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Todo es eterno y constante,
Todo es musica y razon,
Y todo como el diamante,

Antes que luz es carbén.

José Julidan Marti Pérez
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Sintesis

SINTESIS

Dada la gran variabilidad del fenotipo clinico en individuos con Ataxia Espinocerebelosa
tipo 2 (SCA2), se realiz6 un estudio transversal con el objetivo de caracterizar la relacion
existente entre factores genéticos vy fisiologicos, y el fenotipo clinico en familias cubanas
con esta enfermedad. Se partié de una muestra integrada por 1745 enfermos o con elevado
riesgo. Los estudios moleculares se realizaron por PCR, RFLP y electroforesis en geles de
agarosa y poliacrilamida. Se confirmé que el umbral patolégico para el gen sca2 en la
poblacion cubana afectada por la enfermedad es de 32 repeticiones de CAG. Se definieron
por primera vez rangos de alelos intermedios (25-31 CAGS), y de penetrancia incompleta
(32-36 CAGSs), y completa (>37 CAGs) para los alelos sca2. Se evidencié que el sexo y la
edad conceptiva del progenitor transmisor de la mutacion influyen sobre la inestabilidad
intergeneracional de alelos sca2 expandidos. Se demostrd que el nimero de repeticiones de
CAG en los alelos sca2 expandidos es el principal determinante del fenotipo clinico en la
SCA2 y que los alelos sca2, sca3 y drpla normales, y el polimorfismo mitocondrico
10398G, asi como el sexo y el tiempo de evolucion de la enfermedad, modifican la

expresividad variable del fenotipo clinico.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

Las Ataxias Cerebelosas Autosomico Dominantes forman un grupo heterogéneo de afecciones
neurodegenerativas. Se caracterizan por la pérdida neuronal progresiva a nivel del cerebelo,
nacleos del tallo cerebral y tractos espinocerebelosos. Sus principales manifestaciones clinicas
son la ataxia de la marcha, dismetria, disartria y adiadococinesia (1).

Se han identificado 28 formas moleculares diferentes de ataxias espinocerebelosas
(SCA1...SCAZ28, por sus siglas en inglés). Como grupo tienen una prevalencia mundial de 1-4
cada 10° habitantes, aunque puede ser mucho mayor en regiones especificas debido a un efecto
fundador (2). Tal es el caso de la SCA3 en las islas Azores de Portugal (3), y de la SCA2 en
Cuba (4).

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 alcanza la mas elevada tasa de prevalencia a nivel mundial en
la provincia Holguin: 40.18 cada 10° habitantes (5). La SCA2 es la segunda entre las SCA con
mayor prevalencia a nivel mundial, y es la mas frecuente en el centro y sur de Italia (6), en el
norte de Europa (7), en la India (8), y en Singapur (9), si bien en estas regiones alcanza tasas de
prevalencia mucho menores que en Holguin. Por ejemplo, en Singapur la SCA2 alcanza una
prevalencia de tan solo 1.08 cada 10° habitantes (9).

La mutacién causante de varias de estas ataxias (SCAL, 2, 3, 6, 7 y 17) consiste en la expansion
de una secuencia repetitiva de CAG, que es traducida para dar lugar a proteinas con dominios
poliglutaminicos expandidos o asociados con la patologia, que le confieren la ganancia de una
nueva funcién a la proteina patoldgica, y que son toxicas para poblaciones neuronales
especificas. Estas caracteristicas las agrupan, junto a la enfermedad de Huntington, la Atrofia
Muscular Espinobulbar, y la Atrofia Dentatorubral-Palidoluysiana, bajo la denominacion de
“enfermedades poliglutaminicas”. Para ninguna de estas enfermedades existe alguna terapia de

probada efectividad (10). En particular, el producto génico del gen sca2 expandido, la ataxina-2
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patoldgica, es preferentemente toxico para las neuronas de Purkinje de la corteza cerebelosa. La
funcién fisiologica de la ataxina-2 nativa estd vinculada al metabolismo de ARNs y a la
regulacién traduccional (11).

El fenotipo clinico de la SCA2 es muy variable y guarda un vinculo complejo con el genotipo.
La repeticién de CAG cuya expansion causa la SCA2, esta situada en el exon 1 del gen sca2, y
normalmente es polimérfica en un rango de repeticiones no asociadas con el fenotipo clinico de
la enfermedad (13-30 CAG) (12). Esta solo se manifiesta cuando el gen sobrepasa un umbral
critico de 32-33 repeticiones de CAG, y se ha sugerido que los alelos con 32 a 35 unidades de
CAG pueden mostrar una penetrancia incompleta (13). Adicionalmente, para varias
enfermedades poliglutaminicas se ha establecido un rango de alelos intermedios, con una mayor
tendencia a la expansion que lo normal, que pueden dar lugar a nuevas familias afectadas a
través de mutaciones de novo (14).

Al tratarse de enfermedades autosomico dominantes, se espera que cada descendiente directo de
un enfermo tenga un riesgo del 50% de heredar la mutacion. Sin embargo, en la enfermedad de
Huntington y la SCAS3, este riesgo disminuye con el avance de la edad (15, 16). Asi, por
ejemplo, cada descendiente directo de un individuo con la enfermedad de Huntington, tiene un
riesgo del 48% a los 30 afios de edad, del 43% a los 40 afios, y del 32% a los 50 afios de edad
(15). Para la SCA2 no existen estudios que exploren la relacion entre el riesgo de heredar la
mutacion y la edad del individuo en riesgo. La necesidad de resolver esta situacion problémica
cobra especial importancia en la poblacién cubana afectada por la SCA2, dado el gran nimero
registrado de individuos en riesgo de enfermar, y debido a que se espera que una estimacién mas
exacta del riesgo de heredar la mutacién contribuya a lograr un asesoramiento genético mas
efectivo.

Se ha comprobado que los alelos sca2 expandidos influyen sobre la edad de inicio de la
enfermedad, y que tienen una tendencia a sufrir nuevas expansiones durante su transmision

intergeneracional, lo que da explicacién a la presentacion clinica de la enfermedad cada vez méas
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tempranamente en sucesivas generaciones de las familias afectadas, fendmeno conocido como
“anticipacion genética” (17). La inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de
CAG del gen sca2 parece depender de la longitud de la secuencia repetitiva de CAG, y de
factores fisioldégicos como el sexo y la edad conceptiva del progenitor transmisor de la mutacion
(18). Por otra parte, la edad de inicio es muy variable incluso entre individuos con igual nimero
de repeticiones de CAG en sus alelos sca2 expandidos, lo que evidencia la expresividad variable
del fenotipo clinico en la SCA2. Estas observaciones sugieren la existencia de factores genéticos
adicionales al nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos que, en interaccion
con factores fisioldgicos y del ambiente externo, modifican el fenotipo clinico de la enfermedad.
Entre los factores genéticos adicionales propuestos como modificadores del fenotipo clinico se
encuentran el namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales, la doble dosis
genética, la existencia de patrones de metilacion diferenciales o de mutaciones puntuales en la
region promotora del gen sca2 que afecten los niveles de expresion del gen, otros polimorfismos
intragénicos de un solo nucledtido, y otros genes independientes al gen causante de la
enfermedad, denominados genes modificadores (19-21). Hasta la fecha se han identificado los
genes rail y sca6 como modificadores de la edad de inicio en la SCA2 (21, 22).

La identificacion de nuevos factores genéticos y 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 en el proceso patoldgico, y
para la identificacion de dianas farmacoldgicas y la proposicion de estrategias terapéuticas.

El presente trabajo parte de la siguiente Hipotesis:

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 es una enfermedad genética causada por la expansion de una
secuencia repetitiva de CAG que muestra gran variabilidad alélica asociada a la severidad clinica
de la enfermedad, y que alcanza en nuestro pais las mayores tasas de incidencia y prevalencia a
nivel mundial. Por tanto, se pueden definir rangos de referencia para la poblacion cubana

afectada por esta enfermedad, segin el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales
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y expandidos, asi como identificar nuevos factores genéticos y fisioldgicos con influencia sobre
el fenotipo clinico.
Con la finalidad de evaluar la validez de la hipdtesis se proponen los siguientes objetivos:
Objetivo general
e Caracterizar la relacién existente entre factores genéticos y fisioldgicos, y el fenotipo
clinico en familias cubanas con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.
Objetivos especificos
1- Definir rangos de referencia de acuerdo a la significacion clinica de los alelos del gen sca2
segun la longitud de su secuencia repetitiva de CAG.
2- Caracterizar la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG en alelos
sca2 expandidos.
3- Obtener estimados probabilisticos del riesgo de heredar la mutacion y de la edad de inicio
de la enfermedad.
4- Evaluar la influencia de factores genéticos y fisioldgicos sobre el fenotipo clinico.
Esta tesis para optar por el grado cientifico de Doctor en Ciencias Bioldgicas se estructur6 en
cinco capitulos: Introduccion, Revision Bibliogréafica, Materiales y Métodos, Resultados y
Discusion. Ademéas se presentan seis secciones: Sintesis, Conclusiones, Recomendaciones,
Referencias Bibliogréficas, Anexos y Autobibliografia.
La novedad cientifica de la presente investigacion consiste en que se definen, por primera vez
en el ambito internacional, rangos de penetrancia incompleta (32-36 repeticiones de CAG) y
completa (37-79 repeticiones de CAG), y de alelos intermedios (25-31 repeticiones de CAG)
para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2; la definicidn del rango de alelos intermedios implico la
extension del rango de repeticiones de CAG no relacionadas con el fenotipo clinico en el locus
sca2, que es susceptible de sufrir inestabilidad intergeneracional hasta alcanzar el umbral
patoldgico. Se encontrd la mayor variabilidad alélica y genotipica del mundo para la SCA2 y se
lograron identificar nuevos factores genéticos y fisioldgicos que influyen sobre la inestabilidad
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intergeneracional de alelos sca2 expandidos. También se lograron identificar por primera vez en
el ambito internacional, al nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2, sca3 y drpla
normales, y el polimorfismo mitocondrico 10398G como modificadores del fenotipo clinico.

El aporte tedrico del presente estudio es que profundiza en el conocimiento de las bases
genéticas de la SCA2, enriqueciendo la comprension de la penetrancia de los alelos sca2
expandidos, y de la inestabilidad intergeneracional de los alelos sca2 normales y expandidos. Se
profundiza en el conocimiento de la influencia de los componentes genéticos y del ambiente
interno de los individuos sobre el fenotipo clinico de la enfermedad y se identifican nuevos
determinantes del mismo.

El aporte practico de la presente investigacion consiste en que los resultados que se presentan
pueden ser utilizados para el asesoramiento genético que se ofrece a los individuos en riesgo,
involucrados en el Programa Nacional para el Diagnéstico Predictivo de la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2. Ademas, se brinda informacién acerca de la probabilidad de manifestar
la SCA2 a una edad determinada para un niamero de repeticiones de CAG especifico, que podria
ser empleada para mejorar el disefio de ensayos clinicos en busca de opciones terapéuticas.

Los resultados presentados y discutidos en esta tesis forman parte de un trabajo publicado en la

revista “Archive of Neurology”, de otros dos publicados en la revista “Clinical Genetics”, ambas

asentadas en el “Science Citation Index”, y de otro publicado en la Revista Cubana de Genética
Comunitaria. Estos resultados también se han expuesto en un total de 44 eventos cientificos (24
Internacionales, 6 Nacionales y 14 Provinciales), y han sido merecedores de 30 Premios y
Distinciones Cientifico-Técnicas.

La predefensa y defensa de esta tesis se realizaron ante el Consejo Cientifico de la Facultad de

Biologia de la Universidad de la Habana.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Las Ataxias Cerebelosas Autosémico Dominantes

Las Ataxias Cerebelosas Autosomico Dominantes (ADCA, del inglés: Autosomal Dominant

Cerebellar Ataxias) constituyen un grupo, clinica y genéticamente, heterogéneo de

enfermedades neurodegenerativas, caracterizadas por una ataxia progresiva, variablemente
asociada a otros signos neuroldgicos, y causadas por una degeneracion progresiva del cerebelo y
del tallo cerebral (1, 6). Se han identificado 28 formas moleculares diferentes de ataxias
espinocerebelosas (SCA1...SCA28, por sus siglas en inglés), que se clasifican en cuatro grupos
atendiendo a sus caracteristicas clinicas (23) (Anexo 1). Se estima que aln queda alrededor de
un 20-30% de las ataxias espinocerebelosas por identificar (2, 24).
Como grupo, las ADCA tienen una prevalencia mundial estimada de 1-4/100 000 habitantes,
aungue puede ser mucho mayor en regiones especificas debido a un efecto fundador (2). Tal es
el caso de la SCA3 en las islas Azores, Portugal (3), y de la SCA2 en Holguin, Cuba (4). La
mutacion genética causante de varias de estas ataxias consiste en la expansion de secuencias
repetitivas de CAG/CTG o de ATTCT/AGAAT que muestran inestabilidad intergeneracional y
somatica (25, 26). Por esta razon han sido agrupadas, junto a otras enfermedades con la misma
caracteristica, bajo la denominacién de enfermedades causadas por mutaciones dindmicas.
2.2 Enfermedades neurodegenerativas humanas causadas por mutaciones dindmicas
La inestabilidad en secuencias repetitivas de ADN no fue asociada a enfermedades hasta el
descubrimiento de que la atrofia muscular espinobulbar (SBMA) y el sindrome del Fragil-X eran
causados por expansiones de trinucledtidos repetidos en tandem (27, 28). La identificacion de
enfermedades adicionales ha conducido al reconocimiento de dos grupos:

1. Enfermedades causadas por expansiones en secuencias trinucleotidicas o

pentanucleotidicas repetitivas localizadas en regiones no codificadoras de genes noveles.
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Aqui se encuentran las expansiones de los trinucleétidos GGC y GCC en los sindromes del
cromosoma X-fragil (28, 29), la expansion del trinucle6tido CTG en la Distrofia Miotonica
(30) y en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 8 (SCA8) (31), la expansion del trinucleétido
GAA en la Ataxia de Friedreich (32), la expansion del pentanucleétido ATTCT en la
Ataxia Espinocerebelosa tipo 10 (SCA10) (33), y la expansion del trinucledtido CAG en
la Ataxia Espinocerebelosa tipo 12 (SCA12) (34).

2. Enfermedades causadas por repeticiones de CAG localizadas en la region codificadora de
sus respectivos genes, y que son traducidas para dar lugar a proteinas con dominios
poliglutaminicos expandidos (enfermedades poliglutaminicas).

2.3 Enfermedades poliglutaminicas humanas
Este grupo de dolencias incluye a la enfermedad de Huntington (HD, del inglés: Huntington’s
disease) (35), la Atrofia Muscular Espinobulbar (SBMA, del inglés: Spinal and Bulbar

Muscular Atrophy) (27), la Atrofia Dentatorubral-Péalidoluysiana (DRPLA, del inglés:

Dentatorubral pallidoluysian atrophy) (36), y a las Ataxias Espinocerebelosas (SCA) tipo 1

(37), tipo 2 (38-40), tipo 3 -0 enfermedad de Machado-Joseph (MJD, del inglés: Machado-
Joseph disease)- (41), tipo 6 (42), tipo 7 (43) y tipo 17 (44).

Estas enfermedades se caracterizan por la manifestacion de la sintomatologia clinica una vez que
la secuencia repetitiva de CAG se haya expandido por encima de cierto valor umbral. Cada una
sigue un patrén neuropatoldgico especifico a pesar de que las proteinas causales son expresadas
de modo ubicuo, muestran inclusiones citoplasmaticas o intranucleares como caracteristica
histopatolégica unificadora, y son eminentemente neuroldgicas. Adicionalmente, muestran
inestabilidad intergeneracional y somatica de la secuencia repetitiva de CAG con una tendencia a
la expansion, que se expresa clinicamente en forma de anticipacion genética. Dada la comunidad
de rasgos que caracterizan a las enfermedades poliglutaminicas, se presume que compartan

mecanismos patofisioldgicos similares (45, 46).
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2.3.1 Rangos de referencia segun la significacion clinica de alelos con diferente longitud de
su secuencia repetitiva de CAG

Para las enfermedades poliglutaminicas se han definido rangos de referencia de acuerdo al
namero de repeticiones de CAG en los genes causales (Anexo 2). En estas enfermedades la
manifestacién de la sintomatologia clinica ocurre una vez que la secuencia repetitiva de CAG se
haya expandido por encima de cierto valor. Este valor se conoce como “umbral patolégico” y se
emplea para definir los rangos normal y patoldgico para cada una de estas enfermedades. En la
mayoria de las enfermedades poliglutaminicas, el umbral patolégico se encuentra entre las 30 y
50 repeticiones de CAG, con la excepcion de la SCA6 que requiere un minimo de 21
repeticiones de CAG para producir la manifestacion de la enfermedad (47).

El rango de “alelos intermedios” -0 “alelos normales mutables”- es aquel a partir del cual surgen
nuevas mutaciones que superan el umbral patoldgico (mutaciones de novo), y estd conformado
por alelos de longitud mayor a la cominmente observada en la poblacion general pero méas cortos
que los observados en enfermos, y encontrados en personas clinicamente normales (48). Para la
enfermedad de Huntington, por ejemplo, el rango de alelos intermedios va de 27 a 35 unidades
repetitivas de CAG (49, 50). Entre los factores que tienen influencia sobre la probabilidad de que
alelos en este rango sufran expansiones durante su transmisién intergeneracional, se encuentra el
sexo del progenitor transmisor del alelo intermedio, la longitud de la secuencia repetitiva de
CAG, y el patron de interrupciones de CAA gue tenga en su secuencia repetitiva de CAG (49).
También se han definido rangos de “penetrancia incompleta” y “penetrancia completa” para
varias enfermedades poliglutaminicas. La penetrancia puede ser definida como la proporcion de
individuos con un genotipo especifico, que muestran el fenotipo esperado bajo un conjunto de
condiciones ambientales definidas, como puede ser el tiempo de vida normal expresado como
esperanza de vida, entendida como el nimero medio de afios de vida que viviria una persona si se
mantuvieran las tasas de mortalidad por edades de ese momento (48). Para la enfermedad de

Huntington, por ejemplo, los alelos con 36 a 39 repeticiones de CAG tienen penetrancia
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incompleta, mientras que aquellos con alelos con 40 o més repeticiones de CAG muestran una
penetrancia completa (51).

2.3.2 Inestabilidad intergeneracional de alelos expandidos y anticipacién genética en
enfermedades poliglutaminicas

La anticipacion genética es un fendmeno caracteristico de las enfermedades poliglutaminicas, y
se debe a la confluencia de la relacién inversa entre la edad de inicio y el nimero de repeticiones
de CAG en alelos expandidos, y la tendencia de estos Gltimos a sufrir nuevas expansiones
durante su transmisién intergeneracional (52, 53). Entre los factores sefialados como influyentes
sobre la inestabilidad intergeneracional de alelos expandidos, el sexo del progenitor transmisor
de la mutacion y el nimero de repeticiones de CAG en los alelos expandidos transmitidos son
los més significativos (54).

La inestabilidad esta conectada intrinsecamente con la longitud de la secuencia repetitiva; solo
secuencias por encima de cierto umbral de estabilidad (~34 repeticiones de CAG) se vuelven
inestables (52). No obstante, las evidencias obtenidas a partir de estudios en humanos resultan
contradictorias. En individuos con SCAS3 se ha revelado que durante las transmisiones paternas
fueron los alelos expandidos més pequefios los mas inestables (55). Para la SCAL y la Atrofia
Muscular Espinobulbar no se ha encontrado asociacion significativa entre la longitud de la
secuencia repetitiva de CAG y su inestabilidad intergeneracional (52). Para la enfermedad de
Huntington, estudios recientes han demostrado que secuencias repetitivas mas largas son mas
inestables en su transmision intergeneracional (56-58).

Adicionalmente, se ha planteado que la edad conceptiva del progenitor transmisor de la
mutacion, el sexo del descendiente, y factores genéticos cis- y trans-actuantes adicionales al
namero de repeticiones de CAG del progenitor transmisor de la mutacion, estan involucrados en
la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG en alelos expandidos (56).
También se ha demostrado la influencia del producto de los genes Msh2, Msh3 y Pms2,

involucrados en rutas de reparacion de ADN, y de factores tales como la pureza del segmento
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repetitivo, secuencias flanqueantes, nucleosomas, y la metilacion de islotes de CpG, sobre la
inestabilidad de secuencias repetitivas de CAG, y se han identificado modificadores quimicos de
la dinamica de la inestabilidad de estas secuencias, lo que tiene potencialidades terapéuticas (53, 59).
2.3.3 Mecanismos patofisioldgicos asociados a las enfermedades poliglutaminicas

2.3.3.1 ¢ Ganancia o pérdida de funcion?

Las enfermedades asociadas a proteinas mutantes pueden reflejar una pérdida de la funcién
normal, la ganancia de una nueva funcion téxica, o ambas. Varias evidencias sugieren que la
expansion de secuencias proteicas poliglutaminicas implica una ganancia de funcion que resulta
deletérea para subpoblaciones neuronales especificas. Asi, la presencia de una secuencia
poliglutaminica expandida parece suficiente para provocar neurodegeneracion, si bien es el
contexto proteico del dominio poliglutaminico el que determina la selectividad de la pérdida
neuronal caracteristica de cada enfermedad (60, 61). También se ha revelado que modelos
transgénicos que expresan ataxina-1 o ataxina-2 expandidas manifiestan signos de degeneracion
muy similares a lo observado en humanos (62-64). Sin embargo, modelos “knock-out” que
carecen de ataxina-1 o ataxina-2 nativas, son viables y no desarrollan ataxia (11, 62, 65). No
obstante, al menos para la huntingtina y la atrofina-1 se ha demostrado que la expansion de la
secuencia poliglutaminica también implica una pérdida de funcién (66, 67).

El que mondmeros de las proteinas poliglutaminicas nativas sean secuestrados en los agregados
formados por proteinas con dominio poliglutaminico expandido en varias de estas enfermedades,
ha sugerido que las proteinas mutantes también acttan a través de un efecto negativo dominante
al interferir con la funcion de las proteinas nativas. Este efecto podria dar lugar a las
caracteristicas especificas de cada enfermedad (46, 68).

2.3.3.2 ¢ Cual es la funcidn toxica asociada a las proteinas poliglutaminicas expandidas?

Se han propuesto varios mecanismos patogénicos para las enfermedades poliglutaminicas, entre
los que se encuentran: estrés oxidativo y trastornos del metabolismo energético (69-71),

excitotoxicidad y neurotransmision (72), activacion de caspasas y apoptosis (71, 73),
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desregulacion transcripcional (74), disminucion de factores neurotréficos (75, 76), inhibicién del
transporte axonal rapido (77, 78), y el plegamiento inapropiado y agregacion de las proteinas
mutadas (61, 79, 80).

Quizas el mecanismo patogénico mas aceptado sea el del plegamiento inapropiado y agregacion
de las proteinas mutadas (81). En efecto, existe una notable correlacion entre el umbral necesario
para la ocurrencia de agregacion in vitro, y el necesario para la manifestacion de la enfermedad
en el ser humano. Esto indica que las secuencias con mas de 36-40 glutaminas adquieren una
tendencia cualitativamente nueva a la agregacion (82). Ademas, en individuos que expresan
ataxina-1 expandida cuyo dominio poliglutaminico esta interrumpido por histidinas, se ha
observado una tendencia menor a la formacién de agregados proteicos y ausencia de la
enfermedad (83).

No obstante, varios estudios indican que la agregacién no es necesaria ni suficiente para
provocar disfuncion neuronal, y sugieren que los agregados representan un esfuerzo de la célula
por cercar la toxicidad (82). En este sentido, estudios realizados en individuos con SCAL o
SCAS3, demuestran una mayor preservacion del tamafio y forma del nlcleo en neuronas pontinas
con inclusiones intranucleares visibles, que en aquellas sin inclusiones intranucleares (84). A
pesar de lo controvertido del rol fisiolégico de las grandes inclusiones poliglutaminicas, en la
mayoria de los estudios realizados la reduccion de la agregacion alivia la neurotoxicidad (61).
Adicionalmente, se ha sugerido que la desregulacién transcripcional podria ser un proceso
patogénico primario en las enfermedades poliglutaminicas (85). Los agregados poliglutaminicos
interact(ian con varios factores transcripcionales e interfieren en su normal funcionamiento (86).
Se ha demostrado que la actividad histona acetil-transferasa de varios factores transcripcionales
esta disminuida en modelos animales de enfermedades poliglutaminicas (87).
Sorprendentemente, en modelos celulares y animales de enfermedades poliglutaminicas han sido
identificadas varias especies de ARN que actian como moduladores de la toxicidad de proteinas

poliglutaminicas mutadas (88). Entre estas se encuentran el ARN que codifica para la ataxina-3
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mutada (89), asi como varios ARNs no codificantes entre los que se hallan el ARN hsro-n (90,
91), y varios micro-ARN (92, 93). Estos hallazgos afiaden un nuevo nivel de complejidad al
proceso patoldgico en las enfermedades poliglutaminicas.

2.3.4 Alternativas terapéuticas para el tratamiento de enfermedades poliglutaminicas

La identificacion de mecanismos patogénicos ha generado pautas para la proposicion de
alternativas terapéuticas en enfermedades poliglutaminicas. Varios estudios han tratado de
prevenir la excitotoxicidad utilizando antagonistas del receptor de N-metil-aspartato (NMDA)
como la amantadina (94-96), la ketamina o el baclofeno (97), o el riluzol como inhibidor de la
liberacién de glutamato (98), con escasos beneficios clinicos.

En modelos animales y en humanos con la enfermedad de Huntington, la administracion de
agentes farmacoldgicos con actividad antioxidante, como el &cido ascorbico, &cido a-lipoico,
creatina o la coenzima Q10 con remacemida, ha logrado atenuar varios aspectos del fenotipo
clinico (99-103).

