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RESUMEN

Las enfermedades poliglutaminicas constituyen un grupo creciente de enfermedades

neurodegenerativas humanas, causadas por la expansion de secuencias repetitivas
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de CAG que son traducidas para dar lugar a proteinas con dominios poliglutaminicos
expandidos. La edad de inicio es un marcador fenotipico para estas enfermedades, y
muestra una gran variacion en las familias afectadas. EI numero de repeticiones de
CAG contenido en los genes causales, explica entre el 47 y 80% de la variabilidad
observada en la edad de inicio. Para explicar la varianza restante ha sido propuesta
la hipotesis de la existencia de genes modificadores. Aqui realizamos una revision
actualizada acerca de esta tematica, abordando las estrategias mas usadas para su
identificacion, los principales hallazgos obtenidos y sus implicaciones. La
identificacion de estos genes contribuye al esclarecimiento de los mecanismo
patolégicos involucrados en estas enfermedades, y puede conducir a la proposicion
y disefo de estrategias terapéuticas potenciales.

Palabras clave: apoptosis, enfermedades poliglutaminicas, excitotoxicidad, genes
modificadores, hidrolasa carboxi-terminal de ubiquitina, metilentetrahidrofolato

reductasa.

INTRODUCCION

¢Genes modificadores? Definicidn y estrategias para su identificacion.

El fendmeno de interaccion entre diferentes genes en el proceso ontogenético del
desarrollo fue inicialmente descrito por Bateson hacia 1906 tomando por base el
descubrimiento del mendelismo [1]. Numerosas formas de interaccion fueron
descritas a partir de entonces; los genes complementarios, los genes supresores, y
sus fendmenos asociados de epistasis y criptomeria, la manifestacioén intermedia, la
polimeria, la pleiotropia y los genes modificadores, son las categorias principales de

la interaccion entre genes no alélicos [2].



En particular, los genes modificadores pueden ser definidos como aquellos que
aceleran o debilitan la manifestacion 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 [2].

DESARROLLO

¢Cuales estrategias pueden seguirse para la identificacion de genes
modificadores?

Las estrategias mas utilizadas para la identificacion de genes modificadores son el
estudio de genes candidatos y el desarrollo de una pesquisa global del genoma [3].
Esta ultima tiene la ventaja de no hacer asunciones aprioristicas acerca de los
procesos biolégicos subyacentes al fendmeno en estudio, pero se ve coartada por el
gran numero de individuos necesarios para el desarrollo de las investigaciones y por
su elevado costo. La estrategia de genes candidatos requiere de un conocimiento
previo acerca de la biologia subyacente al caracter particular bajo estudio, sobre
cuya base se procede a la identificacion de los genes involucrados. Su principal
limitante esta en que pudieran no ser estudiados genes de importancia que
usualmente no sean considerados como tal [3].

Enfermedades poliglutaminicas. Generalidades.

Las enfermedades poliglutaminicas (poliQ) constituyen un grupo de al menos nueve
patologias humanas causadas por la expansion de secuencias repetitivas de CAG -
(CAG)expandido- Situadas en la region codificadora de los genes causales. Este grupo
incluye a la enfermedad de Huntington (HD), a la atrofia dentadorubro-palidoluysiana
(DRPLA), a la atrofia muscular espinobulbar (SBMA), y a varias ataxias
espinocerebelosas (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 y SCA17). Se trata de

sindromes neurodegenerativos progresivos que siguen un patron de herencia



autosdmico dominante, con la unica excepcion de la SBMA -ligada al sexo-. Estas
enfermedades comparten varias caracteristicas: los sintomas aparecen solamente
una vez superado cierto umbral de repeticiones de CAG, usualmente entre 36 y 40
unidades; existe una fuerte correlacion inversa entre la longitud de la secuencia
repetitiva y la edad de inicio de la enfermedad; las secuencias repetitivas expandidas
muestran inestabilidad somatica e intergeneracional; solo resultan afectadas las
neuronas a pesar de la expresién ubicua de las proteinas mutantes, y muestran
agregados proteinicos intracelulares [4].

