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1. RESUMEN

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por ataxia cerebelosa y degeneracion retinal. Es causado por la
expansion anormal del repetido CAG en la region codificante del gen ATXN7. Se
ha reportado que el inicio y la progresion de la enfermedad varia entre pacientes
con el mismo numero de repetidos, por lo que, es necesario identificar
biomarcadores con alta sensibilidad y especificidad que permitan monitorear la
historia natural de la enfermedad y predecir la severidad de esta. Dentro de estos,
los miRNAs circulantes son excelentes biomarcadores candidatos para SCA7,
debido a su participacion en el desarrollo de diferentes enfermedades neuroldgicas.
En este trabajo, se describio el perfil de expresion de miRNAs circulantes en los
pacientes con SCA7, usando un arreglo de baja densidad basado en ensayos
TagMan (TLDA). Se identificaron 71 miRNAs circulantes expresados
diferencialmente en el plasma de pacientes con SCA7, en comparacién con sujetos
controles. Los resultados se validaron mediante ensayos de qRT-PCR en una nueva
cohorte de pacientes independiente. Mediante analisis de regresion lineal y Random
Forest identificamos cuatro miRNAs circulantes (let-7a-5p, let-7e-5p, miR-18a-5p
y miR-30b-5p) con valor diagnostico que permite discriminar entre pacientes y
sujetos controles. El andlisis de enriquecimiento de estos 4 miRNAs circulantes
mostré que sus genes blancos participan en procesos relevantes del sistema nervioso
central incluyendo la muerte celular mediado por el ligando de muerte FAS, la
biosintesis de heparan sulfato y el transporte vesicular mediado por las proteinas
SNARE. Mediante anélisis bioinformaticos identificamos 4 miRNAs circulantes

asociados con la progresion y severidad de SCA7.

Los miRNAs circulantes pueden ser utilizados como excelentes biomarcadores para
auxiliar en el diagnéstico y monitoreo de la progresion de la enfermedad, asi como

para identificar procesos celulares novedosos involucrados en SCA7.

M. en C. Claudia Valdez Vargas Pégina 1



2. ABSTRACT

Spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7), a neurodegenerative disease characterized
by cerebellar ataxia and retinal degeneration, is caused by an abnormal CAG repeat
expansion in the ATXN7 gene coding region. Disease onset and progression is
highly variable between patients with the same number of CAG repeats, thus
identification of specific/sensitive biomarkers that can improve the monitoring of
disease progression is an immediate need. Because altered expression of circulating
microRNAs (miRNAs) has been shown in various neurological diseases, they could
be useful biomarkers for SCA7. In this study, we showed the expression profile of
circulating miRNAs in SCA7. Using the TagMan Profiling Low Density Array
(TLDA), we found 71 differentially expressed miRNAs in the plasma of SCA7
patients, compared with healthy controls. The reliability of TLDA data was
validated independently by quantitative real time-polymerase chain reaction in an
independent cohort of patients and controls. We identified four validated miRNAs
that discriminate between early onset and adult onset and possesses the diagnostic
value to discriminate between healthy controls and patients (hsa-let-7a-5p, hsa-
let7e-5p, hsa-miR-18a-5p and hsa-miR-30b-5p). The target genes of these four
miRNAs were significantly enriched in cellular processes that are relevant to
Central Nervous System function, including Fas-mediated cell-death, heparan
sulfate biosynthesis and SNARE interactions in vesicle transport. Finally, we
identify a signature of four miRNAs associated with disease severity, highlighting
their potential utility to surveillance disease progression.

In summary, circulating miRNAs might provide accessible biomarkers for disease
stage and progression and help to identify novel cellular processes involved in
SCAT.
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3. INTRODUCCION

3.1 Ataxia Espinocerebelosa tipo 7

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es un desorden neurodegenerativo con
herencia autosémica dominante; cuya caracteristica principal es la ataxia cerebelosa
progresiva (perdida de coordinaciéon motora). Ademas, presenta una amplia
variedad de sintomas extracerebelares asociados con la degeneracion celular
localizada en la corteza cerebelar, tronco cerebeloso, tracto espinocerebeloso y sus

conexiones aferentes y eferentes (Subramony, 2012).

SCAT tiene una amplia distribucién geografica (Johansson et al., 1998, Jonasson et
al., 2000, Greenberg et al., 2006, Atadzhanov et al., 2017) y actualmente esta
clasificada en el quinto lugar de las ataxias autosomico dominantes con mayor
relevancia. De acuerdo con los datos reportados en la literatura se estima que
presenta una prevalencia en la poblacion general de <1/100,000 habitantes. Cabe
destacar que este dato puede variar dependiendo de la region geografica y grupo
étnico. Se han reportado diversos casos en paises europeos como Francia, Finlandia
y Noruega, asi como en paises africanos como Sudéafrica y Zambia (David et al.,
1997, Jonasson et al., 2000, Watson et al., 2016, Atadzhanov et al., 2017).
Recientemente, se han descrito casos en paises de América Latina como México o
Brasil (Magana et al., 2013, Azevedo et al., 2019).

Interesantemente, México posee probablemente la poblacion mas grande de
pacientes con SCA7 a nivel mundial, ubicada en cinco regiones del estado de
Veracruz donde la prevalencia es de 10.63/ 100,000 habitantes (Fig. 1). Cabe
destacar que existen comunidades con una prevalencia que alcanza hasta los
817.14/100,000, lo que esta muy por encima de la incidencia reportada a nivel

mundial (Magana et al., 2014a, Velazquez-Perez et al., 2015).
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Fig. 1. Mapa geografico de las regiones de Veracruz con SCA7. Se han identificado una gran
cantidad de pacientes en cinco comunidades de la regién central del estado de Veracruz, que
comprende apenas 1200 km?. (Modificado de Magana et al., 2014).

La causa de la enfermedad es una expansion de repetidos CAG en el gen ATXN?7,
el cual codifica para un tracto anormalmente largo de poliglutaminas en la proteina
ataxina-7, lo que ubica a SCA7 dentro de las enfermedades denominadas
poliglutaminopatias junto con la enfermedad de Huntington (HD), la atrofia
muscular espinal bulbar (SBMA), la atrofia dentato-rubro-palido luisiana (DRPLA)
y cinco subtipos adicionales de SCAs (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCAL7)
(Paulson, 2009) (Figura 2). En las poliglutaminopatias, la expansién del tracto
poliQ lleva a la acumulacion de la proteina mutante en inclusiones nucleares (IN)
y citoplasmicas (IC) dando lugar a una muerte neuronal selectiva en diversas

regiones cerebrales.
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Fig. 2. Grupo de enfermedades poliglutaminicas. En la figura se representan las enfermedades
poliglutaminicas y la ubicacidn de los repetidos CAG en los diferentes genes. Para cada patologia
se describe el rango de alelos normales y el rango de alelos patoldgicos reportados (nimeros
subrayados), el Ultimo nimero subrayado representa el nimero mas largo de repetidos encontrado
(Modificado de Ortega and Lucas et al., 2014).

3.1.1 Caracteristicas clinicas de SCA7

SCAT se caracteriza por atrofia cerebelosa progresiva asociada a la presencia de
marcha ataxica, disartria, dismetria, disdiadococinesia, hiperreflexia, pérdida
sensorial, tremor postural y es la Unica con alteraciones visuales que llevan a
degeneracion retinal (Enevoldson et al., 1994, Velazquez-Perez et al., 2015). Los
signos, la edad de inicio y el curso clinico es altamente variable debido a que las
expansiones de repetidos CAG en el DNA varian de tamafio entre los pacientes vy,
debido a su naturaleza inestable estas contintan expandiéndose cuando se heredan
de una generacion a la siguiente, fenOmeno que se conoce como “anticipacion” lo
que hace que la enfermedad sea mas severa en generaciones subsecuentes.
Comunmente las expansiones mas largas contribuyen a una forma mas severa de la
enfermedad y un inicio temprano de la edad (Paulson, 2009). La anticipacion es
particularmente severa en SCA7, dando lugar a expansiones extremadamente largas

causando la patologia incluso en nifios (van de Warrenburg et al., 2001).
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Recientemente, se han caracterizado dos fenotipos patologicos en SCA7 con

respecto al nimero de repetidos CAG:

Fenotipo Clasico se presenta en pacientes de entre 37 a 46 repetidos CAG. La
caracteristica clinica inicial es la ataxia cerebelar seguido por dismetria, disartria,
disfagia, hiperreflexia y disdiadococinesia acompariado de otros signos piramidales
y extrapiramidales. Después del inicio de los sintomas motores hay afectacion en la
distincion de colores seguido por pérdida de agudeza visual, fotofobia, cambios
pigmentarios, oftalmoplegia y degeneracién de conos y bastones que eventualmente
conlleva a la ceguera (Martin, 2012, Velazquez-Perez et al., 2015). Se han reportado
casos aislados de psicosis, alucinaciones auditivas, demencia y alteraciones del

comportamiento (Benton et al., 1998).

Fenotipo infantil y juvenil se presenta en pacientes con mas de 46 repetidos CAG.
Para los casos infantiles se han reportado a partir de 70 repetidos y el mas alto de
460 repetidos CAG los cuales siempre se sospecha de transmisién paterna (van de
Warrenburg et al., 2001). El curso de la enfermedad es rapido y tiene una duracion
de pocos meses o afios. Ademas de los signos clasicos caracteristicos de ataxia, hay
pérdida visual desde el inicio de la enfermedad, desnutricion debido a la disfagia
severa, hipotonia severa, temblores en las extremidades y dificultad respiratoria
(Whitney et al., 2007, Trang et al., 2015, Donis et al., 2015). Se han reportado casos
de cardiopatia, hepatomegalia, hemangioma maultiple, retraso del desarrollo,
regresion motora y cognitiva, disfuncién renal, taquipnea, microcefalia e insomnio
(van de Warrenburg et al., 2001, Benton et al., 1998).

Interesantemente, pacientes con el mismo namero de repetidos CAG han mostrado
diferente edad de inicio en sintomas visuales y motores haciendo mas compleja esta
patologia (Fig. 3). Esta variabilidad clinica se ha atribuido a la existencia de
polimorfismos dentro del gen de interés, factores epigenéticos o mosaicismo
somatico tal como se ha reportado en otras poliglutaminopatias (Velazquez-Perez
etal., 2015).

M. en C. Claudia Valdez Vargas Pégina 6
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Fig. 3. Correlacion entre la edad de inicio de los sintomas y el nimero de repetidos CAG en
SCA7. Cada punto representa el andlisis clinico de un paciente y la asociacién que existe entre el
numero de repetidos y a) la edad de inicio de los sintomas motores ataxicos y b) la edad de inicio de

los sintomas visuales. (Modificado de Velazquez-Perez et al., 2015).

3.1.2 Neuropatologia de SCA7

A pesar de la amplia distribucion de ataxina-7 en el cerebro, la neurodegeneracion

en SCAT se observa principalmente en cerebelo y retina:

En el tejido cerebelar de los pacientes y en modelos transgénicos SCA7 (PrP-SCAT7-
€92Q) (La Spada et al., 2001), se ha reportado pérdida neuronal severa de las células
cerebelares de Purkinje (PCs), pérdida de la arborizacion dendritica, gliosis y
cambios estructurales leves en la capa granular con aparicion de inclusiones de
proteina (Fig. 4) (Garden et al., 2002). Las imagenes de resonancia magnética
(MRI) han mostrado mas atrofia pontina que en otras SCAs, atrofia de la corteza
cerebelar, del nucleo vestibular y nucleo dentado, pérdida neuronal prominente y
gliosis en el complejo olivar inferior. En areas extracerebelares hay demielinacion
del tracto piramidal, neurodegeneracion del nicleo talamico, neocértex, ganglios
basales y medula oblonga (Holmberg et al., 1998, Rub et al., 2008).

|
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Figura 4. Neurodegeneracion cerebelar en SCA7.
Andlisis  inmunohistoquimico en  secciones
cerebelares de un ratén transgénico SCA7 (PrP-
SCA7-¢92Q). En el bloque izquierdo, podemos
observar el raton control. Mientras que en el bloque
derecho se observan agregados de proteina mutante
en las neuronas granulares y en otras células de la
capa molecular cerebelar. Se observa una perdida
sustancial de dendritas de la capa molecular y
muerte de células de Purkinje. (Modificado de
Garden et al., 2002).

Control

A nivel de retina, los pacientes muestran atrofia de la capa nuclear externa de la
macula litea, ausencia de los fotorreceptores neuronales conos y bastones,
degeneracion del epitelio pigmentoso e inclusiones de proteina en la capa nuclear
externa e interna de la periferia retinal (Figura 5). También se observa pérdida
severa de células neuronales ganglionares y bipolares, reduccién de la capa
plexiforme y nuclear, infiltracion de macrofagos, migracion del pigmento melanina
del epitelio retinal hacia la retina atrofiada y gliosis fibrilar (Martin et al., 1994,
Yvert et al., 2000, Rub et al., 2008).

Figura 5: Caracteristicas retinales en la macula litea de un paciente SCA7 sin afectacion visual
(39 CAQG) (A) y con afectacion visual (47 CAG) (B) donde se observa: perdida completa de células
fotorreceptoras de la macula lutea (asterisco), atrofia de la capa nuclear externa (flecha) y la
degeneracion del epitelio pigmentoso (cabezas de flechas). La macula latea (INL, capa nuclear
interna; ONL, capa nuclear externa) (Rub et al., 2008).
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3.1.3 Del gen ATXNTY a la proteina Ataxina-7

El gen ATXN7 se localiza en el brazo corto del cromosoma 3p12-21.1 (Benomar et
al., 1995) (Fig. 6). Los repetidos CAG se ubican en el primer exon codificante del
gen (exon 3) (Lindblad et al., 1996, David et al., 1997), los cuales al expandirse por
encima de 36 CAG’s son responsables del desarrollo de SCA7 (David et al., 1997,
Michalik et al., 2004). Esta region es, sin embargo, polimdrfica en la poblacion
general, y el rango normal abarca de entre 4 a 19 CAG’s siendo mas comun el alelo
con 10 repetidos en el 75% de la poblacion (Garden, 1993). Los alelos de 28-33
CAG’s llamados “alelos intermedios” son inestables y tienen riesgo de expansion
durante la meiosis y por lo tanto la presencia de SCA7 en la siguiente generacion
(Mittal et al., 2005). Finalmente los alelos de 34- 36 CAG’s definidos como alelos
de baja penetrancia, pueden dar lugar manifestaciones leves de la enfermedad en
etapas tardias de la edad (Koob et al., 1998, Nardacchione et al., 1999).

y
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Fig. 6. Representacion esquematica de la localizacién del gen ATXN7Y en el cromosoma 3p12-
13. El gen da lugar a un transcrito de 3,969 pb que contiene un ORF de 2,727 pb. El codon ATG en
la posicion 562 representa el inicio de traduccion. El ORF da lugar a una proteina de 892 aa. Se

destacan en el recuadro las regiones que distinguen a ataxina-7.

ATXNT7 es regulado por el factor regulador de la transcripcion CTCF y el RNA no
codificante SCAANTL1 (Sopher et al., 2011), codifica para una proteina de 892

aminoacidos nombrada ataxina-7 que se expresa en neuronas y celulas gliales del
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sistema nervioso central ademas de una variedad de 6rganos y tejidos (Cancel et al.,
2000, Lindenberg et al., 2000).

Estructuralmente, la proteina ataxina-7 contiene diversos dominios distinguibles tal
como repetidos de polialanina y poliglutamina, seguido por un dominio conformado
de cuatro segmentos de poliprolina, tres sefiales de localizacion nuclear (NLS), una
sefial de exporte nuclear (NES) y una region de union al DNA (Figura 6) (Lebre
and Brice, 2003, Taylor et al., 2006). Es componente de dos complejos involucrados
en el remodelamiento de la cromatina conocidos como Complejo TAF libre de TBP
(TFTC) y el complejo SPT3-TAF9-GCNS5 acetiltransferasa (STAGA) los cuales
llevan a cabo las actividades de acetilacién (dependiente de GCN5) y
deubiquitinacion (dependiente de USP22) dptimos para la iniciacion y elongacién
de la transcripcion (Karam and Trottier, 2018). En él nucleo, ataxina-7 se encuentra
asociado con la matriz nuclear y proteinas del nucléolo, aunque se desconoce su
funcién concreta (Kaytor et al., 1999). Mientras que en el citoplasma se ha
demostrado que estabiliza la red de microtiibulos al interactuar con a-tubulina y -
actina regulando la dindmica del citoesqueleto en células de Purkinje (Nakamura et
al., 2012) (Fig. 7).

Estabilidad de microtdbulos

Actividad de

i & AC deacetilacién

Actividad de
deubiquitinacién

Figura 7. Representacion esquematica de las funciones de ataxina-7. En el modulo de
deubiquitinacion (DUBm), junto con la ubiquitina-proteasa USP22, ATXN7L3 y ENY2 degrada las
moléculas de ubiquitina en la histona H2B y activa la transcripcion de genes. Dentro del médulo de
acetilacion, favorece la actividad acetilasa de GCN5 sobre la K9 de la histona H3 para iniciar la

transcripcion dependiente (Modificado de Karam and Trottier., 2018).
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3.1.4 Mecanismos moleculares de neurodegeneracion en SCA7

A pesar de no conocer por completo el papel de Ataxina-7 dentro de la célula, se han
descrito mecanismos moleculares que se ven afectados con la expresion de la proteina

mutante.

Inclusiones nucleares de proteina y RNA. En las enfermedades poliQ, la
acumulacion de la proteina mutante en el citoplasma y el ndcleo es la principal
caracteristica de neurodegeneracion (Adegbuyiro et al., 2017). Una vez que el
numero de CAGs/Q sobrepasa los 35 repetidos, el tracto de poliglutaminas cambia
su estructura tridimensional normal de hélices-o a laminas - plegadas las cuales se
unen entre si por enlaces de hidrogeno llevando a la formacion de fibrillas tipo
amiloide que se acumulan para formar inclusiones de proteina (Perutz et al., 1994).
Esta conformacion, sin embargo, retiene propiedades de interaccion de la proteina
la cual lleva a formar inclusiones de proteinas heterogéneas (Petrakis et al., 2013).
En SCAZ7, el principal componente en las inclusiones es el fragmento N-terminal
poli-Q (55kDa) de ataxina-7 mutante (MATXN7) que surge como resultado de un
corte proteolitico en el aspartato 266 y 344 (D266, D344) por la caspasa-7 y resulta
ser mas citotoxico que la proteina mutante completa (Young et al., 2007). Estos
agregados, secuestran proteinas relevantes que participan en el sistema ubiquitina
proteosomal, factores y cofactores de la transcripcion, chaperonas moleculares,
remodeladores de la cromatina, proteinas de autofagia, proteinas del splicing
alternativo y caspasas, afectando su funcionamiento y distribucion celular,
contribuyendo a la neurodegeneracion (McCampbell et al., 2000, Shimohata et al.,
2000, La Spada et al., 2001, Zander et al., 2001, Friedman et al., 2007, Alves et al.,
2014, Ajayi et al., 2015b, Alves et al., 2016) (Fig.9). Asi mismo se han identificado
agregados de RNA con expansiones CAG y a pesar de que estos agregados no se
han descrito del todo, tienen la capacidad de secuestrar proteinas nucleares
(Urbanek et al., 2016).