En modelos animales para la enfermedad de Huntington, el tratamiento con inhibidores de
histona deacetilasas ha aliviado el fenotipo de la enfermedad, con un incremento en la
supervivencia y en el desempefio motor asociado a un incremento en la acetilacion de las
histonas (104-106).

El uso de inhibidores de caspasas como el zVAD-fmk (107) o la minociclina (108, 109), demord
la progresion de la enfermedad en un modelo transgénico para la enfermedad de Huntington y en
humanos. El tratamiento de ratones transgénicos para la enfermedad de Huntington con &cido
tauroursodeoxicélico -acido biliar con actividad anti-apoptética-, redujo la atrofia estriatal y la
apoptosis (110).

Se han identificado varias sustancias con efectos terapéuticos, que actian como inhibidores de la
agregacion de proteinas poliglutaminicas. Entre estos se encuentran la geldanamicina (111), la
cistamina (112), la cisteamina (113), el Rojo Congo (114), varios derivados del benzotiazol
(115), la trealosa (116), el fosfosal, levonordefrin y el nadolol (117). Se ha demostrado en varios
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modelos de enfermedades poliglutaminicas, que la sub-expresion del ARN no codificante hsro-n
tiene un efecto terapéutico ligado a una sustancial reduccion en la agregacion de las proteinas
poliglutaminicas expandidas (91).

La estimulacidon de chaperonas moleculares y del sistema ubiquitin-proteasoma (118), el uso de
estrategias de ARN interferente (119), de reemplazamiento celular a través del uso de células
madre (120), o de intracuerpos (121), han mostrado resultados promisorios para el tratamiento de
estas enfermedades.

2.4 La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una Ataxia Cerebelosa Autosémico Dominante
perteneciente al grupo | de la clasificacion de Anita Harding (23), causada por la expansion de
una secuencia repetitiva de CAG en la regién codificadora del gen sca2. Este gen es traducido
para dar lugar a una proteina poliglutaminica, la ataxina-2.

2.4.1 Epidemiologia

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 (25). Es muy usual en el centro y sur de
Italia (6, 122, 123), en el norte de Europa (7), en la India (8, 124), en Singapur (9), y en México
(125). No obstante, las méas elevadas tasas de incidencia y prevalencia de la enfermedad a nivel
mundial han sido encontradas 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 (4, 5); se
presume que esta situacion se deba a la ocurrencia de un “efecto fundador” (126, 127). El
municipio con mayor tasa de prevalencia es Baguanos (141.66 cada 10° habitantes), mientras
que el municipio Cacocum tiene la mayor tasa de incidencia de la enfermedad (18,02 cada 10°
habitantes); este ultimo también alcanza la mas elevada tasa de prevalencia para descendientes

en riesgo de enfermar (353,66 cada 10° habitantes). La edad de inicio de la enfermedad
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disminuye de generacion en generacion como consecuencia del fenémeno de anticipacion
genética (128).

2.4.2 Hallazgos clinicos

La SCA2 tiene un fenotipo clinico muy variable. Los primeros estudios mostraron que la SCA2
es una afeccion neurodegenerativa caracterizada por ataxia de la marcha acompafiada de
contracturas musculares dolorosas en miembros inferiores, temblor postural o cinético,
disminucién del tono muscular y de los reflejos tendinosos, y movimientos oculares anormales
con enlentecimiento de los sacadicos que pueden progresar hasta una oftalmoplejia nuclear
(126). En algunas familias se ha encontrado una elevada incidencia de signos extrapiramidales,
demencia, distonia y corea (17, 129), asi como asociacion con un fenotipo consistente con un
parkisonismo tipico con respuesta a la dopamina (130-132).

La edad de inicio de la enfermedad varia entre los 2 a los 65 afios de edad, ocurriendo la muerte
entre los 12 y los 25 afios después de la manifestacion de los primeros sintomas (126).
Frecuentemente ocurre pérdida de la memoria verbal, trastornos de la atencion y deterioro
moderado de la percepcion olfativa (133-137). Puede ocurrir distonia cervical con elevada
frecuencia (138), y es muy rara la ocurrencia de esquizofrenia, polifagia y obesidad (137, 139).
Estas observaciones evidencia la gran variabilidad del fenotipo clinico en la SCA2.

En la actualidad se dispone de dos escalas para la cuantificacion del déficit motor en las ataxias:
la Escala Cooperativa Internacional para la Evaluacion de la Ataxia (ICARS) (140), y la Escala
para la Evaluacién y Gradacion de la Ataxia (SARA, por sus siglas en inglés) (141). La ICARS
tiene muy buena confiabilidad (142), y se ha demostrado su utilidad para la evaluacion y
monitoreo de la funcién motora cerebelosa (143). Por su parte, la SARA es de mas facil
aplicacion que la ICARS, pero excluye la evaluacidn de trastornos 6culo-motores (144).

2.4.3 Hallazgos neurofisiolégicos

Las principales alteraciones neurofisiologicas en la SCA2 consisten en la disminucion de la

amplitud de los potenciales sensitivos, alteraciones en la morfologia y la replicabilidad de los
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potenciales evocados somato-sensoriales (PESS), y la disminucion de la velocidad sacadica
maxima (145-148). También existe disminucién en la amplitud del componente P100 en los
potenciales visuales evocados, y alteraciones en la excitabilidad de la corteza motora (149).

Se han reportado diversos trastornos del suefio REM en individuos con SCA2, asociados a la
degeneracion nigroestriatal, talamica y del locus ceruleus (150). Durante el suefio pueden
manifestarse trastornos motores -movimientos periddicos de las extremidades- que han sugerido
la presencia de una disfuncion de las vias dopaminérgicas (151).

Se han reportado alteraciones disautondémicas, predominando trastornos vasomotores y de la
regulacion del apetito y peso corporal, asi como la existencia de un estado de hiperactividad
simpatica progresiva (152-154).

2.4.4 Anatomia patoldgica

Existe una pérdida marcada de las células de Purkinje en la corteza del paleo y neocerebelo,
disminucién de las neuronas de la oliva inferior en el tallo cerebral, asi como desmielinizacién
severa de los cordones posteriores de la médula espinal, disminucién moderada de las neuronas
sensitivas, desmielinizacién de las fibras intraganglionares a nivel de los ganglios dorsales, y una
severa afectacion de nucleos talamicos (155-158). La progresién neuropatoldgica presenta un
patron degenerativo disperso, que incluye tempranamente la pérdida de neuronas en la sustancia
nigra, el estriado, el palido, e incluso en la neocorteza en etapas mas avanzadas. EIl ndcleo
dentado no resulta afectado, lo que unido al deterioro de los nlcleos pontino y de la oliva, de la
sustancia nigra y del estriado, parecen ser criterios diagnosticos de importancia para la SCA2
(157). También ha sido reportada la presencia de atrofia de la sustancia blanca del cerebelo y del
tallo cerebral asociada a la severidad clinica de la enfermedad (159).

2.4.5 Genética clasica y molecular

La SCA2 sigue un patron de herencia autosomico dominante al que se suma la anticipacion
genética como patrdn de herencia no mendeliano (39, 126). Es causada por la expansién de una

secuencia repetitiva de CAG en el locus sca2 (12g24.1) (38-40, 160).
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La region codificadora del gen sca2 consiste de 4 500 pb, y estd dividida en 25 exones que
ocupan aproximadamente 130 kb de ADN gendmico (161). EI promotor fisiologico del gen esta
incluido dentro de un islote de CpG tipico, que se extiende desde parte de las regiones 5" UTR
del gen, hasta parte de las secuencias del exdn 1. Esta caracteristica es tipica de promotores que
promueven una expresion ubicua de los genes (162).

2.4.5.1 Rangos de referencia segun la significacion clinica de alelos con diferente longitud
de su secuencia repetitiva de CAG

Para la SCA2 se ha definido como umbral patoldgico a los alelos con 32 repeticiones de CAG
(12). Tanto los alelos normales como los expandidos son polimérficos para el niamero de
repeticiones de CAG en diferentes poblaciones humanas, variando entre 13-31 unidades de CAG
los primeros, y entre 32-79 unidades de CAG los mutados o expandidos, aunque han sido
reportados casos extremos con 200 a 500 unidades de CAG (163-165).

Los alelos normales tienden a transmitirse de manera estable de generacion en generacion, si
bien la probabilidad de sufrir una expansion durante la transmision intergeneracional aumenta
para los llamados “alelos normales largos” con mas de 24 repeticiones de CAG (166).
Generalmente, los alelos normales tienen de 1 a 3 interrupciones de CAA en diferentes
configuraciones, de las cuales la méas frecuente tiene la secuencia: (CAG)s CAA (CAG), CAA
(CAG)s (39). La pérdida de estas interrupciones se ha asociado a una mayor inestabilidad
intergeneracional en los alelos normales largos (166); no obstante, ain no se ha definido un
rango de alelos intermedios para la SCA2.

Los alelos con 32 a 35 repeticiones de CAG parecen tener baja penetrancia (12, 13, 17, 129,
167); sin embargo, no se ha realizado estudio sistematico alguno que asi lo demuestre.

2.4.5.2 Inestabilidad intergeneracional de alelos expandidos y anticipacion genética

Los alelos sca?2 expandidos usualmente no tienen interrupciones de CAA (39, 168). Sin
embargo, se han identificado alelos mutados en el rango de 32-35 repeticiones con

interrupciones de CAA asociados a la enfermedad de Parkinson (PD, por sus siglas en inglés), y
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a la variante parkinsoniana de la atrofia multisistémica (MSA-P, por sus siglas en inglés), lo que
demuestra que mutaciones en el gen sca2 representan causas genéticas de la PD y la MSA-P
(132, 169).

Los alelos sca?2 expandidos muestran una inestabilidad intergeneracional de ~80%, con la
ocurrencia de expansiones mayores de 10 CAG en el 25% de los casos (38); también se ha
reportado la ocurrencia de una inestabilidad somatica (170). La inestabilidad intergeneracional
se encuentra asociada a una prominente anticipacion genética que puede variar entre los dos y 29
afios (5, 12). Existe una mayor inestabilidad intergeneracional en transmisiones paternas en
comparacién con transmisiones maternas, y se han identificado el patron de interrupciones de
CAA vy el contenido de GC en secuencias flanqueantes como factores que influyen sobre la
inestabilidad de la secuencia repetitiva de CAG (171, 172).

En familias indias con SCA2 se ha encontrado asociacion entre la inestabilidad intergeneracional
de la secuencia repetitiva de CAG y el orden de nacimiento de los descendientes, indicando un
importante rol para la edad parental en la inestabilidad (18). Estos fenémenos no han sido
suficientemente caracterizados en la poblacion cubana con SCA2.

2.4.5.3 La ataxina-2. Patrén de expresién y funcion fisioldgica

La ataxina-2 es una proteina de 1 312 amino&cidos, con un dominio acidico dentro del que se
encuentran dos motivos vinculados al empalme de ARN (Sm1 y Sm2), un sitio hipotético de
reconocimiento por la caspasa-3, una sefial de distribucion mediada por clatrina, y una sefial de
exportacion al Reticulo Endoplasmatico (173). Ademas de la forma completa, se han
caracterizado tres isoformas de la ataxina-2 humana (173). Es una proteina citoplasmatica que
puede asociarse al complejo de Golgi y al reticulo endoplasmatico rugoso (174, 175).

La ataxina-2 humana muestra una expresion ubicua (39), aunque es expresada por menos del
60% de las neuronas de Purkinje del cerebelo, con una distribucion dispersa y desigual (176).
Los mayores niveles de ataxina-2 se han detectado en el epéndimo y plexo coroideo, seguido por
las células de Purkinje cerebelosas, neuronas grandes de la sustancia nigra y el nacleo troclear,
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neuronas del hipocampo, pirdmides corticales, nicleo de la oliva, globo pélido y amigdala. El
nivel de ataxina-2 en las células de Purkinje aumenta con la edad, y es mayor en enfermos con
SCA2 en comparacion con individuos normales (177). También en el raton y en la Drosophila
melanogaster el gen es expresado en la mayoria de los tejidos durante la embriogénesis
temprana; se ha comprobado que promueve la proliferacion de células germinales y la
produccién de ovocitos en el Caenorhabditis elegans (178), y que su ausencia provoca letalidad
embrionaria (179).

Varias evidencias sugieren que la ataxina-2 participa en rutas celulares ligadas al procesamiento
de ARN y a la regulacion traduccional (180-184). Por otra parte, la ataxina-2 de la D.
melanogaster es un regulador de la formacion de filamentos de actina, lo que ha sugerido que la
desregulacion del citoesqueleto de actina resultante de la actividad alterada de la ataxina-2,
pueda ser la causante de la neurodegeneracion en la SCA2 (185). También se ha demostrado que
la parkina rescata las células de la citotoxicidad inducida por la ataxina-2, regulando los niveles
de expresion estacionarios intracelulares de ataxina-2 nativa y mutante (186). Ademds, se ha
sugerido que la ataxina-2 estd involucrada en procesos de endocitosis y de sefializacion
intracelular (11, 187).

2.4.6 Correlaciones genotipo-fenotipo

El nGmero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos es el factor genético con mayor
influencia sobre el fenotipo clinico de la enfermedad. Existe una clara correlacion entre la edad
de inicio de la enfermedad y el nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos,
que explica entre el 47 y 80% de la variabilidad de la edad de inicio (21, 188, 189). Sin embargo,
la edad de inicio varia ampliamente incluso entre individuos con igual nimero de repeticiones de
CAG. La edad de inicio varia mas ampliamente en individuos con menos de 40 repeticiones de
CAG, mientras que los alelos con méas de 45 unidades de CAG se han asociado con el debut de

la enfermedad antes de los 20 afios de edad (17, 39, 190).
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Este factor genético también influye sobre la presencia de distonia y mioquimia, sobre la
disminucion de la velocidad sacadica ocular (17, 147), y sobre la puntuacion total de ataxia (191,
192). No se ha encontrado asociacion entre el namero de repeticiones de CAG en alelos sca2
expandidos y el estatus cognitivo (135, 136, 193).

Ademas del nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos, se ha propuesto la
existencia de otros factores genéticos o ambientales que pudieran actuar como modificadores del
fenotipo clinico. Entre los factores genéticos candidatos a modificadores del fenotipo se
encuentran el nimero de repeticiones de CAG en los alelos normales, la dosis genética,
polimorfismos de un solo nucleétido intragénicos, la existencia de un patron de metilacion
diferencial, y otros genes no alélicos (20, 21, 194).

El rol de los alelos sca2 normales sobre la edad de inicio no ha sido estudiado en la poblacion
cubana de individuos con SCA2. En otras poblaciones no se ha podido demostrar algtn efecto
significativo, probablemente debido al uso de muestras muy pequefias o heterogéneas desde el
punto de vista étnico, o a la escasa variabilidad de estos alelos en las muestras estudiadas (17,
195, 196).

A pesar de que inicialmente se sugirié que la homocigosidad para alelos sca2 expandidos no
influye sobre la edad de inicio (40), recientemente fue demostrado que la dosis genética influye
sobre la edad de inicio y progresion de la SCA2 (197-199). Los reportes existentes acerca del
efecto de la homocigocidad sobre el fenotipo clinico en otras enfermedades poliglutaminicas son
contradictorios, si bien la mayoria de las evidencias disponibles apoyan la concepcién de un
efecto de dosis operando en este grupo de enfermedades (200).

2.4.6.1 Genes modificadores de la edad de inicio

Los genes modificadores pueden ser definidos como una categoria especifica de interaccion
génica, en la que dichos genes aceleran o debilitan la expresion fenotipica de otros genes, a
través de formas transitorias de interaccion. Pueden o no tener una manifestacion propia, pero

varian indefectiblemente el efecto de otros genes no alélicos (201).
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A pesar de que existen estudios orientados a la identificacion de genes modificadores de la edad
de inicio en enfermedades poliglutaminicas, pocas investigaciones se han realizado con este
proposito en la SCA2. La identificacion de genes modificadores a partir del estudio de
poblaciones humanas se ha realizado siguiendo la estrategia de pesquisa global del genoma o la
de genes candidatos (202). Esta Gltima estrategia parte del conocimiento de la biologia molecular
de la enfermedad, y de aquellos eventos involucrados de modo especifico en los procesos
patoldgicos subyacentes (202).

Varios genes se han identificado como modificadores de la edad de inicio en enfermedades
poliglutaminicas (203). Sin embargo, pocos de estos resultados se han replicado en diferentes
poblaciones, probablemente debido a diferencias inter-poblacionales en las frecuencias alélicas
de los polimorfismos analizados (204).

La capacidad de las secuencias poliglutaminicas para interactuar entre si, convierte a las
proteinas poliglutaminicas en excelentes candidatos para ser reclutadas en agregados proteicos
nucleares, peri-nucleares o citoplasmaticos. Se ha demostrado que la ataxina-3 puede interactuar
con la ataxina-1 y con la ataxina-17 en agregados nucleares (205), y que una proteina
poliglutaminica expandida puede reclutar a su contraparte normal en agregados nucleares (206,
207). También se ha comprobado la presencia de ataxina-3 y de ataxina-17 nativas en agregados
formados por la ataxina-2 expandida (208). Estas observaciones convierten a los genes con
secuencias repetitivas de CAG polimdrficas en fuertes candidatos a modificadores del fenotipo
clinico en la SCA2.

Sobre la base de estas concepciones, se ha identificado al gen sca2 como modificador de la
severidad de las fasciculaciones en individuos con SCA3 (209), y a los genes rail y scaé como
modificadores de la edad de inicio de la SCA2 (19, 21, 22). El gen rail codifica para una
proteina que actla como regulador transcripcional (210), mientras que el gen sca6 codifica para
la subunidad 1o de un canal de calcio (211). No se ha explorado la influencia potencial de estos
polimorfismos sobre otros marcadores del fenotipo clinico.
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La disfuncion de las mitocondrias es importante en la patogénesis de la SCA2 y de otras
enfermedades neurodegenerativas (212, 213), por lo que variantes polimérficas del ADN
mitocondrico podrian influir sobre el fenotipo clinico en estas enfermedades. En particular, la
variante 10398G del complejo I mitocondrico se ha asociado a una disminucion del riesgo de
padecer de enfermedad de Parkinson (214). Dicha asociacion también fue observada en casos
espafoles (215), pero no fue replicada en una poblacion italiana (216), ni en otra de los EE.UU
después de controlar el origen étnico de los casos estudiados (217).

2.4.7 Mecanismos patofisiologicos asociados a la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

Se han observado inclusiones intranucleares en tejido encefalico de enfermos con SCA2, pero
solo en un 1-2% de las neuronas de regiones cerebrales dafiadas exceptuando el cerebelo, lo que
sugiere discrepancia entre la formacién de inclusiones nucleares y la degeneracion en la SCA2
(218). No obstante, se han encontrado microagregados citoplasmaticos de ataxina-2 ampliamente
distribuidos en neuronas del sistema nervioso central (63, 208, 219). También se ha sugerido que
la ataxina-2 esta relacionada con la sensibilidad a estimulos apopt6ticos, y que esta funcién
podria perderse con la expansion patologica de su dominio poliglutaminico (185, 220-222).
Existen evidencias de la ocurrencia de estrés oxidativo en pacientes con SCA2 (212), y de
disminucion de los niveles séricos de cinc, hierro y cobre (223). Ademas, hay una elevada
prevalencia de anticuerpos antigliadina asociada a la SCA2, si bien parece no tener gran
significacion clinica (224).

2.4.8 Alternativas terapéuticas para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

El diagnostico molecular, presintomatico y prenatal de la SCA2, es técnicamente sencillo. Ha
sido ampliamente utilizado para el asesoramiento de individuos enfermos o en riesgo interesados
en conocer su estatus genético, y es seguro desde el punto de vista del impacto psicolégico que
produce en el individuo diagnosticado (225).

La terapéutica de la SCA2 es esencialmente sintomatica. La presencia de rigidez/bradiquinecia

puede ser aliviada con levodopa y la estimulacién encefalica profunda es til para el tratamiento
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del temblor postural (226). Las contracturas musculares son eficazmente tratadas con magnesio
(12).

La identificacidén de bajos niveles séricos de cinc y de estrés oxidativo en pacientes cubanos con
SCAZ2, ha conducido al desarrollo de ensayos clinicos aun en curso, con el empleo de sulfato de

cinc y Vimang®, con el propdésito de evaluar sus potencialidades terapéuticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio metodoldgico

Se realiz6 un estudio transversal correlacional. Este tipo de disefio permite establecer
relaciones estadisticas entre dos 0 méas variables o caracteristicas de los fendmenos en estudio
en un momento determinado y tiene un valor explicativo parcial.

3.2 Poblacién fuente

Desde 1990, en el Centro para la Investigacion y Rehabilitacion de las Ataxias Hereditarias
(CIRAH), en Holguin, se ha archivado informacion clinica, genealdgica y molecular
correspondiente a 11525 individuos, de los cuales el 49.7% son hombres y el 50.3% son
mujeres, pertenecientes a 109 familias holguineras con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. La
mayoria de las familias son numerosas: 15 (13.8%) comprenden entre 200 y 650 individuos, y
otras 14 (12.8%) familias comprenden entre 100 y 199 personas.

De los individuos registrados, 1 683 han manifestado la enfermedad, han fallecido 1 356 -996
producto a la enfermedad-, y ~7 000 son asintomaticos en riesgo de enfermar (parientes en
primer o segundo grado de individuos enfermos). Se han colectado muestras de ADN
pertenecientes a 2 305 individuos, incluyendo a 616 individuos enfermos, 1 623
descendientes en riesgo, y 66 esposos (as) no relacionados. Estas muestras de ADN fueron
colectadas activamente como parte del Programa Nacional para el Diagnéstico Predictivo de
la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 en el CIRAH vy en el curso del pesquisaje nacional de
descendientes en riesgo para la SCA2 llevado a cabo entre los afios 2002 y 2004.

3.3 Variacién del numero de repeticiones de CAG y umbral patoldgico del gen sca2

3.3.1 Sujetos estudiados

Se seleccion6 una muestra integrada por 1745 individuos enfermos o con elevado riesgo para

la SCA2 pertenecientes a 109 familias cubanas con esta enfermedad. De estos, 534 son
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individuos enfermos (30.60% del total) -99 fallecidos debido a la SCA2-, y 1211 (69.40% del
total) son descendientes directos de los enfermos. En el grupo de individuos enfermos, la
edad varid entre seis y 80 afios, y hubo 285 hombres (53.37%). Entre los descendientes
directos de los enfermos, la edad vario entre tres y 80 afios, y hubo 515 hombres (45.53%).
3.3.2 Técnicas y procedimientos empleados

3.3.2.1 Estudio genealdgico

Fueron construidos o actualizados los arboles genealdgicos correspondientes a cada una de
las familias identificadas a partir del diagndstico clinico o molecular de SCA2 en los casos
indice. Fue obtenida informacion relativa a las relaciones de parentesco y estatus clinico a
través de una entrevista realizada a los casos indice y familiares cercanos. Los arboles
genealdgicos resultantes fueron digitalizados con el uso del software Cyrillic 3.0 (Cyrillic
Software, Reino Unido).

3.3.2.2 Diagnéstico clinico de Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

Cada individuo fue interrogado en busca de sintomas de compromiso del Sistema Nervioso
Central o periférico, y posteriormente se le realiz6 un examen neuroldgico completo segun la
metodologia establecida por la Clinica Mayo (227). El diagndstico clinico de SCA2 se basd
en la presencia de ataxia cerebelosa, disartria, dismetria, disdiadococinesia, disfagia y
enlentecimiento de los movimientos oculares sacadicos.

3.3.2.3 Obtencién y conservacion de muestras de sangre

Se obtuvieron 20 mL de sangre venosa periférica de cada individuo siguiendo procedimientos
estandarizados y las normas de bioseguridad establecidas. La sangre se depositd en tubos
conicos de 50 mL, junto con 200 pL de acido etilendiamino tetra-acético como
anticoagulante. Las muestras se conservaron en frio a 8 °C hasta el momento de la extraccion

de ADN.
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3.3.2.4 Extraccién de ADN gendmico

Se obtuvo ADN gendmico de leucocitos de sangre periférica, a través de procedimientos
estandarizados (228). El ultimo paso de centrifugacion produjo dos fases separadas por un
interfase; la fase superior correspondi6 al ADN gendémico. Este ADN fue entonces
precipitado con etanol absoluto glacial, y luego lavado tres veces con etanol al 70%. El etanol
fue eliminado y el ADN fue secado en una estufa durante una hora a 55°C. Una vez seco, el
ADN fue disuelto con una solucion de tris-EDTA (buffer TE).

3.3.2.5 Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

La cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN fue realizada mediante

espectrofotometria, en un espectrofotometro BioMate (ThermoSpectronic, EE.UU). Para

determinar la concentracion se obtuvo la absorbancia de la muestra a 260nm, y para
determinar la pureza se utiliz6 la proporcion de las absorbancias obtenidas a 260 nm y 280
nm (260 nm/280 nm). Se consider6 como ADN con un buen nivel de pureza, cuando dicho
valor estuvo entre 1.5y 2.0 segun lo previamente reportado (228).

3.3.2.6 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés: polymerase chain reaction)

Se realizaron PCRs para amplificar los fragmentos de ADN contentivos de la secuencia
repetitiva de CAG en el gen sca2, siguiendo un protocolo estandarizado (38). Se utilizo el kit

“PureTaq Ready-to-go” (Amersham Biosciences, Suecia) o, alternativamente, una mezcla de

reaccion contentiva de 150 uM de cada dNTP, 2 mM de MgCl,, 0.5 uM de cada cebador, 1U
de Ampli Taqg ADN polimerasa (Roche, EE.UU), 100-200 ng de ADN gendmico, y agua

miliQ para un volumen final de 20 pL. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un

termociclador MasterCycler Gradient (Eppendorf, EE.UU).

