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SUMMARY

Huntington disease (HD) is a neurodegenerative disorder caused by an expansion of
CAG triplet in exon 1 of HTT gene, characterized by psychological and motor
disturbance. Complementary, HD shows a metabolic dysregulation in peripheral tissues
and neurological centers, negatively contributing to patient’s quality of life. Taking this
systemic alteration, research on biomarkers with ability of compiling central and
peripheral alteration during disease course is necessary. In this context, microRNAs
(miRNAs) have emerged as a new mechanism of gene expression regulation and
intercellular communication, being used as progression biomarkers of different diseases.
In this study, we have explored circulating miRNA profile in plasma from six HD
symptomatic patients, between 40 and 45 CAG repetitions, and five healthy age-
matched controls. Isolated miRNAs from plasma samples have been run against human
miRNome panel to amplify 752 miRNAs, using qRT-PCR technique. Our results
show that 99 circulating miRNAs were altered in symptomatic HD patients. Many of
them have been previously described in HD brain samples, other neurodegenerative
diseases (Alzheimer’s disease, lateral amyotrophic sclerosis) and metabolic disorders
(obesity, type 2 diabetes). Moreover, 25 of 99 miRNAs have as validated targets genes
related to coordination of metabolic pathways and high expression in modified tissues
during HD progression, probably being able to functionally modify these pathways.
Thus, these 25 miRNAs (miR-126-3p, miR-128, miR-130a-3p, miR-145-5p, miR-
146a-5p, miR-152, miR-181b-5p, miR-181d, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-21-5p,
miR-214-3p, miR-221-3p, miR-223-3p, miR-23a-3p, miR-23b-3p, miR-26a-5p,
miR-27a-3p, miR-27b-3p, miR-301a-3p, miR-30d-5p, miR-335-5p, miR-584-5p,
miR-941 y miR-99b-5p) are potential biomarkers of symptomatic HD stage.
Determination of the miRNA origins, along with its target tissues, could arise
important clues for future disease therapies.



RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa causada por
la expansién del triplete CAG en el ex6n 1 del gen H7'7, caracterizada por alteraciones
psicolégicas y motoras. Complementariamente, la EH presenta una desregulacién
metabdlica que implica a los tejidos periféricos y centros neuronales, contribuyendo
negativamente a la calidad de vida de los pacientes. Ante la afectacién sistémica, se hace
necesaria la busqueda de biomarcadores capaces de evaluar el grado de afectacién central
y periférica durante el curso de la enfermedad. En este contexto, los microRNAs
(miRNAs) han emergido como un nuevo mecanismo para el control de la regulacién
génica y comunicacién intercelular, siendo utilizados como biomarcadores de progresién
en distintas patologias. En este estudio hemos analizado el perfil de miRNAs circulantes
plasmaticos de seis pacientes, que muestran entre 40 y 45 repeticiones CAG, y cinco
sujetos control sanos de edad semejante. Los miRNAs aislados de muestras de plasma se
han analizado utilizando un panel miRNome para la amplificacién de 752 miRNAs
humanos, mediante la técnica qRT-PCR. Los resultados obtenidos muestran que 99
miRNAs circulantes se encuentran alterados en los pacientes sintomdticos de la EH.
Muchos de estos miRNAs han sido detectados en tejido cerebral de la EH, en otras
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica) y en
desordenes metabdlicos (obesidad, diabetes tipo 2). Asimismo, 25 de los 99 miRNAs
presentan dianas génicas en las principales rutas celulares encargadas de coordinar el
estado metabdlico y alta expresién en los tejidos modificados en la progresién de la
enfermedad, pudiendo participar funcionalmente en la desregulacién de estas vias. Por
tanto, estos 25 miRNAs (miR-126-3p, miR-128, miR-130a-3p, miR-145-5p, miR-
146a-5p, miR-152, miR-181b-5p, miR-181d, miR-195-5p, miR-199a-5p, miR-21-5p,
miR-214-3p, miR-221-3p, miR-223-3p, miR-23a-3p, miR-23b-3p, miR-26a-5p,
miR-27a-3p, miR-27b-3p, miR-301a-3p, miR-30d-5p, miR-335-5p, miR-584-5p,
miR-941 y miR-99b-5p) presentan un alto potencial como marcadores biolégicos de la
fase sintomadtica de la EH. La determinacién de los tejidos de origen de los miRNAs
plasmaticos, asi como sus tejidos diana, permitirfa establecer en un futuro terapias
enfocadas a ralentizar la progresién de la enfermedad.



INTRODUCCION

Bases genéticas y neuropatologia de la enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa de herencia
autosémica dominante, causada por una expansioén inestable del triplete CAG en el
exén 1 del gen HTT, en un numero superior a 35 repeticiones (Bates, 2005). A
consecuencia de la mutacién se produce una elongacién de los residuos de glutamina en
el extremo NH,-terminal de la proteina huntingtina (HT'T), dando lugar a una variable

mutante de la proteina (m-HTT) caracteristica de la enfermedad (Bates et al., 2015).

La patologia de la EH es significativa en el
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Figura 1. Esquema del posible circuito de

neurodegeneracioén en la enfermedad de Huntington. pélido, el talamo, el hipocampo y la corteza
La neurodegeneracién se inicia en la parte dorsal del

nicleo estriado, afectando principalmente al nicleo  cerebral. Destaca esta dltima porque sufre
caudado. La corteza cerebral se ve afectada por el

progreso de la enfermedad. Sin embargo, la parte atrofia en individuos asintomaticos y
ventral de estas estructuras se encuentra mejor

conservada. En rosa, las zonas de alta degeneracién; en sintomadticos, con posterioridad a la atrofia
verde, las zonas menos afectadas. Figura tomada y

modificada de Ross et al., 2014. del estriado, agravindose con el avance de
los sintomas motores. Microscépicamente, se observan anomalias en la orientacién de

fibras e integridad de la materia blanca y, a nivel subcortical, en la estructura de la

materia gris (Ross et al., 2014).

Normalmente, la EH cursa durante 15-20 afios desde la aparicién de los primeros

sintomas, siendo comun su desarrollo en la mediana edad. Los sintomas caracteristicos



de la EH incluyen desérdenes psiquidtricos, pérdida de la capacidad cognitiva y
disfunciones motoras (Bates, 2005). Durante las dltimas etapas de la enfermedad se
observan graves deficiencias motoras: distonia, rigidez, bradicinesia, mioclonia, temblor
y disfuncién ocular; asi como demencia y pérdida de los procesos cognitivos. Finalmente,
la pérdida de control sobre las funciones motoras conlleva dificultades respiratorias y

malnutricién, hasta la muerte de los afectados (Zuccato et al., 2010).

Huntingtina: estructuray funciones

La HTT es una proteina de 348 kDa de expresién ubicua, que presenta altos niveles de
expresiéon en el sistema nervioso central, particularmente en las neuronas piramidales

corticales que proyectan hacia el nicleo estriado (Zuccato et al., 2010).
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Figura 2. Diagrama de los diferentes dominios y secuencias de la huntingtina (HTT). Q(n) representa el
dominio poli-Q; seguido del dominio P(n), poli-P. Los rectingulos rojos representan los dominios HEAT
(HEAT groups 1,2 y 3), importantes en la interaccién con otras proteinas. Los pequefios cuadrados verdes y
tridngulos rosas representan los zonas de corte de caspasas y calpainas respectivamente, acompafiadas del nimero
que indica su posicién aminoacidica . Las cajas amarillas indican los sitios de escisién de la proteina en diferentes
tejidos: B, corteza cerebral; C, nucleo estriado; A, ambos. Regiones de modificacién post-traduccional: de
ubiquitinacién y sumoilacién (verde), palmitoilacién (naranja), fosforilacién (azul), acetilacién (amarillo). NES
(nuclear export signal) y NLS (nuclear localization sequence). El rombo azul es la secuencia TPR (zranslocated
promoter region) necesaria para la exportacién nuclear a través de las proteinas poro. El cuadrado granate
representa la secuencia de asociacién al aparato de Golgi y reticulo endoplasmitico. Figura tomada y adaptada de
Zuccato et al., 2010.

La HTT posee un dominio poliglutamina (poli-Q) en su extremo NH,-terminal,
codificado por la secuencia (CAG), del ex6n 1 del gen H77T. El dominio poli-Q_en
HTT abarca 18-35 residuos de glutamina, mientras que en m-HTT contiene mds de 35
residuos. El dominio poli-Q forma una estructura polar en forma de cremallera, clave en
la regulacién de la proteina, modulando su normal funcionamiento celular. Adyacente a
la regién poli-Q_hay una regién rica en prolina, conocida como regién poli-P (ver figura

2). El dominio poli-P podria estar implicado en la estabilizacién de los residuos de



glutamina, manteniendo la proteina en un ambiente soluble (Zuccato et al., 2010), y en
la interaccién con otras proteinas (Bates et al., 2015). Otro dominio, conocido como
HEAT (Huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatise 24 and TORI), se repite
varias veces a lo largo de la secuencia proteica, siendo importante en la interaccién con
otras macromoléculas. Ademds de los dominios mencionados, existen secuencias
consenso para la accién de proteasas (caspasas, calpainas y distintas endoproteasas) y

otras modificaciones post-traduccionales (Bates et al., 2015).

A pesar de esta informacién estructural, la funcién biolégica de HTT es desconocida.
Los estudios funcionales hasta la fecha indican que este factor interactiia con multitud
de proteinas. Cabe la posibilidad de que la HTT posea una estructura multifuncional,
capaz de asumir actividades o conformaciones especificas dependiendo de su sustrato,
localizacién celular, tipo celular o tejido. Entre los posibles roles de la HTT destacan:
modulador del desarrollo embrionario, antiapoptético, regulador de la produccién de

neurotrofinas, regulador del transporte vesicular y de la actividad sindptica (Zuccato et

al.,, 2010).

