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RESUMEN

La ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una enfermedad neurodegenerativa que se carac-
teriza por la presencia de signos clinicos como ataxia de la marcha y enlentecimiento de los
movimientos oculares sacadicos. La SCA2 presenta la mayor prevalencia mundial en la pro-
vincia de Holguin, donde existen aproximadamente 700 personas afectadas para las cuales
no hay tratamiento farmacoldgico curativo. Varias investigaciones han sugerido la existencia
de alteraciones redox en la SCA2, pero no se ha esclarecido cual es su vinculo con el meca-
nismo fisiopatoldgico de la enfermedad y tampoco se han identificado biomarcadores redox
fiables que permitan una adecuada evaluacion de los efectos terapéuticos de las diferentes
estrategias de intervencion antioxidantes propuestas. Se caracterizo el estado de diferentes
mecanismos antioxidantes en una amplia muestra de pacientes SCA2 y sujetos en estadio
presintomatico, y se analizo la interrelacion entre las alteraciones redox identificadas y el feno-
tipo clinico de la enfermedad. Se implementaron y estandarizaron técnicas de biologia mole-
cular para el andlisis de polimorfismos de simple nucledtido en los genes antioxidantes GSTO17
y GSTO02,y se evalud la repercusion clinica de estas modificaciones genéticas. Se corroboré la
existencia de alteraciones significativas en los mecanismos de defensas antioxidantes de los
pacientes con SCAZ2, y se evidencio que las alteraciones del equilibrio redox estan interrelacio-
nadas con el proceso neurodegenerativo de la SCA2. Fue identificado el polimorfismo de sim-
ple nucledtido GSTO2 rs2297235 como un biomarcador de gravedad clinica de la enfermedad.
El empleo de muestras extensas, la integracion de métodos genéticos, bioguimicos, clinicos,
estadisticos, y un profundo andlisis tedrico de los resultados, proveen a la investigacion de un
elevado rigor cientifico. Los resultados obtenidos tienen novedad y sirven de referencia para
el abordaje de otras poblaciones del mundo afectadas por la ataxia espinocerebelosa tipo
2. Ademas, han tenido importantes aplicaciones clinicas, fundamentalmente en el disefio y
evaluacion de ensayos clinicos, asi como en la identificacion de genes modificadores del feno-
tipo clinico de la enfermedad que representan dianas terapéuticas potenciales. Los resultados
fueron presentados en 18 eventos cientificos: internacionales (10), nacionales o provinciales
(8). Fueron merecedores de 8 premios y distinciones cientifico-técnicas: internacionales (1),
nacionales (3) y provinciales (4). Los resultados principales también fueron diseminados en
forma de 7 publicaciones cientificas, 6 de las cuales son internacionales.




La ataxia espinocerebelosa tipo 2 es una enfermedad
neurodegenerativa, que es causada por la expansion de la
secuencia repetitiva de CAG en el locus ATXN2 y la sintesis
de variantes mutadas de la ataxina-2." Varias investigaciones
han sugerido que el desequilibrio redox celular constituye uno
de los mecanismos a través de los cuales la ataxina-2 y otras
proteinas patoldgicas inducen el proceso neurodegenerativo
en las enfermedades poliglutaminicas.>® Sin embargo, no se
ha esclarecido el rol de las alteraciones redox en la fisiopa-
tologia de la ataxia espinocerebelosa tipo 2, y tampoco se
han identificado biomarcadores redox fiables que permitan
una adecuada evaluacion de los efectos terapéuticos de las
diferentes estrategias de intervencion propuestas, o que en la
practica ha limitado su alcance clinico.

En este contexto, se realizd una investigacion en la que
mediante el andlisis de parametros bioquimicos y genéticos,
y estudiando la asociacion de estos con diferentes marcado-
res del fenotipo clinico, se identificaron biomarcadores redox
que reflejan el deterioro neuroldgico de los pacientes SCA2 y
que, por consiguiente, son Utiles en el disefio y evaluacion de
diferentes estrategias terapéuticas.