Modificaciones postraduccionales (PTMs). La estabilidad del fragmento poliQ de
MATXN7 y su acumulacion dentro del nucleo se favorece por la acetilacion en la

lisina 257 (K257) la cual, impide la degradacion del fragmento citotoxico
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aumentando la muerte celular. En ausencia de esta acetilacion, el fragmento es
degradado por autofagia (Mookerjee et al., 2009). De manera interesante, el mismo
residuo K257 es un sitio de SUMOilacion, sin embargo, esta modificacion

disminuye la capacidad de agregacion de mATXN7 (Janer et al., 2010).

Alteracion del sistema Ubiquitina-Proteasoma (UPS). Se ha demostrado que los
agregados intracelulares en SCA7, contribuyen en la neurotoxicidad secuestrando
a subunidades y componentes del proteasoma 26S y con ello afectando la funcion
proteolitica del sistema ubiquitina-proteasoma lo que lleva a la acumulacion
citostlica de proteinas de degradacion (Yvert et al., 2000, Zander et al., 2001)(Fig.
9). Aunado a esto, se ha observado que el uso de inhibidores del proteasoma causan
una muerte neuronal cerebelosa similar a como ocurre en SCA7, disminuyendo la
expresion de la proteina antiapoptotica Bcl-xL y activando las caspasas 3y 9 (Wang
et al., 2007).

Inhibicion de Autofagia. La autofagia es esencial en las poliglutaminopatias dada
su capacidad de degradar fragmentos poliQ aminorando la toxicidad y aumentado
la viabilidad celular (Pandey et al., 2007, Sarkar et al., 2009). En SCA7, la
acumulacion progresiva de mMATXN7 induce la expresion de proteinas tempranas
que forman el autofagosoma, sin embargo, algunas de estas proteinas son
secuestradas en los agregados impidiendo el flujo normal de la via autofagica. Esto,
lleva a la acumulacion de autofagosomas tempranos en las células los cuales,
ademas, son incapaces de fusionarse con los lisosomas para su maduracion debido
a la disminucién en la expresion de proteinas intermediarias que forman el
autofagolisosoma; quedando por lo tanto arrestados en esta fase (Yu et al., 2013,
Alves et al., 2014). Se ha hipotetizado ademas que en esta fase los autofagosomas
son incapaces de reconocer moléculas cargo debido al secuestro y redistribucion de
la proteina p62, encargada de reconocer y transportar las moléculas marcadas para
autofagia (Alves et al., 2014)(Fig. 9).

Transporte vesicular del glutamato. En modelos de raton SCA7 (PrP-SCAT7-
€92Q), la disminucidn en la expresién de GLAST- el transportador mas importante

de glutamato - reduce hasta un 20-25% la captura de glutamato del espacio sinéptico
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por las células gliales de Bergman causando excitotoxicidad y neurodegeneracion
en las células cerebelares de Purkinje (Custer et al., 2006). En los sinaptosomas, la
captura de glutamato se reduce hasta un 40%, probablemente debido a la
desregulaciéon de proteinas como SNAP-25 y sinaptosina (SYN), asociadas al
transporte vesicular (Custer et al., 2006, Alves et al., 2016)(Fig. 9).

Disfuncion mitocondrial. El dafio mitocondrial en SCA7 surge como consecuencia
de una morfologia anormal de la mitocondria, acidosis metabdlica, reduccion en la
actividad de la cadena transportadora de electrones (ETC), disminucion del
dinucleédtido nicotinamida-adenina (NAD+) y alteracion de los niveles totales de
ATP (Forsgren et al., 1996, Johansson et al., 1998, Ward et al., 2019)(Fig. 9),
particularmente, debido a la actividad directa o indirecta de mATXN7 reduciendo
los niveles de enzimas antioxidantes, aumentando la actividad de complejos
productores de especies reactivas de oxigeno (ROS) y afectando proteinas
esenciales de la integridad de la membrana mitocondrial previo a la muerte celular
(Ajayi et al., 2012, Torres-Ramos et al., 2018). Una de estas proteinas esenciales,
AIlF, disminuye su expresion hasta un 50% en SCA7, lo que lleva a reducir la
actividad de la ETC, afectar la integridad membranal, alterar el potencial de

membrana mitocondrial y reducir en el consumo de oxigeno (Ajayi et al., 2015a).

Desregulacion transcripcional. La desregulacion transcripcional puede ocurrir por
varios mecanismos moleculares en los que se incluyen los antes mencionados:
secuestro de factores y cofactores de transcripcion, alteracion de la via ubiquitina-
proteasoma afectando el recambio de factores y cofactores transcripcionales,
interaccion aberrante de mMATXN7 con represores transcripcionales (Duncan et al.,
2013) y, finalmente, la perdida funcional de mATXN?7 en el complejo remodelador
de la cromatina STAGA/TFTC (Fig. 9).

De manera normal, ataxina-7 dentro del complejo STAGA estabiliza y activa a la
acetilasa GCN5 para que lleve a cabo la acetilacion en K9 de la histona 3y con ello
el inicio de la transcripcion de genes dependientes de STAGA. Sin embargo, se ha
descrito que la expansion CAG en ataxina-7 afecta la formacion del complejo, la

acetilacion de la histona H3 y la interaccion de GCN5 con factores de transcripcion
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como CRX (proteina “homebox” de conos y bastones), que se une a regiones
promotoras y reguladoras de varios genes especificos para el mantenimiento de
celulas fotorreceptoras (Palhanetal., 2005, Burke etal., 2013)(Fig. 8). La represion
de CRX lleva a la disminuciédn de genes con actividad de fototransduccion, factores
de transcripcidn retinales y componentes estructurales de la retina, cimentando de
esta manera las bases de la degeneracion retinal y la razén de la perdida selectiva
de célula fotorreceptoras en esta enfermedad (La Spada et al., 2001, Yoo et al.,
2003, Chen et al., 2004, Abou-Sleymane et al., 2006, Helmlinger et al., 2006).
Ademés de la acetilacion, mATXN7 también afecta la actividad de
deubiquitinacion de STAGA llevando a la disminucién del gen de relina (RELN),
una proteina con papel en la migracién neuronal, mantenimiento de células de

Purkinje y conexiones sinapticas en la retina (McCullough et al., 2012).

En él cerebelo de ratones modelos de SCA7 (ATX-7-52Q), se ha observado
disminucion en la expresion de genes antiapoptéticos y, otros asociados a la
transmision glutamatérgica, transduccién de sefial, formacién de mielina,
deubiquitinacidn, estrés mitocondrial, transporte axonal, diferenciacion neuronal y
glial y afectacion en la expresion de proteinas chaperonas causando la
neurotoxicidad y disfuncion cerebelar al inicio de los sintomas ataxicos (Wang et
al., 2006, Chou et al., 2010). En células mononucleares de pacientes, estudios del
transcriptoma ha demostrado disminucion en la expresion de genes de autofagia

asociados con la severidad de la enfermedad (Alves et al., 2014).

Desregulacion en la expresion de miRNAs: Analisis in vivo e in vitro en ratones
transgénicos SCA7 (SCA7100Q/100Q) demuestran que ataxina-7 es regulado por
miR-124, el miRNA maés abundante del cerebelo y la retina (Sanuki et al., 2011).
En SCA7, sin embargo, miR-124 disminuye debido a la reducida actividad
transcripcional del complejo STAGA como resultado de la mutacion en ATXN7,;
por lo que, los bajos niveles de miR-124 contribuyen a la abundancia de mATXN7
y la presencia de inclusiones nucleares principalmente en el cerebelo y la retina, las
areas mayormente afectadas en SCA7, contribuyendo de esta manera a la

neurodegeneracion (Tan et al., 2014).
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Transcripcién génica normal Fallo de la transcripcién génica
dependiente de STAGA dependiente de STAGA

Fig. 8. Efecto de la proteina mutante ataxina-7 sobre la funcién de GCNG. El modelo indica (i)
la funcién normal de ataxina-7 como parte del complejo STAGA en facilitar el reclutamiento de
GCN5 y mediar la acetilacion de la histona H3 a través de su interaccion con factores de
transcripcion unidos a su region promotora, y (ii) inhibicion de la actividad acetilasa de GCN5 al
interactuar con la ataxina-7 mutante una vez formado el complejo o cuando se impide la formacién
del complejo (Modificado de Palhan et al., 2005).

3.1.5 Marcadores Moleculares de neurodegeneracion

Las alteraciones de los mecanismos moleculares en SCA7, conllevan a la
desregulacion de diversos actores moleculares a nivel celular, ya sean proteinas,
transcritos, metabolitos y miRNAs los cuales, ademas, pueden secretarse y
encontrarse en el ambiente extracelular denominandoseles biomarcadores

circulantes.

El analisis temprano de biomarcadores directamente en los pacientes ha permitido
identificar subtipos clinicos de neurodegeneracion, progresion y severidad v,
debido a la imposibilidad de realizar estos analisis directamente en el tejido afectado
de los pacientes, el analisis de biomarcadores se emplea principalmente en
biofluidos tales como orina, saliva, plasma o suero, liquido cefalorraquideo (CSF),
etc., (Thambisetty et al., 2010, Gaughwin et al., 2011, Shi et al., 2014, Roede et al.,
2013) los cuales tienen la ventaja de ser altamente accesibles sin necesidad de
utilizar un método invasivo, con un alto grado de sensibilidad y especificidad y con

capacidad de detectarse de manera rapida y segura.
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De estos, el CSF representa el biofluido mas relevante para el descubrimiento de
nuevos biomarcadores en las enfermedades neurodegenerativas debido a su
proximidad con el cerebro, sin embargo, el uso de CSF tiene algunas desventajas
ya que existe un gran riesgo de contaminacién y ademas el procedimiento puede ser
doloroso lo cual limita la participacion del paciente en los estudios. Por otro lado,
el plasma o suero representa una fuente mas conveniente para el descubrimiento de
biomarcadores, ya que es un tejido complejo que comprende fluidos extracelulares
de las células dafiinas y es una fuente rica de biomarcadores como DNA, mRNA,
proteinas, lipidos y microRNAs que representan el estado patoldgico en las

enfermedades neurodegenerativas (Fig. 10) (Lista et al., 2013).

Dentro de éstos, los miRNA muestran muchas ventajas: su expresion es tejido-

especifica, tienen un bajo costo y se requiere poco tiempo para su analisis.

Fig. 10. Biomarcadores circulantes. La presencia de proteinas, metabolitos, células, DNA, mRNA
y RNA no codificante como los miRNAs en la circulacién sugiere posibles biomarcadores no
invasivos para determinar un diagnéstico, prondstico e incluso como posibles blancos terapéuticos
(Modificado de Zhang et al., 2016).

3.2 microRNAs y su biogénesis

Los microRNAs (miRNAs) constituyen la clase més abundantes de RNAs
pequefios no codificantes en la mayoria de los tejidos somaticos. Se encuentran
codificados en el genoma en varios contextos (Fig. 11), aunque cabe destacar que
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el 80% residen en intrones de genes codificantes, por lo que son regulados por el

promotor del gen huésped y su expresion correlaciona con éste (Ha and Kim, 2014).

Locus genémico de miRNA

a > b

miRNA individual [ miRNA agrupados 5[:]::\1::]::!::]:3

c d

miRNA intrénicos miRNA exdnicos %]:::D;
Exonesdegen huesped Exones degen huesped

Fig. 11. Localizacion de secuencias de miRNAs en el genoma. Los miRNAs se encuentran en el
genoma como: (a)unidades independientes, (b) grupos de varios miRNASs que se transcriben como
un solo transcrito. Estos dos regulados por su propia region promotora. La gran mayoria residen en,
(c) regiones intrénicas de genes y son regulados por el promotor del gen huésped o por promotores
intrénicos independientes y finalmente, (d) en regiones exodnicas. Las flechas indican la

direccionalidad de la region promotora (Modificado de Berezikov., 2011).

La transcripcion de la mayoria de los miRNAs es llevada a cabo por la RNA
polimerasa Il (Pol I1) y es controlado por los factores de transcripcién asociados a
la RNA Pol Il y reguladores epigenéticos tal como la metilacion del DNA vy la
modificacion de histonas (Lee et al., 2004, Morales et al., 2017). Después de la
transcripcion, el miRNA primario (pri-miRNA) de aproximadamente 1Kb con
estructura tallo-horquilla, es procesado por la RNAsa Il Drosha y su cofactor
DGCRS8 quien inicia el proceso de maduracion cortando el tallo para liberar un
RNA en forma de horquilla de aproximadamente 65-100 pb (pre-miRNA), el cual,
se exporta al citoplasma mediado por la proteina exportina-5 y RAN-GTP para que
se complete la maduracion. Después de la translocacion a través del poro nuclear,
el GTP se hidroliza liberando el pre-miRNA en el citosol donde nuevamente es
procesado por la RNAsa Il Dicer y su cofactor TRBP para generar un RNA maduro
funcional (MiIRNA/mMiRNA*) de doble cadena de 18-23 pb. Una cadena es
reconocida por la proteina Argonauta (AGO) y proteinas asociadas para formar el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). Durante el silenciamiento

del mRNA, el miRNA funciona como una guia de apareamiento de base con el
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3°’UTR del RNA mensajero blanco, mientras que 1a proteina AGO funciona como
efector reclutando factores que inducen la represion traduccional, la deanilacion de
MRNA y su degradacion bloqueando de esta manera la traduccion de genes (Fig.12)
(Ha and Kim, 2014, Guo et al., 2010, Liu, 2008).

gen de miRNA

©
Drosha
pri-miRNA \ - mm]]mD
LU ‘1‘11“x

£ DGCRS8/Pasha
>
- J

pre-miRNA )

NUCLEO o
N Exportina -5 IR
B - CITOPLASMA
Dicer <
pre-miRNA ke A : )
TRBP/Loquacious 4

duplex miRNA:mIRNA* memm

l Dicer/TRBP/Argonauta

miRNA maduro unido a
Argonauta

Argonauta

Figura 12: Biogénesis y modo de accion de miRNAs en mamiferos (Modificado de Bushati and
Cohen, 2007).

El dominio en el extremo 5’ de los miRNAs que abarca los nucledtidos 2 al 7 es
crucial para el reconocimiento del mRNA blanco y se denomina “secuencia
semilla”. Los nucledtidos del 8 al 16, aunque menos importantes, también
contribuyen al apareamiento de bases (Ha and Kim, 2014). Mas del 60% de los

genes que codifican para proteinas contienen por lo menos un sitio de union
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conservado para el miRNA, y considerando que existen un sin numero de sitios no
conservados, la mayoria de los genes estan regulados por los miRNAs (Lim et al.,
2005). No es de sorprender por lo tanto que, la biogénesis y funcién de los miRNAs
son altamente regulados y su desregulacion se ha asociado con enfermedades

humanas incluyendo cancer y desordenes neurodegenerativos.

3.2.1 miRNAs y neurodegeneracion poliQ

Los miRNAs han sido implicado en las enfermedades neurodegenerativas de
diferentes maneras. Primero, se ha demostrado que la interrupcion global en la
biogénesis de miRNAs en neuronas postmitoticas; como las células de Purkinje
(PC), lleva a una degeneracion cerebelar progresiva y ataxia, similar al observado
en Alzheimer, Parkinson y a las enfermedades PoliQ (Schaefer et al., 2007).
Ademas, se ha observado que la ausencia de miRNAs potencia la
neurodegeneracion poliQ tanto en Drosophila como en células humanas
disminuyendo la viabilidad celular hasta un 50% maés (Bilen et al., 2006). En
segundo, varios miRNAs han demostrado regular a las proteinas asociadas a la
patologia y modular su concentracién celular (Karres et al., 2007, Sinha et al.,
2011). Asi, por ejemplo, Ataxina-1, la proteina implicada en SCAL es regulada por
lo menos por 3 miRNAs (Lee et al., 2008). Tercero, se han identificado miRNAs
capaz de revertir el efecto citotoxico de las proteinas poliQ mutantes al disminuir
la ataxia cerebelar y la presencia de agregados de proteinas en modelos de raton
sugiriéndose como posibles blancos terapéuticos (Karres et al., 2007, Miyazaki et
al., 2012, Huang et al., 2014). Finalmente, recientes datos sugieren que la alteracion
en la expresion de miRNAs puede representar una parte importante de los
mecanismos patoldgicos involucrados en las enfermedades neurodegenerativas.
Esta desregulacion pueden representar eventos no especificos de un proceso
secundario que ocurre en la neurodegeneracion como estreés oxidativo, apoptosis,
homeostasis o determinar el inicio del proceso patoldgico y tener un papel en la
evolucidn de la enfermedad (Marti et al., 2010, Ghose et al., 2011, Das et al., 2013).

La expresion alterada de miRNAs se ha encontrado en una variedad de modelos
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animales, modelos celulares, en muestras cerebrales post-mortem de pacientes y en
el plasma y suero de los pacientes, estos ultimos constituyen la clase de miRNAs
circulantes (Roshan et al., 2012, Soldati et al., 2013, Rodriguez-Lebron et al., 2013,
Kocerha et al., 2014, Shi et al., 2014).

3.3. miRNAs circulantes
Mientras que la gran mayoria de los miRNAs se han detectado en el microambiente

celular, un gran numero de estos- cominmente conocidos como MiIRNAS
circulantes- se han detectado en el ambiente extracelular, incluyendo diferentes
fluidos bioldgicos y medios de cultivo (Valadi et al., 2007, Turchinovich et al.,
2011, Gilad et al., 2008). Los miRNAs circulantes derivan de varias fuentes como:
células sanguineas, células endoteliales, 6rganos, tumores y células apoptéticas
(Hunter et al., 2008, Turchinovich et al., 2011, Liang et al., 2014). A pesar de la
presencia de ribonucleasas (RNAsas) en la circulacion, los miRNAs circulantes se
encuentran en altas concentraciones y suficientemente integros lo que sugiere que
adoptan mecanismos protectivo que evita la actividad RNAsa en el ambiente
extracelular. Se han caracterizado varios modelos para la estabilidad y excrecion de
los miRNAs circulantes: (1) Los miRNAs son secretados de células donadoras a
través de vesiculas de membrana que incluye exosomas y vesiculas secretoras,
conjuntamente denominadas Microvesiculas (MVs) por medio de exocitosis 0
fusién de membrana (Mathivanan et al., 2010). ; (2) Una segunda via, es formando
complejos con lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Vickers et al., 2011); (3)
Asociados a proteinas de union al RNA como argonauta 1-4 (AGO1-4) (Arroyo et
al., 2011) y finalmente, (4) en cuerpos apoptéticos los cuales se forman en el

proceso final de muerte celular (Fig. 13) (Zernecke et al., 2009).
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miRNAs unidos a proteinas miRNAs envueltos en cuerpos apotéticos

ESPACIO Secretados después de muerte celular
EXTRACELULAR o secrecion selectiva?

