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Resumen

La ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una enfermedad neurodegenerativa con un patrén
de herencia autosémico dominante, caracterizada por un cuadro clinico multisistémico que
afecta principalmente al sistema nervioso somatico y auténomo. La SCA2 es causada por un
aumento en el nimero de repetidos del trinucleétido CAG, localizados en la regién codificadora
5’ del gen ATXN2, lo que origina la incorporacién de un segmento de poliglutaminas en el do-
minio N-terminal de la proteina mutante. Un mayor niimero de repetidos CAG se ha asociado
con un inicio mas temprano y manifestaciones mas severas de la enfermedad en generaciones
subsecuentes de una familia afectada. En este trabajo se presenta una recapitulacién de las
evidencias experimentales que han permitido definir los mecanismos moleculares asociados
con la SCA2. Ademas se describe, de manera detallada, la participacién de la ataxina-2 en
diferentes procesos celulares, como la maduracién del ARN mensajero, la regulacién de la
traduccién, la endocitosis y la sefalizacion mediada por calcio. Finalmente, tomando en
consideracion las bases moleculares de la SCA2 se discuten las posibles estrategias de terapia
génica para revertir o aminorar la enfermedad.

Abstract

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autosomal inherited neurodegenerative disorder
characterized by a multisystemic phenotype with somatic and autonomic nervous system
manifestations. SCA2 is caused by the expansion of a CAG triplet repeat located in the 5’
coding region of the ATXN2 gene, which results in the incorporation of a segment of polyglu-
tamines in the mutant protein, being longer expansions associated with earlier onset and more
severe disease in subsequent generations of a given genealogy. In this review, we present the
experimental evidence that has helped to define the molecular mechanisms underlying SCA2
pathogenesis. In addition, we recapitulate data showing the participation of ataxin-2 in crucial
cellular processes, including messenger RNA maturation, translation regulation, endocytosis
and calcium-mediated signaling. Finally, based on the molecular basis of SCA2 pathogenesis,
we discuss the perspectives of development of therapeutic strategies for SCA2.
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Introduccion

La ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) es una en-
fermedad neurodegenerativa que se caracteriza prin-
cipalmente por ataxia de la marcha, temblor postural o
cinético, disminucién del tono musculary de los reflejos
tendinosos, disartria, dismetria y disdiadococinesias.
Ademas, la SCA2 esta asociada con movimientos
sacadicos lentos que pueden progresar hasta una
oftalmoplejia nuclear. La SCA2 estd acompanada
frecuentemente con contracturas musculares doloro-
sas de miembros inferiores, asi como con neuropatia
periférica y desérdenes de suefio. En la actualidad,
la SCA2 se considera la segunda ataxia mas comun
a nivel mundial.*®

La SCA2 forma parte de un grupo de enfermeda-
des neurodegenerativas causadas por la expansion
del triplete CAG, el cual esta localizado en la region
codificante de los diferentes genes involucrados.
La traducciéon de los tripletes expandidos CAG
genera proteinas con regiones ricas en glutamina
que ejercen efectos téxicos sobre poblaciones de
neuronas especificas.? Para el caso de la SCA2,
los tripletes CAG se ubican en el primer exén del
gen denominado ATXNZ2 que se localiza en la re-
gion cromosdmica 12923-24.° Los individuos que
desarrollan la patologia presentan de 32 hasta
200 repeticiones de este triplete.®'%'" La SCA2 se
caracteriza por presentar el fendmeno de «antici-
pacién», el cual consiste en un inicio mas temprano
de la enfermedad y una sintomatologia més severa
a medida que la enfermedad se hereda a través
de generaciones sucesivas, lo que correlaciona
directamente con un aumento en el numero de
repetidos CAG."

