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1. Datos generales:
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Estudio farmacogendmico en poblaciébn mexicana normal y en pacientes con
enfermedades neuroldgicas.

Asesores:
Interna: Dra. Marisol Lépez Lépez (7808)
Interno: Dr. Alberto Ortega Vazquez (35583)



2. Introduccion:

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno del movimiento que se caracteriza
por signos clinicos como temblor en reposo, bradicinesia, rigidez, inestabilidad
postural y por alteraciones neuropatolégicas como la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (Ziegler et al., 2018) y la
presencia de agregados conocidos como cuerpos de Lewy. La mayor parte de los
casos de EP se presentan después de los 60 afos; por lo tanto, el envejecimiento
es el mayor factor de riesgo para la EP (Gaudioso, et al., 2020). Los telomeros
humanos son complejos de ribonucleoproteinas, que consisten en una secuencia
de ADN repetitiva y un ndcleo de proteinas asociadas. Los telébmeros son
fundamentales para el mantenimiento de la estabilidad genémica en células de
diferentes 6rganos, incluido el cerebro (Eitan et al., 2014).

La senescencia celular es un proceso irreversible de declinacion de la proliferacion
en relacion con la edad. Es un proceso activo genéticamente programado, que
responde a una induccién dada por el acortamiento telomérico, generando una
sefial semejante a la producida por el dafio en el ADN (Benavides et al., 2006).
Existen reportes de diferencias en la longitud de los telémeros (LT) como posibles
factores de riesgo para varios trastornos neuropsiquiatricos como la enfermedad de
Alzheimer, la demencia vascular y la EP (Eitan et al., 2014).

En este estudio se aborda el andlisis de LT en pacientes con EP y controles en tres
tiempos distintos, siendo la PCR cuantitativa (qPCR) el método elegido para esta
comparaciéon ya que la conformacion especial de la cromatina puede comprometer
la fiabilidad de otras técnicas de analisis.

2.1 Enfermedad de Parkinson

La EP es una enfermedad neurodegenerativa causada por una variedad de factores
gue incluyen el envejecimiento, la predisposicion genética y los factores
ambientales. Las formas mendelianas de la EP son heredadas de forma autosémica
dominante y estan asociadas a variantes en diferentes genes tales como SNCA,
PARK2, PARK7 y LRRK2, mientras que las formas esporadicas estan asociadas a
genes de susceptibilidad como STK39 y MAPT (Verstraeten et al., 2015).

Los pacientes con EP tienen multiples sintomas no motores (SNM) como depresion,
estrefiimiento, trastornos del comportamiento del suefio por movimientos oculares
rapidos y disfuncion olfativa, que pueden ocurrir antes de la aparicion de los
sintomas motores (EM). Hasta hace unos afios, los SNM eran poco reconocidos,
entendiéndose clasicamente la EP como una enfermedad meramente motora. En la
actualidad, y tras diversos estudios e investigaciones, se sostiene la elevada
prevalencia de estos sintomas, su incremento conforme avanza la enfermedad, asi



como el impacto sobre la calidad de vida de las personas que la padecen
(Villaescusa., 2020).

De acuerdo con Villaescua (2020), los SNM se definen en cuatro fenotipos
diferentes:

e Los sintomas neuropsiquiatricos, entre los que destacan la depresion y el
deterioro cognitivo leve y la demencia.

e Los trastornos del suefio, entre los que encontramos trastornos de
conducta del suefio de movimientos oculares rapidos (REM), hipersomnia
diurna excesiva, ataques de suefio, insomnio y sindrome de pierna inquietas.

e Los sintomas sensitivos, donde destacan el dolor, la hiposmia y los trastornos
visuales.

e Los sintomas autonémicos, como la frecuencia miccional, nicturia,
disfuncion sexual, hiperhidrosis e hipotension ortostatica.

