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Resumen: La distrofia miotonica tipo 1 (DM1) es una enfermedad genética autosémica dominante causada por la expansion
de repeticiones de microsatélites en el gen DMPK, caracterizada por una amplia gama de sintomas neuromusculares y
multisistémicos. Un mecanismo clave en DML es el secuestro de proteinas MBNL por ARN con repeticiones expandidas de
CUG, lo que desregula el empalme alternativo y la poliadenilacién del ARNm, contribuyendo a la diversidad fenotipica
observada en la enfermedad. Este estudio utilizd la herramienta bioinformatica tappAS para analizar la poliadenilacion
alternativa (APA) en 4,767 secuencias de transcriptoma de pacientes con DM1 y sujetos sanos. Se identificaron 304 genes con
APA diferencial (DPA), de los cuales 60 presentaron cambio de podio. Estos cambios alteran la estructura del ARNm y
posiblemente la funcidn de las proteinas asociadas. Especificamente, genes involucrados en la unién a la actina, filamentos de
actina y la constitucidn estructural del masculo, como ASPH, KLHL3, LMOD3, MAP1A, MYH11, PDLIM3 y PPP1R9A,
mostraron cambios de podio, sugiriendo alteraciones en la organizacion del citoesqueleto y la miofibrilogénesis. Genes como
OBSCN y TTN presentaron DPA, lo que podria afectar la estructura y funcién del sarcémero. Ademas, se observaron
alteraciones en la diferenciacion celular, la funcion mitocondrial y la proliferacion celular en genes como EIF3F, FBOX31 y
OPAL. En cuanto a la homeostasis i6nica y la transduccién de sefiales, genes como CACNALS y ASPH mostraron DPA,
comprometiendo la regulacién del calcio intracelular y la sefializacion de factores de crecimiento. También se identificaron
alteraciones en la regulacion de canales de sodio y calcio. En conclusidn, los eventos de DPA y cambio de podio detectados
revelan complejas alteraciones en los procesos celulares y moleculares en DM1, ofreciendo una vision integral de los
mecanismos patogénicos y abriendo nuevas vias para la investigacion terapéutica.

Palabras clave: Distrofia, Miotdnica, Poliadenilacion Alternativa, MBNL, Isoformas, Empalme, Regulacién, Biomarcadores,
Transcriptoma.
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Abstract: Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is an autosomal dominant genetic disorder caused by the expansion of
microsatellite repeats in the DMPK gene, characterized by a wide range of neuromuscular and multisystemic symptoms. A key
mechanism in DM1 involves the sequestration of MBNL proteins by expanded CUG repeat RNA, which dysregulates
alternative splicing and mRNA polyadenylation, contributing to the phenotypic diversity observed in the disease. This study
utilized the bioinformatics tool tappAS to analyze alternative polyadenylation (APA) in 4,767 transcriptome sequences from
DML1 patients and healthy subjects. A total of 304 genes with differential APA (DPA) were identified, 60 of which exhibited
podium changes. These changes alter mRNA structure and potentially the function of the associated proteins. Specifically,
genes involved in actin binding, actin filament binding, and muscle structural constitution, such as ASPH, KLHL3, LMOD3,
MAP1A, MYH11, PDLIM3, and PPP1R9A, exhibited podium changes, suggesting alterations in cytoskeleton organization
and myofibrillogenesis. Genes like OBSCN and TTN displayed DPA, which could impact sarcomere structure and function.
Additionally, alterations in cell differentiation, mitochondrial function, and cell proliferation were observed in genes such as
EIF3F, FBOX31, and OPAL. Regarding ion homeostasis and signal transduction, genes like CACNA1S and ASPH showed
DPA, potentially compromising intracellular calcium regulation and growth factor signaling. Alterations in the regulation of
sodium and calcium channels were also identified. In conclusion, the DPA events and podium changes detected reveal complex
alterations in cellular and molecular processes in DM1, providing a comprehensive view of the pathogenic mechanisms and
opening new avenues for therapeutic research.

Keywords: Dystrophy, Myotonic, Alternative Polyadenylation, MBNL, Isoforms, Splicing, Regulation, Biomarkers, Trans-
cryptome

1. Introduccién

La distrofia miot6nica (DM) es una enfermedad variable y multisistémica, presente en sus tipos 1 (DM1) y 2 (DM2),
caracterizada por ser un trastorno genético autosémico dominante. Esta condicién presenta sintomas neuromusculares graves,
como defectos en la conduccién cardiaca, trastornos gastrointestinales, disfuncién endocrina, miotonia, debilidad muscular
progresiva, somnolencia excesiva, alteraciones neuroldgicas (1,2), insuficiencia testicular (3), resistencia a la insulina (4,5) , y
cataratas (6). En la distrofia mioténica tipo 1 (DM1), el ARN mutante del gen DMPK se acumula en el nlcleo de las células
musculares y nerviosas. Esta acumulacién provoca el secuestro de proteinas reguladoras esenciales, incluyendo los
moduladores de empalme MBNL1 y hnRNP H, asi como los factores de transcripcion SP1, STAT1, STAT3 y RARy. Este
comportamiento aberrante del ARN mutante afecta la actividad tanto de los moduladores de empalme como de los factores de
transcripcion, resultando en un deterioro en la expresion y funcion de varios genes. Este desajuste molecular contribuye al
fenotipo multisistémico caracteristico de DM1 (7).

Los mecanismos moleculares estudiados en DM1 involucran factores de transcripcion y vias de sefializacién como las
vias de glucdgeno sintasa quinasa 3-beta (GSK-3pB) (8), AKT (9), AMPK (10), PKC (11), Tweak/Fn14 (12) PI3K/AKT;
proteinas de unién a ARN (p. €j.,CELF1) (13),Staufenl (14), hnRNPA1 (15) y MSI2 (16), generacion de ARN circular (17)
(18), deficiente regulacion del procesamiento de microARN (19-23), disfuncion mitocondrial (24,25), aumento de la
senescencia celular (26-28), desubiquitinacién, (29) disfuncion del canal de calcio junto con la disfuncién del canal de cloro
(30), CLCN1 exdn 7a (miotonia) (31,32), BIN1 exén 11 (debilidad muscular) (33), exdn 22 de CACNALS (debilidad
muscular)(34) y exon 5A de SCN5A (arritmia cardiaca) (35), ademas las alteraciones en la actividad de MBNL y CELF1
provocan un patron de empalme fetal anormal de varias transcripciones, como el receptor de insulina (INSR) (36), la troponina
T cardiaca (CTNT) y la troponina T esquelética rapida (TNNT3) (37), distrofina (DMD) (38) y canal de sodio cardiaco
(SCN5A) v, asu vez, provocan sintomas clinicos (39).

