
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de repeticiones de CAG de 16,82 + 3,34 y 17,17 + 1,58, respectivamente; sin
embargo, estos valores no fueron significativamente diferentes (p = 0,5202)
(Tabla 5). Ademas, se analizé a los AC sin discriminar su origen étnico; sin
embargo, tampoco se encontrd una diferencia significativa (p = 0,0613) entre el

numero promedio de repeticiones de CAG que presentaba cada alelo CCG.

Tabla 5. Numero promedio de repeticiones de CAG en los AC y AE del gen HTT

con repeticiones (CCG)7y (CCG)1o

Alelos Origen étnico (CCG); (CCG)wo p-value
Amerindios 16,82 + 3,34 17,17+ 1,58 0,5202*
AC
Mestizos 18,92 + 3,93 17,58 + 2,27 0,0155*
AE Mestizos 46,62 + 5,85 44,67 +5,15 0,35"

AC, alelo control; AE, alelo expandido.
* Prueba de t de Welch
" Prueba de t de Student

3. Haplotipos del gen HTT

Los haplotipos del gen HTT fueron identificados en 79 AC de origen amerindio,
125 de origen mestizo y en 62 AE; por lo tanto, no se pudieron asignar haplotipos
en 15 alelos. Tanto en los AC como en los AE, los haplogrupos A 'y B siempre
estan asociados con la repeticion (CCG)7 sin importar su origen étnico, excepto
por un AE con haplotipo A2a que esta asociado con la repeticion (CCG)a. Por el
contrario, se observd que el haplogrupo C esta asociado con las repeticiones

(CCG)y, (CCG)10 Yy (CCG)11 (p < 0,001). En los AC de origen amerindio se
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observo que el haplotipo C1 es el que tiene el nimero promedio de repeticiones
de CAG mas alto en comparacion de los haplogrupos Ay B (p = 1,69x10°y p
= 0,0077, respectivamente). Por el contrario, en los AC de origen mestizo se
puede visualizar que los haplogrupos A y B tienen los promedios mas altos de
repeticiones de CAG en comparacion con el haplogrupo C (p = 0,4967 y p =

0,0003, respectivamente) (Tablas 6y 7).

Tabla 6. Frecuencias de las repeticiones (CCG)7y (CCG)10 Segun su haplogrupo

principal (A, B, C) del gen HTT

) N° de Haplogrupos
Origen o
Alelos " repeticiones
étnico A B C p-value*
CCG
Amerindios 7 31 18 -
< 0,001
(n=79) 10 - - 30
AC
Mestizos 7 71 13 -
< 0,001
(n=122) 10 - - 38
Mestizos 7 52 - -
AE < 0,001
(n=61) 10 - - 9

AC, alelo control; AE, alelo expandido.

* Prueba exacta de Fisher: Se compard las frecuencias de las repeticiones CCG entre los haplogrupos Ay B vs. C.
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Tabla 7. Haplotipos del gen HTT de una poblacién peruana

_ NE de Promedio
ergen N° AC N° AE Haplotipo  repeticiones EBEAG Rango
étnico en
CCG
controles
5 ameAriidio !
16,52 +
. 3 ASa 7 3,93 14-31
Amerindios ’
23 A5b 7
16,67 +
18 Bla 7 0.01 16-18
17,43 +
30 10 1,52 17 -25
21 44 A 7
amerindio
1 2 Al europeo 7
1 4
5 7
1 7 18,68 +
7
20 Aba 7
19 A5b 7
_ 1 A6 7
10 Bla 7
1 Blb 7
1915+ o .
1 B2a 7 2,41
1 B2b 7
35 9 10
1 9
1 10
1759+ o ,a
2 11 2,32
1 10
1 10

AC, alelo control; AE, alelo expandido.
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DISCUSION