Mecanismos fisiopatologicos en la enfermedad de Huntington

La edad de manifestacién y progresién de la enfermedad estd inversamente relacionada
con el numero de repeticiones del triplete de bases CAG heredadas (Mollersen et al.,
2010). La expansién del dominio poli-Q_mutado produce una ganancia de funcién
téxica en la m-HTT (Hoffner y Dijan, 2014), pudiendo alterar los sitios de
modificacién post-transcripcional de la proteina al transformar las propiedades
estructurales y proteoliticas de la m-HTT (Bates et al., 2015). Un patrén comun en las
enfermedades poli-Q-dependientes es la formacién intraneuronal de agregados
citoplasmaticos y nucleares de proteina, fundamentalmente constituidos por m-HTT o
fragmentos con el dominio poli-Q_expandido (Tomds-Zapico et al., 2012). En la EH,
los agregados son comunes en las neuronas del nicleo estriado y corteza cerebral,
jugando un papel importante en la patogénesis de la enfermedad (Zuccato et al., 2010).
Los agregados se acumulan en diferentes estructuras, tales como fibrillas, oligémeros e
inclusiones microscépicas. La diferencia entre la estructura y composicién de los
agregados parece influir en el grado de toxicidad de los fragmentos poli-Q, donde los

agregados estables parecen tener un efecto protector, mientras que las inclusiones de



tamafio intermedio pueden tener efectos citotéxicos al presentar el dominio poli-Q_

expandido activo (Hoffner y Dijan, 2014).

El efecto téxico de la m-HT'T sobre la maquinaria celular depende de multiples factores,
entre los que se incluyen el nivel de expresién de la proteina, la fase del ciclo celular, el
nimero de repeticiones CAG, la extensién del splicing aberrante, la produccién de
fragmentos bioactivos y la expansién somadtica de las repeticiones CAG (Bates et al.,
2015). Asi, durante el transcurso de la EH, previamente a la formacién de agregados,
fragmentos de m-HTT con dominios poli-Q_de distintos tamafios se producen por
protedlisis y splicing aberrante. Fisiolégicamente, la expresién de la m-HTT produce un
fallo en la homeostasis proteica, comprometiendo gravemente la funcién del proteasoma.
Finalmente, las diferentes formas citotéxicas de la m-HTT producen deficiencias en
muchos procesos celulares, como transcripcién, sefializacién intracelular, transporte
intracelular, vias de secrecién, endocitosis, metabolismo mitocondrial, actividad
sindptica e inmunidad; que amplifican el efecto nocivo de la m-HTT y producen una

patologia integral y compleja (Bates et al., 2015).

Alteraciones en el metabolismo energético central

El BDNF (érain-derived neurotrophic factor) es un factor neurotréfico clave para el
correcto funcionamiento del sistema nervioso central y periférico, que promueve la
diferenciacién de células madre, expansién de neuritas y sinaptogénesis, previniendo la
apoptosis. Su presencia en los principales centros reguladores energéticos hipotaldmicos
y tejido periférico hace de esta neurotrofina una reguladora de la homeostasis energética,
a través de su funcién anorexigénica, mediando en la respuesta adaptativa a las
fluctuaciones energéticas del cerebro y tejido periférico (Marosi y Mattson, 2014). En
condiciones normales, las neuronas espinosas medianas del nicleo estriado reciben un
aporte de BDNF, mediante transporte anterégrado, desde el cértex cerebral. En la EH,
la sintesis de BDNF en la corteza cerebral se encuentra disminuida en un 50%,
contribuyendo a la vulnerabilidad neuronal del nucleo estriado (Zuccato et al., 2010).
En la EH, la reduccién en la transcripcién de BDNF estd ocasionada por la escisién de
la m-HTT del complejo REST (repressor element-1 silencing transcription factor),
produciendo un aumento de la actividad del represor transcripcional al pasar REST

libremente hacia el nudcleo (Soldati et al., 2013; Ben M’'Barek et al., 2013).



Paralelamente, el transporte anterégrado de BDNF desde el cértex cerebral hasta el
nucleo estriado es interrumpido por la m-HTT, al interactuar el dominio poli-Q_

expandido con las proteinas motoras (HAP-1, huntingtin associated protein-1) y

microtibulos (Gauthier et al., 2004).

PGC-1ay alteraciones del metabolismo energético periférico

La EH es una enfermedad compleja que presenta un componente periférico en su
patologia (Zielonka et al., 2014). La regulacién transcripcional aberrante en la EH es
uno de los mecanismos patogénicos mds importantes subyacentes a la toxicidad de la m-
HTT. Asi, la unién de la m-HTT a diversos factores de transcripcién o coactivadores

puede resultar en una interferencia de la funcién de los mismos (Chiang et al., 2010).

PGC-1o (peroxisome proliferator-activated receptor gamma  coacivator-1a) es un
coactivador transcripcional que regula varios procesos metabdlicos, entre los que se
incluyen la biogénesis mitocondrial, fosforilacién oxidativa, termogénesis adaptativa, p-
oxidacién de dcidos grasos, defensa frente al estrés oxidativo, metabolismo de la glucosa
y especializacién de la fibras musculares (Cui et al., 2006; Lin et al., 2002; McGill y
Beal, 2006). PGC-1 a presenta altos niveles de expresién en aquellos tejidos con mayor
requerimiento energético y alta densidad mitocondrial (McGill y Beal, 2006). El estudio
de modelos animales de la EH y tejido post mértem de pacientes revela una
disminucién de la expresién de PGC-1 & en el nicleo caudado del estriado y musculo
esquelético, zonas muy afectadas en el curso de la enfermedad (Cui et al., 2006; Weydt
et al., 2006; Zielonka et al., 2014). En la EH, la m-HTT interfiere con los reguladores
transcripcionales CREB (cAMP response element-binding protein) y TAF4 (TATA box
binding protein-associated factor), lo que produce una inhibicién de la expresién de PGC-
lo y limita la capacidad de respuesta a la demanda energética (Cui et al., 2006). A su
vez, se cree que la m-HTT puede interactuar directamente con el coactivador PGC-1a,
inactivindolo (Weydt et al., 2006). Finalmente, como consecuencia de la deficiencia en
la funcién o expresion de PGC-I a varios programas génicos importantes en el
metabolismo energético se encuentran alterados en la EH (McGill y Beal, 2006; St-
Pierre et al., 2006; Weydt et al., 2006).
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Alteraciones neuroendocrinas

La ingesta de alimentos estd sujeta a control neuroendocrino a través del efecto de
neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos sobre las diferentes poblaciones neuronales
hipotaldmicas (Sousa-Ferreira et al., 2011). Asimismo, la composicién y funcién del
tejido adiposo repercute en la regulacién de la toma de alimentos y peso corporal, dado
que este tejido presenta un importante componente paracrino y endocrino mediante la
secrecién de adipocitocinas que tienen efecto sobre los nicleos reguladores del sistema
nervioso central (Aziz et al,, 2010). En la EH, la afectacién hipotalimica se ha
correlacionado con alteraciones del patrén alimentario, traduciéndose en disfunciones en
el peso corporal de los pacientes y modelos animales, y por tanto, presentando gran
relevancia en la patologia central y periférica en la enfermedad. En las fases iniciales de
la enfermedad, la ingestién calérica aumenta, con el consiguiente incremento del peso
corporal, en un proceso mediado por la expresién de la m-HTT en el hipotilamo (Hult
et al., 2011). Sin embargo, en estados avanzados y modelos animales de ripida
progresién se produce una pérdida de peso corporal (Aziz et al., 2010; Phan et al., 2009).
Los cambios en la expresién génica del tejido adiposo blanco durante el transcurso de la
enfermedad pueden recapitular parte de las alteraciones metabdlicas surgidas durante las
fases avanzadas de la EH. En los modelos animales de rdpida progresién se observa una
disminucién de los factores de transcripcién adipogénicos claves, asi como de genes de

sintesis y almacenamiento lipidico y adipocitoquinas (Phan et al., 2009).

MicroRNAs: biogénesis y funcion biologica

Los microRNAs (miRNAs) son pequeiios RNAs no codificantes de ~22 nucleétidos
que post-transcripcionalmente silencian genes controlando la traduccién del mRNA
(Esteller, 2011). Los miRNAs son una familia génica muy abundante y bien conservada
evolutivamente, cuya secuencia se presenta en distintos entornos gendémicos. En
humanos, la mayoria de los miRNAs estin incluidos en intrones de transcritos

codificantes y no codificantes de proteinas, aunque también pueden ser hallados en

exones (Ha y Kim, 2014).

En la biogénesis estindar, los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II,
formando miRNAs primarios (pri-miRNA), largos transcritos de RNA de doble cadena

intramolecular en forma de horquilla. Posteriormente, los pri-miRNAs se integran en el
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Figura 3. Biogénesis estindar de un miRNA intrénico
incluido en una regién no codificante de proteina. El
transcrito de miRNA sufre varias modificaciones por la
accién de nucleasas (DROSHA, DICER), hasta ejercer su
funcién en la degradacién y represién del mRNA diana
mediante su integracién en el complejo RISC en
colaboracién con CNOT7/8 (complejo de transcripcion
CCR4-NOT  subunidad 7 y 8), XRN1 (5-3
exorribonucleasa 1) y DCP2 (decapping mRNA 2). Figura
adaptada de Ameres y Zamore, 2013; Huntzinger e
Izaurralde, 2011.
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complejo DROSHA / DGCRS,
formado por la ribonucleasa DROSHA,
y la proteina de unién de RNA
DGCRS8 (Shenoy y Blelloch, 2014).
DROSHA escinde el pri-miRNA en
un fragmento en horquilla de ~60
nucleétidos, formando el miRNA
precursor o pre-miRNA (ver figura 3).
Los pre-miRNAs resultantes son
transportados al citoplasma por la
XPO5 (exportin 5). Una vez en el
citoplasma, la endonucleasa DICER,
junto con TRBP (#ransactivation-
response RNA binding protein), procesa
el pre-miRNA formando una doble
cadena de RNA de ~22 nucleétidos o
diplex de miRNAs. Con la
colaboracién de las chaperonas HSC70
y HSP90, el diplex de miRNA es
cargado en la proteina Argonauta
(AGO). Finalmente, AGO expulsa una
de las cadenas del diplex de miRNA,
formando el complejo RISC (RNA
induced silencing complex), encargado del
silenciamiento de mRNA  diana

(Ameres y Zamore, 2013; Ha y Kim,
2014).