La via més estudiada y comprendida en DM1 es aquella relacionada con el secuestro de proteinas Muscleblind-like
(MBNL)(2). Los musculos esqueléticos expresan principalmente MBNL1, mientras que MBNL2 es més frecuente en el sistema
nervioso central (SNC) y MBNL3 cumple funciones relacionadas con la regeneracion, el crecimiento placentario y el
envejecimiento (39-43). El secuestro de MBNL se debe a una mutacién que conlleva a una expansion en el nimero de
repeticiones del triplete CTG en la region no traducida (UTR)3’ de la proteina quinasa DMPK (44,45), cuando estas
repeticiones se prolongan maés de 50 veces se forman DMPK mutantes que se pliegan para formar horquillas de ARN con
repeticiones CUG (CUG exp) que secuestra las proteinas MBNL 1y 2 (40,46) ; al ocurrir esto se observa un aumento en los
niveles de CUGBP Elav-like family (CELFs) a causa de la hiperfosforilacion mediada por PKC (11,33,47). En DM1, la
disminucion funcional de las proteinas MBNL resulta en alteraciones a nivel de transcriptoma en el proceso de empalme
alternativo, localizacion de ARNm (36,48), poliadenilacion alternativa (49) y procesamiento de miRNA (33).
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La ARN polimerasa Il (Pol 1) transcribe el ADN para producir pre-ARNm, que posteriormente se procesa en ARNm
maduros mediante una serie de pasos criticos: proteccion, empalme, escision y poliadenilacidon en el extremo 3' de las
transcripciones (50,51). La poliadenilacién, un mecanismo clave en la regulacion de la expresion génica, determina qué
transcripciones e isoformas se generan para un gen especifico en un contexto determinado (52). La escision y poliadenilacién
alternativa (APA) en el Gltimo exo6n da lugar a isoformas de ARNm que, aunque codifican la misma proteina, presentan
diferentes regiones 3' no traducidas (UTR) (53,54). Ademas, el uso de sitios de poliadenilacidn intrénicos puede resultar en la
produccion de proteinas truncadas y en cambios en el UTR 3' del ARNm resultante. Durante la transcripcién, la maquinaria
de escision y poliadenilacion (CPA), compuesta por un complejo multiproteico, se acopla al dominio C-terminal de la Pol Il y
reconoce secuencias especificas en el ARN naciente. Un componente crucial de esta maquinaria es el factor de especificidad
de CPA (CPSF), que se une al motivo hexamérico (AAUAAA) reconocido como sitio de poliadenilacion PAS y a elementos
de secuencia circundantes, como UGUA y regiones ricas en uracilo o guanina y uracilo (G+U). Estos elementos reclutan
factores adicionales que facilitan el procesamiento en el extremo 3' del ARN. La escisién endonucleolitica del ARN naciente
ocurre aproximadamente 20 nucledtidos aguas abajo del PAS, en un contexto de secuencia adecuado, lo que asegura la correcta
maduracion del ARN mensajero (55).

En las isoformas con distintos 3'UTR se encuentran diversos elementos reguladores que influyen en la cantidad de
ARNmM y proteinas, su localizacion, asi como el ensamblaje de complejos proteicos, lo que tiene un impacto directo en la
funcion de las proteinas (56-58). La expresion de isoformas alternativas de 3'UTR es altamente especifica de cada gen y tipo
de célula (53,54,59). En el contexto de la distrofia mioténica tipo 1 (DM1), la proteina MBNL desempefia un rol crucial en la
modulacion de la APA. MBNL se une a sitios especificos en el extremo 3" UTR del ARNm evitando o truncando la seleccion
de sitios de PAS (49). La APA depende de la unién de MBNL a sus sitios de union especificos en el transcrito objetivo, esto
fue comprobado al mutar la zona de unién de MBNL y obtener una regulacién APA diferente. Ademas, se ha evidenciado una
alteracion de APA asociada a la pérdida de actividad de MBNL in vivo por secuestro en ARN de CUG exp, ya sea en un modelo
de DML1 de raton transgénico o en DM1 humano, entre las alteraciones se destaca la expresion de patrones APA fetales en
mausculo adulto (49). La poliadenilacién alternativa (APA) es un mecanismo que regula que isoformas de un gen continuaran
el proceso de expresion génica. Cuando este mecanismo esti mal regulado se desencadena una serie de eventos que producen
un desequilibrio homeostatico (50) En DM1, esta disfuncion en la APA es fundamental para la patogénesis de la enfermedad,
ya que la alteracién de los patrones de APA contribuye a la expresién de isoformas aberrantes que pueden estar implicadas en
los diversos sintomas clinicos.

tappAS es una herramienta bioinformética creada para el analisis de la expresién funcional de transcripcion (FIT), con
una interfaz gréafica de usuario (GUI) desarrollada en Java. Requiere dependencias como Java > v8.40 y R > 3.2.2, lo cual
permite que se ejecute en cualquier computadora, sin importar su sistema operativo, ofrece una instalacién completamente
automatizada. En este estudio se utilizo esta herramienta para analizar los eventos de poliadenilacion alternativa (APA) en
biopsias tibiales DM1 (52).

Al analizar la distrofia miotonica tipo 1 (DM1) y sus mecanismos moleculares subyacentes, surge una pregunta
fundamental: ;Qué isoformas experimentan poliadenilacion alternativa y cambio de podio debido a la disminuciéon de MBNL?
y ¢cudles son sus efectos? Para abordar estas preguntas, se realizd un analisis comparativo utilizando tappAS de los
transcriptomas cuantificados de isoformas de biopsias musculares humanas de pacientes con DM1 y de personas sanas. En
particular, se identificaron varias isoformas que muestran cambios en sitio de la poliadenilacién con y sin cambio de podio, lo
que sugiere alteraciones en la regulacion génica y potenciales implicaciones en la patologia de la enfermedad. Los hallazgos
presentados son nuevos conocimientos susceptibles de validacion experimental y proponen nuevos biomarcadores asociados a
la DM1 que pueden servir como base para el desarrollo de enfoques terapéuticos dirigidos a restaurar la funcion normal de las
proteinas MBNL y mitigar los efectos de esta enfermedad.