3.3.2.7 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis de ADN en geles de agarosa permitio evaluar la calidad de la PCR, asi como
realizar una evaluacion semi-cuantitativa de la longitud de la secuencia repetitiva de CAG en
el gen sca2. Se tomo una alicuota (8 pL) de cada producto de la PCR y se mezcl6 con 2 uL de
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una solucion de bromo-fenol azul. Estas mezclas se depositaron en pocillos independientes de
un gel de agarosa al 2% tefiido con 1.7 pL de una solucidén de bromuro de etidio e inmerso en
una solucion de tris-borato-EDTA (TBE) al 0.5x empleada como buffer de corrida, todo
contenido en una cubeta para electroforesis. Se aplicd una corriente de 100 V y 36 mA
durante 40 minutos. Los fragmentos de ADN fueron detectados a través de la iluminacion de
los geles con luz ultravioleta en un Transiluminador 4000 (Stratagene, EE.UU). La imagen
revelada por el transiluminador fue captada y procesada con el sistema Kodak

Electrophoresis Documentation and Analysis System 290 (EDAS290) (Eastman Kodak

Company, EE.UU). En cada corrida electroforética fue incluido un control positivo y un
control negativo, asi como un marcador de peso molecular de 1 kb (Promega, Alemania), para
la adecuada interpretacion de los resultados.

3.3.2.8 Electroforesis de ADN en geles de poliacrilamida. Andlisis automético de
fragmentos de ADN y estimacion del nimero de repeticiones de CAG en el gen sca2

La electroforesis de ADN en geles de poliacrilamida permitié determinar la longitud de la
secuencia repetitiva de CAG en el gen sca2. Se tomo una alicuota (4 uL) de cada producto de
la PCR y se mezcl6 con 1 pL de un marcador de peso molecular interno de 100pb, 1 uL de un
marcador de peso molecular interno de 300pb, y 3 pL de una solucién de bromo-fenol azul.
Paralelamente, se prepararon dos mezclas contentivas de 4 pL de agua destilada, 2 pL de un
marcador de peso molecular externo consistente en una coleccion de fragmentos de ADN de
50 a 500pb con incrementos de 50pb, y 3 uL de una solucién de bromo-fenol azul. Estas
mezclas se depositaron en pocillos independientes de un gel de poliacrilamida al 12% en un

secuenciador automatico de genes ALFexpress Il (Amersham Biosciences, Suecia), con una

solucioén de tris-borato-EDTA (TBE) al 0.5x como buffer de corrida. Se aplicd una corriente
de 660V, 36mA y 25W de potencia durante 200 minutos; la temperatura se mantuvo
constante a 55°C. La corrida electroforética fue controlada y supervisada en tiempo real a

través del software ALF DNA Sequence Analyzer (Amersham Biosciences, Suecia), mientras
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que el tamafio de cada fragmento de ADN fue determinado con el uso del software Allele

Links (version 1.0) (Amersham Biosciences, Suecia). En el caso particular de los alelos

expandidos, como la inestabilidad somética caracteristica del locus sca2 da lugar a
subpoblaciones leucocitarias con alelos que difieren en su nimero de repeticiones de CAG, se
tomo el alelo correspondiente a la sefial de mayor intensidad como el mas representativo y
caracteristico de cada individuo en particular. La conversion de pares de bases a nimero de
repeticiones de CAG se realiz6 de acuerdo a lo previamente publicado por Imbert et al. (38).
3.3.2.9 Secuenciacién del fragmento repetitivo de CAG del gen sca2

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en un termocilador 9600 (Perkin Elmer,
EE.UU), con el uso de un kit de secuenciacion de la misma firma. Como cebador se utilizé el
oligonucleétido DANL1 (38). Los productos de la PCR se corrieron en geles de poliacrilamida
al 6% en un secuenciador automatico ABI 373A (Perkin Elmer, EE.UU). Los datos fueron
procesados con el uso del software de coleccion y analisis de datos del ABI 373A.

3.3.3 Variables analizadas

Frecuencias génicas para el locus sca2: Se definio como el nimero de veces en que un
alelo sca2 particular se encontro presente, en relacion con el nimero total de alelos para el
locus sca2 existentes en la poblacion en estudio.

- Frecuencias genotipicas para el locus sca2: Se definié como el nimero de veces en que
aparecio cada uno de los genotipos generados por las combinaciones, dos a dos, de los
alelos involucrados en el locus sca2, en relacion con el total de genotipos para este locus
en la poblacion en estudio.

- Heterocigocidad observada (H,): Se definié como la frecuencia media de individuos
heterocigotos para el locus sca2 observada en la muestra estudiada.

- Heterocigocidad esperada (He): Se definio como la frecuencia media esperada de

individuos heterocigotos para el locus sca2 en la muestra estudiada bajo condiciones de

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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- Exceso de heterocigocidad: Se definio como el cociente de la diferencia de la

heterocigosidad observada menos la esperada, entre la heterocigosidad esperada. O sea,

= (Ho-He) /He  (229).

3.4 Penetrancia de alelos sca2 expandidos
3.4.1 Sujetos estudiados
A partir del grupo de individuos descrito en el epigrafe 3.3.1, se selecciond una muestra
integrada por 924 individuos con alelos sca2 cuyas secuencias repetitivas de CAG variaron
entre 32 y 79 unidades. De estos, 530 son enfermos y genotipicamente heterocigoticos
(57.4% del total) (284 hombres, 53.6%), y 394 sujetos (42.6%) estaban clinicamente sanos al
momento del estudio (presintomaticos) (174 hombres, 44.2%).
3.4.2 Técnicas y procedimientos empleados
Las técnicas y procedimientos empleados para el estudio de la penetrancia de los alelos sca2
expandidos fueron los mismos descritos en los epigrafes 3.3.2.1 al 3.3.2.8.
3.4.3 Variables analizadas

- Alelos sca2 expandidos: Se definieron como cada una de las formas alternativas del gen
sca2 con mas de 31 repeticiones de CAG, se identificaron por el nimero de repeticiones
de CAG que les fuera caracteristico.

- Penetrancia de alelos sca2 expandidos: Proporcion de individuos portadores de al menos
un alelo sca2 expandido, que manifiestan la SCA2 antes de los 75 afios de edad en el caso
de los hombres y de los 79.3 afios en el caso de las mujeres, con relacion al total de
individuos portadores de al menos un alelo sca2 expandido; se expresé en porcentaje.

3.5 Inestabilidad intergeneracional de alelos sca2 normales largos
3.5.1 Sujetos estudiados
A partir del grupo de individuos descrito en el epigrafe 3.3.1, se compuso una muestra

integrada por 17 pares progenitor-descendiente (nueve transmisiones paternas, 52.9%) y 57
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pares de hermanos (34 transmisiones paternas, 59.6%) portadores de alelos sca2 con 25 a 31
repeticiones de CAG, pertenecientes a 17 familias con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

3.5.2 Técnicas y procedimientos empleados

Las técnicas y procedimientos empleados para el estudio de la inestabilidad intergeneracional
de alelos sca2 normales largos fueron los mismos descritos en los epigrafes 3.3.2.1 al 3.3.2.8.

3.5.3 Variables analizadas

- Inestabilidad intergeneracional: Cambio en el nimero de repeticiones de CAG del gen
sca2 durante su transmision de progenitores a descendientes. Se determino su frecuencia
(numero de ocasiones en que se observa inestabilidad intergeneracional con respecto al
total de transmisiones estudiadas; fue expresada en porcentaje), magnitud (nimero de
unidades de CAG afiadidas o sustraidas al alelo del progenitor durante su transmision
intergeneracional; se calculd sustrayendo el nimero de repeticiones de CAG en el gen
sca2 del progenitor al de su descendiente), y direccionalidad (ocurrencia de
“expansiones” -incremento en el nimero de unidades de CAG- o de “contracciones” -
disminucion en las unidades de CAG-).

- Alelos sca2 normales largos: Se definieron como cada una de las formas alternativas del
gen sca2 con 25 a 31 repeticiones de CAG, segiin Mizushima et al. (230).

- Via de transmision del “alelo sca2 normal largo”: Expreso de cual de sus progenitores el
individuo heredd un alelo con 25 a 31 repeticiones de CAG. Se clasifico en paterna y
materna.

3.6 Inestabilidad intergeneracional de alelos sca2 expandidos

3.6.1 Sujetos estudiados

A partir del grupo de individuos descrito en el epigrafe 3.3.1, se selecciond una muestra
integrada por 225 pares progenitor-descendiente pertenecientes a 57 familias con SCA2, y
cuyos alelos sca2 expandidos variaron entre 32 y 79 repeticiones de CAG. El 47.6%

(107/225) de las transmisiones analizadas fueron paternas.
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Para la estimacion de la heredabilidad de la varianza residual de la inestabilidad
intergeneracional de alelos sca2 expandidos se conformaron 84 pares de hermanos
pertenecientes a 50 familias con SCA2 (48 con transmision paterna, 57.1%).

3.6.2 Técnicas y procedimientos empleados

Las técnicas y procedimientos empleados para el estudio de la inestabilidad intergeneracional
de alelos sca2 expandidos fueron los mismos descritos en los epigrafes 3.3.2.1 al 3.3.2.8.
3.6.3 Variables analizadas

- Inestabilidad intergeneracional: Fue definida segln se expresa en el epigrafe 3.5.3.

- Alelos sca2 expandidos: Fueron definidos segun se expresa en el epigrafe 3.4.3.

- Via de transmision de alelos sca2 expandidos: Expresd de cual de sus progenitores el
individuo hered6 la mutacion causante de la enfermedad. Se clasifico en paterna y
materna.

- Edad conceptiva: Se definié como la edad del progenitor en el momento de la concepcion.
Se expresod en afos.

- Sexo: Se defini6 como la condicion organica que distingue lo masculino de lo femenino
segun el examen fisico, la entrevista a los familiares o la revision de la historia clinica en
los casos fallecidos. Se clasificd en masculino y femenino.

3.7 Edad de inicio y riesgo bayesiano dependiente de la edad

3.7.1 Sujetos estudiados

Para la descripcién de la variabilidad de la edad de inicio y para el calculo del riesgo
bayesiano para individuos asintomaticos con un riesgo a priori de enfermar clinicamente del
50% o del 25%, se selecciond una muestra integrada por 748 enfermos de SCA2. En este
grupo hubo 382 hombres, para un 51.1% del total.

3.7.2 Técnicas y procedimientos empleados
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Las técnicas y procedimientos empleados para el estudio de la edad de inicio y del riesgo

bayesiano dependiente de la edad fueron los mismos descritos en los epigrafes 3.3.2.1 y

3.3.2.2.

3.7.3 Variables analizadas

- Edad de inicio de la enfermedad: Se definio como el momento a partir del cual el

individuo comenz6 a manifestar sintomas caracteristicos de la SCA2, que representaron
un cambio permanente en su estado de salud. Se obtuvo a través de un interrogatorio al
individuo enfermo o familiares, o a través de la revision de las historias clinicas
correspondientes. Se expreso en afos.

3.8 Influencia del numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos sobre el

fenotipo clinico de la enfermedad

3.8.1 Sujetos estudiados

Para el estudio de la influencia del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos

sobre la edad de inicio de la enfermedad, y para obtener estimados probabilisticos de la edad

de inicio de la enfermedad, se utilizd la muestra integrada por 530 enfermos y 394

presintomaticos previamente descrita en el epigrafe 3.4.1.

Para el estudio de la influencia del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos

sobre marcadores adicionales del fenotipo clinico se conformaron muestras de acuerdo al

namero de individuos enfermos disponibles. La duracién de la vida y la duracién de la

enfermedad fueron determinadas en 99 enfermos (46 hombres, 46.5%), para 66 de los cuales

fue establecido el genotipo para el locus sca2. La puntuacion total de ataxia fue determinada

en 135 enfermos (73 hombres, 52.9%), cuyas edades variaron entre los 13 y 80 afios. La

velocidad sacadica maxima y la latencia sacadica fueron determinadas en 94 enfermos (58

hombres, 61.7%), cuyas edades variaron entre los 13 y 80 afios. La tasa de progresion de la

enfermedad fue determinada en el mismo grupo de enfermos en que fuera determinada la

puntuacion total de ataxia.
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3.8.2 Técnicas y procedimientos empleados

3.8.2.1 Evaluacion clinica de individuos enfermos con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

El procedimiento empleado para la evaluacién clinica de los individuos enfermos fue
comentado en el epigrafe 3.3.2.2. Para cuantificar la severidad de las alteraciones
neuroldgicas, se aplicd la Escala Cooperativa Internacional para la Evaluacion de la Ataxia
(ICARS, por sus siglas en inglés) (140).

3.8.2.2 Estudio electrofisiolégico de la velocidad sacadica

3.8.2.2.1 Registro electronistagmografico

El registro se realiz6 con electrodos de plata clorurados (electrodo activo en el canto externo
derecho, referencia en el canto externo izquierdo) en un electronistagmégrafo de dos canales
(Jaeger-Toennies, D-97204 Hochberg, Alemania) con un filtraje de 0.02-70 Hz, sensibilidad
de 200 pV/division, tiempo de analisis de 1000 ms/division, y una frecuencia de muestreo de
200 Hz. Para generar el estimulo se utilizé un monitor en el que se mostr6 un circulo de color
blanco subtendido a un angulo de 0.7 grados sobre un fondo negro. La distancia entre el
individuo y el monitor, asi como la posicion de la cabeza, se controlaron a través de un
soporte colocado en la barbilla y la cabeza del individuo estudiado. Se obtuvieron 10 sacadas
horizontales derechas e izquierdas. Se registraron sacadas a diferentes amplitudes (10° 20°,
30° y 60°). Para el control de los artefactos se utilizd una calibracion a 30 grados antes y
después de cada registro.

3.8.2.2.2 Andlisis de las sacadas

Los registros se preservaron en codigo ASCIl y fueron importados a un programa
confeccionado con el software MATLAB (version 6.1) (231), para la identificacion manual
de las s&cadas. La latencia y la velocidad sacadica méxima fueron calculadas para la direccién

derecha e izquierda y luego se promediaron para cada amplitud.
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3.8.2.3 Técnicas y procedimientos empleados en los estudios moleculares

Para la realizacion de los estudios de genética molecular fueron empleados las técnicas y
procedimientos descritos en los epigrafes 3.3.2.3 al 3.3.2.8.

3.8.3 Variables analizadas

- Sexo: Se definié como la condicion organica que distingue lo masculino de lo femenino
segun el examen fisico, la entrevista a los familiares o la revision de la historia clinica en
los casos fallecidos. Se clasificd en masculino y femenino.

- Edad: Se definio como el tiempo transcurrido desde el nacimiento del individuo hasta el
momento en que se estudia. Se expreso en afos.

- Edad de inicio de la enfermedad: Fue definida seglin se expresa en el epigrafe 3.7.3.

- Duracion de la vida: Se definio como el tiempo transcurrido entre el nacimiento del
individuo y su fallecimiento a causa de la enfermedad. Se expreso en afos.

- Duracion de la enfermedad: Se definié como el tiempo transcurrido entre la manifestacion
clinica de la enfermedad y el fallecimiento del individuo a causa de esta. Se expreso en
anos.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad: Se definid como el tiempo transcurrido entre la
manifestacion de los primeros sintomas clinicos de la enfermedad y el momento en que se
estudia al individuo en cuestion. Se expreso en afos.

- Puntuacion total de ataxia: Se defini6 como la sumatoria de las puntuaciones parciales de
la escala ICARS.

- Velocidad sacadica maxima (VSM): Se defini6 como la velocidad méaxima del
movimiento sacadico ante la aplicacion de un estimulo visual. Se expres6 en
grados/segundo.

- Latencia sacadica: Tiempo que transcurrié entre el estimulo visual y la aparicion de la
respuesta que este produce. Se expresé en milisegundos.

- Tasa de progresion de la enfermedad: Se definid como el cociente entre la puntuacion
total ataxia y la edad, o el tiempo de evolucion de la enfermedad.
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- Alelos sca2 expandidos: Fueron definidos segun se expresa en el epigrafe 3.4.3.

3.9. Influencia del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y del
genotipo sca2 sobre el fenotipo clinico de la enfermedad

3.9.1 Sujetos estudiados

Para el estudio de la influencia del niUmero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y
del genotipo sca2 sobre el fenotipo clinico de la enfermedad fueron empleadas las muestras
descritas en el epigrafe 3.8.1, exceptuando a los 394 individuos presintomaticos.

3.9.2 Técnicas y procedimientos empleados

Se emplearon las mismas técnicas y procedimientos descritos en el epigrafe 3.8.2.

3.9.3 Variables analizadas

Se emplearon las mismas variables definidas en el epigrafe 3.8.3, y adicionalmente:

- Alelos sca2 normales: Se definieron como cada una de las formas alternativas del gen
sca2 con menos de 32 repeticiones de CAG, se identificaron por el nimero de
repeticiones de CAG que les fuera caracteristico.

- Genotipo sca2: Se definio como la constitucion genética del individuo con respecto al
locus sca2, y se expreso de dos maneras alternativas, como el resultado de la sumatoria
del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normal y expandido, segln Pulst et al.
(21), o como variable categorica donde cada combinacion alélica representa una categoria
especifica.

3.10 Influencia de la dosis genética sobre el fenotipo clinico de la enfermedad

3.10.1 Sujetos estudiados

Para el estudio de la influencia de la dosis genética sobre el fenotipo clinico de la enfermedad,
se selecciond una muestra integrada por los cuatro enfermos homocig6ticos para alelos sca2
expandidos identificados en la poblacion cubana con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Solo
uno de los enfermos homocigéticos para alelos sca2 expandidos fue de sexo masculino

(25.0%), dos estaban vivos al momento del estudio con edades de 64 y 80 afios, mientras que
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los otros dos casos homocigéticos habian fallecido a edades de 35 y 80 afios. También se
incluyeron en la muestra 72 enfermos heterocigdticos cuyos alelos sca2 expandidos tuvieron
igual namero de repeticiones de CAG que los de los homocigéticos (alelos con 34, 35 o 41
unidades de CAG). El 43.1% (31/72) del total de individuos heterocigéticos fue de sexo
masculino.
3.10.2 Técnicas y procedimientos empleados
Se emplearon las mismas técnicas y procedimientos descritos en el epigrafe 3.8.2.
3.10.3 Variables analizadas
Se emplearon las mismas variables definidas en el epigrafe 3.8.3.
3.11 Componentes genético y ambiental de la varianza residual de la edad de inicio
3.11.1 Sujetos estudiados
A partir de la muestra de 530 individuos enfermos y genotipicamente heterocigoticos descrita
en el epigrafe 3.4.1, se selecciond una muestra integrada por 336 individuos pertenecientes a
101 familias cubanas con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, que conformaron 122 grupos de
hermanos. A partir de estos grupos de hermanos se compusieron 337 pares de hermanos. El
47.8% (161/337) del total de pares de hermanos estuvo integrado por hermanos del mismo
sexo, mientras que en el 40.4% (136/337) de los casos los hermanos heredaron el alelo sca2
expandido por via paterna.
3.11.2 Técnicas y procedimientos empleados
Se emplearon las mismas técnicas y procedimientos descritos en el epigrafe 3.8.2.
3.11.3 Variables analizadas

- Edad de inicio residual: Se definié como el valor resultante de ajustar, por regresion lineal

multiple, la edad de inicio al nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandido y
normal.
- Familiaridad de la edad de inicio residual: Se definid6 como el estimado que refleja el

limite superior de la heredabilidad, y que expresa la componente en la variabilidad de la
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edad de inicio residual debida a factores genéticos y ambientales compartidos por grupos

familiares (232).
3.12. Genes candidatos a modificadores del fenotipo clinico de la enfermedad
3.12.1 Sujetos estudiados
Para la identificacion de genes modificadores del fenotipo clinico se realiz6 un muestreo
intencional que partié de los 530 individuos enfermos previamente descritos en el epigrafe
3.4.1, para seleccionar dos grupos de individuos pertenecientes a los dos extremos de la
distribucién de los residuales para la edad de inicio una vez ajustada al namero de
repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos y normales. El primer grupo (con inicio
“prematuro”, n=29) consistio en individuos no relacionados que tuvieron una edad de inicio
una desviacion estandar més temprana que la edad de inicio media. EI 58.6% (17/29) de los
individuos incluidos en este grupo fue de sexo masculino, con edades que variaron entre 18 y
76 afos. El segundo grupo (con inicio “tardio”, n=21) estuvo integrado por individuos que
tuvieron una edad de inicio una desviacion estandar mas tardia que la edad de inicio media. El
66.7% (14/21) de los individuos incluidos en este grupo fue de sexo masculino, con edades
que variaron entre 30 y 74 afos.
3.12.2 Técnicas y procedimientos empleados
Se emplearon las mismas técnicas y procedimientos descritos en el epigrafe 3.8.2. Se
utilizaron cebadores y protocolos de PCR estandarizados para amplificar los fragmentos de
ADN contentivos de la secuencia repetitiva de CAG correspondientes a los genes scal (37),
sca3 (41), scab (42), scal7 (44) y drpla (36), y para amplificar el fragmento de ADN
contentivo del polimorfismo 10398G/A en el gen MTND3 (217).
Los productos de la PCR para los genes scal, sca3, sca6, scal7 y drpla, fueron sometidos a
electroforesis en agarosa y poliacrilamida como fuera descrito en los epigrafes 3.3.2.7 y
3.3.2.8. Los productos de la PCR para el gen MTND3 fueron sometidos a digestion

enzimatica para revelar las variantes presentes del polimorfismo 10398A/G. Para esto se tomd

-36-



Materiales y Métodos

una alicuota de 15 pL del producto de la amplificacion por PCR del fragmento de ADN
contentivo del polimorfismo 10398G/A en el gen MTND3, y se mezcl6 con 2.25 L de buffer,
6U de la enzima de restriccion Taql, y 4.65 pL de agua miliQ. La mezcla fue incubada a 37°C
durante no menos de dos horas. Al producto de la digestion enzimética se le realizé una
electroforesis en geles de agarosa (ver epigrafe 3.3.4.6). La presencia de la variante alélica
10398G dio lugar a un fragmento de 82 pares de bases, mientras que la presencia de la
variante 10398A dio lugar a fragmentos de 30 y 52 pares de bases.

3.12.3 Variables analizadas

Para cada uno de los cinco genes con secuencias repetitivas de CAG candidatos a
modificadores del fenotipo clinico en nuestro estudio (scal, sca3, sca6, scal? y drpla), se
especificaron:

- Alelos cortos: Se definieron como aquellos con menor nimero de repeticiones de CAG en
individuos heterocigoticos.

- Alelos largos: Se definieron como aquellos con mayor numero de repeticiones de CAG en
individuos heterocigoticos.

- Genotipo: Se definié como la constitucion genética del individuo con respecto a cada uno
de los loci particulares, y se expresd como el resultado de la sumatoria del nimero de
repeticiones de CAG en alelos largos y cortos, segln Pulst et al. (21).

- Para el gen MTND3 se especifico:

- Polimorfismo mt10398A/G: Se definid6 como el cambio de adenina por guanina en la
posicion 10398 del gen que codifica para la subunidad ND3 de la NADH ubiquinona
Oxido-reductasa.

Se emplearon ademas las variables definidas en el epigrafe 3.8.3.
3.13 Procesamiento estadistico de la informacion
Para la descripcion de las variables estudiadas se realizaron anélisis de distribuciones de

frecuencias, donde se emplearon estadigrafos de asimetria y curtosis para caracterizar la
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forma de las distribuciones, asi como la prueba de Shapiro-Wilk para verificar la normalidad
de la distribucion de los datos. Se emplearon ademas estadigrafos descriptivos de tendencia
central (media aritmética, mediana, moda, y cuartiles) y de dispersion (rango y desviacion
estandar).
La estimacion del riesgo genético en descendientes de individuos con SCA2, fue realizada a
través del teorema de probabilidad condicionada de Bayes. Una formula generalizada del
analisis bayesiano puede ser representada como: P = afil[afi + (1- o) y] (233). La
probabilidad a priori de ser portador de la mutacion SCA2 es designada como o, y la
probabilidad a priori de no ser portador de la mutacion SCA2 es designada como (1-a). La
probabilidad de no haber enfermado a una edad determinada asumiendo que el descendiente
en riesgo es portador de la mutacion SCA2 es designada como p; (B fue calculada a través de
la frecuencia relativa acumulativa para la edad de inicio). La probabilidad de no haber
enfermado a una edad determinada asumiendo que el descendiente en riesgo no es portador
de la mutacion SCA2 es designada como y (y=1).
Se empleé la prueba de ji-cuadrado (x?) para comprobar la existencia 0 no de asociacion
estadisticamente significativa entre las variables:
- Frecuencia de la inestabilidad intergeneracional y via de transmision de alelos sca2
normales largos.
- Direccionalidad de la inestabilidad intergeneracional y via de transmision de alelos sca2
normales largos.
- Direccionalidad de la inestabilidad intergeneracional y via de transmision de alelos sca2
expandidos.
- Direccionalidad de la inestabilidad intergeneracional y sexo de los descendientes.
Se empled la prueba exacta de Fisher para comprobar la existencia 0 no de asociacion

estadisticamente significativa entre las variables:
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- Edad de inicio (operacionalizada en forma de los grupos “prematuro” y “tardio”) y la
presencia/ausencia del polimorfismo mt10398G.
Se empled la prueba t de Student para comprobar la existencia 0 no de diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las variables en las siguientes situaciones
(en todos los casos se verifico el cumplimiento del presupuesto relativo a la homogeneidad de
varianzas a través de la prueba de Levene):
- Magnitud de expansiones y magnitud de contracciones intergeneracionales de la
secuencia repetitiva de CAG de alelos sca2 expandidos.
- Magnitud de la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG entre
individuos con transmision paterna o materna de alelos sca2 expandidos.
- Magnitud de las expansiones de la secuencia repetitiva de CAG entre individuos con
transmision paterna o materna de alelos sca2 expandidos.
- Magnitud de las contracciones de la secuencia repetitiva de CAG entre individuos con
transmision paterna o materna de alelos sca2 expandidos.
- Magnitud de la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG entre
individuos de sexo masculino o femenino.
- Edad de inicio entre individuos enfermos de sexo masculino o femenino.
- Tasa de progresion de la enfermedad entre individuos enfermos de sexo masculino o
femenino.
- Edad de inicio entre individuos enfermos con <22 o >22 repeticiones de CAG en sus
alelos sca2 normales.
Se empleo la prueba U de Mann-Whitney para comprobar la existencia o no de diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las variables en las siguientes situaciones:
- Edad de inicio entre individuos enfermos pertenecientes a los grupos “prematuro” o
“tardio”.
- Ndmero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales entre individuos enfermos
pertenecientes a los grupos “prematuro” o “tardio”.
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Numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos entre individuos enfermos
pertenecientes a los grupos “prematuro” o “tardio”.