Mis de la mitad de los genes
codificantes de proteinas presentan
sitios de unién para los miRNAs

sugiriendo que su expresién puede estar



sometida a control por medio de los miRNAs (Ameres y Zamore, 2013). Los miRNAs
funcionan como guia para la accién represora de la traduccién de las proteinas AGO,
generalmente mediante el apareamiento con el extremo 3™-UTR (untranslated region) del
mRNA diana. El reconocimiento del mRNA diana se produce tras la hibridacién de los
nucleétidos del extremo 5’ del miRNA, principalmente entre los nucleétidos 2-7, y de
manera accesoria por los nucleétidos 8 y 13-16 (Ha y Kim, 2014). Tras el apareamiento
del complejo RISC con el mRNA diana, la asociacién de la proteina GW182 con
AGO?2 induce modificaciones en los extremos 3’ y 5 del mRNA (deadenilacién y
decapping), reprimiendo la traduccién y promoviendo la degradacién del mRNA

(Ameres y Zamore, 2013; Huntzinger e Izaurralde, 2011).

MicroRNAs circulantes como marcadores biolégicos

Los miRNAs estin presentes en numerosos fluidos corporales, incluyendo suero, plasma,
orina y saliva (Jin et al., 2013). Sin embargo, su procedencia estd sometida a debate,
puesto que existe la posibilidad de que sean liberados de manera incontrolada por las
células o tejidos dafiados, o bien secretados activamente bajo un sistema regulado
(Mendell y Olson, 2012). Independientemente del sistema de liberacion, los miRNAs
circulantes pueden ejercer funciones paracrinas y endocrinas al actuar sobre células

distintas a la fuente de origen (Durmortier et al., 2013).

El hallazgo de perfiles caracteristicos de miRNAs circulantes en suero de pacientes con
cancer y diferentes enfermedades cardiovasculares (Lujambio y Lowe, 2012; Mendell y
Olson, 2012), ha atraido la atencién sobre estas moléculas como posibles biomarcadores
diagnésticos y de fase en diferentes patologias (Dumortier et al., 2013). Entre las
caracteristicas que hacen de los miRNAs circulantes potenciales biomarcadores, capaces
monitorizar el estado de una enfermedad, se encuentra una alta resistencia al ambiente
extracelular (Jin et al., 2013), ya que los miRNAs plasmdticos forman complejos con
AGO2 o estin embebidos en exosomas (Mendell y Olson, 2012), haciéndolos
resistentes a la accién de ribonucleasas, cambios en el pH y temperatura (Jin et al., 2013).
Ademds, los cambios observados en el nivel de los miRNAs circulantes se pueden
correlacionar con cambios en los tejidos durante el proceso de una enfermedad,
pudiendo ser obtenidos mediante técnicas poco invasivas. Sin embargo, también existen

limitaciones en el uso de los miRNAs circulantes como biomarcadores, definidas por

13



una alta complejidad de los circuitos regulatorios, falta de estandarizacién de métodos
para la extraccién y cuantificacién, necesidad de un perfil amplio de miRNAs que
permita aumentar la sensibilidad, ausencia de controles endégenos para normalizar los
datos (Jin et al., 2013) y necesidad de un conocimiento profundo de las bases

moleculares de la patologia (Esteller, 2011).

Los miRNAs circulantes han sido propuestos como potenciales marcadores biolégicos
en diferentes enfermedades neurodegenerativas (Geekiyanage et al., 2012; Jin et al.,
2013). En la EH, existe una necesidad de desarrollar biomarcadores de fase que
permitan predecir la progresién de la enfermedad (Bates et al., 2015). Estudios previos
en modelos experimentales y tejido post mértem de pacientes afectados de la EH han
demostrado que el nivel de expresion de diferentes miRNAs se encuentra alterado
durante el progreso de la enfermedad (Lee et al., 2011; Maciotta et al., 2013). Sin
embargo, hasta el momento, ningin estudio ha descrito un perfil plasmatico de

miRNAs circulantes en pacientes en fase sintomatica de la enfermedad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipétesis

El perfil de miRNAs circulantes plasmaticos se encuentra alterado en pacientes en fase
sintomdtica de la EH, respecto a sujetos sanos y de edad similar, como consecuencia de

la alteracién central y periférica durante el avance de la enfermedad.

Objetivos

1. Determinar qué miRNAs circulantes plasmadticos se encuentran alterados en la
fase manifiesta de la EH.

2. Relacionar los miRNAs circulantes alterados con las rutas moleculares
cominmente desreguladas en la enfermedad.

3. Obtener un perfil de miRNAs circulantes plasmaticos que pueda ser utilizado

como biomarcador potencial de fase en la EH.
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SUJETOS Y METODOS

Disefio del estudio

Para llevar a cabo los objetivos propuestos se ha realizado un estudio de casos (pacientes

de EH) y controles (sujetos sanos de la misma edad que los casos) de tipo transversal.

El analisis de las muestras utilizadas para el estudio se ha llevado a cabo en el laboratorio

del drea de Fisiologia de la Universidad de Oviedo

Sujetos del estudio
Los sujetos para este estudio han sido reclutados en el Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA) entre Febrero y Mayo de 2014. Los pacientes de EH se seleccionaron

en base a los siguientes criterios de inclusién y de exclusion:

*  Criterios de inclusién:
1) Hombres diagnosticados con la EH mediante test genético y en fase manifiesta
de la enfermedad.
2) Numero de repeticiones del triplete CAG comprendido entre 40 y 45.
3) Firma de consentimiento informado.
*  Criterios de exclusién:
1) Pacientes polimedicados para patologias previas.

2) Haber realizado ejercicio fisico 72 horas antes de la toma de muestras.

De un total de 30 pacientes de la EH atendidos en el Servicio de Neurologia del HUCA,
s6lo 10 presentaban un rango de repeticiones CAG adecuado para el estudio. De este
subgrupo de pacientes de la EH, sélo seis pacientes mostraron su conformidad a
participar en el estudio, dando su consentimiento firmado. Los cinco sujetos control han
sido reclutados entre los empleados de la Universidad de Oviedo, estableciendo como
condicién la seleccién de sujetos sanos que estuviesen en un rango de edad similar al de

los pacientes de la EH y que no cumpliesen ninguno de los criterios de exclusién.

Adicionalmente se ha recomendado no cambiar los patrones de dieta antes de la
recopilacién de las muestras. Esta investigacién ha sido aprobada por el Comité Etico

del Hospital Universitario Central de Asturias.
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Obtencion de las muestras de sangre

Las muestras de sangre de los sujetos control y pacientes de la EH han sido obtenidas,
en un estado de ayunas de 8 h previo a la extraccién, por personal técnico experimentado,
usando técnicas y materiales estandarizados. La sangre se ha recogido en tubos con
EDTA vy sistema de vacio (Becton Dickinson) e inmediatamente centrifugados a 900 g
durante 15 min a 4°C. Las muestras de plasma se han almacenado a -80°C hasta su

posterior andlisis.

Aislamiento del RNA y qRT-PCR

El RNA total circulante se ha aislado de 200 pl plasma usando el kit miRCURY RNA
(Exiqon), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. E1 kit RNA spike-in (Exiqon)
se ha utilizado en todas las extracciones. La presencia de RNA en las muestras de la
extracciéon se ha verificado mediante espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific). El ¢cDNA se ha sintetizado usando el kit ¢DNA Synthesis II
(Exiqon). La reaccién RT-PCR se ha llevado a cabo en el equipo 7700 Thermal Cycler
(Bio-Rad). Las fases de la RT-PCR han sido: 60’ a 42°C, 5’ a 95°C y enfriamiento a
4°C para su almacenamiento. Para la cuantificacién de los miRNAs se ha utilizado la
técnica qRT-PCR, usando el kit ExiLENT SYBR Green Master Mix (Exiqon) en un
termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Los ciclos
utilizados para la reacciéon qRT-PCR han sido: 10" a 95°C, 40x (10” a 95°C), 40x (1’ a
60°C), 15” a 95°C, 15”7 a 60°C y 15” a 95°C. Para descartar la presencia de nucleasas,
inhibidores o hemdlisis, el panel miRCURY miRNA Quality Control PCR (Exiqon) se ha
usado previamente al andlisis de los miRNAs. Los miRNAs de los 11 sujetos del estudio
(6 afectados por la EH y 5 controles sanos) se han cuantificado usando paneles de

andlisis de expresion Human miRNome Version 3 (Exiqon) que contienen primers para

752 miRNAs maduros.

El andlisis de la expresién relativa inicial de los miRNAs se ha ejecutado con el software
GenEx (MultiD Analyses AB). Los miRNAs que han presentado senal de
amplificacién en <19% del conjunto de los sujetos han sido descartados. La
normalizacién de la sefial de cada grupo del estudio (control y EH) se ha realizado en
base a la sefial media de expresién de cada grupo. La cuantificacién relativa se ha

obtenido en base al grupo control. Los datos se han convertido a escala logaritmica
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(logz). La tasa de cambio diferencial para cada miRNA entre los grupos del estudio ha

sido obtenida de la diferencia de valores entre el grupo control y pacientes de EH.

Analisis de las rutas y prediccion de las dianas de los miRNAs

Las dianas génicas validadas de los miRNAs se han obtenido de la base de datos
miRWalk 2.0 (Dweep et al., 2011, 2014) y miRTarBase 4.5 (Hsu et al., 2014), en
combinacién con el andlisis de las rutas de KEGG Pathways (Adipocytokine signaling
pathway, Huntington disease pathway, Neurotrophin signaling, AMPK signaling) y
BioCarta (IGFIR pathway, AKT' pathway, mTOR pathway). Se ha establecido un
sistema de seleccién de dianas validadas, en el cual s6lo se han tenido en cuenta aquellas
dianas validadas directamente por ensayos reporter de fragmentos 3'-UTR; excluyendo

otros métodos indirectos que no implicasen este criterio.

Andlisis estadistico

Para la comparacion de la expresién de los miRNAs detectados (n=422) entre los sujetos
control y los pacientes de EH, se ha utilizado el test T para muestras desapareadas de
Student con la correccién de Bonferroni. Tras establecer un valor de significacién
individual de P<0,05, este algoritmo arrojé un valor de significacién corregida de

P<0,000118. El andlisis estadistico se ha ejecutado con el software GenEx Pro versién

5.4.3.710 (MultiD Analyses AB).
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RESULTADOS Y DISCUSION

99 miRNAs circulantes plasmdticos se encuentran alterados en la fase

sintomdtica de la EH

Con el objetivo de determinar un perfil diferencial de miRNAs plasmaiticos en fase
sintomitica de la EH, hemos obtenido muestras de sangre de pacientes de la EH (n=6)
y sujetos control de edad semejante (n=5) (ver tabla suplementaria S1). La
cuantificacién relativa de los miRNAs circulantes en plasma se ha realizado mediante
qRT-PCR. Del total de 752 miRNAs analizados, hemos detectado 422 miRNAs en las
muestras de plasma. Los resultados obtenidos muestran que 99 miRNAs plasmaticos se
hallan significativamente alterados en los pacientes de la EH respecto a los sujetos
control (ver tabla 1). De estos, mas del 90% de los miRNAs alterados se encuentran
sobreexpresados en plasma en los enfermos de la EH, encontrando 96 miRNAs

aumentados y unicamente 3 subexpresados (miR-214-3p, miR-520h y miR-632).

