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Que cuando mires dentro de ti, y de lo que haces, te encuentres como la
tierra por la mafiana, bafiada de luz, siéntete [impio y ligero como la luz,

deja a otros el mundo frivolo. Tii vales mds, sonrie y pasa.

José Marti.
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GLOSARIO DE TERMINOS Y DEFINICIONES
ADN: acido desoxiribonucleico.
AF: ataxia de Friedreich.
ANC: alelos normales cortos.
ANL : alelos normales largos.
ARN: acido ribonucleico.
ARNM: acido ribonucleico mensajero.
CAG: trinucledtido de bases nitrogenadas Citosina-Adenina-Guanina.
Centros Fe-S : centros hierro azufre.
CIRAH: Centro para la Investigacion y la Rehabilitacion de las Ataxias Hereditarias.
CpG: secuencias con un alto porcentaje de dinucleétidos Citosina y Guanina
dB: decibeles.

dNTPs: trifosfato de deoxinucleésido, del inglés deoxynucleoside triphosphate.

EDTA: anticoagulante acido etilendiamino tetra-acético, del inglés ethylenediamine

tetraacetic acid.

Fe: hierro.

FRDA: gen de la ataxia de Friedreich.

FRDAZ2: segundo locus para un gen que ocasiona ataxia de Friedreich.
FXN: proteina Frataxina.

GAA: trinucledtido de bases nitrogenadas Guanina-Adenina-Adenina.



GRD: ganglio de la raiz dorsal.

HD: enfermedad de Huntington, del inglés Huntington disease.

Heteroalélico: genotipo conformado por dos alelos diferentes.

Heterocigotico:  genotipo representado por dos genes que expresan un caracter

diferente.

Homoalélico: genotipo conformado por dos alelos iguales.

Homocigético: genotipo representado por dos genes que expresan el mismo

caracter.

Hz: hertzius.

Kb: kilobase.

kHz: kilohertzius.

Knockout : término del idioma inglés que designa un modelo biolégico experimental
que se obtiene mediante manipulacion genomica al bloquearse la
expresion de un gen de interés para investigar su funciéon biolégica.

mA: miliamperes.

mm: milimetros.

mM:milimolar.

mmol/L : milimol por litro.

mm/s : milimetros por segundos.

ms: milisegundos.

mV: milivoltios.

nm: nanometros.

OH: radical hidroxil.



pb: pares de bases.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés Polimerase Chain Reaction.

PEATC: potenciales evocados auditivos de tallo cerebral.

PESS: potenciales evocados somatosensoriales.

PEV: potenciales evocados visuales.

PTG: prueba de tolerancia oral a la glucosa en dos horas.

S: azufre.

SARA: escala clinica para la evaluacion cuantitativa de la ataxia, del inglés scale for

the assessment and rating of ataxia.

SCA2: ataxia espinocerebelosa tipo 2.
SCA3: ataxia espinocerebelosa tipo 3.
SCAL7: ataxia espinocerebelosa tipo 17.
SNC: sistema nervioso central.

SOMA: sistema osteo-mio-articular.

V: voltios.

T : grados Celsius.

ML: microlitros.

pUM: micromolar.

pseg : microsegundos.

HV: microvoltios.
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SINTESIS
Se estudiaron 108 enfermos con ataxias recesivas 0 esporadicas y 277 individuos
saludables que vivian en Cuba en el afio 2011, con el objetivo de caracterizar el
comportamiento epidemiologico, molecular y clinico de la ataxia de Friedreich. Los
sujetos afectados fueron evaluados clinicamente y se implementd el analisis
molecular del gen FRDA mediante PCR vy electroforesis en geles de agarosa y
poliacrilamida. La ataxia de Friedreich representa el 0,77% de las ataxias
hereditarias, el 18,62% de los casos sin diagnostico definitivo tiene antecedentes de
consanguinidad. La frecuencia de portador resulta 1 en 685 y la prevalencia 0.053 X
100 000 habitantes. Las manifestaciones neurolégicas son similares a las existentes
en otras poblaciones, pero la escoliosis es generalmente el signo de presentacion y
la Diabetes Mellitus no suele asociarse a la enfermedad. Se demostro inestabilidad
meiodtica y mitética del gen FRDA en los sujetos afectados, mientras que en la
poblacion saludable se evidencio una distribucion alélica particular del polimorfismo
GAA y una baja frecuencia de alelos normales largos, que indican poca
predisposicion del gen FRDA a la inestabilidad en la poblacion cubana. El
diagnostico confirmatorio y los estudios predictivos se encuentran ahora a

disposicién de las familias afectadas.
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INTRODUCCION

El término “ataxia” era utilizado desde la época de Hipdcrates con el significado literal
de desorden o confusién . Actualmente, se entiende por ataxia un trastorno de la
coordinacion de los movimientos, debido a la lesion del cerebelo, sus vias aferentes
ylo eferentes, la médula espinal, los nervios periféricos y/o el tallo cerebral ®.

Seguln su causa, las ataxias se clasifican en hereditarias, adquiridas y esporadicas
®. Las formas hereditarias constituyen un grupo clinico y genéticamente heterogéneo
de mdultiples afecciones neurodegenerativas que, en su mayoria, se transmiten con
patron de herencia autosémico dominante. Resultan de la expansion de una
secuencia trinucleotidica repetitiva de Citosina-Adenina-Guanina (CAG), que es
traducida para dar lugar a proteinas con dominios poliglutaminicos expandidos; la
ganancia de una nueva funcidon por estas proteinas provoca degeneracion de
poblaciones neuronales especificas “®.

La ataxia de Friedreich (AF) es la mas frecuente de las ataxias hereditarias: afecta a
1 en 30 000-50 000 individuos !9, con una frecuencia de portador de 1/60 ™; sin
embargo, se transmite con un patron de herencia autosomico recesivo y es la Unica
enfermedad causada por expansiones anormalmente largas de la secuencia
repetitiva Guanina-Adenina-Adenina (GAA), que impiden la correcta expresion del

gen de la ataxia de Friedreich (FRDA) *?.



Como consecuencia de las dificultades para la transcripcion del gen expandido, se
producen cantidades insuficientes de la proteina Frataxina (FXN), lo que origina
diferentes manifestaciones clinicas, asi como edad de comienzo temprano. Las
principales caracteristicas fenotipicas consisten en ataxia progresiva, disartria
cerebelosa, dismetria, adiadococinesia, ausencia de reflejos tendinosos en
extremidades inferiores, alteraciones del sentido de vibracion, escoliosis, Diabetes
Mellitus y cardiomiopatia V.

Los individuos afectados dejan de deambular a los 15 afios del comienzo de la

enfermedad %1

y, en la mayoria de los casos, la muerte tiene lugar
aproximadamente a la edad de 38 afios (134,

Desde el afio 2000 el Centro para la Investigacion y la Rehabilitacion de las Ataxias
Hereditarias (CIRAH) ha brindado asistencia médica a las familias cubanas afectadas
por estas enfermedades y ha desarrollado numerosas investigaciones relacionadas,

fundamentalmente, con la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) %27,

no
habiéndose realizado con anterioridad el estudio molecular de las ataxias recesivas o
esporadicas.

Como resultado de un estudio epidemiolégico nacional desarrollado por el CIRAH,
entre los afios 2002 y 2004 se evaluaron todos los enfermos afectados por algun tipo
de ataxia. De un total de 753 individuos, 666 (88,44%) presentaron una ataxia
autosémica dominante, 69 (9,16%) una forma recesiva y 18 (2,39%) fueron casos
esporadicos 2.

Entre los aflos 2004 y 2011, fueron referidos al CIRAH 21 casos esporadicos,

diagnosticados en los diferentes servicios de neurologia o pediatria del pais. La AF



resultaba, por tanto, un diagnéstico posible en los 108 individuos con una ataxia
recesiva o esporadica, sin embargo, no se habia realizado diagndéstico molecular de
certeza a ninguno de ellos.

Problema Cientifico: La ausencia del diagnéstico molecular para la ataxia de
Friedreich, en pacientes con ataxias recesivas o0 esporadicas, no permite la
identificacion de las caracteristicas epidemioldgicas, moleculares y clinicas en
individuos afectados por la misma, ni conocer el comportamiento del gen FRDA en la
poblacion normal.

Sin estos elementos no es posible brindar un acertado asesoramiento genético o
contar con programas de diagnostico predictivo presintomatico y prenatal.

Al considerar el aspecto relacionado con la politica cientifica, este estudio se inserta
en el lineamiento de “Enfermedades Cronicas no Transmisibles” del Ministerio de
Salud Publica, en el tema “Enfermedades Genéticas y Discapacitados”.