Apoptésis

Secrecién especifica o
Secrecién activa?

Pre-miRNA

CITOPLASMA

Secrecién especifica o
Secrecién activa?

NUCLEO

Figura 13: Modelos de empaquetamiento de miRNA extracelulares. EI empaquetamiento de los
miRNAs circulantes impide su degradacion en el ambiente extracelular favoreciendo el transporte

de éstos en el sistema circulatorio (Modificado de Turchinovich et al., 2012).

El empaquetamiento de los miRNAs dentro de las MVs parece ser un mecanismo
selectivo bajo ciertas condiciones fisioldgicas y patoldgicas. Sin embargo,
actualmente se desconoce el mecanismo por el cual las células seleccionan los
miRNAs o si esto depende de su secuencia, concentracién intracelular o
distribucion tisular (Zhang et al., 2015). Algunos miRNAs son transcritos
Unicamente para su empaquetamiento en exosomas, lo que sugiere un papel
especifico de regulacién. En el espacio extracelular, el intercambio de exosomas se
da entre un tipo especifico de células y su trafico es similar al de las hormonas
(Valadi et al., 2007).

Los mecanismos de captacion de miRNAs desde el espacio extracelular no son bien
conocidos, se ha propuesto que los exosomas interacttan con las células aceptoras
a través de un reconocimiento de proteinas transmembranales en el exosoma y
receptores de las células aceptoras. Esta interaccidn, permite la entrada de exosomas

a la célula aceptora por endocitosis, fagocitosis o por fusion directa con la
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membrana plasmatica (Simons and Raposo, 2009). Se ha sugerido que la
interaccion ligando-receptor es de igual manera el mecanismo de internalizacion de
miRNAs unidos a HDL o AGO1-4 (Vickers et al., 2011).

Después de liberar los miRNAs circulantes en el citoplasma de la célula aceptora,
estos, llevan a cabo mecanismos de regulacion postranscripcional, comunicacion
celular, evasién del sistema inmune o inclusive pueden mediar sefiales de peligro a
el organismo debido a una disfuncidn tisular (Valadi et al., 2007, Liang et al., 2014,
Zhang et al., 2015).

3.3.4 miRNAs circulantes en SNC

Muchos tipos celulares existen en el SNC incluyendo neuronas, astrocitos,
microglia y oligodendrocitos. Recientes reportes indican que los miRNAs del SNC
pueden liberarse por diferentes vias y ser captados por células neuronales y no
neuronales (Xin et al., 2012, Xu et al., 2013). En el primer estudio, se observo que
las células madres mesenquimales (CMM) pueden regular el crecimiento de las
neuritas transfiriendo miR-133b a las células neuronales a traves de exosomas. Este
mecanismo podria tener un beneficio terapéutico para el tratamiento de
enfermedades neuroldgicas promoviendo la recuperacion de funciones (Xin et al.,
2012). Por el otro lado, recientemente se ha encontrado que los miRNAs son
activamente secretados en vesiculas desde los sinaptosomas por exocitosis después
de la despolarizacion de membrana, de manera similar a los neurotransmisores. Este
reporte fue el primero ademas en indicar que moléculas neuroactivas como el factor
de crecimiento neuronal (NGF) el acido kainico pueden regular la secrecion de los
miRNAs (Xu et al., 2013).

Actualmente, la desregulacion del perfil de miRNAs asociado a diversas
enfermedades neurodegenerativas contribuyen no solo al conocimiento del
funcionamiento patoldgico de la enfermedad, si no que pueden contribuir como
marcadores especificos en el seguimiento natural de la patologia o como

marcadores de severidad de esta.
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4. ANTECEDENTES DIRECTOS

Mientras que extensos trabajos de miRNAs circulantes se han publicado en
Alzheimer y Parkinson, el papel de estos en enfermedades poliglutaminicas es
escaso. El primer estudio sobre miRNAs como posibles biomarcadores circulantes
en SCA3 fue publicado recientemente en el 2014. Shi y colaboradores describieron
por primera vez la alteracion de 46 miRNAs en el suero de los pacientes (20
incrementados y 26 disminuidos) comparados con los controles sanos en analisis
de microarreglos. En este trabajo se pudo determinar que los miRNAs, miR-34b,
miR-29a, miR-25b y miR-125 podrian ser excelentes marcadores de SCA3 al
validarse por gRT-PCR (Fig.14a). Interesantemente, de entre los mMiRNAS
diferencialmente expresados, miR-25 y miR-125b se asociaron directamente con el
curso de la enfermedad, ya que la expresion de éstos disminuyé conforme
progresaba la enfermedad (Fig.14b) (Shi et al., 2014). Con respecto a su papel
molecular, se encontré que miR-25 regula los niveles de ATXN3, el gen responsable
de SCA3 vy la sobreexpresion de éste miRNA suprime la apoptosis y la formacion

de agregados, sugiriéndolo con un posible papel terapéutico (Huang et al., 2014).
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Figura 14: MicroRNAs circulantes como posibles biomarcadores en SCA3. A) Expresion
relativa de miR-34b, miR-29a, miR-25 y miR-125b en el suero de 35 pacientes con SCA3
comparado con 25 sujetos controles. B) Expresion relativa de miR-25 y miR-125b en pacientes con
un curso de enfermedad de 3 a 5 afios comparados con pacientes de 6 a 9 afios de enfermedad. Los
niveles de expresion de miR-25 y mR-125b en el grupo de pacientes con <5 afios de curso de la

enfermedad fue diferente de aquel grupo con >6 afios de curso de la enfermedad (Shi et al., 2014).
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En HD, el analisis de miRNAs circulantes en plasma/suero ha sido mas extenso. De
primera instancia, la expansion CAG en Huntingtina, eleva significativamente los
niveles de miR-34b en el plasma de pacientes presintomaticos con respecto a sujetos
controles y a otros pacientes en estadios avanzados de la enfermedad. Dado que la
expresion de este miRNA se altera antes del inicio de los sintomas, se sugiriere que
podria ser un excelente biomarcador con un papel en el prondstico de la enfermedad
(Gaughwin et al., 2011).
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Figura 15: miR-34b es elevado en pacientes asintomaticos. Los niveles de miR-1285 (barras
negras) y miR-34b (barras blancas) fueron cuantificadas en muestras de plasma de pacientes con
HD (11 asintomaticos; 8 de Estado Il o temprano y; 8 de estado Il o moderado) comparado con

sujetos controles (12 muestras) (Gaughwin et al., 2011).

Mas importante Hoss y colaboradores destacaron la asociacién que hay entre el
cerebro y el sistema periférico al comparar los niveles de cuatro miRNAs (miR-
10b-5p, miR-486-5p, miR-132-3p y miR-363-3p) anteriormente identificados en

los cerebros de muestras post-mortem de pacientes con HD y muestras de plasma.

De los cuatro miRNAs alterados en el cerebro, sin embargo, sélo dos miRNAs
(miR-10b-5p y miR-486-5p) se encontraron incrementados en el plasma de

pacientes con HD, aunque sélo miR-10b-5p se asocio con el estado neuropatoldgico
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de la enfermedad (Fig.16). La concordancia entre cerebro y la sangre periférica
sostiene que miR-10b-5p podria tener una utilidad como biomarcador en ensayos
clinicos de pacientes con HD y podria determinar la progresion de la enfermedad
(Hoss et al., 2015).
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Fig. 16. miR-10b-5p tiene una asociacion con el estado de enfermedad en HD. miR-10b-5p tiene
una tendencia linear desde los controles a pacientes presintomaticos y manifestantes de HD (Hoss
et al., 2015).

No obstante, el Gnico trabajo que detalla un perfil completo de miRNAs circulantes
en pacientes con HD fue publicado més recientemente en el 2016 por Diez-
Planelles. Trece miRNAs circulantes-miR-877-5p miR-223-3p, miR-30d-5p, miR-
128, miR-22-5p, miR-222-3p, miR-338-3p, miR-130b-3p, miR-425-5p, miR-628-
3p, miR-361-5p y miR-942- aumentaron significativamente en los pacientes con
HD cuando se compararon con los sujetos controles (Fig.17). Analisis funcionales
demostraron que estos miIRNAs podrian estar asociados con enfermedades
metabdlicas como resistencia a la insulina que se ha observado en los pacientes con

HD, ademas de hipercolesterolemia, hiperlipidemia e hiperglicemia (Diez-Planelles
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et al., 2016). Establecer perfiles de miRNAs circulantes en los pacientes podria
proveer informacion acerca de los procesos bioldgicos que podrian tener influencia
en la enfermedad y podrian incluso llegar a ser posibles blancos terapéuticos.
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Fig. 17. miRNAs circulantes que cambiaron significativamente en pacientes con HD. La
expresion de miRNAs circulantes de los sujetos controles (circulos grises) y pacientes con HD

(circulos verdes) se analizé en 15 pacientes vs 7 sujetos controles (Diez-Planelles et al., 2016).
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5. JUSTIFICACION

En pacientes con SCA7, existe una diversidad en las caracteristicas clinicas que van
desde un estado asintomatico hasta un fenotipo severo, debido en parte a la
variabilidad en la edad de inicio de los sintomas y a la progresion de la enfermedad,
particularmente de los sintomas cerebelosos y extracerebelosos. Esta diversidad en
los fenotipos patoldgicos de SCA7 no es completamente dependiente de la longitud
en el namero de repetidos CAG, pero se cree que son regulados tanto por factores
ambientales como genéticos. A la fecha, para determinar el proceso natural de la
patologia o la severidad de la ésta, se utilizan escalas neurolégicas para identificar
cambios sutiles en la enfermedad. Sin embargo, estas escalas no dejan de ser
valoraciones subjetivas, que tienen un alto grado de variabilidad inter-observador,
ademas de necesitar tener una amplia capacitacion para el clinico, asi como de una
valoracion extenuante en los pacientes. Por ello, es de gran importancia la
identificacion de biomarcadores que permitan monitorear el desarrollo natural de la
enfermedad y que ademas puedan servir para mejorar el diagnéstico y definir la
progresion de la enfermedad en SCA7. En este escenario, los miRNAs circulantes
tienen un valor sin precedente debido a que se ha demostrado su papel diagnostico,
pronéstico y en la identificacion de subtipos o fenotipos clinicos en otras
enfermedades neurodegenerativas. Aunque en SCA7 se desconoce el papel de los
miRNAs circulantes, en este trabajo nos propusimos obtener un perfil de expresion
de éstos en una poblacidn significativa de pacientes, esto, nos permitira ampliar la
identificacibn de componentes neuroprotectores/neurotéxicos que estan
involucrados en la neurodegeneracion de SCA7 y entender mejor los mecanismos
patoldgicos, pero aun en mayor medida, identificar posibles marcadores objetivos
para el seguimiento y valoracién de la severidad de la patologia, para que en un
futuro puedan ser utilizados, incluso en la valoracion de posibles alternativas

terapéuticas.
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6. HIPOTESIS

Los miRNAs circulantes se expresan diferencialmente en pacientes con SCA7 en

comparacién con individuos sanos.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General:
Determinar el perfil de expresion de miRNAs circulantes en pacientes con SCA7

y su posible asociacion con la neurodegeneracion.

7.2 Objetivos Particulares:

e Obtencion del perfil de expresion diferencial de miRNAs circulantes en
muestras de plasma de pacientes con SCA7 respecto a sujetos sanos.

e Determinar si la desregulacion de la expresion de miRNAs circulantes varia
con respecto al fenotipo patoldgico (edad de inicio temprano o edad de
inicio tardio).

e Realizar la validacion de un conjunto de miRNAs a través de ensayos
independientes de qRT-PCR.

e Determinar mediante analisis de enriquecimiento las vias de sefializacion en
la que participan los miRNAs circulantes alterados.

o Identificar miRNAs con posible papel diagnostico y pronostico en SCA7.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Caracteristicas del estudio

9.1.1 Sujetos de Estudio

Los sujetos de estudio incluyeron treinta y cinco pacientes mexicanos
diagnosticados con SCA7 y diecisiete individuos sanos de la region central del
estado de Veracruz, México, reclutados por el Instituto Nacional de Rehabilitacion
(INR) y el Centro de Rehabilitacién e Inclusién Social de Veracruz (CRIS-VER).
Todos los sujetos participaron voluntariamente en la investigacion y firmaron una
carta de consentimiento informado (ANEXO 1). El estudio fue aprobado por el
comité de Investigacion y ética del Instituto Nacional de Rehabilitacion-LGlI
(Registro 15/12).

a) Pacientes con SCA7

Criterios de Inclusion: Pacientes con diagnostico molecular de SCA7 a traves de

electroforesis capilar. Todos los pacientes presentaron interrogatorio e historia
clinica completa. Clinicamente fueron evaluados con los examenes estandares
neuroldgicos de acuerdo con los procedimientos de la Clinica Mayo (Denny-Brown
et al., 1982). La evaluacion de los sintomas cerebelosos se determind usando la
escala “Assessment and Rating of Ataxia” (SARA por sus siglas en inglés)
(Schmitz-Hubsch et al., 2006) mientras que, la exploracion de caracteristicas
extracerebelosas se llevd a cabo usando la escala “The Inventory of Non-ataxia
symptoms” (INAS por sus siglas en inglés) (Schmitz-Hubsch et al., 2008)
(ANEXOS 2y 3). Todos los pacientes suspendieron la administracion de farmacos,

medicamentos y suplementos alimenticios con tres meses de antelacién al estudio.

Criterios de exclusion: Pacientes con ataxia secundaria a alcoholismo, neoplasias,

patologia vascular, malformaciones congénitas, otras alteraciones genéticas,
enfermedades cronico-degenerativas, autoinmunes e inflamatorias. Ademas se
excluyeron individuos que presentaran infecciones, disfuncion hepatica, cancer y
embarazo. Se excluyeron sujetos con consumo de drogas, asi como individuos con

tratamientos farmacoldgicos, inmumosupresivos y desnutricion.
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Criterios de eliminacion: Se eliminaron los pacientes con muestra insuficiente para

realizar los experimentos moleculares. Y todos aquellos sujetos a los que no se les
haya realizado el 100% de los procedimientos requeridos o hayan abandonado el

estudio por decision propia.
b) Sujetos controles

Criterios de Inclusion: Individuos no relacionados o familiares de pacientes con

diagndéstico molecular negativo para SCA7. Los individuos se seleccionaron
considerando un mismo rango de edad, originarios de la misma region geogréfica,

ademas de condiciones de vida y dieta alimenticia similar al grupo de pacientes.

Criterios de exclusion: Se consideraron los mismos criterios descritos para el grupo

de pacientes con SCA7 anteriormente descritos.

Criterios de eliminacién: Se excluyeron sujetos sanos con muestra insuficiente para

realizar los experimentos moleculares y todos aquellos a los que no se les haya

realizado el 100% de los procedimientos requeridos.

c) Clasificacion de pacientes

Para el estudio, los pacientes se distribuyeron en dos principales fenotipos:
Pacientes con <46 repetidos CAG y cuyos sintomas clinicos surgieron en la edad
adulta (AO) y pacientes >46 repetidos CAG y con inicio de sintomas en edades
tempranas (EO) conforme a lo reportado previamente en la literatura (Velazquez-
Perez et al., 2015).

9.1.2 Diagnostico molecular de SCA7

El andlisis de repetidos CAG se realiz6 con PCR de fluorescencia y electroforesis
capilar. Brevemente, el DNA gendmico se extrajo de leucocitos de sangre periférica
usando GentraPuregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, NRW, Germany). Para la PCR
se utilizaron los oligonucledtidos descritos por Dorschner y cols. (Dorschner et al.,
2002) modificados por Magafa y cols (Magana et al., 2014b), los cuales fueron

marcados con diversos fuor6foros como se describe en la tabla 1.
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Tablal: Oligonucleétidos quiméricos especificos para cada tipo de SCA.

ID DYE SECUENCIA 5°—3’ (PB)
SCAlF VIC ggtcccaaaagggtcagtCAACATGGGCAGTCTGAG
SCAIR gcggtcccaaaagggtcagt AACTGGAAATGTGGACGTAC 270 + (CAG)n
SCA2F NED aaaagggtcagtGGGCCCCTCACCATGTCG
SCA2R caaaagggtcagtCGGGCTTGCGGACATTGG 180 + (CAG)»
SCA3F FAM  gcggtcccaaaagggtcagtCCAGTGACTACTTTGATTCG
SCA3R gcggteccaaaagggtcagtTGGCCTTTCACATGGATGTGAA | 350 + (CAG),
SCA6F FAM  caaaagggtcagtCACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCC
SCA6BR aaagggtcagtTGGGTACCTCCGAGGGCCGCTGGTG 170 + (CAG),
SCA7F NED  gcggtcccaaaagggtcagtTGTTACATTGTAGGAGCGGAA
SCA7R gtcccaaaagggtcagtCACGACTGTCCCAGCATCACTT 370 + (CAG),

R: iniciador antisentido; F: iniciador sentido

Letra mayuscula indica la secuencia del locus SCA,; letra minuscula, secuencia M13MP18.

La PCR multiple se desarrolla con un volumen total de 7ul, conteniendo: 0.6 uM
de cada iniciador para SCA1, SCA2 y SCAG6, 2.5 uM de cada iniciador para SCA3,
2.35 uM de cada iniciador SCA7, 400 uM de cada uno de los dNTPs, 0.6 pl del
buffer 10X, 2 mM de MgCl> y 1.0 U de la DNA Tag. Polimerasa (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, BW, Germany). La reaccion de PCR consistio en
29 ciclos, incluyendo un paso de desnaturalizacion a 95° C por 5 min, la hibridacion
a 58° C por 2 min y la polimerizacién a 68°C por 110 seg a través de un
termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Las alicuotas de cada reaccion de PCR se mezclaron con formamida desionizada y
el marcador de peso molecular (ABI GeneScan-500 TAMRA), el cual permite una
precisa comparacion con el tamafio de DNA que se evalia en un rango de 35-500
pb. Posteriormente, la mezcla de reaccion se lleva a un paso de desnaturalizacion a
95°C por 7 min, pasado este tiempo el tubo se colocé inmediatamente en hielo por
5 min y se corrié a través de la electroforesis capilar en un secuenciador ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Bisystems, Foster City, CA, USA). Las
condiciones de electroforesis capilar establecidas fueron 15 kV por 40 minutos a
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60°C con un intervalo de 5 segundos en cada inyeccion. Los datos de

genotipificacion se analizaron con el software GENE SCAN.