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de trastornos caracterizados por
la muerte neuronal, cuyos mecanismos patogénicos son complejos. Estas enfermedades
suelen presentar aspectos comunes como agregacién proteica, neuroinflamacién y
desregulacién mitocondrial (Goodall et al.,, 2013). Dada la similitud en varios
mecanismos patogénicos en las enfermedades neurodegenerativas, hemos buscado una
correlacién entre el perfil de miRNAs plasmaéticos en la EH y el observado en otras
enfermedades neurodegenerativas, como Parkinson, Alzheimer y esclerosis lateral
amiotrofica. Destacan los trabajos en la enfermedad de Alzheimer, donde se presentan
desregulaciones de los miRNAs plasmaticos let-7d-5p, let-7g-5p, miR-191-5p, miR-
301a-3p (Kumar et al., 2013) y miR-23a-3p (Galimberti et al., 2014), también hallados
en nuestro estudio. Igualmente, la alteracién del miR-23a-3p se ha descrito en esclerosis
lateral amiotrofica, junto al miR-223-3p (Fenoglio et al., 2013). Si bien la tendencia de
la expresién plasmitica de los miRNAs en estos estudios es inversa a la obtenida por
nosotros en la EH, ya que en las otras patologias los miRNAs alterados estdn regulados
a la baja. Este fenémeno puede deberse a la interaccién aberrante de la m-HTT con los
reguladores transcripcionales y coactivadores (Spl, CREB, p53, PGC-1a, REST), lo
que implica una pérdida de la regulacién transcripcional normal en los genes controlados

por estos mecanismos en la EH (Jin y Johnson, 2010; Moumné et al., 2013). Esta
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Tabla 1. miRNAs plasmaticos alterados en la fase sintomitica de la EH

. Tasa de cambio . Tasa de cambio

i diferencial (log,) P-valor L diferencial (log,) P-valor
hsa-let-7d-3p -2,99394 5,75E-06 hsa-miR-28-5p -2,29371 0,00010962
hsa-let-7d-5p -2,76053 1,53E-05 hsa-miR-301a-3p -3,09497 8,13E-06
hsa-let-7g-3p -2,66020 3,34E-05 hsa-miR-301b -2,48766 4,31E-07
hsa—let—7g—5p -2,36572 1,68E-05 hsa—miR—30b—5p -2,64094 2,37E-05
hsa—let—7i—5p -2,16070 2,44E-05 hsa-miR-30d-3p -2,69211 4,14E-05
hsa—miR—lOéa—Sp -1,88490 6,10E-05 hsa—miR—BOd—Sp -3,18109 6,37E-05
hsa-miR-125a-5p -2,35062 1,27E-05 hsa-miR-30e-3p -3,90179 0,00010246
hsa-miR-126-3p -2,80504 7,80E-08 hsa-miR-323a-3p -2,95369 1,21E-07
hsa-miR-126-5p -3,27515 1,46E-06 hsa-miR-326 -3,62437 8,16E-05
hsa-miR-128 -2,78058 2,70E-07 hsa-miR-335-5p -3,85671 4,50E-06
hsa-miR-130a-3p -3,17158 3,80E-05 hsa-miR-337-5p -4,90651 9,63E-06
hsa-miR-130b-3p -3,34049 1,45E-05 hsa-miR-338-3p -3,40013 3,80E-08
hsa-miR-130b-5p -2,20079 7,55E-06 hsa-miR-361-5p -2,69660 5,45E-07
hsa-miR-132-3p -1,63754 7,93E-05 hsa-miR-374b-5p -3,27885 2,31E-07
hsa-miR-134 -3,64536 4,40E-05 hsa-miR-376a-3p -3,60695 3,09E-06
hsa-miR-140-5p -2,05081 5,11E-05 hsa-miR-376b-3p -4,53738 1,31E-07
hsa-miR-142-5p -3,93753 1,39E-07 hsa-miR-381-3p -4,99964 1,37E-06
hsa-miR-145-5p -2,82769 9,55E-05 hsa-miR-382-5p -2,98573 8,33E-06
hsa-miR-146a-5p -3,32874 2,08E-05 hsa-miR-409-3p -2,73866 4,93E-05
hsa-miR-146b-5p -2,55397 3,45E-05 hsa-miR-421 -2,03012 9,45E-05
hsa-miR-148b-3p -3,32341 2,86E-07 hsa-miR-423-3p -3,17617 4,14E-06
hsa-miR-151a-3p -3,52479 1,12E-05 hsa-miR-425-5p -1,55323 2,78E-05
hsa-miR-151a-5p -2,67450 3,85E-06 hsa-miR-431-5p -3,95597 2,14E-05
hsa-miR-152 -2,87921 0,00010489 hsa-miR-432-5p -3,31366 1,27E-05
hsa-miR-154-5p -3,64938 8,07E-05 hsa-miR-433 -4,70787 7,73E-05
hsa—miR—lSlb—Sp -2,54846 2,06E-05 hsa-miR-487a -3,44444 1,69E-05
hsa-miR-181d -2,67480 3,77E-06 hsa-miR-487b -2,88621 7,41E-07
hsa-miR-187-3p -2,43469 0,00010252 hsa-miR-495-3p -2,99547 5,61E-06
hsa-miR-18a-5p -2,53984 4,13E-06 hsa-miR-503-5p -2,23385 3,92E-05
hsa-miR-18b-5p -2,22176 2,98E-05 hsa-miR-505-3p -1,84262 8,88E-05
hsa-miR-1908 -2,83136 4,16E-05 hsa-miR-520h 3,24977 2,77E-05
hsa-miR-191-5p -2,99479 9,12E-07 hsa-miR-548¢-5p -2,55288 5,10E-06
hsa-miR-195-5p -3,42976 6,66E-05 hsa-miR-556-3p -3,86304 1,35E-06
hsa-miR-199a-3p -4,49217 6,89E-06 hsa-miR-574-3p -1,52231 9,41E-05
hsa-miR-199a-5p -3,62575 1,51E-05 hsa-miR-584-5p -3,28745 2,40E-05
hsa-miR-19b-3p -1,41083 3,37E-05 hsa-miR-590-5p -3,13820 6,20E-05
hsa-miR-21-5p -2,88196 5,48E-06 hsa-miR-628-3p -2,66198 8,51E-05
hsa-miR-214-3p 2,96441 7,40E-05 hsa-miR-628-5p -3,02142 2,82E-05
hsa-miR-22-5p -3,30358 2,34E-06 hsa-miR-632 4,60705 1,99E-06
hsa-miR-221-3p -3,30052 3,07E-07 hsa-miR-652-3p -2,68588 3,22E-07
hsa-miR-222-3p -1,91264 2,64E-05 hsa-miR-654-5p -4,21188 3,05E-06
hsa-miR-223-3p -3,38838 1,00E-08 hsa-miR-671-5p -2,64986 0,00011607
hsa-miR-223-5p -3,23180 9,98E-05 hsa-miR-744-5p -4,27470 5,66E-06
hsa-miR-23a-3p -3,32420 5,54E-06 hsa-miR-877-5p -2,99666 6,49E-05
hsa-miR-23b-3p -2,80997 1,53E-07 hsa-miR-889 -2,47403 8,19E-05
hsa-miR-24-3p -3,15492 1,12E-07 hsa-miR-941 -3,30858 1,61E-05
hsa—miR—26a—5p -2,86358 1,78E-06 hsa—miR—98-5p -3,85715 6,06E-06
hsa-miR-27a-3p -5,53711 0,00010617 hsa-miR-99b-3p -3,57155 5,67E-05
hsa-miR-27b-3p -3,48393 6,37E-06 hsa-miR-99b-5p -2,65325 6,27E-05
hsa-miR-28-3p -2,81130 5,45E-05

La tasa de cambio diferencial entre los grupos se ha obtenido de la diferencia de valores entre el grupo control
y pacientes de la EH, expresada en escala logaritmica (logz). Valores negativos de la tasa de cambio diferencial
representan un aumento de los miRNAs plasmiticos en la EH. Valores positivos de la tasa de cambio
diferencial representan descenso de los miRNAs plasmiticos en la EH. P-valor<0,000118
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condicién puede dar lugar a una expresién génica diferencial observada en modelos
animales y enfermos de la EH (Luthi-Carter, 2000, 2002; Seredenina y Luthi-Carter,
2012), pudiendo aumentar los niveles de miRNAs al verse modificada la relacién entre

miRNA y transcrito diana.

La utilizacién de modelos experimentales de la EH ha permitido evaluar la interaccién
de la m-HTT en la biogénesis y expresién de los miRNAs (Lee et al., 2011). El unico
estudio que ha buscado la presencia de miRNAs circulantes plasmaiticos en la EH ha
partido del estudio de modelos celulares de la enfermedad (Gaughwin et al., 2011). En
este trabajo Gaughwin y colaboradores hallan una elevacién significativa del miR-34b y
miR-1285 en un modelo celular transfectado con el exén 1 de la m-HTT (73Q-HTT y
145Q-HTT). Tras ampliar su estudio a pacientes en diferentes fases de la enfermedad,
encuentran que solo el miR-34b se presenta elevado en el plasma de pacientes
asintomaticos. A pesar de la novedad del estudio, el disefio experimental presenta ciertas
limitaciones. La busqueda de miRNAs se efectda en cultivos de una tnica linea celular
transfectada exclusivamente con el exén 1 de la m-HTT con la intencién de ser
extrapolable al plasma de pacientes, sin tener en cuenta el caricter sistémico y complejo
de la EH, limitando a dos miRNAs el potencial del estudio en humanos. Este hecho se
ve reflejado en el perfil diferencial del modelo in wvifro, donde se pueden observar
cambios en varios de los miRNAs que nosotros si obtenemos desregulados en las
muestras de plasma en la EH (ver figura suplementaria S2). Nuestro trabajo, a
diferencia del de Gaughwin y colaboradores, parte directamente de muestras plasmaticas
de pacientes, lo que nos permite determinar gran nimero de miRNAs alterados y, por
tanto, aumentar la proyeccién del estudio a la hora de encontrar diferencias entre los

enfermos y los sujetos sanos.

