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RESUMEN

Introduccion: el sindrome de delecién 22g11.2 (22g11.2 DS) es una alteracion cromosdmica donde se pierde
material genético del cromosoma 22. 22gll.2 DS incluye manifestaciones clinicas sistémicas vy
neuropsiquiatricas, como la aparicion temprana de la enfermedad de Parkinson (EP). En esta region existe un
gen con actividad mitocondrial (TXNRD2) el cual se encarga de remover las sustancias reactivas del oxigeno
(ROS) que se forman en la mitocondria. La EP es una patologia neurodegenerativa caracterizada por la
disminucién de células dopaminérgicas en la substantia nigra del mesencéfalo. La mitocondria es un organelo
cuyo material genético se encuentra expuesto a dafio oxidativo por sus caracteristicas, siendo las variantes
puntuales las mas comunes. Para evitar esto la mitocondria ha desarrollado diversos mecanismos antioxidantes
como el sistema tiorredoxina reductasa-2, cuya principal proteina es el producto del gen TXNRD2. Objetivos:
Comparar variantes en el ADN mitocondrial de pacientes que tienen 22q11.2 DS y prédromos de la enfermedad
de Parkinson con aquellos que sélo poseen la delecion. Metodologia: Secuenciacidén masiva del ADNmt, analisis
de secuencias en Galaxy y Excel y andlisis estadistico en Prism9. Resultados: 12 pacientes con variantes
mitocondriales, 3 de ellos con prédromos. Variantes en sitios de regulacién, en ARNr y regiones codificantes.
Discusion: Las variantes encontradas son producidas por dafio oxidativo, genes de la cadena transportadora de
electrones afectados. Conclusion: Disfuncion mitocondrial y variantes en su material genético se ha visto
relacionado con aparicion de enfermedades neurodegenerativas, por lo que su investigacion toma importancia en
el tipo de pacientes estudiados.

Palabras clave: Sindrome de Delecién 22q11.2, Enfermedad de Parkinson, Sustancias Reactivas del Oxigeno,
Secuenciacion Masiva, ADN mitocondrial.

INTRODUCCION
El sindrome de delecién 22q11.2 (22q11.2 DS) es

cardiovasculares como la tetralogia de Fallot, truncus
arteriosus, etc.; inmunodeficiencias, anomalias

una enfermedad genética dada por pérdida de
material genético en el brazo largo del cromosoma
22. Este sindrome se presenta en 1 de cada 3000
nifilos nacidos vivos, donde entre el 90 — 95% se
producen por variantes de novo, mientras que el 5 —
10% restante lo hace de manera autosémica
dominante?.

Fue descrito en su comienzo como una afeccién
de la nifiez donde estos niflos presentaban
anormalidades palatinas, aplasia timica,
hipoparatiroidismo y enfermedades cardiacas
congénitas?, pero no fue hasta la aparicion de
métodos diagndstico méas sensibles, como el FISH o
el microarray, que se pudo detectar de mejor manera
este sindrome en un mayor nimero de pacientes e
incluir nuevas manifestaciones clinicas, entre ellas, la
aparicion temprana de la enfermedad de Parkinson?.

Esta zona del cromosoma 22 es susceptible a la
generacion de duplicaciones, inversiones y
deleciones®, esto debido a que en la region 22q11
existen zonas conocidas como Low Copy Repeats
(LCR) los cuales son 95% similares ocasionando una
recombinacién homologa no alélica dando como
resultado una delecion y una duplicacion?.

Dentro de las manifestaciones clinica mas
comunes encontramos las anomalias
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palatinas, anomalias endocrinas y gastrointestinales,
también retraso en el desarrollo y manifestaciones
neuropsiquiatricas como la enfermedad de Parkinson
de inicio precoz?.

La enfermedad de Parkinson (EP) es una
patologia neurodegenerativa caracterizada por
presentar  temblores, rigidez  muscular Yy
bradiquinesia, esto debido a la destruccién de las
células dopaminérgicas de la substantia nigra del
mesencéfalo®. Generalmente esta destruccion ocurre
por la acumulacién de una proteina mal plegada (a-
sinucleina) llevando a la apoptosis de estas células®.