Bases moleculares de la SCA2

El incremento anormal de tripletes repetidos se ha re-
lacionado con el desarrollo de multiples enfermedades
genéticas, principalmente neuronales y musculares.'®
Hasta el momento se han reportado mas de 30 des-
6rdenes genéticos atribuidos a expansiones de trinu-
cleétidos entre los que se incluyen 8 diferentes tipos de
SCA, la ataxia tipo Friedreich, la corea de Huntington
(HD), la distrofia miotodnica tipo 1, y el sindrome de
X fragil.”*'® Aunque el tipo de mutacién presente en
todas estas patologias es el mismo, los mecanismos
moleculares varian entre ellas.®

El mecanismo fisiopatoldgico de la SCA2 consiste
en la expansion del triplete CAG que origina una region
rica en el aminoacido glutamina en la proteina ataxi-
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Figura 1. Pérdida neuronal y disfuncion cerebral de la SCA2
asociados con la presencia de la ataxina-2 mutada. En color
rojo se observan anatémicamente los sitios de mayor pérdi-
da neuronal, en color azul se observan los sitios asociados
a los ndcleos extrapiramidales y en color verde se obser-
van los sitios implicados en la disfuncion del nervio craneal.
Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid

na-2, lo que ocasiona que la proteina adquiera una
funcion nueva que es toxica para grupos neuronales
especificos del sistema nervioso humano, como son
las células de Purkinje, los nucleos propios del puen-
te estriado, las motoneuronas del asta anterior de la
médula espinal y los nucleos motores de los nervios
craneales (Figura 1). El grado de degeneracion neu-
ronal estéa relacionado con el tamafo de la expansion
poliglutaminica, y se expresa fenotipicamente como
alteraciones motoras y cognitivas.

La ataxina-2 mutante presenta un plegamiento
anormal que ocasiona la formacion de agregados en el
nucleo de las neuronas, lo que desencadena una serie
de alteraciones que conducen a la muerte celular pro-
gramada y, por ende, a la degeneracion de estructuras
neuronales periféricas y centrales. No obstante, existe
controversia sobre si la presencia de agregados de la
ataxina-2 es la Unica causa de la neurodegeneracion,
ya que la proteina silvestre presenta modificaciones
postraduccionales (fosforilacion, acetilacion, ubiqui-
tinacion, sumoilacién y escisidon proteolitica) que le
permiten interaccionar con otras proteinas, y en su
estado mutante podria alterar su maduracion y, por
ende, las funciones que dependen de su asociacion
con otras moléculas."
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Formacién de agre%ados nucleares y
citoplasmaticos de la ataxina-2

La ataxina-2 normal presenta una localizacién cito-
plasmatica en neuronas y en varias lineas celula-
res.'®1® Existen mecanismos celulares de protedlisis
que cortan la ataxina-2 produciendo un fragmento de
~20kDa que tiene la capacidad de transportarse hacia
el nucleo.?® Por otra parte, la ataxina-2 de longitud
completa mutada presenta un arreglo anormal de
las estructuras p-plegadas, lo que ocasiona que se
agrupen a través de interacciones polares y formen
agregados (Figura 2). Las formas mutadas de la ata-
xina-2 pueden ser procesadas por las caspasas; sin
embargo, los fragmentos ricos en poliglutaminas que
se generan también tienen la capacidad de formar
agregados. Las inclusiones son un rasgo distintivo de
las enfermedades poliglutaminicas.?' Los agregados
de la ataxina-2 mutante se localizan principalmente en
el citoplasma de las neuronas, mientras que las inclu-
siones nucleares que estan formadas por la ataxina-2
mutante ubiquitinada sélo se detectan en el 1-2% de
las neuronas pontinas, pero en algunos pacientes
se ha observado la presencia de agregados también
en células gliales. La acumulacion de las inclusiones
desencadena una serie de efectos que conducen a
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la muerte celular y por ende a la degeneracion de las
estructuras neurales periféricas y centrales. De ma-
nera general, los mecanismos que causan la muerte
celular programada se originan tanto a nivel citoplas-
matico como nuclear, alterando vias apoptoticas, y al
proteosoma (Figura 2), lo que ocasiona finalmente la
desregulacion de los mecanismos de neuroproteccion
y la interferencia del transporte axonal.