Los miRNAs en circulacién sanguinea podrian tener su origen en las estructuras
celulares dafiadas en condiciones patoldgicas (Dumortier et al,, 2013). Dada la
especificidad tisular y celular de los miRNAs, los cambios en los miRNAs circulantes
reflejan las alteraciones en los tejidos o células dafiadas durante el proceso de una
enfermedad (Jin et al., 2013). La atrofia del estriado y corteza cerebral es un proceso
muy importante en la patogénesis de la EH, pudiendo ser observada en individuos

asintomaticos y sintomiticos (Ross et al., 2014; Zuccato et al., 2010). Varios estudios se
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han centrado en el andlisis de la expresién de los miRNAs en tejido neuronal en la EH.
Marti y colaboradores (Marti et al., 2010) analizan la expresién de miRNAs en tejido
post mértem de corteza frontal y estriado de 6 pacientes en un rango de repeticiones
CAG similar al nuestro, obteniendo que mayoritariamente los miRNAs se presentan
elevados (59%), lo que sugiere que la sobreexpresién de los miRNAs es un rasgo
caracteristico de la EH. Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por estos
autores, observamos que cuatro miRNAs (miR-148b-3p, miR-151a-3p, miR-19b-3p,
miR-27b-3p) elevados en corteza cerebral y estriado, también se presentan con la misma
tendencia en plasma en nuestro estudio. Sin embargo, la expresién de los miRNAs:
miR-128, miR-181d, miR-221-3p, miR-222-3p, miR-382-5p, miR-432-5p y miR-433,
se encuentra disminuida en los tejidos post mértem, difiriendo de nuestros resultados en
plasma. Otros estudios han analizado la expresién de miRNAs en corteza motora de
pacientes de la EH, basdndose en la seleccién de miRNAs con dianas potenciales en
genes implicados en la patologia de la EH, como REST (Jonhnson et al., 2008, Packer
et al., 2008). REST es un regulador transcripcional importante en la patogénesis de la
EH, ya que reprime genes fundamentales para el desarrollo neuronal, como BDNF
(Soldati et al., 2013; Zuccato et al., 2010). En su estudio, Johnson y colaboradores
muestran una reduccién significativa del miR-132 en el drea 4 de Brodmann (corteza
motora) en pacientes afectados por la EH, en contraposicién a los resultados obtenidos
por Packer y colaboradores (2008) en la misma drea de la corteza motora y a los
obtenidos por nosotros en plasma. Recientemente, un trabajo de Hoss y colaboradores
(2015) ha identificado varios miRNAs sobreexpresados en corteza prefrontal en una
larga cohorte de pacientes de la EH, correlacionando su expresién con el grado de
neurodegeneracién y progresién de la EH. De estos miRNAs alterados en el drea 9 de
Brodmann, solo el miR-196a-5p y miR-106-5p se presentan elevados en nuestro
estudio en plasma. Sin embargo, 6 miRNAs aumentados en tejido post mértem, que no
han mostrado relacién con la neurodegeneracién y progresion, si se encuentran elevados
en plasma: miR-106a-5p, miR-126-5p, miR-142-5p, miR-199a-5p, miR-223-3p y
miR-28-5p. A pesar de ello, numerosos miRNAs que han sido descritos en estos
estudios alterados en tejido cerebral en la EH no se presentan modificados en nuestro

estudio en plasma (ver tabla suplementaria S2).
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Las alteraciones del metabolismo energético tienen gran importancia en la patologia de
la EH (McGill y Beal, 2006; Phan et al., 2009). Comtnmente, la EH se manifiesta con
cambios en la composicién de la masa corporal de los pacientes y en el patrén de ingesta
de alimentos (Aziz et al., 2010; Hult et al., 2011). Las alteraciones en el metabolismo de
la glucosa se traducen en un aumento de la resistencia a la insulina, predisponiendo a los
pacientes de la EH a desarrollar diabetes mellitus (Lali¢ et al., 2008; Phan et al., 2009).
Por ello, nos preguntamos si el perfil de miRNAs obtenidos en plasma de pacientes con
obesidad y diabetes de tipo 2 presenta analogia con nuestros resultados obtenidos en la
EH. Al igual que nuestro estudio, la elevacién de los miRNAs miR-140-5p y miR-222-
3p ha sido descrita en pacientes con obesidad mérbida (Ortega et al., 2013) y diabetes
mellitus de tipo 2 (Ortega et al., 2014). El aumento plasmitico del miR-140-5p estd
asociado a la resistencia a la insulina, mientras que la elevacién plasmitica del miR-222-
3p es inducible en situaciones de alta concentracién periférica de insulina (Ortega et al.,
2014). La elevacién del miR-221-3p, presente en pacientes de obesidad mérbida
sometidos a intervencién quirdrgica para la pérdida de peso, sugiere una relacién entre
los niveles circulantes del miR-221-3p y la masa corporal (Ortega et al., 2013).
Asimismo, la elevacién plasmatica del miR-326 se ha encontrado inversamente
correlacionada con los niveles de adiponectina en pacientes diabéticos (Santovito et al.,

2014), sugiriendo un mecanismo regulatorio entre las dos moléculas.

El hecho de que el patrén de miRNAs circulantes plasmaticos y el citoplasmatico
obtenido en tejido cerebral sea distinto, podria deberse a que la EH presenta un
importante componente periférico en la patogénesis, reflejado en el perfil de miRNAs
circulantes. A pesar de ello, es probable que los miRNAs plasmiticos sean secretados
activamente por los diferentes tejidos, por lo que la determinacién de este sistema de
secrecién seria necesaria para comprender el origen de los miRNAs circulantes en la
enfermedad. Aun asi, las semejanzas observadas entre el perfil plasmatico de miRNAs
en la EH y los correspondientes a patologias como diabetes y obesidad, apoya la idea de
que durante el curso de la EH se producen alteraciones metabdlicas potencialmente
detectables a través de los miRNA circulantes. Por ello, la accién de la m-HTT en
tejido periférico parece contribuir a la modificacién de los niveles de miRNAs
plasmaticos. Por tanto, es posible que el perfil de miRNAs observado en el plasma sea la

suma de las aportaciones de los diferentes tejidos afectados durante la enfermedad. Sin
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embargo, para afirmar esta hipétesis seria necesario ampliar el estudio haciendo un perfil
de miRNAs en distintos tejidos y fases de la enfermedad en un mayor nimero de

pacientes.

La expresion de los miRNAs intronicos en la EH puede estar alterada por su

entorno génico

Dependiendo de la localizacién gendémica, la transcripcion de los miRNAs puede estar
sometida a control por parte de promotores propios o de los genes en los que se incluyen
(Dumortier et al., 2013). Normalmente, los miRNAs intrénicos comparten promotor
con su gen portador, aunque algunas veces pueden presentar promotores distintos a los
de los genes en los que se localizan (Ha y Kim, 2014). Independientemente de las dianas
de los miRNAs, se ha examinado el entorno génico de los miRNAs plasmiticos
alterados ante la posibilidad de que los miRNAs intrénicos se encuentren codificados en
genes cuya expresion pueda estar modificada en la EH y, por tanto, pueda influir en el
nivel de expresién de los mismos (ver tabla suplementaria S3). Cinco miRNAs
intrénicos, miR-128-2, miR-26a-5p, miR-301a-3p, miR-584-5p y miR-941, se
presentan en genes codificantes que son susceptibles de estar alterados en la enfermedad,
bien por estar sometidos a control transcripcional por reguladores afectados en la EH, o
bien por estar contenidos en proteinas con funciones importantes en las rutas
patogénicas. Por ello, la sobreexpresién de estos miRNAs intrénicos puede estar

condicionada por la expresién genes que los albergan.

El miRNA intrénico miR-128 regula el comportamiento motor modulando las redes de
sefializacién y excitabilidad neuronal. El miR-128-2 codificado en el gen ARPP21 (21-
kD cAMP-regulated phosphoprotein), contribuye mayoritariamente a la expresién de este
miRNA en el cerebro (Tan et al., 2013). ARPP21, codifica la proteina RCS (regulator of
calmodulin signaling), importante en la integracién de sefiales de los neurotransmisores
en las neuronas espinosas medianas del estriado (Rakhilin et al., 2004). La fosforilacién
del RCS, a través de las sefiales de proteinas receptoras G dependientes de la activacién
de PKA (protein kinase A), produce una inhibicién competitiva de las enzimas
dependientes de calmodulina, suprimiendo el flujo de Ca* en las neuronas del estriado
(Rakhilin et al.,, 2004). La disfuncién en la sefializacién de Ca?* es uno de los

mecanismos patogénicos asociados a la accién aberrante de la m-HTT en las neuronas
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del estriado, donde la acumulacién de Ca?* conduce a la apoptosis neuronal (Zuccato et
al., 2010). La expresion de ARPP21 se ha encontrado disminuida en la EH, asociada a
cambios en la sefializacién de las proteinas receptoras G (Seredenina y Luthi-Carter,
2012) y a una supresién de BDNF' en modelos animales (Ivkovic y Ehrlich, 1999).
Debido a la importancia de esta ruta en la regulacién del Ca®* en el estriado y dada la
modificacién en la expresién de ARPP21 en la EH, cabria esperar un descenso de los
niveles de expresién del miR-128. Por lo que el estudio de la regulacién génica del miR-
128 se hace necesario para comprender el mecanismo subyacente a la elevacién

plasmitica del miRNA en la fase sintomdtica de la EH.

El miR-26a estd codificado en las fosfatasas CTDSPL (CTD small phosphatase-like) y
CTDSP2 (CTD small phosphatase-2). La expresion de estas fosfatasas es exclusiva de los
tejidos no neuronales, siendo reclutadas por el complejo REST/NRSF (repressor element
1 (RE-1)-silencing transcription  factor/neuron-restrictive silencer factor) para el
silenciamiento de genes neuronales (Yeo et al., 2005). El represor transcripcional REST
se encuentra asociado a la HTT en el citoplasma. En la EH, esta asociacién estd
interrumpida, incrementando la actividad del complejo (Soldati et al., 2013). La
interaccién de la m-HTT con el complejo REST/NRSF ha sido descrita como una de
los principales mecanismos patogénicos neuronales en la EH. En la enfermedad, la
accién del complejo en los tejidos no neuronales puede aumentar la restriccién génica de
manera aberrante (Zuccato et al., 2010). Por lo que el aumento de la expresién del miR-

26a podria ser reflejo del incremento de las CTDSPLs en los tejidos no neuronales, ante

la mayor actividad del complejo REST/NRSF en la EH.

