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Resumen:

Introduccion: La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una enfermedad neurodegenerativa cau-
sada por la expansion de una secuencia repetitiva de CAG en el gen ATXN2. Se han identificado varios
factores candidatos a modificadores genéticos de la enfermedad. Se desconoce la relevancia del nimero
de copias del ADNmt para la SCA2.

Objetivo: Evaluar la relevancia del nimero de copias del ADN mitocondrial como potencial biomar-
cador de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

Métodos: Se realiz6 un estudio de casos-controles en el que fueron incluidos pacientes con diagnds-
tico clinico y molecular de SCA2, presintomaticos portadores de la mutacion causante de la enfermedad
y controles sanos pareados por sexo Yy edad con los pacientes enfermos y presintomaticos. Se obtuvo
informacion clinica de los pacientes, mientras que la cuantificacion del nimero de copias de ADNmt se
realizé por medio de PCR cuantitativa en tiempo real.

Resultados: No se obtuvieron correlaciones significativas entre el namero de copias de ADNmt y la
edad de los individuos incluidos en el estudio. De modo similar, no se obtuvieron diferencias significa-
tivas para el nimero de copias de ADNmt entre individuos de género masculino o femenino. Adicio-
nalmente, no hubo diferencias significativas entre pacientes, presintomaticos y controles en cuanto al
namero de copias de ADNmt.

Conclusiones: El nimero de copias del ADN mitocondrial parece no ser relevante como marcador de
la gravedad y progresion clinica de la enfermedad en portadores de la mutacién causante de la Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2. Se requieren estudios adicionales en muestras mas extensas para verificar estos
resultados.

Palabras clave: ADN mitocondrial, Ataxia Espinocerebelosa tipo 2, biomarcador, gravedad clinica.



Convencion Internacional de Salud, Cuba Salud 2022

I. INTRODUCCION

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una Ataxia Cerebelosa Autosomico Dominante perte-
neciente al grupo | de la clasificacidon de Anita Harding, causada por la expansion de una secuencia re-
petitiva de CAG en la regidn codificadora del gen ATXN2. Esta Ultima caracteristica la ubica junto a la
enfermedad de Huntington (HD, del inglés: Huntington’s disease), la Atrofia Muscular Espinobulbar
(SBMA, del inglés: Spinal and Bulbar Muscular Atrophy), la Atrofia Dentatorubral-Palidoluysiana
(DRPLA, del inglés: Dentatorubral pallidoluysian atrophy) y a las Ataxias Espinocerebelosas (SCA)
tipo 1, tipo 3 -0 enfermedad de Machado-Joseph (MJD, del inglés: Machado-Joseph disease)-, tipo 6,
tipo 7 y tipo 17, en el grupo de enfermedades poliglutaminicas humanas (1). Estudios epidemioldgicos
indican que la SCA2 es la segunda entre las ataxias espinocerebelosas con mayor frecuencia a nivel
mundial. La SCA2 representa el 15% de todas las SCA y el 33% de las SCA debidas a expansiones de
secuencias repetitivas de CAG, alcanzando las mas elevadas tasas de incidencia y prevalencia en la pro-
vincia Holguin, Cuba (2).

El nimero de repeticiones de CAG en los alelos ATXN2 expandidos es el factor genético con mayor
influencia sobre el fenotipo clinico de la enfermedad, incluyendo la presencia de distonia y mioquimia,
la disminucion de la velocidad sacadica ocular y la puntuacion total de ataxia (3, 4). Existe una correla-
cién entre la edad de inicio de la enfermedad y el nimero de repeticiones de CAG en los alelos ATXN2
expandidos, que explica entre el 47 y 80% de la variabilidad de la edad de inicio (5, 6).

Entre los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la SCA2 se relacionan la formacion aberrante de
agregados intracelulares con el secuestro concomitante de proteinas de la fisiologia celular, la disho-
meostasis del calcio y el estrés oxidativo (1). En particular, varias evidencias apuntan a la existencia de
desbalance redox en pacientes con SCAZ2, si bien parecen tener consecuencias clinicas limitadas (7). Sin
embargo, en el contexto de las enfermedades poliglutaminicas se ha demostrado la existencia de una
asociacion entre los niveles de estrés oxidativo en sangre y el nimero de copias del ADN mitoncondrial
(ADNmt) en leucocitos (8), con repercusiones clinicas de importancia en algunos casos.

Aun cuando se han identificado varios factores genéticos como modificadores de marcadores de gra-
vedad clinica de la SCA2 (9-11), se desconoce la relacion entre el nimero de copias del ADNmt y la
gravedad clinica de la SCA2, asi como el rol de este factores en la fisiopatologia de la enfermedad. En
consecuencia, en la presente investigacion se pretende evaluar la relevancia del namero de copias del
ADN mitocondrial como marcador de la gravedad y progresion clinica de la enfermedad en portadores
de la mutacion causante de la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.

Il. METODO

Se realizd un estudio de casos-controles en el que fueron incluidos 40 pacientes con diagndstico clini-
co y molecular de SCA2 y 39 individuos presintomaticos portadores de la mutacion causante de la en-
fermedad, evaluados en el Centro para la Investigacion y Rehabilitacién de Ataxias Hereditarias. Tam-
bién fueron incluidos 42 individuos sanos (controles) pareados por sexo y edad con los pacientes
enfermos y presintomaticos.