Genotipo sca2 entre individuos enfermos pertenecientes a los grupos “prematuro” o
“tardio”.

Numero de repeticiones de CAG en los alelos cortos para los genes scal, sca3, scab,
scal7 y drpla entre individuos enfermos pertenecientes a los grupos “prematuro” o
“tardio”.

Numero de repeticiones de CAG en los alelos largos para los genes scal, sca3, scab,
scal7 y drpla entre individuos enfermos pertenecientes a los grupos “prematuro” o
“tardio”.

Genotipo para los genes scal, sca3, scab, scal7 y drpla entre individuos enfermos

pertenecientes a los grupos “prematuro” o “tardio”.

Se empleé el coeficiente de correlacion producto-momento de Pearson para comprobar la

existencia o no de asociacidn estadisticamente significativa entre las variables:

Magnitud de la inestabilidad intergeneracional y nimero de repeticiones de CAG de los
alelos sca2 expandidos transmitidos.

Magnitud de la inestabilidad intergeneracional y edad conceptiva del progenitor.

Numero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos de los descendientes y
edad conceptiva del progenitor.

Numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos y media y cuartiles para la
edad de inicio de la enfermedad.

Numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos y nimero de repeticiones de

CAG en los genes scal, sca3, sca6, scal? y drpla.

Se usé el analisis de varianza factorial de dos vias para evaluar el efecto de la via de

transmision de la mutacion, y de su interaccién con el namero de repeticiones de CAG en los

alelos sca2 expandidos, con la edad conceptiva y con sexo del descendiente, sobre la

inestabilidad intergeneracional de los alelos sca2 expandidos. Se definieron los terciles
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correspondientes a cada variable cuantitativa: edad conceptiva (afios), T1 (14-23), T2 (24-29)
y T3 (30-51); alelos sca2 expandidos (nimero de repeticiones de CAG), T1 (32-37), T2 (38-
40) y T3 (41-49).

Se utiliz6 el analisis de regresion simple y mdltiple para evaluar la influencia de factores
genéticos y fisioldgicos sobre marcadores del fenotipo clinico y para generar modelos
predictivos. En el caso particular de la edad de inicio, para ajustar la data a un modelo
exponencial simple utilizamos la ecuacion: logEl=a + B(alSCA2¢), donde “logEIl” es el
logaritmo natural de la edad de inicio de la enfermedad, y “alSCAZ2¢,” es el numero de
repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos. Para ajustar la data a un modelo bi-
segmentado usando cada “alSCA2e,” como punto de inflexion (1), codificamos dos nuevas
variables para cada individuo, donde X;= alSCAZ2¢, — | para alSCA2:,<I, y X:=0 para
alISCAZexp>1; Xo= 0 para alSCAZ2ep<I, y Xo= alSCA2¢y— | para alSCA2ex,>1. EI modelo bi-
segmentado resultante es: logEI=a + B1 X; + B, X,. Para cada modelo de regresion fueron
calculados los valores del coeficiente de determinacion ajustado (Rzaj). Dado que los modelos
son anidados, evaluamos la significacion de la naturaleza fraccionaria de la linea bi-
segmentada estimando la probabilidad de identidad entre las dos pendientes como hipétesis
nula. A la vez, estimamos el punto de inflexion que implica el m&ximo incremento en el valor
R%;.

Para calcular la probabilidad de llegar a manifestar la SCA2 a una edad especifica teniendo
un numero de repeticiones de CAG dado, se empled el método de Kaplan-Meier para analisis
de supervivencia. Fueron incluidos enfermos y presintomaticos segun su edad y su nimero de
repeticiones de CAG; los individuos con méas de 31 repeticiones de CAG fueron considerados
como una cohorte en riesgo, desde el nacimiento hasta la aparicion de signos neuroldgicos o
hasta la muerte o hasta el ultimo contacto (censurados). Las curvas de Kaplan-Meier fueron

comparadas entre si a través de la prueba estadistica Log-Rank.
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Para estimar la heredabilidad de la varianza residual de la inestabilidad intergeneracional y de
la edad de inicio de la enfermedad, realizamos un ANOVA de una via para determinar los
componentes de varianza correspondientes entre los pares de hermanos y en los pares de
hermanos, que luego fueron utilizados para calcular los coeficientes de correlacion intraclase
(234). El duplo del valor de estos coeficientes representa la familiaridad, que es el limite
superior de la heredabilidad (232).

Para controlar el error de tipo | en casos donde se evaluaron hipd6tesis maltiples se utilizé la
correccion secuencial de Bonferroni a través del método de Holm (235).

La heterocigocidad observada, la esperada y el exceso de heterocigocidad fueron calculados

con el software Genetic Data Analysis (GDA) (236). Los analisis estadisticos fueron

realizados con el software STATISTICA (version 6.0) (237).

3.14 Aspectos éticos de la investigacion

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Consejo Cientifico y la Comision de Etica
de la institucion. Fue llevado a cabo en correspondencia con las regulaciones establecidas en
las declaraciones de Helsinski, Edimburgo y Escocia de octubre del 2000. Los pacientes
confirmaron voluntariamente y por escrito su disposicion de participar en el mismo mediante

un modelo de consentimiento informado.
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4. RESULTADOS

4.1 Variacion del numero de repeticiones de CAG del gen sca2 en familias cubanas con
Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Rangos de referencia

4.1.1 Umbral patoldgico y frecuencias génicas y genotipicas para el gen sca2

A partir del estudio de poblaciones con SCA2 identificadas en varias regiones del mundo, se ha
propuesto que el gen sca2 provoca las manifestaciones clinicas caracteristicas de la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2, solo cuando su secuencia repetitiva de CAG sobrepasa las 31 unidades
(12). Esta proposicion fue re-evaluada en una muestra conformada por 1745 individuos
pertenecientes a familias cubanas con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (ver epigrafe 3.3.1). En
esta muestra, la serie alélica correspondiente al locus sca2 estuvo conformada por alelos cuyas
secuencias repetitivas de CAG variaron entre las 13 y 79 unidades; el alelo salvaje fue el de 22
repeticiones de CAG representando el 58.3% del total.

Se comprobd que no existen personas enfermas con alelos sca2 de menos de 32 repeticiones de
CAG. Hubo 37 individuos con secuencias repetitivas de CAG entre 25 y 31 unidades, cuyas
edades estuvieron entre 21 y 75 afios; ninguno tuvo manifestaciones clinicas de la enfermedad
aun cuando algunos alcanzaron edades avanzadas. De hecho, nueve (24.3%) de estos individuos

tenian méas de 60 afios en el momento del estudio (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion por edades de individuos con 25-31 repeticiones de CAG en el gen sca2.

NUmero de No. de individuos con edad (afios) de
repeticiones de <60 60-64 65-69 70-74 75-80 Total

CAG
25 1 2 1 0 0 4
27 8 0 1 1 0 10
28 1 1 0 0 0 2
29 5 0 0 1 0 6
30 10 0 0 0 1 11
31 3 0 1 0 0 4

Total 28 3 3 2 1 37
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De los cinco individuos portadores de un alelo con 32 repeticiones de CAG incluidos en la
muestra, solo uno lleg6 a manifestar la enfermedad. Se trat6 de una paciente (Figura 1; 1115) que
debutd con ataxia de la marcha a los 45 afios de edad, y que ha manifestado dismetria ligera,
disartria, disfagia ocasional, reflejos osteo-tendinosos ligeramente aumentados y movimientos
oculares dentro de la normalidad, en lenta progresion a lo largo de 41 afios de evolucion. Su
genotipo fue de 23/32 unidades de CAG,; el analisis de secuencia demostré que ambos alelos se

encuentran interrumpidos por un CAA: (CAG);3CAA(CAG)y y (CAG)2CAA(CAG),,

respectivamente. El alelo con 32 unidades de CAG probablemente surgié a partir de la

contraccion de un alelo paterno con 34 unidades de CAG (Figura 1; 111).

1 z
L
1 Z
" —0
CAG:22/34.
. W0 B——O
EI: 54. EI: 60. ’
CAG:23/35. CAG:22/35. Edad: 86.
EI: 45.
CAG:23/32.
1 2 3 4
Iv.
EI: 47 EI: 49
CAG:22/36. CAG:23/36. CAG:22/22.

Figura 1. Arbol genealdgico correspondiente a la familia del Ginico caso reportado en el mundo que
ha enfermado de SCAZ2 siendo portador de un alelo con 32 repeticiones de CAG. Abreviaturas: El-
Edad de inicio de la enfermedad; CAG- genotipo segun el nimero de repeticiones de CAG en

alelos normales y expandidos.

La confirmacion del umbral patologico para el gen sca2 permitié describir la distribucion de
frecuencias correspondientes a los alelos normales y expandidos. La distribucion del nimero de
repeticiones de CAG fue bimodal, representando la combinacion de dos curvas con transicion
continua: la correspondiente a los alelos normales (moda: 22 CAGs), y la de los alelos

expandidos (moda: 37 CAGs) (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de frecuencias para los alelos sca2 en familias cubanas con Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 (n=3490 cromosomas). A) Representacion de las frecuencias de alelos sca2
normales y expandidos. B) Ampliacién de la distribucién de frecuencias de los alelos sca2 expandidos

-puede apreciarse la forma aproximadamente normal de la distribucion-.

Los alelos sca2 normales variaron entre 13 y 31 unidades de CAG, con una media y desviacion
estandar de 22.4+1.74 repeticiones; los alelos con 22 CAGs representaron el 78.1% de la
distribucién de los alelos normales, y aquellos con >24 CAGs representaron el 6.11%. La
distribucion de frecuencias correspondiente a los alelos normales tuvo una asimetria (D.E) de
2.31 (0.05), y una curtosis (D.E) de 12.12 (0.10), lo que indica un desplazamiento hacia la
izquierda y una distribucion leptocdrtica. La no normalidad de la distribucion fue confirmada a
través de la prueba de Shapiro-Wilk (SW-W=0.48; p<0.001).

Los alelos sca2 expandidos variaron entre 32 y 79 unidades de CAG, con una media y desviacion
estandar de 39.2+3.96; los alelos con 37 repeticiones de CAG representaron el 13.9% de la
distribucién, y aquellos con mas de 37 repeticiones de CAG representaron el 22.6%. La
distribucion de frecuencias correspondiente a los alelos expandidos tuvo una asimetria (D.E) de
2.86 (0.08), y una curtosis (D.E) de 20.86 (0.16). La no normalidad de la distribucion fue
confirmada a través de la prueba de Shapiro-Wilk (SW-W=0.83; p<0.001).
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El genotipo sca2 mas frecuente fue el de 22/22 repeticiones de CAG, que representd el 25.1%
(438/1745) de la distribucion de frecuencias genotipicas. El genotipo sca2 mas frecuente entre
los enfermos fue el 22/37 repeticiones de CAG (14.04% del total de enfermos). La
heterocigocidad observada fue de 0.53, y la esperada fue de 0.39; el exceso de heterocigocidad
fue del 35.9%. Fueron identificados ocho casos homocigoticos -cuatro enfermos- con mas de 31
unidades de CAG en ambos alelos, que representaron el 0.46% del total de casos estudiados.
4.1.2 Penetrancia de alelos sca2 expandidos

Se comprobd que no existen individuos que, siendo portadores de alelos sca2 expandidos con
mas de 36 repeticiones de CAG, permanecieran clinicamente sanos a edades mayores de 63 afios,
lo que indicd que los alelos sca2 expandidos tienen una penetrancia completa para el rango de 37
a 79 repeticiones de CAG. Sin embargo, se identificaron tres individuos cuyas edades superan el
limite de esperanza de vida establecida para la poblacion de origen, y que permanecieron
asintomaticos siendo portadores de alelos sca2 expandidos en el rango de 32 a 36 repeticiones de
CAG. Estos individuos eran de sexo masculino y pertenecian a tres familias SCA2 diferentes
(Anexo 3). La estimacion de la penetrancia dependiendo del nimero de repeticiones de CAG se
muestra en la tabla 2. Se observo que la penetrancia de alelos sca2 expandidos tiende a aumentar
con el incremento del nimero de repeticiones de CAG; fue del 50% para alelos sca2 con 32
repeticiones de CAG, del 83.3% para 34 CAGs, y del 97.6% para 36 CAGs. Globalmente, la

penetrancia alcanzo6 un valor del 99.4%.

Tabla 2. Penetrancia de alelos sca2 expandidos en las familias estudiadas.

NUmero de repeticiones de CAG
32 33 34 3 36 37-79 Total

No. de individuos
clinicamente enfermos 1 1 5 15 40 468 530
No. de individuos
clinicamente sanos* 1 0 1 0 1 0 3

* Hombres >75 y mujeres > 79.3 afios de edad.
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4.1.3 Inestabilidad intergeneracional de alelos sca2 normales largos. Mutaciones de novo

En la muestra estudiada los alelos sca2 normales largos variaron entre 25 y 31 unidades de CAG,
y tuvieron un valor promedio y desviacion estandar de 28.2+1.95 repeticiones de CAG. Se
observé inestabilidad de la secuencia repetitiva de CAG en 28 de las 74 transmisiones analizadas
(37.84%). Los cambios intergeneracionales variaron entre -1 y +2 unidades de CAG, con un
valor promedio y desviacién estandar de 1.07+0.72 unidades; las expansiones fueron 2.5 veces
mas frecuentes que las contracciones. Los alelos mas inestables fueron los de 28 repeticiones de
CAG (6/7; 85.7%), mientras que los menos inestables fueron los de 25 unidades (1/12; 8.3%); los
alelos de 30 y 31 repeticiones tuvieron una frecuencia de inestabilidad del 34.8% (8/23). En las
transmisiones maternas, el 45.2% (14/31) de los alelos sca2 normales largos fueron inestables,
mientras que esto se observo solo en el 32.6% (14/43) de las transmisiones paternas. No hubo
asociacion significativa entre la frecuencia de inestabilidad y la via de transmision del alelo
normal largo, ni entre esta Ultima y la proporcidn de expansiones versus contracciones.

Sélo en ocho de las familias estudiadas se observo inestabilidad intergeneracional de alelos sca2
normales largos (8/17; 47.1%). Entre estas familias, la magnitud promedio de la inestabilidad
intergeneracional vari6 entre -0.5 y 1.0 unidades de CAG.

En tres de las familias estudiadas, alelos con 30 o 31 repeticiones de CAG fueron transmitidos
repetidamente de manera estable. Particularmente, en la familia F117 se obtuvieron evidencias de
estabilidad intergeneracional de un alelo con 30 repeticiones de CAG a través de al menos dos
generaciones (Figura 3-A). En esta familia, el individuo V-1, de sexo masculino, transmitié un
alelo con 30 repeticiones de CAG a cada uno de sus descendientes (VI-2, 3, 4, 5), mientras que
su primer hija (VI1-2) transmitio este alelo de modo estable a su descendiente (V1I-1).

Por el contrario, en la familia F1 se observo inestabilidad intergeneracional de alelos con mas de
28 repeticiones de CAG. Significativamente, se observé la ocurrencia de mutaciones de novo en
las transmisiones del individuo IV-5 a sus descendientes V-1 y V-2 vy, probablemente, en la

transmision del individuo 111-2 a su descendiente 1V-2 (Figura 3-B).
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Figura 3. Comportamiento intergeneracional de alelos sca? normales largos en familias cubanas con
Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. A) Comportamiento estable de un alelo sca2 normal largo con 30
repeticiones de CAG durante su transmision intergeneracional en la familia F117. B) Inestabilidad
intergeneracional en la transmision de alelos con méas de 28 repeticiones de CAG en la familia F1: los
alelos sca2 con 32-33 repeticiones de CAG en los individuos V-1 y V-2 resultaron de mutaciones de novo

a partir de un alelo normal largo de su progenitor. Abreviatura: El- edad de inicio de la enfermedad.

4.1.4 Inestabilidad intergeneracional de alelos sca2 expandidos

El analisis de la transmisidn intergeneracional de los alelos sca2 expandidos en pares progenitor-
descendiente ofrece informacion acerca de la variacion en la linea germinal de los progenitores,
como fuera revelado por las variantes alélicas presentes en la descendencia. En la muestra
analizada, los alelos sca2 expandidos tuvieron una media aritmética y desviacion estandar de
38.4+2.33 repeticiones de CAG. En la tabla 3 aparece resumida la informacion relativa a la
variacion de la secuencia repetitiva de CAG durante su transmision intergeneracional en las
familias estudiadas.

En el 76.4% (172/225) de las transmisiones analizadas ocurrié inestabilidad de alelos sca2
expandidos, donde la ocurrencia de expansiones fue 4.73 veces mayor que la de contracciones de

la secuencia repetitiva de CAG. El cambio intergeneracional tuvo una magnitud promedio de
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+2.08 unidades de CAG, y varié en un rango de -14 a +38 unidades. No hubo diferencias

significativas en cuanto a la magnitud de expansiones y contracciones (t=-1.05; p=0.30).

Tabla 3. Transmision de la secuencia repetitiva de CAG de alelos sca2 expandidos en las

familias estudiadas.

Total Via de transmision
Paterna Materna
NUmero de transmisiones (%) 225 (100) 107 (47.6) 118 (52.4)
(CAG)exp-progenitores 38.4+2.33 38.4+2.32 38.4+2.35
(mediatD.E)
Edad conceptiva-progenitores 26.9+6.90; 28.6+6.69; 25.349.32;
(mediazD.E; rango) 14 a 51 16 a51 14 a 45
Frecuencia de Inestabilidad 172 (76.4) 94 (87.9) 78 (66.1)
n (%)
Expansiones 142 (63.1) 76 (71.0) 66 (55.9)
Contracciones 30 (13.3) 18 (16.8) 12 (10.2)
Magnitud de la Inestabilidad 2.08;-14a 38 3.10; -14a 38 1.16;-6a 11
(media; rango)
Expansiones 3.93;1a38 5.18;1a 38 2.48; 1-11

Contracciones -2.97;-14a-1 -3.44; -14a-1 -2.25;-6a-1

Abreviaturas: (CAG)exp- NUmero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos; n- nimero de

observaciones; D.E- desviacion estandar.

La direccionalidad de la inestabilidad intergeneracional no estuvo asociada a la via de
transmisién de alelos sca2 expandidos. Sin embargo, la transmision paterna difirio
significativamente de la materna en cuanto a la magnitud de la inestabilidad (t=3.13; p=0.002),
incluso después de aplicar la correccion de Bonferroni para comparaciones maltiples (p=0.009).
Esta diferencia en magnitud se debe exclusivamente a las expansiones, por cuanto estas
mostraron diferencias altamente significativas entre las transmisiones paternas y maternas
(t=4.19; p<0.001) -mantenida incluso después de aplicar la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples (p=0.005)-, no asi las contracciones (p=0.29).

4.1.4.1 Efecto del namero de repeticiones de CAG de los alelos sca2 expandidos

transmitidos y de la edad conceptiva sobre la inestabilidad intergeneracional
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En transmisiones paternas de alelos sca2 expandidos, se encontrd asociacion significativa entre la
magnitud de la inestabilidad intergeneracional y el nimero de repeticiones de CAG en estos
alelos (r=0.32; p=0.001), incluso después de aplicar la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples (p=0.005), no asi en el caso de las transmisiones maternas.

No se encontr asociacion significativa entre la edad conceptiva y la magnitud de la inestabilidad
intergeneracional de alelos sca2 expandidos en transmisiones paternas o maternas. Sin embargo,
se obtuvo una correlacion altamente significativa entre la edad conceptiva materna y el nimero
de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos de los descendientes (r=-0.35; p<0.001),
incluso después de aplicar la correccion de Bonferroni para comparaciones multiples (p<0.001);
no asi para la edad conceptiva paterna. Se obtuvo que la via de transmisién de la mutacion, asi
como su interaccion con el nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos y con
la edad conceptiva, tuvieron una asociacion altamente significativa con la inestabilidad
intergeneracional de los alelos sca2 expandidos, que fue sostenida después de aplicada la

correccion de Bonferroni para comparaciones multiples (Figura 4).
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(namero de repeticiones de CAG)
Figura 4. Analisis de varianza factorial de dos vias. A) Efecto de la interaccidn entre el nimero de
repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos y la via de transmision de la mutacion sobre la
inestabilidad intergeneracional de los alelos expandidos. B) Efecto de la interaccién entre la edad

conceptiva y la via de transmision de la mutacién sobre la inestabilidad intergeneracional de los alelos
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expandidos. Abreviaturas: T1, T2 y T3- terciles correspondientes a los alelos sca2 expandidos

transmitidos y a la edad conceptiva, de acuerdo a la distribucion de frecuencias para estas variables.

4.1.4.2 Efecto del sexo de los descendientes sobre la inestabilidad intergeneracional de los
alelos sca2 expandidos

Para evitar el enmascaramiento de un posible efecto del sexo de los descendientes por la fuerte

influencia del sexo del progenitor sobre la inestabilidad, se analizaron las transmisiones paternas

y maternas a hijos e hijas separadamente (Tabla 4).

Tabla 4. Transmision de la secuencia repetitiva de CAG en alelos sca2 expandidos a

descendientes masculinos y femeninos de las familias estudiadas.

Via de transmisién

Paterna Materna
Hijos Hijas Hijos Hijas
NUmero de transmisiones 55 52 53 65
(CAG)exp-progenitores 39.0+2.49 37.8+1.97 38.3+2.06 38.5+2.60
(media+D.E)
Frecuencia de Inestabilidad 50 (90.9%) 44 (84.6%) 34 (64.2%) 45 (69.2%)
n (%)

Expansiones 42 (76.4%) 34 (65.4%) 30 (56.6%) 37 (56.9%)
Contracciones 8 (14.5%) 10 (19.2%) 4 (7.6%) 8 (12.3%)
Magnitud de la 3.95;-14a38 2.21;-8al17 130;-6a7 1.05;-3a1l
Inestabilidad (media; rango)
Expansiones 5.81;1a38 4.41:1a17 267;1a7 233;1all
Contracciones -3.38;-14a-1 -3.50;-8a-1 -2.75;-6a-1 -2.0;-3a-1

Se obtuvo que en las transmisiones paternas no hubo diferencias significativas entre
descendientes de sexo masculino y femenino en cuanto a la magnitud de la inestabilidad (t=1.03;
p=0.31), y que el sexo de los descendientes no estuvo asociado a la frecuencia de ocurrencia de
expansiones o contracciones (x?> = 0.68; p=0.41). Resultados similares se obtuvieron en las
transmisiones maternas para la magnitud de la inestabilidad, y para la frecuencia de ocurrencia de
expansiones o contracciones. Tampoco se encontrd que existiera interaccion significativa entre la
via de transmision de la mutacion y el sexo del descendiente, en la determinacion de la magnitud

de la inestabilidad intergeneracional de alelos sca2 expandidos (p=0.27).

-51-



Resultados

4.1.4.3 Familiaridad de la inestabilidad intergeneracional de los alelos sca2 expandidos

Para valorar si la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG del gen sca2
tiende a agregarse en las familias, evaluamos si la desviacion del nimero de repeticiones de CAG
esperado, predicho por el numero de repeticiones de CAG de la descendencia sobre la base del
namero de repeticiones de CAG, edad conceptiva y sexo del progenitor transmisor de la
mutacion, estuvo correlacionado entre hermanos en las familias con SCA2 estudiadas. Mdltiples
pares de hermanos fueron derivados de grupos de hermanos con mas de dos miembros. El
analisis de 84 pares de hermanos reveld la existencia de una correlacion significativa entre
hermanos (r=0.44; p<0.001), incluso una vez aplicada la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples (p<0.001). El coeficiente de correlacién intraclase fue de 0.214, y la
familiaridad de la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG en alelos
sca2 expandidos fue del 42.8%.

4.2 Edad de inicio y riesgo bayesiano dependiente de la edad

En la muestra estudiada de 748 individuos con SCAZ2, la edad de inicio varié entre los 2 y los 68
afios, y tuvo una media aritmética y desviacion estandar de 32.5+13.8 afios; la mediana fue de 31
afios. La distribucién de frecuencias correspondiente a esta variable tuvo una asimetria (D.E) de
0.33 (0.09), y una curtosis (D.E) de -0.56 (0.18). La no normalidad de la distribucion de la edad
de inicio fue confirmada a través de la prueba de Shapiro-Wilk (SW-W=0.97; p<0.001); sin
embargo, la inspeccion visual de la distribucion sugiere una muy cercana proximidad a la
normalidad (Figura 5-A). El calculo de la frecuencia acumulada para la edad de inicio mostro que
el 50.0% de los sujetos estudiados enferm6 antes de los 31 afios de edad; el 20.0% enferm¢ antes
de los 20 afios de edad (juveniles), mientras que el 99.0% fue sintomatico antes de los 63 afios de

edad (Figura 5-B).
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Figura 5. Distribuciones de frecuencias para la edad de inicio en pacientes con Ataxia Espinocerebelosa

tipo 2 (n=748). A) Distribucion de frecuencias absolutas. B) Distribucion de frecuencias acumulativas.

