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Resumen

Introduccion. La identificacion de biomarcadores para la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es un tema de importancia y actualidad.
Objetivo. Caracterizar la asociacion entre atipias nucleares y la SCA2, y la
potencial contribucién de los polimorfismos GSTO2 [rs2297235] y MTHFR
[C677T]. Métodos. Se estudiaron 30 pacientes SCA2 y 30 sujetos sanos
pareados por sexo y edad. Los polimorfismos GSTOZ2 [rs2297235] y MTHFR
[C677T] fueron determinados por PCR/RFLP. Se determind la frecuencia de
atipias nucleares en células exfoliadas de la mucosa bucal. Resultados. La
frecuencia de células con micronucleos, picnosis y cariolisis tuvo una asociacion
altamente significativa con la SCA2 (p<0.01). La frecuencia de células

binucleadas estuvo significativamente asociada a la edad de inicio, y fue influida
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por la duracién de la enfermedad (p<0,05). El polimorfismo GSTOZ2 [rs2297235]
influyé significativamente sobre la edad de inicio, pero no sobre la frecuencia de
micronucleos. Conclusiones. La presencia de atipias nucleares en células
exfoliadas de la mucosa bucal estd asociada a la SCA2, aunque no parece ser
influido por la edad, sexo, numero de repeticiones de CAG en alelos ATXN2 o por
los polimorfismos GSTOZ2 [rs2297235] o MTHFR [C677T].
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Introduccion

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) alcanza la mas elevada tasa de
prevalencia a nivel mundial en la provincia Holguin: 40,18 cada 105 habitantes.!
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,? en el norte de Europa,® en la
India,* y en Singapur,® si bien en estas regiones alcanza tasas de prevalencia
mucho menores que en Holguin. La SCA2 es causada por la expansion de una
secuencia repetitiva de CAG localizada en el primer exon del gen ATXN2. Aun
cuando el nuimero de repeticiones de CAG en el gen ATXN2 es el principal
determinante genético de la gravedad clinica en la Ataxia Espinocerebelosa tipo
2 (SCA2), el fenotipo clinico es muy variable incluso entre individuos con igual
numero de repeticiones de CAG en sus alelos expandidos.® Estas observaciones
sugieren la existencia de factores genéticos, fisioldgicos y del ambiente externo,
adicionales al numero de repeticiones de CAG en los alelos ATXN2 expandidos
que, en interaccion, modifican el fenotipo clinico de la enfermedad. La
identificacion de nuevos factores 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 patolégico, y para la identificacion de dianas
farmacoldgicas y la proposiciéon de estrategias terapéuticas. Adicionalmente,
estos factores pudieran emplearse como bio-marcadores, Uutiles para el

diagndstico o prondstico de la enfermedad y para el monitoreo de potenciales



intervenciones terapéuticas.’” Estudios recientes han sugerido la posibilidad de
que procesos de inestabilidad gendmica estén entre las causas fundamentales
de varias enfermedades neurodegenerativas comunes y de la enfermedad de
Huntington.®1® Dada la comunidad de -caracteristicas entre las diferentes
enfermedades poliglutaminicas se ha sugerido la existencia de mecanismos
patogénicos comunes,!! entre los cuales la inestabilidad gendmica podria tener
un rol relevante. Las atipias nucleares constituyen los marcadores de
inestabilidad gendmica mas ampliamente utilizados en estos estudios,
particularmente los micronulcleos. Los micronlcleos constituyen masas de
cromatina citoplasmatica con la apariencia de un pequeno nucleo que se origina
de fragmentos cromosdmicos o cromosomas completos, que se retrasan durante
el periodo de anafase de la divisidon celular.'? Esta anomalia nuclear se ha
asociado a factores genéticos, entre los que se encuentran polimorfismos en los
genes que codifican para enzimas como las glutation-S-transferasas (GST, por
sus siglas en inglés) y la metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR, por sus siglas
en inglés), implicadas funcionalmente en el control del balance oxidativo y en
rutas de metilacién del ADN, respectivamente.!3

Objetivo

Caracterizar la asociacion entre la frecuencia de atipias nucleares en células
exfoliadas de la mucosa bucal y la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, asi como la
potencial contribucién de los polimorfismos genéticos GSTO2 [rs2297235] vy
MTHFR [C677T].