Es importante comentar que existe controversia
acerca de que las inclusiones de la ataxina-2 mutada
representan el mecanismo principal de la degeneracion
neural, ya que las células de Purkinje no tienen inclusio-
nes pero si presentan la activacion de la muerte celular
programada.?® Ademas, en diversos modelos animales
que se han desarrollado para el estudio de las enfer-
medades poliglutaminicas se observa la degeneracion
neuronal antes de la deteccion de los agregados celula-
res.?*24 Es posible que existan diferentes mecanismos
que desencadenan el desarrollo de la patogénesis
molecular de la SCA2 y, por lo tanto, es necesario
comprender la funcion normal de la proteina ataxina-2.

Funcion de la ataxina-2

La ataxina-2 solo presenta similitud con otras proteinas
causantes de enfermedades neuroldgicas debidas a

Apoptosis Figura 2.

'r Degeneracién celular asocia-

da con la formacién de agre-
gados de la ataxina-2 mutan-

1\ te. Se describen los posibles
mecanismos asociados con la

formacién de agregados celu-

lares. A partir de la transcrip-

cion del gen mutado ATXN2
se traduce una protefna con
una region rica en glutaminas;
la fusion de moléculas de la
ataxina-2 mutante se puede
dar a partir de monémeros de
la proteina completa o a partir
de fragmentos generados por
escision proteolitica. Los agre-
gados que escapan de la ubi-
quitinacién originan muerte
celular programada; a nivel ci-
toplasmético via apoptosis me-
diada por la mitocondria, o de
manera directa a nivel nuclear.

Mitocondria

->

125



Patogénesis molecular y perspectivas terapéuticas de la SCA2

Proteina ataxina-2

Poliglutaminas 166-187 LsmAD 353-475 PAM2 908-925
Lsm 254-345 A2D 1172-1216

Figura 3. Estructura de la proteina ataxina-2. La proteina esta conformada por 1,312 aminodcidos. Se muestran los
dominios de la proteina y la region de aminoacidos que comprende cada uno.
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Figura 4. Funcién de la ataxina-2 en diferentes procesos celulares. Ver el texto para més detalles.
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la expansion de repetidos CAG precisamente en el
dominio rico en glutaminas, el cual incrementa su masa
molecular de acuerdo con el aumento en la longitud
de los repetidos CAG. A pesar de ser una proteina
béasica (punto isoeléctrico de 9.6), la ataxina-2 posee
una region acida formada por 46 aminoacidos que
corresponden a los exones 2 al 7 del gen, la cual for-
ma los dominios Lsm (dominio similar al dominio sm)
y LsmAD (dominio asociado con Lsm) (Figura 3).2°
Adicionalmente, la ataxina-2 presenta dos dominios
localizados cerca de la region carboxilo-terminal, de-
nominados PAM2 y A2D (Figura 3).26

La identificacién de la funcién normal de la ataxina-2
es un paso esencial para entender las bases molecu-
lares de la SCA2.2 En esta seccion se describen los
datos experimentales reportados sobre la ataxina-2
que han permitido definir las funciones que lleva a
cabo esta proteina (Figura 4).