9.2 Obtencion del perfil de expresion diferencial de miRNAs en muestras
de pacientes con SCA7

Para realizar el perfil de microRNAs se emplearon 18 muestras de plasma de

pacientes con diagnostico positivo a SCA7 y 5 sujetos controles sanos (Tabla 7).
9.2.1 Extraccion de miRNAs

La extraccion de miRNAs en plasma de pacientes SCA7 se realizé con miRNeasy
Mini Kit de Quiagen (No. De catalogo 217004) (Qiagen, Valencia, CA, USA) de
acuerdo con las condiciones de manufactura. Brevemente, aproximadamente 5 ml
de sangre total periférica se colectaron en tubos con anticoagulante EDTA los
cuales se centrifugaron a 2000g x 10 min a 4°C y se recuper0 el plasma. A 600 pl
de plasma de pacientes se les agregdé 2 volumenes de Quiazol, se mezclo
vigorosamente y se dejo reposar por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se les agregd 1/5 parte de cloroformo, se incubd 3 minutos a temperatura ambiente
y se procedié a centrifugar a 12000 g x 15 min a 4°C para recuperar la fase acuosa.
La fase acuosa se tratd con 1.5 volumenes de etanol al 100% y se mezclé por
inversion del tubo; se transfirieron 700 pl de la mezcla a la minicolumna colocada
sobre un tubo colector y se centrifug6 a 10,000 rpm por 15 seg a temperatura
ambiente, se descarto la solucion filtrada y se repitié el proceso hasta finalizar con
la mezcla. Las columnas se lavaron una vez con 700 pl de buffer RWT y dos veces
con 500 ul de buffer RPE por centrifugacion a 10,000 rpm por 15 segundos a
temperatura ambiente. Los miRNAs se recuperaron en tubos de 1.5 ml eluyendo el
RNA con 30 ul de agua libre de RNasas sobre la membrana y posteriormente

centrifugando a 10,000 rpm por 1 min.

M. en C. Claudia Valdez Vargas Pégina 34



La concentracion y pureza del RNA se determinaron mediante espectrofotometria
a 260 nm en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA).
Todas las muestras de RNA se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

9.2.2 Sintesis de cDNA

La retrotranscripcion se llevo a cabo usando 90 ng de RNA total empleando el kit
TagMan microRNA Reverse Trasncription (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) y un pool de primers megaplex RT (Human Pool-A; Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA) especificos para 384 miRNAs para realizar la sintesis
simultanea de cDNAs de miRNAs maduros. La reaccion de retrotranscripcion se
realiz6 con un volumen final de 15 pl mezclando los componentes descritos en la
tabla 2.

Tabla 2: Reaccion de sintesis de cDNA de miRNAs maduros.

Componente Concentracion

Megaplex RT primers 10X
dNTPs con dTTP 100 mM
Transcriptasa reversa MultiScribe 50 U/ul
Buffer de transcripcion reversa 10X
Inhibidor de RNAsa 20 U/ pl
MgCl, 25 mM
RNA 90 ng
Agua libre de RNA Hasta 7.5 pl

La amplificacion se realiz6 por medio de un termociclador Gene Amp 9700 PCR
system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y las condiciones fueron las
siguientes: 40 ciclos a 16 °C por 30 min; 42 °C por 30 min, seguido por un

paso final a 80 °C por 5 min para inactivar la transcriptasa reversa.

9.2.3 Pre- Amplificacion

Este paso permite incrementar las cantidades pequefias de cDNA blanco para el

analisis de expresion de genes, utilizando el kit MegaPlexPreAmp primer Human
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Pool-A y el Kit PreAmpMasterMix (Applied Byosistems, Carlsbad, CA, USA).
Colocar todos los siguientes componentes en un tubo de 0.2 ml como se indica en
la tabla 3.

Tabla 3: Reaccién de pre-amplificacion de miRNAs maduros.

Componentes Volumen

TagMan PreAmp Master Mix 2X

Megaplex PreAmp Primers 10X

Agua libre de nucleasas Hasta 25 pl
Mezclar y centrifugar brevemente

cDNA 10X

Total 25 ul

Una vez hecha la mezcla, incubar la reaccion durante 5 minutos en hielo. La
reaccion se realizé en un termociclador Gene Amp 9700 PCR system (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) con las siguientes condiciones: 95°C por 10
minutos, 55°C por 2 minutos, 72°C por 2 minutos, 12 ciclos de 95°C por 15

segundos y 60°C por 4 min finalmente, mantener la reaccion a 4°C.

Las muestras se almacenaron a -20 grados centigrados hasta su uso.
9.2.4 Sistema TagMan Low Density Array (TLDA).

El perfil de expresion de miRNAs se obtuvo usando placas TagMan Low Densitty
Array (TLDA) microfluidic cards (Human miR ver 2.0; Applied Biosystems,
Melbourne Australia). Este sistema consta de una placa (A) de 384 pozos donde
cada una contiene primers TagMan especificos y sondas para la deteccién de 380
diferentes miRNAs maduros humanos y 4 controles de RNA nucleolar.
Inicialmente, se diluyeron los 25 pl de los productos pre-amplificados afiadiendo
25 pl de buffer Tris-EDTA 0.1X pH 8; posteriormente en un tubo eppendorf de 1.5

ml se mezclaron los reactivos que se describen en la tabla 4.
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Tabla 4: Reaccién del sistema TLDA para la identificacién de 380 miRNAs maduros.

Componentes Volumen
TagMan Universal PCR Master Mix No 2X
AmpEase UNG

Agua libre de nucleasas Hasta 900 pl
Producto preamplificado diluido 10X
Total 900

Se cargaron cada uno de los 8 carriles de la placa TagMan Human MicroRNA Array
Set v2.0 (Placa A) con 100 ul de la mezcla correspondiente, se centrifugaron las
placas, se sellaron y se cargaron en el termociclador 7900 HT Fast Real Time PCR
(Applied Biosystem, Foster City, CA) donde se corri6 el programa para 384 well
TagMan Low Density Array. Se realizd la qPCR por duplicado de una muestra y

un control (Fig. 18).

Andlisis de

RTy Preparacién PCR

Pre-amplificacién

deplacas A

cuantitativa

datos

+18 muestras *MegaplexRT primers

plasma pool A

SCA7 *TaqMan MicroRNA
*5muestras  Reverse Transcription kit

plasma

(controles) +Megaplex preAmp

primers pool A

TaqMan Universal
PCR master mix

THIBENTY
30000000

Applied Biosystems
7900HT Fast

Real-Time PCR System

RT-PCR DataAssist
Software

*TagMan preAmp Master Mix

\ / 384 miRNAs

Figura 18: Procedimiento general para la obtencion del perfil de miRNAs.

9.2.5 Analisis bioinformatico y procesamiento de datos de ensayos TLDA.

Los valores de Ct (nimero de ciclo en el cual se ha alcanzado el 100% de la
eficiencia de la amplificacion del producto) de todas las placas se determinaron
usando la linea basal automatica y el umbral de 0.2. El analisis se realiz6 en el Data
Assist Software (Applied Biosystems, Carlsbad, CA. USA). Los miRNAs que se
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incluyeron en el analisis fueron todos aquellos con un valor maximo de Ct de 38.
Se eliminaron todos los miRNASs que no se expresaron en por lo menos el 80% de

las muestras o con mas de 20% de analisis indeterminados.

Para definir a los miRNAs de referencia, se realiz6 un andlisis de estabilidad
(meanM) utilizando el algoritmo geNorm
(http://genomebiology.com/2002/3/7/ research/0034); el cual permite determinar
los genes de referencia mas estables de un conjunto de genes candidatos
(Vandesompele et al., 2002, Mestdagh et al., 2009) . Los miRNAs candidatos se
identificaron en la libreria SIQPCR de la plataforma de Bioconductor y aquellos que
mostraron una menor variabilidad de expresidn entre todas las muestras evaluadas

se seleccionaron como referencia. La normalizacion de los niveles de expresion

relativa de los miRNAS se calcul6 con el método de 2 T (Livak and Schmittgen,
2001, Schmittgen and Livak, 2008). El factor de normalizacion considera la media

geométrica CT de los genes de referencia.

La significancia estadistica se obtuvo calculando la t de estudent, los valores se
ajustaron con la prueba de Benjamini-Hochberg para obtener el valor de p
implementando la libreria HTqQPCR-limma en R. Los perfiles de expresion se
ajustaron de acuerdo con las caracteristicas clinicas, edad y sexo en HTqQPCR-
limma removiendo efectos de las variables confusoras. Los miRNAs que se
consideraron diferencialmente alterados fueron aquellos con un valor de p <0.05y

valor de p ajustado <0.05 ademas de un fold change (FC) mayor a 1.

9.2.6 Analisis de Enriguecimiento

El analisis de enriquecimiento de vias se realiz6 usando dos herramientas: A) Tool
for annotations of MicroRMAs (TAM; http://www.cuilab.cn/tam; version 2.0),
mediante el cual se identificaron los miRNAs que se agrupaban en la misma familia,
en la misma region gendémica (cluster), o si estaban asociados a enfermedades y

vias biologicas (no por prediccién). Se evalu6 la significancia estadistica de cada
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categoria con una prueba de Fisher con valor de p<0.05, correccion con Bonferroni
y FDR.

B) El analisis de enriquecimiento de vias de sefializacion para la firma de los
miRNAs con valor diagnostico de SCA7 se realizd con el programa miEAA
(https://ccb-compute2.cs.uni-saarland.de/ mieaa_tool/?id=www/www-
ccb/html/mieaa_tool/). Para la determinacion de los valores estadisticamente

significativos se realizé una prueba exacta de Fisher con valor de p<0.05.

9.3 Seleccion y validacion de miRNAs por gRT-PCR

Para la seleccion de miRNAs se determinaron los miRNAS con mayor cambio de
expresion relativa y que estuvieran asociados a la afectacion en otras enfermedades
neurodegenerativas a través del analisis in silico en la base de datos miRWalk v2.0.

Se seleccionaron 20 miRNAs maduros para su validacion (Tabla 5).

Tabla 5: Sondas de los miRNAs validados que se encontraron diferencialmente expresados
en SCA7.
mMiRNAs Secuencia No. en miRBase \D ensayo
TagMan
hsa-let-7a-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU MIMATO0000062 1D 000377
hsa-let-7e-5p UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU MIMATO0000066 ID 002406
hsa-let-7g-5p UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU MIMATO0000414 1D 002282
hsa-miR-10b-
5p UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG MIMAT0000254
hsa-miR-17-5p CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG MIMATO0000070 1D 002308
hsa-miR-18a-

ID 002218

ID 002422
5p UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG MIMAT0000072
hsa-miR-19a-

ID 000395
3p UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA MIMATO0000073
hsa-miR-20a-

1D 000580
5p UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG MIMAT0000075
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hsa-miR-26a-
5p
hsa-miR-27a-
3p
hsa-miR-29a-
3p
hsa-miR-30b-
5p
hsa-miR-132-
3p
hsa-miR-148b
3p
hsa-miR-221-
3p
hsa-miR-223-
3p
hsa-miR-323-
3p
hsa-miR-324-
5p
hsa-miR-340-
5p
hsa-miR-375-
3p

UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU

UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC

UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA

UGUAAACAUCCUACACUCAGCU

UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG

UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU

AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC

UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA

CACAUUACACGGUCGACCuUCU

CGCAUCCCCUAGGGCAUUGGUG

UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU

UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA

MIMAT0000082

MIMAT0000084

MIMAT0000086

MIMAT0000420

MIMATO0000426

MIMATO0000759

MIMATO0000278

MIMAT0000280

MIMATO0000755

MIMAT0000761

MIMAT0004692

MIMATO0000728

1D 000405

1D 000408

ID 002112

1D 000602

1D 000457

1D 000471

1D 000524

1D 002295

ID 002227

ID 001136

1D 002258

ID 000564

La validacion se realizd en una cohorte independiente al ensayo TLDA conformada

por 17 muestras de plasmas de pacientes con SCA7 (7 del grupo AO y 10 pacientes

de EO) y 12 muestras de sujetos sanos controles (Tabla 14). La extraccion de

microRNAs, sintesis de cDNA y preamplificacion se realiz6 como se mencion6

anteriormente.

La extraccion de microRNAs, sintesis de cDNA 'y preamplificacion se realiz6 como

se menciond anteriormente.
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9.3.1 Validacién independiente con ensayos TagMan

Para realizar los ensayos de qRT-PCR se usaron inicialmente 90 ng de RNA total y
sondas individuales TagMan miRNA reverse transcription kit (Applied
Byosistems, Foster City, CA, USA), y primers de RT especificos para cada miRNA
(TagMan MicroRNA Assay, Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Pipetear
los siguientes componentes en una placa de 96 pozos. La reaccion de PCR se realizd
en una placa de 96 pozos, considerando los controles negativos (NTC) y los

duplicados bajo las concentraciones que indica la tabla 6.

Tabla 6: Reaccion de gRT-PCR usando sondas tagMan especificas de los miRNAs para

validacion.
Componentes Volumen
TagMan Universal PCR Master Mix No 2X
AmpEase UNG (2X)
Producto preamplificado 1.33 ul
TagMan small RNA assay 20X
Agua libre de nucleasas Hasta 10 pl
Total 10 pl

Una vez hecha la reaccion, se colocaron las cantidades exactas en la placa de 96
pozos, se procedié a sellar la placa, centrifugar brevemente y colocarla en el
StepOne-Real Time PCR system (Applied Byosistem, Foster City, CA, USA). La
reaccion se llevo a cabo con las siguientes condiciones: 50°C por 2 minutos para
activar la UNG, 95°C por 10 minutos para la activacion de la enzimay 40 ciclos de

95°C por 15 segundos y 60°C por 60 segundos.

9.3.2 Procesamiento de datos

Los valores de CT fueron procesados mediante la formula de 2-22¢T, que permite
evaluar la expresion relativa de los genes y normalizar datos contra controles. Los

miRNAs que se consideraron diferencialmente alterados fueron aquellos con un
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valor de p <0.05 y valor de p ajustado <0.05 ademas de un fold change (FC) mayor
al.

9.3.3 Analisis Univariado y curvas ROC

Para evaluar una posible asociacion significativa de perfil de expresion de miRNAs
y la severidad del fenotipo de la enfermedad, se realiz6 un andlisis univariado
(método descriptivo) entre estas variables con el paquete SAS Edition (remote

version via virtual-machine).

Los valores de expresion normalizada (2°22¢T) fueron estandarizados por z-score
para definir la relacion entre el patron de expresion de miRNAs y el fenotipo de la
enfermedad. La relacion se evalud a partir del conjunto de datos de los analisis
TLDA vy los ensayos de validacion independiente. Se realizaron curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic) para calcular la especificidad y sensibilidad de
los miRNAs y se graficaron con el paquete estadistico R.

9.3.4 Andlisis de prognosis

Se realiz6 un andlisis computacional para identificar miRNAs con potencial valor
prondstico de SCA7 con el paquete varSEIRF, usando el método de seleccion
random forest (Diaz-Uriarte and Alvarez de Andres, 2006, Diaz-Uriarte, 2007). El
coeficiente de correlacion de Pearson se uso para evaluar la relacion entre la
expresion de hsa-miR-35-3p en el plasma de los pacientes contra las pruebas de
SRA e INAS. La significancia estadistica fue aquella con valor de p<0.05. El
software STATA 10.0 (Stata Corporation, College Station, TX, USA) se uso para

los caculos.
9.3.5 Analisis estadistico

Las caracteristicas clinicas y demograficas de todos los sujetos se representan como
desviacion estandar +/- (SD). Se aplico una estadistica descriptiva para determinar
las caracteristicas individuales entre los pacientes con SCA7 y los sujetos del grupo
control a través de la prueba Mann-Whitney determinar variables continuas y la
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formula de Chi-cuadrada (X?) o la prueba exacta de Fisher (bilateral) para variables
categoricas. Los calculos se realizaron en el paquete estadistico Stata ver. 10.0
(StataCorp, College station, TX, USA). Los anélisis bioinformaticos tanto para el
estudio de TLDAs y ensayo independiente, asi como los andlisis de enriquecimiento
y determinacion de valores diagnéstico y prondstico se describen a detalle en las

secciones anteriores.
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10. RESULTADOS

10.1 Perfil de miRNAs circulantes en pacientes con SCA7

Para determinar si la presencia de la mutacion en pacientes con SCA7 afecta el
perfil de expresion de miRNAs circulantes, desarrollamos un andlisis global de
miRNAs en muestras de plasma de 18 pacientes y comparamos con 5 sujetos

controles cuyas caracteristicas clinicas y demogréaficas se detallan en la tabla 7.

Tabla 7: Caracteristicas clinicas de pacientes y sujetos controles para ensayos TLDA.

Sujetos controles  Pacientes SCA7 Pacientes SCA7

Inicio adulto Inicio temprano

(AO) (EO)
Ensayo TLDA's
Numero 5 9 9
Femenino/Masculino 3/2 4/5 4/5
Edad 452 +15.2 486+7.4 25.1+4.7
Edad de inicio visual NA 39.88+6.5 189+45
Edad de inicio motor NA 43+7.2 18.8+£3.8
Duracion de la enfermedad NA 9+4 74
Repetidos CAG 104+0.8 423+2 535+5
SARA NA 14.77 £5.8 20.8+£10.8
INAS NA 35+0.7 51+23

Las escalas neuroldgicas SARA e INAS se usaron para evaluar las caracteristicas cerebelares y

extracerebelares en los pacientes.

Usando ensayos TLDA, disefiados para evaluar 384 miRNAs maduros en humanos,
fuimos capaces de detectar 252 miRNAs en el plasma de los pacientes y sujetos
controles con un CT <38 bajo todas las condiciones experimentales. Para
normalizar los datos de expresion de los miRNAs circulantes, seleccionamos
controles enddgenos que mostraran un patron de expresion estable e idéntico en el
100% de las muestras de plasma y una distribucion similar. Para cada control, el
algoritmo geNORM determind la variacién de expresion (M) con respecto a otros
genes y la desviacion estandar (Sta Dev). Los genes con los valores de M y
desviacion estandar mas bajos representaron una expresion mas estable en cada una

de las muestras (Fig. 19a). Mediante un analisis de variacion multiple se determind
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el nimero 6ptimo de genes de referencia (Fig.19b), para este analisis utilizamos 2
genes de referencia: SnRNAUG y hsa-miR-483-5p los cuales tuvieron valores de

CT <30 (Fig. 19c). Para identificar los miRNAs diferencialmente expresados se

_ . -AAC : fove
utilizé el método 2 T contemplando la media geométrica de ambos genes de

referencia.

A) B)

014

Fig. 19: Seleccion de controles enddgenos para los anélisis de expresion de miRNAs. A) Valor
meanM y desviacion estandar de SnDRNAU6 y hsa-miR-483-5p, los miRNAs con expresion mas
estable seleccionados para normalizacién. B) Cada valor de variacion mutiple es 0.15, por debajo
del valor, no se requiere incluir genes de referencia adicional. C) Gréfica de datos de expresion
(CTs) de los controles enddégenos seleccionados (lineas rojas para ambos) en muestras de pacientes
con SCA7 (Gn) y controles sanos (Cy).