La edad de inicio ha sido el marcador clinico clasico para describir la severidad del
sindrome clinico en las enfermedades poliQ, y es ampliamente utilizada para
estudios de correlacion genotipo/fenotipo. A pesar de que el (CAG)expandido resulta el
principal determinante de la edad de inicio, solo justifica un porciento de la
variabilidad observada para este indicador clinico [5]. Por esta razén, ha sido
propuesta la existencia de otros factores genéticos, ambientales y/o estocasticos con
efecto modificador sobre la edad de inicio en enfermedades poliQ [6]. Entre las
hipotesis planteadas para dar explicacion a este fendmeno, una de las mas apeladas
es la que propone la existencia de genes modificadores.

Genes modificadores de la edad de inicio en enfermedades poliglutaminicas.
Los genes estudiados en calidad de modificadores de la edad de inicio en
enfermedades poliQ se agrupan en alguna de las siguientes categorias: a) genes
que contienen secuencias repetitivas de CAG; b) genes involucrados en el
metabolismo de lipoproteinas; c) genes implicados en procesos de muerte celular; d)

genes involucrados en procesos metabdlicos.



Genes que contienen secuencias repetitivas de CAG.

SCA1, SCA2, SCAS, SCAG6, SCA7, SCA12, SCA17, DRPLA, KCNN3, HD, TNRC22 y

RAIL.
A pesar de que la lista de proteinas que potencialmente pudieran interactuar con las
proteinas patoldgicas en las enfermedades poliQ es muy larga, la capacidad de los
segmentos poliQ de interactuar unos con otros convierte a las proteinas con
segmentos poliQ no patolégicos en excelentes candidatos para su secuestro en
agregados nucleares. La naturaleza polimérfica de tales secuencias repetitivas
podria potencialmente impactar sobre la velocidad de formacion de agregados, lo
que a su vez, podria influir sobre la edad de inicio de la enfermedad.

Hayes et al. (2000) [7] realizaron un estudio para evaluar la influencia de 10 genes
con secuencias repetitivas de CAG (SCA1, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, DRPLA,
KCNN3, HD, RAI1 y TNRC22) sobre la edad de inicio en 46 pacientes con SCA2.
Uno de los genes contribuy6 a explicar un 4,1% adicional de la varianza en la edad
de inicio después de ajustar el efecto del (CAG)expandido- Este locus fue luego
investigado en 68 pacientes con SCA3 pero no fue encontrado efecto sobre la edad
de inicio. Mas adelante fue encontrado que RAI1 puede explicar alrededor del 13%
de la variabilidad en la edad de inicio en la SCA2 [8]. Recientemente en una muestra
de pacientes cubanos con SCA2, fue hallado que el gen SCA6 modifica la edad de
inicio en la SCA2 [5].

Genes involucrados en el metabolismo de lipoproteinas.

Apolipoproteina E (apoE).

La apoE desempena un rol central en el transporte de colesterol, reflejado por la
asociacion de la apoE a una variedad de lipoproteinas pertenecientes a distintas

clases segun su peso molecular, por su habilidad para interactuar con dos



receptores hepaticos diferentes (receptores LDL y apoE), y por su sintesis en varios
tejidos del organismo -principalmente en el higado y en el cerebro- [9]. Hasta la
fecha han sido identificados 3 alelos comunes de la apoE que codifican para las
isoformas E2, E3 y E4 [10], y varias variante raras [9]. La isoforma E4 (112arg y
158arg) ha sido asociada un mayor riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer
(AD) [11]; la apoE4 parece actuar como una chaperona molecular, facilitando la
agregacion del B-amiloide [12].

El gen apoE ha sido el mas extensamente estudiado como candidato a modificador
de la edad de inicio en pacientes con la HD, habiéndose reportado resultados
contradictorios. Asi, Rubinsztein et al. (1997) [13] exploraron la influencia de las
distintas variantes alélicas y genotipicas de la apoE sobre la edad de inicio en 293
pacientes afectados, no habiendo encontrado ninguna asociacion significativa. Sin
embargo, en otro estudio realizado en 138 pacientes fue encontrado que el genotipo
E3/E3 estuvo asociado a una edad de inicio mas temprana en sujetos masculinos,
sugiriendo que el gen apoE influye sobre la edad de inicio en estos pacientes, y que
la existencia de diferencias en el curso del proceso neurodegenerativo en la HD
podrian dar lugar a efectos género-especificos sobre la edad de inicio [14].