El miR-301a aumenta indirectamente la expresién del gen en el que estd codificado,
SKA?2 (spindle and kinetochore associated complex subunit 2). Este miRNA interactta con
el extremo 3UTR de MEOX2 (mesenchyme homeobox 2) inhibiendo su expresién. La
inhibicién de MEOX2 permite la expresién y activacién de ERK1/ERK2 (extracellular
regulated kinases) y, seguidamente, la fosforilacion de CREB, que se une al promotor
SKA2 regulando su expresién (Cao et al., 2010). La regulacién transcripcional a través
de CREB se encuentra alterada en la EH (McGill y Beal, 2006; Seredenina y Luthi-
Carter, 2012; Zuccato et al., 2010). El dominio poli-Q_expandido de la m-HTT

interfiere en su forma soluble y agregada con CREB y sus cofactores, impidiendo su
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normal funcionamiento (Moumné et al., 2013; Seredenina y Luthi-Carter, 2012). Del
mismo modo, el gen SH3TC2 (SH3 domain tetratricopeptide repeatr domain 2), en el que
estd incluido el miR-584, presenta un enhancer regulado por CREB a 150 kb del inicio
de transcripcién. Curiosamente, un polimorfismo en este elemento regulador se ha
asociado a la severidad de la neuropatia de Charcot-Marie-Tooth al reducir la actividad
transcripcional de SH3TC2 (Brewer et al., 2014). Por ello, la investigacién de los
mecanismos regulatorios de estos dos miRNAs es imprescindible para entender como
las interacciones entre la m-HTT, CREB y sus cofactores pueden inducir una expresién
plasmatica aberrante del miR-301a y miR-584 obtenida en la EH, ya que normalmente
en la patologia estos mecanismos se encuentran asociados a una disminucién de la

transcripcién de los genes que regulan.

El miR-941 se encuentra integrado en el gen DNAJCS, codificante de la proteina CSP
(cysteine string protein), expresada en las vesiculas secretoras y sindpticas (Cadieux-Dion
et al., 2013). La CSP promueve la inhibicién de las proteinas G y canales de Ca*,
reprimiendo la liberacién de neurotransmisores en el mantenimiento de las sinapsis
(Miller et al., 2003). En modelos in vitro de la EH, Miller y colaboradores (2003)
encuentran que la expansién del dominio poli-Q_en la m-HTT produce un secuestro de
la CSP, bloqueando la inhibicién de canales de Ca*. Por tanto, de manera similar a lo
que sucede con el miR-128, la sobreexpresiéon del miR-941 puede deberse a las
alteraciones en la regulacién de la homeostasis del Ca* observada en la EH, al secuestrar
la m-HTT el producto proteico del gen DNAJCS5 e interferir directamente en la ruta de

sefializacién.

Como el entorno génico de estos miRNAs intrénicos parece encontrarse modificado a
distintos niveles por los efectos de la m-HT'T, los miRNAs miR-128-2, miR-26a-5p,
miR-301a-3p, miR-584-5p y miR-941 son candidatos a una validacién funcional en
posteriores estudios. Ademds, se hace necesario investigar la implicacién en los
mecanismos patogénicos de las proteinas en las que se encuentran codificados, con el
objetivo ampliar el conocimiento de sus mecanismos reguladores e identificar qué papel

presentan en la EH.
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Los miRNAs plasmdticos presentan miiltiples dianas validadas en la rutas

afectadas por EH

En la EH, la desregulacién del transcriptoma incluye una larga lista de genes asociados a
la sefializacién de neurotrofinas, regulacién metabdlica, sefializacién intracelular,
homeostasis energética y regulacion transcripcional (Bates et al., 2015; Seredenina y
Luthi-Carter, 2012; Zuccato et al., 2010). Desde el punto de vista funcional, la
validacién de la alteracién de los miRNAs en las enfermedades neurodegenerativas
depende del conocimiento de las bases moleculares de la enfermedad, permitiendo
determinar que genes o vias se ven afectados por la accién de los miRNAs en la
patologia (Esteller, 2011). Para acotar los numerosos miRNAs plasmaticos alterados
que hemos encontrado en los pacientes de nuestro estudio y con el objetivo de establecer
una relacién directa con las principales rutas desreguladas en la enfermedad, hemos
seleccionado los miRNAs que poseen dianas validadas sobre los genes de dichas rutas.
Tras el andlisis bioinformdtico, encontramos que 30 genes de las distintas rutas

biolégicas analizadas son dianas validadas de 33 miRNAs alterados en el estudio (ver

tabla 2).

Tabla 2. Genes diana de los miRNAs alterados en plasma en la EH para las rutas bioldgicas analizadas

Gen miRNA Gen miRNA

BBC3  miR-221-3p,-222-3p MDM2  miR-18b-5p, -145-5p, -221-3p,

BCL2 miR-181d, -181b-5p, -195-5p, 21-5p MTOR miR-99b-5p

BCL2LI  let-Tg-5p PIK3 miR-126-3p, -221-3p, -376a-3p

BDNF miR-195-5p PRKAA miR-19b-3p

CHUK miR-195-5p, -223-3p, -23b-3p PPARG miR-130a-3p, -130b-3p, -27b-3p

CREB miR-134,-214-3p PPARGCla miR-23a-3p

FOX03  miR-221-3p, -222-3p, -232-3p PTEN  miR-19b-3p, -21-5p, -214-3p, -221-3p, -222-3p, -232-3p, -26a-5p
G6PC miR-23a-3p RAF1 miR-195-5p

HDAC2 — miR-145-5p RASAT  miR-21-5p,-335-5p

IGF1 miR-27a-3p SIRT1 miR-128, -132-3p, -140-5p,-181b-5p, -195-5p, -199a-5p
IGFIR  miR-152,-181b-5p, -223-3p, -335-5p, -376a-3p SOCS3  miR-19b-3p

IKBKB miR-199a-5p SOD2 miR-222-3p

IRS1 miR-126-3p, -145-5p, -152 SP1 miR-21-5p, -335-5p

MAPKI  miR-28-5p,-335-5p TBP miR-146a-5p

MCL1 miR-181b-5p TP53 miR-125a-5p, -214-3p, -30d-5p

Las dianas génicas validadas se han obtenido de las bases de datos miRWalk 2.0 y miRTarBase 4.5

Ruta de AKT. En la progresién de la EH se produce una reduccién de la sefializacién de
la via AKT que estimula la apoptosis celular y la disfuncién mitocondrial (Bowles y
Jones, 2014; Ribeiro et al., 2014). Ademds, la hiposfosforilacién de la m-HTT por
AKT provoca una mayor protedlisis, acumulacién de agregados y deficiencia en el

transporte de neurotrofinas (Zuccato et al, 2010). Como los miRNAs pueden contribuir
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a la regulacién génica de esta ruta, hemos analizado los miRNAs alterados en el plasma
de pacientes en busca de posibles candidatos que puedan interferir en la sefializacién de
la via. Ninguno de los 99 miRNA analizados presenta como diana AK7. Sin embargo,
numerosos miRNAs sobreexpresados en plasma de los pacientes tienen como dianas a
los factores de crecimiento BDNF (miR-195-5p), IGFI (miR-27a-3p); el receptor
IGFIR (miR-152, miR-181b-5p, miR-223-3p, miR-335-5p, miR-376a-3p) y los
transductores RASAI (miR-21-5p, miR-335-5p), IRSI (miR-126-3p, miR-145-5p,
miR-152), PIK3 (miR-126-3p, miR-221-3p, miR-376a-3p), RAFI (miR-195-5p) y
MAPKI (miR-28-5p, miR-335-5p). Asi como, los genes antiapoptéticos activados por
la sefializacién de la via, incluyendo BCL2 (miR-181d, miR-181b-5p, miR-195-5p,
miR-21-5p), BCL2L1 (let-7g-5p) y MCLI (miR-181b-5p). Ademds observamos que
gran nimero de los miRNAs del estudio tienen como diana el regulador negativo de la
via PTEN (miR-19b-3p, miR-21-5p, miR-214-3p, miR-221-3p, miR-222-3p, miR-
23a-3p, miR-26a-5p). Por ello, la elevacién de estos miRNAs, que mayoritariamente
hacen diana en los genes que incrementan la sefializacién de la ruta, podria resultar en
un incremento de la inhibicién de la via, amplificando los efectos pro-apoptéticos de la
m-HTT en la enfermedad. Por lo que seria necesario evaluar la captacién de estos
miRNAs circulantes por los distintos tejidos y de qué manera contribuyen a los efectos

pro-apoptéticos en esta ruta desregulada en la EH.

Ruta de mTOR. En la EH, el secuestro de mTOR en los agregados tiene un papel
protector al inducir autofagia y reducir los niveles de agregados (Zuccato et al., 2010).
Sin embargo, esta inhibicién de mTOR, junto con el secuestro de los coactivadores de la
ruta PPAR-y y PGC-1a por la m-HTT, induce fallos en la adipogénesis, la respuesta al
estrés oxidativo y el metabolismo mitocondrial y lipidico (Jin et al., 2012; Laplante y
Sabatini, 2012). Por ello, la accién de los miRNAs plasmaticos elevados en los pacientes
pueden contribuir a la desregulacién del metabolismo periférico observada en la EH.
Los efectos de la m-HTT vy el hallazgo de la elevacion plasmitica del miR-99b-5p,
diana de MTOR, junto con la elevacion plasmatica de los miRNAs miR-130a-3p, miR-
130b-3p y miR-27b-3p, dianas de PPARG, y miR-23a-3p, diana de PPARGCI1A,
sugiere que la hipofuncién de esta ruta contribuye a la patogénesis metabélica en la EH.
Asumiendo la funcién endocrina de los miRNAs circulantes sugerida por varios estudios

(Dumortier et al., 2013; Mendell y Olson, 2012), en general, podemos decir que estos
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miRNAs interferentes en la ruta de mTOR pueden contribuir a la desregulacién
metabdlica sistémica observada en la EH, ya que podrian exacerbar los defectos
metabdlicos al disminuir la retroalimentacién entre las vias afectadas de AKT y mTOR.
La experimentacién en modelos de la enfermedad permitiria averiguar si la
sobreexpresiéon de estos miRNAs contribuyen a los defectos metabdlicos en tejido

cerebral y periférico o son simplemente artefactos en nuestro estudio.