También podemos encontrar alteraciones que afectan a la comunicacion vy, por lo
tanto, a la calidad de vida de las personas, se trata de alteraciones en el habla y en
la voz, como son: La pérdida progresiva del volumen de voz, monotonia de la voz.
afectacion del ritmo de habla con tendencia a un aumento de la velocidad, cambios
de la calidad de la voz (débil apagada, ronca, soplada, temblorosa y/o intermitente)
dificultad en la articulacion, vacilacion antes de hablar con titubeos iniciales
(Villaescua., 2020). Asimismo, Martinez-Fernandez et. al. (2016) encontraron un
elevado porcentaje de pacientes con disartria hipocinética, constituyendo una
caracteristica de las personas con EP.

Por otro lado, la presencia de deterioro cognitivo leve podria derivar en demencia
subcortical (aproximadamente 80% de los pacientes con EP desarrollard una
demencia), afectando asi algunas de las funciones cognitivas como son las
funciones ejecutivas, la atencion, las habilidades visoespaciales, grave afectacion
de la memoria e incluso del lenguaje. Encontramos por tanto una alteracion de la
memoria semantica con dificultades en la programacién de los recuerdos similar a
una de las principales caracteristicas en la enfermedad de Alzheimer (Toribio-Diaz,
et al., 2015).

2.2 Datos epidemioldgicos

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente del mundo
(GBD, 2016). Segun el Instituto Nacional de las Personas Adultas Mayores no
existen cifras exactas de pacientes con EP en México. Sin embargo, el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suéarez estima una
prevalencia de 50 casos nuevos por cada 100 mil habitantes al afio (Instituto
Nacional de las Personas Adultas Mayores, 2019).



2.3 Mecanismo molecular de la EP

El desarrollo de la forma idiopatica de la EP se ha asociado con la exposicion a
factores ambientales, aunque también hay formas familiares o hereditarias. En estos
ultimos casos la enfermedad se ha asociado a variaciones patogénicas en genes
que codifican para proteinas como a-sinucleina y parkina. En los pacientes que
carecen de una clara carga genética los mecanismos patogénicos son dificiles de
entender debido a la variedad de factores que participan, entre los que estan toxinas
ambientales y estrés oxidativo. Sin embargo, la ruta final comun de los mecanismos
patdgenos que deterioran a las neuronas de la substancia nigra es la muerte
neuronal, proceso en el que participa de manera importante el estrés oxidativo
dependiente de la dopamina (Gomez et al., 2012).

Los cuerpos de Lewy aparecen en fases tempranas de la EP y son agregados de la
proteina a-sinucleina principalmente. En algunas formas familiares de la EP se han
encontrado proteinas-anémales, en particular en la proteina a-sinucleina; la pérdida
de la funcion normal de esta proteina, aunada al efecto toxico de sus formas
alteradas, favorece la acumulacion de dopamina en los sitios donde se sintetiza y
acumula, como son el citoplasma y terminales nigroestriatales, donde inician
cambios neurodegenerativos en los sujetos con EP. La mutacion en los genes que
codifican para las proteinas parkina y ubiquitina C-terminal hidrolasa L1 (UCHL1)
también se relacionan con una forma hereditaria de EP. Estas mutaciones originan
la acumulacién de dopamina en el citoplasma, y disminuyen la eliminacion de las
formas toxicas de la a—sinucleina; en ambos casos se favorece la formacion de
poros en las vesiculas sinapticas, lo que incrementa la salida de dopamina al
citoplasma, e inhiben el reciclado de estas vesiculas, y estos eventos aumentan la
acumulaciéon de dopamina libre en el citoplasma. La mutacion de estas proteinas
afecta el adecuado funcionamiento de las neuronas dopaminérgicas de la via
nigroestriatal y provocan la muerte de estas neuronas. (Gomez et al., 2012).

2.4 Envejecimiento

El envejecimiento, entendido como la gradual disminucién de la funcién orgénica en
el transcurso del tiempo como consecuencia de la acumulacién de células
senescentes y la reduccién del potencial regenerativo de células madre (Hou et al.,
2019), ha sido reconocido como uno de los principales factores de riesgo para
enfermedades neurodegenerativas, entre las que se incluyen las enfermedades de
Alzheimery de Huntington, la esclerosis lateral amiotroficay la EP (Hou et al., 2019).