Genes involucrados en procesos de muerte celular.

Proteina supresora de tumores P53 (TP53).

La p53 tiene 393 aminoacidos de longitud, y ha sido demostrado que las dos
variantes del polimorfismo del codén 72 (Arg/Pro) en el gen TP53, difieren con
respecto a su capacidad para inducir apoptosis; la variante arg72 induce la apoptosis
con mucha mayor facilidad que la variante pro72 [15]. Adicionalmente, ha sido
demostrado que el dominio patogénico de la htt interactta con factores

transcripcionales nucleares, y potencialmente modula los eventos transcripcionales



inducidos por la TP53 [16]. Estas propiedades del polimorfismo R72P lo convierten
en un buen candidato como modificador de la edad de inicio en la HD.

Dos estudios han sido realizados para evaluar la influencia del polimorfismo R72P
del gen TP53 sobre la edad de inicio en pacientes con la HD. En el primero fueron
estudiados 77 pacientes de la India, y fue encontrado que este polimorfismo
justificaba el 12,6% de la variabilidad en la edad de inicio no explicada por el
(CAG)expandido €N €l gen IT15 [17]. O sea, fue demostrado que variaciones en el gen
TP53 pueden modular la edad de inicio en la HD. Sin embargo, Arning et al (2005)
[18] replicaron el estudio en 167 pacientes HD alemanes no relacionados, no
encontrando asociacion entre los tres genotipos posibles para el polimorfismo R72P
y la edad de inicio de la enfermedad. Probablemente, en las diferencias étnicas entre
los dos grupos esté la explicacion a la discordancia de los resultados obtenidos.

DNasa humana activada por caspasa (hCAD).

La hCAD esta involucrada en la fase ejecutora de la muerte celular por apoptosis; es
una de las nucleasas que participan en la formacion del patron nucleosomal durante
la fase final de la apoptosis [19]. Dadas las evidencias existentes que sugieren un
vinculo entre varias enfermedades poliQ y apoptosis [20], la hCAD es un excelente
gen candidato a modificador de la edad de inicio en estas enfermedades.

Para evaluar la influencia del polimorfismo R196K del gen hCAD sobre la edad de
inicio en pacientes con la HD, fueron estudiados 77 pacientes de la India, de lo que
se obtuvo que este polimorfismo justifica el 6% de la variabilidad en la edad de inicio
no explicada por el (CAG)expandido €N €l gen IT15 [17]. Los resultados del estudio de
casos-controles indicaron que el genotipo GG (que codifica para homocigoéticos RR)

en el gen hCAD confiere protecciéon a los pacientes HD en comparacién con los



otros dos genotipos GA y AA. Segun los autores, la relevancia funcional de estas
observaciones demanda la realizacion de nuevos estudios.
Genes involucrados en procesos metabdlicos.

Receptor de kainato GIURSG.

Rubinztein et al. (1997) [13] encontraron asociaciéon entre la edad de inicio en la HD
y una secuencia repetitiva de TAA del gen GIuR6 que codifica para el receptor de
kainato. La variacion en este polimorfismo explico el 13% de la varianza de la edad
de inicio no debida al (CAG)expandido- EStos resultados implican una excitotoxicidad
mediada por el GIuR6 en la patogénesis de la HD. Anteriormente habia sido
propuesta la hipétesis de la excitotoxicidad como mecanismo patogénico en la HD, a
partir del descubrimiento de que las neuronas espinosas del estriado reciben
aferencias de la corteza a través del glutamato [21].

El estudio de Rubinztein et al. (1997) [13] fue replicado posteriormente en 258
pacientes HD no relacionados [22]. Fue confirmado que el alelo 155 esta asociado
con una edad de inicio mas temprana; esta asociacion explico solamente una
pequena porcion de la variabilidad de la edad de inicio en la muestra estudiada de
pacientes con la HD (0,6%).

GRIN2A y GRINZB.