Analisis de la capacidad antioxidante total
como biomarcador del fenotipo clinico de
la SCA2

Se estudiaron 38 pacientes pertenecientes a 24 familias
cubanas con SCA2 y controles pareados por sexo y edad
para caracterizar el estado antioxidante en los sujetos afec-
tados, y evaluar la asociacion entre la capacidad antioxidante
total (TAC, por sus siglas en inglés) y varios parametros cli-
nicos-moleculares caracteristicos de la SCA2. Los pacientes
y los controles difirieron significativamente con relacion a la
TAC, siendo inferior en un 27,9 % en el grupo de los sujetos
afectados. La pérdida de la TAC se asocié con el incremento
del nimero de repeticiones de CAG, aunque la significacion
estadistica alcanzada fue solo marginal (r = -0,33; p = 0,06).
Sin embargo, la correlacion entre la TAC y la edad de inicio no
fue significativa estadisticamente.

Se demostrd que la mutacion causante de la SCA2 se
asocia con alteraciones del equilibrio redox, que consisten en
la pérdida de las actividades antioxidantes no enzimaticas.
Adicionalmente, se comprobd que a través del analisis del
suero sanguineo es posible caracterizar objetivamente el es-
tado redox en las personas afectadas. El estudio constituy¢ el
punto de partida de las investigaciones sobre el equilibrio re-
dox en el Centro para la Investigacion y Rehabilitacion de Ata-
xias Hereditarias (CIRAH), y sugiri¢ la potencial implicacion de
las alteraciones de los mecanismos de defensa antioxidantes
en los mecanismos fisiopatolégicos de la SCA2.

Analisis de la actividad enzimatica de las
glutation-S-transferasas como biomarcador
del fenotipo clinico de la SCA2

Se analizo el suero sanguineo de 121 pacientes con SCA2,
38 sujetos en estadio presintomaticos y 38 controles parea-
dos por sexo y edad, para evaluar la actividad de las gluta-
tion-S-transferasas (GST) y su utilidad como biomarcador del
fenotipo clinico de la SCA2, considerando que estas enzimas
desempefian un importante papel en el control del equilibrio
redox, el metabolismo de xenobidticos y en la regulacion de la
apoptosis celular.

Los pacientes presentaron un incremento significativo de
la actividad de las GST; en cambio, los sujetos presintomaticos
presentaron una actividad de las GST en un rango intermedio
entre los valores correspondientes a los pacientes y los contro-
les. Adicionalmente, el incremento de la actividad de las enzi-
mas GST se asocio con la intensificacion de la gravedad clinica
de la enfermedad, que fue analizada mediante la escala clinica
para la evaluacion y clasificacion de la ataxia (SARA). Los cam-
bios en la actividad enzimatica explicaron aproximadamente el
8 % de la variabilidad de la gravedad clinica.

En conjunto, estos resultados sugieren que la actividad
enzimatica de las glutation-S-transferasas presentes en mayor
proporcion en el suero sanguineo (GSTay GSTr), constituye un
biomarcador Util para evaluar los cambios fenotipicos y redox
asociados con el proceso fisiopatoldgico de la ataxia espinoce-
rebelosa tipo 2. Ademas, se evidencio la necesidad de estudiar
otras enzimas que participan en los mecanismos primarios de
la defensa antioxidante, en particular de la familia de las GST,
como potenciales modificadores del fenotipo clinico.

Polimorfismos de simple nucleétido como
herramientas para la identificacion de
potenciales dianas terapéuticas en la SCA2:
analisis de los genes GSTO17 y GSTO2 como
modificadores del fenotipo clinico

Se analizaron los polimorfismos rs4925 y rs2297235 en
los genes que codifican para las enzimas GSTO1 y GSTO2,
respectivamente, con el objetivo de evaluar su contribucion
al proceso neurodegenerativo de la SCA2. Fueron seleccio-
nados 120 pacientes y 100 controles de ambos sexos, de la
misma zona geografica y con antecedentes étnicos similares.

Se observd una asociacion significativa entre los alelos
SCA2 y GSTO2 rs2297235. Los pacientes tuvieron una pro-
babilidad 2,29 veces superior de portar un alelo G en GSTO2
rs2297235, aunque esta asociacion dejo de ser significativa
después de aplicar la prueba estadistica de correccion de
Bonferroni. Asumiendo el genotipo salvaje "AA” como la refe-
rencia, los pacientes tuvieron una mayor frecuencia del geno-
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tipo “AG” en comparacion a los controles (43,3 % vs. 22,0 %,
respectivamente; p = 0,0014).