El 51.1% de los individuos estudiados pertenecieron al género masculino y tuvieron una edad de

inicio media y desviacion estandar de 31.8+13.9 afios. Como promedio, manifestaron los

primeros sintomas de enfermedad un afio antes que las mujeres, pero esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (t=-1.51; p = 0.132).

4.2.1 Riesgo bayesiano dependiente de la edad para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

El célculo del riesgo bayesiano para individuos asintomaticos con un riesgo a priori del 50% de

enfermar clinicamente, indicO la existencia de una progresiva disminucion del riesgo a medida

que avanza la edad del individuo (Tabla 5). Mientras que para individuos con siete afios de edad

0 menos, el riesgo sigue siendo del 50%, los individuos con 25 a 35 afios de edad tienen un

riesgo que varia entre el 39 y 27%, mientras que para los casos de 65 afios de edad o mas, el

riesgo disminuye hasta aproximadamente un cero por ciento.
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Tabla 5. Tabla de vida para la estimacion del riesgo genético en individuos asintomaticos con un

riesgo a priori del 50% para la SCA2.

Edad (afios) Riesgo (%0) Edad (afios) Riesgo (%) Edad (afios) Riesgo (%)

<7 50 30-31 33 48 14

8-12 49 32 32 49 12

13-15 48 33 31 50 10

16-17 47 34 29 51-52 9
18 46 35 27 53 8
19 45 36 26 54-55 7
20 44 37 25 56 6
21 43 38-39 24 57 5

22-23 42 40 21 58-59 4
24 41 41 20 60 3

25-26 39 42-43 19 61 2
27 38 44 18 62-64 1
28 37 45-46 16 > 65 ~0
29 36 47 15

El calculo del riesgo bayesiano para individuos asintomaticos con un riesgo a priori del 25%
también indico la existencia de una progresiva disminucion del riesgo genético a medida que

avanza la edad del individuo (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla de vida para la estimacion del riesgo genético en individuos asintomaticos con un

riesgo a priori del 25% para la SCA2.

Edad (afios) Riesgo (%0) Edad (afios) Riesgo (%0)
<9 25 35-36 11
10-14 24 37-38 10
15-17 23 39 9
18 22 40-41 8
19 21 42-44 7
20-22 20 45-47 6
23-24 19 48 5
25 18 49-50 4
26-27 17 51-54 3
28-29 16 55-57 2
30-31 14 58-61 1
32-33 13 >63 ~0
34 12

Mientras que los individuos asintomaticos con un riesgo a priori del 25% y nueve 0 menos afios

de edad mantienen un riesgo del 25%, los individuos de 25 a 35 afios de edad tienen un riesgo
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que va del 18% al 11%. EI riesgo para estos individuos disminuye hasta aproximadamente un
cero por ciento a la edad de 63 afios 0 mas (Tabla 6).

4.3 Factores genéticos y fisioldgicos que modifican el fenotipo clinico de la enfermedad

Fue considerado el namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos y normales, la
dosis genética, polimorfismos en genes no alélicos, el sexo, la edad y el tiempo de evolucion,
como factores genéticos y fisiolégicos candidatos a modificadores del fenotipo clinico de la
enfermedad. Se consideraron la edad de inicio, la duracién de la vida, la duracién de la
enfermedad, la puntuacion total de ataxia, la velocidad sacadica maxima y la latencia sacédica a
100, 20°, 30° y 60°, y la tasa de progresion de la enfermedad, como marcadores del fenotipo
clinico. La estadistica descriptiva de estas variables se resume en el anexo 4.

4.3.1 Fenotipo clinico y numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos

4.3.1.1 Edad de inicio de la enfermedad versus numero de repeticiones de CAG en alelos
sca2 expandidos

A través de analisis de regresion simple y mdaltiple se obtuvo una asociacién altamente
significativa entre la edad de inicio y el namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2
expandidos. EI modelo de regresion simple que mejor se ajustd a los datos fue de tipo
exponencial (Figura 6-A). Adicionalmente se obtuvo un modelo bi-segmentado por regresion
lineal multiple que explicd mejor la relacion existente entre la edad de inicio y el nimero de
repeticiones de CAG (ver epigrafe 3.13) (Figura 6-B). Obtuvimos el mayor incremento en el
coeficiente de determinacion ajustado (R%;) (de 0.61 a 0.64; AR?;=0.03; p<0.001) para 45
repeticiones de CAG; el error estdndar del residual se redujo de 0.20 a 0.017. No hubo
diferencias significativas entre hombres y mujeres para la edad de inicio una vez ajustada al

namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos (p>0.05).
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Figura 6. Diagramas de dispersion que muestran la relacion existente entre la edad de inicio de la
enfermedad (EI) y la longitud de alelos sca2 expandidos (alSCA2exp) (n=530). A) Modelo exponencial
en el que puede apreciarse la existencia de una relacion curvilinea entre las variables en estudio. B)
Modelo de regresion lineal bi-segmentado donde la edad de inicio transformada logaritmicamente es
ploteada contra el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos. La linea punteada
representa el modelo de regresion lineal con mejor ajuste a los datos. La linea sélida representa el
modelo de regresion lineal multiple con mejor ajuste a los datos, con el punto de inflexion en 45

unidades de CAG. Se muestran las correspondientes ecuaciones de regresion.

4.3.1.1.1 Probabilidad de enfermar a una edad determinada para un numero de
repeticiones de CAG especifico en alelos sca2 expandidos

De los 961 individuos que conforman la muestra utilizada para la determinacion de la penetrancia
de alelos sca2 expandidos, 924 tuvieron mas de 31 repeticiones de CAG en sus alelos
expandidos. De estos, 867 (93.8%) individuos tienen alelos sca2 cuyas secuencias repetitivas de
CAG varian entre las 34 y 45 unidades. A partir de esta muestra se realiz6 un analisis de
supervivencia para estimar la probabilidad que un individuo tiene de enfermar a una edad
determinada para un nimero de repeticiones de CAG especifico. La probabilidad acumulativa
para la manifestacion de la enfermedad, a intervalos de cinco afios y para un nimero de

repeticiones de CAG especifico, es mostrada en el anexo 5.
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de edad (Tabla 7).

Se obtuvo que a medida que el nimero de repeticiones de CAG aumentd de 34 a 45 unidades,
hubo un incremento altamente significativo en la probabilidad de manifestar la enfermedad a una
edad determinada (p<0.001). Mientras un individuo con 36 repeticiones de CAG tuvo una
probabilidad del ocho por ciento de haber enfermado hacia los 35 afios de edad, la probabilidad
aumenta hasta un 25% para aquellos con 38 unidades repetitivas de CAG, y hasta un 82% para
individuos con 42 repeticiones de CAG (Anexo 5). Ademas se encontrd que, por ejemplo, el 50%
de los individuos con 35 repeticiones de CAG habra enfermado hacia los 60 afios de edad,

mientras que el 50% de aquellos con 45 repeticiones de CAG habré enfermado hacia los 18 afios

Tabla 7. Media y cuartiles para la edad de inicio en individuos con 34 a 45 unidades repetitivas

de CAG (n=867).

NUmero de  Edad de Inicio media Cuartiles para la Edad de Inicio
repeticiones (1.C 95%) (afios) (1.C 95%) (afios)
de CAG Q: Q2 Qs

34 68.8 (61.9-75.8) 62 (27-97) - -
35 60.8 (57.9-63.6) 55 (52-58) 60 (55-65) 68 (ND)
36 53.7 (50.3-57.0) 49 (41-57) 53 (50-56) 62 (58-66)
37 48.5 (46.6-50.3) 42 (40-44) 49 (48-50) 55 (51-59)
38 43.3 (40.7-45.9) 35(32-38) 42 (39-45) 56 (50-62)
39 36.1 (34.1-38.0) 30 (28-32) 36 (34-38) 40 (37-43)
40 34.5 (32.3-36.6) 29 (26-32) 34 (31-37) 40 (36-42)
41 36.3 (32.3-40.4) 25 (23-27) 30(27-33) 62 (41-83)
42 30.1 (25.8-34.5) 23 (20-26) 25 (24-26) 30 (25-35)
43 23.5(21.2-25.7) 19 (18-20) 20 (18-22) 28 (26-30)
44 23.3(19.6-26.9) 19 (16-22) 21 (19-23) 28 (21-35)
45 23.2 (15.8-30.6) 13 (10-16) 18 (11-25) 30 (18-42)

Abreviaturas: Q;- primer cuartil (edad a la cual estard afectado el 25% de los

individuos); Q.- segundo cuartil (edad a la cual estard afectado el 50% de los

individuos);

individuos); 1.C 95%- intervalo de confianza del 95%.
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Qs- tercer cuartil (edad a la cual estara afectado el 75% de los

Se observo que una diferencia de tan sélo una unidad de CAG tuvo un efecto significativo sobre
la edad de inicio estimada para un individuo determinado (p<0.001). Se obtuvo una correlacién

lineal altamente significativa entre el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos
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y la edad de inicio media (r*=-0.98; p<0.001), el primer (r?=-0.84; p<0.001), segundo (r*=-0.991;
p<0.001) y tercer (r’=-0.998; p<0.001) cuartiles para la edad de inicio. La edad de inicio media
disminuy6 4.15+3.45 afios por cada incremento de una unidad en el nimero de repeticiones de
CAG en el rango de 34 a 45 unidades. En igual rango, la edad de inicio mediana (Q,) disminuy6
4.20+2.44 afios por cada incremento en el nimero de repeticiones de CAG.

4.3.1.2 Duracion de la vida y duracion de la enfermedad versus niumero de repeticiones de
CAG en alelos sca2 expandidos

La duracion de la vida en los hombres (n=46) fue de 46.4 afios como promedio, mientras que en
las mujeres (n=53) fue de 47.4 afios; esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Se
comprobd que tampoco existid diferencia significativa para la duracion de la enfermedad entre
hombres y mujeres. Se obtuvo una asociacién negativa altamente significativa entre la duracion
de la vida y el nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos (Figura 7-A);

resultados similares se obtuvieron para la duracién de la enfermedad (Figura 7-B).
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Figura 7. Diagramas de dispersion para: A) Duracion de la vida (DV) versus nimero de
repeticiones de CAG (alSCA2exp) (n=69), B) duracion de la enfermedad (DE) versus nimero de
repeticiones de CAG (n=69). En ambos casos puede ser apreciada la existencia de una relacién

curvilinea entre las variables. Se muestran las correspondientes ecuaciones de regresion.
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Los individuos con 36 o 37 repeticiones de CAG fallecieron a los 60 afios de edad o mas tarde,
mientras que aquellos con 50 repeticiones de CAG o mas, fallecieron antes de los 25 afios de
edad. De modo similar, los individuos con 36 o 37 repeticiones de CAG vivieron hasta 18-33
afios desde el debut de la enfermedad, mientras que aquellos con 50 repeticiones de CAG 0 mas,
vivieron hasta 5-14 afios desde el debut de la enfermedad.

4.3.1.3 Puntuacién total de ataxia versus numero de repeticiones de CAG en alelos sca2
expandidos

La puntuacion total de ataxia tuvo una media y desviacion estandar de 50.1+17.4 unidades en el
grupo de individuos con SCA2 analizados (Anexo 4). La edad de los enfermos al momento del
estudio tuvo una media de 40.6 afios, la edad de inicio promedio fue de 28.2 afios, mientras que
el tiempo de evolucién promedio fue de 12.5 afios; los alelos sca2 expandidos tuvieron una
media de 40.9 repeticiones de CAG. Se obtuvo que la puntuacion total de ataxia estuvo
positivamente asociada al tiempo de evolucién (r=0.57; p<0.001) y, en mucho menor grado, al
namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos (r=0.24; p=0.006) (Figura 9-A y -B,

respectivamente).
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Figura 9. Diagramas de dispersion para: A) Puntuacion total de ataxia (Pt-ICARS) versus
tiempo de evolucién (TE) (n=135), B) Puntuacién total ataxia versus nimero de repeticiones
de CAG en alelos sca2 expandidos (alSCA2) (n=135). Las lineas discontinuas a ambos lados
de las curvas de regresién representan las bandas de regresion para un intervalo de confianza
del 95%. Se muestran las correspondientes ecuaciones de regresion.
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No se encontrd correlacion significativa entre la puntuacion total de ataxia y la edad al momento
del examen. A través de un analisis de regresion maltiple se obtuvo que la conjuncién del tiempo
de evolucion y del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos, explico el 43.4%
de la variabilidad observada para la puntuacién total de ataxia.

4.3.1.4 Velocidad sacadica maxima y latencia sacadica versus numero de repeticiones de
CAG en alelos sca2 expandidos

La estadistica descriptiva correspondiente a la velocidad sacadica méxima y a la latencia sacadica
en los enfermos estudiados se muestra en el anexo 4. En este grupo, el tiempo de evolucién tuvo
una media y desviacion estandar de 13.9+8.49 afios, y los alelos sca2 expandidos tuvieron un
promedio y desviacion estdndar de 40.4+3.39 repeticiones de CAG. Se obtuvo una asociacion
moderada y altamente significativa entre el numero de repeticiones de CAG en alelos sca2
expandidos y la velocidad sacadica maxima a 10°, 20°, 30° y 60°; el mejor ajuste entre estas

variables se obtuvo para los 60° (Figura 10).
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Figura 10. Velocidad sacéddica maxima (VSM) a 30° y 60° versus numero de
repeticiones de CAG en alelos sca? expandidos (alSCA2exp) (n=94). Puede ser
apreciada la existencia de una relacion curvilinea entre las variables. Se muestran las

correspondientes ecuaciones de regresion.

La latencia sacédica no tuvo correlacién significativa con el nimero de repeticiones de CAG en

alelos sca2 expandidos. Se obtuvo que ni la edad ni el tiempo de evolucion estuvieron
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significativamente asociados a la latencia sacadica o a la velocidad sacadica méxima a 10°, 20°,
30° 0 60° (p>0.05), y que no existieron diferencias significativas entre hombres (n=57) y mujeres
(n=37) para la latencia sacédica, o la velocidad sacadica méaxima incluso después de ajustada al
namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos (p>0.05).

4.3.1.5 Tasa de progresion de la enfermedad versus niamero de repeticiones de CAG en
alelos sca2 expandidos

La estadistica descriptiva correspondiente a la tasa de progresion de la enfermedad en los
individuos enfermos estudiados se muestra en el anexo 4. La estadistica descriptiva
correspondiente a la edad de los enfermos al momento del estudio, el tiempo de evolucion y los
alelos sca2 expandidos, fue puntualizada en el epigrafe 4.3.1.4.

Se obtuvo que el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos estuvo
significativamente asociado a la puntuacion total de ataxia/edad del individuo (Figura 11-A), y a
la puntuacion total de ataxia/tiempo de evolucion de la enfermedad, aungue en este Gltimo caso la

asociacion fue muy débil (Figura 11-B).

A) B)
4.5 Pt-ICARS/edad=0.118alSCA2exp -3 485 22 Pt-ICARS/TE=0.226alSCA2exp-3.998

€ 40 R=0.470 20 R*=0.074

= : o = =

o35 ° < v e I8 +*

R T <& - =4 o *

v o _~ < = 16

% 3.0 /// U B 14 + ‘

U 25 N > = 512 +o

= - =] = + e

T o 0 ©7 g0 0 T S o = ‘e

= 20 PP O 2 10 v, + ¢

_‘3"1; §88 ;é, 7 ¢ 22 8 A 3' e —

; - ° §’§ o E'E(‘ . i.‘ -y 0‘

‘T 10} oe°? §G o = 35 3% | 2

- /g% 5 o ol SR | i;!’ 230 .

= (0.5 °8

Z 05 ~878°8, 8 2 .

0.0 0
32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 38 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 38
Alelos SCA2 expandidos Alelos SCA2 expandidos

(nimero de repeticiones de CAG) (nimero de repeticiones de CAG)

Figura 11. Tasa de progresion de la enfermedad versus nimero de repeticiones de CAG
(alSCA2exp) (n=135). A) Puntuacion total de ataxia ajustada a la edad del individuo
versus namero de repeticiones de CAG. B) Puntuacidn total de ataxia ajustada al tiempo
de evolucion de la enfermedad versus ndmero de repeticiones de CAG. Se muestran las

correspondientes ecuaciones de regresion.
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Se comprobd que la enfermedad tuvo una tasa de progresion similar entre hombres y mujeres
para la puntuacion total de ataxia/edad del individuo. Sin embargo, para la puntuacion total de
ataxia/tiempo de evolucidn, la tasa de progresion fue significativamente menor en hombres que
en mujeres (4.60+2.41 vs. 6.06+4.04; p=0.014). Esta diferencia entre hombres y mujeres se
sostuvo incluso después de ajustar la puntuacion total de ataxia/tiempo de evolucion, al nimero
de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos (t=-2.77; p=0.006).

4.3.2 Influencia del numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y del genotipo
sca2 sobre el fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

Se evaluo la posible influencia del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y del
genotipo sca2 sobre el fenotipo clinico de la enfermedad, a través de analisis de regresién lineal
multiple considerando al nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y expandidos,
y al genotipo para el gen sca2, como variables independientes.

Del andlisis de regresion lineal multiple considerando al logaritmo de la edad de inicio como
variable dependiente, se obtuvo que para los alelos sca2 expandidos el valor del coeficiente de
determinacion (R?) fue de 0.607 (p<0.0001). Luego, el 60.7% de la varianza de la edad de inicio
en la muestra estudiada se debi6 al nimero de repeticiones de CAG de los alelos expandidos. La
adicion del nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales mejoré moderadamente
el coeficiente de determinacion, explicando entonces el 61.0% de la variabilidad de la edad de
inicio; el genotipo sca2, operacionalizado como variable cuantitativa o cualitativa, no tuvo una
influencia significativa sobre la edad de inicio.

De acuerdo a este modelo, tan solo el 0.3% de la varianza total de la edad de inicio puede ser
atribuida al nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales, mientras que el 0.76%
de la varianza de la edad de inicio no explicada por el nimero de repeticiones de CAG en los
alelos sca2 expandidos, puede ser interpretada en términos del nimero de repeticiones de CAG

en los alelos normales (Tabla 8; Modelo 2). Se evidencié que los alelos sca2 expandidos y
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normales tienen efectos opuestos sobre la edad de inicio de la enfermedad; el incremento en el
namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales implic6 un debut clinico mas tardio.

La influencia del namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales sobre la edad de inicio
también fue corroborada a través de un analisis de regresion lineal multiple a partir del modelo
bi-segmentado anteriormente abordado en el epigrafe 4.3.1.1. La adicién del nimero de
repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales mejord el coeficiente de determinacion,
explicando entonces el 64.2% de la variabilidad de la edad de inicio (Tabla 8; Modelo 4); el
genotipo sca2, operacionalizado como variable cuantitativa o cualitativa, no tuvo una influencia

significativa sobre la edad de inicio.

Tabla 8. Influencia de los alelos sca2 normales sobre la edad de inicio y progresion de la

enfermedad.
Modelo Variables Variables Varianza no
Dependientes explicativas R®>  AR? explicada de la P
edad de inicio

1 logEl alSCA2, 0.607 - - <0.001
2 alSCA2,,, + alSCA2, 0.61 0.003 0.76 <0.001
3 logEl X+ X, 0.638 - - <0.001
4 X, + X,+ alSCA2, 0.642 0.004 1.10 <0.001
5 ICARS/TE alSCA2, 0.075 - - <0.001
6 alSCA2,, + alSCA2, 0.126 0.051 5.51 <0.001

Abreviaturas: logEl- edad de inicio con transformacion logaritmica; ICARS/TE- puntuacion total de ataxia
ajustada al tiempo de evolucion; alSCAZ2.,- ndmero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos;
alSCA2,- nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales; R?- coeficiente de determinacion; AR?-

diferencia en el coeficiente de determinacion; p- nivel de significacion estadistica.

De acuerdo con este modelo, el 0.4% de la varianza total de la edad de inicio puede ser atribuida
al niamero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales, mientras que el 1.1% de la
varianza de la edad de inicio no explicada por el nimero de repeticiones de CAG en los alelos
sca2 expandidos, puede ser explicada por el niamero de repeticiones de CAG en los alelos
normales. También aqui se evidenci6 que el incremento en el nimero de repeticiones de CAG en

alelos sca2 normales implicé una manifestacion mas tardia de la enfermedad; una vez ajustada la
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edad de inicio al namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos, los individuos
con 22 repeticiones de CAG o mas en sus alelos normales enfermaron a edades
significativamente mas tardias que aquellos con menos de 22 repeticiones de CAG (p= 0.009).

Se encontré que ni el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales ni el genotipo
sca2 tuvieron influencia significativa sobre la duracion de la vida o sobre la duracion de la
enfermedad. Resultados similares se obtuvieron para las puntuaciones totales de ataxia una vez
ajustadas al tiempo de evolucion y al namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2
expandidos, para la velocidad sacadica maxima y para la latencia sacadica a 10°, 20°, 30° y 60°, y
para la tasa de progresion de la enfermedad expresada en forma de la puntuacion total de ataxia
ajustada a la edad del individuo (p>0.05).

Sin embargo, el nimero de unidades de CAG en los alelos sca2 normales tuvo una influencia
significativa sobre la tasa de progresion de la enfermedad expresada como la puntuacion total de
ataxia ajustada al tiempo de evolucion. La inclusion de esta variable en el modelo de regresion
representado en la figura 11-B, mejor6 significativamente el coeficiente de determinacion,
explicando entonces el 12.6% de la variabilidad de la puntuacién total de ataxia ajustada al
tiempo de evolucién de la enfermedad. Luego, el 5.51% de la varianza de la puntuacion total de
ataxia ajustada al tiempo de evolucion, no explicada por el nimero de repeticiones de CAG en
los alelos sca2 expandidos, puede ser interpretada en funcion de la variacion del nimero de
repeticiones de CAG en los alelos normales (Tabla 8; Modelo 6). Segin este modelo, los alelos
sca2 expandidos y normales tienen efectos opuestos sobre la tasa de progresion de la
enfermedad; el incremento en el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales implico
una disminucién en la tasa de progresion de la enfermedad.

4.3.3 Efecto de la dosis genética sobre el fenotipo clinico en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2
La informacion genealdgica correspondiente a los casos identificados como homocigoticos para
alelos sca2 expandidos se muestra en el anexo 6. La estadistica descriptiva para las variables
clinicas relativas a los casos incluidos en el estudio se muestra en la tabla 9.
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Tabla 9. Estadistica descriptiva para variables clinicas en individuos homocigéticos y

heterocigdticos con 34, 35 0 41 repeticiones de CAG en sus alelos sca2 expandidos.

Variables clinicas

Genotipos para el gen sca2 (nimero de repeticiones de CAG)

34/34 x/34 35/35 x/35 33/41 x/41
El (afios)
n 4 14 49
Rango 57* 612 29-62 51 50-68 13 15-41
MediatD.E 46.0+17.42 58.1+5.60 26.5+5.72
1.C 95% 18.3-73.7 54.9-61.4 24.8-28.1
DV (afios) ND ND ND
n 26
Rango 80 35 27-67
MediatD.E 50.8+9.54
1.C 95% 46.9-54.7
DE (afios) ND ND ND
n 26
Rango 23 22 7-38
MediatD.E 20.9+6.59
1.C 95% 18.3-23.6
Pt-ICARS ND ND ND ND
n 11
Rango 75 19-65
MediatD.E 40.5+£13.7
1.C 95% 31.3-49.6
VSM 60° ND ND
(grados/segundo)
n 9 31
Rango 235.0 231-668.5 265.5  86.0-577.5
MediatD.E 361.7+141.4 218.2+101.6
1.C 95% 252.9-470.4 180.9-255.4
Lat 60° ND ND
(milisegundos)
n 9 31
Rango 291.0 117.0-3540 293.0 56.0-876.0
MediatD.E 226.4+69.74 286.6+153.9
1.C 95% 172.8-280.1 230.1-343.0
Pt-ICARS/Edad ND ND ND ND
n 11
Rango 1.27 0.32-1.13
MediatD.E 0.75+0.26
1.C 95% 0.58-0.93

Abreviaturas: El- edad de inicio, DV- duracién de la vida; DE- duracion de la enfermedad; Pt-

ICARS- puntuacion total de ataxia; VSM- velocidad sacadica maxima; Lat- latencia sacédica; n-

tamano muestral; D.E- desviacién estandar; 1.C- intervalo de confianza, ND- no determinado; x-

alelo sca2 normal con 13 a 31 repeticiones de CAG; * y - correspondientes a los casos 1y 2

respectivamente.
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Los dos individuos homocigdticos con genotipos de 34/34 repeticiones de CAG (casos 1y 2)
tuvieron edades de inicio incluidas en el intervalo definido por los limites de confianza del 95%
para individuos heterocigoticos con 34 unidades de CAG en sus alelos sca2 expandidos (Tabla
9). Por el contrario, los homocigéticos con genotipos de 35/35 (caso 3) o 33/41 (caso 4)
repeticiones de CAG, enfermaron a edades mas tempranas que lo esperado en comparacién con
individuos heterocigéticos (Tabla 9).

Adicionalmente, el caso 3 tuvo una puntuacion total de ataxia, una latencia sacadica a 60° y una
tasa de progresion de la enfermedad expresada como la puntuacion total de ataxia/edad, de mayor
magnitud que lo esperado en comparacion con individuos heterocigoticos, y una velocidad
sacadica maxima a 60° de menor magnitud que lo esperado (Tabla 9). El caso 4 tuvo una
duracion de la vida menor que el limite inferior del intervalo de confianza del 95% para
individuos heterocigéticos con 41 unidades de CAG en sus alelos sca2 expandidos; sin embargo,
no se diferencid de los individuos heterocig6ticos en cuanto a la duracion de la enfermedad o la
latencia sacédica a 60° e, incluso, tuvo una velocidad sacadica maxima a 60° de mayor magnitud
que lo esperado (Tabla 9).

