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RESUMEN

Introduccion: La longitud de los teldmeros es de relevancia como biomarcador
de gravedad y progresién clinica en varias enfermedades neurodegenerativas. No
existen estudios que evallen la longitud de los teldmeros y su repercusién clinica
en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2). Objetivo: Evaluar la utilidad de la
longitud de los teldmeros como posible biomarcador de la gravedad y progresién
clinica de la SCA2. Materiales y métodos: Se realizd un estudio de caso-control
y correlacional que incluyé 37 pacientes con SCA2 y 39 individuos sanos. La
longitud relativa de los telédmeros fue determinada por medio de gPCR. Se
emplearon técnicas de estadistica descriptiva e inferencial para el procesamiento

de los datos. Resultados: Se obtuvieron correlaciones significativas entre el
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nimero de repeticiones de CAG en el gen ATXN2 y marcadores clinicos de
gravedad de la enfermedad (p<0,001). No hubo diferencias significativas entre
pacientes y controles en cuanto a la longitud relativa de los telémeros. No se
obtuvieron correlaciones significativas entre la longitud relativa de los telémeros
y marcadores de gravedad clinica. Conclusiones: Se obtuvieron evidencias
preliminares que sugieren que la longitud de los teldmeros no es de relevancia

fisiopatoldgica o clinica en el contexto de la SCA2.

INTRODUCCION

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una enfermedad neurodegenerativa
y hereditaria, con un patréon de herencia autosémico dominante. Es la segunda
entre las ataxias espinocerebelosas con mayor prevalencia en el mundo. En
Cuba, en la provincia Holguin, es donde alcanza la tasa de prevalencia mas
elevada a nivel mundial con 47,86 cada 10° habitantes.! Se caracteriza por la
ocurrencia de un cuadro cerebeloso con ataxia de la marcha, dismetria,
adiadococinesia y disartria cerebelosa. Ademas, es frecuente la ocurrencia de
trastornos de los reflejos osteotendinosos, disfagia, contracturas musculares
dolorosas, enlentecimiento de los movimientos oculares y manifestaciones no
motoras vinculadas a alteraciones en el funcionamiento del sistema nervioso
autéonomo.?3

La SCA2 se origina por la expansion de una secuencia repetitiva de CAG
localizada en el primer exdn del gen ATXNZ2, y junto a la enfermedad de
Huntington, la atrofia dentado-palido-luysiana, la atrofia espino-bulbar y las
ataxias espinocerebelosas tipo 1, 3, 6, 7 y 17, constituyen las enfermedades
poliglutaminicas.*® El gen ATXN2 codifica para una proteina con un amplio patrén
de expresion en el organismo denominada ataxina-2.® Se encuentra en el
citoplasma asociada al reticulo endoplasmatico rugoso y co-localizada con los
ribosomas,” y se vincula a la regulacién del procesamiento global de ARN, a
procesos de traduccién en los ribosomas,® ° a la respuesta al estrés celular,10 a
la reorganizacién del citoesqueleto,’® a la transcripcion nuclear!! y a rutas de

sefalizacidn intracelulares ligadas al trofismo.213
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El fenotipo clinico de la SCA2 es muy variable y guarda una relacién compleja
con el genotipo, demostrando gran polimorfismo en la secuencia repetitiva de
CAG en el gen ATXNZ2. Los alelos no asociados al fenotipo clinico de la SCA2
varian entre 13 y 31 repeticiones de CAG,* varios de estos alelos constituyen
factores de riesgo para otras enfermedades como la esclerosis lateral
amiotrofica, la demencia fronto-temporal, el temblor progresivo supranuclear y la
enfermedad de Parkinson.!®> Los alelos de gen ATXNZ2 asociados al fenotipo clinico
de la SCA2 tienen mas de 31 repeticiones de CAG, y se ha demostrado que los
alelos con 32 a 36 repeticiones de CAG tienen penetrancia incompleta, mientras
gue aquellos con mas de 36 repeticiones tienen penetrancia completa.4

Se ha mostrado que la edad de inicio varia incluso entre individuos con igual
numero de repeticiones de CAG en sus alelos expandidos, lo que evidencia la
variabilidad de Ila expresion del fenotipo clinico en enfermedades
poliglutaminicas.'#16.17 Estas observaciones sugieren la existencia de factores
genéticos adicionales al nimero de repeticiones de CAG en los alelos expandidos,
gue al interactuar con factores fisioldgicos y del ambiente externo, modifican el
fenotipo clinico de la enfermedad.!’:*8

Entre los factores genéticos adicionales propuestos como modificadores del
fenotipo clinico en las enfermedades poliglutaminicas se encuentran el nimero
de repeticiones de CAG en los alelos normales, la doble dosis genética, la
existencia de patrones de metilacidn diferenciales o de mutaciones puntuales en
la regidon promotora de los genes involucrados que afecten sus niveles de
expresidn, otros polimorfismos intragénicos de un solo nucleétido y otros genes
independientes al gen causante de la enfermedad, denominados genes
modificadores.419-28