Materiales y métodos

Se realizd un estudio de casos y controles en el que se incluyeron 30 individuos
afectados por la SCA2 y 30 sujetos sanos pareados por sexo y edad con los
enfermos. Debido a la asociacién demostrada con la frecuencia de micronucleos,
fueron excluidos en ambos grupos los individuos con historia de cancer o
enfermedades cardiovasculares, asi como aquellos bajo terapia anti-folato o con
tratamiento anti-cancer o con habitos de alcoholismo o tabaquismo, o expuestos

a carcindgenos quimicos o radiaciones en los ultimos meses. También fueron



excluidos aquellos individuos con otras enfermedades neurodegenerativas
diferentes a la SCA2. Cada individuo fue interrogado en busca de sintomas de
compromiso del Sistema Nervioso Central o periférico, y luego se les realizé un
examen neurolégico segun la metodologia establecida por la Clinica Mayo.* El
diagnostico clinico de SCA2 se basd en la presencia de ataxia cerebelosa,
disartria, dismetria, disdiadococinesia, disfagia y enlentecimiento de los
movimientos oculares sacadicos. El nimero de repeticiones de CAG en alelos
ATXNZ2 expandidos fue determinado por medio de PCR y posterior electroforesis
de ADN en geles de poliacrilamida y analisis automatico de fragmentos de ADN,
como fuera previamente reportado.?!

Los polimorfismos GSTOZ2 [rs2297235] y MTHFR [C677T] fueron genotipados por
medio de PCR/RFLP segun protocolos estandarizados.>1® Las atipias nucleares
fueron estudiadas en células exfoliadas de la mucosa bucal. Para la identificacion
de micronucleos, binucleacién, cariolisis, picnosis y cromatina condensada, se
siguieron criterios previamente establecidos.'? Se aplicaron técnicas de
estadistica descriptiva e inferencial para la descripcion de las variables incluidas
en el estudio y para la caracterizacion de sus interrelaciones. El calculo de
potenciales desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg para Ilos
polimorfismos GSTOZ2 [rs2297235] y MTHFR [C677T] se realizaron con el uso del
software Genetic Data Analysis (GDA) (version 1,0). Todas las pruebas de
estadistica inferencial fueron de dos colas, y se definié el nivel de significacidon
estadistica como p<0.05. Se empled el software SPSS (version 20,0) para todos
los analisis estadisticos.’

Resultados y discusion

En los pacientes SCA2 la frecuencia de micronucleos tuvo una media (D.E) de
7,95 (3,73), mientras que entre los sujetos controles tuvo una media (D.E) de
3,27 (2,45) (p<0.01). Como promedio, la frecuencia de micronucleos entre los
individuos enfermos fue 2,43 veces la encontrada entre los sujetos controles,
significando un incremento del 58,9% (Figura 1-A). Un incremento similar en la

frecuencia de células con micronucleos se ha reportado a partir del estudio de



cultivos de fibroblastos derivados de ratones transgénicos modelos de la
enfermedad de Huntington o de un paciente con enfermedad de Huntington de
inicio juvenil.1? Esta observacion sugiere que el incremento en la frecuencia de
células con micronucleos podria estar asociado al proceso patoldgico
caracteristico de las enfermedades poliglutaminicas. Con respecto a la frecuencia
de células con picnosis, en el presente estudio se obtuvo que entre los
individuos afectados tuvo una media (D.E) de 24,11(17,25), mientras que entre
los sujetos controles tuvo una media (D.E) de 9,02(4,64) (p<0.01). Como
promedio, la frecuencia de células con picnosis entre los individuos enfermos fue
2,67 veces la encontrada entre los sujetos controles, significando un incremento
del 62,6% (Figura 1-B). Por otra parte, se obtuvo una media (D.E) de
5,22(4,69) para la frecuencia de células con cariolisis entre los individuos
enfermos, mientras que para los sujetos controles se obtuvo una media (D.E) de
2,79(4,13) (p<0.01). Como promedio, la frecuencia de células con cariolisis
entre los individuos enfermos fue 1,87 veces la encontrada entre los sujetos

controles, significando un incremento del 46,6% (Figura 1-C).

Pacientes Controles

Figura 1. Comparacion de la frecuencia de atipias nucleares entre pacientes y controles. **
p<0,01.

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los individuos
afectados y los sujetos controles en cuanto a la frecuencia de células con
cromatina condensada (Figura 1-D) o binucleadas (Figura 1-E). La frecuencia de