Cada individuo fue interrogado en busca de sintomas de compromiso del Sistema Nervioso Central o
Periférico y posteriormente se le realizd un examen neurolégico completo segln la metodologia esta-
blecida por la Clinica Mayo (12). El diagnéstico clinico de SCA2 se basd en la presencia de ataxia cere-
belosa, disartria, dismetria, disdiadococinesia, disfagia y enlentecimiento de los movimientos oculares
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sacadicos. Para la cuantificacion de la severidad de las alteraciones neurologicas, se aplico la Escala
para la Evaluacion de la Ataxia (SARA, por sus siglas en inglés) (13).

Se obtuvo ADN a partir de 10 ml de sangre periférica de cada paciente, siguiendo procedimientos es-
tandarizados (14). La cuantificacion de la concentracién y pureza del ADN fue realizada en un micro-
analizador Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Para determinar la concentracion se obtuvo la absor-
bancia 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 esté entre 1,5y 2,0 segun lo previamente reportado (14). La cuantificacion del nd-
mero de copias de ADNmt se realiz6 por medio de PCR cuantitativa en tiempo real siguiendo procedi-
mientos previamente reportados (15).

El comportamiento de las distintas variables consideradas en el estudio fue descrito utilizando estadi-
grafos generales de tendencia central y de dispersion: media, moda, minimo, maximo y desviacion es-
tandar. Se realizaron analisis de correlacion para evaluar la asociacion entre el nUmero de copias de
ADNmt y marcadores del fenotipo clinico de la enfermedad. Las diferencias se consideraron estadisti-
camente significativas cuando p<0.05. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software
SPSS (version 27.0). La investigacion fue realizada en correspondencia con las regulaciones estableci-
das en la ultima version de las declaraciones de Helsinski (Fortaleza, Brasil, 2013). Se obtuvo el con-
sentimiento informado de todos los individuos incluidos en el estudio.

I1l. RESULTADOS

En la tabla 1 se muestra la estadistica descriptiva de las variables incluidas en el estudio. Como ex-
presion de la adecuada conformacion de los grupos de comparacién, no se obtuvieron diferencias signi-
ficativas entre estos para la distribucién del género (3°=3,089; p=0,213) o la edad (F=1,943; p=0,157).

Tabla 1 Estadistica descriptiva para las variables consideradas en el estudio segin grupos de comparacion.
Controles Presintomaticos Enfermos

Variable (n=42) (n=39) (n=40)
Género (masc./femen.) 10/32 10/29 14/26
Edad (afios) 39,62 38,74 40,22
(10,86) (11,42 (12,22

Namero de copias de ADN 7,76 8,06 7,41
mitocondrial (11,69) (112,08) (9,67)
36,26 39,94

CAGexp | (2,37) (5,08)
S 32,77
Edad de Inicio (afios) - (12.18)
Puntuaciones SARA - (156’1943
Duracion de la enfermedad i 10,25
(afios) (6,89)

No se obtuvieron correlaciones significativas entre el nimero de copias de ADNmt y la edad de los
individuos incluidos en el estudio (r=0,166; p=0,081). De modo similar, no se obtuvieron diferencias
significativas para el namero de copias de ADNmt entre individuos de género masculino o femenino
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(t=-1,242; p=0,217). Adicionalmente, no hubo diferencias significativas entre los grupos de compara-
cién segun el nimero de copias de ADNmt (Figura 1).

F=0,03562; p=0,9650
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Figura 1. Distribucién del nimero de copias de ADNmt segun los grupos de comparacion.

Estos resultados contradicen otros previamente obtenidos en una muestra reducida de pacientes con
SCAZ2, en los que se obtuvo una disminucion significativa del nimero de copias de ADNmt en relacion
a individuos controles (16). En ese estudio inicial también se obtuvieron disminuciones significativas
del nimero de copias de ADNmt en pacientes con SCA3, HD o SBMA en relacién a individuos contro-
les; los pacientes con menor nimero de copias de ADNmt manifestaron con mayor frecuencia enferme-
dades con maltiples sintomas y tuvieron mayor namero de repeticiones de CAG en sus alelos mutantes,
sugiriendo que el nimero de copias de ADNmt podria ser de utilidad como biomarcador de la gravedad
de la presentacion clinica de enfermedades poliglutaminicas (16). Sin embargo, los resultados relativos
a la asociacion entre el namero de copias de ADNmt y enfermedades poliglutaminicas son variables y
parecen depender del tipo celular estudiado, entre otros factores. Asi, en leucocitos de pacientes con HD
se ha reportado la ocurrencia de incrementos (17, 18) o decrementos (16, 19) en el niUmero de copias de
ADNmMt, mientras que en fibroblastos de pacientes con HD se ha reportado de modo consistente la ocu-
rrencia de disminucién en el namero de copias de ADNmt (18, 20). Mientras tanto, en pacientes con
SCAS se ha reportado de modo consistente, la no existencia de diferencias significativas en el nimero
de copias del ADNmt entre pacientes y controles (15, 21).

Adicionalmente, el empleo de diferentes metodologias para la cuantificacion del niUmero de copias
del ADNmt dificulta la comparacion de los resultados entre diferentes estudios. Otros factores que pu-
dieran contribuir a explicar la inconsistencia de los resultados obtenidos en relacion a la variabilidad y
significacion clinica del nimero de copias del ADNmt en el contexto de enfermedades poliglutamini-
cas, pudieran estar relacionados con la estratificacion de las poblaciones estudiadas para factores no
considerados en las investigaciones realizadas, o con la falta de potencia estadistica derivada del estudio
de muestras limitadas.
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IV. CONCLUSIONES

El nimero de copias del ADN mitocondrial parece no ser relevante como marcador de la gravedad y
progresion clinica de la enfermedad en portadores de la mutacion causante de la Ataxia Espinocerebelo-
sa tipo 2. Se requieren estudios adicionales en muestras mas extensas para verificar estos resultados.
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