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ABREVIATURAS

aa aminoacidos

APC Gen de la poliposis adenomatosa familiar

APNF Afasia progresiva no fluente

ApoE Apolipoproteina E

CHMP2B Proteina multivesicular

C9orf72 Hexanucledtido repetido del cromosoma 9 en marco de lectura abierto 72
C-ter Extremo carboxilo-terminal

DFT Demencia frontotemporal

DFT-FUS Demencia frontotemporal con inclusiones de FUS
DFT-tau Demencia frontotemporal con inclusiones de tau
DFT-TDP Demencia frontotemporal con inclusiones de TDP-43
DFT-U Demencia frontotemporal con inclusiones de ubiquitina
DFTL Demencia frontotemporal lobar

DFTvc Variante conductual de la demencia frontotemporal

DS Demencia semantica

DZ Motivos de dedos de zinc

EA Enfermedad de Alzheimer

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELA Esclerosis lateral amiotréfica

EP Enfermedad de Parkinson



EWSR1 Gen que codifica la proteina EWS

FET Familia de proteinas que incluyen FUS, EWSR1 y TAF15,
FUS Proteina fusionada en sarcoma

GRN Gen de la progranulina

hnRNP Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares

MAPT Proteina de asociacion a microtubulos tau

NLS Sefial de localizacion nuclear

Nd1-L La proteina de la familia Kelch

N-ter Extremo amino-terminal

OPT Gen que codifica para la optineurina

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PSP Paralisis supranuclear progresivo

RBP Ribonucleoproteina

RRM Motivo de reconocimiento de RNA

SDS Dodecil sulfato de sodio

SEN Senal de exportacion nuclear

SLN Sefial de localizacion nuclear

SQTM1 Gen que codifica para la proteina sequestosoma 1
SOD1 Gen de la proteina superéxido dismutasa 1

TAF15 Proteina de unidn a la caja TATA asociada al factor 15

TCE Traumatismo craneoencefalico



TDP-43 Proteina TAR-43 de unién a DNA
U7 snRNP Complejo de ribonucleoproteinas pequenas nucleares
UBQLN2 Gen que codifica para la proteina Ubiquilina 2

VCP Gen que codifica para la proteina que contiene valosina



RESUMEN

Actualmente, vivimos en sociedades que estan tratando de solucionar los
problemas que aquejan a la poblacion adulta mayor, éstos estan cada vez mas
alejados de la productividad y éxito de la vida cotidiana. Lo anterior contribuye de
alguna manera para que sean mas frecuentes las enfermedades. Las
enfermedades de tipo mental, se sitian como un problema de salud publica que
requiere de atencion prioritaria. La demencia es un término amplio que se aplica a
un sindrome heterogéneo que abarca mas de 100 enfermedades que afectan el
cerebro, y que generalmente aparecen la sexta década de la vida. La demencia
frontotemporal (DFT) se caracteriza principalmente por deterioro progresivo en el
comportamiento, personalidad y/o habilidades de lenguaje, con preservacion
relativa de la memoria. A la fecha, la identificacion de los biomarcadores
moleculares, permiten evaluar tempranamente los procesos biologicos que llevan al
desarrollo de las demencias. Por lo anterior, es importante la identificacion de
variantes genéticas en pacientes mexicanos, lo que puede contribuir a entender
mejor los mecanismos que la ocasionan en nuestra poblacion, asi como el
desarrollo de la enfermedad y la posible deteccidn a tiempo, para mejorar la calidad
de vida de los pacientes con tratamientos adecuados. El conocimiento sobre el
impacto de las ribonucleoproteinas (RBPs) en la intervencion de procesos de la
DFT, asi como las mutaciones en estas proteinas de unién a RNA como lo es la
proteina fusionada en sarcoma (FUS), se ha asociado como una causa de diversas
enfermedades neurodegenerativas y se han encontrado al menos un 5% de los

casos de DFT. Esta proteina interviene en multiples etapas de procesamiento y



metabolismo del RNA, asi como en dafio a DNA, transcripcion y proliferacién celular.
El objetivo de este trabajo fue la busqueda de mutaciones y/o polimorfismos en los
exones 5, 6, 14 y 15 del gen FUS mediante secuenciacion tipo Sanger, para lo cual
se analizaron a 52 pacientes con diagnostico clinico de probable DFT. Ninguno de
los casos estudiados presentd mutaciones ni polimorfismos en los exones
analizados, lo que no descarta la participacion de este gen. Se requiere completar
el estudio del mismo, ya que los cambios pueden darse a otro nivel, como seria, de
RNA o proteina. Es necesaria una mayor profundizacion en la arquitectura genética
de esta patologia, ya que puede contribuir a mejorar el diagnéstico clinico, y
contribuir a la busqueda de nuevos marcadores genéticos, que nos permitan
detectarla en etapas mas tempranas y/o en un futuro crear nuevas dianas

terapéuticas.
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INTRODUCCION

Las proyecciones demograficas para América Latina y el Caribe indican que para
2025 el porcentaje de personas mayores de 60 afos se incrementara de 8 a 14%.
A la par con la disminucion en la tasa de mortalidad se observa un incremento de
padecimientos neurodegenerativos, entre los cuales sobresalen las demencias. Hay
casi 900 millones de personas mayores de 60 afios y mas que viven en todo el
mundo, y el aumento de la esperanza de vida contribuye rapidamente al incremento
de este numero y se asocia con el aumento de la prevalencia de las enfermedades
degenerativas. En 2015 habia aproximadamente 46.8 millones de personas
afectadas por demencia en todo el mundo y se estima que este numero se duplicara
cada 20 afnos, llegando a 74.7 millones en 2030 y 131.5 millones en 2050
(Asociacion Mundial de Alzheimer, 2015), dicho incremento sera mas marcado para
paises en desarrollo (300%) en comparacion con paises desarrollados (100%)
(Agudelo et al., 2011). En México, un pais en desarrollo, la demencia se situa como
un problema de salud publica que requiere de atencion prioritaria, esto demanda
que se fortalezca el conocimiento de las demencias, para mejorar el diagndstico y

tratamiento de las mismas.

1. Demencia frontotemporal

La demencia frontotemporal (DFT) es un término patoldgico utilizado para la
descripcion clinica, patologica y genética de un grupo de desordenes heterogéneos,
dénde la degeneracion selectiva de los I6bulos frontotemporal y temporales es una
caracteristica prominente y comun. Es la segunda forma mas comun de demencia,
después de la enfermedad de Alzheimer (EA) en individuos menores a 65 afios
(Ratnavalli et al., 2002). Los sintomas aparecen alrededor de la quinta o sexta
década de la vida y esta condicién tiene un curso de evolucion de 5 a 10 afos, que
causa gradualmente alteraciones significativas en la esfera social y ocupacional,

para terminar con la muerte del paciente (Ostrosky, 2012).

11



La perspectiva histérica del estudio de la DFT se ha distinguido por el interés de
definira como una entidad independiente de otras patologias similares,
especialmente de la EA de la cual en un inicio fue considerada como una variante
(Toribio-Diaz, 2008).

En 1892, el neuropsiquiatra checo Arnold Pick, present6 por primera vez una serie
de casos con deterioro progresivo del lenguaje, y durante muchos ainos el término
"demencia frontotemporal” se utilizé como sinébnimo de la enfermedad de Pick. Sin
embargo, la enfermedad de Pick es ahora reconocida como una forma de DFT y se
refiere al diagndstico patolégico especifico, donde las inclusiones proteicas tau-

positivas estan presentes (Chan et al., 2011).

Hasta la fecha, la clasificacion clinica de la DFT ha evolucionado hasta abarcar al
menos tres subtipos principales, cuya caracteristica comun es la atrofia
relativamente limitada a los I6bulos frontales o temporales (Mckhann et al., 2001)
que son: -la variante conductual de la DFT (DFTvc) con afectacion principal del
I6bulo frontal (especialmente de la region prefrontal) y otros dos con predominio de
deficiencias en el area del lenguaje -afasia progresiva no fluente (APNF) y -la
demencia semantica (DS), ambas con afectacién predominantemente del I6bulo
temporal. La DFT se refiere entonces a un grupo de enfermedades
neurodegenerativas muy heterogéneo tanto por sus caracteristicas clinicas, como

histopatoldgicas y genéticas.

La DFT es un trastorno altamente heredable con aproximadamente del 30-50% de
los casos con antecedentes familiares positivos, y los factores genéticos en esta
patologia son de gran importancia. Principalmente, las mutaciones en tres genes: la
proteina tau asociada a microtubulos (MAPT), progranulina (GRN) y el
hexanucledtido repetido del cromosoma 9 en el marco de lectura abierto 72
(C90rf72) son responsables de la mayoria de los casos familiares, y alrededor del
10-20% de todos los casos con DFT (Rohrer et al. 2009), en los que se profundizara
mas adelante. No obstante, la agregacion neuronal y la disfuncion proteica son la
clave de la caracterizacion neuropatologica de la DFT.
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La DFT también se puede clasificar con base en los hallazgos neuropatoldgicos, y
se reconocen tres subgrupos principales, que se caracterizan por inclusiones
proteicas especificas: (1) inclusiones tau (DFT-tau); (2) inclusiones asociadas a la
proteina fijadora de DNA TAR-43 (TDP-43) (DFT-TDP) y; (3) la proteina de fusién
en sarcoma (FUS) (DFT-FUS) (Rohrer et al. 2009), que se discutiran mas adelante.