células binucleadas tuvo una media (D.E) de 9,81(4,29) entre los individuos



enfermos y una de 8,60(6,24) entre los controles. En cuanto a la frecuencia de
células con cromatina condensada, se obtuvo una media (D.E) de 5,58(4,94)
entre los individuos enfermos y una de 7,49(5,71) entre los sujetos sanos; se
trata de la Unica atipia nuclear con una menor frecuencia en los individuos
afectados con respecto a los sujetos controles. Estos resultados coinciden con la
significativa reduccién en la frecuencia de células con cromatina condensada
encontrada en individuos con la enfermedad de Alzheimer en comparacion con
sujetos controles.’ De modo general, estos resultados sugieren que hay un
incremento en el dano al ADN y en la muerte celular asociados a la SCA?2,
mientras que no hay defectos significativos en la citocinesis. En la muestra
estudiada de individuos afectados por la SCA2 y sujetos controles, ni la edad ni
el sexo del individuo tuvieron influencia significativa sobre la frecuencia de
ninguna de las atipias nucleares estudiadas (p>0,05). De modo similar, el
niamero de repeticiones de CAG en alelos ATXN2 expandidos no mostré
correlacion significativa con la frecuencia de ninguna de las atipias nucleares
incluidas en el estudio (p>0,05). Este resultado sugiere que las atipias nucleares
no constituyen biomarcadores cercanamente asociados a los mecanismos
fisiopatoldgicos primarios de la enfermedad. No obstante, la frecuencia de
células binucleadas estuvo significativamente correlacionada con la edad de
inicio de la enfermedad (r=-0,374; p=0,049). Adicionalmente, la duracién de la
enfermedad tuvo una correlacidon altamente significativa con la frecuencia de
células binucleadas (r=0,62; p<0,001), y de células con cromatina condensada
(r=-0,40; p=0,017). Las células binucleadas son indicadores de trastornos en la
citocinesis, lo que implica un fallo en el ensamblaje de filamentos de actina y
miosina para la formacion del anillo contractil que garantiza la citocinesis que
sigue a la divisién nuclear en la capa de células basales en la mucosa bucal.!%18
Un estudio previo realizado en un modelo para la SCA2 en Drosophila
melanogaster mostrd que la ataxina-2 es un regulador sensible a la dosis de la
formacion de filamentos de actina.!® Adicionalmente, la pérdida de la estructura

dendritica dependiente del citoesqueleto de actina representa un evento



temprano en el proceso patolégico de la SCA2.2° Tomando en cuenta estas
evidencias, el incremento de la frecuencia observada en las células binucleadas
con el avance de la duracién de la enfermedad en individuos afectados, podria
deberse a la prolongada exposiciéon a los efectos téxicos acumulativos de la
ataxina-2 mutante. En este contexto, la frecuencia de células binucleadas podria
ser un marcador util de progresion de la enfermedad. Adicionalmente, como los
filamentos de actina también son parte de las estructuras involucradas en la
maquinaria de segregacién de los cromosomas,?! su desregulacion podria
explicar los fenotipos nucleares observados. Por otra parte, el analisis de
regresion lineal multiple la frecuencia de células con micronlcleos sobre los
polimorfismos GSTOZ2 [rs2297235] y MTHFR [C677T], arrojé6 que dichos
polimorfismos no tuvieron influencia significativa sobre esta variable (p>0,05),
aun cuando se observd una clara tendencia al incremento en la frecuencia de
micronucleos con la dosis para el alelo “"G” del polimorfismo GSTOZ2 [rs2297235]
(Figura 2).
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Figura 2. Comparacion de la frecuencia de micronucleos atendiendo a los
genotipos GSTO2 y MTHFR. A) Modelo aditivo para el locus GSTOZ2. B) Modelo
dominante para el locus GSTO2. C) Modelo recesivo para el locus GSTOZ2. D)
Modelo aditivo para el locus MTHFR. E) Modelo dominante para el locus MTHFR.

F) Modelo recesivo para el locus MTHFR.



No obstante, se obtuvo que el polimorfismo GSTOZ2 [rs2297235], y de acuerdo
al modelo recesivo, tuvo una influencia significativa sobre la edad de inicio de la
enfermedad. Este polimorfismo explicd el 8,1% de la variabilidad total de la
edad de inicio, asi como el 15,3% de la variabilidad no explicada por el niumero
de repeticiones de CAG en el gen ATXN2. Segun estos resultados, el ser
portador del genotipo “GG” para el polimorfismo GSTO2 [rs2297235] implicé,
como promedio, el debut de la enfermedad ocho afos antes en comparacién con
la edad de inicio en individuos portadores de los genotipos “"AA” o “"AG”. Estos
resultados obtenidos difieren de lo previamente publicado para la enfermedad de

Huntington, donde se encontré que este polimorfismo no tuvo influencia

significativa sobre la edad de inicio de la enfermedad.!® Esta observacién podria

apuntar a diferencias existentes en los mecanismos fisiopatoldgicos

correspondientes a estas enfermedades. 222

Conclusiones

La presencia de atipias nucleares en células exfoliadas de la mucosa bucal esta

asociada a la SCA2, aungque no parece ser influido por la edad, sexo, nUmero de

repeticiones de CAG en alelos ATXN2 o por los polimorfismos GSTOZ2

[rs2297235] o MTHFR [C677T].
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