4.3.4 Componentes genético y ambiental de la varianza residual de la edad de inicio

En los 336 pares de hermanos estudiados, la correlacion estimada para la edad de inicio residual -
una vez ajustada al nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales y expandidos-,
fue de 0.2395 (p<0.001). Por tanto, la familiaridad de esta varianza residual de la edad de inicio
fue del 47.9%, 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 sca2 normales y
expandidos, y a factores ambientales compartidos por los familiares estudiados. Este resultado
implica que el 52.1% de tal varianza residual es atribuible a factores ambientales no compartidos

por los familiares estudiados.
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4.3.5 Genes modificadores del fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

La estadistica descriptiva correspondiente a la edad de inicio de la enfermedad, al nimero de
repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y expandidos, y al genotipo sca2 para los grupos
“prematuro” y “tardio”, y para la muestra a partir de la cual estos grupos fueron conformados, se
presenta en la tabla 10. Se verifico la existencia de diferencias altamente significativas para la
edad de inicio entre los grupos “prematuro” y “tardio” (p<0.001), si bien no existieron
diferencias significativas para el nidmero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales,

expandidos, o para el genotipo sca2 (p>0.05).

Tabla 10. Estadistica descriptiva correspondiente a los individuos con SCA2 incluidos en el
estudio para la identificacion de genes candidatos a modificadores de la edad de inicio en la

Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

Edad de inicio  Alelos sca2 Alelos sca2 Genotipo
Grupo n  Hombres normales expandidos sca2

Media D.E Media D.E Media D.E Media D.E
Fuente 530 284 331 1403 222 139 401 438 623 459
Prematuro 29 17 208 868 21.7 1.07 402 419 619 458
Tardio 21 14 429 1366 219 0.65 407 380 626 3.76

Abreviaturas: n- tamafio muestral; D.E- desviacion estandar.

A partir de la determinacion del nimero de repeticiones de CAG en los genes candidatos a
modificadores se identificaron sus variantes alélicas y genotipicas; la estadistica descriptiva
correspondiente se muestra en la tabla 11. El locus que mayor variabilidad alélica mostro fue el
correspondiente al gen sca3; fueron identificados 15 alelos sca3 que variaron entre las 14 y 34
repeticiones de CAG, con una media y desviacion estandar de 22.5+4.87 unidades. Para los genes
scal y sca6 fueron identificadas solamente nueve variantes alélicas. Los alelos salvajes para los
genes scal, sca3, sca6, scal7 y drpla fueron los de 28 (22.0%), 23 (29.0%), 11 (31.0%), 37
(27.0%), y 14 (33.0%) unidades de CAG, respectivamente.
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Tabla 11. Estadistica descriptiva correspondiente a las variantes alélicas y genotipicas

identificadas para los genes candidatos a modificadores de la edad de inicio en la SCA2.

Variantes alélicas

Gen Alelos cortos Alelos largos Genotipos

No. Rango Media D.E No. Rango Media D.E No. Rango Media D.E
scal 8 2432 282 167 7 2733 296 165 13 52-64 578 3.07
sca3 9 14-27 199 447 13 1434 250 382 21 2857 449 6.97
scab 7 5-13 102 209 7 7-17 119 196 14 12-28 221 3.68

9

9

scal7 23-37 343 241 7 3339 365 123 10 56-75 708 3.23
drpla 7-19 114 288 9 7-19 145 205 7 14-38 259 422

Abreviaturas: No.- nimero de variantes alélicas o genotipicas identificadas; D.E- desviacion estandar.

Se obtuvieron diferencias significativas en cuanto al nimero de repeticiones de CAG entre los
alelos cortos y largos en todos los loci analizados (p<0.001). No se obtuvo correlacion
significativa entre la longitud de la secuencia de CAG en estos loci y los alelos sca2 expandidos
(p>0.05), confirmandose que las secuencias repetitivas de CAG en cada uno de estos loci
representan eventos independientes. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos
“prematuro” y “tardio” para los alelos sca3 largos, el genotipo sca3, y los alelos drpla cortos

(Tabla 12 y Figura 12-A-C).

Tabla 12. Andlisis de las distribuciones alélicas y genotipicas en los grupos “prematuro” y

“tardio” para el nimero de repeticiones de CAG en cinco loci genéticos.

Prueba U de Mann-Whitney para

Gen Alelos cortos Alelos largos Genotipos
U p U p U p
scal 259.0 0.36 264.0 042 2530 031
sca3 216.0 0.075 203.0 0.042 2035 0.046
scab 248.0 0.25 288.0 0.74 2635 042
scal7 288.5 0.74 290.0 0.76  286.0 0.71
drpla 176.5 0.01 296.0 0.86 207.5 0.055

La diferencia encontrada entre los grupos “prematuro” y “tardio” para los alelos drpla cortos se
sostuvo después de aplicar la correccién de Bonferroni para pruebas simultaneas (p=0.05), no asi
para los alelos SCA3 largos (p=0.23) o para el genotipo SCA3 (p=0.21). En el grupo

“prematuro” los alelos drpla cortos de hasta 12 unidades de CAG representaron el 41.4% de la
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distribucion, mientras que en el grupo “tardio” estos alelos representaron el 76.2% de la
distribucion (Figura 12-C). Por tanto, los alelos drpla de hasta 12 unidades repetitivas de CAG
podrian considerarse protectivos, y aquellos con mas de 12 unidades repetitivas de CAG podrian
considerarse perjudiciales.

En esta muestra el namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos explicé el
42.8% de la variabilidad observada en la edad de inicio de la enfermedad (p<0.0001); los alelos
sca2 normales no tuvieron una contribucién significativa (p>0.05). La inclusion del nimero de
repeticiones de CAG en los alelos drpla cortos mejord el coeficiente de determinacién (R*=
0.499; p<0.0001), de modo que el 7.1% de la varianza total de la edad de inicio puede ser
atribuida al nimero de repeticiones de CAG en los alelos drpla cortos, mientras que el 12.4% de
la varianza de la edad de inicio no explicada por el nimero de repeticiones de CAG en los alelos
sca2 expandidos, puede ser interpretada en términos de la variacion del namero de repeticiones
de CAG en los alelos drpla cortos. A medida que aument6 el nimero de repeticiones de CAG en
alelos drpla cortos, hubo una disminucion de la edad de inicio.

De los individuos enfermos incluidos en esta muestra, solo a 16 se les pudo determinar la
puntuacion total de ataxia y a 13 la velocidad sacadica maxima. En este grupo, la puntuacion
total de ataxia no mostrd correlacion significativa con la edad de inicio ni con la edad del
individuo o el tiempo de evolucién (p>0.05), pero si con el numero de repeticiones de CAG en
alelos sca2 expandidos (r=0.62; p=0.01). Ninguno de los genes candidatos a modificadores ni sus
genotipos tuvo una influencia significativa sobre la puntuacion total de ataxia una vez ajustada al
namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos (p>0.05).

El nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos correlacion6 con la puntuacién
total de ataxia/edad del individuo (r=0.86; p<0.001), pero no con la ajustada al tiempo de
evolucion (p>0.05). Solo los alelos sca3 largos tuvieron una influencia significativa sobre el
residual de la tasa de progresion de la enfermedad, expresada como la puntuacion total de

ataxia/edad, una vez ajustada al namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos (r=-
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0.512; p=0.042). La latencia sacéadica ni la velocidad sacadica méxima tuvieron correlacion
significativa con el numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos, ni con ninguno de

los genes candidatos analizados o sus genotipos (p>0.05).
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Figura 12. Distribucion de frecuencias en los grupos “prematuro” y “tardio” para: A) Alelos sca3 largos;

B) Genotipo sca3; C) Alelos drpla cortos; D) Polimorfismo mt10398A/G del gen MTND3.

A partir del genotipaje del polimorfismo mitocondrico mt10398A/G, se obtuvo que el 40.7%
(11/27) de los individuos genotipados pertenecientes al grupo de inicio prematuro presentaron la
variante mt10398G; esta variante se encontrd solamente en el 10.5% (2/19) de los individuos
pertenecientes al grupo de inicio tardio. Se obtuvo que la variante mt10398G estuviera
significativamente asociada a una edad de inicio temprana (Figura 12-D). El limitado namero de
individuos disponibles para este estudio impidié realizar analisis similares para polimorfismos

mitocdndricos menos comunes.

-70 -



5. DISCUSION



Discusion

6. DISCUSION

5.1 Variacion del namero de repeticiones de CAG del gen sca2 en familias cubanas con
Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Rangos de referencia

5.1.1 Umbral patolégico y frecuencias génicas y genotipicas para el gen sca2

Para las enfermedades poliglutaminicas se han definido rangos de referencia de acuerdo al
namero de repeticiones de CAG en los genes causales (Anexo 2). La primera distincién necesaria
-rango normal versus patolégico- parte de la definicion del “umbral patolégico”, entendido como
el namero de repeticiones de CAG minimo necesario para provocar la manifestacion de la
enfermedad. En el caso particular de la SCA2, los resultados alcanzados dan fundamento a los
hallazgos de Santos et al. (12) y de Ferndndez et al. (167), quienes encontraron individuos que
enfermaron siendo portadores de alelos con 32 o0 33 repeticiones de CAG, definiendo el rango de
los alelos patolégicos como aquellos con mas de 31 unidades de CAG.

Aqui confirmamos que para el gen sca2, 32 es el namero de repeticiones de CAG minimo
necesario para provocar la manifestacion clinica de la enfermedad. Este hecho se fundamenta en
la identificacidn de sujetos con 30 o 31 unidades de CAG clinicamente asintomaticos aun cuando
han alcanzado edades avanzadas, y de un individuo previamente reportado (12), que siendo
portador de un alelo con 32 repeticiones de CAG enfermd a los 45 afios de edad. Este ultimo es
un caso excepcional, por cuanto se han encontrado otros sujetos portadores de alelos sca2 con
32-33 unidades de CAG en otras poblaciones del mundo y ninguno habia enfermado al momento
del estudio (17, 18, 238).

Dado que el umbral patoldgico definido para las enfermedades poliglutaminicas depende del
namero total de individuos estudiados, tanto sanos como enfermos, lo que a su vez depende de la
frecuencia de aparicién de estas enfermedades, cabria esperar la aparicion de enfermos con SCA2

portadores de alelos de menos de 32 unidades de CAG. Evidencias experimentales obtenidas a
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partir de modelos transgénicos en Caenorhabditis elegans, sugieren que el umbral patoldgico en
las enfermedades poliglutaminicas estd vinculado al proceso de agregacion de proteinas
poliglutaminicas expandidas y que es dinamico, dependiendo esencialmente del tiempo bioldgico
de la especie, del contexto proteico del dominio poliglutaminico, del ambiente celular interno y
externo, y de la longitud de la secuencia poliglutaminica (239).

Las frecuencias génicas obtenidas a partir del analisis de los datos se corresponden con las de
otras poblaciones del mundo con SCA2 (3, 171, 240), si bien en la poblacién cubana la
variabilidad alélica es mayor (13-79 CAGs). En comparacién, por ejemplo, para la India se ha
reportado una serie alélica conformada por alelos sca2 cuyas secuencias repetitivas de CAG
varian entre las 18 y 48 unidades (166), para Francia y Alemania varian entre las 15 y 58
unidades (196), mientras que para Japon varian entre las 15 y 59 unidades (40). En todos los
casos el alelo salvaje correspondié al de 22 repeticiones de CAG.

Tanto la identificacién del Gnico caso del mundo que haya enfermado siendo portador de un alelo
sca2 con 32 repeticiones de CAG, como el haber encontrado en la poblacion cubana afectada la
mayor variabilidad alélica para la secuencia repetitiva de CAG del gen sca2 en el mundo,
demuestran el extraordinario valor de esta poblacion para la realizacién de estudios genéticos
sobre una enfermedad con efecto umbral o variacion cuasi-continua.

5.1.2 Penetrancia de alelos sca2 expandidos

Las valoraciones acerca de la penetrancia de alelos sca2 expandidos han ido cambiando en el
transcurso del tiempo, y se espera que esta tendencia continle dado su caracter intrinsecamente
relativo. Inicialmente se asumi6 que la SCA2 tenia una penetrancia del 100% (39, 126). Luego se
sugirid la existencia de penetrancia incompleta en el rango de 32 a 35 repeticiones de CAG (13,
241). Sin embargo, no se han realizado estudios sistematicos en muestras representativas de
pacientes con SCA2 para comprobarlo.

Considerando que el inicio de la SCA2 a edades superiores a los 75 afios para los hombres y

después de los 79.3 afios para las mujeres, estd por encima de la esperanza de vida en Cuba
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(242), el andlisis realizado indicd que los alelos sca2 con méas de 36 repeticiones de CAG tienen
una penetrancia completa, y que hay una penetrancia reducida en el rango de 32 a 36 repeticiones
de CAG. Existe una clara tendencia a que la penetrancia aumente a medida que sea mayor el
namero de repeticiones de CAG: 50% para 32 repeticiones de CAG, ~86% para 34, ~97% para
36 repeticiones de CAG, y 100% para >37 repeticiones de CAG. La misma tendencia se ha
observado en la enfermedad de Huntington, donde la penetrancia del gen IT15 fue del 33.3%
para alelos con 36 repeticiones de CAG, del 88.9% para alelos con 39 CAGs, y del 99% para
alelos con 41 unidades de CAG,; los alelos con mas de 41 repeticiones de CAG mostraron una
penetrancia completa (51).

Ademas de la influencia del namero de repeticiones de CAG, la penetrancia reducida observada
en el rango de 32 a 36 unidades de CAG podria deberse a la influencia de factores modificadores
existentes en el trasfondo genético del individuo, o a factores externos como la exposicion a
sustancias genotoxicas, 0 una dieta o estilos de vida inapropiados. Los estimados de penetrancia
podrian también variar entre poblaciones con SCA2 en dependencia de la esperanza de vida de
poblaciones particulares para determinados periodos.

5.1.3 Inestabilidad intergeneracional de alelos normales largos. Mutaciones de novo

A partir del analisis de la transmision intergeneracional de alelos sca2 con 25 a 31 repeticiones
de CAG, obtuvimos que la inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG fue
de ~38%. Este resultado es muy similar a lo reportado para una poblacion venezolana con la
enfermedad de Huntington (50). Significativamente, se encontrd en una generacion de una de las
familias (F1) estudiadas un caso portador de un alelo con 32 repeticiones de CAG, posiblemente
resultante de la expansion intergeneracional de un alelo normal largo materno con 30 o 31
repeticiones de CAG. Otro caso de esta familia portador de un alelo con 31 repeticiones de CAG,
tuvo dos hijas con 32 y 33 repeticiones de CAG respectivamente, demostrando la tendencia a la
expansion de la secuencia repetitiva de CAG en esta familia, y la ocurrencia de al menos dos

mutaciones de novo. Todos los individuos portadores de alelos con 32 o 33 repeticiones de CAG
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estudiados en la familia F1 son clinicamente sanos, incluso habiendo alcanzado uno de los casos
la avanzada edad de 65 afios, aunque no puede descartarse la posibilidad de que pudieran
enfermar en el futuro.

Al parecer, este tipo de mutaciones es inusual en la SCA2, a diferencia de la SCA7 o la
enfermedad de Huntington donde la ocurrencia de mutaciones de novo es relativamente frecuente
(244, 245). Significativamente, en ninguna de las transmisiones estudiadas en la familia F117
hubo inestabilidad de un alelo normal largo de 30 repeticiones de CAG. La
estabilidad/inestabilidad mostrada por alelos con 25 0 més repeticiones de CAG en estas familias
pudiera deberse a la presencia/pérdida de una o varias de las interrupciones de CAA
caracteristicas de las secuencias repetitivas de CAG en alelos sca2 normales (39). Se ha
demostrado que las interrupciones de CAA conceden estabilidad a la secuencia repetitiva de
CAG vy su ausencia predispone a los alelos a la inestabilidad y a la expansion patoldgica (166,
168).

A partir de lo analizado, proponemos como rango de alelos intermedios para la SCA2 aquel
constituido por alelos con 25 a 31 repeticiones de CAG. No obstante, seria necesario replicar el
estudio en un mayor nimero de casos, asi como tomar en consideracion la configuracion de la
secuencia repetitiva de CAG para evaluar la significacion de las interrupciones de CAA sobre la
probabilidad de ocurrencia de mutaciones de novo.

Se ha sugerido que los alelos intermedios en las enfermedades poliglutaminicas representan un
reservorio natural para la generacion de alelos expandidos y el surgimiento de nuevas familias
afectadas (14, 168, 246, 247). Esta suposicién podria ayudar a explicar la persistencia de la
SCA2 en Cuba a pesar de la gran anticipacion genética que le es caracteristica. Aunque los
resultados obtenidos dan sustento parcial a tal hipotesis, su verificacion en Cuba exigiria la
realizacion de estudios sobre la frecuencia de estos alelos en la poblacion general, asi como el
establecimiento de una asociacion positiva entre sus frecuencias y las prevalencias de la SCA2 en

el territorio nacional.
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5.1.4 Inestabilidad intergeneracional de los alelos sca2 expandidos

El andlisis realizado revel6 una frecuencia global de inestabilidad intergeneracional de alelos
sca2 expandidos (~76%), que coincide con la frecuencia de inestabilidad (37-89%) en otras
poblaciones del mundo (17, 18, 171). De modo similar a otras poblaciones con SCA2, en las
familias cubanas se evidencié una tendencia a la ocurrencia de expansiones, que tienen lugar con
una frecuencia casi cinco veces superior a las contracciones, si bien no muestran diferencias
significativas en cuanto a su magnitud. De modo consistente con observaciones previas, en las
familias estudiadas hubo un marcado “efecto parental”, manifestado por la significativamente
mayor magnitud de las expansiones ocurridas en transmisiones paternas en comparacion con las
ocurridas en transmisiones maternas de alelos sca2 expandidos (171, 229, 248), aunque no
existieron diferencias en la proporcion de expansiones versus contracciones.

El efecto del sexo del progenitor transmisor de la mutacion sobre la inestabilidad de la secuencia
repetitiva de CAG podria deberse a actividades especializadas del metabolismo del ADN,
vinculadas a factores implicados en los procesos de replicacion, reparacion o recombinacion, a
programas de replicacion, perfiles de expresion y modificaciones epigenéticas (26). La
inestabilidad observada en las transmisiones paternas pudiera resultar de mutaciones pre-
meidticas durante los ciclos mitoticos de la espermatogénesis, como fuera sugerido para la
enfermedad de Huntington (249).

A diferencia de la espermatogeénesis, la ovogénesis inicia in utero, se detiene durante afios en el
diploteno de la profase I (desde el nacimiento hasta la pubertad), termina solo minutos antes de la
ovulacion, y no esta completa hasta después de la fertilizacion. También en contraste con las
celulas germinales masculinas post-meidticas virtualmente carentes de proteinas, los ovocitos en
reposo son prolificos en actividades de reparacién y recombinacion de ADN que influyen sobre
la longitud de la secuencia repetitiva de CAG en alelos expandidos (53).

La longitud de la secuencia repetitiva de CAG en alelos expandidos es otro de los factores

sefialados como influyentes sobre la inestabilidad intergeneracional de alelos expandidos en las
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enfermedades poliglutaminicas. Sin embargo, las evidencias obtenidas a partir de estudios en
humanos resultan contradictorias (52, 58). En el caso de la SCA2 no existian pruebas que
apoyaran una posible relacion entre la longitud de la secuencia repetitiva de CAG y su
inestabilidad intergeneracional (171). Sin embargo, se reveld que en familias cubanas con SCA2
la inestabilidad intergeneracional esta influida por el nimero de repeticiones de CAG de los
alelos sca2 transmitidos por via paterna. Este hallazgo da fundamento a la hipotesis de que la
inestabilidad es promovida por la propia secuencia repetitiva de CAG, como resultado de su
propension, dependiente de su longitud, a formar estructuras secundarias no convencionales (26).
La edad conceptiva del progenitor transmisor de la mutacion también ha sido apuntada como
factor que influye sobre la inestabilidad intergeneracional de secuencias repetitivas de CAG
(250). Para la SCA2 existen evidencias parciales de la influencia de la edad conceptiva sobre la
inestabilidad intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG en alelos sca2 expandidos (18).
En el presente estudio se revelé que la edad conceptiva en su interaccion con la via de
transmisiébn de la mutaciébn tuvo una influencia significativa sobre la inestabilidad
intergeneracional de la secuencia repetitiva de CAG, donde la magnitud de la inestabilidad tiende
a aumentar con el avance de la edad en transmisiones paternas, y a disminuir en transmisiones
maternas. Resultados similares han sido obtenidos en modelos transgénicos de enfermedades
causadas por mutaciones dindmicas, y sugieren una continuidad de la inestabilidad en la linea
germinal masculina post-pubertad, probablemente debida a errores en los procesos de replicacion
0 reparacion durante las etapas proliferativas pre-meidticas de las divisiones de las
espermatogonias (251-253).

Alternativamente, podria existir una viabilidad reducida de ovocitos portadores de mutaciones de
cierta envergadura. Se ha sugerido que en aquellas enfermedades poliglutaminicas en que la
proteina sea expresada en los ovocitos, como es el caso de la enfermedad de Huntington y la
SCAZ2, los ovocitos primarios pudieran sufrir una muerte celular progresiva durante el periodo de

reposo, y aquellos con las secuencias de CAG mas expandidas serian eliminados primero,
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provocando un enriquecimiento relativo de ovocitos con expansiones cortas. De aqui se deriva el
que las mujeres que conciban a edades mas tardias, deberian transmitir alelos con expansiones
mas pequefas (254). Para probar este supuesto se realizd un andlisis de correlacion entre la edad
conceptiva y la longitud de los alelos expandidos transmitidos a la descendencia, de lo que se
obtuvo una correlacion inversa y altamente significativa en las transmisiones maternas, no asi en
las paternas. Este resultado constituye una evidencia de que la hipotesis anteriormente sefialada
podria ser cierta también para la SCA2.

A diferencia de lo reportado para la enfermedad de Huntington (56, 255), no se encontr6 que el
sexo del descendiente tuviera alguna influencia significativa sobre la inestabilidad
intergeneracional en la SCA2. Por tanto, el analisis realizado no confirma la posible existencia de
un componente post-cigdtico sexo especifico para la inestabilidad intergeneracional de la
secuencia repetitiva de CAG en alelos sca2 expandidos.

De modo similar a lo reportado para la enfermedad de Huntington (56, 256), los resultados
obtenidos demuestran que factores genéticos cis- y trans-actuantes, adicionales al nimero de
repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos transmitidos, estan involucrados en la
inestabilidad intergeneracional de dichos alelos. La caracterizacion de tales factores no sélo
ofrecera mejores posibilidades para el asesoramiento genético de individuos en riesgo, sino que
también esclarecera los mecanismos que subyacen a las mutaciones de novo. La comprension de
las rutas responsables de la inestabilidad de la secuencia repetitiva de CAG del gen sca2, podria
contribuir al desarrollo de estrategias terapéuticas orientadas a prevenir la expansién de la
secuencia repetitiva, 0 a inducir su contraccion. De hecho, se ha demostrado la influencia del
producto de los genes Msh2, Msh3 y Pms2, involucrados en rutas de reparacién de ADN, y de
factores tales como la pureza del segmento repetitivo, nucleosomas y la metilacion de islotes de
CpG, sobre la inestabilidad de secuencias repetitivas de CAG; también se han identificado
modificadores de la dinamica de la inestabilidad de secuencias repetitivas de CAG, con

potencialidades terapéuticas (59).
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5.2 Edad de inicio y riesgo bayesiano dependiente de la edad para la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 es considerada como una enfermedad de inicio tardio, aunque
la edad en que aparecen los sintomas es muy variable inter- e intrafamiliarmente (21, 126). La
edad de inicio sigue una distribucion aproximadamente normal, donde la mayoria de los
individuos manifiesta la enfermedad entre la tercera y cuarta décadas de la vida; un
comportamiento similar se ha reportado para la enfermedad de Huntington (257) y para la SCA3
(258).

No obstante, en la cohorte analizada se revel6 que los individuos que manifiestan la SCA2 antes
de los 25 afios de edad representan el 31% del total; se encontr6 una frecuencia del 2% para casos
mayores de 60 afos. Por el contrario, para la enfermedad de Huntington se ha reportado una
frecuencia de casos juveniles del 10%, lo mismo para casos que enfermaron después de los 60
afios (259). También para la SCA3 se ha descrito la rara ocurrencia de casos juveniles o de
comienzo tardio (258). Como fuera reportado para la SCA3 (260) y también para la SCA2 (128),
no se encontré que el sexo tuviera una influencia significativa sobre la edad de inicio de la
enfermedad.

Como en cualquier otra enfermedad con un patrén de herencia autosomico dominante, en la
SCAZ2 existe un riesgo a priori del 50% de que el individuo afectado transmita la enfermedad a
cada uno de sus hijos, y un riesgo a priori del 25% de que un hijo de un individuo afectado
transmita la enfermedad a cada uno de sus descendientes. Sin embargo, el riesgo de haber
heredado la mutacion patolégica disminuye con el avance de la edad del individuo. Esto también
ocurre en la enfermedad de Huntington y en la SCA3, pero en estos casos la disminucién del
riesgo es demasiado lenta como para obtener valores suficientemente bajos durante la etapa
reproductiva de la vida. Cada descendiente directo de un individuo con la enfermedad de
Huntington, tiene un riesgo del 48% a los 30 afios de edad, del 43% a los 40 afios, y del 32% a

los 50 afios de edad (15). Los estimados correspondientes a la SCA3 son del 41%, 29% y 14% a
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edades de 30, 40 y 50 afios respectivamente (260). Por el contrario, en la SCA2 la disminucion
del riesgo es mas rapida. De acuerdo a los estimados obtenidos, cada descendiente directo de un
individuo enfermo tiene riesgos del 33%, 21% y 10% a edades de 30, 40 y 50 afos
respectivamente.