Ademas de la normalizacion con los genes de referencia, los datos de expresion de
los miRNAs se ajustaron por edad y sexo realizando un modelo lineal con el
programa Bioconductor HTgPCR-limma. Tomando en cuenta estas
consideraciones, el perfil de expresion de miRNAs circulantes mostré 71 miRNAs
(Tabla 8) significativamente aumentados en los pacientes con SCA7 con respecto a
los controles, como se muestra en el mapa de calor y grafica de Volcan (Fig. 20a 'y
b).
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Tabla 8: miRNAs diferencialmente expresados en pacientes con SCA7 con respecto a

sujetos controles.

miRNA ID

(mirBase v22) miRbase Id p.val adj.p.val FC
hsa-let-7a-5p MIMAT0000062 0,00008 0,0104 43,9829
hsa-miR-148b-3p MIMATO0000759 0,0048 0,0182 21,1554
hsa-miR-18a-5p MIMATO0000072 0,0016 0,0163 13,5955
hsa-miR-140-5p MIMAT0000431 0,0004 0,0118 10,9762
hsa-let-7e-5p MIMATO0000066 0,0011 0,0163 9,9867
hsa-let-7g-5p MIMATO0000414 0,0004 0,0118 9,8074
hsa-miR-224-5p MIMATO0000281 0,0012 0,0163 9,935
hsa-miR-539-5p MIMATO0003163 0,0006 0,0149 10,9541
hsa-miR-199a-3p MIMAT0000232 0,0012 0,0163 8,4155
hsa-miR-652-3p MIMATO0003322 0,0029 0,0172 8,7644
hsa-let-7d-5p MIMAT0000065 0,0055 0,0182 7,3233
hsa-miR-330-3p MIMATO0000751 0,0201 0,0371 6,7661
hsa-miR-27a-3p MIMAT0000084 0,0016 0,0163 7,0355
hsa-miR-20a-5p MIMAT0000075 0,0041 0,0182 6,2481
hsa-miR-30b-5p MIMAT0000420 0,0056 0,0182 6,2437
hsa-miR-374b-5p MIMAT0004955 0,0027 0,0171 6,917
hsa-miR-221-3p MIMATO0000278 0,0055 0,0182 5,922
hsa-let-7b-5p MIMAT0000063 0,0002 0,0104 6,215
hsa-miR-323a-3p MIMATO0000755 0,0025 0,0168 5,8612
hsa-miR-145-5p MIMAT0000437 0,0038 0,0181 6,8961
hsa-miR-16-5p MIMATO0000069 0,0075 0,0211 5,0146
hsa-miR-106a-5p MIMATO0000103 0,0021 0,0168 5,4836
hsa-miR-335-5p MIMATO0000765 0,0045 0,0182 5,6809
hsa-miR-331-3p MIMATO0000760 0,0013 0,0163 6,0926
hsa-miR-374a-5p MIMATO0000727 0,0165 0,0333 5,7164
hsa-miR-125a-5p MIMATO0000443 0,0031 0,0172 5,9443
hsa-miR-486-3p MIMAT0004762 0,0105 0,0265 4,7093
hsa-miR-339-3p MIMAT0004702 0,0018 0,0163 6,0002
hsa-miR-133a-3p MIMAT0000427 0,0015 0,0163 6,1098
hsa-miR-17-5p MIMAT0000070 0,0032 0,0175 5,2649
hsa-miR-93-5p MIMATO0000093 0,0064 0,0197 5,0907
hsa-miR-26a-5p MIMAT0000082 0,0085 0,0222 5,4534
hsa-miR-574-3p MIMATO0003239 0,0001 0,0104 6,0917
hsa-miR-29a-3p MIMAT0000086 0,0049 0,0182 5,6006
hsa-miR-328-3p MIMATO0000752 0,0044 0,0182 5,0335
hsa-miR-30c-5p MIMATO0000244 0,0077 0,0211 5,0827
hsa-miR-140-3p MIMAT0004597 0,0054 0,0182 4,6539
hsa-miR-296-5p MIMATO0000690 0,0138 0,0292 4,432
hsa-miR-191-5p MIMAT0000440 0,0025 0,0168 5,2581
hsa-miR-148a-3p MIMATO0000243 0,0079 0,0212 4,2768
hsa-miR-25-3p MIMAT0000081 0,0139 0,0292 3,9359
hsa-miR-24-3p MIMAT0000080 0,0024 0,0168 4,9209
hsa-miR-185-5p MIMATO0000455 0,0161 0,0328 3,9687
hsa-let-7¢-5p MIMAT0000064 0,0082 0,0218 4,588
hsa-miR-491-5p MIMATO0002807 0,0073 0,0211 4,6849
hsa-miR-21-5p MIMATO0000076 0,0091 0,0233 4,2493
hsa-miR-126-3p MIMATO0000445 0,0057 0,0184 4,0716
hsa-miR-744-5p MIMAT0004945 0,0181 0,0358 4,4009
hsa-miR-660-5p MIMATO0003338 0,0282 0,0479 3,4221
hsa-miR-132-3p MIMAT0000426 0,0261 0,0459 3,6619
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hsa-miR-152-3p MIMAT0000438 0,0071 0,0211 4,5045
hsa-miR-486-5p MIMATO0002177 0,0051 0,0182 3,5676
hsa-miR-130a-3p MIMAT0000425 0,0122 0,0291 4,2082
hsa-miR-142-3p MIMAT0000434 0,0133 0,0292 4,0489
hsa-miR-146a-5p MIMAT0000449 0,0048 0,0182 4,1976
hsa-miR-28-5p MIMAT0000085 0,0189 0,0371 4,3371
hsa-miR-197-3p MIMATO0000227 0,0033 0,0175 3,8156
hsa-miR-324-5p MIMAT0000761 0,0064 0,0197 4,1163
hsa-miR-484 MIMATO0002174 0,0077 0,0212 3,6239
hsa-miR-106b-5p MIMAT0000680 0,0189 0,0371 4,3371
hsa-miR-532-3p MIMATO0004780 0,0203 0,0371 3,2067
hsa-miR-92a-3p MIMATO0000092 0,0272 0,0468 2,9754
hsa-miR-139-5p MIMAT0000250 0,0132 0,0292 3,2879
hsa-miR-425-5p MIMATO0003393 0,0202 0,0371 3,2502
hsa-miR-146b-5p MIMAT0002809 0,011 0,0272 3,4832
hsa-miR-342-3p MIMATO0000753 0,0125 0,0291 3,2113
hsa-miR-423-5p MIMAT0004748 0,0194 0,0371 2,9728
hsa-miR-139-3p MIMATO0004552 0,0048 0,0183 3,5995
hsa-miR-222-3p MIMAT0000279 0,0131 0,0292 3,1014
hsa-miR-375-3p M10000783 0,0266 0,0463 2,8554
hsa-miR-215-5p MIMATO0000272 0,0301 0,0497 2,3977

10.1.2 Ontologia de miRNAs circulantes alterados en pacientes con SCA7

Para determinar la funcionalidad de los 71 miRNAs alterados en SCA7, decidimos
realizar ensayos in silico utilizando la herramienta bioinformatica TAM (Tool for
annotations of human miRNAS) y de esta manera analizar las vias bioldgicas que
pudieran estar siendo afectadas en SCA7. El anélisis revel6 que de estos 71
miRNAs, 24 estan involucrados en regulacion hormonal, 15 en diferenciacion
adipocitica, 16 son reconocidos onco-miRNAS y otros mas participan en procesos
de regulacién celular, hematopoyesis, angiogénesis y de mayor importancia,
apoptosis y muerte celular (Tabla 9 y 10). Ademas, encontramos 2 familias de
miRNAs alterados lo que significa que tienen un mismo precursor y pueden llegar
a actuar sobre un mismo RNA mensajero blanco. La familia let-7 que corresponde
a los miRNAs: hsa-let-7a-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7¢c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-
7e-5p y hsa-let-7g-5p y la familia miR-17 para los miRNAs: hsa-miR-17-5p, hsa-
miR-18a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-106a-5p y hsa-miR-106b-
5p. Asi mismo se encontr6 una region policistronica (cluster) de miRNAs, lo que
significa que se regulan de manera conjunta por lo que podrian alterar una via
particular especifica durante la enfermedad, estos miRNAs son: hsa-miR-17-5p,
hsa-miR-18a-5p, hsa-miR-20a-5p y hsa-miR-92a-3p. El analisis de TAM demostro
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ademas que cinco miRNAs (hsa-let-7b, hsa-miR-139, hsa-miR-146a, hsa-miR-328
y hsa-miR-342) se han encontrado asociados a enfermedades neurodegenerativas
anteriormente descritas, seis de las cuales (hsa-miR-20a, hsa-miR-106b, hsa-miR-
146a, hsa-miR-17, hsa-miR-29a y hsa-miR-20b) se han alterado en Alzheimer y 2
(hsa-miR-21 y hsa-miR-146b) en gliomas (Tabla 9).

10 4

- log P value

Figura 20: Perfil de expresion de miRNAs circulantes en pacientes con SCA7. A) Grafica de
calor de miRNAs evaluados en SCA7, se muestran en rojo los miRNAs aumentados y en verde los
que se encontraron disminuidos. Las columnas corresponden a los diferentes sujetos analizados.
miRNASs con un cambio de expresion >1 (p=<0.05) fueron considerados aumentados. B) Graficas
de Volcan de miRNAs diferencialmente expresados. Valor de corte de p=0.05 en el eje de las y (-
logio 0.05=4) y una tasa de cambio >1 en el eje de las x (logz=1). Los puntos por encima de la linea
punteada representan los miRNAs diferencialmente expresados, el cuadrante izquierdo representa

miRNAs aumentados y el cuadrante derecho los miRNAs disminuidos.
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Tabla 9: Andlisis de enriquecimiento de miRNAs alterados en SCA7 por TAM.

# % FC p-val  Bonferroni FDR
Via Bioldgica
Regulacién hormonal 24 0.39 3.0797 1.35E-08 3.37E-06 6.63E-07
Diferenciacion adipocitica 15  0.56 44199 3.71E-08 9.28E-06 1.54E-06
onco-miRNAs 16 052 41063 4.87E-08 1.22E-05 1.88E-06
Regulacionde células 57 o35 25272 188E-07 4.69E-05 5.98E-06
madres embrionarias
Angiogénesis 12 0.5 3.9779 4.90E-06 1.23E-03 1.33E-04
Hematopoyesis 13 0.42 3.3363 2.15E-05 5.38E-03  4.32E-04
Division celular 9 0.53 42119 5.04E-05 1.26E-02  9.40E-04
Proliferacion celular 7 0.64 5.0628 8.11E-05 2.03E-02  1.25E-03
Apoptosis 15 0.34 27122 8.67E-05 2.17E-02 1.27E-03
Muerte celular 17 031 2.4591 1.11E-04 2.79E-02  1.55E-03
Familia
Familia let-7 6 0.67 5.3039 1.98E-04 0.0496 2.50E-03
Familia mir-17 6 0.75 5.9669 7.34E-05 0.0184 1.17E-03
Cluster
hsa-mir-17 cluster 4 0.67 5.3099 2.83E-03 0.7083 0.0213
Enfermedades
Enfermedades
neurodegenerativas 5 0.71 5.6828 4.70E-04 0.1175 4.89E-03
Enfermedad de Alzheimer 6 0.55 4.3396 8.86E-04 0.2214 8.41E-03
Glioma 2 0.32 2.5459  7.70E-03 1 0.0468

La significancia estadistica se tomo con los valores de p=<0.05 y FDR=<0.05.

10.2 Diferencial de expresion de miRNA circulantes con respecto al

fenotipo del paciente.

Como se ha establecido anteriormente, en SCA7 se han identificado fenotipos

patoldgicos de la enfermedad que dependen del nimero de repetidos CAG y define

el inicio de la enfermedad y la severidad de los sintomas. Anteriormente, nuestro

grupo de trabajo establecidé que la poblacion de estudio se caracterizan

principalmente por la presencia de dos fenotipos patologicos; pacientes de inicio

temprano cuyos alelos tienen un rango de >46 repetidos CAG y pacientes de inicio

adulto con un rango de <46 repetidos (Velazquez-Perez et al., 2015).
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Tabla 10: Analisis de Enriquecimiento de los 71 miRNAs alterados en los pacientes con
SCAT.

Via biolégica mMiRNAs alterados

hsa-miR-24-3p;hsa-miR-25-3p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-375-3p; hsa-miR-222-3p;
hsa-miR-221-3p; hsa-let-7a-5p; hsa-miR-126-3p; hsa-miR-27a-3p;hsa-miR-20a-

Regulacion hormonal ~ 5p;hsa-miR-29a-3p;hsa-miR93-5p; hsa-miR-17-5p; hsa-miR-16-5p; hsa-miR-484;
hsa-miR-92a-3p;; hsa-miR-18a-5p; hsa-miR-296-5p; hsa-miR-139-5p; hsa-miR-
106b-5p; hsa-miR-133a-3p; hsa-miR-106a-5p; hsa-miR-146a-5p.

hsa-let-7b-5p; hsa-let-7c-5p; hsa-let-7a-5p; hsa-let-7g-5p; hsa-miR-17-5p; hsa-let-
7e-5p; hsa-miR-27a-3p; hsa-let-7d-5p; hsa-miR-130a-3p; hsa-miR-18a-5p; hsa-
miR-20a-5p; hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-375-3p; hsa-miR-222-3p; hsa-miR-221-3p.

Diferenciacion
adipocitica

hsa-miR-24-3p;hsa-miR-20a-5p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-17-5p; hsa-miR-106a-5p;
hsa-miR-191-5p; hsa-miR-106b-5p; hsa-miR-27a-3p; hsa-miR-18a-5p; hsa-miR-
92a-3p; hsa-miR-93-5p; hsa-miR-224-5p; hsa-miR-146a-5p; hsa-miR-222-3p; hsa-
miR-221-3p; hsa-miR-146b-5p.

onco-miRNAs

hsa-miR-24-3p; hsa-miR-25-3p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-148b-3p; hsa-miR-148a-
3p; hsa-miR-145-5p; hsa-miR-142-3p; hsa-miR-222-3p; hsa-miR-221-3p; hsa-miR-
Regulacion de células  126-3p; hsa-miR-27a-3p; hsa-miR-30b-5p; hsa-miR-30c-5p; hsa-miR-20a-5p; hsa-
madres embrionarias  miR-17-5p; hsa-miR-486-5p; hsa-miR-93-5p; hsa-miR-323a-3p; hsa-miR-125a-5p;
hsa-miR-296-5p; hsa-miR-106b-5p; hsa-miR-106a-5p; hsa-miR-26a-5p; hsa-miR-
146b-5p; hsa-miR-146a-5p.

hsa-let-7b-5p; hsa-miR-20a-5p; hsa-miR-18a-5p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-17-5p;
Angiogénesis hsa-miR-16-5p; hsa-miR-296-5p; hsa-miR-130a-3p; hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-126-
3p; hsa-miR-222-3p; hsa-miR-221-3p.

hsa-miR-20a-5p; hsa-let-7a-5p; hsa-miR-17-5p;hsa-miR-126-3p; hsa-miR-133a-3p;
Hematopoyesis hsa-miR-145-5p; hsa-miR-142-3p; hsa-miR-18a-5p; hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-
146a-5p; hsa-miR-222-3p; hsa-miR-221-3p; hsa-miR-29a-3p.

hsa-let-7b-5p; hsa-let-7c-5p; hsa-let-7a-5p; hsa-let-7g-5p; hsa-let-7d-5p; hsa-miR-

Division celular 16-5p; hsa-let-7e-5p; hsa-miR-27a-3p; hsa-miR-106b-5p.

Proliferacion celular hsa—leF-?b-Sp; hsa-let-7c-5p; hsa-let-7a-5p; hsa-let-7g-5p; hsa-let-7d-5p; hsa-miR-
16-5p; hsa-let-7e-5p.

hsa-miR-20a-5p; hsa-let-7¢c-5p; hsa-miR-18a-5p; hsa-let-7g-5p; hsa-miR-17-5p;
hsa-miR-16-5p; hsa-miR-148a-3p; hsa-miR-27a-3p; hsa-miR-26a-5p;hsa-miR-21-
5p; hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-29a-3p; hsa-miR-146a-5p; hsa-miR-222-3p; hsa-miR-
221-3p.

hsa-let-7b-5p; hsa-miR-25-3p; hsa-let-7a-5p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-17-5p; hsa-
miR-16-5p; hsa-let-7e-5p; hsa-miR-145-5p; hsa-miR-222-3p; hsa-let-7d-5p; hsa-
miR-18a-5p; hsa-miR-20a-5p; hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-146a-5p; hsa-let-7c-5p;
hsa-miR-221-3p; hsa-let-7g-5p.

Apoptosis

Muerte celular
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Para determinar si esta alteracion de miRNAs circulantes varia con respecto al
fenotipo patoldgico de la enfermedad, se decidio realizar el analisis de miRNAs
circulantes por fenotipo, uno de inicio temprano (EO) cuyas caracteristicas clinicas
motoras y visuales son mayormente afectadas y un grupo de pacientes de inicio
adulto (AO) con menor grado de afectacion (Tabla 7). Cuando se compard el perfil
de expresion de miRNAs circulantes de pacientes AO con sujetos controles,
encontramos que 47 miRNAs (Tabla 11) aumentaron en los pacientes (Fig. 21a y
b) mientras que, en pacientes EO se encontraron 60 miRNAs (Tabla 12)
aumentados con respecto a los sujetos controles (Fig. 21c y d). Estos resultados
claramente demuestran que a mayor severidad de sintomas existe una mayor
desregulacion de miRNAs lo que sugiere gque éstos se asocian con el fenotipo
patoldgico y que por lo tanto podrian ser importantes para monitorear el curso de la
enfermedad. De los 47 miRNAs circulantes alterados en el perfil AO y los 60 de
los pacientes EO, se encontré que; 35 miRNAs se alteraron en ambos fenotipos
patoldgicos, mientras que, 12 fueron especificos del fenotipo AO y 25 fueron
especificos de EO (Fig. 21e). Ademas, los miRNAs circulantes diferencialmente
expresados fueron sometidos a un andlisis de componentes principales (PCA),
demostrando una diversificacion de los diferentes grupos de analisis; pacientes
SCAT vs Sujetos controles; AO vs controles y; EO vs controles, con un componente
principal (PC1, PC2 y PC3) y que representd un porcentaje de variabilidad
acumulada de 69.62%, 68.85% y 65.49% respectivamente (Fig. 22a-c).

Tabla 11: miRNAs diferencialmente expresados en pacientes AO con respecto a sujetos

controles.