1.2 Impacto global de la demencia

De acuerdo al reporte de 2015 de la Asociacion Mundial de Alzheimer, se ha
estimado un total de 9.9 millones de nuevos casos de demencia a nivel mundial.
Hay cerca de 900 millones de personas mayores de 60 afios y mas que viven en
todo el mundo. Por otra parte, la disminucién en la tasa de mortalidad en esta
poblacion de adultos mayores ha permitido un aumento de padecimientos
neurodegenerativos, entre los cuales destacan las demencias. Entre 2015 y 2050,
el numero de personas en edad avanzada que viven en paises de mayores ingresos
se prevé aumentar con solo el 56%, en comparacion con el 138% en los paises de
medios ingresos, el 185% en paises de clase media baja, y por 239% en paises de

bajos ingresos (Reporte Mundial de Alzheimer, 2015).

El porcentaje de personas mayores de 60 afios estimado para 2025 en América
Latina tendra un aumento del 8 a 14% (Agudelo et al., 2011). Los paises mas pobres
cuentan con menos recursos profesionales, humanos y econémicos para cubrir las
necesidades sanitarias y sociales de sus poblaciones de adultos mayores. Muchos
de estos paises afrontan altas tasas de enfermedades maternas, infantiles e
infecciosas, combinadas con una pandemia creciente de enfermedades crénicas no
contagiosas, como lo es la demencia. Incluso los paises con un crecimiento
econdmico y rapido desarrollo en Asia y América Latina tienen problemas para
establecer sistemas integrales y eficaces de proteccién social para las personas de
edad avanzada, sin poder garantizar unos ingresos dignos y acceso universal a la
asistencia sanitaria y social, siendo los adultos mayores los que menos se
benefician directamente del desarrollo econémico. (Reporte Mundial de Alzheimer,
2015).

13



1.3 Epidemiologia de la DFT

Se estima que esta patologia afecta aproximadamente de 15 a 22 individuos por
cada 100,000 habitantes y tiene una incidencia de 3.5-4.1 por 100,000/afo en el
grupo de edad de 45 a 64 afos, los estudios poblacionales indican una distribucion
homogénea de género. No obstante, el 25% de los casos de DFT se presenta en
edad avanzada (Chan et al., 2011). Los pacientes tienen una esperanza de vida de
seis anos a partir de la aparicion de los sintomas (Mercy, 2008). A pesar de que el
inicio es tipicamente en la sexta década de la vida, puede iniciar tempranamente
como en la tercera década o tardiamente como en la novena década de vida
(Warren, 2013), y se ha pensado que la prevalencia de la DFT en grupos de mayor
edad se encuentra subestimada. Sin embargo, este grupo de enfermedades tiene
un gran impacto como causa de demencia de inicio temprano y se deben considerar
todos los costos socioecondmicos y humanos que conlleva este tipo de

padecimiento dada su larga evolucion.

La atencion de la DFT en la poblacién es dificil y costosa debido a que la frecuencia
de la enfermedad en nuestra poblacién se desconoce y de acuerdo a los estudios
reportados en los ultimos afos parece ser mas frecuente, lo que predispone a la
poblacién en situacion de riesgo, por lo anterior se debe fortalecer el conocimiento
de las demencias para mejorar el diagnostico, que se basa principalmente en el

dominio de la experiencia clinica e histopatolégica (Knopman y Roberts, 2011).

En la ultima década, se han llevado a cabo diversos estudios que han acumulado
datos de prevalencia e incidencia a partir de estudios poblacionales realizados en
Canada, Japén, ltalia, el Reino Unido, los Paises Bajos, Espafia, y los Estados
Unidos. Se observa que todos, se llevaron a cabo en Europa o América del Norte,
utilizando muestras en las que mas del 95% son de raza caucasica (Chiadi y Diehl-
Schmid, 2013) , y por lo tanto insuficiente para representar a las poblaciones no
caucasicas; desde una perspectiva antropoldgica, los mexicanos son el resultado
de una mezcla sustancial de un sustrato de amerindios con una mezcla importante
europea, asi como localmente mezcla africana, que los excluye de los caucasicos,

pese a ello, cuentan con descendencia caucasica.
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1.4 Prevalencia

Se estima que 46.8 millones de personas en todo el mundo viven con demencia a
partir del 2015. Este numero se duplicara cada 20 afios, llegando a 74.7 millones en
2030 y 131.5 millones en 2050. Aproximadamente el 58% de las personas con
demencia viven actualmente en paises clasificados por el World Bank como paises
de bajos a medianos ingresos, entre los que se encuentra México, y de acuerdo a

estas cifras la proporcién de casos se incrementara a 63% en 2030 y 68% en 2050.

La distribucién regional actual de nuevos casos de demencia es de 4.9 millones
(49% del total) en Asia, 2.5 millones (25%) en Europa, 1.7 millones (18%) en
América y 0.8 millones (8%) en Africa. En comparacién con 2012, afio en que la
proporcién de nuevos casos representé un aumento en Asia, Africa y América,

mientras que la proporcion de casos en Europa ha decaido.

La DFT es tan comun como la EA, en un estudio realizado con poblacién holandesa,
se estimo que la prevalencia en un rango de 45 a 65 afios de edad, es del 7 al 15%
comparado con el 35% por cada 100,00 habitantes en la EA. Mientras que, en
personas mayores de 75 anos, la prevalencia de DFT es del 3% (Ostrosky 2012;
Ostrosky et al., 2008).

La incidencia de la demencia aumenta exponencialmente al aumentar la edad. Los
diversos estudios han demostrado que la incidencia de la demencia se duplica cada
6,3 afos que aumenta la edad, del 3.9 por 1,000 personas/afio con 60-64 afos de
edad y de 104.8 por 1000 personas/afo en sujetos mayores de 90 afos. El numero
de nuevos casos aumenta y disminuye al aumentar la edad en cada region. En
Europa y América el pico de incidencia esta entre los 80-90 afnos, en Asia entre los
75-84 afios, y en Africa entre los 65-74 afios. En estudios post-mortem la frecuencia
de la DFT se ha estimado del 3 al 10%, mientras que en muestras clinicas de
pacientes en los que se sospechaba de esta demencia, se detecté en un 3.2%
(Sjogren y Andersen, 2006; Ostrosky, 2012).
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Sin embargo, en la ultima década la mayoria de los estudios de prevalencia e
incidencia que se han llevado a cabo, se han realizado a partir de estudios de
poblacién en Canada, Japdn, ltalia, los Paises Bajos, Espafa, Reino Unido y

Estados Unidos (Chiadi, 2013), excluyendo a América Latina.

Clasificacion de la DFT
2.1 Caracteristicas clinicas: sindromes de la DFT

Hay tres principales sindromes clinicos de DFT, que se definen de acuerdo con la
base de las caracteristicas mas importantes que presentan. Alrededor de la mitad
de los casos presentan cambios en el comportamiento (variante conductual de la
DFT), y los demas presentan una falla en el lenguaje (afasia progresiva primaria)
caracterizada ya sea por alteracion de la produccion del habla (afasia progresiva no
fluente) o por alteracion de la comprension de la palabra y memoria semantica (es
decir, la memoria de sentido) (demencia semantica) (Doherty et al., 2011). En la
Tabla 1 se resumen las caracteristicas clinicas que presentan cada una de estas

variantes.

2.2 Variante conductual de la DFT (DFTvc)

Este sindrome se caracteriza por la disminucién progresiva en las habilidades
interpersonales y ejecutivas, con respuesta emocional alterada y una variedad
emergente de comportamientos anormales que incluyen la apatia, desinhibicién,

obsesiones, rituales y estereotipos. Las funciones corticales posteriores y de
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TABLA 1| Variantes de la DFT.

Variante Afectacion

Caracteristicas clinicas

Lébulo frontal
(especialmente

Variante conductual

Variante
conductual

de la DFT (DFT vc) region prefrontal)

DFT © Afasia progressiva Lobulo temporal

'Q izquierdo

s Z no fluente (APNF)

(O] N

© 2

(] (@)]

c 2

2 & Demencia Lébulo temporal

s derecho

semantica (DM)

Disfuncién ejecutiva, apatia, apetito anormal,

desinhibicién, comportamiento obsesivo compulsivo.

Agramatismo y/o apraxia del habla.

Alteracién en comprension de palabras, deterioro
semantico no verbal.

Regién de afectacion y caracteristicas clinicas principales que presentan. (Tomado de Lashley, 2015).
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memoria no se ven afectadas y el rendimiento en las pruebas psicométricas se ve
notablemente preservado. Hay una escasez de signos neurolégicos asociados,
aunque reflejos primitivos (forzados), ésta variante puede estar asociada a
neuronas extrapiramidales o con neuronas motoras como parte de una

superposicion de este sindrome (Warren, 2013).