La EP se hace evidente a una edad avanzada en
la mayoria de los pacientes, sin embargo, puede
existir una aparicion temprana (antes de los 50 afios)
en un 0.025% de los casos e interesantemente la
ocurrencia entre la delecion 22q11.2 y la EP de inicio
precoz es de 0.4%*°.

Por tanto, los pacientes con 22g11.2 DS tienen de
50 a 70 veces mas probabilidad de padecer esta
enfermedad (2), esto debido a que se cree que en la
region 22g11.2 existen genes que regulan la actividad
de otros genes relacionados con la EP®.

Esta patologia no aparece subitamente, sino que
por afios se genera dafio, es por esto que la Sociedad
de Desérdenes del Movimiento propone que la EP
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deber ser dividida en tres etapas’: una etapa pre-
clinica, donde el dafio neurodegenerativo ya
comenz6, pero aln no se presentan signos o
sintomas motores; una etapa prodromica, donde se
presentan signos y sintomas, pero no son suficientes
para el diagndstico; y finamente la etapa clinica del
Parkinson donde esta ya puede ser diagnosticada al
presentarse la triada tipica que incluye temblores,
rigidez muscular y bradiquinesia.

La etapa prodrémica es util para estimar la
progresién de la enfermedad en base a la
probabilidad individual de cada paciente, ya que
estos prédromos en si son caracteristicas que
anteceden la aparicion de una enfermedad; para
detectarlos se buscan marcadores ya establecidos,
como desérdenes de la fase REM del suefio,
disautonomia, disfuncion olfatoria, depresion, tenues
sefiales motoras, entre otros®. A estas
manifestaciones se les asigna un puntaje el cual se
utiliza para calcular la probabilidad de progresion de
la EP’.

Por otro lado esta la mitocondria, organelo celular
cuya principal funcion es la de generar energia en
forma de ATP mediante el proceso conocido como
respiracion celular, sin embargo, este organelo
presenta otras funciones como la mantener la
homeostasis del calcio e inducir la apoptosis por via
intrinseca®. La mitocondria tiene su propio material
genético de 16,569 pb y 37 genes, de los cuales 13
codifican para proteinas de la cadena transportadora
de electrones, 22 para ARN de transferencia y 2 para
ARN ribosomal®.

La cadena transportadora de electrones (CTE) es
un proceso en el cual se movilizan electrones por las
proteinas de esta cadena las cuales son el complejo
I (NADH deshidrogenasa), Il (succinato
deshidrogenasa), 1 (ubiquinol-citocromo-c
reductasa) y IV (citocromo c oxidasa), con el fin de
generar una gradiente capaz de sintetizar ATP,
Durante este proceso se generan sustancias
reactivas del oxigeno, como el anién superéxido, los
cuales, en condiciones normales, son rapidamente
reducidos por el complejo IV para formar agua y asi
reducir su toxicidad junto con los sistemas
antioxidantes de la mitocondria®?.

En el estudio de Tanaka et al.*?> se demostr6 que
al suprimir la expresion de la tiorredoxina reductasa 2
en modelos animales de 22g11.2 estos presentaban
mayor concentracion de ROS tanto al interior de la
célula como al interior de la mitocondria a pesar de
que los otros sistemas antioxidantes seguian en
funcionamiento.

Hace 40 afios aproximadamente se ha venido
hablando de la relacion entre la disfuncion
mitocondrial, la acumulacion de ROS y el desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas'®. En estudios
anteriores se ha visto en un 50% de los pacientes con
enfermedad de Parkinson delecién de alguno de los
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genes necesarios para la formacion del complejo 1V
de la CTE, generando deficiencia en dicho
complejo®!. Otro estudio menciona que el 60% de las
autopsias cerebrales realizadas en pacientes con EP
presentaban deficiencia en el complejo | y entre un 25
y 30% de las neuronas tenian deficiencia en el
complejo V14,

A pesar de toda la informacion existente en cuanto
al sindrome de delecion 22g11.2 no se ha podido
establecer por qué la aparicion temprana de la
enfermedad de Parkinson se da en algunos pacientes
y otros no. Es por esto que se propone que los
pacientes con 22g11.2 DS, al tener una disminucion
en el producto del gen TXNRD2, acumulan
sustancias reactivas del oxigeno, generando
variantes en el ADN mitocondrial.