(rmlrlgl:sﬁ \I/IZDZ) miRbase Id p.val adj.p.val FC
hsa-let-7a-5p MIMATO0000062 0,0014 0,0917 40,0119
hsa-miR-652-3p MIMATO0003322 0,0129 0,1068 9,5868
hsa-miR-224-5p MIMATO0000281 0,0294 0,1068 6,1836
hsa-miR-140-5p MIMATO0000431 0,0103 0,1068 8,1024
hsa-let-7g-5p MIMAT0000414 0,0034 0,0917 10,2842
hsa-miR-199a-3p MIMATO0000232 0,0110 0,1068 7,7811
hsa-miR-16-5p MIMATO0000069 0,0245 0,1068 5,4941
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hsa-miR-374b-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-296-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-106a-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-339-3p
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-491-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-328-3p
hsa-miR-744-5p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-331-3p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-574-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-185-5p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-484
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-197-3p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-139-3p
hsa-miR-222-3p

MIMATO0004955
MIMATO0000063
MIMAT0000093
MIMATO0000086
MIMATO0000075
MIMATO0000690
MIMATO0000066
MIMATO0000084
MIMAT0000425
MIMAT0000103
MIMATO0000278
MIMATO0004702
MIMAT0000427
MIMAT0002807
MIMATO0000070
MIMATO0000752
MIMAT0004945
MIMATO0000765
MIMAT0000082
MIMATO0000760
MIMAT0000440
MIMATO0003239
MIMAT0000081
MIMATO0000455
MIMAT0000437
MIMATO0000443
MIMAT0000243
MIMATO0004597
MIMAT0000280
MIMATO0000426
MIMATO0000449
MIMATO0000080
MIMAT0002174
MIMAT0000761
MIMAT0002177
MIMAT0000445
MIMAT0000227
MIMAT0002809
MIMAT0004552
MIMAT0000279

0,0155
0,0032
0,0328
0,0440
0,0358
0,0350
0,0247
0,0315
0,0230
0,0201
0,0274
0,0115
0,0036
0,0372
0,0372
0,0235
0,0211
0,0219
0,0413
0,0125
0,0169
0,0025
0,0442
0,0367
0,0236
0,0311
0,0323
0,0197
0,0348
0,0500
0,0207
0,0164
0,0340
0,0287
0,0349
0,0322
0,0227
0,0292
0,0094
0,0440

0,1068
0,0917
0,1068
0,1127
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,0917
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1116
0,1068
0,1068
0,0917
0,1127
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1233
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1068
0,1127

6,9727
5,8542
4,8835
4,5378
5,1747
4,9863
6,4565
4,8955
5,1866
4,8575
5,8007
6,0359
8,0242
4,4561
4,4561
4,9548
6,2043
5,7348
5,1386
5,6034
5,0799
5,9241
4,0946
4,5263
6,4684
4,8652
4,3350
5,0451
4,8353
4,2508
4,3735
4,7743
3,6149
4,1398
3,2952
3,8832
3,6390
3,8668
4,4509
3,1886

.Tabla 12: miRNAs diferencialmente expresados en pacientes EO con respecto a sujetos controles.
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miRNA ID

(mirBase v22) miRbase Id p val adj.p.val FC
hsa-let-7a-5p MIMATO0000062 0,0015 0,044 49,085
hsa-miR-340-5p MIMATO0004692 0,0068 0,0569 47,7572
hsa-miR-324-3p MIMATO0000762 0,0499 0,1045 76,6182
hsa-miR-148b-3p MIMATO0000759 0,0035 0,044 63,85
hsa-miR-18a-5p MIMATO0000072 0,0012 0,044 34,4101
hsa-miR-10b-5p MIMATO0000254 0,0398 0,0938 11,9419
hsa-miR-140-5p MIMATO0000431 0,0021 0,044 15,6085
hsa-miR-539-5p MIMATO0003163 0,0066 0,0569 12,01
hsa-miR-365a-3p MIMATO0000710 0,0102 0,0599 11,1756
hsa-let-7g-5p MIMATO0000414 0,0073 0,0569 9,2821
hsa-miR-30b-5p MIMATO0000420 0,0091 0,0599 9,8379
hsa-miR-199a-3p MIMATO0000232 0,0096 0,0599 9,2163
hsa-miR-323a-3p MIMATO0000755 0,0032 0,044 9,7676
hsa-miR-330-3p MIMATO0000751 0,0337 0,0937 10,2502
hsa-miR-342-5p MIMATO0004694 0,0453 0,1009 6,2315
hsa-miR-224-5p MIMAT0000281 0,0023 0,044 17,2193
hsa-miR-27a-3p MIMATO0000084 0,0037 0,044 10,7143
hsa-miR-20a-5p MIMATO0000075 0,0152 0,0741 17,7749
hsa-miR-30c-5p MIMATO0000244 0,0165 0,0756 6,9873
hsa-miR-145-5p MIMATO0000437 0,022 0,0814 17,4277
hsa-miR-125a-5p MIMATO0000443 0,0112 0,063 7,4991
hsa-miR-221-3p MIMATO0000278 0,0323 0,0937 6,066
hsa-miR-331-3p MIMATO0000760 0,0096 0,0599 6,7137
hsa-miR-335-5p MIMATO0000765 0,0313 0,0937 5,6191
hsa-miR-374b-5p MIMATO0004955 0,0226 0,0814 6,8529
hsa-miR-652-3p MIMAT0003322 0,0291 0,0929 7,8984
hsa-let-7b-5p MIMATO0000063 0,0029 0,044 6,6613
hsa-miR-106a-5p MIMATO0000103 0,0115 0,063 6,3114
hsa-miR-574-3p MIMATO0003239 0,003 0,044 6,292
hsa-miR-223-3p MIMATO0000280 0,0331 0,0937 5,4079
hsa-miR-17-5p MIMATO0000070 0,0127 0,0647 6,4375
hsa-miR-26a-5p MIMATO0000082 0,0382 0,0938 5,8427
hsa-let-7¢-5p MIMATO0000064 0,0253 0,0861 5,6531
hsa-miR-133a-3p MIMATO0000427 0,0385 0,0938 4,4538
hsa-miR-140-3p MIMATO0004597 0,0459 0,1009 4,238
hsa-miR-214-3p MIMATO0000271 0,0345 0,0938 17,6722
hsa-miR-142-3p MIMATO0000434 0,0229 0,0814 5,5698
hsa-miR-339-3p MIMATO0004702 0,017 0,0756 5,9591
hsa-miR-24-3p MIMATO0000080 0,0181 0,0756 5,0967
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hsa-miR-148a-3p MIMATO0000243 0,0462 0,1009 4,2102
hsa-miR-21-5p MIMATO0000076 0,0272 0,0906 5,1036
hsa-miR-19a-3p MIMATO0000073 0,0387 0,0938 4,5841
hsa-miR-328-3p MIMATO0000752 0,0284 0,0926 5,1264
hsa-miR-93-5p MIMATO0000093 0,0333 0,0937 5,3421
hsa-miR-191-5p MIMATO0000440 0,0182 0,0756 5,4726
hsa-miR-342-3p MIMATO0000753 0,032 0,0937 3,8241
hsa-miR-126-3p MIMATO0000445 0,03 0,0937 4,3016
hsa-miR-29a-3p MIMATO0000086 0,0155 0,0741 7,1488
hsa-miR-28-5p MIMATO0000085 0,0489 0,1039 5,158

hsa-miR-486-5p MIMATO0002177 0,0239 0,083 3,912

hsa-miR-152-3p MIMATO0000438 0,0024 0,044 9,3327
hsa-miR-197-3p MIMATO0000227 0,0206 0,0814 4,0312
hsa-miR-375-3p MIMATO0000728 0,0362 0,0938 3,7928
hsa-miR-146a-5p MIMATO0000449 0,0378 0,0938 4,0024
hsa-miR-491-5p MIMATO0002807 0,0352 0,0938 4,9649
hsa-miR-376a-3p MIMATO0000729 0,0211 0,0814 5,715

hsa-miR-324-5p MIMATO0000761 0,0394 0,0938 4,0893
hsa-miR-484 MIMATO0002174 0,0436 0,0995 3,6344
hsa-miR-215-5p MIMATO0000272 0,0477 0,1029 2,9416
hsa-miR-618 MIMATO0003287 0,0071 0,0568 0,0093
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Figura 21: Perfil de expresion de miRNAs circulantes alterados en pacientes AO y EO. Grafica
de calor de miRNAs circulantes evaluados en pacientes AO (A) y EO (B). miRNAs con un cambio
de expresién >1 (p=<0.05) fueron considerados aumentados. B y D) Graficas de VVolcan de miRNAs
diferencialmente expresados en ambos fenotipos. Valor de corte de p=0.05 en el eje de las y (-logio
0.05=4) y una tasa de cambio >1 en el eje de las x (logz=1). E) Diagrama de Venn que muestra los
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miRNAs que se encontraron alterados en comin e individualmente por fenotipo.
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Con los resultados obtenidos del perfil de expresion de miRNAs circulantes en
ambos fenotipos; AO y EO, decidimos realizar nuevamente un analisis de
enriquecimiento para determinar las vias bioldgicas en las que participan los
miRNAs y que pudieran estar relacionados con la severidad del fenotipo. Como
podemos ver en la tabla 6, las vias bioldgicas afectadas en AO y EO son muy
similares, pues en ambos se pudieron identificar miRNAs que participan en:
Regulacién hormonal, onco-miRNAs, regulacion de células madres, respuesta
inmune, hematopoyesis, ciclo celular y diferenciacion adipocitica. Es importante
notar, sin embargo, que en los pacientes AO se identificaron especificamente las
vias de inflamacion, angiogénesis y supresor de tumor, mientras que, en los
pacientes EO se identificaron 8 miRNAs asociados a VIH y, de manera mas
interesante, 13 miRNAs que participan en la apoptosis y 8 en la via AKT (Tabla
13).

A) Casos vs controles B) AO vs controles

PC3
13.25%

PC3
12.18%

e —

—1 —
-

PC2

26% 21%

02 _ = 0102 0 > <o 02

PCt L e
31.44%

Proporcion acumulativa: 69.62%

C)

044 PC3

11.82%

02 ~ s < A2
PC1
33.5%

Proporcién acumulativa: 68.85%

EO vs controles

PC2 0 o
21.10%

mm Controles
02 mAO
mEo

04 0z
PC1
32.57%

0 03

Proporcion acumulativa: 65.49%

Figura 22: Analisis de componentes principales de los miRNAs circulantes diferencialmente
expresado. A) Analisis de pacientes SCA7 vs controles; B) AO vs sujetos controles y; C) EO vs
sujetos controles del conjunto de muestras analizadas con TLDA. Se muestra el porcentaje de
varianza de cada componente y el porcentaje acumulado.
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Tabla 13: Andlisis de enriquecimiento de miRNAs alterados en pacientes AO y EO con
SCAT por TAM.

# % FC Valor de p Bonferroni FDR
AO-SCA7

1 Regulacion Hormonal 20 0.32 3.7938 4.66E-09 1.02E-06 4.20E-07
2 Onco-miRNAs 13 0.42 4.932 1.49E-07 3.27E-05 7.35E-06

Regulacion de células madres 21 025 29056  3.78E-07 8.28E-05  1.57E-05

embrionarias
4 Hematopoyesis 11 0.35 41732 1.21E-05 2.66E-03 3.65E-04
5 Diferenciacién adipocitica 10 0.37 4.3559 2.12E-05 4.64E-03 5.74E-04
6 Inflamacién 12 0.29 3.4422 4.34E-05 9.50E-03 1.02E-03
7 Angiogénesis 9 0.38 4.4103 5.30E-05 1.16E-02 1.02E-03
8 Ciclo celular 15 023  2.6729 1.07E-04 2.35E-02 2.15E-03
9 Respuesta inmune 12 0.25 2.9402 2.45E-04 0.0536 4.14E-03
10 Supresor de tumor 10 0.27 3.1786 4.56E-04 0.0999 7.26E-03
EO-SCA7

1 onco-miRNAs 15 0.48 4.6745 2.29E-08 5.51E-06 1.77E-06

Regulacion de células madres
2 embrionarias 23 0.27 2.6141 1.00E-06 2.41E-04 3.87E-05
3 hematopoyesis 13 0.42 4.0513 1.97E-06 4.75E-04 7.11E-05
4 Regulacién Hormonal 18 0.29 2.8047 8.21E-06 1.98E-03 2.34E-04
5 Diferenciacion adipocitica 11 0.41  3.9358 2.00E-05 0.0416 4.91E-04
6 Via AKT 8 0.47 4.5462 9.42E-05 0.1358 2.21E-03
7 Apoptosis 13 0.3 2.8543 1.73E-04 0.2735 0.0153
8 Latencia VIH 8 0.38 3.6803 5.64E-04 0.3024 0.0162
9 Sistema inmune 7 0.39  3.7569 1.13E-03 2.74E-01 1.53E-02
10 Ciclo celular 15 0.23 2.1956 1.25E-03 3.02E-01 1.62E-02

La significancia estadistica se tomo con los valores de p=<0.05 y FDR=<0.05.

M. en C. Claudia Valdez Vargas

Pégina 57



10.3 Validacion de miRNAs circulantes alterados en pacientes con
SCA7 em ambos fenotipos patoldgicos.

Para asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos en los ensayos TLDA,
seleccionamos 20 miRNAs para validarlos de manera independiente por ensayos de
PCR tiempo real en una nueva cohorte de pacientes (Tabla 14), de esta manera,
podemos confirmar que la alteracion de miRNAs circulantes tiene el mismo
comportamiento en cualquier poblacion de pacientes con SCA7. De los 20 miRNAs
validados, los miRNAs: hsa-let-7e-5p y hsa-miR-132-3p son miRNAs que se
alteraron especificamente en pacientes AO, mientras que los miRNAS: hsa-miR-
18a-5p, hsa-miR-19a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-323a-3p, hsa-miR-10b-5p,
hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-324-3p y hsa-miR- 375-3p fueron
especificos de pacientes EO, 8 de estos miRNAs se alteraron en ambos fenotipos.

Tabla 14: Caracteristicas clinicas de pacientes y sujetos controles quienes fueron sujetos a

ensayos independientes de PCR tiempo real.

Sujetos Pacientes SCA7 Pacientes SCA7

controles Inicio adulto (AO) Inicio temprano (EO)
Ensayos de validacion independiente
Numero 12 7 10
Femenino/Masculino 8/4 3/4 6/4
Edad 39.36 + 10.66 4743 +£11.92 29.7 £10.87
Edad de inicio visual NA 38.42 +13.61 17.3 £7.40
Edad de inicio motor NA 38.28 +12.04 19.9 +6.98
Duracion de la
enfermedad NA 10.14 +7.36 13+12.22
Repetidos CAG 10.66 + 0.94 4171271 51.1 +6.20
SARA NA 11.87 £8.81 15.3+7.42
INAS NA 3.85+1.46 3.9+151

Las escalas neuroldgicas SARA e INAS se usaron para evaluar las caracteristicas cerebelares y
extracerebelares en los pacientes.

Tomando en cuenta las consideraciones de normalizacion, todos los miRNAs

pudieron validarse, ya que se mostraron elevados en la nueva cohorte de pacientes,
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la excepcidn fue hsa-miR-375-3p quien mostré una tendencia al aumento, cercano

a un valor estadisticamente significativo p=<0.05 (Tabla 15).

Tabla 15: Validacion de miRNAs diferencialmente expresados.

miRNAs validados en pacientes de inicio adulto con SCA7 (AO)

miRNA TLDA RT-gPCR independiente

FC p-val adj.pval FC p-val adj.pval

hsa-let-7a-5p 40.0119 0.0014 0.0917 8.0851  7.90E-03 0.0607

hsa-let-7e-5p 6.4565 0.0247 0.1068 2.6163 0.0459 0.6788

hsa-let-7g-5p 10.2842  0.0034 0.0917 9.5665 0.0163 0.0602
has-miR-17-5p 4.4269 0.0316 0.1068 11.2495 0.0029 0.0398
has-miR-20a-5p  5.1747 0.0358 0.1068 14.6602 0.0026 0.0398
has-miR-26a-5p  5.1386 0.0413 0.1116 1.1271 0.0494 0.6402
has-miR-27a-3p  4.8955 0.0315 0.1068 7.5964 0.0172 0.5022
has-miR-29a-3p  4.5378 0.0444 0.1127 18.2001 0.0236 0.5022
has-miR-132-3p  4.2508 0.0500 0.1233 1.2281 0.043 0.6556
has-miR-221-3p  5.8007 0.0274 0.1086 8.4761 0.0331 0.5578

SBoo~vwouohrwNnek

miRNA validated in patients with SCA7 (Early onset)

MiRNA TLDA RT-gPCR independiente

FC p-val adj. pval FC p-val adj.pval

hsa-let-7a-5p 49.0850  0.0015 0.0440 2.6552 0.0412 0.7629
hsa-let-7g-5p 9.2821 0.0073 0.0569 1.6897 0.0478 0.9638
has-miR-17-5p 6.4375 0.0127 0.0647 1.4068 0.0377 0.6964
has-miR-18a-5p  34.4102  0.0012 0.0440 1.6258 0.0457 0.7638
has-miR-19a-3p  4.5841 0.0382 0.0938 2.0769 0.0423 0.7735
has-miR-20a-5p  7.7749 0.0152 0.0741 2.9849 0.0498 0.9928
has-miR-26a-5p  5.8427 0.0382 0.0938 1.1185 0.0412 0.7629
has-miR-27a-3p  10.7143  0.0037 0.0440 2.0000 0.0482 0.9638
has-miR-29a-3p  7.1488 0.0155 0.0741 3.1100 0.0473 0.9638
10 has-miR-221-3p  6.0660 0.0323 0.0937 2.1988 0.0466 0.9638
11 has-miR-223-3p  5.4079 0.0331 0.0937 2.579 0.0479 0.9638
12 has-miR-323a-3p  9.7676 3.20E-03  4.40E-02 2.0106 0.0475 0.9638
13 has-miR-10b-5p  11.9419  0.0398 0.0938 1.44924  4.6E-02 0.9638
14 has-miR-30b-5p  9.8379 0.0091 0.0599 1.2522 0.0312 0.6964
15 has-miR-148b-3p 63.8500  0.0035 0.044 5.6371 0.0460 0.9638
16  has-miR-324-3p  76.6188  0.0499 0.1045 1.4844 0.0468 0.9638
17 has-miR-375-3p  3.7928 0.0362 0.0938 1.3253 0.0584 0.9640

O©CooO~NOOITD,WNPE

MiRNAs con un cambio de expresion >1 (p=<0.05) fueron considerados aumentados.
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10.4 Identificacion de miRNAs con valor diagnostico en SCA7

Para determinar si estos miRNAs circulantes alterados tienen el poder diagnéstico
predictivo de diferenciar entre una poblacion de sujetos controles y pacientes,
realizamos un analisis de regresion logistica univariado. Mediante este analisis
encontramos que cinco miRNAs (hsa-let-7a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-18a-5p,
hsa-miR-30b-5p y hsa-miR-132-3p) se asocian de manera significativa con la
presencia de la enfermedad. Sin embargo, cuando el analisis se realiz6 con el
método Random Forest para incrementar el poder estadistico, el resultado mostro
que la desregulacion de 4 miRNAs de los 5 anteriormente identificados (hsa-let-7a-
5p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-18a-5p y hsa-let-7e-5p), dichos miRNAs son
suficiente para discriminar entre pacientes con SCA7 vy sujetos saludables (Tabla
16 y Fig.23a). El modelo final de prediccion que define este modelo se describe de
manera mas detallada en la figura 23a y b. Se demostrd, que esta firma de 4
miRNAs, se alteran de manera conjunta en los pacientes al utilizar cualquiera de
los dos métodos; ensayos; TLDA (Fig.23c) y en los ensayos independientes
(Fig.23d). Finalmente, se realizaron curvas ROC que demostraron que los 4
miRNAs circulantes tiene el poder de discriminar entre pacientes con SCA7 y
sujetos controles con alta sensibilidad y especificidad (area bajo la curva=0.89 para
el andlisis en TLDA y 0.84 para los ensayos independientes) sugiriendose como
posibles biomarcadores de la enfermedad con un valor auxiliar en el diagnostico en

los pacientes (Fig. 23e-f).