2.3 Demencia semantica (DM)

Este sindrome se caracteriza por la degradacion progresiva de la memoria
semantica (el sistema de memoria que almacena el conocimiento sobre objetos, y
conceptos basados en la experiencia individual acumulada). Tipicamente la
demencia semantica afecta inicialmente al alto sistema de conocimiento del cerebro
que media el vocabulario, es decir, el conocimiento del significado de las palabras.
En el curso temprano de la enfermedad, el déficit semantico puede ser bien
compensado y puede surgir unicamente en las pruebas de conocimiento
especializado con anterioridad a la orden del paciente. Un deterioro semantico mas
penetrante que afecta también la informacion visual (el reconocimiento de los
rostros familiares, o prosopagnosia) o de objetos visuales (agnosia visual) y otros
dominios no-verbales como los sabores y olores presentes durante el curso de la
enfermedad, asi como el comportamiento perturbador similar a la DFTvc. La atrofia
se presenta principalmente en el lado izquierdo, pero puede presentarse del lado
derecho en los casos dirigidos por déficits no verbales, con el tiempo se vuelve mas
posterior y afecta la corteza temporal y frontal inferior (Hodges, 2007; Lashley,
2015).

2.4 Afasia progresiva no fluente (APNF)

Este sindrome se caracteriza por un deterioro progresivo de emision del lenguaje
de forma no fluida con esfuerzo. Varios sindromes neurolinguisticos se encuentran
dentro de la categoria general de afasia progresiva no-fluente. En algunos

pacientes, presentan errores en el sonido del habla (fonética) o apraxia del habla
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como caracteristica principal; mientras en otros el sindrome es dominado por el
agramatismo expresivo con frases telegraficas. La atrofia es dominante en el l6bulo
temporal izquierdo. Este sindrome ocurre en un 25% de los casos de DFT (Rohrer,
2011; Lashley, 2015).

La evolucion de esta enfermedad depende mucho del subtipo clinico y de si existe
alguna otra patologia relacionada. Se ha observado que durante el curso de la
enfermedad, los tres subtipos de DFT pueden empalmarse, ya que un paciente
puede cumplir criterios para un diagndéstico y con el tiempo cumplir criterio para otro,
del mismo modo, hay trastornos neuroldgicos que se pueden presentar junto con la
DFT como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la enfermedad de parkinson (EP),
la demencia corticobasal (DCB), la paralisis supranuclear progresiva (PSP) y la

enfermedad de la neurona motora (ENM) (Ostrosky, 2012).

2.5 Factores de riesgo

En cuanto a los factores de riesgo, se ha reportado que hasta un 40% de los
pacientes puede presentar una historia familiar positiva de demencia de inicio
temprano, por lo que se han identificado familias con herencia autosdmica
dominante de esta enfermedad, a partir de las cuales se han reconocido diferentes
genes causales. Por otro lado, al rededor del 60% de los pacientes con DFT que
no presentan una historia familiar positiva, son reportados como casos esporadicos.
Los factores genéticos tales como el alelo expandido de ApoE (apolipoproteina E)
y el haplotipo H1 del gen MAPT, han sido asociados con algunos casos esporadicos
de la enfermedad (Fabre, 2001).

A diferencia de otras enfermedades neurodegenerativas que, si presentan factores
de riesgo como son la EA, la EP y la PSP, la DFT no ha reportado factores de riesgo
no genéticos definidos hasta el momento. A pesar de ello, algunos estudios han
sefalado que posibles factores de riesgo ambientales y médicos como un

traumatismo craneoencefalico (TCE) previo, la existencia de enfermedad tiroidea
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(Rosso et al., 2003) o algun trastorno psiquiatrico previo, incrementan el riesgo de

presentar DFT.

3. Caracteristicas histopatolégicas

3.1 Inclusiones proteicas

Este grupo de enfermedades es heterogéneo, clinicamente y con base en las
inclusiones o hallazgos histopatologicos se le conoce como degeneracion lobar
frontotemporal (DFTL). La mayoria de los casos de DFTL presentan una
acumulaciéon anormal intracelular de proteinas especificas para esta enfermedad.
Inicialmente, solo en el subgrupo de DFTL caracterizado por la agregacion de la
proteina tau hiperfosforilada en neuronas y glia, clasificada como DFT-tau, fue
descrita. Sin embargo, otras principales proteinas patolégicas han sido implicadas
en la DFT; existen casos observados en series de autopsias con inclusiones
celulares que contienen predominantemente tau fosforilada y la proteina de unién a
DNA-43 (TDP-43), mientras que una minoria presenta inclusiones que contienen a
la proteina fusionada en sarcoma (FUS) (Mackenzie et al., 2012). La naturaleza de
las inclusiones ubiquitina-positivas se han identificado en un cuarto grupo, y

actualmente es clasificado como DFT-UPS.

En la Figura 1 se resume la clasificacion patologica de la DFT basada en las

caracteristicas moleculares de la enfermedad.

3.1.1 DFT-tau

En aproximadamente el 40-50% de todos los casos de DLFT la proteina tau
asociada a microtubulos forma inclusiones en las neuronas como en células gliales
(tanto astrocitos y oligodendrocitos), en este tipo de inclusiones la proteina tau esta
hiperfosforilada. En esos casos, el cuadro clinico, se caracteriza por la afectacion

de las funciones visuoconstructivas. Una pequefia parte de estos casos tau-

20



negativos tienen inclusiones neuronales, que originalmente se identificaron por su
inmunoreactividad para ubiquitina (DFT-U), en los que se ha presentado afectacion

del comportamiento y lenguaje (Josephs et al., 2004; Mackenzie, et al., 2006).

FIGURA 1 | Clasificacion basada en los hallazgos histopatolégicos de la DFT. Esta
clasificacion se basa en las caracteristicas moleculares asociadas a la enfermedad,
inclusiones proteicas, fenotipos morfoldégicos e informacion genética. 3R-tau, tres
repetidos de tau; 4R cuatro repetidos de tau; aDFT-U, DFT atipica con inclusiones
neuronales de ubiquitina inmunoreactiva; BIBD, enfermedad con inclusiones de cuerpos
basofilicos; DCB, degeneracién corticobasal; DLDH, demencia carente de histologia
distinta; DFT-17, DFT y parkinsonismo ligada al cromosoma 17; TGG taupatia globular
glial; NFT-demencia, demencia con maranas neurofibrilares; NIFID, enfermedad por
inclusion de filamentos intermedios. (Tomado y modificado de Lashley et al., 2015;
Ostrosky, 2012; Goedert, 2012).

3.1.2 Ubiquitinopatias (DFT-U)

La mayoria de los casos de DFTL no estan asociados con una patologia tau, sino
que se caracterizan por inclusiones neuronales ubiquitina-positivas, denominadas
DFT-U. ElI 50% de los pacientes presentan este tipo de inclusiones de ubiquitina, y
hay principalmente sintomas extrapiramidales. La mayoria de estos casos esta
asociada a la acumulacién de TDP-43 (DFT-TDP). Recientemente, la localizacién

anormal de la proteina FUS ha sido descrita como un componente de las inclusiones
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en varios subtipos de DFTL, y que a su vez son responsables de la mayoria de
casos de DFT negativos para tau y TDP-43, ahora incluidos en el grupo DFT-FUS.

3.1.2.1 DFT-FUS

Este grupo incluye muestras con inclusiones ubiquitina-positivas (DFT-U), y son
responsables de la mayoria de casos de DFT negativos para tau y TDP-43, que
representan aproximadamente del 5-10% de casos para DFT-U positivos. El
conjunto representa menos del 10%, e incluye tres enfermedades, por cuerpos de
inclusion de neurofilamentos (NIFID), DFT-T atipica (aDFT-T) y la enfermedad de
inclusiones de cuerpos basdfilicos (BIBD) (Neumann, et al., 2009; Mackenzie et al.,
2010).

Solamente pocas mutaciones han sido reportadas en pacientes con fenotipo DFTL
o DFTL-ELA, sin embargo, estudios adicionales en cohortes de DFTL no mostraron
mutaciones, lo que sugiere que FUS tiene solo un papel limitado en la etiologia
genética de DFTL. Asimismo, la acumulacion anormal de las 3 proteinas FET (EWS,
TAF15 y FUS) en inclusiones patoldgicas se han descrito en todos los subtipos de
DFTL-FUS.

El tratamiento es en gran parte sintomatico, pero el progreso en la clasificacion
patologica, molecular y genética de FTD continua creciendo, lo que conduce a las

posibilidades de modificacién de la enfermedad (Doherty et al., 2011).

4. Genomica funcional de la DFT

Las bases moleculares de la DFT son heterogéneas, llevando a la variabilidad del
fenotipo. A pesar de que la mayoria de los casos se consideran esporadicos, la
DFTL muestra un fuerte compuesto genético, con una historia familiar en
aproximadamente el 40% de casos, y un patron autosémico dominante se observa

en el 25-50% de estos pacientes (Seelaar et al., 2008).
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Los factores genéticos estan involucrados en la mayoria de los pacientes, el estudio
molecular en estos ha permitido la identificacion de 10 genes que al estar mutados,
llevan al desarrollo de la DFT: la proteina de asociacion a microtubulos tau (MAPT),
gen de la progranulina (GRN), gen codificante para proteina multivesicular
(CHMP2B), el hexanucledtido repetido del cromosoma 9 en el marco de lectura
abierto 72 (C90rf72), gen que codifica para la proteina que contiene valosina (VCP),
el gen que codifica para la proteina de union a ubiquitina p62 (SQTML1), el gen que
codifica para la proteina ubiquilina-2 (UBQUNZ2), el gen que codifica para la
optineurina (OPTN), gen de la proteina TAR-43 de unién a DNA (TARDBP) y el gen
de la proteina fusionada en sarcoma (FUS) (Goedert, et al., 2012; Ferrari, 2013). En
la tabla 2 se muestran los genes identificados a la actualidad, tanto en la DFT, como
en el espectro de DFT, el tipo de variantes que estan presentes en los distintos

fenotipos clinicos, tipo de patologia (inclusiones proteicas) y el tipo de asociacion.