En adicién a los factores genéticos antes mencionados, se han obtenido
evidencias que indican roles relevantes de la longitud de los telémeros en la
determinacion de la gravedad clinica en el contexto de enfermedades
neurodegenerativas incluyendo enfermedades poliglutaminicas.?® En efecto,
varios estudios sugieren un papel relevante de la biologia de los teldmeros en la
fisiopatologia de las enfermedades de Alzheimer y Huntington, demostrado por la
asociacion entre el acortamiento de los teldémeros con un riesgo incrementado y

el agravamiento de la enfermedad. 393! En base a estas observaciones, se ha
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sugerido que estrategias orientadas a prevenir el desgaste o a incrementar la
longitud de los teldmeros, podrian ser Utiles para la prevencion o retardo del
proceso fisiopatoldgico, lo que convierte a los teldmeros y a la telomerasa en
potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de pacientes con estas
enfermedades. 3233

Aunque se ha investigado el vinculo entre el acortamiento de los telomeros y
enfermedades poliglutaminicas, no se conoce cual es su relevancia en el contexto
de la SCA2. La evaluacidén de la longitud de los telémeros y de sus repercusiones
clinicas en los pacientes con SCA2 pudiera implicar la identificacion de un nuevo
biomarcador molecular de gravedad y progresion clinica de la enfermedad, la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas y la evaluacion de alternativas

terapéuticas en pacientes afectados por esta enfermedad.

OBJETIVO
Evaluar la utilidad de la longitud de los telémeros como posible biomarcador de

la gravedad y progresion clinica de la SCA2.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de casos-controles y correlacional en el que se incluyeron
37 pacientes con diagnostico clinico y molecular de SCA2, por medio de un
muestreo aleatorio. Adicionalmente, fueron incluidos en el estudio 39 controles
sanos, sin antecedentes patoldgicos personales o familiares de enfermedades
neurodegenerativas, que parearan por sexo y edad con los pacientes SCA2.

Cada individuo fue interrogado en busca de sintomas de compromiso del Sistema
Nervioso Central o periférico y luego se les realizd un examen neuroldgico segun
la metodologia establecida por la Clinica Mayo.3* El diagndstico clinico de SCA2
se basd en la presencia de ataxia cerebelosa, disartria, dismetria,
disdiadococinesia, disfagia y enlentecimiento de los movimientos oculares
sacadicos. Para cuantificar la gravedad de las alteraciones neuroldgicas se aplicé
la Escala para la Evaluacién y Gradacion Ataxia (SARA, por sus siglas en
inglés).3®

Se utilizd6 un protocolo de PCR de punto final estandarizado para amplificar el

fragmento de ADN contentivo de la secuencia repetitiva de CAG en el gen
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ATXN2.3%® Se determind la longitud relativa de los telémeros por medio del
método de Cawthon (2002).3” Brevemente, se trata de una técnica basada en
PCR cuantitativa (qPCR, por sus siglas en inglés) en la que se compara la
cantidad del producto de amplificacion de los teldmeros (T) con la de un gen
unico (B-globina) procediendo en pocillos separados. A continuacion se calculd la
relacion T/S para obtener un valor que se correlaciona con la longitud media del
teldmero. Las gPCR fueron realizadas por triplicado en placas de 96 pocillos en
un sistema LightCycler® 480 (Roche, Suecia).

Se utilizaron técnicas de estadistica descriptiva e inferencial para el
procesamiento de los datos primarios. Todas las pruebas de estadistica
inferencial fueron de dos colas y se definid el nivel de significacion estadistica
como p<0,05. Se empled el software SPSS (version 20,0) para todos los analisis
estadisticos.38

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Consejo Cientifico y el Comité
de Etica para Investigaciones en Salud (CEIS) de la institucién. La investigacion
fue llevada a cabo en correspondencia con las regulaciones establecidas en la

declaracion de Helsinki del 2016.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la totalidad de la muestra de pacientes y controles, la longitud relativa de los
teldmeros varié entre 0,61 y 0,87 unidades, con una media (D.E) de 0,723
(0,032). Varios autores han demostrado que el acortamiento de los telémeros es
inversamente proporcional con el incremento de la edad.?*® Sin embargo, en el
presente estudio se obtuvo una correlacidn inversa, aunque no significativa,
entre la longitud relativa de los teldmeros y la edad de los individuos estudiados
(r=-0,017; p=0,882). La ausencia de significacién estadistica pudiera estar dada
por el limitado numero de individuos incluidos en el estudio. Asociado a lo
anterior, resulta de importancia sefialar que tan solo el 5,3% de la muestra
estudiada corresponde a individuos de 60 afos o mas, por lo que resulta
improbable que pudiera evidenciarse la asociacion previamente reportada entre

el incremento de la edad y el acortamiento de los teldmeros.
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Por otra parte, numerosos estudios han demostrado que individuos de sexo
femenino presentan teldmeros de mayor longitud respecto a individuos de sexo
masculino, lo que pudiera estar asociado a que altos niveles de estrégenos
intervengan en la estimulacion de la expresion de la telomerasa.*® Sin embargo,
en la presente investigacion no se obtuvieron diferencias significativas para la
longitud de los telémeros entre individuos de sexo masculino (0,725[0,036]) o
femenino (0,722[0,029]) (t=0,444; p=0,659). Esto coincide con resultados de
estudios de asociacion realizados en pacientes con la enfermedad de Huntington.
41,42