Es necesario apuntar que la edad de inicio de la enfermedad -tomada para el calculo del riesgo
bayesiano- puede variar significativamente entre distintas poblaciones, dependiendo de la
influencia diferencial de factores genéticos, ambientales y estocésticos. Si bien los estimados se
obtuvieron a partir de una cohorte numerosa de enfermos con SCAZ2, diferencias inter-
poblacionales en la distribucion de factores pertenecientes a las categorias sefialadas, podrian
tener un impacto significativo sobre el riesgo estimado.

Por otra parte, tanto la frecuente aparicion de casos juveniles como la rapida disminucion del
riesgo genético en la SCA2, favorecen la hipédtesis de que las secuencias que flanquean la
secuencia poliglutaminica en la ataxina-2, protegen menos contra la ganancia de funcion
producida por la expansién de la secuencia poliglutaminica, en comparacion con otras proteinas
implicadas en enfermedades poliglutaminicas (261-262).

5.3 Factores genéticos y fisioldgicos modificadores del fenotipo clinico de la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2

5.3.1 Fenotipo clinico y namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos

5.3.1.1 Efecto del niumero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos sobre la edad
de inicio de la enfermedad

Utilizando una cohorte numerosa uniformemente evaluada y analizada, este estudio demostro que
el namero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos es el principal determinante de la
edad de inicio en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. En la muestra analizada, este factor genético
explico el 61% de la variabilidad observada en la edad de inicio, lo que esta en correspondencia

con lo reportado para otras poblaciones con SCA2 en el mundo (49-73%) (17, 18, 192, 196).

-79-



Discusion

Se demostrd que la relacion entre la edad de inicio y el nimero de repeticiones de CAG en alelos
sca2 expandidos es mejor explicada por un modelo de regresion bi-segmentado, de modo similar
a lo reportado para la enfermedad de Huntington (263). Los resultados alcanzados muestran que
la relacion entre estas variables difiere para distinto nimero de repeticiones de CAG en los alelos
sca2 expandidos. Cuando estos alelos tienen mas de 45 repeticiones de CAG, la adicion de una
nueva unidad de CAG tiene una influencia menor sobre la edad de inicio, en comparacion con lo
que ocurre para alelos con menos de 45 unidades de CAG. Esta transicion podria deberse a la
probable diferencia en los mecanismos patoldgicos de las ataxinas-2 en cada rango, y pudiera
tener una expresion clinica diferencial que diera lugar a las formas de inicio juvenil y de inicio en
la adultez para la SCA2. De hecho, la forma juvenil de SCA2 es mas severa que la forma de
inicio en la adultez, con la presencia de retinopatia pigmentaria y temblores rara vez vistos en la
forma de inicio en la adultez (163, 164, 264).

Aunque tanto la forma de inicio juvenil como la de inicio en la adultez son causadas por la
expansion de la secuencia repetitiva de CAG en el gen sca2, podria ocurrir que diferentes
mecanismos patoldgicos estuvieran implicados en cada forma. Estos mecanismos difieren lo
suficiente como para provocar distintos fenotipos clinicos, asi como para producir dos pendientes
de regresion diferentes en la curva de la edad de inicio. Hipotéticamente, la adicion de una nueva
unidad de CAG a alelos en el rango de 32 a 45 repeticiones, podria provocar disfuncién en el
contexto proteico, mientras que la adicion de una nueva unidad de CAG a alelos con mas de 45
repeticiones de CAG podria incrementar la toxicidad del dominio poliglutaminico
independientemente del contexto proteico.

También la enfermedad de Huntington, la Atrofia Dentatorubral-Palidoluysiana y la SCA17,
muestran diferenciacion entre las formas de inicio juvenil y de inicio en la adultez (263), lo que
podria significar la universalidad de una relacion bi-segmentada entre la edad de inicio y la

longitud de los alelos expandidos para las enfermedades poliglutaminicas.
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5.3.1.1.1 Probabilidad de enfermar a una edad determinada para un numero de
repeticiones de CAG especifico en alelos sca2 expandidos

Dado que el rango de edades de inicio para un nimero de repeticiones de CAG particular en el
gen sca2 es amplio, se ha recomendado no utilizar esta variable genética en solitario para
predecir la edad de inicio de un individuo en particular (21). Sin embargo, todos los estudios que
exploran la relacion entre la edad de inicio y el namero de repeticiones de CAG en alelos sca2
expandidos, se basan en analisis de correlacion o regresion donde solo toman en consideracion a
individuos enfermos. La inclusién de individuos presintomaticos junto a enfermos, permitio
obtener curvas de supervivencia para predecir la probabilidad de que un individuo manifieste la
SCAZ2 a una edad determinada. Estas curvas estan basadas en individuos con expansiones de 34
a 45 unidades de CAG, lo que representa el 93.8% de las personas con expansiones de mas de 31
unidades de CAG incluidas en el conjunto de datos analizado.

Las curvas de supervivencia fueron significativamente diferentes para cada ndmero de
repeticiones de CAG estudiado, lo que da mayor fundamento a la importancia del namero de
repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos como el factor predominante en la determinacion
de la edad de inicio. Aunque estas curvas no deben ser utilizadas para predecir la edad de inicio
particular para un individuo, este analisis puede tener utilidad clinica ofreciendo estimados de
supervivencia libre de sintomas a un individuo que solicite informacion adicional en un programa
de diagndstico predictivo. Estos resultados también tienen implicaciones significativas para el
disefio de ensayos clinicos en busca de opciones terapéuticas.

El propdsito de nuevas terapias para la SCA2 esta dirigido a enlentecer o detener el progreso de
la enfermedad, o a retardar su aparicion en sujetos presintomaticos. Un disefio apropiado de
ensayos clinicos para personas en riesgo deberd tomar en consideracion la edad de inicio
esperada para cada individuo en particular. Por ejemplo, se espera que el 96% de las personas
con 40 repeticiones de CAG haya manifestado sintomas de SCA2 a los 50 afios de edad, con una

edad de inicio mediana de 34 afios (Anexo 5). La extension de la edad de inicio por encima de su
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valor estimado podria indicar un efecto beneficioso de una terapéutica en particular. Esta
informacion indica que la disponibilidad de suficientes personas con un nimero de repeticiones
de CAG especifico, es vital para una mas rapida evaluacion del efecto esperado en el marco de
un ensayo clinico.

Adicionalmente, el andlisis realizado produjo estimados mas desfavorables en comparacion con
los reportados para la enfermedad de Huntington. Por ejemplo, la edad de inicio mediana
estimada para 43 repeticiones de CAG en la SCA2 es de 20 afios, mientras que en la enfermedad
de Huntington es de 44 afios (51). Estas observaciones refuerzan la hipétesis que plantea que las
secuencias flanqueantes en la ataxina-2, protegen poco contra la ganancia de funcion producida
por la expansion de la secuencia poliglutaminica (261).

5.3.1.2 Efecto del niumero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos sobre la
duracion de la vida y duracion de la enfermedad

El nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos influyo significativamente sobre la
duracion de la vida y la duracion de la enfermedad. Estos resultados se corresponden con otros
previamente reportados para la SCA3 (265).

Resulta interesante el que la duracién de la vida muestre menos variacion que la edad de inicio de
la enfermedad con respecto al namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos, a
pesar del comparativamente menor nimero de casos estudiados. Probablemente, parte de la
variabilidad observada en la edad de inicio refleje diferencias de introspeccién y auto-
observacion entre los individuos enfermos. En consecuencia, la duracién de la vida seria un
marcador clinico comparativamente mas objetivo que equivaldria al tiempo de exposicion de las
neuronas al efecto neurotdxico de la ataxina-2 expandida.

5.3.1.3 Efecto del niumero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos sobre la
puntuacion total de ataxia

Se pudo comprobar que el factor que mas influye sobre la puntuacion total de ataxia es el tiempo

de evolucién de la enfermedad y que el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2
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expandidos también tiene un efecto significativo sobre la misma. Este resultado expande lo
previamente reportado para una muestra mas pequefa de individuos cubanos con SCA2 (147).
Por otra parte, Rakowicz et al. (266) encontraron una correlacién significativa entre el namero de
repeticiones de CAG en alelos expandidos y la puntuacidn total de ataxia en un pequefio grupo de
individuos polacos con SCA2 0 SCA1. Ademas, en individuos con SCA3 fue encontrado que el
tiempo de evolucion de la enfermedad correlaciond significativamente con la puntuacion total de
ataxia (267). Estas observaciones dan fundamento a la naturaleza progresiva de las ataxias
espinocerebelosas, y al papel relevante de la mutacion patoldgica en la determinacion de la
severidad clinica en estas enfermedades.

5.3.1.4 Efecto del niumero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos sobre la
velocidad sacadica maximay la latencia sacadica

El enlentecimiento de los movimientos sacadicos horizontales representa un endofenotipo
objetivo, caracteristico y casi exclusivo de enfermedades poliglutaminicas (268, 269). En la
SCA2, el enlentecimiento de los movimientos sacadicos es pronunciado y aparece desde las
primeras etapas de la expresion clinica de la enfermedad (133). En la muestra analizada, el
namero de repeticiones de CAG en alelos SCA2 expandidos tuvo una fuerte y significativa
influencia sobre la velocidad sacadica maxima (VSM). Comparado con la edad de inicio, se
espera que la VSM tenga mayor confiabilidad y que sea menos dependiente de factores
ambientales. Por tanto, la VSM parece ser un marcador endofenotipico de utilidad para la
identificacion de factores genéticos moduladores de la toxicidad de la ataxina-2 expandida (147).
La prolongacion de la latencia sacédica es frecuente en enfermos con SCA2, y es expresion de
una lesion de tipo axonomielinico (147). Aqui se partié de la hipdtesis de que alelos sca2 con
mayor numero de repeticiones de CAG estarian asociados a latencias sacadicas mas prolongadas.
Los resultados obtenidos indican que este supuesto cientifico no es acertado.

5.3.1.5 Efecto del numero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos sobre la tasa de

progresion de la enfermedad
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De modo similar a lo reportado para la enfermedad de Huntington, Atrofia Muscular
Espinobulbar, SCA1, SCAS3, e incluso en un reducido nimero de individuos de la India con
SCA2 (192), se reveld en una extensa muestra de individuos cubanos con SCA2, que la tasa de
progresion de la enfermedad depende fuertemente del nimero de repeticiones de CAG en alelos
sca2 expandidos. Un mayor namero de unidades de CAG en estos alelos implica una mas rapida
progresion de la enfermedad.

La fuerte correlacién de este factor genético con la puntuacion total de ataxia ajustada a la edad,
en contraposicion con su débil correlacion con la puntuacion total de ataxia ajustada al tiempo de
evolucidn, contribuye a validar la hipdtesis de que el proceso patoldgico probablemente inicie
mucho antes de la manifestacion clinica de la enfermedad (270). Una teoria alternativa sobre la
progresion del proceso neurodegenerativo en enfermedades poliglutaminicas plantea que podria
existir una larga fase de latencia en la que no exista disfuncién neuronal con expresion clinica, a
la cual siga una fase de giro rapido hacia el estado clinico disfuncional (270).

El que la enfermedad tuviera una progresién similar entre hombres y mujeres para la puntuacion
total de ataxia ajustada a la edad del individuo y que, sin embargo, la progresion fuera
significativamente menor en hombres que en mujeres para la puntuacién total de ataxia ajustada
al tiempo de evolucion de la enfermedad, sugiere la existencia de factores sexo especificos con
una fuerte influencia sobre la progresion de la enfermedad, que cobra significacion a partir del
comienzo de la enfermedad.

Aungue la puntuacion total de ataxia no es una medida estrictamente lineal de severidad de la
enfermedad, constituye hasta la fecha la escala mas objetiva para evaluar pacientes con ataxia.
Ademés, como no determinamos la puntuacion total de ataxia longitudinalmente, la tasa de
progresion de la enfermedad medida en este estudio solo refleja la progresion de la enfermedad al
momento del examen.

5.3.2 Efectos del nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales y del genotipo

sca2 sobre el fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2
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En la presente investigacion se reveld que el nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2
normales tiene una influencia significativa sobre la edad de inicio de la enfermedad. Ninguno de
los estudios realizados en otras poblaciones del mundo con SCA2 pudo demostrar la existencia
de una contribucion significativa de este factor sobre la edad de inicio (17, 19, 195, 196),
probablemente debido a las comparativamente pequefias muestras analizadas o a diferencias en la
metodologia para la determinacion del nimero de repeticiones de CAG, o en la frecuencia de las
distintas variantes alélicas. Adicionalmente, estos estudios fueron llevados a cabo en familias con
SCA2 de diferente origen geografico, lo que difiere de la presente investigacion, realizada en una
extensa y genéticamente homogénea poblacion de individuos con SCA2 (127). Por tanto, es
posible que las diferencias encontradas en cuanto al efecto del namero de repeticiones de CAG
en alelos sca2 normales se deban a la ocurrencia de una “impronta genomica” diferencialmente
distribuida en poblaciones con diverso origen étnico. Efectos similares de los alelos normales
sobre la edad de inicio se han reportado para la SCA3 (271), SCAL y SCA6 (196).

Ningun estudio previo habia demostrado la existencia de un efecto significativo de los alelos
sca2 normales sobre la progresion de la enfermedad. La influencia significativa encontrada de los
alelos sca2 normales sobre la puntuacion total de ataxia/tiempo de evolucion, y no sobre la
puntuacion total de ataxia/edad del individuo, unido al hecho de que a medida que aumenté el
namero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales disminuyd la tasa de progresion de
la enfermedad, sugiere que la ataxina-2 nativa tiene un efecto neuroprotector que cobra mayor
significacion después del comienzo de la enfermedad.

Los resultados obtenidos sugieren que una interaccién entre la ataxina-2 nativa y su forma
expandida podria conducir al alivio del sindrome clinico. De hecho, se ha demostrado que esta
proteina es reclutada en los agregados proteicos generados por la ataxina-2 expandida (208), y se
han propuesto roles neuroprotectores para la ataxina-2 nativa vinculados a la regulacion de la

apoptosis (220, 222).

-85-



Discusion

También para la huntingtina nativa se han demostrado roles neuroprotectores, esta vez ligados a
la regulacion de la produccion de factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF, por sus
siglas en inglés), y de un efecto inhibitorio sobre la caspasa-3 (75, 272). Coincidentemente, se ha
reportado un efecto de los alelos HD normales sobre la edad de inicio de la enfermedad de
Huntington (273, 274), similar al encontrado aqui para la SCAZ2.

Alternativamente, por ejemplo, los resultados obtenidos son consistentes con la posible
existencia de un modificador genético en desequilibrio de ligamiento con los alelos sca2
normales. El esclarecimiento de esta cuestion requerira de futuros esfuerzos investigativos.

Por otra parte, resulta significativo que no se evidenciara ninguna asociacion significativa entre el
genotipo sca2 y el fenotipo clinico de la enfermedad. El genotipo sca2 expresado como la
sumatoria del namero de repeticiones de CAG en alelos normales y expandidos, tedricamente
equivale a la “carga poliglutaminica” para el locus sca2 a que esta sometida la célula (21). Se
espera que una mayor carga poliglutaminica se traduzca en una mayor gravedad del fenotipo
clinico, por cuanto habria una mayor tendencia al secuestro de mondémeros de la ataxina-2 nativa
en los agregados intracelulares formados por la ataxina-2 expandida, y un mayor estrés
energético celular ligado a la sintesis de proteinas con secuencias poliglutaminicas mas extensas.
El secuestro de mondmeros de ataxina-2 nativa en los agregados formados por la ataxina-2
expandida, podria contribuir a la gravedad del fenotipo clinico a través de un efecto negativo
dominante, que exacerbaria la probable pérdida de funcion asociada a la expansion del dominio
poliglutaminico en la ataxina-2 mutante; al menos para la huntingtina y la atrofina-1 se ha
demostrado que la expansion de la secuencia poliglutaminica también implica una pérdida de
funcion (66, 67).

Alternativamente, podria proponerse que el no haber encontrado asociacion entre el genotipo
sca2 expresado como la sumatoria del namero de repeticiones de CAG en alelos normales y
expandidos y el fenotipo clinico de la enfermedad, podria deberse a un artefacto matematico

inherente a la forma en que fuera operacionalizada la variable predictora. En el caso particular
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del presente estudio, fue demostrado que los alelos sca2 expandidos y normales tienen efectos
opuestos sobre marcadores del fenotipo clinico, por lo que la sumatoria del nimero de
repeticiones de CAG en alelos normales y expandidos, es mas cercana a un “efecto neto” que a
una “carga poliglutaminica” para el locus SCA2. No obstante, el genotipo sca2 operacionalizado
como variable cualitativa, tampoco tuvo influencia significativa sobre el fenotipo clinico de la
enfermedad.

5.3.3 Efecto de la dosis genética sobre el fenotipo clinico en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2
En la presente investigacion se logra, por primera vez en el mundo, establecer una comparacion
entre enfermos homocigéticos y heterocigoticos para alelos sca2 expandidos con igual nimero de
repeticiones de CAG, vy la serie mas numerosa de enfermos homocigéticos hasta la fecha. El
andlisis realizado sugiere la existencia de diferencias clinicas significativas aunque sutiles, entre
ambos grupos. En primer lugar, dos de los homocigdticos estudiados (50%) manifestaron la
enfermedad mas tempranamente que lo esperado para individuos heterocigdticos. Estos dos casos
tuvieron los alelos sca2 expandidos mas largos entre los homocigéticos estudiados, lo que
sugiere que el efecto de la dosis sobre la edad de inicio estd condicionado al nimero de
repeticiones de CAG en estos alelos. No obstante, uno de estos homocigéticos tuvo alelos en el
rango de baja penetrancia (35/35), lo que sugiere que la homocigosidad puede influir
significativamente sobre la edad de inicio incluso cuando se trate de alelos sca2 expandidos en el
rango patolégico bajo.

En segundo lugar, el homocigético que pudo ser comparado con heterocig6ticos en cuando a la
duracion de la vida (caso 4; genotipo 33/41), vivié menos tiempo que lo esperado. Esto sugiere
que la doble dosis genética para alelos sca2 expandidos compromete la esperanza de vida de los
individuos afectados. Este homocigético no se diferencié de los heterocigdticos en cuanto a la
duracion de la enfermedad, lo que sugiere que, al menos en este caso, la dosis genética no influyé

sobre la progresién de la enfermedad.
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En tercer lugar, el caso con genotipo 35/35 tuvo una mayor severidad del fenotipo clinico,
evaluada en términos de la puntuacion total de ataxia, la velocidad sacadica maximay la latencia
sacadica, que los heterocigoticos. EI homocigético con genotipo 33/41 tuvo una latencia sacadica
que no se distinguid de la esperada para los heterocig6ticos, y una velocidad sacadica maxima
incluso mayor que la esperada. En cuarto lugar, el caso con genotipo 35/35 tuvo una tasa de
progresion de la enfermedad, evaluada en términos de la puntuacion total de ataxia/edad, mayor
que la esperada. Estas observaciones, tomadas en su conjunto, sugieren la existencia de un efecto
de dosis genética operando en la SCA2, donde la homocigosis para alelos expandidos implica
una mayor severidad del fenotipo clinico, asi como la existencia de factores genéticos,
fisioldgicos y del ambiente externo adicionales, con influencia significativa sobre el fenotipo
clinico, y una expresion fenotipica diferencial de la dosis genética.

Efectos similares de la dosis genética sobre el fenotipo clinico para la SCA2 se han informado en
enfermos de la India e Italia (197-199), con distinto trasfondo genético que los casos cubanos, lo
que enfatiza el rol principal de los alelos expandidos en la determinacion del fenotipo clinico.
También se ha encontrado un efecto de dosis genética sobre el fenotipo en modelos animales
transgénicos para la SCA2 (63, 64).

La mayor severidad del fenotipo clinico en individuos homocigdticos para alelos sca2
expandidos puede ser consecuencia de un mayor efecto neurotdxico debido a la duplicacién de la
concentracion intracelular de ataxina-2 expandida, lo que aceleraria el proceso de nucleacion y
elongacion de los agregados poliglutaminicos intra- o perinucleares (186, 275) asociados al
proceso patoldgico. Alternativamente, la ataxina-2 expandida podria no solo actuar a través de la
ganancia de una funcidn tdxica, sino que podria perder una funcion neuroprotectiva hipotética de
la ataxina-2 nativa. En este caso, la homocigosis para alelos sca2 expandidos semejaria una
pérdida “recesiva” de la funcién de la ataxina-2 nativa.

Los reportes existentes acerca del efecto de la homocigocidad sobre el fenotipo clinico en otras

enfermedades poliglutaminicas apoyan, en su mayoria, la concepcion de un efecto de dosis
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operando en este grupo de enfermedades (200, 276). Estos resultados proponen que las
enfermedades poliglutaminicas en general, y la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 en particular, son
afecciones genéticas humanas con dominancia intermedia o incompleta, donde el fenotipo clinico
de individuos homocigéticos es mas grave que el de los heterocigéticos.

Como la SCA2 es poco frecuente si se compara con las llamadas enfermedades comunes (p. ej.
Enfermedad de Alzheimer o la hipercolesterolemia familiar), un estudio como el aqui presentado
tiene que realizarse retrospectivamente. Esto implica que se depende de la informacion clinica
disponible obtenida en el curso del tiempo por diferentes especialistas. Aunque la combinacion
de estos factores implica que no se puede ser categ6rico en la interpretacion, el analisis realizado
sugiere que los casos homocigdticos para alelos sca2 expandidos tienen un fenotipo clinico y
progresion de la enfermedad mas severos que individuos heterocigoéticos.

5.3.4 Heredabilidad de la varianza residual de la edad de inicio

En poblaciones humanas es dificil diferenciar la familiaridad, que combina factores genéticos y
ambientales compartidos por los grupos familiares, de la heredabilidad en sentido estricto, que
denota la proporcion de la varianza fenotipica atribuible exclusivamente a la varianza genética.
En este sentido, la familiaridad se convierte en un estimador de la heredabilidad, representando
su limite superior (230). El analisis realizado demostré que tanto como el 48% de la varianza
residual de la edad de inicio se debe a factores genéticos y ambientales compartidos por los
grupos de hermanos, e independientes al nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2
normales y expandidos. Este estimado de heredabilidad de la varianza residual de la edad de
inicio es un 7% menor que otro previamente obtenido en pacientes cubanos con SCA2 donde
solo fue considerado el nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos como
variable independiente (21), y concuerda con estimados de heredabilidad previamente reportados
para la enfermedad de Huntington (38-56%) (274, 277, 278). Sorprendentemente, no se han

realizado estimaciones de heredabilidad para ninguna otra enfermedad poliglutaminica.
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Los resultados obtenidos dan fundamento a la propuesta sobre la existencia de factores genéticos
trans-actuantes con influencia significativa sobre la edad de inicio de la enfermedad, e implican
que tanto como el 52% de la varianza residual de la edad de inicio se debe a factores ambientales
no compartidos por los familiares. La identificacion de tales factores genéticos y ambientales
tiene gran importancia para la comprension de los mecanismos moleculares vinculados al
proceso patoldgico, para el desarrollo de modelos prondsticos mas objetivos, y para la
identificacion de estrategias terapéuticas potenciales.

5.3.5 Genes modificadores del fenotipo clinico de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

La probable existencia de genes modificadores del fenotipo clinico en la poblacion cubana de
enfermos con SCA2, se fundamenta en que el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2
expandidos explica entre un 24 y un 89% de la variabilidad observada en marcadores clinicos, lo
que implica que entre un 11 y un 76% de dicha variabilidad se debe a factores genéticos
adicionales en interaccion con el ambiente. Ademas, la varianza residual de la edad de inicio tuvo
una familiaridad del 48%, lo que sugiere la existencia de factores genéticos modificadores e
independientes al nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 normales y expandidos.

Para maximizar la potencia estadistica en la evaluacion de genes candidatos a modificadores del
fenotipo clinico en la SCA2, se selecciond un disefio que incorpora informacién de enfermos con
edades de inicio muy discordantes una vez ajustadas al efecto de los alelos sca2 normales y
expandidos. Los grupos de inicio prematuro y tardio estuvieron separados por dos desviaciones
estandar en su edad de inicio residual. Aunque tuvieron alelos sca2 expandidos muy similares, la
edad de inicio media entre ambos grupos difiri6 en 22.1 afios. Significativamente, en los dos
grupos el nimero promedio de unidades de CAG en los alelos sca2 normales y expandidos fue
idéntico al de la muestra total de 530 individuos, lo que implica que la sustancial diferencia
obtenida en las edades de inicio promedio entre ambos grupos se debe a factores diferentes a las

repeticiones de CAG en el locus sca2.
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De los genes con secuencias repetitivas de CAG evaluados, sélo los genes drpla y sca3 tuvieron
una influencia significativa sobre la edad de inicio, y solo el gen drpla mantuvo una influencia
significativa después de aplicada la correccion para comparaciones multiples. El gen sca3 tuvo
una influencia significativa sobre la progresion de la enfermedad. La variacion en la secuencia
repetitiva de CAG de alelos drpla cortos explico ~12% de la varianza residual de la edad de
inicio, valor comparable al efecto de ~13% reportado para el gen rail, o de 12.6% para el gen
TP53 en la SCA2 (19, 279), o al efecto de ~13% reportado para el gen GIuR6 en la enfermedad
de Huntington (280). Los alelos sca3 largos explicaron ~26% de la varianza residual de la tasa de
progresion de la enfermedad.

Coincidentemente, los genes drpla y sca3 fueron los que mayor variabilidad alélica mostraron en
la muestra analizada; la menor variabilidad alélica en los demas genes pudiera ser un factor
limitante que impidiera encontrar una asociacion significativa entre estos y marcadores del
fenotipo clinico. En este sentido, seria necesario en futuros estudios analizar un mayor nimero de
casos para poder llegar a conclusiones definitivas en cuanto al rol de estos otros genes candidatos
en la determinacidn del fenotipo clinico de la enfermedad.