Un estudio enfocado en los niveles de expresion y patrones en las cortezas frontal
y temporal revelaron que los genes MAPT, UBQLNZ2, VCP, TARDBP, CHMP2B y
FUS tenian alta tasas de expresion (Ferrari, 2016), en comparacion con el resto de

genes que estan presentes en la DFT.

A pesar de que ahora conocemos la identidad de distintos genes involucrados en
la enfermedad, notablemente MAPT, GRN, y C90rf72, el rango completo de las

determinantes genéticas de la DFT es aun muy desconocido.

TABLA 2 | Genes relacionados con la DFT.

Genes Tipo de variante Fenotipo clinico  Patologia Tipo de asociacion

MAPT mutaciones puntuales exoén/intron DFTc, DFT-17 DFT-Tau mendeliana

genes-

indel corto/largo
DFT

sin sentido
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TABLA 2 | Continuacion.

Genes Tipo de variante Fenotipo clinico Patologia Tipo de asociacion |
GRN sin sentido DFT vc, APNF DFT-TDP
con cambio de sentido
corrimiento de marco de lectura
genes-
deleciones largas
DFT
CHMP2B sin sentido DFT3 DFT-UPS
con cambio de sentido
C9orf72 Expansion ELA; ELA/DFT DFT-TDP Mendeliana
VCP con cambio de sentido ELA; DFT DFT-TDP
SQSTM1 sin sentido ELA-DFT DFT-TDP
con cambio de sentido
UBQUN2  sin sentido ELA; DFT DFT-TDP
con cambio de sentido
espectro-
DFT . .
OPTN sin sentido ELA/DFT DFT-TDP
sin sentido
TARDBP sin sentido ELA; ELA/DFT DFT-TDP
FUS sin sentido ELA; ELA/DFT DFT-FUS
corrimiento de marco de lectura
Indel

4.1 El gen FUS (fusionado en sarcoma)

La participacion de FUS en las enfermedades neurodegenerativas se inicié en 2009
como componente principal de los agregados caracteristicos en neuronas afectadas
en ELA familiar y casos de DFT esporadicos (Kwiatkowski et al., 2009; Vance, et
al., 2009). Mas tarde, se describié que el gen FUS presenta diferentes niveles de

expresion en el cerebro durante el desarrollo y el envejecimiento, y niveles
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excepcionalmente altos en el cerebelo en comparacion con otros tejidos (Ferrari,
2016), razén por la cual es importante su estudio en estas enfermedades

neurodegenerativas.

El gen FUS esta localizado en la region cromosomica 16p11.2. (Figura 2),
comprende un total de 15 exones, y codifica para la proteina FUS, que presenta una
longitud de 526 aa. Este gen forma parte del complejo multifuncional proteico de
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP) (Deng, 2014), que contienen
RNA heterogéneo nuclear (hnRNA), y son estabilizadoras, es decir, su funcion
radica en asociarse al pre-mRNA para impedir la formacién de estructuras
secundarias dadas por el apareamiento de bases, de ésta manera el pre-mRNA
permanece accesible para interactuar con otras moléculas; este complejo también
esta involucrado en el splicing (corte y empalme de exones) de pre-mRNA, y la
exportacion del mRNA procesado al citoplasma. Considerando lo anterior, es
importante mencionar que se ha observado que el resultado de variantes en el

splicing alternativo en este gen, derivan en DFT (Garcia et al., 2007).
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FIGURA 2 | Localizacion del gen FUS. Ubicacién citogenética: 16p11.2, que
es el brazo corto (p) del cromosoma 16 en la posicion 11.2 Localizacién
molecular: 31,179,444 a 31,194,871pb en el cromosoma 16 (Tomado de
Genome Decoration Page/NCBI).

4.2 FUS, como parte de la familia de proteinas FET

FUS pertenece a la familia de proteinas FET que incluye las ribonucleoproteinas
(RBPs) proteina del Sarcoma de Ewing (EWS) y la proteina de unién a la caja TATA
asociada al factor 15 (TAF15); estas proteinas son expresadas en la mayoria de los
tejidos humanos, y se localizan principalmente en el nucleo celular (Morohoshi et

al., 1998). De manera interesante, la proteina FUS también se localiza en granulos

25



dendriticos y espinas en neuronas donde tienen un papel importante en el transporte
del mMRNA a dendritas, el cual representa un proceso esencial para la sintesis
proteica local y la plasticidad sinaptica (Tolino et al., 2012), y que ademas se ha

reconocido como un sello patologico de estos padecimientos neurodegenerativas.

Sin embargo, aun no se ha resuelto si la neurodegeneracion es causada por la
pérdida de funciones esenciales (pérdida de funcion) que ya se han sido
demostradas por las proteinas FET, y/u otras RBPs, por una ganancia de
propiedades tdxicas de estos agregados proteicos (ganancia de funcion), o por una
combinacion de ambas (Halliday, 2012), . La pérdida de la funcion nuclear y el efecto
de ganancia toxica potencial en el citoplasma podria explicar la patogénesis de esta

proteina (Shelkovnikova et al., 2014).

Por otra parte, estas proteinas de union a RNA, se encuentran implicadas en
procesos celulares que incluyen la regulacidon de la expresion genética, el
mantenimiento de la integridad gendmica y el procesamiento de mRNA/microRNA.
FUS se caracteriza por presentar distintos dominios (Figura 3): un extremo N-
terminal con propiedades de activacién transcripcional compuesto por glutamina,
glicina, serina y residuos de tirosina, una region rica en glicina, un dominio de unién
a DNA, RNA y factores de splicing (Law et al, 2006), que se mencionaran a detalle

mas adelante.

FIGURA 3 | Representacion sistematica de los dominios funcionales en FUS.
FUS contiene una parte N terminal rica en glutamina, glicina, serina y residuos de
tirosina (SYGQ) que pertenece al dominio de activacion transcripcional; dominios
de unién a DNA/RNA, tales como, el motivo de reconocimiento de RNA (RRM),
repetidos de arginina, glicina, glicina (RGG), un motivo de dedo de zinc (DZ); y una
sefial de localizacién nuclear (SLN) en el extremo C terminal rica en PY (prolina-
tirosina). (Tomado y modificado de Svetoni et al., 2016).
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La proteina del gen FUS, en condiciones fisioloégicas normales, se transporta del
nucleo al citoplasma a través del poro nuclear, y su importe nuclear es asistido por
transportina 1 (TRN1), que es responsable de la mayoria del trafico del transporte
nucleo-citoplasmico dentro de la célula. La union de TRN1 es dependiente del
motivo PY (prolina-tirosina) localizado en el extremo terminal carboxilico de FUS.
La interferencia con esta via de transporte lleva a la redistribucion y reclutamiento
de FUS en granulos de estrés. Asi, la deslocalizacion de la proteina FUS en casos
con DFTL-FUS puede corresponder a un defecto general del importe nuclear

mediado por transportina (De Jesus-Hernandez et al., 2010).

Ademas, la inhibicidon de este importe nuclear mediado por transportina resulta en
la co-localizacion de todas las proteinas FET en granulos de estrés, mientras que
las alteraciones en la distribucion subcelular de otras cargas de transportina como
son la proteina hnRNPA1 (ribonucleoproteina heterogénea nuclear A1) y la proteina
de union a RNA SAMG68 (Src-asociado en mitosis 68 kD) no son afectadas (Svetoni
et al., 2016). Estas proteinas se unen a TRN1 a través de secuencias basicas ricas
en lisina y arginina que funcionalmente presentan actividad de SEN (sefal de
exportacidon nuclear), sefial presente en la proteina FUS. Estos hallazgos sugieren

que las proteinas FET son particularmente sensibles a las alteraciones en esta via.

Otra posibilidad de esta localizacion anormal, es que el importe nuclear normal de
las proteinas FET es afectado por modificaciones post-transcripcionales anormales
que ocurren en una condicion de DFT. Al respecto, se ha demostrado que la
metilacion de la arginina y fosforilacion modulan el transporte nucleo-citoplasmico
de las proteinas FET, asi como la estabilidad y la interaccion proteina-proteina. La
metilacion de arginina de un sitio adyacente al motivo PY hacia el C-terminal
perjudica el importe normal de FUS mediado por transpotina (Dormann et al., 2012).
Igualmente, el extremo N-ter de FUS contiene un dominio de baja complejidad que
puede agregarse en fibrillas, la agregacion de FUS de este dominio puede ser
interrumpida por fosforilacion mediada por DNA-PK. Por otra parte, la fosforilacién
de FUS en la tirosina 526, localizada en el exén 15 del gen, por Scr cinasa reduce

su interaccion con TRN1 y puede afectar consecuentemente el transporte de FUS
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al nucleo. Asi, la localizacién anormal de la proteina FUS resulta en modificaciones

post-transcripcionales activadas en el inici6 de la DFT (Svetoni et al., 2016).

4.2.1 Variantes génicas relacionadas con FUS

Las variaciones génicas de FUS estan estrechamente relacionadas a la patogénesis

de la DFT, asi como en la ELA esporadica y familiar (Vance et al., 2009) y son

responsables de este pequefio, pero importante subconjunto de casos. Diversos

estudios han reportado 45 mutaciones para este gen. En la tabla 3 se muestra un

listado de las variantes reportadas.