Es aceptado internacionalmente que la AF resulta la mas frecuente de las ataxias
hereditarias, se presenta con manifestaciones clinicas clasicas, y uno de cada 60
individuos normales en la poblacion es portador de un alelo expandido para el gen
FRDA @9,

A partir de lo anteriormente expuesto se plantea la siguiente Hipotesis: debera
encontrarse un marcado predominio de la AF entre las familias cubanas con ataxias
recesivas o0 esporadicas, se identificaran alteraciones clinicas tipicas de la
enfermedad en los individuos afectados, asi como sujetos portadores de la mutacion

dentro de la poblacién normal.



Con la finalidad de demostrar esta hipotesis se proponen los siguientes Objetivos:
General:

Caracterizar el comportamiento epidemiologico, molecular y clinico de la ataxia de
Friedreich en Cuba durante el afio 2011.

Especificos:

1. Analizar la prevalencia de la ataxia de Friedreich en Cuba.

2. Caracterizar el polimorfismo GAA del gen de la ataxia de Friedreich en la
poblacion normal.

3 Describir las caracteristicas clinicas y moleculares de los individuos afectados por
ataxia de Friedreich.

Novedad Cientifica:

1) Se implement6 el diagndstico molecular de la AF y se dio inicio al estudio de las
ataxias recesivas en Cuba. Esto permitid6 el establecimiento del diagnostico
confirmatorio de sujetos enfermos y del diagnostico predictivo de individuos
portadores, lo que hizo posible el ofrecimiento de un adecuado asesoramiento
genético a las familias y de diagnésticos prenatales como una nueva opcion
reproductiva para las parejas en riesgo de tener descendencia afectada.

2) Es el primer estudio en el pais que reporta la prevalencia de la AF y la
territorialidad de los casos afectados, asi como la frecuencia de sujetos portadores
dentro de la poblacién normal.

3) Se describen las caracteristicas clinicas de los individuos enfermos en las que se

encuentran variaciones con respecto a los reportes internacionales.



4) Se describe el genotipo de los sujetos saludables para el polimorfismo GAA en el
gen FRDA y su correspondencia con la prevalencia de la enfermedad.

El aporte tedrico de esta investigacion estd dado por la profundizacion en el
conocimiento del fenotipo clinico de la enfermedad y de las bases genéticas de la
AF, lo que enriqguece la comprension de la relacion existente entre los alelos
normales del gen FRDA y la predisposicion poblacional a la enfermedad. Asi mismo,
la epidemiologia de la enfermedad y las caracteristicas del polimorfismo de GAA en
Cuba resultan aportes de interés para la comunidad cientifica internacional.

El aporte practico consiste en la introduccién en el pais del diagndstico molecular
confirmatorio de la AF y el comienzo del diagndstico molecular de portadores en
individuos en riesgo.

Fundamento Metodoldgico:  Se realizé un estudio descriptivo transversal orientado
al establecimiento del diagnéstico molecular de la AF y a la caracterizacion clinica y
epidemioldgica de la enfermedad en el pais.

El polimorfismo de las repeticiones de GAA en el gen FRDA fue analizado en un total
de 108 sujetos afectados por ataxias recesivas o esporadicas y en 277 sujetos
saludables.

En los individuos con diagnéstico molecular confirmatorio de AF, se realizo estudio
genealdgico, evaluacién clinica, andlisis del metabolismo de la glucosa, examenes
imagenoldgicos, estudios electrofisiologicos y se determind la longitud de las
repeticiones trinucleotidicas de CAG en los genes de las ataxias espinocerebelosas

tipo 2, 3, 17 y el gen de la enfermedad de Huntington (SCA2, SCA3, SCA17 y HD).



Teniendo en cuenta las caracteristicas del gen FRDA, tanto en los sujetos afectados
como saludables, se estimaron diferentes indicadores epidemiolégicos como tasa de
prevalencia de la enfermedad, frecuencia génica y genotipica para el locus FRDA,
frecuencia de portador, de alelos normales cortos, normales largos, raros,
premutados y riesgo de recurrencia de la enfermedad (Figura 1).

La tesis se estructuré en cuatro capitulos: Revision Bibliografica, Materiales y
Métodos, Resultados y Discusion. Se presentan ademas siete secciones: Glosario,
Sintesis, Introduccion, Conclusiones, Recomendaciones, Referencias Bibliogréficas,

Anexos y Autobibliografia.
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Figura 1. Fundamento metodoldgico empleado para el desarrollo de la investigacion.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Antecedentes historicos de las ataxias heredit  arias
Las primeras observaciones clinicas sobre la marcha ataxica fueron realizadas,

segin Velazquez @9,

por Galen en 1821, quien consider6 como causas
desencadenantes el efecto de la embriaguez alcohdlica y la senilidad, incluyendo
posteriormente a la sifilis.

A comienzos del siglo XIX, Duchenne utilizé el término “ataxia locomotora” para
denominar a la Tabes Dorsal. Friedreich, en 1863, fue el primer autor en describir
pacientes con una forma hereditaria de ataxia autosdmica recesiva que se
diferenciaba de la “ataxia locomotora”. En 1893, Pierre Marie llamo la atencion sobre
un grupo de familias, reportadas en la literatura, que sufrian de una forma de ataxia
hereditaria clinicamente distinta de la reportada por Friedreich, usualmente con
herencia autosémica dominante @,

Desde entonces, numerosos tipos de ataxias han sido descritas en la literatura.
Harding @ considera que no es exagerado plantear la existencia de tantas
clasificaciones como autores han trabajado en el tema.

A finales del siglo XX, se produjeron avances notables en la genética molecular que

permitieron la identificacion de los genes responsables de varias de estas

condiciones. Otro grupo mayor de genes son de reciente descubrimiento, o auln



desconocidos ©%%). Las investigaciones conducidas por La Spada y Verkerk, en
1991, evidenciaron que las expansiones de trinucledtidos repetidos en tandem
constitufan un nuevo mecanismo de produccién de enfermedades hereditarias ¢4,
A partir de estos resultados fueron clasificadas en dos grupos:

a) Enfermedades producidas por repeticiones trinucleotidicas de CAG en las
regiones codificadoras de los genes, que al ser traducidas dan lugar a proteinas con
dominios poliglutaminicos expandidos (enfermedades poliglutaminicas). En este
grupo se encuentran las ataxias espinocerebelosas tipo 1, 2, 3, 6, 7, 17, la
enfermedad de Huntington, la Atrofia Muscular Espinobulbar y la Atrofia
Dentatorubral-palidoluysiana.

b) Enfermedades producidas por expansiones en secuencias trinucleotidicas o
pentanucleotidicas repetitivas localizadas en regiones no codificadoras de los genes.
Se trata de la AF (GAA), el Sindrome de Fragil-X (GGC y GCC), la Distrofia Miot6nica
(CTG), ademés de las ataxias espinocerebelosas tipo 8 (CTG), tipo 10 (ATTCT) y
tipo 12 (CAG).

1.2. Ataxia de Friedreich (AF)

Nicholaus Friedreich comenzo sus observaciones sobre la ataxia en 1850, al darse
cuenta de que los pacientes sufrian de una entidad diferente a la ataxia locomotora
descrita por Duchenne. Presentd sus datos por primera vez en una reunion en
Speyer, Alemania, en 1861 y realiz6 varias publicaciones.

En la primera publicacién describié nueve pacientes pertenecientes a tres familias,
que se diferenciaban de la Tabes Dorsal por: la ocurrencia hereditaria, la edad

temprana de comienzo, la larga duracion de la enfermedad, el hecho de que siete de



los nueve pacientes eran del sexo femenino y la ausencia de pérdida sensorial al
menos en los estadios iniciales.

La enfermedad comenzaba con ataxia, al inicio solo en las piernas y después en los
brazos; luego aparecia disartria, en ocasiones acompafiada por nistagmo; escoliosis
y deformidad de los pies. La pérdida sensorial en las piernas ocurria después de
muchos afios de evolucion, y la pérdida de sensacion articular solo estaba presente
en un paciente al que le resultaba dificil caminar en la oscuridad, o con los ojos
cerrados “Y.

Mediante la autopsia de cuatro pacientes demostré la degeneracion de las columnas
de la médula dorsal, particularmente, en la parte inferior. Por examen microscopico
not6 atrofia de los nervios y desmielinizacion, asi como reemplazo por tejido fibrilar
fino. De manera interesante, concluyd el articulo mencionando una marcada
degeneracién grasa del musculo cardiaco que asocid con una tendencia aumentada
de los pacientes al colapso “Y. En 1875, Erb, el discipulo de Friedreich, describi6 la
ausencia de reflejos tendinosos profundos en estos pacientes “?.