2. Materiales y Métodos
2.1 Origen de las secuencias usadas en el estudio
Los valores de expresion génica fueron obtenidos de biopsias de musculo tibial de 22 sujetos con DM1 y 5 muestras de

personas no afectadas. Estos fueron estimados en el Software kallisto y publicados por Eric T Wang y su equipo en el
repositorio de datos de secuenciacién profunda de distrofia miot6nica, disponible en http://dmseq.org/data.html (2,60).

2.2 Alineamiento Seleccion y Cuantificacion de los datos:

Para el alineamiento de las 27 muestras de tibia (22 DM1 y 5 controles no afectados) se utiliz6 el programa STAR con el
genoma humano GRCh38 descargado de ENSEMBL. STAR facilité la alineacion precisa de las lecturas de RNA-seq a las
regiones gendmicas correspondientes, se cuantifico a nivel de isoformas utilizando el programa RSEM (61,62).
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2.3 ldentificacion de genes con APA

Para identificar aquellos genes que presentan poliadenilacidn alternativa se utilizd el programa tappAS, el cual requiere
tres entradas: un archivo de disefio experimental, una matriz de expresién de transcripcién y un archivo de anotacion funcional
a nivel de transcripcion(52).La matriz de expresidn se obtuvo a partir del mapeo y cuantificacion de lecturas cortas utilizando
como referencia el transcriptoma del Homo Sapiens. Dado que se trabajé con una especie compatible con la aplicacién, se
utilizaron directamente los datos de anotaciones integrados de tappAS, eliminando la necesidad de archivos de anotaciones
adicionales(52). En tappAS, el cambio de sitio de poliadenilacion se determina comparando las coordenadas genémicas de los
sitios poli(A) encontrados en diversas isoformas de transcripcion de un gen. Este método permite identificar variaciones en las
posiciones de los sitios poli(A), tanto en exones terminales con diferentes puntos de inicio 5', como en regiones 3'UTR,
permitiendo analizar eventos de poliadenilacidn alternativos que afectan la codificacién de proteinas (CR-APA) o la regulacién
de ARNm (UTR-APA) (52).

2.4 Identificacion de genes con cambio de podio

tappAS determina cuél es la versién principal de un gen (cambio de podio), identificandola como la que tiene la mayor
expresion en cada condicion de estudio. Las otras versiones se consideran isoformas menores. Cuando la versién principal
cambia y se convierte en una versién menor en una condicion o tiempo especifico, se denomina cambio de podio o cambio de
isoforma principal lo que sugiere la presencia de un posible cambio en el funcionamiento y localizacion de la proteina traducida
por dichos transcritos (52).

2.5 Anotacién funcional

Para realizar la anotacion funcional de los genes identificados con APA y/o cambio de podio en la Distrofia Miotonica
tipo 1 (DM1) se utilizé la herramienta clusterProfiler. Esta herramienta permite identificar y visualizar los procesos bioldgicos
y componentes celulares mas significativamente afectados, basados en los términos de la Gene Ontology (GO). A través de la
generacion de redes funcionales y graficos de enriquecimiento (63).

3. Resultados
3.1 Poliadenilacion diferencial con cambio de sitio y cambio de podio

En la Distrofia Miot6nica 1, la pérdida de actividad de MBNL desregula la poliadenilacion alternativa (APA), resultando
en patrones de poliadenilacidn alterados (49). Después de analizar y comparar 4,767 isoformas del transcriptoma de 5 sujetos
sanos y 22 pacientes con DM1, se encontr6 que 304 de estas isoformas presentan poliadenilacion diferencial (DPA) (ANEXO
1), y de estas, 60 presentaron cambio de podio. En otras palabras, el 19.74% de las isoformas con DPA cambiaron de podio en
la enfermedad (ANEXO 2)

3.2 Funciones moleculares asociadas a genes que presentan poliadenilacion alternativa.

El citoesqueleto de actina esta relacionado con diversas funciones celulares, y una regulacion inadecuada de sus
componentes puede conducir a enfermedades como: cancer (64), trastornos neurolégicos, las miocardiomiopatias (65), la
colangiocitosis (66), la glomerulesclerosis, el sindrome de Wiskott-Aldrich (67) y DM1. En nuestro andlisis se obtuvieron 304
isoformas que presentan poliadenilacion diferencial (DPA), de las cuales 38 estan asociadas con funciones moleculares tales
como la unidn a actina, titina, filamentos de actina, constitucion de la estructura del masculo y unién a la titina (figura 1A). En
las 38 isoformas hay 7 que exhiben un cambio de podio; ASPH, KLHL3, LMOD3, MAP1A, MYH11, PDLIM3, PPP1R9A
(Fig.1). LMODS3 se expresa en el musculo esquelético y cardiaco (predominantemente en el esquelético) se localiza en los
filamentos delgados de actina, las disfunciones de este gen pueden resultar en la desorganizacion de los filamentos finos y
miopatia nemelinica grave (68).