Basados en las evidencias existentes acerca de un posible rol de la excitotoxicidad
mediada por receptores NMDA (N-Metil-D- Aspartato) en la patogénesis de la HD,
Arning et al. (2005) [23] propusieron que los genes que codifican para las diferentes
subunidades que conforman los complejos multiméricos de receptores NMDA
representan genes candidatos a modificadores de la edad de inicio en la HD. Para
demostrar tal hipétesis ellos estudiaron 167 pacientes HD, y encontraron que un

12,3% de la varianza residual podia ser atribuida a variaciones en el genotipo



GRIN2B, y un 4,5% adicional a variaciones en el genotipo GRIN2A. Concluyeron
que estos dos genes pueden influir sobre la edad de inicio en la HD, de lo que
podrian derivarse estrategias neuroprotectivas para individuos afectados o en riesgo.

Hidrolasa carboxi-terminal de ubiquitina (UCHL1).

El UCHL1 pertenece a una familia de genes cuyos productos hidrolizan pequefios
aductos C-terminales de la ubiquitina y generan el mondémero de ubiquitina.
Notablemente, han sido asociadas variantes polimérficas especificas de la UCHL1 -
I93M y S18Y- a la enfermedad de Parkinson (PD) [24]. Estos polimorfismos se
encuentran relacionados con las actividades ligasa e hidrolasa de la UCHLA1,
vinculadas a la degradacion proteasOdmica de proteinas cuya alteracion podria
acarrear aberraciones en la ruta proteolitica conduciendo a la agregacion de
proteinas [24]. Estas caracteristicas convierten al gen UCHL1 en un buen candidato
a modificador de la edad de inicio en enfermedades poliglutaminicas.

En un estudio realizado en 138 pacientes con la HD y en 136 sujetos controles,
fueron examinados los polimorfismos 193M y S18Y del gen UCHL1; la mutacién
193M no fue identificada; no obstante, el polimorfismo S18Y estuvo presente en el
17% de los pacientes examinados [25]. A este polimorfismo le fue atribuido el 13%
de la varianza residual en la edad de inicio. Ademas, el S18Y fue encontrado en tres
de los cuatro pacientes con edades de inicio anormalmente tardias, confirmandose
su efecto modificador sobre la edad de inicio.

Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).

La metilentetrahidrofolato reductasa cataliza la conversion del 5,10-
metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, un co-sustrato para la remetilacion
de la homocisteina a metionina. Recientemente fue encontrada una asociacién entre

esta enzima y la edad de inicio en 171 pacientes con la HD [26]. Los pacientes



homocigoticos para el alelo MTHFR-1298-CC mostraron una edad de inicio
significativamente mas temprana. Por el contrario, no encontraron que la cistationina
betasintasa (CBS), la metionina sintasa reductasa (MSR) o la metionina sintasa
(MS), afectaran la edad de inicio en estos pacientes. Los autores sugirieron que la
determinacién del numero de repeticiones de CAG y de los polimorfismos de la
MTHFR, facilitarian la pesquisa de sujetos para el estudio de sustancias

neuroprotectoras.

CONCLUSIONES

La identificacién de genes con efector modificador sobre el fenotipo clinico en las
enfermedades poliglutaminicas, contribuye notablemente al esclarecimiento de los
mecanismo patoldgicos involucrados, y puede conducir a la proposicion y disefio de

estrategias terapéuticas potenciales.

ABSTRACT: Modifying genes in poliglutaminic diseases.

Poliglutaminic diseases are an increasing group of human neurodegenerative
diseases caused by the expansion of repetitive sequences of CAG which give way to
expanded poliglutaminic domains proteins. Ages of onset are a phenotypic marker
for these diseases and show a great variation in the affected families. The number of
CAG content repetitions in the causal genes, explains a 47 to 80 % of the variability
of the age of onset. To explain the remaining variability, the hypothesis of modifying
genes has been proposed. We have performed an updated revision of the the
subject approaching the more utilized techniques to its identification, the principal
findings and its implications. The identification of these genes contribute to clarify the
involved pathological mechanisms in these diseases and might conduct to the

proposition of potential therapeutic strategies.
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