El gen HTT es complejo porque esta conformado por una mezcla de
polimorfismos que podrian estar asociados con el fenotipo, la prevalencia y el
origen de la EH. Entre estos polimorfismos, destaca la secuencia CCG, ya que
se ubica a tan s6lo 12 pb del microsatélite CAG (la principal causa de la EH)
(5). El polimorfismo CCG presenta 4 a 12 repeticiones del triplete CCG, siendo
las repeticiones mas comunes (CCG)7y (CCG)10(6). Ademas, diversos estudios
han reportado que en las poblaciones con prevalencias altas de la EH, la
repeticion (CCG)y esta fuertemente asociada con los AE, y es la més frecuente
tanto en la poblacién sana como afectada (6,8,9) Por el contrario, en la mayoria
de los estudios realizados en las poblaciones con las méas bajas prevalencias de
la EH, la repeticién (CCG)1o estd fuertemente asociada con los AE, mientras

que la repeticion (CCG)7 es el mas frecuente en la poblacién sana (11,12).

En América Latina se han realizado muy pocos estudios que hayan involucrado
el analisis del polimorfismo CCG (13-16), y en Pert no hay ninguno. Este
estudio analiza por primera vez el polimorfismo CCG en el gen HTT en una
poblacion peruana y su asociacion con la expansion del microsatélite CAG en
63 AE no relacionados de origen étnico mestizo y 218 AC no relacionados
pertenecientes a dos grupos étnicos diferentes de Per( (132 alelos de origen

mestizo y 86 de origen amerindio).

En el presente trabajo, como en otras poblaciones estudiadas (6,8,15,61,62), las
repeticiones CCG mas frecuentes en los AE fueron (CCG)7y (CCG)1o (Figura

4). Con respecto a la repeticion (CCG)7, fue la més frecuente tanto en los AE
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(84,13%) como en los AC (59,30% de origen amerindio y 65,91% en los alelos
de origen mestizo), encontrandose una diferencia estadisticamente significativa
entre estas cantidades (p = 0,0011 y p = 0,0082; respectivamente). Asimismo,
la distribucion de la repeticion (CCG)wo tambien muestra diferencias
significativas entre los AC de origen amerindio y mestizo, y los AE (p = 0,0005
y p = 0,0069) (Tablas 3 y 4). Este resultado es similar a lo reportado en
poblaciones con prevalencias altas de la EH (6,8,9); y se explica mediante la
hipdtesis de que si un AN es portador de la repeticion (CCG)7, tendra una mayor
inestabilidad por lo que tendra mayor probabilidad de expandirse en el rango

penetrante (9).

En los AE se encontrd una repeticion rara del polimorfismo CCG, la repeticion
(CCG)4 (Figura 4), que solo se habia reportado previamente dentro de los AC
de una poblacion India (6). Este hallazgo convierte a (CCG)4 en la repeticién
mas pequefa del polimorfismo CCG reportada en la poblacion afectada con la
EH a nivel mundial. En poblaciones como Portugal, Brasil y China, también se
han reportado la presencia de las repeticiones (CCG)s, 6, 8,9 en los AE, pero en
frecuencias muy bajas (0,7% - 7%) (13,62,63). El pequefio porcentaje de
variacion del polimorfismo CCG revela que se transmite de una manera estable
a diferencia del microsatélite CAG. Por lo que a pesar de que estas dos
secuencias estan ligadas, se ha planteado la hipétesis de que entre ellas suceden

eventos mutacionales independientes (64).

Diversos estudios respaldan que la mutacién fundadora (expansién anormal del

microsatélite CAG) de la EH se origind en Europa Occidental y se extendié a
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otras regiones como resultado de la migracion (19,20). Por lo que es posible,
que previo a la aparicion de esta mutacion, el AN haya estado ligado con una
repeticion (CCG)y, la cual (en conjunto con otras mutaciones) le pudo haber
brindado una mayor inestabilidad para expandirse al rango penetrante causando
la EH (9). Esto podria explicar que las poblaciones con mayores frecuencias de
la repeticion (CCG)7 en los AN y en los AE presenten altas prevalencias de la

EH.