Con relacidn al sistema musculo esquelético se ha identificado 9 genes relacionados con la miopatia nemelinica: NEB,
ACTAL, TPM3, TPM2, CEFL2 y TNNT1 que codifican componentes del filamento delgado sarcomérico en el musculo
esquelético, mientras que se cree que KBTBD13, KLHL40 y KLHL41, que pertenecen a la familia de proteinas BTB-BACK-
kelch (BBK), involucradas en la ubiquitinacion y degradacion de proteinas (69,70). MYH11 es un gen esencial para el
ensamblaje de filamentos gruesos de miosina del musculo esquelético (71), se ha comprobado que la duplicaciéon genémica de
MYH11 causa estrés en el reticulo endoplasmico (RE) y autofagia en células del musculo liso de ratén (72) relacionandolo asi
con procesos de perdida muscular. En la DM1, al igual que en condiciones como la esclerodermia, el lupus eritematoso
sistémico, la dermatomiositis, la polimiositis, la amiloidosis, la ceroidosis, encefalomiopatias mitocondriales y la distrofia
muscular de Duchenne se ha observado pseudoobstruccidn intestinal crénica miopéatica (CIPO), los genes de las proteinas del
citoesqueleto implicados en la CIPO miopatica incluyen ACTG2. ACTA, MYH11, MYLK, LMOD1, MYL9, FLNA (73).
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Otras isoformas de interés que presentan poliadenilacion diferencial (DPA) en nuestro estudio y son fundamentales
para la mantener la estructura del musculo incluyen. La obscurina OBSCN, una proteina gigante involucrada en el ensamblaje
del sarcomero desempefia un papel importante en la miofibrilogénesis (74). La titina TTN es una proteina estriada muscular
gigante con una amplia importancia en la elasticidad y la integridad estructural de las miofibrillas (Fig.1). TTN presenta
diferentes isoformas para diferentes tipos de células misculares (75). También se ha encontrado que OBSCN se ensambla con
la titina en la banda M durante la formacién de miofibrillas, ayudando a mantener la estructura del sarcémero (74).
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Figura 1. El grdfico representa en circulos amarillos las rutas metabdlicas mds significativamente alteradas por los genes cuyas isoformas
poseen poliadenilacion diferencial (DPA) en la comparacion de muestras DM1 vs. Control. Los puntos grises interconectados con las rutas

metabdlicas indican los genes que forman parte de estas rutas.

3.3 Procesos bioldgicos alterados a causa de la poliadenilacion alternativa en biopsias de tibial humano DM1.

Se identifico que en la DM1 se ven afectados procesos relacionados con el misculo, como la diferenciacion de células
musculares, el desarrollo del tejido muscular y funciones cardiaca (figura 2). Se ha demostrado mediante experimentos in vivo
que ratones que carecen de MBNL1 presentan dismorfia en la valvula cardiaca y alteraciones en la composicion de la matriz
extracelular. Por mecanismos como el empalme alternativo y la comparticién de exones (76) . En los resultados obtenidos
MBNL2 presenta poliadenilacion alternativa.

Diferenciacion de células musculares

Un proceso alterado en la diferenciacion de células es la ruta del gen EIF3F que es parte del factor de iniciacion de la
traduccidn eucariota 3 (EIF3) y es necesario para varios pasos en la iniciacion de la sintesis de proteinas (77-79). Se ha
demostrado que la sobreexpresion de EIF3F inhibe la proliferacion celular e induce a la apoptosis en células del melanoma y
cancer pancreatico mientras que el silenciamiento de esta subunidad protege a las células del melanoma de la apoptosis, lo que
indica que es regulador negativo de la traduccion (80,81). Basado en estos datos, en la DM1 podria estar alterado el proceso
de la diferenciacion y proliferacion celular, dado que los resultados obtenidos muestran que el gen EIF3F esta poliadenilado y
presenta cambio de podio.

Desarrollo de las células musculares

El desarrollo de las células musculares es uno de los procesos bioldgicos méas afectados por la poliadenilacion
alternativa (APA). Un ejemplo clave es la proteina supresora de tumores FBOX31, que normalmente se mantiene en niveles
bajos en células no estresadas, pero cuya expresion aumenta rapidamente tras el estrés genotdxico, conduciendo a la detencion
del crecimiento o senescencia celular (82). En este estudio, se identifico a FBOX31 como un transcrito con poliadenilacién
alternativa y cambio de podio en pacientes con DML, lo que sugiere que podria contribuir a la patogénesis de la enfermedad al
alterar la homeostasis celular. Ademas, la alteracion de la via de la pentosa fosfato (PPP), crucial para la produccién de
metabolitos esenciales en el crecimiento y regeneracién del musculo esquelético, es otra de las vias afectadas en DM1 (83). En
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nuestros resultados los transcritos PPP2R5C, PPP3CB, y PPP1CC presentan poliadenilacion alternativa y PPP1R9 muestra un
cambio de podio. Estas alteraciones en la APA resaltan la relevancia de la via PPP en la fisiopatologia de DM1.

La disfuncion mitocondrial es otro factor clave en DML, influenciado por la poliadenilacion alternativa. La fusion
mitocondrial, crucial para la adaptacion metabo6lica y distribucion de componentes celulares, depende de proteinas como
mitofusinas 1y 2 (Mfn1, Mfn2) y la proteina de atrofia 6ptica 1 (OPA1), esencial para la fusion de las membranas internas y
el mantenimiento del ADN mitocondrial (84) . En las biopsias de DM1, OPA1 presenta cambio de podio, lo que podria
comprometer la funcién mitocondrial y contribuir a los fenotipos musculares observados en DM1. Ademas, la poliadenilacion
alternativa también afecta la funcion de la polimerasa A de mamiferos, una enzima crucial en la replicacion y reparacion del
ADN. En nuestro estudio, se encontré que POLD4, una de las subunidades de esta polimerasa, presenta poliadenilacion
alternativa, lo que podria alterar la estructura y funcién de la subunidad catalitica p12, afectando la estabilidad genémica en
células de DM1 (85) .También e ha comprobado que las repeticiones CTG pueden alterar la expresion de MAP1A, proteina
esencial para la estabilizacion de microttbulos y el crecimiento de neuritas. Nuestros resultados revelan que MAP1A presenta
poliadenilacion alternativa, lo que sugiere una conexidn entre esta alteracion y los fenotipos en DM1. Esta alteracion podria
estar alineada con la deficiencia de MAP1A documentada en estudios previos, que afecta la regeneracion muscular y agrava la
distrofia muscular (86,87).

Se ha demostrado que en modelos murinos con distrofia miotonica tipo 1 (neonatos HSA LR), la sobreexpresion de
la proteina MSI2 provoca un aumento en el flujo autofagico y en la expresion de proteinas clave para este proceso, causando
un incremento de ndcleos centrales, reduccion del area de las miofibras y disminucién de la fuerza muscular (16). Estos efectos
se producen independientemente de los niveles de MBNL1, MBNL2 y CELF1, que no mostraron variacion tras la
sobreexpresion de MSI2. La poliadenilacion alternativa del transcrito MSI2 observada en nuestros resultados sugiere una
posible conexién entre DM1 y alteraciones en la regulacién de la autofagia. Otro gen relevante en el estudio de la DM1 es
MBNLL1 que se encarga de regular la transicion de empalme de feto a adulto en el muasculo esquelético (41), su ausencia
funcional lleva a una regulacién positiva de MBNL2, que en nuestros resultados también presenta poliadenilacion alternativa.