La asociacion entre la longitud de los telomeros y la edad cronoldgica se manifiesta
en varios tipos de células somaticas como un acortamiento de los telé6meros a
medida que avanza la edad (Ly et al., 2019). Adicionalmente, se ha propuesto que
el acortamiento de los teldmeros representa un marcador y un mecanismo de



envejecimiento biolégico, que se vincula a enfermedades asociadas al
envejecimiento Con base en estas observaciones, la asociacion entre el
acortamiento de los teldmeros y enfermedades neurodegenerativas se ha
convertido en topico de considerable interés desde la pasada década. Los estudios
realizados sobre la variabilidad de la longitud de los teldbmeros en el ambito de
enfermedades neurodegenerativas buscan esclarecer las implicaciones
fisiopatoldgicas de los telomeros y su utilidad como biomarcadores de gravedad y
progresion de enfermedad (Sanchez et al., 2020).

El envejecimiento es el mayor factor de riego para la EP, aunque se conocen casos
tempranos debidos a una variante genética patogénica. En caso de aparicion
temprana, menores de 40 afios, existe una elevada probabilidad de un origen
genético (solo representa un 5 % de la poblacion con EP) aunque cada vez son mas
los jévenes diagnosticados y se calcula que 1 de cada 5 son menores de 50 afios.
(CORDIS, 2014).

2.5 Marcadores de envejecimiento.

Como concepto multidimensional, el envejecimiento incluye cambios fisicos,
psicosociales y biolégicos. Estos Ultimos, se conocen comunmente como
“senescencia’, concepto que se usa para células individuales con capacidad
limitada para proliferar, pero que también puede aplicarse al organismo completo
(Rizzo et al. 2014). El estudio del envejecimiento biolégico (i.e., mecanismos
involucrados en el declive de las funciones fisiolégicas y componentes de un
organismo, relacionados con la edad (Tzourio et al. 2014) en poblaciones clinicas,
generalmente se basa en la medicidn de relojes bioldgicos, dentro de los cuales, la
LT ha sido el mas investigado (Fries et al. 2017).

2.6 Telbmeros.

Los telémeros son regiones de ADN no codificante ubicadas en los extremos de los
cromosomas eucaridticos. Estan constituidos por secuencias de ADN altamente
conservadas, repetidas en tandem (TTAGGG)n y proteinas asociadas. Los
telébmeros estan organizados en una estructura en bucle denominada bucle en Ty
asociada con proteinas especializadas. Este bucle retrocede e invade el tracto
telomérico bicatenario, asegurando que los extremos sueltos del ADN estén
alojados internamente dentro de la estructura de nucleoproteina (Tuerner et al.,
2019). Dicha estructura especial impide su union a los extremos de otros
cromosomas, previniendo la fusion telomérica (Cottliar, et al., 2012). Los teldmeros
funcionan para mantener la estabilidad del genoma, protegiendo al ADN codificante
de la accién enzimatica y la degradacién, contribuyendo al mantenimiento de la
estabilidad cromosdémica; median importantes interacciones entre los cromosomas
y la matriz nuclear, pudiendo ademas ejercer efectos sobre la transcripcion de genes
situados en regiones subteloméricas e interactdan con los mecanismos regulatorios
del ciclo celular (Cottliar, et al., 2012).



La enzima telomerasa mantiene la integridad telomérica, actia elongando los
extremos cromosomicos erosionados a expensas de un componente de ARN que
contiene un dominio que es complementario a la secuencia de ADN telomérico. Ese
dominio permite alinear la enzima con el sustrato y provee de un templado para la
adicién de novo de deoxinucledtidos a las secuencias teloméricas (Cottliar, et al.,
2012).