A) Patrticipacion de la ataxina-2 en la regulacion
postranscripcional. Una manera de inferir la funcién de
la ataxina-2 ha sido la comparacion de sus dominios
proteicos con los de otras proteinas que se han carac-
terizado previamente. El dominio Lsm de la ataxina-2 es
compartido con proteinas que intervienen en las modi-
ficaciones postranscripcionales del RNA, por lo que la
ataxina-2 podria estar involucrada en el procesamiento
alternativo de los RNAs mensajeros.'”?” Alternativamen-
te, la funcion de una proteina se puede discernir mediante
la identificacion de proteinas que se le asocian. A este
respecto, mediante estudios de inmunofluorescencia
e inmunoprecipitacion se determiné la interaccion del
dominio PAM2 de la ataxina-2 con el dominio PAB6 de
la proteina PABP (proteina citoplasmatica de union a
regiones poliadeniladas). Esta proteina participa en la
estabilidad de RNAs mensajeros y en la regulacion de
la traduccion; la activacion de PABP ocurre mediante la
interaccion de su dominio PABG6 con las proteinas PAIP1,
PAIP2 y RF3.2% De manera interesante, la proteina
Pbp1 (homdloga de la ataxina-2 en levadura) se une
a la proteina Pab1 (homodloga de PABP en levadura),
para regular la poliadenilacion de los RNAs mensaje-
ros.2 Por lo que respecta a la region carboxilo-terminal
de la ataxina-2, se ha reportado su interaccién con la
proteina A2BP1 (proteina de union a ataxina-2), la cual
contiene una region denominada RNP que es distintiva
de las proteinas de unién al RNA.*° Recientemente se
ha demostrado que la proteina A2BP1 regula el procesa-
miento alternativo del gen del receptor NMDAR1;%' este
receptor modula la transmision sinaptica excitadora en
el hipocampo, participando en la potenciacion a largo
plazo y el aprendizaje.® El gen NMDAR1 produce ocho
isoformas por procesamiento alternativo de su RNAm,
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y la inclusion del exén 5 cambia la distribucion celular
del receptor y de esta manera sus caracteristicas far-
macoldgicas. Por lo tanto, es de interés determinar si
la presencia de esta isoforma podria estar relacionada
con la alteracion de la memoria presente en pacientes
con SCA2. Por otra parte, por medio de ensayos de
interaccion proteina-proteina utilizando el sistema de
doble-hibrido en la levadura, se ha revelado la asociacion
de las ataxinas 1y 2 con las proteinas RBM9 y RBPMS
(de las siglas en inglés RNA binding motif protein 9y RNA
binding protein with multiple splicing, respectivamente),
las cuales intervienen en el procesamiento alternativo de
transcritos. Tomando en cuenta las evidencias anteriores,
se piensa que la ataxina-2 podria modular el procesa-
miento alternativo de transcritos mediante su unién con
RBM9 y RBPMS, asi como con las proteinas de union
a RNA, PABP y A2BP1 (Figura 4A). Si ambas ataxinas
participan en la maduracion alternativa de transcritos,
esto explicaria la semejanza entre las sintomatologias
de la SCA1y la SCA2.23

B) Participacion de la ataxina-2 en la regulacion de la
traduccion. Se ha demostrado, tanto en un modelo de
drosophila como en células humanas, que los dominios
Lsm/LsmAD y PAM2 de la ataxina-2 interaccionan de
manera independiente con polirribosomas.?® De acuer-
do con la secuencia y conformacion de la cadena beta
plegada del dominio LsmAD de la ataxina-2, se sugiere
que esta region contiene una sefial de transporte hacia
el aparato de Golgi mediada por clatrina, y una sefial de
exporte del reticulo endoplasmico.? En concordancia,
se ha demostrado que tanto la ataxina-2 endogena,
como una recombinante que porta 32 residuos de
glutamina se localizan en la membrana del reticulo
endoplasmico rugoso que se une a los polirribosomas
en células neuronales.'” En su conjunto, las evidencias
experimentales descritas anteriormente sugieren que
la ataxina-2 se une a los polirribosomas para regular la
traduccion de proteinas (Figura 4B).