De manera muy interesante, al determinar el papel biolégico de esta firma de
miRNAs, un nuevo andlisis de enriquecimiento conjunto y especifico. Los
resultados mostraron que estos 4 miRNAs comparten tres vias de sefializacion.
Dichos miRNAs, participan activamente en la via de sefializacion de FAS y que a
excepcion de let-7a-5p, también participan conjuntamente en la via de Biosintesis

de Heparan Sulfato y el transporte vesicular dependiente de SNARE (Tabla 17).
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Fig. 23 miRNAs asociados con la patologia SCA7. A) Se determiné que el mejor nimero de genes
que lleva a una tasa de error mas baja en el modelo de prediccidn son 4 como se muestra en a gréfica.
Los datos originales (linea roja) y las 20 muestras de prediccidn (linea negra punteada); B) el analisis
muestra que la mayoria de las muestran se clasifican en ambos grupos (pacientes y sujetos controles).
El error de prediccion del modelo fue (0.08821) mientras que la tasa de error del random forest fue
0.22. Diferencial de expresion conjunta de los 4 miRNAs (let-7a-5p, miR-30b-5p, miR-18a-5p v let-
7e-5p) entre pacientes vs sujetos controles por TLDA. (C) y ensayos independientes (D). La
significancia estadistica de p=<0.05. (E) Curvas ROC muestran que la expresion diferencial de los
4 miRNAs en conjunto discriminan entre los pacientes SCA7 y los sujetos controles con alta
especificidad y sensibilidad en ensayos TLDA y en ensayos independientes (F). Se presenta el area
bajo a curva, un valor cercano al 1 tiene mayor sensibilidad y especificidad. El area bajo la curva

por encima de la linea diagonal representa que son verdaderos positivos.
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Tabla 16: miRNAs con valor diagnéstico diferencialmente expresados.

Ensayos TLDA Ensayos RT-gPCR
MiRNA-ID (miRBase- | Random | OR | Valorp | Random OR | Valorp
v22) Forest Forest

hsa-let-7a-5p 0.48 2.35 | 0.0235 1.95 0.035 0.88
hsa-miR-30b-5p 0.325 2.568 | 0.0267 1.15 0.016 0.74
hsa-miR-18a-5p 0.3 2.639 | 0.0232 2.68 0.027 0.76
hsa-let-7e-5p 0.268 2.615 | 0.0256 1.95 0.035 0.70
*hsa-miR-132-3p 0.005 2.742 | 0.0362 2.68 0.05 0.65
Mean (hsa-let-7a-5p+hsa- NA 2.708 | 0.035 2.56 0.011 0.83
miR-30b-5p+hsa-miR-

18a-5p+hsa-let-7e-5p)

Frecuencia de Random Forest mayor a 0.22 es considerado significativo. OR>2.0 y valor de p=0.05

fueron considerados significativos. *No validado. NA=No aplica.

Tabla 17: Analisis de enriquecimiento de la firma de 4 miRNAs asociados a SCA?.

Via de sefializacion ~ Valor dep NuUmero mMiRNAs

hsa-let-7a-5p
hsa-miR-18a-5p

Via de sefializacion 0.014 4 hsa-let-7e-5p
de FAS hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-18a-5p

Biosintesis de 0.002 3 hsa-let-7e-5p
Heparan-Sulfato hsa-miR-30b-5p
Transporte vesicular hsa-miR-18a-5p

dependiente de 0.010 3 hsa-let-7e-5p

SNARE

hsa-miR-30b-5p
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10.5 Analisis computacional para la identificacion de miRNAs con
valor pronostico.

Como se ha mencionado anteriormente, en SCA7 se han podido identificar
fenotipos de la patologia que se clasifican de acuerdo con la severidad de los
sintomas y a la progresion o evolucion de la enfermedad. Para determinar si estos
miRNAs circulantes presentan un papel en la prognosis de la enfermedad, se
decidio realizar un andlisis que permitiera la identificacién de miRNAs asociados
al fenotipo de SCAY. Para ello inicialmente, el anélisis de expresion circulante
mostré que entre ambos fenotipos: EO (n=9) y AO (n=9) se encontraron 17
miRNAs alterados, especificamente, estos miRNAs se encontraron elevados en EO
(Tabla 18).

Tabla 18: Perfil de expresidn diferencial de miRNAs circulantes entre pacientes EO vs AO
con SCAT.

MiRNA p.val adj.p.val FC
hsa-miR-10b-5p 0,0141 0,2675 10,6033
hsa-miR-365-3p 0,0006 0,0913 10,0329
hsa-miR-30b-5p 0,0170 0,2675 4,3718
hsa-miR-215b-5p 0,0291 0,2824 4,1963
hsa-miR-323-3p 0,0086 0,2675 4,1286
hsa-miR-30c-5p 0,0181 0,2675 3,8563
hsa-miR-885-5p 0,0364 0,2835 3,5387
hsa-miR-539-5p 0,0221 0,2694 3,5186
hsa-miR-342-5p 0,0266 0,2824 3,4806
hsa-miR-193a-5p 0,0301 0,2824 3,3538
hsa-miR-342-3p 0,0053 0,2675 3,2761
hsa-miR-376a-3p 0,0472 0,2835 3,1306
hsa-miR-485-3p 0,0492 0,2835 3,0809
hsa-miR-375-3p 0,0119 0,2675 3,0282
hsa-miR-140-5p 0,0469 0,2835 3,0230
hsa-miR-142-3p 0,0389 0,2835 3,0063
hsa-miR-215-5p 0,0048 0,2675 2,6965

Dada la severidad del fenotipo EO, lo siguiente fue determinar e identificar si
alguno de estos 17 miRNASs podrian servir como marcadores de prondstico, usando

un analisis computacional basado en la seleccidn de genes por Random Forest y los
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analisis de regresion lineal. Mediante este modelo, se pudo determinar que 4
miRNAS se asocian con la progresion de la enfermedad (miR-342-5p, miR-215-5p,
miR-375-3p y miR-365a-3p) (fig. 24a y Tabla 19). De manera interesante pudimos
observar que ambos grupos se clasificaron de manera separada como AO o EO
usando el modelo predictivo (Tasa de estimacion de error 0.22) (Fig. 24 b). Ademas,
se corroboro que los 4 miRNAs juntos, aumentan mayormente en pacientes EO que
en los pacientes AO (Fig. 24c), mientras que la curva ROC demostré que estos
miRNAS tienen un alta sensibilidad y especificidad de asociacion con la progresion
de la enfermedad, con un area bajo la curva de 0.92 (Fig. 24d). Finalmente, la
expresion de miR-375-3p se correlacioné positivamente con las escalas de
evaluacion ataxica de SCA7; SARA (r=-0.580; p=0.0145) e INAS (r=-0.524;

p=0.0305) indicando que podria ser efectivos predictores en la progresion de SCA?7.

Tabla 19: miRNAs con valor prondstico diferencialmente expresados.

MiRNA-ID (miRBase- Adj. Random
Valor p FC OR Valor p
v22) Valor p forest

hsa-miR-342-5p 0.0266 2.35 3.4806 0.3 0.84 0.04984
hsa-miR-215-5p 0.0048 2.568 2.6965 0.405 0.89 0.0358
hsa-miR-375-3p 0.0119 2.639 3.0282 0.425 0.89 0.046
hsa-miR-365a-3p 0.0006 2.615 10.0329 | 0.675 0.0267 0.93
hsa-miR-539-5p* 0.0221 2.742 3.5186 0.18 0.0285 0.93
Mean (hsa-miR-342-
5p+hsa-miR-215-
5p+hsa-miR-375- NA 2.708 NA 0.0285 0.93
3p+hsa-miR-365a-
3p+hsa-miR-539-5p)

Frecuencia de Random Forest mayor a 0.22 es considerado significativo
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Fig. 24 miRNAs asociados con la progresion y severidad de SCA7. A) Se determiné que el mejor
nimero de genes que lleva a una tasa de error mas baja en el modelo de prediccion son 4 como se
muestra en a grafica. Los datos originales (linea roja) y las 17 muestras de prediccion (linea negra
punteada); B) el anélisis muestra que la mayoria de las muestran se clasifican en ambos grupos (EO
y AO). (C) Diferencial de expresién conjunta de los 4 miRNAs (miR-342-5p, miR-215-5p, miR-
375-3p y miR-365a-3p) entre EO vs sujetos AO por TLDA. (E) Curvas ROC muestran que la
expresion diferencial de los 4 miRNAs en conjunto discriminan entre los pacientes EO y los
pacientes AO con alta especificidad y sensibilidad en ensayos TLDA. Se presenta el area bajo a
curva, un valor cercano al 1 tiene mayor sensibilidad y especificidad. El area bajo la curva por

encima de la linea diagonal representa que son verdaderos positivos.
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11. DISCUSION

Evidencia reciente apoya la participacion de los miRNAs en la neurodegeneracion
(Maciotta et al., 2013) y més especificamente de los miRNAs circulantes (Pereira
etal., 2017). Sin embargo, dentro del campo de estudio de las enfermedades poliQ,
solamente se han estudiado el papel de los miRNAs circulantes en la enfermedad
de Huntington (HD) y SCA3. En este estudio, se analiz6 por primera vez, el perfil
de expresion de miRNAs circulantes en pacientes con SCA7. Mediante el empleo
de ensayos TLDA, identificamos 71 miRNAs que se expresan diferencialmente
entre los pacientes con SCAT7 y los sujetos controles; un analisis comparativo revel
que los pacientes EO mostraron un mayor numero de miRNAs alterados que los
pacientes AO, sugiriendo que mientras mas severa es la enfermedad resulta un
mayor nimero de miRNAs presentan expresion alterada. La confiabilidad de los
ensayos TLDA se corroboré por medio de un ensayo independiente utilizando una
nueva cohorte de pacientes y ensayos de qRT-PCR. Para eliminar el efecto
inespecifico de variables confusoras, el perfil de expresion de los miRNAs
circulantes se ajustd por edad y genero. Adicionalmente, no se ha reportado que la
expresion de alguno de los miRNAs identificados en este estudio dependa de la
edad o género (Ameling et al., 2015, Kumar et al., 2017).

Actualmente, se utilizan escalas clinicas para evaluar los sintomas cerebelosos y
extracerebelosos de los pacientes con SCA7, con la finalidad de definir los
diferentes estados de la enfermedad (ANEXOS 2 y 3). Este procedimiento, sin
embargo, consume mucho tiempo y requiere un examinador entrenado para evitar
errores. Es por lo que la identificacion de biomarcadores especificos, sensibles y
con alta biodisponibilidad en los estados sintomaticos de la enfermedad podria
mejorar el diagnostico y el monitoreo de la historia natural de SCA7, asi como la
progresion de los pacientes. A este respecto, en este estudio identificamos una firma
de 4 miRNAs circulantes (hsa-let-7a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-18a-5p y hsa-miR-
30b-5p) que tienen una alta sensibilidad y especificidad discriminativa entre
pacientes y sujetos controles. Ademas, identificamos diferentes MiRNAS
circulantes que fueron exclusivamente desregulados en los pacientes AO (12) y EO

(25), sugiriendo que la expresion de estos microRNAs correlaciona con los
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diferentes fenotipos de la enfermedad. Aunque la desregulacion de la expresion de
los miRNAs identificados en este estudio podria tener un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad, su eficacia para seguir la progresion de la
enfermedad se desconoce. Para abordar este punto, desarrollamos un analisis
computacional de los miRNAs expresados diferencialmente entre AO y EO para
identificar aquellos miRNAs asociados con la prognosis. Con ello, obtuvimos un
grupo de 4 miRNAs (hsa-miR-342-5p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-375-3p y hsa-
miR-365a-5p) con un papel pronostico potencial. Es importante mencionar que hsa-
miR-375-3p, correlaciond positivamente con las escalas clinicas SARA e INAS.
Asi mismo, su homologo (dme-miR-375-3p) se ha encontrado desregulado en un
modelo de D. melanogaster para SCA7 lo que sugiere que hsa-miR-375-3p podria

estar involucrado en los mecanismos moleculares de SCA7 (Reinhardt et al., 2012).

Consideramos que la firma de miRNAs circulantes podria ser un marcador auxiliar
novedoso en SCA7, debido a que la metodologia que se utiliza para su deteccion
no es invasiva y se basa en utilizar ensayos de gRT-PCR, la firma de miRNAs
circulantes comprende un marcador auxiliar novedoso para SCA7. No obstante, es
importante mencionar que el analisis de estos miRNAs circulantes para SCA7, no
tiene la intencion de remplazar la técnica de PCR para el diagndstico de la
enfermedad, ya que este método es barato y simple. Mas bien, la identificacién de
miRNAs circulantes tiene un amplio rango de aplicaciones incluyendo la
identificacion de subtipos de SCA7 y el monitoreo de la respuesta del paciente ante

alguna intervencion terapéutica.

Aunque, la relacion que hay entre los miRNAs circulantes en plasma/sangre y las
enfermedades neurodegenerativas no se conoce plenamente, se sabe que los
miRNAs expresados en el cerebro pueden cruzar la barrera hematoencefalica a
través del transporte exosomal (Haggani et al., 2013, Cichon et al., 2014, Andras
and Toborek, 2016); lo que sugiere que los niveles alterados de los miRNASs que se
encuentran a nivel circulatorio podria reflejar el estado fisiolégico de los érganos
distales donde se expresan originalmente estos miRNAs. Cuando se determiné la

funcionalidad de los miRNAs circulantes alterados en los pacientes, encontramos
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10 procesos bioldgicos potencialmente involucrados en SCA7, los cuales se han
relacionado previamente con otras enfermedades neurodegenerativas (Eacker et al.,
2009, Su et al., 2016, Procaccini et al., 2016), asi como con procesos importantes
del sistema nervioso central, incluyendo neurogénesis, neurodegeneracion y
angiogénesis (Yoo et al., 2003, Wang et al., 2011, Roush and Slack, 2008, Jin et al.,
2016). En particular, las vias de regulacion hormonal y diferenciacion adipocitica,
podrian estar relacionadas con la disminucion del indice de masa corporal (IMC)
observada en los pacientes con SCA7 y, en los modelos de ratén knockin
(Sca7?%%95Q) (Yoo et al., 2003). Aunado a lo anterior, encontramos la presencia de
dos familias de miRNAs (let-7e y miR-17) asi como del cluster miR-17-92. Ademas
de su papel canonico en la regulacion de la diferenciacion de células madres y la
neurogenesis (Wang et al., 2011), let-7 induce neurodegeneracion a través de la
activacion del receptor tipo Toll sensible a RNA (TLR7) (Lehmann et al., 2012).
Con respecto al cluster miR-17-92, se sabe que su actividad en la regulacion génica
se asocia directamente con angiogénesis, neurogénesis y plasticidad neuronal en
adultos (Jin et al., 2016, Xin et al., 2017).

Particularmente, la firma de 4 miRNAs con valor diagndstico que identificamos
(hsa-let-7a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-18a-5p y hsa-miR-30b-5p); esté involucrada
en vias de sefializacién del sistema nervioso central, incluyendo, muerte celular
activada por el ligando de FAS, biosintesis de Heparan Sulfato (HS) y transporte
vesicular dependiente de las proteinas SNARE (Fig. 25). A nivel neuronal, se sabe
que la pérdida gradual de neuronas es un proceso regulado por la via de sefializacién
de FAS (Su et al., 2003, Choi and Benveniste, 2004), y en conjunto con otros
miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNFR), modula de manera
indirecta la respuesta inflamatoria, el crecimiento celular y la proliferacion (Kragh
et al., 2013). Por otro lado, el heparan sulfato es un componente principal de la
matriz extracelular (ECM), regula la homeostasis y actGa como correceptor del
factor de crecimiento para facilitar la union del ligando (Properzi et al., 2008,
Maeda, 2015, Mikami and Kitagawa, 2016). Finalmente, con respecto al transporte
vesicular SNARE, el cual media la exocitosis durante el desarrollo neuronal y la
liberacién de neurotransmisores para la transmision sinaptica (Hong, 2005), se ha
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encontrado pez cebra (Zebrafish) que algunos microRNAs como miR-153 regulan
la expresion de SNAP-25 (un componente principal del complejo SNARE) para
controlar el desarrollo de las neuronas motoras y la neurotransmision (Wei et al.,
2013). Interesantemente se ha encontrado en varias patologias del SNC, incluyendo
SCA7, la desregulacion de SNAP25 (Noor and Zahid, 2017). No obstante se
desconoce hasta ahora el mecanismo que conecta a ataxina-7 mutante con la
desregulacion de SNAP25 (Alves et al.,, 2016). En general, las evidencias
mencionadas apoyan la hipétesis que la expresion alterada de miRNAs circulantes
observada en este trabajo podria asociarse con la neurodegeneracion de SCA7,
incluyendo la inflamacion, la perdida de funcidén y muerte neuronal. Sin embargo,

se requieren experimentos adicionales para abordar a detalle estas ideas.
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Fig. 25 Vias de sefializacion que podrian ser afectadas en SCA7, dado los miRNAs alterados

asociados con la presencia de la enfermedad

Recientemente se ha descrito que miR-124a el mRNA de ataxina-7 y su RNA largo
no-codificante Inc-SCA7, tanto en el cerebelo como en la retina del raton modelo
de SCAY (Tanetal., 2015, Saraiva et al., 2017). La supresion del complejo STAGA
por la presencia de la proteina ataxina-7 mutante ocasiona una disminucion en los

niveles de miR-124a. En este trabajo no encontramos cambios significativos en la
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expresion de miR-124 en las muestras de plasma de los pacientes con SCA7, lo que
sugiere que la funcion de este miRNA esta restringida a érganos especificos (Lee
et al., 2013, Kang et al., 2013, Tan et al., 2015) y que su expresion basal no es

suficiente para que se detecte en el plasma de los pacientes.