2.7 Longitud telomérica

El envejecimiento es un fendmeno presente a lo largo del ciclo vital desde el mismo
proceso de la concepcion hasta la muerte. Existen numerosas definiciones del
envejecimiento, pero a su vez es dificil precisar el concepto general del mismo;
autores como (Alvarado, et al.,2014) lo define como un proceso dindmico,
multifactorial e inherente a todos los seres humanos, que puede verse afectado por
diferentes procesos como bioquimicos, fisiolégicos, morfolégicos, psicoldgicos y
funcionales, el reemplazo de las células funcionales cardiovasculares con tejido
fibroso. inmunidad reducida, reducciéon telomérica, pérdida de fuerza muscular y
disminucién de la memoria. (Alvarado, et al.,2014). Uno de los cambios de mayor
interés durante el proceso de envejecimiento es el acortamiento telomérico

El tamafio de las secuencias teloméricas varia dependiendo de diversos procesos
biologicos. Se ha observado una reduccion progresiva del nUmero de repeticiones
teloméricas in vitro, asi como en funcién del envejecimiento celular in vivo. Después
de un cierto nimero de divisiones celulares, la célula adquiere una longitud
telomérica critica, pudiendo resultar en la pérdida de secuencias de regiones
subteloméricas que podrian llevar a la muerte celular. La pérdida de estas
repeticiones terminales durante la proliferacion celular debido a una incompleta
replicacion puede ser contrarrestada por la elongacion de los telémeros por parte
de la telomerasa. Existen distintas evidencias que indicarian que el acortamiento
telomérico durante el envejecimiento de células somaticas normales in vitro jugaria
un rol causal en la senescencia celular. Una longitud telomérica critica estaria
asociada con un bloqueo en la replicacion caracteristico de las células senescentes
(Cottliar, et al., 2012).

En células presenescentes se han reportado la presencia de telomerasa
enzimaticamente activa, acompafiada del mantenimiento de la longitud telomérica
y de una demora en el desencadenamiento de la senescencia. En individuos
normales se detectd una disminucion de la longitud telomérica con el avance de la
edad, observandose variaciones entre distintos tipos celulares desde 15000-20000
pb en células germinales, 10000 pb en adultos jovenes y 5000-7000 pb en células
de personas mayores. Se sabe que el numero de divisiones celulares correlaciona
positivamente con la longitud telomérica inicial habiéndose observado una pérdida



progresiva de secuencias teloméricas de entre 50 y 200 nucleétidos con cada
duplicacién de la poblacion celular, calculandose que la pérdida promedio de ADN
telomérico en tejido hematopoyético seria de 9pb/afio. En células soméaticas en
activa division, los telomeros pueden llegar a un acortamiento tal que cese la
capacidad proliferativa por disminucion de la longitud telomérica a niveles criticos
(aproximadamente 2.5 Kb), situacion definida como punto limite de Hayflick. Esas
observaciones llevaron a la hipétesis de que la longitud telomérica serviria como un
reloj biolégico regulando la vida de las células normales. (Cottliar, et al., 2012).

Esta pérdida acumulativa narra simultdneamente la historia replicativa e impone un
limite replicativo finito. Los telomeros son sensibles a una serie de estimulos que
incluyen estrés oxidativo, inflamacion cronica, IMC, tabaquismo, consumo de
alcohol, estrés percibido y actividad fisica. El interés clinico y publico en la LT se
basa en la asociacién con el envejecimiento biolégico y patologias relacionadas,
tales como la EP (Chilton et al., 2017).

2.8 Longitud telomérica y enfermedad de Parkinson.

Se han observado teldmeros cortos en células senescentes como respuesta al
aumento del estrés oxidativo y la inflamacién cronica, lo que lleva a la hipotesis de
gue la longitud de los telomeros puede ser un biomarcador Gtil para enfermedades
de aparicién tardia con una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno.
Por lo tanto, es plausible que la EP, un trastorno neurodegenerativo relacionado con
la edad que se caracteriza por la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas
en la sustancia negra, se asocie con un acortamiento de la longitud de los telémeros.
Aungue se han realizado muchos estudios la mayoria de los resultados son
contradictorios. (Vega, et al., 2017)