Por otra parte, se ha observado que la ataxina-2 es
reclutada en los granulos de estrés junto con diversos
RNAs mensajeros y proteinas involucradas en la maqui-
naria postranscripcional y traduccional. Estas estructu-
ras se forman cuando las células enfrentan de manera
subita condiciones adversas y participan en la inhibicion
de la traduccion de ciertas proteinas obstruyendo la fun-
cién del factor de inicio de la traduccion elF4F 283435 Por
lo tanto, es probable que la ataxina-2 esté involucrada
en este mecanismo de regulacion negativa (Figura 4B).
Estudios llevados a cabo en el modelo de C. elegans
han demostrado que la ataxina-2 y sus homélogos, QKI
y A2BP1, se asocian con los granulos de estrés para re-
gular la traduccion de transcritos especificos.%¢ Como
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soporte de estos resultados se demostrd recientemente
que la proteina Pbp1, homdloga de la ataxina-2 en la
levadura, participa tanto en la formacion de granulos
de estrés como en la inhibicion de la traduccion.®” De
hecho, la ausencia de Pbp1 provoca una disminucion
del numero de granulos de estrés, afectando en ultima
instancia la funcién normal de la célula.

C) Participacion de la ataxina-2 en la endocitosis
y la reorganizacion del citoesqueleto. La asociacion
de la ataxina-2 con el reticulo endoplasmico y su
participacion en la formacion de los granulos de
estrés sugieren su interaccion con la membrana
plasmatica. En apoyo a esta idea, se ha reportado
que la ataxina-2 interactua con las endofilinas A1y
A3, proteinas implicadas en la formacion de la cur-
vatura de la membrana plasmatica que se origina
en los sitios de endocitosis. Este proceso ocurre
a través de la activacion de un complejo proteico
acoplado a los filamentos de actina que es regulado
por ubiquitinacion. Asi mismo, se ha reportado que
la ataxina-2 se asocia con la parkina, proteina con
funcion de ubiquitin E3 ligasa.®3° En su conjunto, esta
serie de datos sugiere que la ataxina-2 es parte de la
maquinaria de endocitosis y participa ademas en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina mediada
por ubiquitinizacion (Figura 4C).40-42

D) Funcion potencial de la ataxina-2 en la senaliza-
cion mediada por calcio. La presencia de la ataxina-2
en el reticulo endoplasmico sugiere su participacion
en las cascadas de sefalizacion celular mediadas por
calcio. En apoyo a esta hipétesis, se observé en el ratdon
transgénico para la SCA2, denominado Q58,344 que la
ataxina-2 mutada, pero no la ataxina-2 silvestre, interac-
ciona con la regién carboxilo-terminal del receptor 1, 4,
5-trifosfato (InsP,R1) del canal de calcio, lo que afecta
la via de sefalizacién del calcio intracelular, causando
finalmente un aumento de glutamato y apoptosis de las
neuronas (Figura 4D).* De manera interesante, la inhi-
bicion del receptor de rianodina (RyanR1) que impide la
liberacion de calcio reduce los niveles de glutamato, lo
que sugiere que esta estrategia podria funcionar como
terapia para los pacientes con SCA2.4°

Otras enfermedades poliglutaminicas se han
relacionado con alteraciones de diversos procesos
celulares, como la apoptosis, la funcion mitocondrial,
el transporte axonal, la integridad del complejo de
Golgi, el proteosoma, la autofagia y la excitotoxicidad.
Por lo tanto, un mayor conocimiento de la funcion de
la ataxina-2 y de las funciones aberrantes que adopta
la ataxina-2 mutante ayudara a entender los mecanis-
mos patolégicos de la SCA2 y el desarrollo de nuevas
terapias dirigidas contra esta patologia.
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Perspectivas terapéuticas para la SCA2

Las terapias farmacoldgicas para la SCA2 se han
aplicado a muestras pequenas de pacientes que
presentan gran variabilidad en la sintomatologia y en
el nimero de repeticiones del triplete CAG, lo que ha
dificultado la interpretacion de los resultados. Otro
problema es la ausencia de variables cuantitativas
que evaluen la efectividad de las terapias aplicadas.
A pesar de lo anterior, se conoce que el tratamiento
dopaminérgico y anticolinérgico logra reducir el tem-
blor, la distonia y la bradicinesia de los pacientes con
SCA2," mientras que las contracciones musculares
dolorosas se pueden aliviar con magnesio, quinina,
mexiletina o altas dosis de vitamina B.#¢4” Asi mismo,
el temblor postural puede ser tratado mediante esti-
mulacion cerebral profunda a nivel talamico y subtala-
mico.4647 Un estudio reciente con riluzole demostré la
eficacia y seguridad de este farmaco en el tratamiento
de la SCA2.8 Sin embargo, estos tratamientos estan
contemplados para tratar o disminuir algun sintoma
especifico de la SCA2.