Una pregunta importante es saber si los 4 miRNAs con valor diagnostico
identificados en este estudio tienen alguna relevancia en otras enfermedades
neurodegenerativas. La alteracion en la expresion de miR-30b-5p ya se ha
observado en otras enfermedades neurodegenerativas, en PD, el aumento de
expresion de este miRNA en sangre periférica se asocid con la progresion de la
enfermedad (Serafin etal., 2015). La alteracion de miR-30b-5p, también se observd
en la corteza cerebral de pacientes con HD y SCA1 (Marti et al., 2010, Persengiev
et al., 2011), mientras que, los niveles de let-7a-5p se encontraron incrementados
en el cerebelo y la corteza cerebral de pacientes con SCAL (Persengiev et al., 2011)
y los de let-7e-5p en el liquido cefalorraquideo en pacientes con AD (Derkow et al.,
2018). Esto parece indicar que algunos miRNAs asociados a SCA7 podrian estar
involucrados en mecanismos de neurodegeneracién comunes. Con respecto a
modelos animales las enfermedades poliQ, se ha observado la desregulacion de
mmm-miR-30b-5p en el cerebelo de los ratones modelo de SCA1 (SCA1BO5-
82Q)(Rodriguez-Lebron et al., 2013). Por lo tanto, con la excepcion de hsa-miR-
18a-5p, que parece ser especifica de SCA7, el resto de los miRNAs que aqui se
describen estan relacionados con mecanismos de neurodegeneracion. Finalmente,
con respecto a la firma de miRNAs con valor prondstico, la expresion de mmu-
miR-365-3p se ha encontrado incrementada en la corteza cerebral de los ratones
transgénicos HD (N171-82Q HD) (Jin et al., 2012), mientras que la expresion de
miR-342-5p también estd incrementada en lineas celulares de HD
(STHdhQ111/HdhQ111) (Sinha et al., 2011). Nuestros datos sobre el grupo de
miRNAs con valor diagnostico motivaran seguramente estudios posteriores que

definan claramente la utilidad de estos miRNAs en los estudios clinicos de SCA7.

Es importante mencionar que el presente estudio tiene algunas limitaciones. En

primer lugar, los casos y controles no estan apareados completamente por edad y

M. en C. Claudia Valdez Vargas Pégina 70



género; por lo tanto, fue necesario incluir estos pardmetros como covariables
confusoras para ajustar los datos de expresion de miRNAs. Otra limitacion fue el
tamafio relativamente pequefio de la muestra (35 pacientes), lo que se debe
principalmente a la baja incidencia de SCA7 (<1/100,000). La estratificacion de los
pacientes en los dos fenotipos de la enfermedad (EO y AO) disminuyé el poder
estadistico del andlisis. Por lo tanto, aunque identificamos miRNAs circulantes
especificos de cada fenotipo de la enfermedad, el tamafio de las muestras EO y AO
no fue lo suficientemente grande para mantener la significancia estadistica en los

valores de p ajustados.

Finalmente, aunque el analisis de enriquecimiento del perfil de miRNAs en SCA7
se basan en asociaciones estadisticas, nos permitié identificar mecanismos
moleculares potencialmente asociados con SCA7, aunque, es necesario realizar
estudios funcionales que confirmen la participacion de estos miRNAs con la

biologia de la enfermedad.
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12. CONCLUSIONES

1) Los pacientes con SCA7 presentan un perfil de expresion de miRNAs

desregulado.

2) Se identificaron 4 miRNAs (let-7a-5p, let-e-5p, miR-18a-5p y miR-30b-5p)

con la capacidad de discernir entre pacientes e individuos controles.

3) Se identificaron 4 miRNAs (hsa-miR- 342-5p, hsa-miR-215-5p, hsa-miR-
375-3p, and hsa-miR- 365a-3p) con potencial valor prondstico que podrian
ser Utiles para monitorear el progreso de la enfermedad y para evaluar la

respuesta del paciente después de intervenciones terapéuticas.

4) Los miRNAs identificados se asocian con diversas vias de sefializacion

neuronal.
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13. PERSPECTIVAS

* Aumentar el tamafio de la muestra de pacientes con SCA7, incluyendo
pacientes de diferentes poblaciones.

* Determinar la confiabilidad de los miRNAs circulantes alterados como
biomarcadores en ensayos longitudinales de casos y controles.

* Determinar si los miRNAs identificados son secretados por células
neuronales o gliales empleando modelos celulares y/o animales de SCA?.

» Realizar ensayos funcionales para definir la participacion de los miRNAs
identificados en la fisipatogénesis de la enfermedad.

» Analizar si las vias de sefializacion relacionadas con el perfil de expresion
de miRNAs de los pacientes (ligando de FAS, la sintesis de Heparan sulfato
0 el transporte vesicular dependiente de SNARE), podrian ser rutas nuevas
de neurodegeneracion en SCA7 (Fig. 25).

* Identificar otros posibles biomarcadores en SCA7, tal como RNAs
mensajeros, metabolitos o proteinas cuya expresion se ve alterada por la
presencia de la enfermedad. Se ha observado que la combinacién de OMICS
amplia mayormente el conocimiento de la enfermedad y la posibilidad de
desarrollar nuevas terapias.
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15. ANEXOS

15.1 Carta de consentimiento informado

@ INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION @
DIRECCION DE INVESTIGACION 2/

= SUBDIRECCION DE INVESTIGACION BIOMEDICA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de de 20

A Quién Corresponda:

Por medio de la presente hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento en forma libre, voluntaria y sin
presiones para participar en el protocolo de investigacion “Alteraciones de RNAs y miRNAs ciculantes en Ataxia
espinocerebelosa tipo 7” que forma parte del proyecto de investigacién ‘Estandarizacion de un Diagnéstico Molecular eficaz
y su correlacion con la edad de inicio, transmision y génesis de las Ataxias Espinocerebelares tipo 1, 2,3,6,7y10en la
poblacién Mexicana” a cargo del Dr. en C. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE, que se realizard en el servicio de Genética
del Instituto Nacional de Rehabilitacién, con registro definitivo 15/12.

He sido informado que el estudio consiste en la busqueda de un mayor entendimiento de los mecanismos celulares que
producen esta enfermedad. Esto se realiza tomando una muestra de sangre de la vena del brazo para obtener una muestra
de mi material hereditario que se expresa en mi organismo (RNA), existiendo una minima posibilidad de que se forme un
moretoén.

Tengo el entendimiento que de este estudio se obtendra como beneficio un mayor conocimiento de la enfermedad que
padezco, con lo cual posiblemente en un futuro se puedan originar estrategias de evaluacién que coadyuven en el
tratamiento de mi enfermedad.

Es de mi conocimiento que este estudio no tiene ningln costo para mi. También se me explicé que es posible que se guarde
una parte del material hereditario que se obtenga de la sangre, ya que posteriormente se podria estudiar otros factores que
en este momento es imposible analizar y que la informacién obtenida sera confidencial. Asi mismo, se me ha explicado que
puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacidn y que estoy en libertad de
negarme a participar en el estudio, sin que esto modifique la calidad de atencién médica que reciba en el Instituto.

NOMBRE DEL PACIENTE:

FIRMA DEL PACIENTE, PADRE O TUTOR:

MEDICO SOLICITANTE: DR. NORBERTO LEYVA GARCIA
FIRMA:

RESPONSABLE DEL PROYECTO: DR. EN C. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE
FIRMA:

TESTIGO:
FIRMA:
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15.2. Escala de evaluacion de sintomas ataxicos (SARA)

Rater: date: patient:
Scale for the assessment and rating of ataxia (SARA)
1) Gait 2) Stance

Proband is asked (1) to walk at a safe distance parallel to
a wall including a half-turn (turn around to face the
opposite direction of gait) and (2) to walk in tandem
(heels to toes) without support.

Proband is asked to stand (1) in natural position, (2) with
feet together in parallel (big toes touching each other) and
(3) in tandem (both feet on one line, no space between
heel and toe). Proband does not wear shoes, eyes are
open. For each condition, three trials are allowed. Best
trial is rated.

Proband is asked to sit on an examination bed without
support of feet, eyes open and arms outstretched to the
front.

0 Normal, no difficulties in walking, turning and 0 Normal, able to stand in tandem for > 10 s
walking tandem (up to one misstep allowed) Able to stand with feet together without sway, but
1 Slight difficulties, only visible when walking 10 not in tandem for > 10s
consecutive steps in tandem 2 Able to stand with feet together for > 10 s, but only
2 Clearly abnormal, tandem walking >10 steps not with sway
possible 3 Able to stand for > 10 s without support in natural
3 Considerable staggering, difficulties in half-turn, but position, but not with feet together
without support 4 Able to stand for >10 s in natural position only with
4 Marked staggering, intermittent support of the wall intermittent support
required 5 Able to stand >10 s in natural position only with
5 Severe staggering, permanent support of one stick or constant support of one arm
light support by one arm required 6 Unable to stand for >10 s even with constant support
6  Walking > 10 m only with strong support (two of one arm
special sticks or stroller or accompanying person)
7  Walking < 10 m only with strong support (two
special sticks or stroller or accompanying person)
8  Unable to walk, even supported
Score Score
3) Sitting 4) Speech disturbance

ISpeech is assessed during normal conversation.

0  Normal, no difficulties sitting >10 sec 0 Normal
1  Slight difficulties, intermittent sway 1 Suggestion of speech disturbance
2 Constant sway, but able to sit > 10 s without support 2 Impaired speech, but easy to understand
3 Able to sit for > 10 s only with intermittent support | 3  Occasional words difficult to understand
4 Unable to sit for >10 s without continuous support 4 Many words difficult to understand

5  Only single words understandable

6 Speech unintelligible / anarthria
Score Score
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Rater: date:

patient:

b) Finger chase

Rated separately for each side

Proband sits comfortably. If necessary, support of feet
and trunk is allowed. Examiner sits in front of proband
and performs 5 consecutive sudden and fast pointing
movements in unpredictable directions in a frontal plane.
at about 50 % of proband’s reach. Movements have an
amplitude of 30 cm and a frequency of 1 movement
every 2 s. Proband is asked to follow the movements

vith his index finger, as fast and precisely as possible.
Average performance of last 3 movements is rated.

6) Nose-finger test

Rated separately for each side

Proband sits comfortably. If necessary, support of feet
and trunk is allowed. Proband is asked to point repeatedly
vith his index finger from his nose to examiner’s finger
shich is in front of the proband at about 90 % of
proband’s reach. Movements are performed at moderate
speed. Average performance of movements is rated
according to the amplitude of the Kinetic tremor.

0 No dysmetria 0 No tremor

1 Dysmetria, under/ overshooting target <5 cm 1 Tremor with an amplitude <2 ecm

2 Dysmetria, under/ overshooting target < 15 cm 2 Tremor with an amplitude < 5 cm

3 Dysmetria, under/ overshooting target > 15 cm 3 Tremor with an amplitude > 5 cm

4  Unable to perform 5 pointing movements 4 Unable to perform 5 pointing movements
Score Right Left Score Right Left

mean of both sides (R+L)/2

mean of both sides (R+L)/2

7) Fast alternating hand movements

Rated separately for each side

Proband sits comfortably. If necessary, support of feet
and trunk is allowed. Proband is asked to perform 10
cycles of repetitive alternation of pro- and supinations of
the hand on his/her thigh as fast and as precise as
possible. Movement is demonstrated by examiner at a
speed of approx. 10 cycles within 7 s. Exact times for
movement execution have to be taken.

8) Heel-shin slide

Rated separately for each side

Proband lies on examination bed, without sight of his
legs. Proband is asked to lift one leg, point with the heel
to the opposite knee, slide down along the shin to the
ankle, and lay the leg back on the examination bed. The
task is performed 3 times. Slide-down movements should
be performed within | s. If proband slides down without
contact to shin in all three trials, rate 4.

0 Normal, no irregularities (performs <10s) 0 Normal
1  Slightly irregular (performs <10s) Slightly abnormal, contact to shin maintained
2 Clearly irregular, single movements difficult 2 Clearly abnormal, goes off shin up to 3 times
to distinguish or relevant interruptions, but during 3 cycles
performs <10s 3 Severely abnormal, goes off shin 4 or more times
3 Very irregular, single movements difficult during 3 cycles
to distinguish or relevant interruptions, 4 Unable to perform the task
performs >10s
4 Unable to complete 10 cycles
Score Right Left Score Right Left

mean of both sides (R+L)/2

mean of both sides (R+L)/ 2
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15.3 Escala de evaluacion de sintomas extracerebelares (INAS)

Rater: date: Patient code:

Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS)

NA: not assessed / no information available Mod: moderate

Part one: clinical findings
Please report the (undoubtful) occurrence of signs also if abnormal findings occur only on one side

Reflexes

1. Biceps (BTR) O normal Q hyperreflexia Q areflexia O NA
2. Patellar (PTR) Q normal Q hyperreflexia Q areflexia O NA
3. Achilles (ATR) O normal O hyperreflexia QO areflexia QO NA
4. Extensor plantar reflex Q none Q unilateral Q bilateral O NA

Motor symptoms

5. Spasticity None  Mild Mod Severe NA
Gait C Q Q Q Q
Upper Limbs O o Q o) Q
Lower Limbs Q Q Q o] Q
6. Paresis None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue C Q o] Q Q
UL proximal O o] Qo O Q
UL distal Q @] Q Q Q
LL proximal O o] o] O Q
LL distal O Q Q Q Q
7. Muscle atrophy None  Mild Maod Severe NA
Face/tongue O Q Q o] Q
UL proximal o] Q Q Q Q
UL distal O o] Q Q Q
LL proximal Q Q Q Q Q
LL distal Q o] Q Q Q
8. Fasciculations None  Mild Maod Severe NA
Face/tongue Q Q Q Q Q
Upper Limbs Q Q Q Q Q
Lower Limbs o] Q o] Q Q
9. Myoclonus None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Q Q Q Q Q
Trunk o) Q Q o] o]
Upper Limbs Q Q o] Q ®]
Lower Limbs o] Q Q Q Q
10. Rigidity (should be obvious without movement of opposite limb) None  Mild Mod Severe NA
Axial Q Q Q Q Q
Upper Limbs Q Q Q Q Q
Lower Limbs @] Q O Q Q
11. Chorea/Dyskinesia None  Mild Mod Severe NA
Faceftongue ] Q Q o] @]
Neck e} Q e} o] o]
Trunk Q Q Q Q Q
Upper Limbs o] Q Q Q Q
Lower Limbs Q Q Q Q Q
12. Dystonia None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue O Q @] Q Q
Neck o] o] o] Q @]
Trunk Q o} o Q Q
Upper Limbs Q Q Q Q Q
Lower Limbs o} Q Q Q o]
13. Resting tremor None  Mild Mod Severe NA
o] Q Qo Q Q
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Rater: date: Patient code:

Sensory symptoms
14. Impaired vibration sense (tested at malleclus ext) None  Mild Mad Severe NA
(8/8) (>5/8) (2-5/8) (<2/8)
Right foot Q Q Q Q Q
Left foot Q Q Q o) 9]
Ophthalmological findings
Testing of fixation and smooth pursuit
No Yes NA
15. Broken up smooth pursuit O Q Q
16. Square wave jerks on fixation O o] Q
17. Downbeat-nystagmus on fixation Q @] Q
18. Gaze evoked-nystagmus on horizontal testing Q Q Q
19. Gaze evoked-nystagmus on vertical testing O o] o]
20. Ophthalmoparesis on horizontal gaze o) Q Q
21. Ophthalmoparesis on vertical gaze Q o} Q
Testing of fast saccades
No Yes NA
22, Slowing of saccades Q O Q
23. Hypometric saccades O Q 0
24. Hypermetric saccades C Q Q
Testing of visual function
25. Impaired visual acuity (loss of visual acuity <0.6 for binocular sight in distance testing)
No Yes NA
Q Q Q
Part Two: reported abnormalities
26. Double vision None  Mild Mod Severe/constant NA
O O Q o o]
27. Dysphagia None  Mild Mod Severe/ tube feeding NA
Q Q Q Q Q
28. Urinary dysfunction None  Mild Med Severe/ catheter NA
Q o} @] Q Q
29, Cognitive impairment (according to examiner) None  Mild Mod Severe NA
o] O @] o o]

30. Other clinical findings or reported abnormalities

(free text)
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Rater: date: Patient code:

INAS count

The INAS can be used for clinical description, but is not used as a scale and it is not appropriate to
use sum scores.
However, the INAS can be transformed in a set of 16 binary variables
¢ rated as “present’, if at least one corresponding item or location is rated as mild OR
moderate OR severe.
e rated as "absent” if ALL corresponding items or locations are rated as normal
¢ rated as missing if at least one corresponding item or location is missing AND other
corresponding items or locations rated as normal.

The 16 variables are grouped from the INAS form as follows:

1 Hyperreflexia items 1,2, 3
2 Areflexia items 1,2, 3
3 Extensor plantar item 4

4 Spasticity item 5

5 Paresis item 6

6 Muscle atrophy item 7

7 Fasciculations item 8

8 Myoclonus item 9

9 Rigidity item 10

10 Chorea/dyskinesia item 11

11 Dystonia item 12

12 Resting tremor item 13

13 Sensory symptoms item 14

14 Urinary dysfunction item 28

15 Cognitive dysfunction item 29

16 Brainstem oculomotor signs items 20, 21, 22

These 16 binary variables can be summed up to a simple sum score, the INAS count, that can be
used as a semiquantitative variable of extracerebellar involvement in SCA,

|
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Abstract

Spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7), a neurodegenerative disease characterized by cerebellar ataxia and retinal degen-
eration, is caused by a CAG repeat expansion in the ATYN7Y gene coding region. Disease onset and progression are
highly variable between patients, thus identification of specific/sensitive biomarkers that can improve the monitoring of
disease progression is an immediate need. Because altered expression of circulating microRNAs (miRNAs) has been
shown in various neurological diseases, they could be useful biomarkers for SCA7. In this study, we showed, to our
knowledge for the first time, the expression profile of circulating miRNAs in SCA7. Using the TagMan profiling low
density array (TLDA), we found 71 differentially expressed miRNAs in the plasma of SCA7 patients, compared with
healthy controls. The reliability of TLDA data was validated independently by quantitative real-time polymerase chain
reaction in an independent cohort of patients and controls. We identified four validated miRNAs that possesses the
diagnostic value to discriminate between healthy controls and patients (hsa-let-7a-5p, hsa-let7e-5p, hsa-miR-18a-5p, and
hsa-miR-30b-5p). The target genes of these four miRNAs were significantly enriched in cellular processes that are
relevant to central nervous system function, including Fas-mediated cell-death, heparansulfate biosynthesis, and solu-
ble-N-ethylmaleimide-sensitive factor activating protein receptor pathways. Finally, we identify a signature of four
miRNAs associated with disease severity that discriminate between early onset and adult onset, highlighting their
potential utility to surveillance disease progression. In summary, circulating miRNAs might provide accessible bio-
markers for disease stage and progression and help to identify novel cellular processes involved in SCA7.
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