Guan et al., 2008, estudiaron la LT en la sustancia nigra de 96 pacientes y 172,
encontrando una disminucion en pacientes con EP, asi mismo de Maeda et al.,
2012, reportd resultados similares. En contraste con el estudio realizado por
Schirks et al., 2014 donde reportaron un incremento de la LT en pacientes con EP,
por otra parte, multiples estudios encontraron que no hay correlacion entre la EP y
LT como Wang et al., 2012, Eerola et al.,2010, Watfa et al., 2011 y Degerman et al.,
2014. Los datos anteriormente mencionados muestran una controversia de la LT en
la EP. Sin embargo, un metaanalisis que incluyd ocho estudios primarios, para un
total de 956 pacientes con EP y 1284 controles sanos provenientes de poblaciones
europeas y asiaticas, se concluyéo que no existen evidencias consistentes de
acortamiento de teldmeros en pacientes con esta enfermedad. Este estudio enfatiza
la necesidad de evaluar la asociacion potencial entre la longitud de los telomeros y
la EP en diferentes poblaciones del mundo, y en diferentes regiones cerebrales.
(Forero et al., 2016). De modo global, los resultados obtenidos hasta el momento
no permiten establecer la relevancia de la biologia de los telomeros en la
fisiopatologia de la EP.

3. Justificacion



La EP es el trastorno del movimiento mas comun y la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente. En México se estima una prevalencia de 50
casos-nuevos/100,000 habitantes/afio (INAPAM, 2019). La edad, el sexo masculino
y factores ambientales son factores de riesgo para desarrollar la EP. Su etiologia es
desconocida, la mayoria de los casos son esporadicos, sin embargo, se reconoce
como una enfermedad multifactorial con un fuerte componente genético (Tarakad y
Jankovic, 2020; Balestrino y Schapira, 2020).

El acortamiento de la longitud de los teldmeros se considera un indicador del
envejecimiento celular, que se acelera por el estrés oxidativo y la inflamacién. Los
pacientes con EP son altamente susceptibles a este proceso, por lo cual es de gran
importancia determinar la LT en dichos pacientes. La disfuncion mitocondrial
produce especies reactivas de oxigeno que pueden provocar dafio oxidativo y
contribuir al acortamiento de los telomeros. El acortamiento de la longitud de los
telomeros (LT) se considera un biomarcador biolégico del envejecimiento.

En la EP, la erosion de los telomeros puede acelerarse. Sin embargo, los datos
sobre el acortamiento de los telomeros en la EP son inconsistentes entre varios
estudios.

4.0bjetivos generales

Evaluar la LT en pacientes con EP y en controles sanos para identificarlo como un
mecanismo involucrado en el envejecimiento acelerado.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Captar 30 pacientes con EP.

Captar 30 individuos voluntarios sanos.

Extraer de DNA gendmico en 30 pacientes con EP

Extraer de DNA gendmico en 30 controles voluntarios sanos

Analizar del DNA.

Determinar la LT en 30 pacientes con EP mediante gPCR.

Determinar la LT en 30 controles voluntarios sanos qPCR.
Analizar los resultados obtenidos.

IMmMOOw2

4. Metodologia utilizada

5.1 Descripcion del estudio
Se realiz6 un analisis comparativo entre pacientes con EP y voluntarios
sanos en tres tiempos, siendo el primer afio TO, el segundo T1y el tercer afo
T2. Los pacientes en TO estan libres de tratamiento farmacoldgico.

5.2 Muestras de pacientes con EP y controles.
Siguiendo todos los requerimientos éticos de acuerdo con el Comité de Etica
del INNNMVS y previa firma del Consentimiento Informado se incluyeron en
el estudio 30 pacientes con diagnéstico de EP y 30 individuos sanos
(controles). Las muestras fueron proporcionadas por el Laboratorio de
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Unidad Periférica para el Estudio de la Neuro inflamacion en Patologias
Neurologicas, del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez (INNNMVS) y del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM.

Las muestras proporcionadas corresponden a pacientes y controles en 3
tiempos siendo TO la primera toma, T1 la segunda y T2 la ultima toma, todas
las muestras se congelaron hasta el momento de su andlisis; las muestras
en TO son de pacientes libres de tratamiento farmacoldgico.