Via IKK/ NFxB. La HTT estd sujeta a modificaciones post-traduccionales por el
complejo IKK (IxB kinase), promoviendo la degradacién de la proteina en el proteosoma.
La expansién del dominio poli-Q_en la EH conduce a un menor nivel de degradacién
de la m-HTT, al interactuar defectuosamente con IKK, acumulindose en agregados
citotéxicos (Thompson et al., 2009). Generalmente, la activacién de NFkB (nuclear
Jactor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) tiene efectos pro-supervivencia en
las células. Sin embargo, la activacién crénica de la via IKK/NF«B, induce una respuesta
inflamatoria elevada que al ser mantenida en el tiempo tiene efectos neurotéxicos en la
EH (Bowles y Jones, 2014). En nuestro estudio observamos la elevacién plasmaitica de
diversos miRNAs diana sobre el complejo IKK. Concretamente los miRNAs miR-195-
5p, miR-223-3p, miR-23b-3p (CHUK) y miR-199a-5p (IKBKB), pudiendo contribuir
al descenso de la senalizacién de la ruta IKK/NF«kB en la EH y, por tanto, presentando

un papel antiinflamatorio.

TP53. La unién de la m-HTT a p53 produce un aumento de la expresién de p53,
incrementando su actividad transcripcional, lo que produce la sobreexpresién de los
genes pro-apoptéticos BAX (BCL2-associated X protein) y BBC3 (BCL2 binding
component 3) (Bowles y Jones, 2014; Zuccato et al., 2010). Hasta la fecha, un dnico
trabajo valora la alteracién de los miRNAs y la sobreexpresién de p53 en modelos
celulares y animales de la EH (Ghose et al., 2011). Al igual que Ghose y colaboradores,
hallamos modificaciones en los niveles del miR-146a-5p, aunque con distinta tendencia.
Si bien no hemos encontrado alterados los niveles plasmdticos de los miRNAs miR-
125b y miR-150 que tienen como diana génica 7'P53, si observamos un descenso del
miR-214-3p, que tiene como diana a este supresor tumoral. A pesar de ello otros
miRNAs dianas de 7P53, MDM?2 y el gen pro-apoptético BBC3 se encuentran

elevados (ver tabla 2). Las diferencias entre ambos estudios son obvias, pero dado que

29



nuestro estudio se centra en el entorno plasmatico de pacientes y no en un entorno
intracelular, no podemos argumentar que las diferencias observadas sean excluyentes

entre si.

Ruta de las adipocitocinas. En la EH, la respuesta a las adipocitocinas orexigénicas y
anorexigénicas mediante la sefializacién de AMPK (5° AMP-activated protein kinase) se
puede ver interrumpida por la interferencia directa de la m-HTT con SIRT (sirtuin),
PGC-1a y CREB, e indirectamente con FOXO3 (forkhead box O3) (Aziz et al., 2010;
Kannike et al., 2014; Mounmé et al., 2013; Zhang et al., 2009). En la EH, la actividad
de la AMPK en el musculo esquelético es baja, induciendo un fallo en la regulacién
metabdlica, mientras que en el cerebro la actividad de la AMPK es alta, potenciando las
sefiales pro-apoptéticas (Ju et al., 2012). Debido a la importancia de la via de AMPK en
la coordinacién del estado metabdlico en tejido cerebral y musculo esquelético, dos de
los tejidos mds afectados en la EH, es necesario determinar qué papel presentan los
miRNAs circulantes en la interferencia de la sefializacién en esta ruta. En nuestro
estudio no hemos encontrado ningin miRNA que tenga a la leptina (LEP) o a su
receptor (LEPR) como dianas. Sin embargo si obtenemos miRNAs con dianas sobre
AMPK o PRKAA (miR-19b-3p), FOXO3 (miR-221-3p, miR-222-3p, miR-23a-3p),
SIRT1 (miR-128, miR-132-3p, miR-140-5p, miR-181b-5p, miR-195-5p, miR-199a-
5p), SOCS3 (miR-19b-3p) y SOD2 (miR-222-3p). Las consecuencias funcionales de la
elevacién plasmitica de estos miRNAs, que mayoritariamente regulan negativamente
esta via, son desconocidas; pero a nivel celular supondria la reduccién de los efectos pro-
apoptéticos producidos por la activacién de la AMPK en tejido cerebral, pudiendo ser

perjudicial para la regulacién de la funcién metabdélica en tejido periférico.

Reguladores transcripcionales. La m-HTT puede interactuar directamente y secuestrar en
los agregados los factores de transcripcién, coactivadores y represores transcripcionales,
tales como CREB, REST, PGC-1a, p53, TAF4, Spl (Specifity protein-1), CBP
(CREB-binding protein), TBP (TATA box binding protein) alterando su normal
funcionamiento (Moumné et al., 2013; Seredenina et al., 2012; Zuccato et al., 2010). El
andlisis de la dianas validadas muestra que varios miRNAs aumentados en plasma de
pacientes de la EH tienen como dianas CREB (miR-134), SP1 (miR-21-5p y miR-335)
y TBP (miR-146a-5p). Por ello, la pérdida de la homeostasis de estos miRNAs
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plasmaticos observada en nuestro estudio puede ser complementaria a la accién de la m-
HTT, incrementando la desregulacién génica al verse aumentada la expresién de

miRNAs que presentan dianas en estos reguladores transcripcionales.

Globalmente, podemos observar que los miRNAs plasmiticos alterados en la EH
presentan dianas génicas a varios niveles de rutas importantes para el correcto
funcionamiento celular, como la sefializacién de AKT, mTOR, NF«B, p53,
adipocitocinas y reguladores transcripcionales (ver figura 4). Ademds, gran nimero de
los miRNAs presentan dianas en los genes encargados de coordinar el estado metabélico
celular, por lo que podrian ser potenciales biomarcadores de las alteraciones metabélicas
ocurridas en la progresién de la patologia. Sin embargo, la caracterizacién funcional de
estas complejas interacciones entre miRNA y mRNA es imprescindible para poder
comprender los mecanismos patogénicos en la EH desde un punto de vista mas amplio
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Figura 4. Rutas bioldgicas analizadas en las que interviene la huntingtina (HTT) y los miRNAs plasmadticos
alterados en la EH. La HTT aparece junto a las proteinas con las que interactia directamente. Las proteinas
codificadas por genes que son dianas validadas de los miRNAs alterados en plasma de pacientes de la EH se
muestran en color. Los genes que son dianas validadas de los miRNAs se muestran destacados en negrita. Ver la
tabla 2 para conocer los miRNAs dianas de los genes representados en la figura. La interconexién entre las rutas se
ha representado utilizando la combinacién de las bases de datos de rutas KEGG Pazhways y BioCarta.
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25 miRINASs plasmdticos presentan un alto potencial como marcadores biologicos de la
fase sintomdtica en la EH

La EH es una enfermedad neurodegenerativa muy compleja que precisa del desarrollo
de marcadores biolégicos que permitan orientar las intervenciones terapéuticas dirigidas
a reducir los efectos de la progresion de la enfermedad (Bates et al., 2015; Zuccato et al.,
2010). Dada la expresién ubicua de la m-HTT y sus efectos a nivel central y periférico,
se abre la posibilidad de utilizar los miRNAs circulantes como biomarcadores capaces de

recopilar las alteraciones tisulares observadas en la EH.

Atendiendo a la tasa de cambio diferencial de los miRNAs plasmaticos observada entre
controles y pacientes de la EH, hemos fijado un valor limite por el cual los miRNAs
plasmaticos con una tasa de cambio diferencial comprendida entre + 2,5 (logz) han sido
descartados. Esto nos permite minimizar el error producido por la dispersién de los
valores en la cuantificacién relativa dentro de los grupos del estudio (ver figura
suplementaria S1), ya que el nimero de pacientes incluido en el estudio es reducido y no
todos presentan la misma fase de la enfermedad. Complementariamente, se ha
analizado el enriquecimiento de los miRNAs en diferentes tejidos con los datos
procedentes de GEQO DaraSets (Gene Expression  Omnibus). La expresiéon de los
miRNAs en sujetos control se ha obtenido en los siguientes tejidos: muasculo esquelético
(GSE23572), tejido adiposo (GSE18470) y corteza prefrontal (GSE64977);
permitiéndonos seleccionar aquellos miRNAs que presentan mayor expresién en estos
tejidos, comunmente modificados en la EH, como posible fuente o diana de los
miRNAs  plasmiéticos.  Finalmente, integrando el andlisis bioinformatico
correspondiente al entorno gendémico y dianas génicas de los miRNAs en las rutas
analizadas, hemos obtenido 25 miRNAs plasmiticos que presentan potencial como

marcadores biolégicos de la alteracién sistémica observada en la fase sintomdtica de la

EH (ver tabla 3).
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Tabla 3. miRNAs circulantes plasmiticos que presentan un alto potencial para ser marcadores biolégicos de la
fase sintomitica de la EH