La comunidad neuroldgica se neg6é a aceptarla como una nueva enfermedad
considerandola una variante de la Tabes Dorsal y la Esclerosis Multiple, hasta que
Charcot, en 1884, dos afios después de la muerte de Friedreich, describié un
paciente con ataxia hereditaria no Tabes-no Esclerosis Mdltiple. A partir de entonces,
muchos pacientes afectados por una ataxia cerebelosa con patrén dominante fueron
erroneamente diagnosticados como AF, hasta que Anita Harding introdujo el patron

de herencia autosémica recesiva como un criterio diagndstico mayor @.



Hoy se reconoce que, en el afio 1800, Gowers presentod tres casos de AF ante la
Sociedad Clinica de Londres, y menciond que dos casos similares habian sido
mostrados a la sociedad nueve afios antes por Carpenter, de manera que el primer
reporte de la enfermedad data, verdaderamente, del afio 1791 @.

1.2.1. Fisiopatologia

La AF es una enfermedad autosomica recesiva ocasionada por una mutacion
homocigética en el gen FRDA. Se trata del aumento en el nUmero de repeticiones del
trinucledtido GAA ubicado en el intron 1 del gen, lo que trae como consecuencia
dificultades en la transcripcion con disminucién del Acido Ribonucleico mensajero
(ARNmM) y, por consiguiente, disminucién en la produccién de la proteina FXN ®2),

La pérdida de funcion de la proteina ocasiona alteraciones en el metabolismo del
hierro (Fe) y de los centros hierro-azufre (Fe-S), asi como dafio oxidativo, todo lo
cual tiene una repercusion sistémica que esta relacionada con las manifestaciones
clinicas de la enfermedad “?.

1.2.1.1. Gen de la ataxia de Friedreich (FRDA)

Mediante estudios de ligamiento genético e hibridizacion in situ, fue posible
determinar que el locus del gen FRDA estaba localizado en 9q13-gq21.1 “¥. En 1997,
Kostrzewa ofrecié evidencias de un segundo locus para la AF ubicado en 9p, al que
denominé FRDA2. Con esto demostrd que las dos formas genéticamente diferentes
de AF resultan clinicamente indistinguibles “®.

El gen FRDA se extiende a lo largo de 80 kilobases (Kb) y consta de sietes exones,

de los cuales los cinco primeros codifican para una proteina llamada FXN. El gen se



expresa en todas las células, pero en niveles variables, lo que en cierta medida se
relaciona con el contenido mitocondrial de las mismas ™.

En 1996, Campuzano realizé la identificacion y descripcion de un microsatélite (la
repeticion del trinucledtido GAA) en el intron 1 del gen FRDA como responsable de la
enfermedad “®. Los microsatélites constituyen aproximadamente el 3% del genoma
humano, son repeticiones en tAndem de 1-6 nucledtidos altamente conservados, que
interaccionan entre si regulando el desarrollo y funcionamiento cerebral y generando
diversidad genémica y funcional 74849,

Las repeticiones GAA-TTC son de las mas ubicuas, pueden encontrarse con
longitudes variables en todos los cromosomas y con frecuencia constituyen los
tractos de repeticiones mas largos en el genoma®?.

El desequilibrio de ligamiento existente entre el locus FRDA y marcadores vecinos
sugiere dos hipdtesis: una Unica o pocas mutaciones ancestrales dieron lugar a la
repeticion trinucleotidica asociada con el gen FRDA o existen expansiones
recurrentes en un reservorio poblacional de alelos de riesgo, la generacion de las
cuales representa el evento fundador o premutacién ©2.

Esta segunda hipotesis esta justificada por el hallazgo de dos clases de alelos
normales: alelos normales cortos (ANC) y alelos normales largos (ANL). Las
mutaciones y premutaciones se originan de un pequefio grupo de ANL de 13-33
repeticiones, todos los ANL pueden haber evolucionado de un evento Unico que
transform6é un ANC (de 6 a 12 repeticiones) en un ANL. Los ANL constituyen un
reservorio para expansiones accidentales y reemplazan a aquellas que desaparecen

a causa de la ventaja reproductiva disminuida de los individuos con AF ©9.



La distribucién de frecuencia de los alelos normales (ANC y ANL) del gen FRDA es
particular en cada poblacion, y no existen reportes previos de la misma en la
poblacion cubana.

Los alelos con mas de 27 repeticiones de GAA se consideran alelos raros, y los que
contienen de 34 a 65 repeticiones se denominan alelos premutados. Estos ultimos
contienen, con frecuencia, interrupciones de GAG, (GAGGAA),, que les confieren
cierto grado de estabilidad ®*°?.

La expansion homocigotica del trinucledtido GAA por encima de 66 repeticiones, es
responsable del 98% de los casos de AF, el 2% restante se produce en heterocigotos
compuestos por una expansion trinucleotidica de GAA y una mutacion puntual.

Las mutaciones puntuales pueden alterar la secuencia codificadora de la FXN y dar
lugar a una proteina no funcional o ausente; algunas son mutaciones truncantes que
siempre afectan la mitad carboxi-terminal de la proteina, otras generan un cambio en
la secuencia de aminoacidos envuelta en su plegamiento, o0 en regiones
conservadas, relacionadas con las interacciones proteina-proteina o la union al Fe
(53,54)-

También pueden existir mutaciones sin sentido o en el sitio de empalme, raramente
se han descrito deleciones o microdeleciones. En el Anexo 1 se muestran las
variantes de secuencias patogénicas conocidas, no se han identificado enfermos con
dos mutaciones puntuales sin expansion del trinucleétido GAA 53,

Las expansiones trinucleotidicas ocasionan la pérdida de actividad transcripcional del
gen FRDA, con deficiencia en los niveles de ARNm de la FXN. Se proponen dos

modelos para explicar el silenciamiento génico ©*:



1) La inhibicion de la trascripcion es causada por una estructura inusual del Acido
Desoxiribonucleico (ADN) adoptada por las repeticiones GAA-TTC.

2) Las repeticiones GAA-TTC, que semejan al ADN satélite silente
transcripcionalmente, reclutan las proteinas de unién a la heterocromatina y
ocasionan silenciamiento génico a través de una estructura cromatinica inactiva.
1.2.1.2. Capacidad del ADN de formar estructurasno B

El tracto de ADN en el cual se encuentra el trinucledtido GAA sdélo contiene purinas
(R) en una cadena, y pirimidinas (Y) en la otra; las secuencias R-Y pueden adoptar
estructuras no B de tres cadenas ¢,

Las repeticiones de GAA expandidas pueden plegarse sobre si mismas y formar
triples intramoleculares R-R-Y, en los que dos cadenas R y una Y se asocian
dejando un segmento de cadena Y no pareado ®®. Dos regiones de triples R—R-Y en
la misma, o en diferentes moléculas de ADN, pueden formar un nuevo tipo de
estructura del ADN al unirse a través del intercambio de la tercera cadena R. Esta
estructura se denomina ADN pegajoso y es capaz de inhibir la trascripcién V.
1.2.1.3. Cromatina inactiva

El ADN se envuelve alrededor de las histonas creando los nucleosomas en la
cromatina. Las repeticiones excesivas de ADN producen un "empaquetamiento” de
regiones gendémicas mas denso que en el ADN codificador, y constituyen estructuras
de heterocromatina inaccesibles, implicadas en el silenciamiento génico mediante
represion de la trascripcion 4599,

Si un gen es anormalmente repetitivo y compuesto por ADN no codificante, se apaga

en algunas células, pero en otras no y el empaquetamiento se puede extender a los



genes cercanos apagandolos o guardandolos silentes. Esto se denomina variacion
por efecto de posicion ©Y.

1.2.1.4. Mecanismo de regulacion de la expresion de | gen FRDA

El locus FRDA salvaje esta en un ambiente de cromatina abierto, permite la
trascripcion activa del gen por lo que existe expresion de FXN en todas las células.
Cuando en el locus FRDA se produce una repeticion de GAA expandida, esta puede
hacer que la cromatina se cierre (nucleosomas empaquetados apretadamente)
formando la heterocromatina.

La cromatina en el promotor también puede cerrarse debido a su proximidad a la
heterocromatina en el intrén 1 (mediante variacion por efecto de posicién), por ello la
FXN solo puede expresarse en una proporcion de células.

Los cambios de la cromatina producidos por repeticiones, también pueden afectar el
inicio de la trascripcion al bloquear la unidén al promotor de factores regulatorios
importantes que potencian la transcripcion (como SRF y TFAP2) con desregulacion
de la expresion de la FXN en todas las células.