Nuestros resultados revelaron que los transcritos MYOM1 y SIRT2 presentan poliadenilacion alternativa, un hallazgo
que complementa estudios previos donde la deplecion de MBNL1 se asocia con la aparicion de isoformas de empalme
embrionario que impactan funciones criticas, como la distensibilidad del miocardio (MYOML1) y la supervivencia celular
(CAPNS, SIRT2, CSDA) (88). La identificacion de poliadenilacion alternativa mal regulada en estos genes refuerza la idea de
que las disfunciones observadas en la distrofia miotdnica tipo 1 estdn mediadas por alteraciones en los mecanismos de
procesamiento del ARN. Una proteina muy relevante en el estudio de DM1 es CELF2, en nuestro analisis presenta
poliadenilacion alternativa, previamente se demostré que CELF2 regula la poliadenilacion en células (75) por ejemplo, la
poliadenilacién regulada por CELF2 que reprime la expresion de RBFOX2 (76), una proteina implicada en el desarrollo y
mantenimiento de tejidos neuronales, musculares y cardiacos.
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3.4 Componentes celulares afectados en DM1 a causa de la poliadenilacién alternativa en biopsias de tibial humano.

En biopsias de tibia humana de pacientes con distrofia miotdnica tipo 1 (DM1), la poliadenilacion alternativa afecta
diversos componentes celulares cruciales. En el sarcémero, CELF1, regulado positivamente por GSK3B, muestra
poliadenilacion alternativa, lo que podria contribuir a disfunciones en la estructura sarcomérica, como se evidencié en estudios
de modelos murinos y de Drosophila donde la alteracion de la expresion de Bru-3 afecta negativamente los niveles de ARNm
de componentes sarcoméricos (13,91) . En el lamelipodio, crucial para el movimiento celular, la poliadenilacién alternativa de
EGF y CDC42, ambos implicados en la formacién y funcion del lamelipodio, sugiere posibles disfunciones en la motilidad
celular en DM1 (92-94). En relacidn con los filamentos de actina, se observa que PDLIM3 presenta poliadenilacion alternativa
con cambio de podio, lo que podria alterar la organizacién de los filamentos de actina y afectar la migracién celular en DM1
(95). Ademas, el déficit de MBNL1 esta asociado con la funcion del sarcomero y el citoesqueleto (TRIMS55, MAPT, PDLIMS3,
PDLIM5, SORBS1, SORBS2, FHOD1 Y SPAG9Y) y componentes estructurales del sarcomero (TNNT2, LDB3)(101). En los
resultados obtenidos los transcritos MAPT, SORBS1, LDB3 presentan poliadenilacion alternativa.
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3.5 Otros procesos biologicos clave en la distréfia miotonica tipo 1 (DM1) relacionados con los resultados obtenidos.
Homeostasis l6nica

CACNAILS Y ASPH estan implicados en la sefializacion del calcio y en nuestros resultados presenta poliadenilacion
alternativa diferencial (DPA). CANALS o subunidad alfa 1A del canal dependiente de voltaje de calcio, regula de manera
positiva la concentracion de iones de calcio citosélico (97). Previamente se identificd un proceso de empalme alterado en el
ARNmM del gen CACNALS que, en fibras musculares maduras, contribuye a la liberacion de Ca (2+) inducida eléctricamente,
lo que resulta en debilidad muscular (33). Ademas, ASPH es una proteina de deteccion de Ca (2+) unida a la membrana, que
es un componente estructural de la union entre el RE y la membrana plasmatica. ASPH codifica 4 isoformas: AspH, humbug,
junctin y junctate (98). La isoforma ASPH regula la actividad de los canales de Ca (2+) liberados y activados (CRAC) en las
células T (99), esta involucrado en la unién de iones de calcio, la unién del transportador de membrana y entre sus vias se
encuentran la conduccion cardiaca, el metabolismo de proteinas (100) (Anexo 3).

Numerosos trastornos hereditarios se han asociado con mutaciones en los canales de sodio (NaCh), incluidas
enfermedades del musculo esquelético, trastornos cardiacos, migrafa y epilepsia (101,102). Previamente se ha demostrado que
la deplecién de MBNL1 resulta en la persistencia de isoformas de empalme embrionario, algunos de ellos involucrados en las
corrientes de sodio y calcio (SCN5A, JUNCTIN, JUNCTATE, ATP2A1, ATP11A, CACNA1S, RYR2) en los resultados
obtenidos los genes SCN1B y ATP2A2 (SERCAZ2) presentan poliadenilacion alternativa (100). SCN1B codifica la subunidad
beta 1 (B1) de los canales de sodio dependientes de voltaje, importantes para la fase ascendente del potencial de accion en
células excitables como las neuronas y las células musculares. La subunidad 1 de los canales de sodio dependientes de voltaje
es una proteina auxiliar que interactla con varias subunidades alfa (a), incluidas SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCN5A,
esta interaccion permite la formacion del poro del canal por donde fluyen los iones de sodio, esta asociacién influye en cémo
se abren y cierran los canales, asi como en su sensibilidad al voltaje y en la velocidad de su respuesta a los cambios en el
potencial de membrana (103,104). Ademas la disminucion de SERCA en cardiomiocitos KO conduce a una acumulacion de
Na (+) intracelular debido al aumento de la actividad del NCX y del intercambiador Na(+) /H(+), agravada por la acidosis.
Esta acumulacién contribuye a un ciclo de retroalimentacion negativa que empeora la insuficiencia cardiaca (105). Aparte de
los iones més comunmente conocidas la presencia de APA con cambio de podia en el gen

La poliadenilacion alternativa de ANKRD?9 podria sugerir que células musculares DM1 pueden presentar irregularidades
en los procesos de homeostasis ionica del cobre (Anexo 3).