TABLA 3 | Lista de mutaciones en FUS, localizaciéon presente en DFT y DFT/ELA.
Informacion tomada de la base de datos: http://www.molgen.vib-ua.be/FTDMutations

Mutacion Cambio de aminoacido Exén Referencias

g.4126G>A Gly156Glu EX5 Ticozzi N, 2009
g.4185_4186insGAGGTG Gly175_Gly176ins; insGG IVS5  Kwiatkowski TJ Jr, 2009
g.4772G>A Gly191Ser EX6 Corrado L, 2010
g.4857C>T Arg216Cys EX6 Corrado L, 2010
g.4875G>T Gly225Val EX6 Corrado L, 2010
g.4889G>T Gly230Cys EX6 Corrado L, 2010
g.4901C>T Arg234Cys EX6 Corrado L, 2010
g.4902G>T Arg234Leu EX6 Ticozzi N, 2009
g.4931C>T Arg244Cys EX6 Kwiatkowski TJ Jr, 2009
g.4961A>G Met254Val EX6 Van Langenhove T, 2010
g.10096_10124delins Ser402_Pro411delinsGGGG EX12 DelJesus-Hernandez M, 2010
g.10620C>T Ser462Phe EX13 Groen EJ, 2010
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TABLA 3 | Continuacion.

Mutacion Cambio de aminoacido Exén Referencias
g.10875G>A Gly507Asp EX14 Corrado L, 2010; Hewitt C, 2010
g.10895A>G Arg514Gly EX14 Vance C, 2009
g.10895A>G Arg514Gly EX14 Vance C, 2009
g.[11185G>T;11186G>T] Arg514Ser,Gly515Cys EX15 Kwiatkowski TJ Jr, 2009
g.[11185G>T;11186G>T] Arg514Ser,Gly515Cys EX15 Kwiatkowski TJ Jr, 2009
g.11194C>G His517GIn EX15 Kwiatkowski TJ Jr, 2009
g.11196G>A Arg518Lys EX15 Kwiatkowski TJ Jr, 2009
9.11204C>G Arg521Gly x5 ngggatkowskl TJ Jr, 2009; Ticozzi N,
g.11204C>T Arg521Cys Kwiatkowski TJ Jr, 2009; Ticozzi N,
EX15 2009; Vance C, 2009; Belzil
VV, 2009; Groen EJ, 2010; Corrado
L, 2010; Tateishi T, 2010; Blair IP,
2010; Drepper C, 2011
g.11205G>A Arg521His Kwiatkowski TJ Jr, 2009; Vance C,
EX15 2009; Belzil VV, 2009; Groen EJ,
2010; Van Langenhove T, 2010;
Van Damme P, 2010
g.11207A>G Arg522Gly Kwiatkowski TJ Jr, 2009
EX15
g.11213A>T Arg524Trp Hewitt C, 2010
EX15
g.11214G>C Arg524Thr Kwiatkowski TJ Jr, 2009
EX15

El mecanismo fundamental de patogénesis de mutaciones en FUS esta relacionado
a un desequilibrio de su localizacion entre el nucleo y citoplasma ya que
incrementan su localizacion en el citoplasma; estos hallazgos fueron observados
por Kwiatkowski en 2009, en muestras de cerebro post mortem con ELA.

Actualmente, se habla de un nuevo espectro que relaciona la DFT y ELA (DFT/ELA).



Las inclusiones de FUS no solamente se han observado en autopsia de médula
espinal y cerebros de casos con ELA. Estas inclusiones también se observan con
la presencia de mutaciones en el gen FUS, ya que han sido observadas en
pacientes con ELA esporadica, ELA familiar ligada a mutaciones en TDP43 y FUS
y negativas a SOD1 (Vance et al., 2009).

A pesar de que los diferentes mecanismos moleculares pueden desempefar un
papel en la causa de los trastornos neurodegenerativos, los estudios demuestran
una creciente evidencia de anormalidades en los procesos de RNA, destacando su
papel en la neurodegeneracién. Una ganancia de funcion toxica del mRNA se ha
propuesto para algunas enfermedades neurodegenerativas, mientras que otros
trastornos neurodegenerativos son impulsados a través de RNA codificante que se
altera o se pierde, asi como procesos de splicing de RNA y procesos de union a
RNA (Ratti y Buratti, 2016).

Como se menciond, con la ampliaciéon del conocimiento sobre el impacto de las
RBPs en la intervencion de procesos de la enfermedad, diversos estudios han
mostrado mutaciones en el gen FUS en un 5% de casos de DFT/ELA familiary DFT
(Vance, 2009). Esta proteina presenta un papel importante en multiples etapas de
procesamiento y metabolismo del RNA, lo que reafirma que la acumulacién
patoldgica de esta proteina haya sido observada en mas del 90% de casos con ELA

y un 50% en pacientes con DFT (Kwiatkowski, 2009).

Pocos estudios han asociado hasta ahora casos de DFT con mutaciones en FUS.
El primer analisis de FUS en pacientes con DFT mostré una mutacion sin sentido
de novo en la regidn rica en glicina de FUS, la cual se prevé que sea patogénica por
un analisis in silico (Van Langenhove et al., 2010). Por otra parte, otro estudio
encontré una mutacion sin sentido de novo, en pacientes con el espectro DFT/ELA
y uno mas en el espectro DFT/ELA/EP (Yan et al., 2010). Mas tarde, otro estudio
describié dos mutaciones heterocigotas sin sentido en pacientes con DFTvc (Huey
et al., 2012), no obstante, estas mutaciones necesitan ser estudiadas en diferentes
poblaciones para conocer su distribucion y su efecto, puesto que estos estudios

unicamente se han realizado en poblaciones europeas.
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Independientemente del mecanismo, la deslocalizacion de la proteina FUS resulta
en una reduccion de la funcion nuclear y un aumento de FUS en el citoplasma
propenso a la agregacion. FUS en el citoplasma, puede resultar en un aumento de
la funcion téxica, al interrumpir el metabolismo extranuclear del RNA; esto sugiere
un papel importante de FUS en las neuronas durante el desarrollo. Por otra parte,
también apuntan a una pérdida de funcién combinada y a la ganancia de funcién
téxica como el mecanismo patogénico en el espectro DFT/ELA. Igualmente, FUS
media el transporte de mRNA dentro y fuera del nucleo, la deslocalizacién de FUS
al citoplasma es presumiblemente la primera etapa en la cascada de fisiopatoldgica
que conduce a la neurodegeneracion (Deng et al. 2014). Debido a los cambios que
provocan las alteraciones en este gen, es de gran importancia conocer las variantes

genicas presentes en nuestra poblacion.

4.2.2 Funciones fisiolégicas de FUS

FUS se expresa de forma ubicua y en condiciones fisiolégicas, como ya se ha
mencionado, se localiza predominantemente en el nucleo, aunque puede
transportarse entre el nucleo y el citoplasma. Contiene un dominio de activacion
transcripcional N-terminal, una regién rica en GIn-Gly-Ser-Tyr (QGSY); multiples
dominios de union al DNA, incluyendo un motivo de reconocimiento de RNA y tres
regiones ricas en Arg-Gly-Gly (denominados RGG1-3); un motivo dedo de zinc; y
una sefial de localizacién nuclear no clasica en el extremo C-terminal altamente
conservada que es reconocida por el receptor de transporte nuclear TRN1 (lko et
al., 2004), ver figura 3. Todos estos dominios son requeridos para mediar las
interacciones proteina-RNA y proteina-proteina en las multiples actividades de FUS

tanto en nivel transcripcional y post-transcripcional, que se enlistan a continuacion.

4.2.2.1 Transcripcion de FUS

El gen FUS se identifico principalmente en asociacion con la translocacidn gendmica
de su dominio N-ter a genes de fusidon en tumores de liposarcoma y leucemia

mieloide, incrementando consecuentemente la transcripcion de los genes
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quiméricos resultantes. La region rica en QGSY en la region N-ter es responsable
por la dimerizacion y unidn a cromatina para la iniciacion de la regulaciéon de la
transcripcion. FUS también regula directamente la actividad de RNA-pol I
controlando la fosforilacién durante la transcripcion. Las mutaciones asociadas a la
DFT reducen la union de FUS a RNA-pol Il y la activacion de la cromatina (Masuda,

2015; Yang et al., 2014) reduciendo asi la regulacion de la transcripcion.

En este punto es importante destacar, el papel de la region QGSY rica en el dominio
del extremo amino terminal (aa 1-239). Este corresponde a gran parte del exén 5,
que se encuentra dentro del dominio de tipo prién, que es esencial y suficiente para
la unién de cromatina a FUS. Este dominio en RBPs, como lo es FUS, esta implicado
en la formacion de estructuras dinamicas y reversibles tales como granulos de
extension y cuerpos de procesamiento. Este dominio describid principalmente a una
proteina patoldgica, que sirve como molde para convertir a la proteina patogénica
prion (PrP) en una conformacion erroneamente plegada, o mal plegada, para

después formar agregados similares a amiloides (Yu y Reed, 2015).