Los pacientes y controles fueron mestizos mexicanos residentes de la Ciudad
de México y de varios estados de la Republica Mexicana.

A los pacientes de nuevo ingreso al protocolo se les realizé una toma de
muestra (20 mL) de sangre periférica en tubos Vacutainer® con
anticoagulante citratos-dextrosa (ACD). Las muestras de sangre periférica
colectadas fueron procesadas en un lapso no mayor a 3 horas después de
su obtencion, en todos los casos se realizo la separacion del plasma y las
células mononucleares (CMN). La sangre total se fracciond en volimenes de
3 mL. El plasma fue separado de 3 mL de sangre por centrifugacion (3000
rpm X 6 min), y las CMN se separaron con solucion amortiguadora de lisis de
glébulos rojos (NH4Cl 0.155 M, KHCOs 0.01 M, EDTA 0.001 M) y
centrifugacion (3000 rpm x 1 min), se les adicion6 un amortiguador de
fosfatos (PBS 1X) y un estabilizador (RNA later, AMBION®) para preservar
las células. El plasma y las CMN se congelaron inmediatamente a -70°C
hasta su uso. Del resto de la muestra de sangre se extrajo DNA gendmico
por método salino y se almacend a -20°C hasta su uso.

5.3 Cuantificacion relativa de longitud telomérica.

Para la cuantificacion relativa de LT fue necesario incluir la amplificacion de
un gen normalizador, que debe ser de secuencia monocopia, a partir de la
misma muestra de DNA, y bajo las mismas condiciones experimentales. El
valor de dosis obtenido del gen de interés (en nuestro caso fue el repetido
hexanulcle6tido telomérico (TEL) se divide entre el valor obtenido para el gen
monocopia para normalizar los resultados y asegurar que las variaciones
observadas sean en realidad debidas a cambios en la dosis y no a cantidad
variable de muestra afiadida entre dos ensayos.

La cuantificacion relativa de la LT se realiz6 por PCR cuantitativa (QPCR)
midiendo el TEL, y usando como referencia el gen Beta-2 microglobulina
(B2M) (Norris et al. 2019).

Se utilizé el método de cuantificacion de AACT, descrito por Abad 2013:
(CT= ciclo umbral: el numero de ciclo en el cual la fluorescencia alcanza el
umbral de deteccion), en donde es necesario construir una curva de rango
dinamico para el gen blanco y el control endégeno y obtener el ACT (CT gen
de interés — CT control endégeno) para cada uno de los puntos. Este ACT se
gréafica vs la concentracion de cada uno de los puntos, y la linea obtenida
debe tener una pendiente menor o igual a 0.1, la cual valida la utilizacion del
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meétodo de ACT que requiere que la eficiencia de amplificacion de ambos
genes (enddgeno y blanco) sea similar/comparable.
Una vez validado este método, directamente se aplica la formula 2 22CT

ACT=CT gen de interés (secuencia telomérica) — CT gen enddgeno

Gen de interés: es la secuencia telomérica que nos interesa cuantificar (TEL)
Gen enddgeno: es el gen de expresidn constitutiva cuyos niveles no cambian
en las condiciones experimentales usadas (B2M) y necesariamente de copia
Unica en el genoma diploide para el analisis de dosis génica.

AACT=ACt muestra interés — ACT calibrador

ACT calibrador: muestra de estudio en las condiciones experimentales contra
las cuales deseamos comparar (Control comercial).

En este trabajo para el analisis de LT, cada muestra de DNA se analizé por
triplicado.

5.4 Coeficiente de variacion intraplaca e interplaca
Se calculd la variacion intraplaca e interplaca para garantizar la posterior
repetibilidad del ensayo, asi como descartar la variacion de LT por un error en
la cantidad de DNA adicionado en cada pozo de la placa.

Esto se llevo a cabo evaluando los resultados de réplicas de todas las muestras
en cada placa (variacion intraplaca), y analizando la variacion interplaca usando
las mismas muestras en placas diferentes dentro de un mismo ensayo.