. Tasa de cambio Dianas Expresién en Expresién en Expresién en
miRNA P-valor diferencial (log,) génicas (n) musculo esquelético' tejido adiposo! corteza prefrontal'
hsa-miR-126-3p 7,80E-08 -2,80504 2 Alta Alta Alta
hsa-miR-128 2,70E-07 -2,78058 1 Alta Media Alta
hsa-miR-130a-3p  3,80E-05 -3,17158 1 Media Alta Alta
hsa-miR-145-5p 9,55E-05 -2,82769 4 Alta Alta Alta
hsa-miR-146a-5p  2,08E-05 -3,32874 1 Media Media Alta
hsa-miR-152 1,05E-04 -2,87921 2 Alta Media Alta
hsa-miR-181b-5p  2,06E-05 -2,54846 4 Media Media Alta
hsa-miR-181d 3,77E-06 -2,67480 1 Media Media Alta
hsa-miR-195-5p 6,66E-05 -3,42976 5 Alta Alta Alta
hsa-miR-199a-5p  1,51E-05 -3,62575 2 Media Alta Media
hsa-miR-21-5p 5,48E-06 -2,88196 4 Alta Alta Alta
hsa-miR-214-3p 7,40E-05 2,96441 3 Alta Media Media
hsa-miR-221-3p 3,07E-07 -3,30052 5 Media Media Alta
hsa-miR-223-3p 1,00E-08 -3,38838 2 Media Alta Media
hsa-miR-23a-3p 5,54E-06 -3,32420 5 Alta Alta Alta
hsa-miR-23b-3p 1,53E-07 -2,80997 2 Alta Alta Alta
hsa-miR-26a-5p 1,78E-06 -2,86358 1 Alta Alta Alta
hsa-miR-27a-3p 1,06E-04 -5,53711 1 Alta Alta Alta
hsa-miR-27b-3p 6,37E-06 -3,48393 1 Alta Alta Alta
hsa-miR-301a-3p  8,13E-06 -3,09497 - Alta Alta Alta
hsa-miR-30d-5p 6,37E-05 -3,18109 1 Media Media Alta
hsa-miR-335-5p 4,50E-06 -3,85671 3 Media Media Alta
hsa-miR-584-5p 2,40E-05 -3,28745 - Media Media Alta
hsa-miR-941 1,61E-05 -3,30858 - Media Media Alta
hsa-miR-99b-5p 6,27E-05 -2,65325 1 Alta Media Alta

1: el nivel de expresion de los miRNAs en musculo esquelético, tejido adiposo y corteza prefrontral se ha obtenido
de la expresion promedio de 834, 263 y 934 miRNAs respectivamente (calculado como Media + Desviacién
estandar). Los datos se han obtenido de la base de datos GEO DatzaSets: GSE23572, GSE18470 y GSE64977.

A pesar de que los resultados obtenidos son prometedores, este trabajo presenta varias
limitaciones. Debido a los criterios de inclusién y exclusién del estudio, junto con el
hecho de que la EH sea una enfermedad de baja prevalencia, el nimero de sujetos
incluidos en el estudio no nos permite tener una alta potencia estadistica. Por ello, seria
necesario aumentar el nimero de pacientes con el objetivo de validar los resultados
obtenidos, siendo conveniente establecer diferentes grupos en funcién del estadio de la
enfermedad, ante la imposibilidad de descartar que los perfiles de miRNAs sean
especificos en las diferentes fases sintomdticas de la patologia. Asimismo, el estudio estd
centrado en la busqueda de 752 miRNAs presentes en el panel comercial utilizado, por
lo que la utilizacién de técnicas como la secuenciacién masiva permitiria ampliar, con

caricter general, los resultados obtenidos.
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Pese a los problemas a la hora de esclarecer los procesos subyacentes a la desregulacién
de los miRNAs circulantes en los procesos patolégicos; teniendo en cuenta las relaciones
descriptivas que hemos podido establecer en este estudio, los miRNAs circulantes se
perfilan como futuros biomarcadores de las enfermedades neurodegenerativas,
especialmente en la EH. La utilidad de estas moléculas de RNA como marcadores
biolégicos de fase y prondstico permitiria establecer intervenciones terapéuticas con el
objetivo de ralentizar el progreso de la EH, pudiendo tener un gran impacto en la
calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, es necesario profundizar en el
conocimiento de las interacciones entre los miRNAs y mRNAs a nivel sistémico, lo que
nos permitiria entender el significado funcional de estas alteraciones en la EH y

esclarecer su contribucién a la progresién de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

1. El perfil plasmatico de los miRNAs circulantes en la EH se encuentra alterado
en la fase sintomitica de la enfermedad.

2. Los miRNAs alterados en la fase sintomitica de la EH presentan dianas génicas
involucradas en algunas de las principales rutas modificadas por la accién de la
m-HTT.

3. Proponemos a los miRNAs circulantes miR-126-3p, miR-128, miR-130a-3p,
miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-152, miR-181b-5p, miR-181d, miR-195-5p,
miR-199a-5p, miR-21-5p, miR-214-3p, miR-221-3p, miR-223-3p, miR-23a-
3p, miR-23b-3p, miR-26a-5p, miR-27a-3p, miR-27b-3p, miR-301a-3p, miR-
30d-5p, miR-335-5p, miR-584-5p, miR-941 y miR-99b-5p como candidatos
para ser validados en un mayor nimero de pacientes de EH y poder confirmar su

potencial como biomarcadores de la fase sintomidtica de la EH.
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ANEXO

Tabla suplementaria S1. Caracteristicas de los sujetos del estudio

. Repeticiones Edad de Edad de Afios de Fasedela
Grupo (n) Edad (2014) CAG* manifestacién? diagnosis® progresion® enfermedad (n)
Control (5) 47,50 - - - - -
(43-51,75)
Temprana (3)
EH (6) 50 42,50 41,50 49 7,50 Intermedia (1)
(42-58,50) (40,75-44,50) (33-55) (40,50-57,75) (0,75-10,50) Avanzada (2)
a: valores descriptivos presentados como Media (Rango intercuartilico)
Tabla suplementaria S2. miRNAs alterados en otros estudios de la EH
miRNA Tipo de Cambio Fuente Referencia
iR-29a, -330 A t A
m > menta Area 4 de Johnson et al., 2008
miR-132 Disminuye Brodmann
miR-132, -196, -486 Aumenta Area 4 de Packer et al., 2008
miR-9, -9%, -124, -17-3p, -22, -222, -29b, 485-5p, -500 Disminuye Brodmann
miR-100, -106b, -148b, -151-3p/5p, -15b, -16, -17,-193b, Aumenta

-19b, -20a, -219-2-3p, -219-5p, -27b, -33b, -363,-451,

-486-5p, -887, -92a

miR-124, -127-3p, -128, -139-3p, -181d, 221, -222, -382,  Disminuye
-383, -409-5p, -432, -433, -485-3p, -485-5p, -95

miR-34b Aumenta
miR-487b, -130b, -1908, -23b Aumenta
miR-421, -381, -19b Disminuye
miR-10b-3p/5p, -106a-5p, 126-5p, 142-5p, -196a-5p, Aumenta
-199a-5p, -196b-5p, -223-3p, -28-5p, -302a-3p

miR-132-3p, -431-5p, -877-5p Disminuye

Corteza frontal
y estriado

Plasma

in vitro!

Area 9 de

Brodmann 2

Marti et al., 2010

Gaughwin et al., 2011

Hoss et al., 2015

Destacados en negrita los miRNAs que se presentan alterados en plasma de pacientes de la EH. 1: miRNAs del
estudio in vitro de Gaughwin y cols. que no se presentan significativamente modificados, pero si se presentan
modificados en nuestro estudio en plasma. 2: Debido al alto nimero de miRNAs analizados por Hoss y cols. se
representan los miRNAs correlacionados con el grado de neurodegeneracién (miR-10b-5p, miR-10b-3p y miR-
302a-3p) y progresion de la enfermedad (miR-10b-5p, miR-196a-5p, miR-196b-5p, miR-10b-3p y miR-106a-
5p), junto a aquellos que se encuentran alterados en nuestro estudio en plasma.
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Tabla suplementaria S3. Entorno genémico de los miRNAs intrénicos alterados en plasma de pacientes de la EH

miRNA Gen Localizacién genémica ! miRNA Gen Localizacién genémica !
hsa-let-7g WDRS2 3:52268267:52268377 [-] hsa-miR-335 MEST 7:130496111:130496204 [+]
hsa-miR-126 EGFL7 9: 136670602:136670686 [+] hsa-miR-361 CHM X: 85903611:85903722 [-]
hsa-miR-128-1 R3HDM]I1 2:135665383:135665493 [+] hsa-miR-423 NSRP1 17:30117079:30117172 [+]
hsa-miR-128-2 ARPP21 3:35744476:35744559 [+] hsa-miR-505 ATP11C X:139924126:139924237 [-]
hsa-miR-140 WwP2 16: 69933073:69933182 [+] hsa-miR-548c RASSF3 12: 64622509:64622605 [+]
hsa-miR-148b COPZ1 12: 54337208:54337316 [+] hsa-miR-556 NOS14P 1: 162342530:162342638 [+]
hsa-miR-151a PTK2 8: 140732565:140732676 [-] hsa-miR-574 FEAM114A1  4: 38868032:38868127 [+]
hsa-miR-152 COPZ2 17: 48037154:48037262 [-] hsa-miR-584 SH3TC2 5:149062304:149062414 [-]
hsa-miR-1908 FADS1 11: 61815161:61815240 [-] hsa-miR-590 EIF4H 7:74191198:74191294 [+]
hsa-miR-23b Corf3 9: 95085208:95085304 [+] hsa-miR-628 CCPG1 15: 55372921:55373032 [-]
hsa-miR-26a-1 CTDSPL 3:37969404:37969480 [+] hsa-miR-652 TMEM164 X:110055319:110055427 [+]
hsa-miR-26a-2 CTDSP2 12: 57824609:57824692 [-] hsa-miR-671 CHPF2 7:151238421:151238538 [+]
hsa-miR-27b C9orf3 9: 95085435:95085542 [+] hsa-miR-744 MAP2K4 17:12081899:12081996 [+]
hsa-miR-28 LPP 3:188688781:188688866 [+] hsa-miR-877 ABCF1 6: 30584312:30584425 [+]
hsa-miR-301a SKA2 17:59151136:59151221 [-] hsa-miR-941 DNAJCS5 20: 63919756:63919827 [+]
hsa-miR-30e NFYC 1: 40754351:40754463 [+] hsa-miR-98 HUWE1 X: 53556223:53556341 [-]
hsa-miR-326 ARRBI1 11: 75335092:75335186 [-]

1: localizacién gendémica en el genoma humano de referencia 38 (GRCh38) presentada como cromosoma:
secuencia de nucleétidos en el DNA: hebra del DNA (+ hebra forward, - hebra reverse)
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Figura suplementaria S1. Diagrama de cajas de los miRNAs seleccionados como potenciales
biomarcadores de la fase sintomitica en la EH en pacientes y sujetos control. Dispersién de los
valores de la cuantificacién relativa lineal obtenida en los distintos grupos del estudio. La expresién
relativa lineal representada se ha calculado en base al grupo control. Grupo control: cajas azules;
enfermos EH: caias naranias
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