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RESUMEN

Introduccion: La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 es una enfermedad
neurodegenerativa que muestra sustancial variabilidad clinica. Se ha propuesto
la existencia de variantes en genes que participan en rutas de reparacion del
ADN, que contribuyen a explicar la variabilidad clinica observada. Objetivo:
Evaluar el efecto modificador del polimorfismo de un solo nucleétido rs175080 en
el gen MLH3 sobre la edad de inicio de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.
Materiales y métodos: Se realizd un estudio de caso-control y correlacional
gue incluyd 301 pacientes con SCA2 y 100 individuos sanos. La presencia de las
variantes alélicas para el polimorfismo rs175080 fue establecida por medio de
PCR-RFLP. Resultados: El alelo alternativo “T” para el polimorfismo rs175080
tuvo una frecuencia de 0,4584. No hubo diferencias significativas entre pacientes
y controles en cuanto a la distribucion de las variantes alélicas o genotipicas para
el rs175080. No se obtuvieron diferencias significativas para la edad de inicio de
la enfermedad atendiendo a los diferentes genotipos segin los modelos aditivo
(F=0,396; p=0,673), dominante (t=0,643; p=0,521) o recesivo (t=0,936;
p=0,351). Conclusiones: El polimorfismo de un solo nucleétido rs175080 en el
gen MLH3 no actia como modificador de la edad de inicio en pacientes cubanos

con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

INTRODUCCION

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una Ataxia Cerebelosa Autosdmico
Dominante perteneciente al grupo I de la clasificacion de Anita Harding, causada
por la expansion de una secuencia repetitiva de CAG en la region codificadora del
gen ATXNZ2. Esta ultima caracteristica la ubica, junto a la enfermedad de
Huntington (HD, del inglés: Huntington’s disease), la Atrofia Muscular
Espinobulbar (SBMA, del inglés: Spinal and Bulbar Muscular Atrophy), la Atrofia
Dentatorubral-Palidoluysiana (DRPLA, del inglés: Dentatorubral pallidoluysian
atrophy) y a las Ataxias Espinocerebelosas (SCA) tipo 1, tipo 3 -o enfermedad
de Machado-Joseph (MID, del inglés: Machado-Joseph disease)-, tipo 6, tipo 7

y tipo 17, en el grupo de enfermedades poliglutaminicas humanas.!?
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Estudios epidemioldgicos indican que la SCA2 es la segunda entre las ataxias
espinocerebelosas con mayor frecuencia a nivel mundial; representa el 15% de
todas las SCA, y el 33% de las SCA debidas a expansiones de secuencias
repetitivas de CAG.3>* Las mas elevadas tasas de incidencia y prevalencia de la
enfermedad a nivel mundial se han encontrado en la provincia Holguin, donde
radica el 70% de los individuos enfermos con SCA2 en el pais, para una
prevalencia de 40,18 cada 10° habitantes; se presume que esta situacidon se
deba a la ocurrencia de un “efecto fundador”.®

El nimero de repeticiones de CAG en los alelos ATXN2 expandidos es el factor
genético con mayor influencia sobre el fenotipo clinico de la enfermedad,
incluyendo la presencia de distonia y mioquimia, la disminucion de la velocidad
sacadica ocular, y la puntuacién total de ataxia.®’ Existe una correlacién entre la
edad de inicio de la enfermedad y el nimero de repeticiones de CAG en los alelos
ATXNZ2 expandidos, que explica entre el 47 y 80% de la variabilidad de la edad
de inicio.®®

Se ha comprobado que alrededor del 55% de la varianza residual de la edad de
inicio de la enfermedad, una vez ajustada al nUmero de repeticiones de CAG en
alelos ATXN2 expandidos, se debe a factores ambientales y genéticos
independientes al nimero de repeticiones de CAG en alelos ATXN2 expandidos.!®
El nimero de repeticiones de CAG en los alelos ATXN2 normales también influye
sobre la edad de inicio.!! Otros factores genéticos candidatos a modificadores del
fenotipo son la dosis genética, polimorfismos de un solo nucleétido intragénicos,
la existencia de un patrén de metilacion diferencial y otros genes no alélicos o
genes modificadores.'?"* Varios genes se han identificado como modificadores de
la edad de inicio en la SCA2, incluyendo los genes RAI1,'>1% ATXN3,'3 ATXN7,Y
CACNA1A,*° MTDN3 8 y GSTO2.%°

En el contexto general de las enfermedades poliglutaminicas, se ha reportado la
identificacion de varios genes modificadores del fenotipo clinico de la
enfermedad. En particular, se ha demostrado que varios genes que codifican
enzimas involucradas en diversas rutas de reparacién de ADN, actuan como
moduladores de la edad de inicio o de la progresion de la enfermedad de
Huntington 2% 2! o de las Ataxias Espinocerebelosas tipo 1 y tipo 6.?2 También se

ha reportado la existencia de asociacidn entre genes que codifican enzimas
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involucradas en diversas rutas de reparacion de ADN, y la ocurrencia de
inestabilidad de la secuencia repetitiva de CAG en el gen IT15 en un modelo
transgénico para la enfermedad de Huntington 23 y en el gen ATXN3, asociada a
la anticipacién de la edad de inicio observada en familias afectadas por la
SCA3.%4