En Peru aun no se ha reportado la prevalencia de la EH a nivel de todo el pais,
pero se presume que seria la segunda poblacion con pacientes con la EH més
grande de Ameérica del Sur (precedido por Venezuela) debido a que se ha
reportado que el Valle de Cariete (el principal foco de esta enfermedad en el
Per() tiene una prevalencia minima de 45,1 por 100 000 habitantes (31). Por
todo lo mencionado anteriormente, se podria explicar la distribucién del
polimorfismo CCG en el Perl y la alta frecuencia de la repeticién (CCG)7 en
AN y AE, como sucede en las otras poblaciones con prevalencias altas de la
EH. Sin embargo, es importante resaltar que un estudio de haplotipos realizado
previamente en Peri como en otros paises de América Latina, se demostro que
la mayoria de las mutaciones causantes de la EH en esta region ocurren en
haplotipos del gen HTT de ascendencia amerindia (haplotipo Al variante
amerindia) en lugar de en haplotipos resultantes de la ascendencia europea (17).
Por lo que probablemente los eventos mutacionales que hayan sucedido en el

polimorfismo CCG en Per( también tengan un origen diferente al europeo.
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Al analizar la inestabilidad de CAG segun el tipo de repeticion CCG tanto en
los AC y AE mediante la comparacion del nimero promedio de repeticiones de
CAG, solo se encontré una diferencia significativa (p = 0,0155) entre las
repeticiones (CCG)7 y (CCG)1o de los AC de origen mestizo (Tabla 5). En un
estudio realizado en China en el 2020 por Cheng et al. (62) se obtuvo un
resultado similar, donde no encontraron diferencias significativas en el nUmero
promedio de CAG segun el tipo de repeticion CCG ni en los AC ni en lo AE.
Por el contrario, en diversos estudios han demostrado que el nimero promedio
de repeticiones de CAG en los AC que contenian la repeticion (CCG); fue
mayor que en aquellos que contenian a (CCG)1o, reforzando la hipétesis de que
los AC portadores de la repeticion (CCG)7 son mas propensos a la expansion

del microsatélite CAG (6,13,63,65).

A pesar de que no se encontr diferencias significativas entre el nimero
promedio de repeticiones de CAG segun el tipo de repeticion CCG. Al analizar
a nivel de haplogrupos se encontré que, tanto en los AC como en los AE, los
haplogrupos A y B siempre estan asociados con la repeticién (CCG)7 sin
importar su origen étnico, excepto por un AE con haplotipo A2a que esta
asociado con la repeticion (CCG)s. Por el contrario, se observo que el
haplogrupo C esta asociado con las repeticiones (CCG)s, (CCG)10y (CCG)11
(Tablas 6 y 7). Este resultado es similar a lo encontrado en estudios previos,
donde han reportado que los haplogrupos A y B estan asociados con la
repeticion (CCG)7 y el haplogrupo C estd asociado a las repeticiones menos

frecuentes de CCG como (CCG)s, (CCG)9y (CCG)10(3,4,50,57).
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Es importante resaltar que en estudios previos se ha demostrado que, dentro del
grupo de los AN, los haplogrupos A y B estan asociados a los promedios mas
altos de repeticiones de CAG. Asimismo, el nimero promedio de repeticiones
de CAG de cada haplotipo asociado a la EH disminuye en el mismo orden de
asociacion con la mutacion de la EH. Por lo tanto, el nimero promedio de
repeticiones de CAG de cada haplotipo entre los AN estd estrechamente

relacionado con la frecuencia de ese haplotipo entre los AE (4,66).

Sin embargo, en el presente estudio en los AC de origen amerindio se observo
que el haplotipo C1 es el que tiene el promedio més alto en comparacién de los
haplogrupos A y B (p = 1,69x10° y p = 0,0077, respectivamente). Pero este
resultado quiza se deba al numero pequefio de muestra analizado. Por el
contrario, en los AC de origen mestizo (cuyo tamafio de muestra es el doble que
el de los AC de origen amerindio), si se puede visualizar que los haplogrupos A
y B tienen los promedios més altos de repeticiones de CAG en comparacion con
el haplogrupo C, aunque la diferencia con A no es significativa (p = 0,4967).
Por lo tanto, en este estudio no se cumpli6 que si un haplogrupo de los AC esta
asociado la repeticion (CCG)7 necesariamente tendrd un promedio mas alto de

repeticiones de CAG (Tabla 7).