Varias investigaciones han aportado evidencias que demuestran la relevancia
fisiopatoldgica y clinica de la biologia de los teldmeros para las enfermedades de
Alzheimer y Huntington.*® En el caso particular de la enfermedad de Huntington,
en un estudio de aleatorizacion mendeliana se evidencié una asociacién directa
entre la longitud de los teldmeros y la edad de inicio de la enfermedad.3!
Asimismo, en varios estudios de casos-controles se demostrd la existencia de
asociacion inversa entre la longitud de los telémeros y el nimero de repeticiones
de CAG en el gen HTT, y una asociacion directa entre la longitud de los teldmeros

y el tiempo estimado para enfermar en individuos presintomaticos.*?

A partir de las evidencias anteriormente mencionadas y considerando las
numerosas similitudes entre la enfermedad de Huntington y la SCA2, se presume
que la biologia de los telémeros sea relevante para la fisiopatologia y clinica de
esta Ultima enfermedad. No obstante, en el presente estudio no se obtuvieron
diferencias significativas entre pacientes y controles en cuanto la longitud
relativa de los telémeros (Figura 1), lo que pudiera deberse a limitaciones de la

muestra estudiada.
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Figura 1. Comparacion de medias entre pacientes y controles para la longitud

relativa de los teldmeros.

Ha sido bien establecido que el fenotipo clinico de la SCA2 es muy variable y
guarda una relacién compleja con el genotipo, donde destaca la secuencia
repetitiva de CAG en el gen ATXN2 como principal factor genético modificador del
fenotipo clinico de la enfermedad.'*#** Coincidentemente, en el presente estudio
se obtuvieron correlaciones significativas entre el nUmero de repeticiones de CAG
en el gen ATXNZ2 y la edad de inicio de la enfermedad (r=-0,825; p<0,001), las
puntuaciones SARA (r=0,642; p<0,001) y la tasa de progresion de la
enfermedad (r=0,893; p<0,001). Adicionalmente, las puntuaciones SARA
correlacionaron significativamente con la duracién de la enfermedad (r=0,524;
p=0,002).

El efecto determinista del nimero de repeticiones de CAG en el gen ATXNZ2 sobre
la gravedad del fenotipo clinico es incompleto y variable. De hecho, esta variable
genética explica solamente alrededor del 55% de la variabilidad observada en la
edad de inicio de la enfermedad.*> A partir de lo anterior, se ha sugerido la
existencia de otros factores genéticos, que en asociacibn o de modo
independiente al numero de repeticiones de CAG en el gen ATXN2, tengan una
influencia significativa sobre la gravedad del fenotipo clinico.!* Entre tales
factores genéticos adicionales pudiera estar la longitud de los telémeros, como

fuera anteriormente demostrado para la enfermedad de Huntigton.3!42
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Sin embargo, en la presente investigacion la longitud relativa de los telémeros no
mostrd correlacion significativa con el niumero de repeticiones de CAG en el gen
ATXN2 (r=0,235; p=0,210), la edad de inicio de la enfermedad (r=-0,148;
p=0,420), las puntuaciones SARA (r=0,105; p=0,574), la duracién (r=0,072;
p=0,700) o la tasa de progresién de la enfermedad (r=0,108; p=0,563). La
longitud relativa de los telémeros tampoco mostrd correlacidn significativa con la
edad de inicio ajustada al numero de repeticiones de CAG en el gen ATXNZ2
(r=0,169; p=0,382), a las puntuaciones SARA ajustadas a el numero de
repeticiones de CAG en el gen ATXN2 y a la duracién de la enfermedad (r=-
0,093; p=0,624), o a la tasa de progresion de la enfermedad ajustada al nimero
de repeticiones de CAG en el gen ATXNZ2 (r=-0,237; p=0,208).

Estos resultados sugieren que la longitud de los teldmeros es de limitada
relevancia clinica en el contexto de la SCA2 y coinciden con estudios de corte
epidemioldgico realizados en pacientes con la enfermedad de Huntington. 324146
No obstante, se considera que se requiere de estudios mas extensos y profundos
para establecer el rol de la longitud de los telémeros en la fisiopatologia y en el
fenotipo clinico de pacientes con SCA2. Adicionalmente, estudios futuros
deberian abordar otros aspectos relacionados con la biologia de los teldmeros en
el contexto de la SCA2, como pudieran ser la evaluacién de los niveles de
expresion de la telomerasa, el impacto en la actividad de esta enzima de
polimorfismos en los genes que codifican sus componentes centrales, la
influencia sobre la longitud de los teldmeros de polimorfismos en genes que
codifican enzimas vinculadas a procesos de reparacion de ADN, o el rol de los

TERRA en la homeostasis de la longitud de los telomeros.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron evidencias preliminares que sugieren que la longitud de los

teldmeros no es de relevancia fisiopatoldgica o clinica en el contexto de la SCA2.
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