Se ha propuesto que, las moléculas de RNA inician el autoensamblaje de FUS a
union a cromatina. Ese modelo explica la coexistencia de dos pools
(ensamblado/ligado a cromatina y soluble) de FUS en el nucleo (Figura 6). En la
presencia de moléculas apropiadas de RNA, FUS se ensambla, y se une a
cromatina y lleva a cabo su funcion de regulacion en la transcripcidn y expresion de
genes, mientras que en la ausencia de éstas moléculas de RNA, FUS permanece
soluble y lleva a cabo otras funciones tales como regulacion de splicing (Yang et al,
2014). Un estudio previo ha demostrado que RNAs no codificantes incorporan FUS
a la cromatina para asi, regular la expresién génica (Wang et al., 2008), confirmando

el modelo propuesto.
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FIGURA 6 | Modelo propuesto del autoensamblaje de FUS y unién a
cromatina. La regulacion FUS del empalme de mRNA no requiere
autoensamblaje o unidén a cromatina, por lo tanto, es mediada por el grupo
soluble de FUS (Tomado y modificado de Yang et al, 2014).

En resumen, el autoensamblaje de FUS y su unién a cromatina en el nucleo en
condiciones fisicas normales representa un momento critico para su funcion normal.
La interrupcion en este ensamblaje y union a cromatina, provoca alteraciones en

multiples procesos celulares y finalmente provoca degeneracion.

4.2.2.2 Splicing pre-mRNA

FUS tiene un papel importante en el splicing y la maduracion de los RNA, participa
directamente en el procesamiento de pre-mRNA vy la actividad de splicing acoplada
a la transcripcién. FUS, se une a los pre-mRNA nacientes y actia como mediador
molecular entre la RNA-pol Il y el factor U1-snRNP para el splicing. FUS controla el
procesamiento del transcrito del extremo terminal 3’ de la histona durante la fase de
replicacion S (sintesis) del ciclo celular por medio de la interaccion con el aparato

transcripcional y el complejo U7 snRNP (Yu y Reed, 2015; Raczynska et al., 2015)

FUS tiene distintos blancos de splicing, y la secuencia de uniéon consenso no esta
claramente definida, se une de manera preferencial en un modo de dientes de sierra
dentro de intrones largos en células neuronales, la proteina mutada cambia su
afinidad de unién a RNA (Hoell et al., 2011) como consecuencia de su localizacién

anormal y redistribucion en el citoplasma. La significancia de estos eventos de
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splicing regulados por FUS debe evaluarse a nivel de proteina para determinar el

impacto de las diferentes isoformas generadas en la patogénesis de la enfermedad.

4.2.2.3 Respuesta a daino de DNA

FUS es capaz de promover la formacion de D-loop y la recombinaciéon homdloga
durante la reparacion cuando se da el rompimiento de la doble hebra de DNA
(Baechtold et al., 1999). Cuando el dafio a DNA es inducido, FUS es fosforilado en
los residuos de serina de su extremo N-terminal por dos proteinas cinasas ATM y
DNA-PK (Ratti y Buratti, 2016; Wang et al., 2013).

4.2.2.4 Procesamiento de miRNA

La autorregulacién de la proteina FUS también esta mediada por miRNAs
especificos, cuya expresion es inducida por el propio FUS, se unen a la secuencia

UTR de FUS en un mecanismo regulador (Modigliani et al., 2014).

FUS fue inicialmente identificado en el complejo Drosha junto con TDP-43, y es
capaz a partir de la unién a pri-miRNAs nacientes a enganchar al complejo Drosha
a los sitios de cromatina de la transcripcion activa para promover el procesamiento
de pri-miRNA. En células de neuroblastoma, la deplecion de FUS altera la expresion
de un numero consistente de miRNAs principalmente reduciendo su nivel de
regulacion, incluyendo a miR-9, miR-125b, y miR-132, que tienen funciones
importantes en el metabolismo y diferenciacion neuronal. Mientras que la re-
expresion de la forma silvestre de FUS es capaz de reponerse de tal alteracion, la
forma mutada no es tan efectiva debido a la localizacion reducida en el nucleo y la

distribuciéon anormal en el citoplasma (Morlando et al., 2012).

4.2.2.5 Transporte y traduccion de mRNA

FUS participa en el transporte de granulos de RNA en células neuronales hacia
dendritas, para regular la traduccién local en la sinapsis. En neuronas hipocampales
FUS se localiza en las espinas dendriticas sobre mGIuR5 de activacion y

transportando B-actina y el factor estabilizante de actina Nd1-L mRNAs, puede
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regular la remodelacion de médula espinal. FUS esta involucrado en el control local
de traduccion, ya que co-localiza con la proteina que codifica para el gen APC en
complejos de RBPs, especificamente en protusiones celulares, y promueve la
traduccion asociada a mRNAs. La forma mutada de FUS tiene la capacidad de
promover activamente la traduccion en los granulos-APC positivos. FUS es
transportado dentro de las dendritas, no solamente en asociacion con microtubulos,
sino con filamentos de actina y la miosina de tipo V (molécula que permanece unida
al filamento de actina) cuya funcion es especificamente ordenar los granulos dentro
de las dendritas (Fujii y Takumi, 2005). Recientemente se ha visto que FUS también
es transportado a las neuritas terminales por un mecanismo que involucra a los
tubulos del reticulo endoplasmico y el neurofilamento del citoesqueleto (Ratti y
Buratti, 2016).

Estas diversas funciones fisioldgicas de FUS, pueden resumirse en la figura 7.

FIGURA 7 | Funciones fisiolégicas de FUS en la transcripcion, como en
la post-transcripcion. (Tomado y modificado de Ratti y Buratti, 2016).

5. Mecanismo y patologia de la DFT

Los mecanismos patogénicos por los cuales FUS causa neurodegeneracion aun no

son bien definidos. Varios factores estan implicados en la toxicidad mediada por
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FUS en DFT, incluyendo formacion de granulos de estrés, el dominio prion y la
metilacion de arginina. La figura 6 muestra el mecanismo patogénico propuesto de
de FUS. La forma mutada de la proteina FUS interrumpe la SLN (senal de
localizacion nuclear) y se transporta al citoplasma. El estrés celular induce la
expresion de FUS cuyo blanco es el RNA que se incorpora en granulos de estrés
en el citoplasma (Figura 8A). Al disminuir el estrés, los granulos se disocian, y
liberan RNAs, y la proteina vuelve a su funcion normal nuevamente (Figura 8B). La
transmisién tipo pridén de los agregados de FUS pueden derivar en los distintos

fenotipos antes mencionados (Figura 8C).

FIGURA 8 | Distribucion subcelular, agregacion de semillas y transmision
tipo prion de FUS. A) La forma normal de FUS se encuentra dentro del
nucleo, la forma mutada de la proteina FUS interrumpe la SLN (sefal de
localizacion nuclear) y se transporta al citoplasma. El estrés celular induce
la expresion de FUS cuyo blanco es el RNA que se incorpora en granulos
de estrés en el citoplasma. B) Al disminuir el estrés, los granulos se
disocian, liberan RNAs, y la proteina vuelve a su funcién normal
nuevamente. C) La transmision tipo prién de los agregados de FUS
pueden derivar en los distintas enfermedades ligadas a mutaciones.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad el conocimiento de los mecanismos moleculares que llevan al
desarrollo de la DFT ha sido poco estudiado. El diagnéstico basado en el analisis
molecular en los genes que participan en estas enfermedades, optimiza la
comprension de estos padecimientos, permitiendo un mejor abordaje clinico y
manejo del tratamiento en el paciente. No existen estudios que identifiquen
variantes génicas en el gen FUS en poblacion latina en pacientes con DFT. Algunos
estudios han reportado que las mutaciones en FUS pueden ser factor de riesgo de

inicio temprano en el espectro de la DFT.

Lo anterior justifica la importancia del reconocimiento en mediano plazo y busqueda
de las variantes génicas en el gen FUS en poblacién mexicana, y la necesidad de
desarrollar estrategias terapéuticas que disminuyan el impacto de este tipo de

padecimientos en la funcionalidad de los pacientes.

1. Hipétesis

La presencia de variantes génicas en el gen FUS puede ser causa de DFT, asi como
la presencia de inclusiones DFT-FUS. La presencia de estas variantes en la regiéon

codificante de FUS, sera la causa de DFT en pacientes mexicanos.

Objetivo
General:

Identificar las variantes génicas en los exones 5, 6, 14 y 15 del gen FUS en

pacientes mestizo mexicanos con demencia frontotemporal.
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DISENO EXPERIMENTAL

Metodologia
Toma de muestra, .,
_ con consentimiento Extracc;]qr:nciie DNA
Pacientes con informado genomico

probable DFT

Condiciones de PCR

PCR de punto final por gradientes de

exones 5,6, 14y 15

Andlisis de integridad
y cuantificacion de

temperatura 'y
del gen FUS concentracion DNA
Purificacién de los Reaccion de elec"j[\rr(l)?gfcl)sggaemas
productos de PCR secuenciacion obtenidos

FIGURA 9 | Diagrama general de la metodologia utilizada para el analisis del gen
FUS.

Poblacion de estudio

Se analizaron 52 pacientes mestizo mexicanos con diagnéstico de probable
demencia frontotemporal. Todos ellos fueron atendidos en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNNMVS) y evaluados por
neurdlogos especializados en Demencias, y firmaron carta de consentimiento

informado aprobado por el Comité de Bioética del instituto.

Criterios de inclusion.

1. Pacientes con diagndstico clinico de demencia frontotemporal, que cumplan

con criterios clinicos de probable DFT.
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2. Que el paciente acepte participar en el estudio, sea mayor de edad y firme
carta de consentimiento informado.