Otras investigaciones no han detectado una asociacién entre el polimorfismo
CCG y la expansion del microsatélite CAG (6,11,61,67—69). Estos resultados
pueden explicarse en parte por las diferencias entre las poblaciones, en las que
otros modificadores y el tipo de haplotipos que presentan pueden estar

involucrados en el numero de repeticiones de CAG.
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La principal limitacion de este estudio es que la muestra analizada no es
representativa ya que se realizd un muestreo por conveniencia proveniente de
un solo centro de investigacion. Peru es un pais conformado por diversas
poblaciones mestizas de origenes ancestrales diferentes (europeo, africano,
asiatico y amerindio) (70), por lo que se puede encontrar diferentes resultados
segun la etnia de la poblacidn que se estudia, asi como se ha encontrado en este
estudio diferentes resultados entre la poblacion mestiza y amerindia.
Asimismo, los tamafios de muestra de las poblaciones analizadas son pequefios
en comparacién con otros estudios similares. Esto ha podido generar un sesgo
en los resultados ya que la asociacion de las variables que se obtuvo en el

presente estudio puede desaparecer si se aumenta el tamafio de muestra.

Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, se destaca que la muestra analizada
en este estudio proviene del CIBN, el cual tiene el banco de ADN maés grande
del Per conformado por méas de 182 familias afectadas con la EH procedentes
de diferentes regiones del Per(. Asimismo, es la primera investigacion en Per(
sobre el polimorfismo CCG y su asociacion con la expansion del microsatélite
CAG vy los haplotipos del gen HTT. Por lo que estos resultados serviran como
base para otros estudios que tienen como objetivo conocer mejor el mecanismo
de expansion del microsatélite CAG, asi como también conocer el origen de la
EH, larazén de las diferencias de las tasas de prevalencia de la EH en el mundo,
y el desarrollo de enfoques terapéuticos destinados a prevenir la expansion del

microsatélite CAG.
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X.  CONCLUSIONES

- El polimorfismo CCG esta asociado a la expansion del microsatélite
CAG en el gen HTT de una poblacién peruana atendida en el Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas durante el periodo 2000-2013.

- Enlos AE y los AC, la repeticion (CCG)7 es la mas frecuente.

- Larepeticion (CCG)7 esté asociada a los AE mientras que (CCG)1o esta
asociada a los AC.

- Enlos AC y los AE, los haplogrupos A y B estan asociados con la
repeticién (CCG)7, mientras que el haplogrupo C esta asociado con las

repeticiones (CCG)g, (CCG)10y (CCG)11.
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Xl.  RECOMENDACIONES

- Se recomienda que estudios futuros seleccionen a los participantes de
manera aleatoria y con un tamafio muestral apropiado.

- Se requieren estudios de prevalencia de la EH en la poblacion peruana
para saber si hay una relacion con las frecuencias de los haplogrupos en

los cromosomas EH.
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Anexo 2. Consentimiento informado presentado a la comunidad amerindia

quechua de Puno para participar en estudios posteriores.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONTROLES

ANALISIS DEL GEN LRRK2 EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON EN POBLACION PERUANA

PRESENTACION DE LOS INVESTIGADORES

Somos investigadores del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN), ante Ud. nos
presentamos con la finalidad de invitarle a participar en el estudio relacionado a la enfermedad de
Parkinson.

Investigadores Principales:
e Dra. Pilar Mazzetti Soler, Servicio de Neurogenética, Jr. Ancash 1271 — Lima, Teléfono

N cetutar

e Dr. Carlos Cosentino Esquerre, Unidad de Movimientos Involuntarios, Jr. Ancash 1271-

Lima, teléfono _ Celular: _

e Dr. Luis Torres Ramirez, Unidad de Movimientos Involuntarios, Jr. Ancash 1271 — Lima,

e Dr. Mario Cornejo Olivas, Servicio de Neurogenética, Jr. Ancash 1271 — Lima, teléfono

R Cetvler:

El propdsito de este formato de consentimiento es dar la informacién necesaria para que
libremente decida si Ud. quiere participar o no en el estudio. Puede preguntar todas las dudas que
tenga acerca del estudio y solo después que hayan sido contestadas todas sus preguntas podra
decidir si participa o no. Le daremos una copia de este consentimiento.