Enfermedades de la transduccion de sefiales por receptores de factores de crecimiento y segundos mensajeros.

La contraccion muscular se inicia cuando una célula pasa del estado de reposo a la contraccion gracias a la regulacion
del calcio. El calcio ingresa desde el citosol hasta el reticulo sarcoplasmico por la bomba de calcio SERCA donde es utilizado
por calsequestrina (CASQ) para sintetizar TRDN, ASPH y regular negativamente RYR. RYR es un canal de Ca 2+ que se
encuentra en la membrana del reticulo sarcopldsmico su funcion es permitir la liberacién de Ca2+ al citosol, lo que facilita el
ciclo de puentes cruzados en el complejo troponina que involucra proteinas como MYH11, MYL3, TNNI1, TPML1, que ayudan
en el proceso de generacidn de fuerza para la contraccion muscular a través de la hidrolisis de ATP (106,107). En este estudio
se identificé grupos de genes con poliadenilacién alternativa asociados con funciones de la contraccion muscular, ATP2A2,
ASPH, TPM1, MYH11, CALM1 (Tabla2). En DML1 se presenta miotonia que es una condicion neuromuscular que causa
dificultad al relajar los masculos. La alteracion en estos genes podria ser clave para entender este aspecto de la enfermedad.

En nuestros resultados el factor de crecimiento EGF y segundos mensajeros como AKT1, AKT2 presentan
poliadenilacion alternativa con cambio de podio. AKT es una proteina que se encuentra regulada negativamente en DM1(108),
juega un papel critico en la endocitosis. Su activacion esta regulada por la activacién de receptores tirosina quinasa como el
receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR (109). Cuando EGFR estd neddilado recluta proteinas de la maquinaria
endocitica de manera similar al EGFR monoubiquitinado lo que induce a la regulacion negativa de EGFR y por ende reduce
los niveles de AKT (109). EGF estimula la neddilacién y ubiquitinacipon de EGFR, lo que mejora la ubiquitinacion posterior,
asi como la clasificacion de EGFR para su degradacion (109). En ratones que carecen MBNL1 Y 2 presentan firmas
moleculares como la reduccion del 50% de las proteinas del factor de crecimiento EGF (110)(Anexo 3).

Fosforilacion de CREB mediada por CaMK IV

La calmodulina (CaM) y sus isoformas (CALM1, CALM2, CALMS3) son cruciales para la activacion de CaMK 1V, ya
que la unién de Ca*" a CaM permite que esta proteina se asocie con y active CaMK IV. Ademas, CaMKK desempefia un papel
fundamental en la activacion de CaMK IV y otras quinasas dependientes de CaM mediante la fosforilacion. Esta cascada de
activacion tiene un impacto significativo en una amplia gama de procesos celulares y fisiologicos. En particular, CaMK 1V
regula la transcripcion de genes esenciales para la plasticidad neuronal, la morfogénesis y la regulacion metabélica, en
particular juega un papel crucial en la regulacion de la transcripcion de genes importantes para estos procesos, a través de la
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fosforilacion de factores de transcripcién como CREB (111). Con base en los resultados obtenidos, se sugiere que en la DM1
pueden presentarse alteraciones en las vias tipo CALM y CaMK, dado que CALM1, CALM3, CaMK2A y CaMK2B presentan
poliadenilacion alternativa.

Conduccion Cardiaca

La bomba de calcio SERCA (ATP2A2) es crucial para la funcion diastolica y sistolica del corazon al regular el ciclo de
calcio intracelular, facilitando la contraccion durante la sistole y la relajacion durante la didstole (112). El envejecimiento afecta
la funcion cardiovascular, resultando en contracciones miocéardicas mas lentas y una relajacion ventricular incompleta en
comparacion con individuos mas jévenes (113). Este deterioro se debe en parte al aumento del estrés oxidativo en el miocardio
senescente, que dafia SERCA y desregula la maquinaria de manejo del calcio, contribuyendo a la disfuncién diastdlicay a la
insuficiencia cardiaca (114,115). Considerando los datos obtenidos en este estudio se sugiere que las alteraciones en la funcion
diastdlica sistolica del corazén en DM1 podria estar relacionada con la poliadenilacién alternativa con cambio de podio de
SERCA (ATP2A2). Ademas, se ha descubierto que la proteina quinasa Il dependiente de Ca2+/Calmodulina (CaMKI]1), es casi
menor en un 50% en corazones de ratas envejecidas (116). La poliadenilacion alternativa presente en SERCA y CAMK?2 puede
contribuir a una funcién deteriorada del proceso de conduccion cardiaca.

Regulacion de la expresion y degradacién de TP53.

La neddilacion es un mecanismo postraduccional reversible que regula algunas funciones en la célula, la neddilacion
conduce a la union de NEDDS a residuos de lisina de una proteina sustrato a través de una cascada enzimatica que comienza
con la enzima activadora de NEDD8 E1 (NAE), las enzimas conjugadoras de NEDD8 E2 (UBC12/UBE2M O UBEZ2F) y las
ligasas NEDD8 E3 especificas de sustrato (117). La ubiquitina y NEDD8 son similares en un 59% (118) pero a pesar de su
similitud tienen funciones no intercambiables (119,120). La neddilacién interviene en diversas funcione biol6gicas relativas a
los genes MDM2 (121), PML (122), PTPN11(123). MDM2 es una ubiquitina ligasa E3 que puede agregar NEDDS8 a la proteina
supresora de tumores p53, inhibiendo su capacidad para activar genes importantes en respuesta al dafio celular (121). Los
resultados de este estudio muestran una relacion clara entre los genes involucrados en la neddilacion y aquellos que presentan
poliadenilacion alternativa como MDM2, PML y PTPN11.

Discusién

La distrofia miotonica tipo 1 (DM1) es una enfermedad multisistémica causada por repeticiones anormales de segmentos
de ADN (CTG o CCTG) que afectan a musculos, corazon y sistema nervioso, entre otros. Estas repeticiones atrapan proteinas
esenciales para la funcion muscular, como las proteinas MBNL. La cantidad de proteinas atrapadas varia con la longitud de las
repeticiones y el nivel de expresion, lo que contribuye a la variabilidad de los sintomas (19). Un aspecto critico de la patogénesis
de DML1 es la alteracion en la regulacion de la poliadenilacion alternativa (APA), un proceso influenciado por la desregulacion
de las proteinas MBNL (2). En la Gltima década, se ha observado que la expresion génica y la APA pueden ser procesos
independientes, con cambios en las isoformas 3'UTR que no siempre afectan la expresiéon génica global (54,124-127). Esta
disociacién sugiere que la APA alterada puede generar isoformas de ARNm anémalas, contribuyendo a la diversidad funcional
de las proteinas y a la aparicion de sintomas clinicos en DM1.

