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Resumen:

Introduccion. Varias lineas de evidencia sugieren que rutas moleculares
asociadas a la activacidn/replicaciéon retroviral son componentes de relevancia
fisiopatoldgica para enfermedades neurodegenerativas, incluyendo varias
enfermedades poliglutaminicas. Sin embargo, se desconoce cudles rutas
moleculares asociadas a la activacion/replicacion retroviral son de relevancia
fisiopatoldgica para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, enfermedad poliglutaminica
que alcanza las mayores tasas de incidencia y prevalencia a nivel mundial en la
provincia Holguin, Cuba. Objetivo. Identificar rutas moleculares comunes y de
relevancia fisiopatoldgica, entre la activacidén/replicacién retroviral y la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2. Métodos. Se realizaron estudios de redes de interaccion
de proteinas y analisis de vias biolégicas mediante Cytoscape y g:GOSt.
Resultados. El analisis topoldgico de la intermediacidon de la red de interaccion
arrojé que existe un clister central conformado por las proteinas HNRNPA1,
HNRNPK, SYNCRIP, TP53, DDX5, DDX17, TSG101 y EGFR. ElI analisis de
enriquecimiento de vias mostrd que este cluster involucra procesos esencialmente
relacionados con el metabolismo de ARNs. Conclusiones. Las evidencias
obtenidas mediante analisis bioinformatico apoyan la concepcion relativa a la
existencia de rutas moleculares comunes a la activacién/replicacién retroviral y a
la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, que involucran procesos relacionados con el
metabolismo de ARNs mediados por proteinas de unidn a ARN, incluyendo la
regulacion del empalme de ARN por medio del empalmasoma, la regulacion
positiva de la maduracion de microARN y el silenciamiento de la expresién génica
mediado por ARN, y que son de relevancia fisiopatoldgica.

Palabras clave: Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, bioinformatica,
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Introduccion

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una enfermedad neurodegenerativa
poliglutaminica, progresiva e invalidante, que alcanza las mas elevadas tasas de
incidencia y prevalencia a nivel mundial en la provincia Holguin, Cuba (1). La
mutacién causante de la SCA2 consiste en la expansion de una secuencia
repetitiva de CAG en el primer exdn del gen ATXN2, por encima de 31 unidades. El
gen ATXNZ2 codifica la ataxina-2, una proteina citoplasmatica de unién a ARN (2-
4). La ataxina-2 con dominio poliglutaminico expandido adquiere una ganancia de
funcidon neurotdxica, que conduce a una prominente atrofia del cerebelo y de otras
estructuras del sistema nervioso central (5,6).

Notablemente, secuencias repetitivas de CAG de 27 a 34 unidades en el gen
ATXNZ2 se han asociado a un incremento en el riesgo de padecer de Esclerosis
Lateral Amiotréfica (ELA), sugiriendo roles esenciales para este gen en la fisiologia
del sistema nervioso (7-10). Se ha demostrado que la reduccion de los niveles de
expresidon de la ataxina-2 mejora el fenotipo clinico en un modelo transgénico para
la ELA (11), que la proteina TDP43 es secuestrada en agregados citoplasmaticos
formados por la ataxina-2 expandida en un modelo knock-in de la SCA2 y que
varias caracteristicas de este modelo se superponen con rasgos caracteristicos de
la ELA, incluyendo la disminucion de la biogénesis de colesterol y neurotoxicidad
inducida por ARN (12). Estas evidencias sugieren la existencia de mecanismos
fisiopatolédgicos moleculares comunes a la ELA y la SCA2.

Desde hace varias décadas se han acopiado evidencias observacionales,
experimentales e in silico, que sugieren que retrovirus exdgenos o enddgenos
tienen roles de importancia fisiopatolégica en el contexto de enfermedades
neurodegenerativas humanas, incluyendo la ELA y a enfermedades
poliglutaminicas (13-16). Sin embargo, se desconoce la relevancia fisiopatoldgica
de rutas moleculares asociadas a la activacion y replicacién retroviral para las
ataxias poliglutaminicas y, en particular, para la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

En consecuencia, en la presente investigacion se persigue el objetivo de identificar
rutas moleculares comunes y de relevancia fisiopatologica, entre Ia
activacion/replicacion retroviral y la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

Métodos

Se obtuvieron listas de proteinas relacionadas con la activacion/replicacion
retroviral y la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 por medio de mineria de datos en la
base de datos Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen)
(http://www.ingenuity.com). Las listas de proteinas fueron importadas en la
aplicacion Cytoscape (version 3.8.1) (17) y fueron generadas redes de interaccion
de proteinas con el uso de la aplicacion STRING (v.11.5) en Cytoscape (v.3.9.1)
(18).