Es por esto que se plantea la siguiente pregunta:
¢los pacientes con 22g11.2 DS y prodromos de la
enfermedad de Parkinson presentan diferencias en el
namero de variantes en el ADNmt vs aquellos
pacientes que tienen solo la delecion?

Como posible hipo6tesis se plantea que: los
pacientes que tienen 22q11.2 DS y prédromos de la
enfermedad de Parkinson poseen mas variantes en
el ADN mitocondrial que aquellos pacientes que sélo
tienen la delecion.

Para lograr comprobar la hipétesis se espera
comparar variantes en el ADN mitocondrial de los
pacientes que tienen 22q11.2 DS y prédromos de la
enfermedad de Parkinson con aquellos que sélo
poseen la delecion, por medio de la secuenciacion del
ADN mitocondrial de ambos grupos, comparando y
caracterizando las variantes.

Para esto se utilizé secuenciacion masiva para
lograr conocer la secuencia del ADN, luego se
analizaron los resultados para generar tablas con las
cuales trabajar en el analisis estadistico.

METODOLOGIA

El disefio del estudio es descriptivo de caracter
cuantitativo y transversal. La poblacion a estudiar son
los pacientes que poseen el sindrome de deleciéon
22q11.2, las muestra fueron obtenidas a partir del
proyecto al cual se encuentra afiliada la investigacion
cumpliendo con los requerimientos bioéticos
correspondientes y corresponden a 40 pacientes con
delecion 22q11.2, de los cuales 3 tienen prodromos
de la enfermedad de Parkinson segun los criterios de
Berg. et al.

La muestra fue determinada por conveniencia.
Los criterios de inclusion para estos pacientes es que
deben ser mayores de 18 afios y poseer el
diagndstico molecular de la microdelecion 22q11.2;
mientras que los criterios de exclusién son pacientes
con diagnéstico de la enfermedad de Parkinson,
pacientes que tengan otra alteracion cromosémica,
embarazadas, que padezcan claustrofobia o
cualquier otro tipo de impedimento que dificulte el
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estudio. Como variable independiente tenemos la
cantidad de variantes en el ADN mitocondrial,
mientras que la dependiente es la presencia de
prodromos de la enfermedad de Parkinson.

Las muestras obtenidas fueron enviadas al
laboratorio Novogene (https://en.novogene.com/)
para ser secuenciadas mediante Next Generation
Sequencing (NGS). De estas secuencias se
obtuvieron los archivos crudos fastqsanger (uno
forward y otro reverse), por lo que se recibieron 80
lecturas en total.

Estos archivos fueron
plataforma Galaxy version 20.05
(https://lusegalaxy.org/), una plataforma online
dedicada al analisis genomico de secuencias
obtenidas por NGS. Para hacer el analisis de las
secuencias se utilizd el genoma de referencia
hgl9 rCRS.fa y para el andlisis de las variantes el
genoma de rCRS nimero GeneBank NC_012920.1.

Las tablas obtenidas del software Galaxy fueron
importadas a Microsoft Excel version 2019 para filtrar
los datos y dejar los pacientes con las variantes de
interés. Las  variantes obtenidas  fueron
caracterizadas con la herramienta online MSeqDR y
Mitomap.

Finalmente, a partir de los datos obtenidos en
Excel se genero el andlisis estadistico utilizando test
de normalidad Shapiro-Wilk para posteriormente
aplicar test de Mann-Whithey para evaluar
significancia en el software GraphPad Prism ver. 9
comparando por una parte el nimero de variantes por
grupo y por otra la frecuencia estas en los grupos.

descargados en la

RESULTADO

Primero se realiz6 el andlisis de calidad de las
secuencias generadas obteniendo que todas
cumplian con el requisito de calidad minimo por
lectura. A partir de estas secuencias y posterior al
filtro realizado en Excel se obtuvo la Tabla 1. En verde
podemos ver las variantes de los pacientes con
22911.2DS y prédromos de la enfermedad de
Parkinson y en celeste estan las variantes de los
pacientes que sélo tienen la delecién. Se obtuvieron
12 pacientes con variantes de los cuales 3
corresponden al grupo caso (pacientes con 22q11.2
DSy prédromos de la enfermedad de Parkinson) y los
otro 9 al grupo control (pacientes con 22g11.2 DS).