Los resultados alcanzados sugieren la existencia de una relacion funcional entre el producto de
los genes drpla y sca3 y los mecanismos moleculares involucrados en la SCA2. Hay numerosas
evidencias obtenidas a partir de estudios realizados en humanos y en modelos transgénicos y en
ensayos de doble hibridos en levadura que apoyan esta hipotesis (22, 209, 281, 282). En
particular, Lim et al. (281) generaron una red de interacciones de proteinas en la que trece
proteinas causantes de ataxias hereditarias, incluyendo a las ataxinas-2 y -3 y a la atrofina-1,
estan funcionalmente ligadas a un componente principal de modo directo, o a través de proteinas
interactoras comunes. De modo significativo, entre las diez proteinas causantes de ataxias
hereditarias que estuvieron aisladas del componente principal se encuentran la ataxina-6 y la

ataxina-17 (281), lo que se corresponde con los resultados alcanzados.
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Estos hallazgos sugieren que algunos de los productos génicos involucrados en ataxias
espinocerebelosas desempefian roles en rutas moleculares comunes que son esenciales para el
adecuado funcionamiento y supervivencia de las células de Purkinje cerebelosas. En particular,
tanto la atrofina-1 como la ataxina-3 estén funcionalmente catalogadas como co-represoras
transcripcionales, la ataxina-2 ha sido vinculada al procesamiento de ARN, a la regulacion
traduccional y a procesos endocit6ticos que involucran al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés). Ademas, la atrofina-1 tiene un rol en la represion
de la sefalizacion del EGFR en la Drosophila melanogaster (175, 283, 284), ruta en la que la
huntingtina expandida y la parkina actdan afectando la internalizacion del EGFR (187); esta
altima también regula los niveles de expresion estacionarios de las ataxinas-2 normal y
expandida (186).

Tomando en cuenta que la disfuncion de las mitocondrias juega un rol importante en la
patogénesis de la SCA2 y de otras enfermedades poliglutaminicas (212, 213), conjeturamos que
variantes polimdrficas del ADN mitocdndrico podrian influir sobre la edad de inicio en la SCA2.
El polimorfismo 10398G de la subunidad ND3 de la NADH ubiquinona 6xido-reductasa
(complejo | mitocondrico), fue seleccionado como candidato a modificador de la edad de inicio
de la SCA2 basados en su asociacion con una disminucion del riesgo de padecer la enfermedad
de Parkinson (214); partimos de la hipotesis de que esta variante pudiera tener un efecto
neuroprotector similar en la SCA2, que pudiera expresarse a través de su asociacion con un inicio
mas tardio de la enfermedad. Sorprendentemente, se reveld que esta variante estd asociada a una
edad de inicio mas temprana en la SCA2.

Resulta improbable que la no deteccidn de un efecto protector de la variante 10398G se deba a la
falta de potencia estadistica en el disefio del estudio, por cuanto se seleccionaron individuos con
SCA2 altamente discordantes para la edad de inicio ajustada al nimero de repeticiones de CAG
en alelos sca2 expandidos y normales. Es posible que el efecto de la variante 10398G difiera en

la enfermedad de Parkinson comparada con la SCA2, o que sea influido por el trasfondo genético
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particular y por factores ambientales vistos en esta muestra de individuos cubanos con SCA2. De
hecho, la asociacion reportada entre el polimorfismo 10398G y una disminucion del riesgo de
padecer la enfermedad de Parkinson, no se ha replicado en individuos de distinto origen étnico
(215-217). Alternativamente, por ejemplo, la variante 10398G podria estar en desequilibrio de
ligamiento con algin otro polimorfismo mitocondrico que influya sobre la edad de inicio en la
SCA2.

El limitado nimero de sujetos disponibles para este estudio, impidié realizar analisis similares
para variantes mitocondricas menos comunes. En cualquier caso, los resultados obtenidos no
apoyan la hipdtesis de un efecto neuroprotector de la variante 10398G en enfermos cubanos con
SCAZ2, y sugiere un rol de esta variante en la exacerbacion del proceso patolégico. Sera necesario
replicar este estudio en otras poblaciones con SCA2 para validar los resultados obtenidos, y para
valorar una asociacion similar en otras enfermedades poliglutaminicas.

Dado que los efectos modificadores encontrados son de modesta magnitud, su aplicabilidad a la
estimacion de la edad de inicio es limitada. Como resultado, su importancia descansa
fundamentalmente en la elucidacién de los mecanismos involucrados en la patogénesis de la
SCA2. Debe ser apuntado que la magnitud exacta del efecto sobre el fenotipo clinico de los
genes modificadores identificados, depende de la exactitud de varias variables. Cierto grado de
error debe esperarse en la determinacion de la edad de inicio, o del nimero de repeticiones de
CAG en los loci estudiados (22). Como consecuencia, los resultados alcanzados deben ser
replicados para poder demostrar la validez de las asociaciones identificadas.

5.3.6 Interfaz genotipo-ambiente-fenotipo clinico en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

En el sentido de la presencia o ausencia de la enfermedad, la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 es
una afeccion “simple” -0 monogénica-, por cuanto solo es requerida la mutacion de un gen para
iniciar la cascada patogénica. Sin embargo, en el sentido de la determinacion de caracteristicas
clinicas particulares, la SCA2 puede ser vista como una enfermedad “compleja” en la que se

combinan multiples factores en la determinacion de la severidad del fenotipo clinico.
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Los resultados alcanzados sugieren un modelo en el que a un efecto genético principal, que es el
determinante mas importante del fenotipo clinico, se combinan factores genéticos adicionales y
factores fisioldégicos -ambiente interno- con efectos discretos, para modular la severidad del
fenotipo clinico. EI nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos es el factor
genético mas importante en la determinacidn del fenotipo clinico en la SCA2. Este planteamiento
se fundamenta en que este factor explica la mayor parte de la variabilidad observada para cada
uno de los marcadores clinicos estudiados, con la Unica excepcion de la latencia sacadica cuyos
determinantes genéticos y ambientales quedan por descubrir. A este factor genético con efecto
principal, se integran el nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 normales, la dosis
genética, el nimero de repeticiones de CAG en los genes drpla y sca3, y la variante 10398G de
la subunidad ND3 de la NADH ubiquinona 6xido-reductasa, al menos en la determinacién de la
edad de inicio y de la progresion de la enfermedad.

A esta componente genética del fenotipo clinico en la SCA2 se combinan factores fisiologicos
vinculados al sexo y edad del enfermo, asi como al tiempo de evolucién de la enfermedad. En
efecto, fue demostrado que el tiempo de evolucion influye sobre la puntuacion total de ataxia, y
que el sexo del individuo influye sobre la progresion de la enfermedad. Ademas, fue demostrado
que el sexo y la edad conceptiva del progenitor transmisor de alelos sca2 expandidos, influyen
sobre la inestabilidad intergeneracional de alelos sca2 expandidos, fendmeno que se expresa
clinicamente como la anticipacion de la edad de inicio y un aumento de la severidad clinica en
generaciones sucesivas de las familias afectadas (12). Los rangos de penetrancia incompleta y
completa identificados para la SCA2 y la expresividad variable del fenotipo clinico son, en
consecuencia, el resultado de la interconexion funcional de los demas factores genéticos y
ambientales identificados como modificadores del fenotipo clinico -y de otros por identificar-,
condicionados al nimero de repeticiones de CAG en alelos sca2 expandidos.

5.4 Aproximacion tedrica a los mecanismos patoldgicos y estrategias terapéuticas

potenciales para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2
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Varios mecanismos patoldgicos se han propuesto para las enfermedades poliglutaminicas, sobre
el principio de la ganancia de una funcidn neurotoxica por las proteinas mutantes. Aqui se
demostr6é que para la SCA2 el nimero de repeticiones de CAG en los alelos expandidos es el
principal determinante del fenotipo clinico, lo que unido a la existencia de un efecto de dosis
genética sobre la gravedad de la sintomatologia clinica, sugiere que los niveles de expresion de la
ataxina-2 influyen sobre la severidad clinica. Esto concuerda con que los niveles estacionarios
enddgenos de ataxina-2 mutante son importantes para la induccion de citotoxicidad celular (187).
En consecuencia, se ha propuesto que el silenciamiento de la expresion del gen mutante podria
constituir una via potencial para el tratamiento de estas dolencias.

5.4.1 Plegamiento inapropiado y agregacién de la ataxina-2

Las enfermedades poliglutaminicas muestran agregados proteinicos intracelulares como
marcador neuropatolégico caracteristico, por lo que la formacién de estos agregados es
considerada como un mecanismo fisiopatoldgico primario comun, si bien este planteamiento es
muy controvertido incluso para la SCA2 (10, 218, 219). No obstante, en la mayoria de los
estudios realizados la reduccién de la agregacion alivia la neurotoxicidad, por lo que se ha
propuesto el uso de moléculas que inhiban la formacion de los agregados poliglutaminicos como
estrategia terapéutica potencial para estas enfermedades (61).

El que en el estudio realizado el aumento del namero de repeticiones de CAG en el gen drpla
estuviera asociado a una edad de inicio mas temprana, podria significar que las atrofinas-1
nativas con secuencias poliglutaminicas mas extendidas podrian contribuir preferencialmente a la
formacion de los agregados proteicos generados por la ataxina-2 expandida, con el consecuente
incremento de la neurotoxicidad. Por el contrario, el que el aumento del nimero de repeticiones
de CAG en los alelos sca2 y sca3 normales estuviera asociado a una edad de inicio mas tardia, y
a una menor progresion de la enfermedad, podria sugerir que son las ataxinas-2 y -3 nativas con
secuencias poliglutaminicas menos extendidas las que podrian contribuir preferencialmente a la

formacidn de los agregados proteicos generados por la ataxina-2 expandida.
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Es posible que el contexto proteico de la secuencia poliglutaminica de las ataxinas-2 y -3 nativas
reduzca la accesibilidad estérica de esta secuencia, lo que se podria traducir en una pobre
contribucién a la formacion de los agregados de ataxina-2 expandida; esto concuerda con los
hallazgos referentes a una incorporacion muy limitada de ataxina-2 y -3 nativas a las inclusiones
intranucleares formadas por la ataxina-2 expandida (208). En efecto, la agregacion espontanea de
péptidos poliglutaminicos ocurre por una polimerizacion clasica dependiente de nucleacion
(285), cuya cinética puede ser incrementada por secuencias poliglutaminicas de tamafio normal,
dependiendo de la concentracién y longitud de estas, asi como de las condiciones del ambiente
inmediato (275).

Aun cuando se podrian proponer modelos tedricos alternativos para explicar el posible rol de la
atrofina-1, y las ataxinas-2 y -3 nativas en la formacién de agregados proteicos generados por la
ataxina-2 expandida, la mayoria de los estudios realizados en la SCA2 y en otras enfermedades
poliglutaminicas sugieren que la inhibicion de la formacion de los agregados poliglutaminicos
podria ser una estrategia terapéutica potencial para la SCA2.

5.4.2 ¢ Desregulacion transcripcional en la SCA2?

El hecho de que los genes drpla y sca3 sean modificadores de la edad de inicio y progresion de la
SCA2 en el estudio realizado, y que estos codifiquen proteinas con funcién de co-represores
transcripcionales (283, 284, 286), sugiere que la desregulacién transcripcional puede ser un
mecanismo patolégico primario en la SCA2.

Numerosas evidencias sostienen que la desregulacion transcripcional esta asociada a
enfermedades poliglutaminicas (74, 86, 287). Se ha demostrado que la actividad histona
acetiltransferasa de varios factores transcripcionales estd disminuida en modelos animales de
enfermedades poliglutaminicas (87). Dado que varios reguladores transcripcionales que
interactan con proteinas poliglutaminicas tienen actividad acetiltransferasa, y que el balance de
la acetilacion de las histonas es controlado por histona acetiltransferasas y por histona

desacetilasas, la insuficiencia de acetiltransferasas puede ser corregida por la inhibicion de
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histona desacetilasas (104-106). El uso de inhibidores de histona desacetilasas para el tratamiento
de enfermedades poliglutaminicas se ha evaluado en modelos animales para la enfermedad de
Huntington y en individuos enfermos (105, 288), con resultados alentadores.

Dada la identificacion de los genes drpla y sca3 como modificadores de la edad de inicio y
progresion de la SCA2, seria interesante que en estudios futuros se evaluaran los perfiles de
expresion génica en la SCA2 para identificar genes anormalmente sub- o sobrexpresados y
caracterizar los mecanismos de accion implicados en este proceso, asi como evaluar la seguridad
y eficacia de inhibidores de histona desacetilasas como agentes terapéuticos potenciales. Si bien
la mayoria de los inhibidores de histona desacetilasas disponibles en la actualidad tienen efectos
secundarios de importancia, el fenilbutirato tiene un largo historial de seguridad en el tratamiento
de la deficiencia de ornitina transcarbamilasa (289).

5.4.3 Estrategias terapéuticas potenciales para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2: de lo
bésico a lo clinico

La gran mayoria de las investigaciones orientadas a la bdsqueda de alternativas para el
tratamiento de enfermedades poliglutaminicas han estado centradas en la enfermedad de
Huntington. Aunque los resultados obtenidos son potencialmente extrapolables a la SCA2, sera
necesaria la completa caracterizacion de los mecanismos de accidn de los agentes terapéuticos
identificados, antes de que puedan ser utilizadas en la practica clinica. Por tanto, se impone la
necesidad de realizar un mayor esfuerzo en la investigacion basica que sustente un determinado
abordaje terapéutico para la SCA2.

Los principales desafios consisten en identificar o desarrollar moléculas que no sean tdxicas, que
tengan una adecuada permeabilidad a la barrera hemato-encefalica, y que logren una reversion, al
menos parcial, del fenotipo clinico, asi como lograr un rapido y seguro traspaso de la
investigacion basica a la préactica clinica. Los agentes terapéuticos de eleccion serian aquellos ya
aprobados por la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés), y que

por tanto impliquen una via mas expedita hacia el ensayo clinico.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos han permitido arribar a las siguientes

Conclusiones

1. El nimero de repeticiones de CAG minimo necesario para provocar la manifestacion

clinica de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 en la poblacion cubana es de 32 unidades y
el rango de alelos intermedios, con mayor tendencia a generar mutaciones de novo que
conlleven a expansiones de CAG que rebasen el umbral patoldgico, es aquel de 25 a 31
repeticiones de CAG. Ademas, el rango de penetrancia incompleta se enmarca desde 32
hasta 36 unidades de CAG vy el de penetrancia completa desde 37 hasta 79 repeticiones de

CAG.

2. Los alelos sca2 expandidos son muy inestables en su transmision intergeneracional y esto
depende del nimero de repeticiones de CAG en los mencionados alelos y es influido por
el sexo y la edad conceptiva del progenitor transmisor de la mutacion; la inestabilidad
intergeneracional de estos alelos es mayor en transmisiones paternas y tiende a aumentar
en magnitud a medida que avanza la edad conceptiva en transmisiones paternas y a

disminuir en transmisiones maternas.

3. Elriesgo de heredar la mutacion causante de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 disminuye
en la descendencia con el avance de la edad de los progenitores, obteniéndose riesgos
relativamente bajos a edades reproductivas de la vida -del 33%, 21% y 10% a edades de
30, 40 y 50 arios respectivamente-, lo que incrementa el valor de los estimados con fines
de asesoramiento genético. Adicionalmente, se obtuvieron estimados probabilisticos de la

edad de inicio de la enfermedad, comprobandose que la variacién en s6lo una repeticion
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de CAG en los alelos sca2 expandidos tuvo una influencia significativa sobre estos

estimados.

El nimero de repeticiones de CAG en los alelos sca2 expandidos es el principal
determinante del fenotipo clinico en la SCA2. EIl nimero de repeticiones de CAG en los
alelos sca2, sca3 y drpla normales, asi como el polimorfismo mitocondrico 10398G,
constituyen factores genéticos modificadores de la expresividad variable del fenotipo
clinico de la SCA2. Adicionalmente, la homocigosis para la mutacion en el gen sca2, o
sea, la doble dosis de alelos sca2 expandidos, parece implicar la manifestacion de un
fenotipo clinico més severo, mientras que el tiempo de evolucion y el sexo del individuo

tienen una influencia sobre el fenotipo clinico de la enfermedad.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

1.

4.

Aplicar los estimados probabilisticos obtenidos al asesoramiento genético de individuos
en riesgo para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, a la identificacion de nuevos factores
genéticos o ambientales que pudieran influir sobre el fenotipo clinico de la enfermedad y
al disefio de ensayos clinicos en busca de opciones terapéuticas para individuos

presintomaticos.

Desarrollar nuevos modelos predictivos de la edad de inicio de la enfermedad que, sobre
la base de los factores genéticos identificados como modificadores, permitan obtener

estimados probabilisticos con mayor precision y confiabilidad.

Profundizar en la caracterizacion del comportamiento intergeneracional de alelos sca2
intermedios (25-31 repeticiones de CAG) y de la significacion clinica de alelos sca2 con
30 a 36 repeticiones de CAG, a través de estudios neurofisiolégicos, de haplotipaje y de
secuenciacion que permita describir la configuracion de la secuencia repetitiva de CAG

en estos alelos para evaluar su importancia clinica y genética.

Ampliar el estudio de genes candidatos a modificadores del fenotipo clinico, a partir de la

identificacion de polimorfismos en genes adicionales y de su asociacién a marcadores

clinicos de la severidad de la enfermedad.
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Anexo 1. Clasificacion clinico-genética de las Ataxias Cerebelosas Autosdémico Dominantes.

Grupo Cuadro clinico Tipo molecular
ADCA | « Sindrome cerebeloso. SCA1, SCA2, SCA3, SCA4,
e Alteraciones adicionales del Sistema SCA8,  SCA12,  SCA17,
Nervioso Central (signos piramidales, SCAZ7'y SCAZS.
extrapiramidales, oftalmoplegia, demencia).
ADCA Il « Sindrome cerebeloso. SCAT.
e Maculopatia pigmentaria.
ADCA 111 « Sindrome cerebeloso puro. SCAS5, SCAG, SCAI10,
« Alteraciones piramidales moderadas. SCALL, SCAl4,  SCALS,
SCA22 y SCAZ26.
ADCA IV  « Sindrome cerebeloso. SCA13.

Mioclonus y sordera.

Abreviaturas: ADCA- del inglés: Autosomal Dominant Cerebellar Ataxia; SCA- del inglés:

Spinocerebellar Ataxia.
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Anexo 2. Rangos de referencia de acuerdo con la significacion clinica de alelos con diferente

longitud de su secuencia repetitiva de CAG en enfermedades poliglutaminicas.

Rangos de repeticiones de CAG

Gen Locus Normal Intermedio Con Con Referencias
Penetrancia Penetrancia
Reducida Completa
IT15 4p16.3 6-26 27-35 36-39 40-250 50, 51
drpla 12p12 7-25 no 57? 49-88 290
reportado
AR Xqll-gql2 17-24 no no reportado 40-55 27
reportado
scal 6p22-p23 6-36 36-38 447 39-91 1, 195
sca2 12924.1 13-31 no 32-34 35->500 12, 165
reportado
sca3 14924.3-  12-47 48-51 no reportado 53-200 1, 195
q32
sca6 19p13.1- 4-20 no no reportado 21-33 1,195
13.2 reportado
sca’ 3p21.1- 4-27 28-33 34-36 37-460 1, 195
pl2
scal’ 6p27 25-42 no 43-48 49-66 1,291
reportado

Abreviaturas: I1T15- del inglés: Interesting transcript fifteen, gen que codifica para la

huntingtina y cuya mutacion da lugar a la enfermedad de Huntington; drpla- gen que codifica
para la atrofina-1 y cuya mutacion da lugar a la Atrofia Dentatorubral-Palidoluysiana; AR- del

inglés: Androgen receptor, gen que codifica para el receptor de andrdgeno y cuya mutacion

da lugar a la Atrofia Muscular Espinobulbar; scal-17- genes que codifican para las ataxinas-

1-17 y cuya mutacion da lugar a las Ataxias Espinocerebelosas tipo 1-17.
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Anexo 3. Arboles genealdgicos correspondientes a los individuos identificados como “no
penetrantes” para el gen sca2, pertenecientes a tres familias cubanas con Ataxia Espinocerebelosa

tipo 2. (Abreviaturas: El- edad de inicio de la enfermedad; CAG- nimero de repeticiones de CAG en el
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Anexo 4. Estadistica descriptiva de las variables clinicas y neurofisioldégicas empleadas como

marcadores del fenotipo clinico en el estudio.

VARIABLES Estadigrafos descriptivos
n Rango Media D.E E.EM
Edad de inicio (afios) 530 2-68 33.1 14.03 0.61
Tiempo de evolucidn (afios) 508 1-59 12.1 7.91 0.35
Duracion de la vida (afios) 99 8-88 46.9 18.29 1.84
Duracion de la enfermedad (afios) 99 5-38 18.9 7.02 0.71
Puntuacién total ICARS 135 13-95 50.1 17.4 1.50
Velocidad sacddica maxima (VSM)
(grados/segundo)
100 9 50.5-270.0 1451 45.62 4.71
200 9 31.5-4515 201.8 81.77 8.43
30° 94 75.0-608.5 232.8  99.56 10.3
60° 94 29.0-668.5 257.3 117.03 121
Latencia sacadica (milisegundos)
100 94 110-488 219.4  61.70 6.36
20° 94 96-464 241.4  67.58 6.97
300 9 111-425 246.1 64.73 6.68
60° 94 56-879 273.8 120.39 1242
Progresion de la enfermedad
Puntuacion total-ICARS/Edad 135 0.32-3.91 1.37 0.70 0.06
Puntuacién total-ICARS/Tiempo 135 1.20-20.0 5.27 3.33 0.29
de evolucion

Abreviaturas: n- tamafio muestral; D.E- desviacion estandar; E.E.M- error estdndar de la media.
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Anexo 5. Probabilidad acumulativa de la manifestacion de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 a

diferentes edades, para un namero de repeticiones de CAG dado.

Probabilidad acumulativa de manifestar la enfermedad (1.C 95%)

Edad para un namero de repeticiones de CAG de
(afnos) 34 35 36 37
(n=36) (n=57) (n=97) (n=130)
10 0.01% (0.0-0.03)
15 0.01 (0.0-0.03)
20 0.02°(0.0-0.06)
25 0.03"(0.0-0.09) 0.03" (0.0-0.07)
30 0.06°(0.0-0.14)  0.02 (0.0-0.06)  0.04°(0.0-0.08)  0.02 (0.0-0.04)
35 0.10° (0,0-0,22) - 0.08 (0.02-0.14)  0.08 (0.02-0.14)
40 - - 0.18 (0.08-0.28)  0.18 (0.10-0.26)
45 - - 0.23 (0.13-0.33)  0.36 (0.26-0.46)
50 - 0.06 (0.0-0.14)  0.37 (0.23-0.51)  0.65 (0.55-0.75)
55 - 0.27 (0.09-0.45)  0.57 (0.43-0.71)  0.80 (0.72-0.88)
60 0.23 (0.0-0.48)  0.55(0.33-0.77)  0.72 (0.58-0.86) 0,90° (0,82-0,98)
65 0.36°(0.05-0.67)  0.70 (0.46-0.94)  0.86 (0.74-0.98) 1.0 (ND)
70 1,00 (ND) 0.93"(0.81-1.0)
38 39 40 41
(n=128) (n=107) (n=90) (n=88)
10 0.02°(0.0-0.04)
15 0.02 (0.0-0.04)  0.03 (0.0-0.07) 0.01 (0.0-0.03)
20 0.05° (0.01-0.09)  0.05 (0.01-0.09)  0.08 (0.02-0.14)  0.11 (0.03-0.19)
25 0.08 (0.02-0.14)  0.11 (0.05-0.17)  0.15(0.07-0.23)  0.26 (0.16-0.36)
30 0.17 (0.09-0.25)  0.26 (0.16-0.36)  0.37 (0.25-0.49)  0.54 (0.42-0.66)
35 0.25(0.17-0.33)  0.50 (0.38-0.62)  0.59 (0.47-0.71)  0.72 (0.60-0.84)
40 0.45 (0.35-0.55)  0.76 (0.66-0.86)  0.80 (0.70-0.90) 0.75° (0.63-0.87)
45 0.64 (0.52-0.76)  0.88 (0.78-0.98)  0.89 (0.81-0.97)
50 0.72 (0.60-0.84) 0.91°(0.83-0.99)  0.96 (0.88-1.0)
55 0.80° (0.68-0.92)  0.97%(0.91-1.0)
60 0,88" (0.78-0.98) 0.88°(0.70-1.0)
42 43 44 45
(n=54) (n=51) (n=21) (n=16)
10 0.02%(0.0-0.06)  0.05°(0.0-0.15)  0.07 (0.0-0.19)
15 0.04%(0.0-0.10)  0.14%(0.04-0.24)  0.14° (0.0-0.30)  0.40° (0.15-0.65)
20 0.18 (0.06-0.30)  0.51 (0.37-0.65)  0.48 (0.26-0.70)  0.63 (0.38-0.88)
25 0.51 (0.35-0.67) 0.66 (0.52-0.80) 0.72 (0.50-0.94) 0.72°(0.47-0.97)
30 0.78 (0.64-0.92) 0.81°(0.69-0.93) 0.82%(0.60-1.0)  0.81 (0.57-1.0)
35 0.82" (0.68-0.96)

Abreviaturas: n- tamafio muestral; * valores correspondientes a un afio mayor;

b

valores correspondientes a dos afios mayor; © valores correspondientes a un afio menor;
¢ valores correspondientes a dos afios menor; ¢ valores correspondientes a tres afios
menor; ND- no determinado.
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Anexo 6. Arboles genealdgicos correspondientes a los enfermos identificados como
“homocigdticos” para la mutacion causante de la SCA2, y pertenecientes a tres familias cubanas
con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. (Abreviaturas: El- edad de inicio de la enfermedad; EF- edad al

fallecer; CAG- nimero de repeticiones de CAG en el locus sca2).
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