En particular, si bien se han realizado numerosas investigaciones con el fin de
caracterizar la epidemiologia, clinica y neurofisiologia, genética, inmunologia y
bioquimica de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2,° 2>?® adn no se han explorado
las implicaciones potenciales de polimorfismos en genes de reparacion de ADN
sobre el fenotipo clinico de la enfermedad. En este contexto, la evaluacién de los
efectos modificadores de polimorfismos en genes de reparacién de ADN sobre el
fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, abre la posibilidad de
identificar biomarcadores moleculares Utiles para el prondstico de la progresién
de la enfermedad, para la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y para la
evaluacion de futuras alternativas terapéuticas en los pacientes afectados por la

enfermedad.

OBJETIVO
Evaluar el efecto modificador potencial del polimorfismo de un solo nucleétido
rs175080 en el gen MLH3 sobre la edad de inicio de la Ataxia Espinocerebelosa

tipo 2.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de casos-controles y correlacional en el que se incluyeron
301 pacientes con diagndstico clinico y molecular de SCA2, por medio de un
muestreo aleatorio. Adicionalmente, fueron incluidos en el estudio 100 controles
sanos, sin antecedentes patoldgicos personales o familiares de enfermedades
neurodegenerativas, seleccionados al azar desde la poblacion general.

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.?° El diagndstico clinico de SCA2
se basd en Ila presencia de ataxia cerebelosa, disartria, dismetria,

disdiadococinesia, disfagia y enlentecimiento de los movimientos oculares
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sacadicos. Se estimo la edad de inicio de la enfermedad por medio de entrevistas
a pacientes y familiares.

Se utilizd un protocolo de PCR de punto final estandarizado para amplificar el
fragmento de ADN contentivo de la secuencia repetitiva de CAG en el gen
ATXN2. Se determind el niumero de repeticiones de CAG en el gen ATXN2 por
medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en un secuenciador automatico
ALFexpress II (Amersham Biosciences, Suecia).!'® Para el genotipaje del
polimorfismo de un solo nucleétido rs175080 en el gen MLH3, se realizé una PCR
de punto final con cuatro cebadores en un sistema de amplificacion de
mutaciones refractarias siguiendo procedimientos estandarizados.3°

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 significaciéon estadistica
como p<0,05. Se empled el software SPSS (version 20,0) para todos los analisis
estadisticos.3!

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

Componentes de varios mecanismos de reparacién de ADN han sido asociados a
enfermedades causadas por la expansidon de secuencias trinucleotidicas.3? En
particular, varias evidencias sugieren que mecanismos de reparaciéon del ADN
tienen roles de relevancia fisiopatolégica y clinica en el contexto de

enfermedades poliglutaminicas.20-24 33

Entre los mecanismos de reparacion de ADN que han sido asociados a
enfermedades poliglutaminicas se encuentran los vinculados a la reparacién de
apareamientos erroneos (MMR, por sus siglas en inglés).?*36 Esta ruta de
reparacion de ADN tiene un papel de gran importancia en la reparacidon post-
replicacion de bases incorporadas erroneamente, que han escapado a la

actividad de prueba de lectura de ADN polimerasas involucradas en la replicacion
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de ADN. Ademas de bases mal pareadas, esta ruta también corrige lazos de
insercion/delecion resultantes de resbalones de la polimerasa durante la
replicacion de secuencias repetitivas de ADN, como las secuencias repetitivas de
CAG asociadas a enfermedades poliglutaminicas.3” 3 La ruta MMR canodnica en
humanos consiste en dos complejos proteicos fundamentales, MutS y MutL. Entre
las enzimas que intervienen en la ruta MMR se encuentran MutSa (MSH2-MSH6),
MutSB (MSH2-MSH3), MutLa (MLH1-PMS2), MutLB (MLH1-PMS2), MutLy (MLH1-
MLH3), Exol, y PCNA-RFC.38 39

Variantes funcionales en los genes que codifican las enzimas que intervienen en
la ruta MMR han sido asociadas a varias enfermedades humanas. En particular,
la variante rs175080 en el gen MLH3, que implica un cambio de citosina por
timina en la posicidon 2531 del gen, lo que equivale al cambio de una prolina por
una leucina a nivel de proteina, es considerada como una variante benigna
aunque en algunos estudios ha sido asociada a carcinoma hepatocelular e
infertilidad masculina.*®4! Aqui se examina el rol potencial de la variante

rs175080 en la gravedad del fenotipo clinico de la SCA2.

En el presente estudio se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas para el
SNP MLH3_rs175080, en una extensa muestra de pacientes cubanos con Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 y de controles sanos (Figura 1). Nunca antes se habia

reportado las frecuencias de este polimorfismo en Cuba.



‘ C Segundo Congreso Virtual de
=, Slondet Ciencias Basicas Biomédicas en Granma.
Manzanillo.