La Tabla 2 se pudo confeccionar a partir de los
datos de secuenciacion es la que incluye la
caracterizacion de las variantes indicando el gen
afectado, el tipo de gen, la variante en cuestion, el
cambio en el transcrito y en cual de los dos (o los dos)
grupos pertenece. De esta tabla se observa que
existen 7 variantes para genes de la region control
para la replicacion y transcripcion del ADN, 6
variantes para los segmentos hipervariables, 2
variantes para ARN ribosomal, 7 variantes para el
complejo |, 3 para el complejo Il y 5 para el complejo
IV. A partir de la tabla de interés se gener6 una lista
de datos con el total de variantes por grupo que al
analizar estadisticamente arroj6é que los datos no se
comportan de manera normal (Cl 95%, p-value
<0.0001) y los resultados del test de Mann-Whitney
indica que si existen diferencias significativas en los
grupos (Cl 95%, p-value 0.0003).

Tabla 1: Resultados de Interés donde se agrupan las muestras de acuerdo a las caracteristicas de los
pacientes

Variante 1D186 1D322 1D594 1D158 1D162

1D422

1D430 1D602 1D62 1D728 1D86 1D90

m.73A>G X
m.150C>T X
m.235A>G
m.263A>G
m.750A>G X X

m.2706A>G
m.2885T>C
m.3010G>A
m.3505A>G
m.3547A>G
m.3552T>A X
m.6272A>G
m.6340C>T X
m.6473C>T
m.8116A>G
m.9540T>C
m.11719G>A X
m.13050A>G X
m.13263A>G X
m.14290T>C X
m.14833A>G
m.15301G>A X
m.15326A>G X X
m.16325T>C
m.16362T>C
m.16399A>G

X X X|X

X X X X

Total 4 4 1 3 1

A: Adenina; T: Timina; C: Citocina; G: Guanina
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Tabla 2: Informacién de las variantes presente en los pacientes

Variante Genles) Tipo de Gen Tipo de Variante Natwraleza Cambio Proteina Presente en
m.73A>G MT-CE; MT-HV2 | No Codificante Transicion NA NA Casos
m.150C=T MT-CR; MT-HV2 No Codificante Transicion NA NA Casos
m.235A=G MT-CE; MT-HV2 | No Codificante Transicion NA NA Controles
m.263A>G MT-CE; MT-HV2 No Codificante Transicion NA NA Controles
m 750A>G MT-RINR1 ARNr Transicion NA NA Ambos

m 2706A=G MT-ENR2 ARNr Transicion NA NA Controles
m.2885T=C MT-ENR2 ARNr Transicion NA NA Controles
m 3010G=A MT-RNR2 ARNr Transicion NA NA Controles
m.3505A>G MT-ND1 Codificante Transicion No Sinonima p.Thr67Ala Controles
m 3547TA>G MT-ND1 Codificante Transicion No Sinonima p lle81Val Controles
m.3552T=A MT-ND1 Codificante Transversion Sinonima p.Alaf2Ala Casos

m 6272A>G MT-CO1 Codificante Transicion Sinonima p.Gly123Gly Controles
m 6340C=>T MT-CO1 Codificante Transicion No Sinonima p.Thrl46lle Controles
m.6473C=>T MT-CO1 Codificante Transicion Sinonima p-lle1900e Controles
m 8116A>G MT-CO2 Codificante Transicion Sinonima p.Glul77Gh Controles
m.9540T>C MT-CO3 Codificante Transicion Sinonima p.Leull2leu Controles
m. 11719G=A MT-ND4 Codificante Transicion Sinonima p.Gly320Gly Controles
m. 13050A>G MT-ND3 Codificante Transicion Sinonima p.Glu238Gln Casos

m. 13263A>G MT-ND3 Codificante Transicion Sinonima p.Gln309Gln Casos

m 14290T=C MT-ND6 Codificante Transicion Sinonima p.Glul128Gh Controles
m.14833A>G MT-CYE Codificante Transicion Sinonima p.Ala29Ala Controles
m 15301G=A MT-CYB Codificante Transicion Sinonima pLeul85Len Ambos

m.15326A>G MT-CYE Codificante Transicion No Sinonima = p.Thr194Ala Ambos

m.16325T=C MT-CR: MT-HV1 No Codificante Transicion NA NA Controles
m.16362T=C | MT-CR; MT-HV1  No Codificante Transicion NA NA Controles
m. 16399A=G MT-CR No Codificante Transicion NA NA Controles