Para visualizar las redes de interaccion de proteinas correspondientes a la
activacion y replicacidon retroviral o a la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, se utilizd
Cytoscape (v.3.9.1). Este software también fue usado para realizar analisis
estadisticos y topoldgicos y para la identificacion de conjuntos solapados de
proteinas, o sub-redes, a partir de las redes de interaccién de proteinas
previamente obtenidas. Para mejorar la visualizacion de las redes obtenidas de



interaccion de proteinas, se aplicé un filtro de organizacién de nodos (“Organic
Layout”) (19). Por otra parte, se redujo el universo de proteinas en las redes de
interaccion por medio de un filtro de centralidad de intermediacion (“Betweenness
Centrality”) de CentiScaPe (19).

Para la deteccion de regiones densamente conectadas que pueden representar
complejos moleculares, se utilizd MCODE (en inglés: “Molecular Complex
Detection”), una aplicacion de Cytoscape (20). Otra aplicacion de Cytoscape,
ClueGo (21), se utilizé para realizar analisis de enriquecimiento de vias bioldgicas
para el conjunto nucleo identificado por MCODE. Adicionalmente, se utilizd
CluePedia de Cytoscape, una herramienta de buUsqueda de nuevos marcadores
potencialmente asociados a rutas bioldgicas (22). Alternativamente y siguiendo la
misma metodologia que con ClueGO, se utilizd la herramienta g:GOSt de g:Profiler
(http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/) (23). Para la visualizacién de los resultados
obtenidos mediante g:GOSt se utilizé el grafico de Mannhattan (24).

Resultados

Se obtuvieron dos redes de interaccidn proteina-proteina, una perteneciente a
proteinas relacionadas con la activacién/replicacién retroviral y otra de proteinas
que interactlan con la Ataxina-2. La primera cuenta con un total de 245 nodos y
3903 aristas y la segunda con 204 nodos y 1854 aristas. El analisis de las redes
ofrecid coeficientes de clusterizacion de 0,579 y 0,461 para la red de
activacion/replicacion retroviral y las de proteinas que interactlan con Ataxina-2,
respectivamente, lo que implica un grado de conectividad moderado (25).

La red resultante de la fusidn de las redes antes descritas, cuenta con un total de
436 nodos y 5721 aristas, y un coeficiente de clusterizacién de 0,528. Mediante el
fitrado de esta red para las proteinas de intermediacién o de mayor importancia
detectadas en el analisis topoldgico, se obtuvo una subred integrada por un total
de 13 proteinas: HNRPK, TP53, SYNCRIP, DDX17, DDX6, DDX5, HNRPA1, TSG101,
EGFR, MOV10, SRC, ZC3HAV1 y ABCE. Este grupo central de proteinas
significativas detectadas en el anadlisis topoldgico y coincidentes en la
intermediacién, presentan un alto grado de centralidad y son capaces de conectar
con el resto de nodos de la red de forma eficaz.

Por medio del algoritmo MCODE se logro identificar un clister central en la subred
de la intermediacién analizada, siguiendo su configuracién predeterminada con una
puntuacion MCODE de 6,0, lo cual indica una capacidad predictiva del 90% (20). El
cluster esta conformado por ocho proteinas: HNRNPA1, HNRNPK, SYNCRIP, TP53,
DDX5, DDX17, TSG101 y EGFR. La presencia de este cluster central sugiere la
existencia de rutas moleculares comunes entre la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 y
la activacién/replicacion retroviral.

El enriquecimiento funcional de vias bioldgicas y ontologia génica de ClueGo,
realizado a las ocho proteinas del cluster central en la subred de la intermediacién,
arroj0 que este cluster esta significativamente asociado a varios procesos
bioldgicos, entre los que se encuentran la ruta intrinseca de la apoptosis, la
regulacion del empalme de ARNm por medio del empalmasoma, la regulacién
positiva de la maduracion de microRNA y otros relacionados con el silenciamiento
de la expresion génica mediado por ARN (Figura 1).
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Figura 1. Analisis funcional mediante ontologia génica de ClueGo/CluePedia.

Con la herramienta g:GOSt de g:Profiler se realizé un andlisis del clister central de
proteinas detectadas por MCODE de Cytoscape, con el fin de encontrar términos
bioldgicos estadisticamente enriquecidos desde varias fuentes de datos. La
herramienta g:GOSt permitié realizar un mapeo o perfil funcional de los genes
introducidos previamente (Figura 2).