En este estudio, utilizamos tappAS para analizar la APA en secuencias de biopsias tibiales de 50 sujetos con DML,
empleando datos del repositorio de secuenciacién profunda. tappAS permite identificar y comparar sitios de poliadenilacién
entre isoformas del mismo gen, calculando la distancia entre estos sitios y etiquetandolos como APA cuando superan un umbral
predefinido. Este enfoque proporciona informacion detallada sobre cémo las variaciones en los extremos 3' del ARNm pueden
afectar la funcion génica y la expresién proteica (52).

Nuestros andlisis revelaron 304 isoformas con diferencias en poliadenilacion (DPA), de las cuales 60 presentaron
cambios cambio de podio (poliA switch). A continuacion, discutimos algunos de los hallazgos més relevantes: ARID2 esta
asociado con la progresién tumoral y una mayor sensibilidad a la quimioterapia en el cancer de pulmén (128). La alteracion en
APA en ARID2 podria influir en su funcion reguladora, sugiriendo un papel potencial en la patogénesis de DM1.La expresion
de BTBD3 en el hipocampo regula conductas exploratorias y compulsivas (129). La poliadenilacion alternativa observada en
BTBD3 podria afectar la funcion reguladora en personas con DM1, implicando posibles alteraciones en el comportamiento.
ASPH, también conocido como junctate es crucial para la deteccién de Ca2+ en el reticulo endoplasmico (99). Su alteracién
en APA y el cambio de podio podrian estar relacionados con disfunciones en los canales de calcio, contribuyendo a la
degeneracion muscular en DM1 (34). KLHL3 esté asociado con la hipertension y pseudohipoaldosteronismo tipo 11 (130), en
los resultados obtenidos KLHL3 presenta poliadenilacion alternativa diferencial (DPA), lo que podrian tener implicaciones en
la afectacion cardiaca en DM1 (131). LMODS3 esta descrito como un biomarcador potencial en pacientes con DM1 (132),
nuestro estudio respalda un desequilibrio en su expresion, sugiriendo que presenta DPA lo que podria generar una isoforma
defectuosa relacionada con fenotipos DM1. MAP1A esta asociado con la esclerosis lateral amiotréfica, que comparte sintomas
con DM1, como debilidad muscular progresiva y pérdida del control motor (133). La alteracion en APA de MAP1A podria
estar vinculada con la manifestacién clinicade DM1. MYH11 esta relacionado con enfermedades cardiacas y gastrointestinales,
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como el sindrome de megacistis-microcolon-hipoperistalsis intestinal 2, y aneurisma adrtico toracico familiar 4 y la miopatia
visceral (134).Su alteracién en APA podria contribuir a los problemas cardiovasculares observados en DM1. PDLIM3 esta
asociado con distrofia muscular facioescapulohumeral y miocardiopatia dilatada (135). La isoforma alterada de PDLIM3 podria
estar implicada en la manifestacion de DM1. MBNL2 es similar y suplente de MBNL1, su poliadenilacidn alternativa podria
reflejar problemas en la regulacion de la ubiquitinacion, afectando la funcion celular en DM1 (29). El gen MSI2 desencadena
fenotipos en la distrofia miotinica 1, el hecho de que en nuestros resultados este poliadenilado hace pensar que al igual que
MBNL1 se ve afectado por la expansion de trinucleétidos, puede haber otra ruta alterada en la que un gen desconocido es
responsable de mal regular la polidenilacion de MSI2.Ademas es interesante como el Factor especifico de poliadenilacion
CPSF6 presenta poliadenilacion alternativa, CPSF es un componente clave en la maquinaria de CPA que no solo determina el
sitio de escision del ARN naciente, sino que también regula la formacion del extremo 3' del mMRNA mediante la poliadenilacion.
En este contexto, la presencia de isoformas diferentes de CPSF6 puede influir en la regulacion de la poliadenilacion alternativa
(APA) de otros pre-ARNmM(55).

Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar la poliadenilacion alternativa y los cambios de podio de isoformas
como factores clave en la heterogeneidad fenotipica observada en DM1. La identificacion de nuevos biomarcadores asociados
a la enfermedad proporciona una base solida para futuras investigaciones sobre los mecanismos moleculares subyacentes y el
desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a restaurar la funcién normal de las proteinas MBNL, asi como a mitigar los
efectos clinicos de DM1.

5. Conclusiones

El andlisis de poliadenilacion alternativa revel6 que un significativo porcentaje (19.74%) de los genes con
poliadenilacion diferencial en DM1 presentan cambios en la version principal o cambio de podio. Esto sugiere que en DM1,
las versiones predominantes de los genes pueden cambiar, afectando potencialmente la funcionalidad y expresion génica. Los
eventos de cambio de podio pueden tener implicaciones criticas en la adaptacién y regulacion celular, impactando la estructura
y funcidn de las proteinas codificadas.

Se identificaron varias isoformas con poliadenilacion alternativa asociadas con funciones clave en la célula, como la
unién a actina y la constitucion del masculo. Los genes con cambios de podio, como ASPH y LMOD3, estan relacionados con
la organizacion del citoesqueleto y la miofibrilogénesis. Las alteraciones en estos genes podrian contribuir a la desorganizacion
de los filamentos de actina y problemas en la miofibrilogenesis, que son caracteristicos de la DM1.

La poliadenilacién alternativa de genes como EIF3F y FBOX31, junto con el cambio de podio, indica posibles
alteraciones en la regulacion de la diferenciacion y proliferacion celular en DM1. Estos cambios podrian afectar procesos
esenciales como la respuesta al estrés y la regulacion de la apoptosis, lo que se alinea con las observaciones clinicas de
alteraciones en la funcién celular en la DM1.