La trascripcion también puede resultar impedida mediante afectacion de la
elongacion por la polimerasa Il del &cido ribonucleico (ARN polimerasa 1), por lo que
la expansién del trinucleétido GAA es capaz de reducir tanto el inicio como la
elongacion de la transcripcion (436264,

1.2.2. Epigenética. Metilacion del gen FRDA y aceti  lacion de histonas

El primer intron de muchos genes contiene secuencias regulatorias importantes para
la expresion génica. El intron 1 del gen FRDA contribuye a la actividad promotora del

gen, su extremo 5’ (Que se encuentra inmediatamente por delante de la repeticion de



GAA) contiene secuencias con un alto porcentaje de dinucleétidos Citosina y
Guanina (CpG) metilables .

Existe correlacion directa entre el tamafio de la expansion de GAA y la metilacion de
CpG, lo cual representa el posible vinculo con el silenciamiento transcripcional del
gen FRDA ©® La metilacién esta limitada a la regién adyacente a las repeticiones,
ocurre en un numero variable de residuos CpG en lineas celulares de sujetos sanos
y enfermos, pero resulta mas extensa (50% mas alta) en los individuos con AF.

Tres residuos, el 3, 6 y 13, se encuentran libres de metilacion en individuos no
afectados, pero casi siempre metilados (75-100%) en individuos con AF, la metilacion
de estos residuos puede interrumpir la union de factores de transcripcion y llevar a
reduccién en la expresion de la FXN ©©),

Existe correlacion inversa entre el estado de metilacion y la edad de comienzo de la
enfermedad. Los sujetos con mayor grado de metilacion en los sitios CpG
especificos del gen expandido, desarrollan la enfermedad méas tempranamente. La
metilacion es responsable del 30% de la variabilidad en la edad de comienzo,
ademas de la contribucién del fondo genético y de los factores ambientales .

El aumento de metilacion de residuos especificos del ADN, parece ser una
consecuencia secundaria de la disminucion de la acetilacion de las histonas como
H3K14, H4K5, H4K8 y H4K12 11388) E| enriquecimiento de la heterocromatina con
histonas hipoacetiladas, incrementa la accesibilidad a otras proteinas remodeladoras
de la cromatina, lo que resulta en una estructura heterocromatinica y/o promueve la

formacién de triples GAA-GAA-TTC ©Y.



También se han observado niveles elevados de histona 3 dimetilada y trimetilada en
lisina 9 (H3K9) en células AF, consistentes con una organizacion de la cromatina
maés represiva ©°.

1.2.3. Inestabilidad meidtica y mitética del gen FR DA

1.2.3.1. Inestabilidad meidtica

La inestabilidad meiotica es el cambio que se produce en el segmento gendémico de
un gen dado, como las repeticiones trinucleotidicas, durante el proceso molecular de
transmision de la herencia, asi pueden producirse expansiones o contracciones del
niimero de determinados nucleétidos 967,

No existe estimado preciso acerca del riesgo de que un alelo intermedio pase a
expandido, pero diferentes factores se asocian con el aumento de riesgo de
inestabilidad repetitiva, entre ellos:

-Sexo del progenitor: podria deberse a aspectos del desarrollo germinal, como las
numerosas divisiones mitoticas en el desarrollo del esperma, o los eventos meidticos
en la produccion de ovocitos.

-Secuencia: el esperma de individuos con AF tiene tendencia natural a las
contracciones in vivo, mientras que el esperma de individuos afectados por Distrofia
Miotonica tipo 1 tiende a las expansiones, lo que sugiere una contribucion de la
variabilidad genética en las secuencias flanqueantes.

-Pureza de la repeticion: cuando la repeticion de GAA es pura, se expande mas en
las transmisiones que cuando tiene igual tamafio pero esta interrumpida.

-Haplotipo del gen: varios haplotipos estdn mas frecuentemente asociados con las

expansiones y con los ANL en la AF. La frecuencia de ANL se relaciona con la



prevalencia de la enfermedad, y sugiere la existencia de un haplotipo predisponente
COMO reservorio para expansiones mayores.

-Tamafio de la repeticion: las nuevas mutaciones generalmente surgen de alelos
intermedios y no de alelos normales. Los alelos intermedios tienen mas estabilidad
intergeneracional que los alelos expandidos, pero mas inestabilidad que los alelos
normales, a la vez, necesitan expansiones menores que los normales para alcanzar
el umbral de la enfermedad.

-Polaridad: la inestabilidad ocurre en uno de los lados del tracto repetitivo, lo que
sugiere un efecto de polaridad ¢+,

Los alelos normales (ANC y ANL) muestran tendencia a transmitirse de manera
estable de padres a hijos, en particular, cuando estan interrumpidos por secuencias
(GAGGAA)n que les confieren mayor estabilidad. Por el contrario, los alelos
expandidos presentan inestabilidad intergeneracional, y presentan contracciones en
las transmisiones paternas con una probabilidad del 20-30%, e igual tendencia a
expansiones y contracciones en las transmisiones maternas ©®.

Los alelos de 34 a 65 repeticiones de GAA se denominan premutados porque
pueden hiperexpandirse cientos de veces, tanto en transmisiones maternas como
paternas, originando alelos expandidos en la descendencia, especialmente cuando
no estan interrumpidos por el trinucledtido GAG “#6:5052),

1.2.3.2. Inestabilidad mitética

Al nacimiento, todas las células en el organismo presentan el tamafio de los alelos
del gen FRDA heredados, estos alelos no tienen implicaciones toxicas. Durante la

vida del individuo el nimero de repeticiones de GAA aumenta independiente y



aleatoriamente, hasta sobrepasar el umbral especifico de normalidad en un ndmero
suficiente de células, como el ganglio de la raiz dorsal (GRD) y el cerebelo, momento
en que comienzan las manifestaciones clinicas. La enfermedad progresa a medida
que un mayor nimero de células resultan afectadas .

El mecanismo de expansion somética es largo-dependiente, pues la longitud de las
repeticiones determina la edad de comienzo de la inestabilidad somatica, asi como el
rango y la magnitud de la mutacion. Los alelos mas largos se expanden mas
tempranamente, ya que no solo se heredan con un numero de repeticiones mas
proximo al umbral, sino que comienzan su inestabilidad con un rango mayor de
expansiones.

La edad de comienzo en la AF depende de la longitud del alelo mas corto o de
ambos alelos pues, tratdndose de una enfermedad recesiva, la célula resulta
afectada sélo cuando el alelo méas corto también ha sobrepasado el umbral /¥,

La neurodegeneracion primaria selectiva del GRD explica el origen de la ataxia, pero
no la naturaleza progresiva de la enfermedad, que se debe a la acumulacién edad
dependiente y tejido especifica de expansiones largas de GAA. La hipoétesis de
inestabilidad somatica edad dependiente y tejido especifica, también se considera
como un determinante de la afectacién progresiva del cerebelo .

Los alelos FRDA expandidos con mas de 500 repeticiones muestran sesgo marcado
de contraccion. En las células sométicas, en la sangre periférica y en el esperma, los
tractos de repeticiones expandidas pueden, incluso, revertirse al rango normal. Por el
contrario, los segmentos expandidos cortos de menos de 500 repeticiones muestran

sesgo de expansion 76879,



Las repeticiones GAA-TTC puras mayores de 44 repeticiones encontradas en otros
puntos del genoma humano y de ratén, son menos inestables que las del gen FRDA,
sugiriendo que la inestabilidad somatica es regulada por factores locus-especificos
(68)-

1.2.4. Acido Ribonucleico (ARN)

El transcripto de ARNm principal tiene 1,3 Kb y se origina a partir de cinco exones
enumerados del 1 al 5a. Otro transcripto que se produce en menor proporcion incluye
al exén 5b y tiene significacién funcional desconocida ™.

El ARNm de FXN se encuentra mas abundantemente en corazon, higado, musculo
esquelético y pancreas. En el Sistema Nervioso Central (SNC) la expresion es mayor
en meédula espinal, con niveles menores en cerebelo y muy baja expresion en
corteza cerebral.

Los sujetos enfermos tienen niveles residuales de ARNm del 13% al 30% vy los
portadores del 40% en relacion con los controles, por o que se aprecia correlacion
inversa entre las repeticiones de GAA y los niveles de ARNm ©.

La disminucion significativa de los niveles de ARNm debida al bloqueo de la
elongacion de la trascripcion, se produce mediante demora de la ARN polimerasa |l
dentro de la secuencia (GAA)n expandida, o a través de la formacion de estructuras
triples, pues los trinucledtidos GAA transcritos nacientes podrian formar un ARN
pegajoso que interferiria con el procesamiento intrénico normal del pre-ARNm “¥.
Una explicacion alternativa podria ser la alteracion en el empalme del ARN, su
procesamiento o estabilidad, ya que las repeticiones de GAA se unen a diferentes

factores de empalme y pueden dar lugar a un empalme aberrante o a reduccion de la



eficiencia del empalme, con la acumulacién de un pre-ARNm intermediario que no se
convierte en ARNm maduro 7.