B FAM en rs175080
i)

50 463045 534595

Imx
e =
T =
E =
=
=2

Global América Europa Africa Asia
oriental

7 54
=~ 04]
41

30

16.70) < g4 15 25

Frecuencia alélica menor (%) Z

§
=

GnomaAD -

=]
-
=
=
1]
g
]
4]

m FAM en rs1 75080

50 4584
45 4370 4360 43,20
40 39.90 1850
~ | 3400
35 &0 3100

2480

Frecuencia alélica menor (%) @
:-'.

Cilobal
Africoamericana
Mativa Americana
Mexicana

Centro Americana
Sudamericana
Puertoriquenia
Domimicana
Cubana

Este estudio

Figura 1. Frecuencia alélica menor para el SNP MLH3 rs175080 en diferentes
poblaciones del mundo y en el presente estudio. A) Frecuencia alélica menor global y por
poblacidn segun el Proyecto de Agregacion de Frecuencias Alélicas (ALFA, por sus siglas
en inglés) (Version: 20201027095038), el Proyecto 1000Genome (Fase 3 V3+), y la Base
de Datos de Agregacion de Genomas (gnomAD, por sus siglas en inglés) y la establecida
en el presente estudio. B) Frecuencia alélica menor global y por poblaciones del
continente americano segun el recurso de Arquitectura Poblacional usando Gendmica vy

Epidemiologia (PAGE, por sus siglas en inglés), y la establecida en el presente estudio.

El alelo alternativo “T” para el SNP MLH3_ rs175080 tuvo una frecuencia de

0,4584. Este resultado coincide fundamentalmente con lo reportado para
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poblaciones Europeas, donde se ha demostrado que la variante alélica “T”
aparece con frecuencias entre 0,4563 y 0,4630. Las mas elevadas frecuencias
para este alelo se han reportado justamente en poblaciones europeas, mientras
gue las frecuencias mas bajas se han reportado en poblaciones de Asia oriental,
donde alcanza valores de 0,1508 a 0,1670 (Figura 1_A). Entre las poblaciones
del continente americano analizadas, las poblaciones de Puerto Rico y Republica
Dominicana mostraron las mas elevadas frecuencias para el alelo “T”, ademas de
un estimado previo de 0,4320 para la poblacidon cubana, ligeramente inferior al
obtenido en el presente estudio (Figura 1_B). La poblacion del continente
americano que alcanzd la mas baja frecuencia para el alelo “T” fue la mexicana,
mientras que el estimado global para el continente es de 0,3490, inferior a la

obtenida para la poblacién cubana (Figura 1_B).

En la totalidad de la muestra estudiada, los genotipos “"CC”, "CT” y “TT"” para este
SNP tuvieron frecuencias de 0,2643, 0,5362 y 0,1995, respectivamente.
Adicionalmente, la heterocigosidad esperada para este polimorfismo en la
muestra estudiada fue del 49,79%. Estos resultados indican que la diversidad

genética del SNP MLH3_ rs175080 fue elevada en la muestra estudiada.

La distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas para el SNP rs175080 en
pacientes y controles se muestra en la tabla 1. Tanto el grupo de pacientes SCA2
(p=0,2481) como el grupo control (p=0,4187) estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg. No hubo diferencias significativas entre pacientes y controles en
cuanto a la distribucién de las variantes alélicas o genotipicas para el SNP
rs175080 (Tabla 1).

En el grupo de pacientes SCA2 se obtuvo una correlacién inversa y altamente
significativa entre el nUmero de repeticiones de CAG en alelos ATXN2 expandidos
y la edad de inicio de la enfermedad (r=-0,592; p<0,001). Sin embargo, no se
obtuvieron diferencias significativas para la edad de inicio de la enfermedad
atendiendo a los diferentes genotipos segin los modelos aditivo (F=0,396;
p=0,673), dominante (t=0,643; p=0,521) o recesivo (t=0,936; p=0,351). Estos
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resultados sugieren que el gen MLH3 no es de relevancia clinica en el contexto de
la SCA2.

Tabla 1. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas para el SNP rs175080 en el

gen MLH3 en pacientes y controles

Gen Polimorfismo Alelos/ Pacientes Controles p RP
Genotipos SCA2 (n=100) (IC 95%)
(n=301)
n % n %
MLH3 C2531T C 315 0,52 112 0,56 0,369 1,16
(rs175080) (0,84-1,60)
T 287 0,48 88 0,44
CC 77 25,58 29 29,00 1 (Ref.)
CT 161 53,49 54 54,00 0,686 1,12
(0,66-1,90)
TT 63 20,93 17 17,00 0,393 1,40
(0,70-2,77)
CT+TT 224 74,42 71 71,00 0,514 1,19
(0,72-1,97)
CC+CT 238 79,07 81 81,00 0,472 1,26
(0,70-2,28)

Los resultados obtenidos podrian estar limitados por la ocurrencia de
estratificacién poblacional con implicaciones para la distribucidn diferencial de las
variantes alélicas estudiadas en las familias de pacientes SCA2 incluidas en el

estudio.

CONCLUSIONES

El polimorfismo de un solo nucleétido rs175080 en el gen MLH3 no actia como
modificador de la edad de inicio en pacientes cubanos con Ataxia

Espinocerebelosa tipo 2.
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