NA: no aplica; ARNr:

acido ribonucleico ribosomal; MT-CR: Region control; MT-HV2: segmento hipervariable 2; MT-RNR1:

ARN ribosomal 12S; MT-RNR2: ARN ribosomal 16S; MT-ND1: NADH deshidrogenasa subunidad 1; MT-CO1: citocromo ¢
oxidasa subunidad 1; MT-CO2: citocromo ¢ oxidasa subunidad 2; MT-CO3: citocromo ¢ oxidasa subunidad 3; MT-ND2: NADH
deshidrogenasa subunidad 2; MT-ND3: NADH deshidrogenasa subunidad 3; MT-ND4: NADH deshidrogenasa subunidad 4;
MT-ND5: NADH deshidrogenasa subunidad 5; MT-ND6: NADH deshidrogenasa subunidad 6; MT-CYB: citocromo b; MT-HV1:
segmento hipervariable 1; Thr: treonina; Ala: alanina; lle: isoleucina; Val: valina; Gly: glicina; Glu: acido glutamico; Leu: leucina;

GIn: glutamina..

Una segunda lista de datos fue obtenida de la
Tabla 1, con los cuales se compararon el total de
variantes por paciente en los grupos, dando como
resultado que el grupo de casos tiene 9 variantes con
un promedio de 3 variantes por pacientes, mientras
que el grupo control posee un total de 26 variantes
con un promedio de 2.889 variantes por pacientes.

El grupo que presentd mas coeficiente de
variacion fue el control con 97.05%. De estos datos
se obtuvo que no se comportan de manera normal (CI
95%, p-value 0.0042) y segln lo obtenido en el test
de Mann-Whitney no se ven diferencias significativas
en los grupos.

DISCUSION

Resulta interesante que del total de variantes 15
corresponden a regiones codificantes para la cadena
transportadora de electrones, dentro de las cuales el
complejo 1l es el mas afectado. Junto con esto se
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observa que las variantes son producto de dafio
oxidativo, lo que apoya la idea de que el mecanismo
gue produce estas variantes es la acumulacion de
ROS, tal como indica Fernadndez et al. Donde
demuestra que el exceso de ROS en modelos
animales lleva a la disfuncion mitocondrial y
generacion de dafio oxidativo, dandole un rol
importante a la disfuncion mitocondrial como un
evento importante en la fisiopatologia de la
enfermedad de Parkinson®®.

Al igual que otras publicaciones, las muestras
estudiadas presentan variantes en los complejos I, 11l
y IV1817 El afio 2016 la revista Neurobiology of Aging
publicé un estudio que tuvo como objetivo analizar las
variantes en el ADNmt de 180 pacientes con EP para
entender la etiologia desde un punto de vista
mitocondrial encontrando una asociacion entre esta
patologia y variantes en los genes MT-CO1, MT-CO2
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y MT-CYB®®, variantes que se encuentran en los
pacientes de este trabajo.

Uno de los problemas que suponia realizar este
estudio es que los hallazgos de dafio oxidativo en
pacientes con EP se habian visto en autopsias de
cerebro principalmente!*'41% por lo que no era
seguro encontrar variantes en ADN extraido de
leucocitos, sin embargo, la revista Movement
Disorders muestra un articulo donde se demuestra
gue sangre periférica puede ser utlizada como
muestra representativa de dafio oxidativo en
pacientes con la forma prodrémica y clinica da le
EP?°.

CONCLUSION

Pese a que en namero el grupo control presenta
mayor numero de variantes que el grupo control lo
relevante es el tipo de variantes, por lo que la
caracterizacién de estas variantes fue uno de los
hallazgos principales de este trabajo, caracterizacion
que se logro gracias a la secuenciacién y el andlisis
de esta.

Realizar este tipo de experiencias en el pregrado
permitid generar y desarrollar competencias dentro
del area de la investigacion, area crucial y que va muy
de la mano con el quehacer del profesional
Tecndélogo Médico.

Como limitante del estudio esta el tamafio
muestral ya que fue drasticamente reducido de 40
muestras a 12, lo que se defiende (en parte) con la
prevalencia de enfermedades raras, pero mas
estudios son necesarios para generar una real y
estadisticamente significativa recoleccién de datos.
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