1.2.5. Proteina Frataxina (FXN)

1.2.5.1. Caracteristicas estructurales de la Fratax ina

El ARNm de la FXN es traducido a un precursor polipeptidico y transportado a la
matriz mitocondrial, donde se elimina la secuencia de transito para producir la
proteina madura, que se localiza en la membrana mitocondrial interna /®.

Existen al menos dos formas con diferentes propiedades bioquimicas, la forma
monomérica FXN(81-210) dona Fe(2+) para el ensamblaje de los centros hierro
azufre (centros Fe-S), mientras que la forma oligomérica FXN(42-210) dona lo mismo
Fe(2+) que Fe(3+). Ambas isoformas son capaces de asegurar el incremento en la
sintesis de los centros Fe-S, y estan presentes en lineas celulares controles de
manera estable, estando mas depletada la primera en muestras de sujetos con AF
(79)-

El plegamiento de la FXN consiste en una region N-terminal sélo presente en
eucariotas y un dominio globular C-terminal, altamente conservado desde bacterias
hasta humanos, que corresponde a los exones 3, 4 y 5a. Todas las mutaciones con
pérdida de sentido en sujetos heterocigotos afectan residuos conservados (/®.
1.2.5.2. Funciones fisioldgicas de la Frataxina

Las importantes funciones de la FXN en su estado normal sélo son entendidas
parcialmente, pero los organismos deficientes (desde la levadura unicelular hasta los

humanos) exhiben diversos trastornos metabgélicos 38%81):;



Metabolismo del Fe. La FXN se une al Fe de manera directa. Si los niveles de la
proteina disminuyen, el Fe se acumula en las mitocondrias, con reduccion en su
utilizacién y liberacion, lo que conduce a la sobrecarga mitocondrial de Fe ©2.

Existe una relacion entre la falta de FXN vy el déficit de los centros Fe-S. Los centros
Fe-S son complejos de atomos de Fe y de azufre (S) utilizados por una serie de
enzimas localizadas en varios compartimientos celulares. Estas enzimas tienen
diferentes funciones, incluyendo el metabolismo energético (Aconitasa que participa
en el ciclo del acido citrico, complejos I, Il, y lll de la cadena respiratoria), el
metabolismo del Fe (Proteina | Respondedora al Fe, Ferroquelatasa y Adrenodoxin
en el patrén de sintesis del hemo), la sintesis de purinas y la reparacién del ADN &),
Como consecuencia de la deficiencia de FXN, se produce disminucién de la actividad
de la cadena respiratoria y de la Aconitasa, lo que contribuye a la sobrecarga de Fe
mitocondrial con generacion de especies reactivas del oxigeno, estrés oxidativo y

dafio tisular 38489

, al tiempo que ocurren disfunciones de otras proteinas en los
compartimientos mitocondrial y extramitocondrial 587,

Balance oxidativo. La deficiencia de FXN conduce al aumento de los niveles de los
dos ingredientes de la reaccion de Fenton: el Fe aumenta a causa de la sintesis
insuficiente de los centros Fe-S; el peroxido de hidrégeno (H,O;) aumenta a causa
de la disminucién de la activacion de la cadena respiratoria, como resultado del
impedimento de la actividad de los complejos respiratorios |, I, y Il que contienen
centros Fe-S. Cuando el Fe reacciona con el H,O,, se genera un radical altamente

toxico llamado hidroxil (OH"), capaz de ocasionar dafio a las proteinas, los lipidos y

los acidos nucleicos @,



Por razones no claras, las células deficientes de FXN tienen habilidad reducida para
movilizar las defensas antioxidantes, en particular, para inducir la superdxido

dismutasa 2 ©®889_E| factor de transcripcion Nrf2 (del inglés nuclear factor-erythroid

2-related factor 2) controla la transcripcion de antioxidantes inducibles como la

superoxido dismutasa y la catalasa. La induccion de antioxidantes en respuesta a
compuestos pro-oxidantes resulta afectada cuando el patron de sefializacion es
defectuoso ©?.

La FXN participa en el control del estrés oxidativo celular al reducir la produccion de
especies reactivas del oxigeno y protege el ADN nuclear y mitocondrial contra dafio
oxidativo inducido por Fe (/891:92),

El dafio al ADN se produce de la siguiente manera: la deficiencia de FXN genera
defecto en la biogénesis y el ensamblaje de los centros Fe-S, y produce un defecto
en la sintesis del hemo y falta de citocromo C. El impedimento de la actividad de
transporte de electrones (que es dependiente de la biogénesis de centros Fe-S) y la
disminucion de citocromo C, ocasiona la produccion de mayores niveles de especies
reactivas del oxigeno. Debido a la falta de capacidad antioxidante, ocurre dafio al
ADN. El aumento significativo en el dafio persistente del ADN, indica alteracion en la
capacidad de reparacion y en los eventos de sefalizacion de apoptosis. Muchas de
las proteinas que participan en la reparacion del ADN y en el reconocimiento de dafio
contienen centros Fe-S ®399),

Se ha sugerido que la FXN tiene un rol en el control de la supervivencia celular, ya

que las células deficientes de FXN son mas sensibles al estrés oxidativo y existen

evidencias de que ambas muertes celulares, la autofagica y la apoptoética, tienen



lugar en modelos animales deficientes de FXN. En ratones transgénicos knockout
para el gen de la FXN se observa letalidad embrionaria ©¥.

La expresion de la FXN en humanos es muy alta en el corazén y la médula espinal;
alcanza expresion media en el higado, musculo esquelético y pancreas; resulta baja
en el cerebelo y minima en todos los otros tejidos, incluido el cerebro. Lo mas
destacable de este patron es que coincide con el patron de tejidos dafiados en los
enfermos. El hecho de que no se exprese con niveles elevados en el cerebro es
paradgjico, ya que es un érgano que consume mucha energia.

Llaman la atencion los 6rganos y tejidos como el higado y el musculo esquelético,
donde la expresion de la FXN es muy alta, sin embargo, no resultan afectados en los
individuos con AF. La explicacion podria residir en la gran capacidad de regeneracion
de estos tejidos ©°.

Los niveles residuales de FXN en individuos afectados por AF, varian del 5 al 10%
de los niveles normales en sangre periférica, de acuerdo a la longitud del gen y al
tipo celular. Luego, como la longitud de la expansion del gen determina el nivel de
expresion de la FXN, tiene influencia en la severidad del fenotipo V.

1.2.6. Neuropatologia

Sistema nervioso periférico. El principal hallazgo anatomopatolégico es un fenGmeno
de degeneracién axonal trans-sinaptica retrégrada de los axones, que comienza en
la periferia, con pérdida final de neuronas y gliosis secundaria. Existe degeneracion
de axones mielinizados largos en nervios periféricos, que aumentan con la edad y la
duracion de la enfermedad. Las fibras no mielinizadas en raices sensoriales y nervios

sensoriales periféricos, resultan escasas “?.



GRD. ElI GRD se encuentra severamente atroéfico, lo cual ocasiona ataxia progresiva
43 la pérdida de neuronas sensoriales mielinizadas de didmetro largo causa
extincion de los reflejos tendinosos. La atrofia o destruccion activa de las células
nerviosas del GRD es un hallazgo temprano e invariable, con mayor afectacion en
las fibras que se originan mas caudalmente 49697

Médula espinal. El deterioro de las columnas sensoriales posteriores es responsable
del compromiso severo de los sistemas sensoriales que proveen informacion al
cerebro y cerebelo sobre la posicion y velocidad de segmentos corporales,
particularmente, en extremidades inferiores, lo que produce la pérdida del sentido de
posicion y vibracion. La falta de informacion propioceptiva y de retroalimentacion al
sistema motor afecta los grupos musculares requeridos para discriminar
movimientos, y produce ataxia sensorial %,

La degeneracion de las columnas posteriores de la médula espinal, la neuronopatia
sensorial en el GRD y la pérdida de las fibras sensoriales en los nervios periféricos,
constituyen caracteristicas tipicas de esta enfermedad *V.