Nos encontramos desarrollando un trabajo de investigacion para estudiar las causas de la
enfermedad de Parkinson. Esta es una enfermedad que se caracteriza por dureza de
extremidades, lentitud en los movimientos y temblor. Tiene varias causas, muchas de ellas aun
desconocidas. En algunos casos es hereditaria. En nuestras células se encuentra el ADN, que
almacena nuestra informacién hereditaria, como si fuera una biblioteca que almacena datos y
reciben el nombre de genes. Se ha encontrado que cambios o alteraciones en los genes podrian
causar la enfermedad, uno de ellos es la presencia del gen LRRK2 (una parte de ADN) en pacientes
con la enfermedad de Parkinson en otras poblaciones. Queremos saber si este tipo de gen esta
presente en la poblacién peruana. Para este estudio también es importante la participacion de
personas como Ud. que no tengan la enfermedad de Parkinson como grupo de comparacion. Este
estudio genético se puede realizar tomando una muestra de sangre.

Este estudio forma parte de un trabajo de investigacién a nivel de Latinoamérica, por lo que se
cuenta con el apoyo de instituciones extranjeras.

Lo invitamos a participar en este estudio, que consistira en:

la: Nouvologk:-
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1) Registro de antecedentes: Se le realizaran preguntas sobre sus antecedentes familiares (le
preguntaremos si tiene algun otro familiar con enfermedad de Parkinson), el uso crénico de
medicamentos, el consumo de sustancias como café, té, alcohol; exposiciones ambientales. Todo
se anotara en un formulario especifico. Esta primera parte tomard alrededor de 20 minutos.

2) Examen neuroldgico: Se le realizard un examen neuroldgico para evaluar las manifestaciones de
la enfermedad de Parkinson. Esta segunda parte durard unos 15 minutos.

3) Evaluacidn cognitiva: Se le realizard una prueba para ver como esta su memoria, su lenguaje, su
capacidad de hacer cosas manualmente como dibujar. Se usara una prueba llamada test de
Montreal o MoCA. Esta tercera parte tomara alrededor de 10 minutos.

4) Toma de muestra de sangre: Se le tomara una muestra de sangre en cantidad aproximada de
tres cucharadas soperas para realizar el examen genético (unos 15 ml). La muestra de ADN
obtenida a partir de su muestra de sangre sera guardada en el Servicio de Neurogenética del
Instituto para su utilizacion en este estudio y en otros relacionados a enfermedad Parkinson.

¢Dénde se analizardn y almacenardn mis muestras?

El andlisis y almacenamiento de las muestras se realizardn en colaboracion con una institucién
internacional de gran experiencia en investigacion de las causas genéticas de esta enfermedad, el
laboratorio de Neurogenética del VA Puget Sounds Health Care System en Seattle, Washington,
Estados Unidos que coordina el Consorcio latinoamericano para Investigacion en Genética de la
Enfermedad de Parkinson o LARGE PD. Todo ello siempre garantizando el anonimato del paciente
durante todo el proceso. En caso que Ud. decida ya no participar, podra solicitar que su muestra
sea retirada del estudio sin que esta decision repercuta en su tratamiento médico.

¢Cudles son los riesgos para Ud?

La molestia que Ud. sentird es dolor por el pinchazo de la aguja, podria presentar un moretén en el
area donde se le introdujo la aguja.

No es posible conservar totalmente la confidencialidad de su informacién genética, ya que en el
fututo la informacién del ADN podria ser utilizada para desarrollar otros procedimientos como
terapia génica, disefio de medicamentos, estudio de origen de nuestra poblacién, etc; sin
embargo, estos riesgos son minimos en este estudio debido a que nosotros almacenaremos su
muestras sélo para estudios de investigacion en la enfermedad de Parkinson.