5.5 Validacion de metodologia

Se validé la metodologia utilizando un DNA control.

Se realizaron diluciones seriadas 10-30-50-100 ng de DNA. En las curvas
estandar de cada region amplificada se ajusté la eficiencia de amplificacion
a valores cercanos al 100% (90-110%).

5.6 Analisis estadistico

Los datos de la LT se reportaron como medias £ DS. Los datos obtenidos de
la LT se analizaron con el paquete estadistico Rstudio, se realizé la prueba
Shapiro—Wilk, para determinar el tipo de distribucion de cada grupo. La
relacion entre grupos con distribuciéon normal se determin6 con una prueba
de T, los grupos con una distribucién no normal fueron tratados con la prueba
de Wilcox.

12



6. Actividades realizadas

Se captaron 24 controles y 18 pacientes con EP de la consulta externa del
INNNMVS y fueron proporcionadas 92 muestras por el laboratorio Unidad Periférica
para el Estudio de la Neuro-inflamacién en Patologias Neurolégicas del INNNMVS
y del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

A las muestras captadas se les extrajo el DNA por el método salino.

Se realiz6 un andlisis cualitativo-cuantitativo a todas las muestras para determinar
los parametros Optimos para el analisis molecular de las muestras. La integridad de
las muestras se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa con TBE1X 'y
gelred como agente intercalante para su resolucion. Los geles fueron visualizados
mediante un fotodocumentador (Enduro GDS). La concentracién y la pureza de las
muestras fueron determinadas mediante espectrofotometria con un equipo
NanoDrop 2000 Thermo Scientific® a longitudes de onda de 260nm, 280nm y
230nm.

Se determind la LT a 92 muestras de pacientes con EP y controles por cuantificacion
relativa mediante el método de AACT en el equipo Quantstudio 5. Todas las
muestras fueron analizadas por triplicado.

Se realiz6 una comparacion de la LT entre pacientes con EP y controles a TO, T1y
T2 para determinar si existieron diferencias en el tamafio del teldmero entre los
grupos mediante uso del paquete estadistico Rstudio.

Adicionalmente con el uso del paquete estadistico Rstudio, se compararon la LT en
pacientes con EP, en TO y T1, asi como T1 y T2, para determinar el avance del
deterioro telomérico.

7. Objetivos y metas alcanzadas

Se extrajo ADN gendmico de 92 muestras de sangre totales entre pacientes y
controles.

Se evalué la LT en 37 pacientes con EP y 36 controles.
Se confirm6 TO-T2 pacientes

Se identifico una menor LT en pacientes vs controles a T1 (0.91+0.28 vs 1.10+0.17,
p=0.03).

Se encontré mayor erosion de LT a T2 (0.59+0.27 vs 1.09+0.18, p=0.0007),
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Se logro correlacionar la erosion acelerada de TL en pacientes con EP en T1y T2
como un mecanismo involucrado en el envejecimiento acelerado la cual podria
explicarse por dafio oxidativo y estrés.

8. Resultados y discusion

En la Tablal se muestra la eficiencia de la amplificacion de las secuencias B2M y
TEL, ambos valores cercanos al 100% (90-110%). Como parte de la validacion del
método comparativo AACT se realizaron curvas estandar para cada secuencia y se
compararon (Fig. 1), las pendientes presentaron valores logaritmicos cercanos a -
3.0. En la Tabla 2 se observa el nimero de muestras analizadas y edades de
pacientes y controles, debido al largo tiempo entre toma de muestras, no se le logro
dar seguimiento al total de los pacientes y controles. Los pacientes fueron pareados
por edad, se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilk para determinar el tipo de
distribucion de los datos, obteniéndose que el tipo de distribucion es normal.
Posteriormente se realiz6 una prueba de T, obteniéndose una P= 0.2399, lo que
indica que no hay diferencia entre las edades de los pacientes y controles a TO.