Por otra parte, los estudios moleculares de la SCA2
han permitido proponer a la terapia génica como
una estrategia viable para la cura de esta patologia.
Entre las estrategias de terapia génica que se han
propuesto para la SCA2 se incluyen las siguientes:
a) la inhibicion de la expresion del gen mutado; b) la
potenciacion de los mecanismos de degradacion de la
proteina mutada; c) la reduccion de la toxicidad de la
proteina mutada y d) la inhibicion de los mecanismos
patogénicos inducidos por la proteina mutada.?

La eliminacion del transcrito mutante del gen
ATXNZ se ha abordado experimentalmente mediante
el uso de RNAs interferentes pequenos (siRNAs) o
ribozimas;?*° sin embargo, este tratamiento elimina
también de manera irremediable el transcrito prove-
niente del alelo normal, lo que afecta la sintesis de la
proteina ataxina-2, y por ende el funcionamiento de
las células neuronales. Una estrategia novedosa es
la eliminacion del RNAm mutante de manera espe-
cifica mediante el uso de siRNAs u oligonucledétidos
antisentido dirigidos contra secuencias polimérficas
ligadas a la mutacion.?

Una estrategia alternativa para eliminar especifi-
camente la ataxina-2 mutante sin alterar la sintesis
de la proteina silvestre es la estimulacion del sistema
ubiquitin-proteosoma (SUP) y la autofagia.>® A este
respecto, se han utilizado los agentes benzamil y el
Y-27632 para incrementar el SUP en modelos murinos
para la enfermedad de Huntington y la SCA3;*' este
ultimo compuesto estimuloé ademas la autofagia.®

Investigacién en Discapacidad
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Debido a que uno de los eventos primarios para el
desarrollo de la SCA2 es la formacién de agregados
de la proteina mutante, es probable que inhibiendo su
formacion se detenga la progresién de la enfermedad.
El bloqueo de la agregacion de la ataxina-2 mutada
se puede lograr mediante el empleo de moléculas
desestabilizadoras de la estructura de hoja p-plegada
que conforma el agregado. En apoyo a esta idea,
compuestos como el rojo congo y la cistamina logran
disminuir los agregados celulares en modelos murinos
para de HD; no obstante, este tratamiento no logro
revertir la patologia.®®% Una estrategia alternativa
consiste en inhibir competitivamente los agregados
celulares mediante el uso de compuestos que se unen
especificamente a la hoja f de la proteina mutada, lo
que puede impedir la incorporacion de nuevos mo-
nomeros. Se ha propuesto, ademas, que el empleo
de inhibidores de la transglutaminasa podria reducir
los niveles de agregacioén de la proteina mutada, ya
que esta enzima participa en la unién covalente entre
dominios poliglutaminicos.®

Otra estrategia prometedora para combatir la SCA2
es la modulacion de los procesos celulares implicados
en SCA2. Por ejemplo, la modulacion del metabolismo
energético mediante el uso de antioxidantes como el
acido a-lipoico, y la coenzima Q10, la regulacién de
la excitotocidad por medio del uso de antagonistas del
receptor NMDA, o la apoptosis mediante inhibidores
de caspasas.%®

Aunque la terapia génica contra la SCA2 presenta
avances prometedores se requiere comprender en
detalle la fisiopatologia de la enfermedad. La caracte-
rizacion de las vias metabdlicas, cascadas de sefali-
zacion y eventos moleculares adicionales involucrados
en esta patologia permitira la identificacién de blancos
terapéuticos efectivos.
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