3. Pacientes mestizo mexicanos.

De acuerdo con la definicion antropolégica, un mestizo mexicano es aquel individuo
con tres generaciones nacidas en México, de padres y abuelos nacidos en México;

puede aceptarse solamente un abuelo espanol.

Criterios de exclusion

1. Pacientes que no cumplan criterios clinicos de probable DFT.
2. Pacientes que no acepten participar en el estudio.

3. Pacientes que no firmen carta de consentimiento informado

Extraccion de DNA genémico a partir de sangre periférica
Toma de muestra

Se obtuvo de cada paciente 6mL de sangre periférica mediante venopuncion. Las
muestras fueron preservadas a 4°C hasta su uso. Se incluyeron muestras de DNA
de pacientes con probable DFT pertenecientes al banco de DNA del Depto. de
Genética del INNNMVS.

Separacion de células mononucleares y extracciéon de DNA
gendmico a partir de sangre periférica, metodologia modificada de
Miller.

Se extrajo DNA gendomico a partir de la muestra de sangre periférica, previo
consentimiento informado de pacientes con diagndstico de probable demencia
frontotemporal. La metodologia utilizada, descrita por Miller et al., 1988, fue la

siguiente:

1. Enun tubo para centrifuga de 15mL se transfirieron 3mL de sangre periférica,
posteriormente se agregd un volumen de 9mL de una solucion amortiguadora
de lisis de glébulos rojos (BLGR) (cloruro de amonio 0.155M, bicarbonato de

potasio 10mM, EDTA 0.1 m) y se homogenizé por inversion. Se centrifugé a
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3000 revoluciones por minuto durante 6 minutos a 15°C. El sobrenadante se
decanto, conservando el boton.

2. Se agregd 1mL de BLGR para resuspender el botdn y se transifirié a un tubo
con capacidad de 1.5mL. Se centrifugd a 3000 rpm durante 2 minutos, el
sobrenadante se decantd. Este paso se repitid hasta obtenerse un botén
blanco, libre de globulos rojos.

3. Al botén se agregé 570uL de una solucién de NaCl al 5mM y se homogenizé
durante 2 minutos. A continuacion, se adicionaron 40uL de una solucion de
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% y se homogenizé por 5 minutos.
Posteriormente se adicionaron 200 uL de una solucion de NaCl al 7M y se
homogeniz6 por 10 minutos. Se centrifugdé a 11500 rpm durante 20 minutos
a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de
1.5mL, el botén se desecho.

4. Al sobrenadante se le adicionaron 600uL de cloroformo:alcohol isoamilico
(49:1) y se homogenizé. Se centrifugd a 14000rpm durante 15 minutos a una
temperatura de 4°C. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo de 1.5mL.

5. A la fase acuosa obtenida, se le adicionaron 900uL de etanol absoluto frio,
esta mezcla se homogenizé y centrifugdé a 14000rpm durante 15 minutos. El
sobrenadante se desecho, y al boton se le adicionaron 700uL de etanol al
70%. Se homogeniz6é y centrifugd a 14000rpm durante 15 minutos. El
sobrenadante se decantd y el boton obtenido se secd en un concentrador al
vacio durante 30 minutos, a temperatura ambiente.

6. Finalmente, el botdn se resuspendié en 150uL de agua estéril y se mantuvo

en agitacion a 60°C durante 2 horas, para disolverlo completamente.

Analisis de integridad de DNA

El analisis de integridad se realizé por medio de electroforesis en un gel de agarosa
al 1%. Se realizé empleando la siguiente metodologia:

1. Se agregd6 1 gramo de agarosa en 100mL de buffer de borato sddico (SB) 1x.



2. A esta mezcla se le agregd 1uL de Bromuro de etidio (10mg/mL) y se
mezclo.
3. Posteriormente, se vertido en un portagel, se colocaron los peines y se dejo

solidificar a temperatura ambiente por media hora.

Electroforesis

Para la preparacion de la muestra, se depositaron 2uL de buffer de carga 10x (azul
de bromofenol, glicerol, xilencianol) a 2uL de muestra de DNA y se mezcl6 para ser
depositada en un pozo del gel de agarosa. Asi mismo, se tomo6 1uL de marcador de
peso molecular Low Range DNA Ladder de 100pb (Thermo Scientific) que se

deposito en el gel para comparar el tamafo de la muestra.

Cuantificacion de DNA

Se determind la concentracion de DNA gendmico total de las muestras mediante
espectrofotometria, a una longitud de onda de 260nm. La pureza de las muestras
fue determinada por la relacion A260/A280. El equipo que se utilizé para determinar

estos parametros fue el nanoDrop2000 (Thermo Scientific).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El analisis de los exones 5, 6, 14 y 15 del gen FUS se realiz6 empleando
oligonucledtidos especificos, previamente descritos en 2011 por Rademarks,
mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final.

Los oligonucledtidos se enlistan en la Tabla 4.
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TABLA 4 | Secuencias utilizadas para el andlisis de los exones 5, 6, 14 y 15 del gen
FUS.

Fragmento Direccion Secuencia

FUS exon 5 sentido CACGACGTTGTAAAACGACTGTTGGGTACAGAGAATGGACTCCAC
antisentido GGATAACAATTTCACACAGGAAAATGGGCTGCAGACAAAG
FUS exdn 6 sentido CCTGTCTTGTTTCCTAGCTG
antisentido GTCACTGCCCCCAAATCAAA
FUS exé6n 14 sentido CTCACATGGGTAAGAAAGGCAG
antisentido TCCTACCTAACCCAGCGAGTATC
FUS exé6n 15 sentido CAGTAGTGGAGAGGGAAGGAA
antisentido GACATCGATCTTCCAGGAAAG

Asi mismo, fueron estandarizados por un gradiente de temperatura con la finalidad
de obtener la temperatura 6ptima de la amplificacién con base en la Tm de cada par

de oligonucledtidos, las temperaturas se muestran en la tabla 5.

TABLA 5| Temperatura 6ptima de cada uno de los oligonucleoétidos correspondientes
a los exones 5, 6, 14 y 15 del gen FUS.

Exén 5 6 14 15

Tm(°C) 58 60 60.4 59

Las tablas 6 y 7 muestran los reactivos empleados para la mezcla de la reaccion,
asi como la concentracion y el volumen utilizados, para la amplificacion se
emplearon las enzimas Hotstar Taq y KAPA2G Robust como se describe en cada

tabla respectivamente.
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TABLA 6 | Reactivos y concentraciones utilizados en la mezcla de reacciéon de PCR
para la amplificaciéon de los exones 5 y 6 del gen FUS, con la enzima Hotstar Taq
Master Mix.

Reactivos Volumen (uL) Concentracion
DNA 2 100ng/pL
HotStar Tag Master Mix 10 100U/uL
Primer Forward 1 10uM
Primer Reverse 1 10uM
DMSO 1.25 5%
H2O libre de DNAsa (25uL) 9.75 -

TABLA 7 | Reactivos y concentraciones utilizados en la mezcla de reacciéon de PCR
para la amplificacion de los exones 14 y 15 del gen FUS, con la enzima Kapa 2G
Robust.

Reactivos Volumen (L)  Concentracién
DNA 2 100ng/pL
KAPA2G RobustHotStart (100U/uL) 12.5 -
Primer Forward 1 10uM
Primer Reverse 1 10uM
H2O libre de DNAsa (25uL) 8.8 -

Las condiciones empleadas para la PCR fueron estandarizadas mediante un
gradiente de temperatura, para cada exon, obteniéndose resultados 6ptimos para
la amplificacién, el programa utilizado para los exones 5y 6, y los exones 14 y 15,

se describen en la Tabla 8 y 9 respectivamente.
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TABLA 8 | Programa utilizado para la amplificaciéon de los exones 5y 6 del gen FUS
mediante PCR. Varia la temperatura de alineamiento segun la Tm de cada oligonucleétido,
el programa se repitié por 35 ciclos.

Fase Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 15m 95°C
Desnaturalizacion 1m 94°C ]
Hibridacion 1m e
Elongacion 1m 72°C Rep(.atir por
Elongacion Final 10m 72°C [ 35 ciclos
Conservacion o 4°C

TABLA 9 | Programa utilizado para la amplificacion de los exones 14 y 15 del gen FUS
mediante PCR. Varia la temperatura de alineamiento segun la Tm de cada oligonucleétido,
el programa se repitié por 30 ciclos.

Fase Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 3m 95°C
Desnaturalizacion 15s 95°C ]
Hibridacion 15s e
Elongacion 1m 72°C | Repetir por
Elongacion Final 1m 72°C 30 ciclos
Conservacion 0 4°C

Resolucion de los productos de PCR

Para determinar el tamafo de los productos obtenidos de la PCR para cada exon
del gen FUS, se realiz6 electroforesis y los productos fueron resueltos en gel de

agarosa al 2%/SB 1x.

Purificacion de los productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR, se realizé empleando el kit comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®), los productos fueron
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resueltos en geles de agarosa 2% con buffer SB 1x. La metodologia utilizada fue

la siguiente:

1.

Se agrego un v/v de buffer de unién de membrana y de producto de PCR 'y

se homogenizo.

2. Se insertd una minicolumna SV en un tubo colector.

3. La mezcla que se obtuvo se transfirié en la minicolumna, y se incubo a

temperatura ambiente durante 1 minuto.

La minicoulmna se centrifugd a 16,000 g por 1 minuto, se desecho la
solucion que se deposito en el tubo colector.

Se agregaron 700uL de buffer de lavado de membrana a la minicolumna
SV, el tubo se centrifugd a 16,000 g por 1 minuto. Nuevamente se desechd
la solucion del tubo colector y la minicolumna se reinsert6 en el tubo

colector.

. Se repitio el paso anterior, agregando 500uL de buffer de lavado de

membrana y se centrifugd a 16,000 por 1 minuto.

7. La columna se transfirid a un tubo de 1.5mL

Se agreg6 un volumen de 25uL de agua libre de DNasas y se centrifugé a
16,000 g por 1 minuto.

La solucidn final se conservo a 4°C.

Reaccion de secuenciacion

La reaccion de secuenciacidn, se realizd6 empleando el kit comercial de

secuenciacion BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®).

La mezcla de la reaccion utilizada se muestra en la Tabla 10, asi como las

condiciones empleadas en la Tabla 11.
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TABLA 10 | Reactivos utilizados en la reaccién de secuenciacion.

Reactivo Concentracion Volumen

Producto de PCR 2uL
Buffer S5x 4uL

BigDye Terminator
V3.1 Cycle 1uL

Sequencing

Oligonucleétido 10uM 1uL
Agua libre de DNasas - 12uL

TABLA 9 | Condiciones de la reaccién de secuenciacion.

Fase Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 5 94
Desnaturalizacion 0.5 94
Hibridacion 1 55
Elongacién 1 72
Elongacion Final 10 72
Conservacion 00 4

—

Purificacion de la reaccion de secuenciacion

Repetir por

25 ciclos

La purificaciéon de los productos de secuenciacion se hizo con columnas de

purificacion Centri-Sep Spin Columns, se utilizé la siguiente metodologia:

1. Se agregd un volumen de 800uL de agua libre de DNasas, a una columna

Centri-Sep para hidratarla. Estas columnas se conservaron a 4°C durante

dos horas.

2. Se quitaron las tapas de la columna para drenar el liquido y se colocaron en

un tubo colector. Se centrifugd a 3,000 rpm durante dos minutos.

3. Se coloco la columna en un tubo de 1.5mL.
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4. El producto de la reaccion de secuenciacion se adiciond en el centro de la
columna y se centrifugé a 3,000 rpm durante 2 minutos.

5. El producto purificado obtenido se secé al vacio.

6. Se rehidraté con 14uL de formamida, para colocarlo en una placa de 96
pOZos.

7. Se coloco la placa en un secuenciador [nombre del equipo de Applied B] y

se llevo a cabo el analisis.

Revision de electroferogramas

El analisis de los electroferogramas obtenidos se realizd mediante el uso del
programa Sequencing Analysis v5.3. y el programa Sequencher 5.1 Gene Codes
Corporation, las secuencias se consultaron en la base de datos de Ensembl y NCBI

(National Center for Biotechnology Information).
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RESULTADOS

La muestra total estuvo constituida por 52 pacientes con diagnostico probable de
demencia frontotemporal, de los cuales 26 fueron casos familiares (50%), 20 casos
esporadicos (38.4%) y un total de 6 pacientes sin especificar patrén de herencia
(11.5%).

De ellos, 30 sujetos corresponden a sexo femenino (58%) y 22 a sexo masculino
(42%) como se observa en la figura 10A En la figura 10B se muestra que se observo
una distribucion similar entre hombres y mujeres la edad promedio de la muestra

fue de 61.2 afios en un rango de 37 a 97 afios.

FIGURA 10 | (A) Género de los pacientes con diagndstico probable de DFT.

(B) Distribucion total de los pacientes.

Analisis de integridad y cuantificacion de DNA

Con respecto a la cuantificacion de DNA, se obtuvo una concentracién total
promedio de 324.716 ng/pL y una pureza total de 1.826 de acuerdo a la relacion
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A260/A280 de las muestras de DNA genomico de los pacientes, que cumple con el

rango establecido de calidad y pureza.

Asi mismo, se realiz6 el analisis cualitativo del DNA gendmico, mostrando que las
muestras de DNA estan integras y con un alto peso molecular. En la figura 7 se
muestra un gel con los resultados de la electroforesis del DNA, se observa una sola
banda, de alto peso molecular comparado con un marcador de peso molecular, las

muestras no se mostraron degradadas.

PR, S— P ~. R
DNA de alto

T W — P — 0eso

FIGURA 11 | Integridad del DNA genédmico en gel de agarosa al 1%. En el carril 1 se
observa el marcador de peso molecular (DNA Ladder GeneRuler 1Kb), mientras que en los

carriles 2-7 se observan muestras diferentes de DNA gendmico.

Analisis de los productos de PCR

La amplificacion de los exones 5, 6 14 y 15 del gen FUS se realiz6 a partir de DNA

genomico con los 8 pares de oligonucledtidos descritos.

Para el analisis del gen FUS, los productos de PCR fueron resueltos en geles de
agarosa al 2% (figura 8) de cada uno de os exones analizados con la finalidad de
comprobar la amplificacion, integridad y tamafio de muestra, debido a que las

mutaciones que se buscaron son principalmente puntuales, inserciones vy
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deleciones, por lo que todas las muestras fueron sometidas a secuenciacion tipo

Sanger.

s e
500pb+ﬂ+ - T e g*fmpb
100pb < 100pb

1 2 3 4 5 6

FIGURA 12 | Resolucién de productos de PCR de los exones estudiados del gen FUS.
Gel de agarosa 2.5%. En los carriles 2-5 se muestran las muestras correspondientes a
pacientes con DFT de los exones 5, 6, 14 y 15 respectivamente y su numero de pares de
bases correspondiente, en los carriles 1 y 6 se observa el marcador de peso molecular
(GeneRuler DNA Ladder 100pb) y el numero de pares de bases que corresponden al

tamano estimado de cada exon.

Analisis de electroferogramas

Se amplificaron los exones 5, 6 14 y 15 ya que contienen el mayor numero de
mutaciones descritas hasta el momento para la DFT y el espectro ELA/DFT. Las
principales mutaciones reportadas y que se buscaron por exon fueron las siguientes:
1) Ex6n 5, Gly156Glu (Figura 12); 2) Ex6n 6, Arg216Cys y Met254Val (Figura 21);
3) Exén 14, Gly507Asp y Arg514Gly (Figura 22) y 4) Exéon 15, Arg518Lys,
Arg521His, Pro525Leu (Figura 23). Sin embargo, en ninguno de Ilos

electroferogramas analizados en este trabajo se encontré alguna de las variantes
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geénicas descritas previamente, tanto en la region codificante de la proteina como

en la region intron-exon que se incluyen en este estudio.

FIGURA 13 | Se muestra electroferograma parcial del exén 5, sefalando el sitio donde
se ubican las mutaciones buscadas en este exon. Se muestra la localizacion de la

mutacién Gly156Glu presente en el espectro de DFT, que deriva en una sustitucién de

aminoacido.

FIGURA 14 | Se muestra electroferograma parcial del exén 6, sehalando el sutio
donde se ubican las mutaciones buscadas en este exdn. A) Se observa la localizacién
de la mutacion puntual Arg216Cys presente en el espectro de ELA/DFT vy, B) la mutacion

puntual Met254Val exclusiva de DFT; ambas derivan en una sustitucién de aminoacido.
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FIGURA 15 | Se muestra electroferograma parcial del exén 14, senalando el sitio
donde se ubican las mutaciones buscadas en este exén. Se observan la localizacion
de las mutaciones puntuales Gly507Asp y Arg514Gly, presentes en el espectro ELA/DFT y
que derivan en una sustitucién de aminoacido.

FIGURA 16 | Se muestra electroferograma parcial del exén 15, seiialando el sitio
donde se ubican las mutaciones buscadas en este exén. Se observan la localizaciéon
de las mutaciones puntuales que derivan en sustitucion de aminoacido: ARg518Lys,
Arg521His y Pro525Leu, esta ultima presente exclusivamente en DFT.
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DISCUSION

El descubrimiento de variantes en el gen FUS, una de las causas de la DFT y del
espectro ELA/DFT abre una ventana para entender la patogénesis de este
padecimiento. Estos cambios a nivel de DNA, interfieren con la capacidad funcional,
de reparacion de DNA y en los mecanismos de splicing, que pueden producir al
paciente defectos estructurales y funcionales en exones y dendritas e interferir

finalmente con la transmision sinaptica.

El presente estudio no identifico alguna variante genética ya sea mutacion y/o
polimorfismo en los exones en poblacion mestizo mexicana, y al parecer este gen
no parece desempefar un papel relevante en la genética de la DFT a nivel de DNA.
Esta investigacion constituye un primer acercamiento al estudio del gen FUS en este

padecimiento en adultos mayores en poblacién mexicana.

Los reconocimientos de las variantes en este gen son de importancia porque se les
atribuye una ganancia de funcién que altera la homeostasis de la proteina FUS con
su interaccion con pre-mRNA, IncRNAs y alteracion de la maquinaria de splicing asi
como la respuesta a dano y reparacion de DNA (Ling y Cleveland, 2013). Las
mutaciones en el gen FUS en enfermedades neurodegenerativas son poco
frecuentes, y estan presentes en un 5% de los casos familiares de ELA, m