El analisis de LT a TO muestra mayor media de valores de CT entre los controles vs
pacientes con EP sin significancia estadistica entre ambas muestras (0.9740 +
0.2829 vs 0.6693+ 0.3318 respectivamente, P = 0.053 por prueba de t student)
(Fig.2). Estos resultados son concordantes con lo reportado en la literatura por
Watfa et al. 2011, donde sugiere que la disminucion telomérica es atribuible a
mecanismos relacionados con la edad.

Por otra parte, en T1 se encontr6 mayor LT en controles vs pacientes a pesar de
gque en T1 los pacientes ya se encuentran bajo tratamiento con dopamina o
agonistas de la misma; 1.1012 £+ 0.1698 vs 0.9145 + 0.2795, respectivamente,
P=0.004 por una prueba de U Mann Whitney (Fig. 3), de igual manera en T2 se
encontr6 una diferencia entre LT, siendo mayor en controles vs pacientes (1.0892 +
0.1759 vs 0.5944 + 0.2650, P= 0.001, por una prueba de t student (Fig. 4),
concordando con lo reportado con Maeda et al. 2012, en un el estudio realizado en
mujeres asiaticas con EP entre 49 y 62 afios de edad. Mismo resultado fue
reportado por Wu et al, 2020. Ambos autores coinciden en la relacion que existe
entre la EP y la erosién telomérica.

La diferencia de LT entre controles y pacientes a TO no fue estadisticamente
significativa. Esta falta de significancia podria ser debida al bajo numero de
muestras, mientras que, en el resto de los tiempos, la diferencia si fue significativa,
indicando una disminucion acelerada de LT en pacientes con EP. Hudson et al.,
2017, encontr6 que en células mononucleares de sangre periférica la LT
aumentaba, mientras que en células del epitelio se obtuvo lo contrario, los autores
concluyeron que no existen evidencias consistentes de acortamiento de telomeros
en pacientes con esta enfermedad.
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Scheffold et al (2016) y Wu et al (2020), relacionan la erosién de los teldmeros con
diversas enfermedades neuroldgicas, lo que indica la importancia de la LT con el
envejecimiento como un factor de riesgo importante en los trastornos
neurodegenerativos.

Sin embargo, dado que los estudios sobre este tema son controvertidos se
necesitan mas investigaciones para dilucidar el efecto del acortamiento de los
telomeros y su impacto en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, asi
como ampliar el andlisis en diferentes poblaciones del mundo, y en diferentes
regiones cerebrales. (Eerola et al, 2010, Forero et al.,2016).

Tabla 1: Datos demogréficos de pacientes con EP y controles.

Tiempo Tiempo O Tiempo 1 Tiempo 2

Hombres | mujeres | Hombres | mujeres | Hombres | mujeres
Pacientes | 8 0 12 9 4 4
Edad 55+9 0 61+12 63+11 56 £12 57+11
Controles | 3 5 10 8 6 4
Edad 60 £5 60 £5 5519 56+12 56x10 53+11

Tabla 2: intercepto, pendiente y eficiencia para los genes B2M y TEL.

Pendiente|Intercepto |R2 [EF%
B2M |-3.067 26.25 0.89 |111
TEL |-2.2 17.973 0.95 |95
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Fig. 1: Curvas estandar de para la amplificacién de ambas secuencias (B2My TEL).
Se muestran eficiencias cercanas al 100% comparable entre si.
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Fig. 2: Cuantificacion relativa de la longitud del telomero entre pacientes (n=8) y
controles (n=8) en Tiempo 0 (P=0.053).
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Fig. 3: Cuantificacion relativa de la longitud del teldmero entre pacientes (n=21) y
controles (n=18 ) en Tiempo 1 (P=0.004).
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Fig. 4: Cuantificacion relativa de la longitud del telomero entre pacientes (n=8) y
controles (n=10) en Tiempo 2 (P=0.001).

9. Recomendaciones
Se recomienda aumentar la muestra de pacientes con EP y controles.
Comparar la longitud telomérica (LT) de células epiteliales y leucocitos circundantes.
Realizar estudios la LT en muestras con menor tiempo de almacenaje.

Evaluar la relacion entre la LT y las caracteristicas clinicas de los pacientes.
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