La poliadenilacion alternativa en genes relacionados con la homeostasis idnica, como CACNA1S y ASPH, asi como en
componentes del metabolismo celular como los genes de la via de la pentosa fosfato, sugiere un impacto en la regulacion del
calcio y el sodio, asi como en el metabolismo energético. Estas alteraciones podrian contribuir a problemas en la contraccion
muscular y la funcién cardiaca, aspectos criticos en la DM1.

La identificacion de cambios en la poliadenilacion y el cambio de podio en genes como PDLIM3 y CELF1 sugiere
posibles disfunciones en la organizacion del sarcomero y el movimiento celular. Las alteraciones en estas proteinas esenciales
para el mantenimiento de la estructura celular y el lamelipodio podrian explicar problemas en la migracion celular y la
contraccion muscular observados en pacientes con DM1

Sugerencias

Es crucial explorar la recuperacién funcional de MBNL in vivo y llevar a cabo andlisis de secuenciacion para identificar
qué transcritos, entre los mencionados en este estudio, continlan presentando poliadenilacion alternativa. Este enfoque
permitira determinar qué otras rutas, ademas de las reguladas por MBNL1, estan afectadas debido a una poliadenilacion
alternativa mal regulada en DM1.
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Anexo 1
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Tabla 1. Genes presentan poliadenilacidn alternativa y cambio de podio.

Anexo 2
Tabla 2. Genes que presentan cambio de podio.
Gen DPA PoliA Switching Gen DPA PoliA Switching
ABCAS8 DPA YES MED16 DPA YES
ABI2 DPA YES MPP6 DPA YES
AKAP7 DPA YES MTRF1L DPA YES
ANKRD9 DPA YES MXRA7 DPA YES
ARID2 DPA YES MYH11 DPA YES
ARMCX5 DPA YES OPAl DPA YES
ASPH DPA YES PARG DPA YES
ATP5F1 DPA YES PCHGB4 DPA YES
BTBD3 DPA YES PDLIM3 DPA YES
C9orf3 DPA YES POLD4 DPA YES
CACNAILS DPA YES PPP1R9A DPA YES
CELF2 DPA YES PRDM5 DPA YES
CHORDC1 DPA YES PTPN2 DPA YES
CLINT1 DPA YES RBM34 DPA YES
EFR3A DPA YES RLNS DPA YES
EIF3F DPA YES RNPS1 DPA YES
FAM188A DPA YES RPL37 DPA YES
FBXO031 DPA YES SEMAG6C DPA YES
FRMD4B DPA YES SLC25A17 DPA YES
GFPT1 DPA YES SLC4A7 DPA YES
GSTM3 DPA YES SNF8 DPA YES
IDH1 DPA YES SNX27 DPA YES
ISY1 DPA YES SPECC1L DPA YES
KANSL1L DPA YES TBCD DPA YES
KLHL3 DPA YES TCOF1 DPA YES
KPNB1 DPA YES TRO DPA YES
LMOD3 DPA YES TSPAN12 DPA YES
LZTS2 DPA YES TULP4 DPA YES
MAGED2 DPA YES ZDHHC3 DPA YES
MAP1A DPA YES ZNF850 DPA YES

*Los genes de la Tabla 2 representan a las 60 isoformas que presentan DPA y cambio de uso o polyA Switching,
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Anexo 3

Tabla 3. Analisis de enriquecimiento funcional de genes asociados con procesos bioldgicos clave en Distrofia Miotonica tipo

1 (DM1)
Gen GeneRatio pvalue  GenelD
ASPH/ATP2A2/CALM1/CALM3
Contraccion muscular 1.8958 [CAMK2A/CAMK2B/DMPK/FGF13
17/236 /HIPK1/MYBPC1/MYH11/MYL3/SCN1
67e-06 B
/SLC8A3/SORBS1/TNNI1/TPM1
AKT1/AKT2/CALM1/CALM3/CAMK2A
Enfermedades de la transduccién de sefiales [CAMK2B/CPSF6/CTBP1/DUSPT/EGF
. /[FOX03/FXR1/GAB1/JAG2/KLC1/LMO
por receptores Qe factores de crecimiento y 25/236 6.2215 7
segundos mensajeros. 98e-06 | RPE/MDM2/NCOR2/PPP1CC/PPP2RS
C
/PSME3/PTPN11/RICTOR/UBB
ASPH/ATP2A2/CALM1/CALM3/CAMK
. . 2.3156
Homeostasis de iones 8/236 776-05 2A
/CAMK2B/DMPK/SLC8A3
AKT1/AKT2/CALM1/CALM3/CAMK2A
Sefializacién intracelular por segundos 19/236 3.7928 /CAMK2B/EGF/FOXO3/GAB1/MDM2
mensajeros. 23e-05 /PHC2/PIP5K1A/PML/PPP2R5C/PSME3
/PTPN11/RICTOR/UBB/USP13
Fase 0: despolarizacion rapida 6/236 7.4051 CALMIL/CALM3/CAMK2A
41e-05 /CAMK2B/FGF13/SCN1B
Fosforilacién de CREB mediada por CaMK 8.9010
v 4/236 sée-os CALM1/CALM3/CAMK2A/CAMK?2B
Activacion RAF 6/236 1.0347 CALM1/CALM3/CAMK2A
27e-04 /CAMK2B/PPP1CC/PPP2R5C
Regulacidn de la degradacion de TP53 1.0347 AKT1/AKT2/MDM2/PPP2R5C/RICTOR/
6/236
27e-04 UBB
Regulacién de la expresion y degradacion de 6/236 1.2130 AKT1/AKT2/MDM2/PPP2R5C/RICTOR/
TP53. 83e-04 UBB
ASPH/ATP2A2/CALM1/CALM3/CAMK
L . 1.2319 2A/
Conduccion cardiaca 11/236 78¢-04 CAMK2B/DMPK/FGF13/HIPK1/SCN1B/
SLC8A3

*La tabla presenta genes relacionados con funciones bioldgicas clave y enfermedades, destacando su participacién
en procesos como contraccion muscular, sefializacion intracelular y homeostasis ionica. Estos genes muestran
variaciones en el procesamiento de poliadenilacion alternativa (DPA), lo que puede influir significativamente en
estas funciones y procesos biologicos.
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