¢Cudles son los beneficios?

No hay un beneficio directo para Ud. Sin embargo, con los resultados que se obtengan de este
estudio, podremos conocer los factores de riesgo genético para la enfermedad de Parkinson en
nuestra poblacién y mejorar en el futuro, la prevencion y la orientacién hacia nuevos tratamiento.

¢Son confidenciales los datos del estudio?

Si. Todos los hallazgos en este estudio seran confidenciales. Sus datos personales asi como la
muestra de sangre tendrdn un cédigo y no su nombre, los cuales quedardn registrados. Si los
resultados de este estudio son publicados, su nombre no aparecera.

10 DE SALUD
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Derechos de participantes

Si Ud. tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que ha sido tratado
injustamente puede contactar al Dra. Maria Meza, Presidenta del Comité Institucional de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas, teléfono 51- 1 4117762.

DECLARACION DEL PARTICIPANTE

Y0, etireteenirer s ssn et s s ssssts s sesanasssnssse e sesessasesnsnssnsesssnenneeneneeees. DECIAT0 que  he sido informado
sobre las caracteristicas de este estudio, que he podido hacer preguntas y mis dudas han sido
resueltas. Sé que mi participacién es voluntaria y que puedo retirarme en cualquier momento. Sé
que mi participacion contribuird al mejor conocimiento de la enfermedad sin otro beneficio para
mi. Con estos conocimientos:

Autorizo o doy mi consentimiento para ... Sl NO

Que se me extraiga una muestra de sangre para obtencidén de ADN para investigar la
Enfermedad de Parkinson en este estudio.

Que se me contacte en el futuro en caso de que producto de la investigacion se
encuentre alguna informacion de interés para mi caso

PARTICIPANTE TESTIGO
Nombre completo Nombre completo
Firma Firma

D T T P P R TP PP PP

Fecha y hora aisaasanmmannnssminsasis

Fecha y hora...

Investigador que toma el CONSENLIMIBNTO: .............cccouviiiiviciieiiciiiiis et st seass s s sressass b
Firma:

Fecha y hora:

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo, como representante legal autorizado y/o familiar responsable del solicitante y
consentimiento para participar en investigacion.

ERIO DT

cALUD
ALNN'ISCI“J de gl - Mot atigicas

i tebgrobactn,. Dig o D204
Fecha de Caducidad L.
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Nombre completo:

Elrma: == acscsvssuesssisesisesisi

Fecha y hora:

Revocatoria (retiro) del Consentimiento:

Nombre completo ...

Firma ...

Fecha y hora:

Sé que este es un estudio que forma parte de un trabajo internacional a nivel latinoamericano,

por lo que

Autorizo o doy mi consentimiento para ...

Sl NO

Que mi muestra forme parte del Consorcio Latinoamericano de Investigacién en
genética de Enfermedad de Parkinson ( LARGE PD)

PARTICIPANTE
Nombre completo

Fecha y hora...

Investigador que toma el consentimiento: .....

Firma: e

Fecha y hora:

TESTIGO
Nombre completo

Fechay hora

Si el solicitante no estd capacitado para dar su consentimiento
Yo, como representante legal autorizado y/o familiar responsable del solicitante y consentimiento

para participar en investigacion.
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Nombre completo:
Firma:

Fecha y hora:

Revocatoria (retiro) del Consentimiento:

Nombre completo ... T A A OSSP,

FIFM@ et sssssrassnrassannssrnsssrr s sres sae pessrnne sre s srs ea sbe en sbesenne

Fecha y hora:

MINISTER!IO DE SALU

-mstitute Naciona! ge Ciencias Neuroldgicas

" Bra. MARIA MEZA VEGA
Sel Comute Inutilucional 0e eCa o0 Invertigacien
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PARTICIPACION EN ESTUDIOS POSTERIORES DE INVESTIGACION