Mediante un andlisis de regresion lineal, se demostré que
en los sujetos afectados la secuencia repetitiva de CAG en los
alelos ATXN2 expandidos explican el 36 % de la variabilidad de
la edad de inicio (R? = 0,359; p <0,001). La incorporacion de los
genotipos GSTOZ2 en el modelo de regresion disefiado para es-
timar la edad de inicio, mejord el coeficiente de determinacion
enun 6,5% (R? = 0,384; p = 0,037) (figura 1).

Los genotipos GSTOZ2 rs2297235 explicaron un 2,5 % de
la varianza total de la edad de inicio y un 3,9 % de la varianza
residual de la edad de inicio no definida por la secuencia ex-
pandida de CAG. En un analisis adicional, se demostrd que,
mientras la media de la edad de inicio para los pacientes
GSTO2 "AA” fue de 33,7 afios, los sujetos portadores de los
genotipos “AG"y “GG” enfermaron como promedio a los 28,3
(p = 0,022), lo cual significa que la presencia de al menos un
alelo G reduce el momento del inicio clinico en aproximada-
mente 5,4 afos.

Este estudio permitié concluir que el genotipo GSTO2
rs2297235 "AG" estd asociado con la SCA2, y sefalo la utili-
dad del andlisis del polimorfismo rs2297235 como una he-
rramienta Util en la evaluacion de futuras estrategias terapéu-
ticas y en el perfeccionamiento del asesoramiento genético.

Analisis de la actividad de las enzimas
superoxido dismutasa y catalasa como
biomarcadores del fenotipo clinico de los
pacientes con SCA2

Las actividades de las enzimas superoxido dismutasas
(SOD) y catalasa (CAT) son componentes esenciales de la
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maquinaria antioxidante celular que se encarga de controlar
la produccion de especies reactivas. Ambas enzimas actudan
de forma sinérgica catalizando dos reacciones consecutivas.
Las SOD catalizan la dismutacion del radical superdxido (-0-)
a peréxido de hidrogeno, que es a su vez transformado en
agua por accion de la CAT, evitando el dafio que estas espe-
cies reactivas pueden generar sobre las biomoléculas.®

En esta investigacion, a partir del estudio de 64 pacien-
tes y controles pareados por sexo y edad, se evalud el estado
catalitico de las enzimas SOD3 y CAT. Se demostré que los
pacientes presentan una significativa reduccion de la activi-
dad de la SOD3; sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos en relacion con la actividad de
la CAT. El andlisis efectuado en una muestra incrementada
de 97 pacientes demostré que en las personas afectadas por
la SCA2 la actividad de las enzimas SOD3 y CAT no estaba
significativamente asociada con ninguno de los marcadores
clinicos estudiados.

En conjunto, los resultados sugieren que la pérdida de la
actividad de la SOD3 a nivel sistémico podria ser un epifens-
meno, significando que no esta directamente vinculada con
el mecanismo fisiopatoldgico primario asociado al proceso
neurodegenerativo de la SCA2.

Consideraciones finales

La investigacion corrobord que en los pacientes SCA2
ocurren alteraciones significativas de los mecanismos an-
tioxidantes primarios, que los hacen mas susceptibles a los
efectos citotoxicos de las especies reactivas. En consonan-
cia con lo anterior, también se comprobd que polimorfismos
genéticos presentes en genes que codifican enzimas con
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Fig. 1. Andlisis de regresion lineal simple y multiple para la edad de inicio en pacientes con SCA2 (n = 120). A) Regresion
de la edad de inicio sobre los alelos ATXN2 expandidos. B) Regresion de la edad de inicio sobre los alelos ATXN2 expan-
didos y el polimorfismo GSTO2 rs2297235.
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funcion antioxidante potencian este efecto. Ademas, se iden-
tificaron biomarcadores redox asociados al curso clinico de
la enfermedad que, por consiguiente, son Utiles como poten-
ciales dianas moleculares para tratamientos farmacolégicos
0 para evaluar diferentes estrategias terapéuticas.

Los resultados de la investigacion han sido divulgados
en 7 publicaciones cientificas, presentan 57 citas y un premio
internacional, ademas de varios premios nacionales y provin-
ciales. Los resultados obtenidos han sido introducidos en la
evaluacién de la utilidad clinica de candidatos terapéuticos
en el contexto de dos ensayos clinicos y una intervencion te-
rapéutica.
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