Tallo Cerebral. La pérdida de células de los nucleos de los nervios craneales VI, X'y
XIl, explica la debilidad facial, los trastornos del lenguaje y de la deglucion ©®.
Cerebelo. Los pedunculos cerebelosos medio y superior estan disminuidos en
tamafo. Existe pérdida de células de Purkinje en el vermis superior del cerebelo y
corteza cerebelosa, asi como de neuronas en el nucleo olivar inferior. Los tractos
espinocerebelosos (ascendentes y descendentes) también se encuentran

deteriorados y explican la ataxia cerebelosa de conjunto con las alteraciones de las



columnas de Clark, el ndcleo dentado, el vermis superior y los patrones
dentatorubrales .

Cerebro. La lesion histolégica principal es la atrofia neuronal severa y la proliferacion
de terminales sindpticas en el ndcleo dentado, denominadas degeneracién grumosa.
Este nucleo puede ser especialmente susceptible a la AF porque contiene abundante
Fe. La degeneracion grumosa no siempre afecta todo el ndcleo dentado, es mas
abundante cuando, al menos, algunos cuerpos celulares neuronales persisten y
puede estar ausente en casos con pérdida neuronal total 443%),

Los tractos motores corticoespinales estan atrofiados con disminucion relativa al nivel
de la unién cervico-medular y degeneracién mas severa a medida que se avanza
hacia abajo en la médula espinal **°®. Es |a degeneracién progresiva de los tractos
piramidales la que lleva a respuesta plantar extensora bilateral y a debilidad muscular
en etapas avanzadas de la enfermedad ™.

1.2.7. Caracteristicas clinicas de la enfermedad

La AF se presenta con ataxia de la marcha (65%) y trastornos en la coordinacion de
los movimientos de las extremidades (25%), generalmente, a finales de la primera o
comienzos de la segunda década de la vida. Los criterios clinicos para su diagnostico
fueron establecidos por Anita Harding, en el afilo 1984 (Anexo 2).

Clasicamente se produce un sindrome cerebeloso caracterizado por ataxia de la
marcha, disartria, dismetria, adiadococinesia, temblor de intencion, hipotonia
muscular y nistagmo. Las manifestaciones neuroldgicas no cerebelosas consisten en

atrofia muscular, neuropatia periférica sensitiva con pérdida del sentido de posicion y



vibracion, hipo o arreflexia osteotendinosa, manifestaciones piramidales con
respuesta plantar extensora, disfagia, atrofia 6ptica y sordera sensorineural (13),

En casos raros, la neuropatia sensorial puede estar ausente, incluso después de
largos periodos de duracion de la enfermedad, a lo que se ha denominado ataxia de

Friedreich con reflejos conservados (FARR) (del inglés Friedreich Ataxia with

Retained Reflexes) ©®,

Las manifestaciones extraneurolégicas estdn dadas por escoliosis, pie cavo,
cardiomiopatia y alteraciones del metabolismo de la glucosa. La escoliosis y/o la
cardiomiopatia pueden preceder a la ataxia de la marcha en los casos de comienzo
temprano. La cardiomiopatia es la causa mas frecuente de muerte 1343,

Existen casos raros con edad de comienzo en la sexta o la séptima década de la

vida. A la variante que comienza después de los 25 afios se le conoce como ataxia

de Friedreich de comienzo tardio (LOFA, del inglés Late Onset Friedreich Ataxia) *®

y puede presentarse de manera atipica como una ataxia espastica o con signos
inusuales como oftalmoplejia, mioclonus o corea 9.

La notable heterogeneidad clinica de la AF la convierte en un diagnostico probable
ante cualquier caso con ataxia recesiva o esporadica, lo que le confiere un valor
definitorio al estudio de confirmacion molecular. La identificacion de caracteristicas
clinicas y epidemiolégicas particulares en determinados grupos poblacionales tiene
una aplicacion practica para la correcta orientacion diagnéstica.

El tamafio de la expansion de GAA del alelo de menor longitud, presenta una
relaciéon inversa con la edad de comienzo y una relacion directa con la severidad de

las manifestaciones neurolégicas y la edad temprana de muerte. Aquellos sujetos



con expansiones mas cortas tendran edad tardia de comienzo, un curso mas
benigno de la enfermedad y algunos no llegaran a ser diagnosticados durante toda
su vida 9,

Pero la longitud de las repeticiones de GAA solo explica el 50% de la variabilidad en
la edad de comienzo, otros factores tienen influencia en el fenotipo. Entre estos se
encuentran el mosaicismo somatico de las expansiones, las variaciones e
interrupciones en la secuencia repetitiva, los genes modificadores, los factores
ambientales y las variaciones en la secuencia del ADN mitocondrial .

La mayoria de los individuos heterocigotos para mutaciones puntuales tienen un
fenotipo particular, pero debido al limitado nimero de enfermos con la misma
mutacion (Anexo 1) no puede establecerse una fuerte relacion fenotipo-genotipo. Se
reportan fenotipos atipicos para algunas mutaciones puntuales que estan dados por
presentacion clinica mas ligera, con marcha espastica de comienzo temprano,
progresion lenta, no disartria, reflejos conservados y ataxia ligera o ausente. Estas
mutaciones dan lugar a una proteina que tiene alguna actividad residual .

1.2.8. Epidemiologia

Las repeticiones de GAA se expandieron a través de la evolucion de los primates con
la generacién de una premutacion potencial de alelos en mltiples loci *°?. Mediante
analisis de desequilibrio de ligamiento se estimé la antigliedad del evento mutacional
fundador de la AF al menos en 682 +/- 203 generaciones (95% intervalo de
confianza: 564-801 generaciones). Si se asumen 20 6 30 afios por generacion, estos

resultados ubican la diseminacién de la premutacion en Europa occidental, al menos,



9 000 a 14 000 afios antes del nacimiento de Cristo, o incluso de 17 000 a 24 000
afios antes V.

Ya que la expansion intrénica estd documentada en poblaciones europeas no
occidentales, el evento fundador basico responsable de la mutacion del gen FRDA
(generaciéon de cromosomas que portan ANL, probablemente con origen en Africa
subsahariana) podria ser mas antiguo, para ser responsable de la amplia
diseminacion a través de toda Europa, Oriente Medio y Africa del Norte V),

La AF representa casi el 50% de todos los casos de ataxias hereditarias. La mayoria
de los estudios refieren una prevalencia de 1/50 000 en poblaciones caucasicas, en
las cuales tres cuartos de las ataxias de edad de comienzo antes de los 25 afios son
AF. La enfermedad nunca ha sido diagnosticada en individuos de algunos grupos
étnicos de poblaciones nativas del Lejano Oriente, Africa subsahariana, Australia y
Norteamérica V.

El origen multiétnico de la poblacion cubana es un elemento que confiere mayor
interés al estudio del polimorfismo de GAA, tanto en los sujetos afectados por ataxia
como en la poblacion normal.

1.2.9. Estrategias terapéuticas

En la actualidad no existen tratamientos curativos para la enfermedad %2, pero se
desarrollan diferentes estrategias con el objetivo de aumentar la expresion de FXN
y/o compensar las secuelas de su deficiencia:

a. Inhibidores de Deacetilasas de las Histonas (HDAC, del inglés histone
deacetylase): algunos compuestos HDAC actuan directamente en las histonas

asociadas con el gen FRDA, e incrementan la acetilacion en residuos particulares de



lisina en histonas H3 y H4 (H3-K14, H4-K5, y H4-K12). Con esto se ha logrado
aumentar la transcripcion del gen y los niveles de FXN en células linfoblastoides y
linfocitos primarios de sujetos con AF, asi como en el modelo de raton YG8R. Se
encuentran en fase pre-clinica ¢33,

b. Eritropoyetina humana recombinante (thuEPO): la FXN aumenta de manera dosis-
dependiente después de su incubacion con rhuEPO. En ensayo clinico realizado, se
aprecia que es bien tolerada y no afecta el hematocrito o la funcién cardiaca, no
obstante, en poblaciones grandes ha ocasionado aumento de la Hemoglobina,
aplasia pura de células rojas, aumento de eventos cardiovasculares y de la
mortalidad %1% Se realiza un ensayo clinico en fase Il en Austria %%,

c. Deferiprone: es un quelante oral del Fe que penetra rapidamente en las células
alcanzando el Fe intracelular, cruza las membranas mitocondriales y es capaz de
disminuir los niveles mitocondriales de Fe y con ello el estrés oxidativo y el dafio

C @091 ge han utilizado dosis

celular, fundamentalmente, en el corazén y el SN
bajas en combinacion con la ldebenona, y se aprecia mejoria en las funciones
cinéticas, asi como en la hipertrofia cardiaca y de los depésitos de Fe en el nicleo
dentado. Se realizan ensayos clinicos en fase Il en Europa, Australia y Canada ®%9.
d. Analogos de la Coenzima Q10: el empleo de agentes antioxidantes se considera
beneficioso en la AF, los mas comunmente usados son la coenzima Q10 y la
Vitamina E (12119,