Los estudios genéticos, especialmente en enfermedades del sistema nervioso, se realizan

continuamente en todo el mundo. Cada dia se buscan y encuentran genes involucrado en

enfermedades neuroldgicas. Los resultados se veran mejor en el futuro. Por ello le pedimos
permiso para que la muestra de ADN obtenida a partir de su sangre se almacene en el Servicio de
neurogenética del Instituto. El propdsito es seguir investigando no sélo en la enfermedad de

Parkinson, sino en otras enfermedades neuroldgicas que pudieran tener una explicacidn genética.
Un Comité de Etica en Investigacién siempre evaluaré y autorizard cualquier investigacién que se
realice en el futuro. Si Ud. desea pueda autorizar con su firma su participacion en estudios

posteriores:

Autorizo que mi muestra de sangre sea utilizada en estudios genéticos posteriores relacionados a

enfermedad de Parkinson y enfermedades neuroldgicas.

V5 08-07-2014
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Anexo 3. Consentimiento de participacion en investigacion del CIBN.

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN INVESTIGACION

INVESTIGADORES:
El Centro de Investigacion Basica en Neurogenética (CIBN) del Instituto Nacional de Ciencias
Neurolégicas (INCN) esta conformado por un grupo de investigadores que estan representados por:
e Médico neuréloga Pilar Elena Mazzetti Soler, jefa del CIBN
e Ingeniera Maria Victoria Marca Ysabel, jefa del laboratorio de Neurogenética del CIBN; e
investigadores permanentes, asociados y auxiliares.

En nuestro trabajo, nos guiamos por la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano vy los
Derechos Humanos de la UNESCO, aprobada en 1997; la Declaracion Internacional sobre los Datos
Genéticos Humanos de la UNESCO, aprobada el 16 de Octubre del 2003; el Informe de la Secretaria
de la Organizacion Mundial de la Salud sobre Control de las Enfermedades Genéticas, Documento
EB116/3 del 21 de Abril de 2005 y la Comunicacion 679 de la Comision de las Comunidades
Europeas sobre las Enfermedades Raras: un Reto para Europa del 11 de Noviembre del 2008.
Igualmente, todos los integrantes del CIBN firmamos una Declaraciéon de Confidencialidad, con
respecto a los datos que manejamos durante nuestro trabajo.

Le INVITAMOS a participar en estudios de investigacidn. El propésito de este documento es
brindarle informacién que pueda necesitar para decidir VOLUNTARIAMENTE si participa o no en
la investigacion. Por favor revise este documento cuidadosamente, puede hacer todas las preguntas
que considere necesarias para decidir sobre su participacion. Siéntase en libertad de comentar con
amigos y familiares sobre este tema. Si decide participar recuerde que le entregaremos una copia
firmada de este documento.

¢ Qué estamos investigando?
El CIBN tiene como area de investigacion las enfermedades hereditarias del sistema nervioso,
enfermedades consideradas como raras y de las que se conoce poco en el Per. Nos encontramos
recogiendo informacidn de las familias y personas afectadas por estas enfermedades, asi como de
personas sanas para realizar comparaciones, con la finalidad de conocerlas mejor y asi poder
organizar la atencion en el Per( y en el INCN. Igualmente, esta informacion le puede servir a su
médico tratante para aclarar la enfermedad, guiarlo mejor y para otros familiares que pueden ver asi
orientado el diagnéstico.
¢ Como sera su participacion en investigacion?
e Le preguntaremos sobre algunas molestias o sintomas, tanto en usted como en algunos
miembros de su familia. Esta informacidn clinica seréa registrada por un clinico del CIBN.
e Se le realizard una entrevista y se le tomara una muestra de sangre de 20 mililitros que es
equivalente a cuatro cucharadas de sopa, lo que constituye un volumen pequefio en
comparacion del volumen total de sangre que tenemos (aproximadamente tenemos un total
de 3.5 litros).
e De lamuestra de sangre obtenida se extraerd una sustancia llamada ADN, que sera utilizada
para analizar varios genes relacionados con enfermedades neuroldgicas con base genética.