Los resultados obtenidos son coherentes con el conocimiento actual en lo relativo a
los procesos de activacién/replicacién retroviral. Se conoce que para completar su
ciclo de infeccion, los retrovirus secuestran recursos de las células hospederas
entre los que se encuentran, de modo particular, proteinas de unién a ARN (26).
También se ha demostrado que varias proteinas de unidn a ARN son componentes
fundamentales de los mecanismos de defensa celular contra la infeccidon por virus
(26). Como se menciond anteriormente, varias de las proteinas identificadas en el
cluster central de la subred conformada por las proteinas que interactian con
ataxina-2 y que estadn vinculadas a la activacion/replicacion retroviral, son
proteinas de union a ARN.
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source term_name negative_log10_of_adjusted_p_v intersections
GO:BP  RNA processing 5241901906 HNRNPK,TPS3,SYNCRIP,DDXS,00X17, HNRNPALEGFR
GO:BP  positive regulation of mIRNA maturation 5.241901906 TPS3,00X5,EGFR
GO:BP  regulation of production of small RNA involved in gene silencing by RNA 5.035509944 TPS3,00X5,EGFR
GO:BP  mRNA metabolic process 5.035509944 HNRNPK,TPS3,SYNCRIP,DDXS,DDX17,HNRNPAL
GO:BP  mRNA splicing, via spliceosome 5.035509944 HNRNPK,SYNCRIP,DDXS,00X17, HNRNPAL
GO:BP  RNA splicing, via transesterification reactions with bulged adenosine as nucleophile 5.035509944 HNRNPK,SYNCRIP,DDXS,00X17, HNRNPAL
GO:BP  RNA splicing, via transesterification reactions 5.035509944 HNRNPK,SYNCRIP,0DXS,00X17, HNRNPAL
GO:BP  regulation of mIRNA maturation 5.035509944 TPS3,00X5,EGFR
GO:BP  regulation of mRNA splicing, via spliceosome 5.035509944 HNRNPK,DDXS,00X17,HNRNPAL
GO:BP  regulation of mRNA metabolic process 5.035509944 HNRNPK,SYNCRIP,DDXS,00X17, HNRNPAL
GO:BP  positive regulation of post-transcriptional gene silencing 5.025287563 TPS3,00X5,EGFR
GO:BP  positive regulation of post-transcriptional gene silencing by RNA 5.025287563 TPS3,00X5,EGFR
GO:BP  positive regulation of mIRNA-mediated gene silencing 5.025287563 TPS3,00X5,EGFR

Figura 2. Grafico de Manhattan en g:GOSt y procesos biolégicos sobrerrepresentados.

Por otro lado, varias proteinas de uniéon a ARN tienen relevancia fisiopatoldgica en
el contexto de enfermedades neurodegenerativas (2, 13, 16). Notablemente, en el
clister central en la subred de la intermediacién analizada, fueron identificadas las
proteinas HNRNPA1 y SYNCRIP, proteinas de union a ARN asociadas a
enfermedades neurodegenerativas. De modo significativo, también la ataxina-2 es
una proteina de unién a ARN asociada a enfermedades neurodegenerativas (2), y
ha sido identificada como un sustrato candidato a degradacién por la proteasa
3Cpro de poliovirus en células HelLa (27). Tales observaciones sugieren que la
ataxina-2 podria tener algun rol de importancia en los mecanismos de respuesta
antiviral a nivel celular, y que tal rol pudiera estar relacionado con su capacidad
para unirse y modular el metabolismo de ARNSs.

Las evidencias obtenidas en la presente investigacién sugieren la existencia de
rutas moleculares comunes entre la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 y la
activacion/replicacion retroviral, que esencialmente involucran procesos
relacionados con el procesamiento de ARN con la participacion de proteinas de
union a ARN. Se requerira la realizacidn de estudios experimentales para validar
los resultados obtenidos y para caracterizar los roles de las proteinas identificadas
en el cluster de intermediacidon, en el contexto de la activacion/replicacion
retroviral y de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

Conclusiones

Se identificaron, mediante analisis bioinformatico, rutas moleculares de relevancia
fisiopatoldgica comunes a la activacion/replicacion retroviral y a la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2, que involucran el procesamiento y metabolismo de ARNSs,
la regulacion del empalme de ARN por medio del empalmasoma, la regulacion



positiva de la maduracion de microARN vy el silenciamiento de la expresién génica
mediado por ARN.
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