La ldebenona es un analogo sintético de cadena corta de la coenzima Q10, actia

como quelante de los radicales libres y facilita el transporte de electrones dentro de

la cadena transportadora de electrones, se absorbe mejor dentro del torrente



sanguineo y cruza la barrera hematoencefalica méas facilmente que la coenzima Q10,
con lo que logra mayor disponibilidad dentro del SNC 9. Actualmente se desarrolla
un ensayo clinico en fase Ill con la participacion multicéntrica de Estados Unidos y
paises europeos. Resultados preliminares reportan que no hay modificaciones
significativas de la funcién neuroldgica en un periodo de seis meses 9,

La Mitoquinona es otro analogo de la coenzima Q10, consiste en una molécula de
Idebenona con un i6n cationico de trifenilfosfonio unido al extremo de la cola de
carbono, lo que permite su liberacion especifica en la matriz mitocondrial. Aun no ha
sido evaluada en pacientes 7).

e. Terapia génica: mediante la expresion del Acido Desoxiribonucleico copia (ADNc)
de la FXN por vectores recombinantes virales adenoasociados y lentivirales, se ha
demostrado correccién parcial de la sensibilidad al estrés oxidativo en fibroblastos
primarios de enfermos con AF. Los vectores amplicones del Virus Herpes Simple
tipo 1 (HSV-1) expresan el ADNc de la FXN, y restauran exitosamente el fenotipo
normal '8,

f. Recientemente se han generado lineas de células madres pluripotenciales
derivadas de fibroblastos de la piel de sujetos con AF, que resultan modelos
potenciales para el desarrollo de ensayos clinicos; una vez corregido el gen mutado
también podrian constituir una fuente de células inmunocompatibles para la terapia

de transplante 9.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio metodoldgico

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal en el periodo comprendido entre enero
de 2006 y julio de 2011, basado en el analisis molecular del gen FRDA en un total de
770 cromosomas, 216 de ellos pertenecientes a individuos afectados por ataxias
recesivas o esporadicas (108 sujetos) y 554 a individuos saludables (277 sujetos).

En aquellos individuos afectados por AF se realiz6 estudio genealdgico y evaluacion
clinica, asi como analisis del metabolismo de la glucosa, exdmenes imagenoldgicos,
electrofisiologicos y determinacion de la longitud de las repeticiones trinucleotidicas
de CAG en los genes SCA2, SCA3, SCA17 y HD.

Teniendo en cuenta el estudio del gen FRDA, tanto en los sujetos afectados como en
los saludables, se realizo la estimacion de diferentes indicadores epidemiolégicos
como: tasa de prevalencia de enfermos, frecuencia génica y genotipica para el locus
FRDA, frecuencia de portador, frecuencia de alelos normales cortos, de alelos
normales largos, de alelos raros, de alelos premutados y riesgo de recurrencia de la
enfermedad.

2.2. Sujetos estudiados

2.2.1. Sujetos afectados por ataxias recesivas o es  poradicas

Desde el afio 2000 el CIRAH ha brindado asistencia médica y ha archivado

informacion clinica, genealdgica y molecular correspondiente a las familias cubanas



afectadas por ataxia. Entre los afios 2002 y 2004 se realizdé una pesquisa activa de
enfermos y familiares con riesgo de ataxias hereditarias a nivel nacional, en la cual

s 2 De manera activa los casos

fueron evaluados todos los individuos afectado
nuevos, que son diagnosticados con ataxia en los servicios de neurologia o pediatria
en cualquier region del territorio nacional, son referidos al CIRAH. A partir de esta
informacion fueron identificados en el pais un total de 753 enfermos con algun tipo de
ataxia.

En la presente investigacion se tuvieron en cuenta los siguientes criterios de
inclusion: sujetos afectados por ataxia progresiva que se presenta con patron de
herencia autosémico recesivo o0 como caso esporadico.

Como criterios de exclusion se establecieron los antecedentes de intoxicacion (por
exposicion a alcohol, litio, difenilhidantoina, barbitiricos, mercurio, gasolina,
solventes, pegamentos o0 quimioterapicos citotoxicos), la cerebelitis virica aguda, el
sindrome paraneoplasico, el hipotiroidismo, la tabes dorsal, asi como la incapacidad
para comprender y/o expresar la voluntad mediante el proceso de consentimiento
informado. El deseo del individuo de abandonar la investigacion fue considerado
como criterio de salida.

Se estudiaron un total de 108 individuos, que constituyeron el total de casos
afectados por ataxia recesiva o esporadica existentes en el pais de acuerdo al
criterio de neurdlogos o pediatras, para un total de 69 sujetos (63,88%) con ataxia
recesiva y 39 casos esporadicos (36,12%).

Las familias con ataxias recesivas estuvieron constituidas por una familia con cuatro

hermanos afectados, tres familias con trios de hermanos afectados, 12 parejas de



hermanos afectados, un individuo afectado cuyo hermano fallecié con diagnédstico
clinico de AF, 12 primos hermanos y 19 individuos cuyos padres guardaban relacion
de consanguinidad.

Los individuos afectados se agruparon en 81 familias procedentes de las 14
provincias del pais, predominaron las provincias de Ciudad de la Habana (23,15%),
Camaguey (11,11%), Villa Clara y Holguin (10,18%) (Anexo 3).

Los 52 enfermos (48,15%) de sexo masculino y los 56 (51,85%) de sexo femenino
tenian edades comprendidas entre 3 y 63 aflos (media de 31,45+14,7 afos). La edad
de inicio de la enfermedad se encontré en el rango de 1 a 61 afos (media de
14,6+12,6 afios) y el tiempo de evolucion entre los 2 y los 40 afios (media de
16,3949,35 afnos).

La toma de muestra de sangre para el estudio molecular se realizé en el CIRAH o0 en
el lugar de residencia de los enfermos, en cuyo caso fueron enviadas al CIRAH a
través de la red nacional de genética medica.

En aquellos individuos con mutaciones en ambos alelos del gen FRDA, se establecio
el diagnéstico molecular confirmatorio de AF y se realiz6 estudio genealdgico,
evaluacion clinica, analisis del metabolismo de la glucosa, exadmenes
imagenoldgicos, electrofisioldégicos y determinacion de la longitud de las repeticiones
trinucleotidicas de CAG en los genes SCA2, SCA3, SCA17 y HD.

Para confirmar el estado de portadores en los padres y los descendientes de
enfermos con AF, se realiz6 estudio molecular del gen FRDA a todos los

progenitores, a las parejas de dos sujetos afectados y a sus descendientes. La



pareja de uno de estos descendientes también fue analizada con el objetivo de
precisar el riesgo de recurrencia de la enfermedad en la siguiente generacion.

2.2.2. Sujetos sanos

Para calcular el tamafio de la muestra necesaria a estudiar molecularmente, con el
proposito de estimar la frecuencia de alelos normales largos del gen FRDA en Cuba,
se utilizo el software EPIDAT 3.1 (Andlisis Epidemiologico de Datos Tabulados),
teniendo en cuenta los siguientes parametros: total de alelos de la poblacién cubana
para el locus FRDA de 22 485 256, proporcion esperada del 20%, nivel de confianza
del 90%, efecto de disefio de 1,0 y precision del 2,8%.

El tamafio de la muestra a estudiar resultd 553, por lo que se estudiaron 554
cromosomas pertenecientes a 277 individuos saludables, cuya seleccion se realizo
mediante muestreo aleatorio, tratandose de individuos de la poblacién general
procedentes de todas las provincias del pais y del municipio especial Isla de la
Juventud (Anexo 4), que acudieron al CIRAH como acompafantes, cuidadores,
parejas de sujetos afectados o profesionales de la salud.

Se tuvieron en cuenta como criterios de inclusion tener una edad por encima de los
25 afios, un examen fisico neuroldgico normal y ausencia de historia personal o
familiar de ataxia u otras enfermedades neuroldgicas. Se establecié como criterio de
exclusion la incapacidad para comprender y/o expresar la voluntad mediante el
proceso de consentimiento informado, y como criterio de salida el deseo del individuo
de abandonar la investigacion.

Los 133 sujetos de sexo femenino (48,01%) y los 144 de sexo masculino (51,99%)

presentaron un rango de edad entre 26 y 55 afios (media de 39,15+8,26 afios). A



todos se les realiz6 toma de muestra de sangre y estudio molecular del gen FRDA en
el CIRAH.

2.3. Estudios, técnicas y procedimientos realizados

2.3.1. Estudio genealdgico

Mediante el software Cyrillic version 3.0 (Cyrillic_Software, Reino Unido), fueron

construidas las genealogias correspondientes a las familias afectadas por AF con el
objetivo de identificar relaciones de consanguinidad, otros sujetos probablemente
afectados o individuos en riesgo.