¢Es posible guardar su muestra de ADN en forma permanente y seguir investigando con ella?
Si, la muestra de ADN obtenida a partir de su sangre podria ser guardada en la DNAteca del CIBN
para su uso en investigacion de aspectos relacionados a estas enfermedades. Cada estudio que utilice
estas muestras sera autorizado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion del INCN.

¢Las personas sanas también podemos ayudar en investigacion?
Si. Ud. puede participar como control sano y ello nos permitira comparar la genética de las personas
sanas con las afectadas para ayudarnos a aclarar diversos aspectos de estas enfermedades.



¢ Cuales son los beneficios de participar con su muestra en investigacion?

No hay un beneficio directo para Ud., Unicamente nos ayudard a mejorar su cuidado. Su
participacién permitira tener mayor informacién sobre su enfermedad, organizar su cuidado y
brindar informacién que podria aportar en la bisqueda de futuros tratamientos para su enfermedad.
No habra compensacidn alguna por su participacién

¢ Cudles son las molestias y riesgos de participar en investigacion genética?

Las molestias que Ud. sentira son algo de dolor por el pinchazo de la aguja y rara vez podria presentar
un moreton en el area donde se le introdujo la aguja o bien una infeccion en la zona de puncién. En
este Ultimo caso, sera atendido por un personal de la institucion sin costo adicional. No es posible
conservar totalmente la confidencialidad de su informacion genética, ya que en el futuro la
informacion del ADN podria ser utilizada para desarrollar otros procedimientos como terapia génica,
disefio de medicamentos, estudios de origen de nuestra poblacion.

¢ Si decide participar en investigacion, los datos de los estudios son confidenciales?

Si. Todos los hallazgos en estos estudios seran confidenciales, es decir sus datos seran mantenidos
en secreto. Sus datos personales asi como la muestra de sangre tendran un cédigo y no su nombre.
Si los resultados de estos estudios son publicados en revistas o libros de medicina, o presentados en
eventos cientificos, su nombre no aparecera.

¢ Qué pasaria si decide no participar en investigacion?
Nada. Su participacién es voluntaria y si decide no participar, esto no afectard de ninguna manera la
atencion de salud que Ud. recibe, la cual seguira siendo la misma y a cargo de sus mismos médicos.

¢ Qué pasaria si decide retirarse de la investigaciéon?

En cualquier momento Ud. puede retirarse su consentimiento o autorizacién para participar en
investigacion. Igualmente, ello no cambia su atencion por los médicos del CIBN. Ud. nos puede
avisar sobre su decision y luego firmar en este mismo consentimiento o autorizacion la parte que
indica que ya no desea seguir participando.

¢En caso de tener preguntas en relacion al estudio con quien podria contactar?

Si tuviese preguntas adicionales durante el estudio, Ud. podra comunicarse con algin miembro del
CIBN a través del nimero directo en el horario de 8 am a 12 pm de lunes a viernes,
o al correo electrénico: informes@incngen.org.pe.




DECLARACION DEL PARTICIPANTE
He sido informado (a) acerca de los beneficios y limitaciones de participar en investigacion
y he tenido la oportunidad de hacer las preguntas necesarias; estoy satisfecho (a) con las
explicaciones recibidas y doy voluntariamente mi consentimiento para:

1. Que se me extraiga una muestra de sangre para investigacion para:

a. Enfermedadde.................. ()
b. Control sano para investigacién en enfermedades neuroldgicas con base
genética................ocoiiiiii, ()

2. Que (SI/NO) se guarde mi muestra en la ADNteca del CIBN

3. Que (SI/NO) se me contacte en el futuro para autorizar el uso de mi

muestra en investigaciones especificas sobre la
enfermedad........................... (solo para personas afectadas) Huella digital
PARTICIPANTE TESTIGO
Nombre completo Nombre completo
Firma Firma
Fechay Fechay
hora......coooiiii NOra... oo

Si el solicitante no est4 capacitado para dar su consentimiento
Yo, como representante legal autorizado y/o familiar responsable del solicitante y consentimiento
para participar en investigacion.

Nombre completo:




Revocatoria (retiro) del Consentimiento:
Nombre completo:



