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Resumen

Antecedentes: La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 es una enfermedad que representa un
serio problema de salud para la provincia Holguin, dada su naturaleza
neurodegenerativa, progresiva y hereditaria, por alcanzar las mas elevadas tasas de
incidencia y prevalencia del mundo en Holguin, y por no existir ninguna alternativa
terapéutica efectiva para el tratamiento de los enfermos. Problema cientifico: Con este
trabajo se dio solucion a la carencia de una caracterizacion de la relacion existente entre
factores genéticos y fisioldgicos, y el fenotipo clinico en familias cubanas con Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2. Resultados: Se logré la asimilacion de tecnologias para la
deteccion de mutaciones en seis genes asociados a la enfermedad de Huntington o a
distintas formas de Ataxias Espinocerebelosas, lo que hizo posible la implementacion de
protocolos para el diagnéstico molecular, presintomatico y prenatal de estas
enfermedades en sujetos en riesgo. Se profundizé en la relacion entre el genotipo y el
fenotipo clinico en pacientes con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Se demostré la
asociacion de los alelos ATXN2 normales con la edad de inicio de la enfermedad, donde
los alelos normales largos tienen un efecto protector expresado en una edad de inicio
mas tardia de la enfermedad. Se demostré la existencia de una dominancia incompleta
del gen ATXN2, expresado en la manifestacion de un fenotipo clinico mas grave en los
casos homocigoticos para la mutacion causante de la enfermedad. Por primera vez en el
mundo, se obtuvo un estimado de la heredabilidad de la varianza residual de la edad de
inicio de la enfermedad, lo que contribuyé a fundamentar la concepcion relativa a la
existencia de factores genéticos y ambientales asociados a la variabilidad en el fenotipo
clinico de la enfermedad. Por primera vez en nuestro pais, se describieron las
frecuencias alélicas para los genes ATXN1, ATXN3, CACNA1A, TBP, HTT, DRPLA,
MTDN3, GSTO1 y GSTO2 en una muestra de la poblacion cubana. Se demostraron por
primera vez a nivel mundial, los efectos modificadores de los genes CACNA1A, MTDN3 y
GSTO2 sobre marcadores clinicos de la enfermedad. También por primera vez a nivel
mundial, se demostr6 la existencia de una asociacion significativa entre la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 y los niveles séricos de anticuerpos antigliadina, sugiriendo la
existencia de un componente auto-inmune asociado a los procesos fisiopatoldgicos de la
enfermedad. Los hallazgos reportados son de gran importancia para la mejor
comprension de la historia natural, y de las bases genéticas y ambientales de la
variabilidad clinica caracteristica de la enfermedad. El empleo de muestras extensas, la
integracion de métodos genético-moleculares, clinicos y estadisticos, y un profundo
analisis tedrico de los resultados, proveen a la investigacion de un elevado rigor
cientifico. Los resultados obtenidos son de novedad mundial, y sirven de referencia para
el abordaje de otras poblaciones del mundo afectadas por la Ataxia Espinocerebelosa
tipo 2. Los resultados obtenidos tienen importantes aplicaciones clinicas,
fundamentalmente al asesoramiento genético de individuos en riesgo en el contexto del
Programa Nacional para el Diagnostico Predictivo de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 y
otras Ataxias Dominantes. También tienen aplicaciones a la identificacion de dianas
terapéuticas potenciales, y al disefio y evaluacion de ensayos clinicos en busca de
opciones terapéuticas para el tratamiento de los pacientes afectados. Los resultados
fueron presentados en 33 eventos cientificos provinciales (9), nacionales (4) e
internacionales (20). Fueron merecedores de 13 premios y distinciones cientifico-técnicas
provinciales (5), nacionales (6) e internacionales (2). Los resultados principales también
fueron diseminados en forma de ocho publicaciones en revistas internacionales de
corriente principal con elevado factor de impacto. Estos resultados también cuentan con
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lll. Comunicacion corta que describe el resultado
1. Introduccién

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) en una enfermedad neurodegenerativa y
hereditaria, que alcanza la mas elevada tasa de prevalencia a nivel mundial en la
provincia Holguin: 40,18 cada 10° habitantes,’ constituyendo un serio problema de salud
para el territorio. Es causada por la expansién de una secuencia repetitiva de CAG
ubicada en el primer exén del gen ATXN2.?

El fenotipo clinico de la SCA2 es muy variable y guarda un vinculo complejo con el
genotipo, y se ha sugerido la existencia de factores genéticos adicionales al nimero de
repeticiones de CAG en los alelos expandidos que, en interaccibn con factores
fisioldgicos y del ambiente externo, modifican el fenotipo clinico de la enfermedad.®®
Entre los factores genéticos propuestos se encuentran el numero de repeticiones de CAG
en los alelos normales, la doble dosis genética, la existencia de patrones de metilacion
diferenciales y otros genes independientes al gen causante de la enfermedad,
denominados genes modificadores. * ® 7 Por otra parte, en pacientes con ataxias
hereditarias o con la enfermedad de Huntington, se ha comprobado la existencia de
sensibilidad al gluten, expresada en el incremento anormal de los niveles de anticuerpos
antigliadina. ®°

La identificacion de factores genéticos o fisioldgicos con influencia sobre el fenotipo
clinico de la enfermedad tiene gran importancia para el desarrollo de modelos
predictivos, para la mejor comprension de los mecanismos moleculares implicados y para
la identificacion de dianas farmacoldgicas y la proposicion de estrategias terapéuticas.
Por tanto, en esta investigacién nos propusimos caracterizar la relacion existente entre
factores genéticos y fisiologicos, y el fenotipo clinico en familias cubanas con Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2. Los resultados obtenidos son de novedad a nivel mundial, y
tienen aplicaciones al asesoramiento genético, a la identificacion de dianas terapéuticas,
y al disefio y evaluacion de estrategias terapéuticas potenciales.

2. Influencia del numero de repeticiones de CAG en alelos ATXN2 normales y de la
dosis genética sobre el fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

Se empleé una muestra de 745 pacientes con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 con
evaluacién neuroldgica y genealdgica completas y con diagnéstico molecular de SCA2.
Se obtuvo que los alelos ATXN2 expandidos contribuyeron a explicar el 74,3% de la
variabilidad observada en la edad de inicio de la enfermedad, mientras que los alelos
ATXN2 normales contribuyeron en un discreto 0,5% adicional a la varianza total de la
edad de inicio, y en un 1,95% a la varianza de la edad de inicio no explicada por los
alelos ATXN2 expandidos. Los alelos normales largos se asociaron significativamente a
edades de inicio mas tardias. Nunca antes, a nivel mundial, se habia podido demostrar la
existencia de un efecto modificador de los alelos ATXN2 normales sobre el fenotipo
clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Entre los factores que potencialmente
pudieran estar influyendo en estos resultados, se relacionan el uso de muestras muy
pequefnas o heterogéneas desde el punto de vista étnico y la escasa variabilidad de estos
alelos en las muestras estudiadas. *

Para la evaluacion del efecto de la dosis genética sobre el fenotipo clinico en la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 se selecciondé una muestra integrada por los cinco enfermos
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homocigéticos para alelos ATXN2 expandidos identificados en la poblacién cubana con
Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Se obtuvo que los individuos homocigéticos genotipos de
35/35 o0 33/41 repeticiones de CAG, enfermaron a edades mas tempranas que lo
esperado en comparacion con individuos heterocigéticos. Efectos similares de la dosis
genética sobre el fenotipo clinico en la SCA2 se han reportado en pacientes de la India e
ltalia, ** *2 con distinto trasfondo genético que los casos cubanos, lo que enfatiza el rol
principal de los alelos expandidos en la determinacion del fenotipo clinico.

3. Componentes genético y ambiental de la varianza residual de la edad de inicio

En los 359 pares de hermanos estudiados, se obtuvo una familiaridad del 47,9% para la
varianza residual de la edad de inicio, significando que ~48% de la varianza residual en la
edad de inicio es atribuible a factores genéticos independientes del nimero de
repeticiones de CAG en alelos ATXN2 normales y expandidos, y a factores ambientales
compartidos por los familiares estudiados.

Los resultados obtenidos fueron re-evaluados por medio de un analisis de componentes
poligénicos de varianza con el uso del software SOLAR, tomando en consideracién la
estructura genealdgica de las familias involucradas en el estudio. Se obtuvo una
familiaridad de la varianza residual de la edad de inicio del 33,0% (p=0,008), que fue
mayor cuando fue estimada solamente entre hermanos (58%; p=0,001), que entre pares
progenitor-descendiente (10%; p=0,02). Adicionalmente, se obtuvo que la familiaridad de
la varianza residual de la edad de inicio fue mas que el doble entre pares de hermanos
de sexo femenino que entre pares de hermanos de sexo masculino, aunque esta
diferencia no alcanzé significacién estadistica (p>0,05). Los pares de hermanos de sexo
masculino mostraron mas bajas correlaciones para la edad de inicio no ajustada (p=0,05)
0 ajustada (p=0,001). Estos estimados concuerdas con los previamente reportados para
la enfermedad de Huntington (38-56%).

La baja correlacion obtenida entre pares de hermanos pudiera deberse a factores
hormonales, o a estilos de vida especificos 0 mas frecuentes entre individuos de sexo
masculino. Por otra parte, es conocido que los individuos de sexo masculino comparten
el mismo cromosoma X en el 50% de las ocasiones, mientras que los individuos de sexo
femenino siempre reciben el mismo cromosoma X del padre, y el mismo cromosoma X
de la madre en el 50% de las ocasiones, lo que sugiere la posible existencia de factores
modificadores ligados al cromosoma X. Los resultados obtenidos fundamentan la
existencia de factores genéticos trans-actuantes y de factores ambientales no
compartidos por los familiares, con influencia significativa sobre la edad de inicio de la
enfermedad.®

4. Genes modificadores del fenotipo clinico en pacientes cubanos con Ataxia
Espinocerebelosatipo 2

Con el uso de diferentes estrategias de muestreo se evalu6 el efecto polimorfismos en
los genes ATXN1, ATXN3, CACNAL1A, TBP, HTT, DRPLA, AR, MTDN3, GSTO1l y
GSTO2, sobre marcadores del fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Se
obtuvo que la variacién del nimero de repeticiones de CAG en el gen CACNALA,
contribuyera a explicar el 6% de la varianza residual de la edad de inicio de la
enfermedad. Se propone que el gen CACNALA podria influir sobre la edad de inicio a
través de su interaccion directa con la ataxina-2 o a través de la alteracion de su funcion
como canal de calcio dependiente de voltaje.* De modo similar, en 46 pacientes con
edades de inicio discordantes se comprobé que el polimorfismo 10398G del gen MTDN3


evelinares
Texto escrito a máquina
Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol.8 No.1


Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol.8 No.1

se asocia a una edad de inicio mas temprana, lo que sugiere la ocurrencia de disfuncion
mitocondrial como parte de la fisiopatologia de la enfermedad. Se ha comprobado que la
disfuncién de las mitocondrias es importante en la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas.™

A partir de la evaluacion de los polimorfismos de un solo nucle6tido rs4925 y rs2297235
en los genes GSTO1 y GSTOZ2, respectivamente, en una muestra de 120 pacientes con
SCA2 y 100 sujetos controles, se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas
correspondientes. Existen evidencias de que polimorfismos en los genes GSTOl y
GSTO2 codificantes de glutation-S-transferasas de la clase omega, modifican
significativamente la edad de inicio de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson.®
Basados en modelos de regresién, se obtuvo que los genotipos para el polimorfismo
GSTO2 rs2297235 explican el 2,5% de la varianza total y el 3,9% de la varianza de la
edad de inicio no explicada por el numero de repeticiones de CAG en alelos ATXN2
expandidos. Se ha comprobado que las representantes de la clase omega de las GST
brindan proteccién contra los efectos nocivos de xenobioéticos y especies reactivas del
oxigeno, y que podrian modular la liberacion de iones de calcio intracelular a través de
los receptores de rianodina.’’ Significativamente, la SCA2 se ha asociado a un
incremento en la actividad relativa de GST, estrés oxidativo, y alteraciones en rutas de
sefializacion mediadas por receptores de rianodina.'® Sobre la base de las evidencias
anteriores, parece una hipétesis muy atractiva el que polimorfismos GSTO incrementen
la susceptibilidad al estrés oxidativo y a alteraciones en el funcionamiento de los
receptores de rianodina, provocando asi un incremento en la gravedad clinica de los
pacientes con SCA2.

5. Asociacion de los niveles séricos de anticuerpos antigliadina con la Ataxia
Espinocerebelosatipo 2

En una muestra de 64 pacientes con SCA2 y 65 controles sanos, se obtuvieron niveles
elevados de anticuerpos antigliadina en el 23,4% de los pacientes y el 9,09% de los
controles. Se obtuvieron diferencias significativas entre los dos grupos (y?=3,94;
p=0,047). Se obtuvieron resultados similares para niveles muy elevados de anticuerpos
antigliadina (y%=4,62; p=0,032). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los
pacientes positivos y negativos para los anticuerpos antigliadina en cuanto a las variables
clinicas consideradas en el estudio, o en cuanto al nimero de repeticiones de CAG.
Resultados similares se han obtenido en pacientes con ataxias hereditarias o con la
enfermedad de Huntington,® ° y sugieren la existencia de un componente auto-inmune en
la fisiopatologia de estas enfermedades, si bien la significacién clinica de este fenomeno
parece ser muy limitada.

Conclusién

La investigacion aqui presentada representa la mas completa caracterizacion de la
relaciéon existente entre factores genéticos y fisioldgicos, y el fenotipo clinico en la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 a nivel mundial. Los resultados obtenidos han permitido
demostrar la existencia de factores genéticos y ambientales asociados a la determinacién
del fenotipo clinico, profundizar en los mecanismos fisiopatol6gicos potencialmente
implicados en la enfermedad, e identificar dianas y estrategias terapéuticas potenciales.
Ademas, se propicié la implementacion de protocolos para el diagnéstico molecular y
predictivo de varias Ataxias Espinocerebelosas, de la Atrofia Muscular Espinobulbar, de
la Atrofia Dentatorubral-Palidoluysiana y de la enfermedad de Huntington.
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