La informacion necesaria fue obtenida mediante estudio detallado de la historia
familiar realizado por genetista clinico al caso indice y sus familiares en el CIRAH.
2.3.2. Evaluacion clinica

El genetista clinico realizo entrevista clinica y confeccion de historia clinica-genética
(Anexo 5) en el CIRAH. En la entrevista se explicaron nuevamente las caracteristicas
de la investigacion, asi como sus objetivos. La historia clinica incluyo datos generales
como edad, sexo, raza, lugar de nacimiento, historia natural de la enfermedad, edad
de inicio, edad al diagnostico, precisando en el interrogatorio la existencia de
sintomas relacionados con la enfermedad.

2.3.2.1. Examen neurolégico

El examen neuroldgico fue realizado por neurdlogo y genetista clinico en la consulta
de neurologia del CIRAH, se tuvieron en cuenta los parametros establecidos en la
Clinica Mayo (Anexo 6) Y. Se aplicé la escala SARA para la determinacion
cuantitativa del compromiso neurolégico (Anexo 7) 22,

2.3.2.2. Examen neuro-oftalmoldgico



El examen neuro-oftalmoldgico se realiz6 de acuerdo a los parametros utilizados en
la Clinica Mayo *?3.

2.3.2.3. Examen cardiovascular

El examen cardiovascular incluyo la inspeccion, palpacién, percusion y auscultacion
del aparato cardiovascular “*¥. Se realizé en la consulta de cardiologia del Hospital
Docente Provincial “Vladimir llich Lenin” de la provincia Holguin.

2.3.3. Estudio del metabolismo de la glucosa

Se realiz6 prueba de tolerancia oral a la glucosa en dos horas (PTG) en el laboratorio
clinico del Hospital Clinico Quirtrgico “Lucia Ifiiguez” de la provincia Holguin. Para la
determinacion de los niveles de glucosa en plasma venoso se empled el método
enzimatico-colorimétrico (glucosa-oxidasa), con lectura en los 505 nm, a partir de 5

UL de plasma, en el Analizador Automatico Hitachi 902 (Bioamerican Science,

Argentina).

2.3.4. Estudios imagenoldgicos

Los estudios consistieron en ecocardiograma, radiografia de columna vertebral y
resonancia magneética de craneo. Los dos primeros fueron realizados en las
consultas de cardiologia e imagenologia del Hospital Docente “Vladimir llich Lenin”,
mientras que las imagenes por resonancia magneética se obtuvieron en el servicio de
resonancia magnética del Hospital Clinico Quirdrgico “Lucia Ifiguez Landin”.

2.3.4.1. Ecocardiograma

Se realiz6 ecocardiografia bidimensional y Doppler con un ecocardiégrafo Prosound

Alpha 10 (Hitachi Aloka Medical Ltd, EE.UU). Se utilizé un transductor UST 52101 de




1,88-5 megahertzius (MHz) que fue posicionado en el borde esternal izquierdo, entre
el tercero y quinto espacio intercostal, con el sujeto en posicion de decubito supino.
Se analizaron de tres a siete ciclos cardiacos de cada sujeto y se obtuvieron los
valores medios de cada medicion en cada ciclo cardiaco. Las imagenes
ecocardiograficas se obtuvieron a partir del eje largo paraesternal y de la vista de
cuatro camaras apical. Las mediciones se realizaron en modo M.

2.3.4.2. Radiografia de columna vertebral

Se realiz6 radiografia de columna téraco-lumbar en posicion anteroposterior y lateral

de pies, empleando un sistema radigrafico universal (SEDECAL X PLUS LP PLUS,

Espafia).
2.3.4.3. Resonancia Magnética de craneo
Para la obtencion de las imagenes se utiliz6 un equipo de 0.23 Teslas PANORAMA

(Phylips Medical Systems, EE.UU) con una bobina estandar de craneo. Se

obtuvieron cortes axiales de 5 milimetros (mm) de grosor usando secuencias de
FLAIR, T1y T2, asi como cortes sagitalesen T1y T2.

Las imagenes fueron analizadas por dos investigadores, utilizando el sistema
informativo de analisis de la imagen “Imagis™ (Copyright © D. Ronda, O. Ferrer, N. A.
Alvarez, Biofisica Médica 2000-2002, version 1.30, Octubre 2002) que permite medir
la cantidad de tejido existente dentro de la region de interés debido a los cambios en
la intensidad de sefial tejido/liquido.

Las mediciones se realizaron en el plano mediosagital y plano axial en los
peddnculos cerebelosos medios, teniendo en cuenta los pardmetros descritos por

Onodera y modificados por Villanueba-Haba *?®:



» Corte medio sagital para evaluacion de médula cervical: diametro anteroposterior
de médula cervical, diametro anteroposterior de canal medular y cociente entre
diametro medular y didmetro de canal raquideo.

» Corte medio sagital para evaluaciéon de cerebelo: area de cerebelo y area de la
fosa posterior.

» Corte medio sagital para evaluacion de la protuberancia: didmetro anteroposterior
de la protuberancia.

2.3.5. Estudios electrofisiolégicos

Se realizd electrocardiograma, audiometria y estudios de conduccién nerviosa

periférica motora y sensitiva. Se analizaron los potenciales evocados multimodales:

somatosensoriales (PESS) por estimulacion del nervio tibial posterior, auditivos de
tallo cerebral (PEATC) y visuales (PEV).

Para los estudios de conduccion nerviosa periférica motora y sentitiva, asi como de

potenciales evocados multimodales, se empleé el electromiografo Neuropack

(Neuropack SIGMA, Japon) y se siguieron los protocolos estandarizados, tomando

como valores de referencia los establecidos en el CIRAH para la poblacion cubana
(128) Fyeron realizados en el laboratorio de neurofisiologia del CIRAH.

2.3.5.1. Electrocardiograma

Para la realizacion de la electrocardiografia se exploraron las derivaciones bipolares
DI, DIl y DIlI, asi como las derivaciones unipolares de miembros (aVR, aVL y aVF) y
precordiales (V1, V2, V3, V4, V5 'y Vg) (127 se utilizé un electrocardiografo CARDIOCID

(COMBIOMED Medical Equipment) de fabricaciéon nacional ubicado en la consulta de

cardiologia del Hospital Docente “Vladimir llich Lenin”.



2.3.5.2. Audiometria
El comportamiento de la audicion a través de las vias aérea y 0sea se investigo

mediante el empleo de un audiémetro radioeléctrico MA31 (Grosses Klinisches

Audiometer, Alemania) en una camara sonoamortiguada perteneciente al servicio de
otorrinolaringologia del Hospital Docente “Vladimir llich Lenin”. El sujeto fue ubicado
en el interior de la cabina, junto a una ventana de cristal, en posicion de sentado con
los auriculares colocados en ambos oidos. Se le explico el proceder y se le solicito
que realizara un gesto con la mano al alcanzar el umbral sonoro.

Se investigd el umbral de intensidad para cada frecuencia y se confecciond un
grafico, en el eje horizontal se anotaron las frecuencias y en el eje vertical las
intensidades. Se estudiaron siete frecuencias diferentes: 125, 250, 500, 1000, 2000,
4000 y 8000 kilohertzius (kHz) y diez intensidades: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 80, 90 y
100 decibeles (dB). Primero se exploré la via aérea y a continuacion la via 6sea.

El estudio de la via aérea se comenzo con una frecuencia de 1000 kHz y se anoto el
punto de interseccion entre la linea vertical correspondiente a la intensidad y la linea
horizontal correspondiente a la frecuencia. A continuacion, se estudiaron los
umbrales para las frecuencias agudas en orden creciente (2000, 4000, 6000 y 8000
kHz), seguido por las frecuencias graves en orden decreciente (500, 250 y 125 kHz).
Para el estudio de la via 6sea se procedié de igual manera, pero analizando las
frecuencias agudas de 1000, 2000 y 4000 kHz y las graves de 500 y 250 kHz.
Finalmente, se unieron todos los puntos conformando para cada oido una curva de

umbrales de via aérea y una curva de umbrales de via 0sea. Para evitar la fatiga del



organo auditivo se permitié al sujeto un descanso de pocos segundos entre cada
umbral explorado.

2.3.5.3. Estudios de conduccion nerviosa periférica motora

La conduccion nerviosa periférica motora se estudido en los nervios mediano y
peroneo profundo, mediante la estimulacion supramaximal de los mismos con
electrodos de superficie y el registro de las respuestas motoras en musculos
inervados por dichos nervios, también mediante electrodos de superficie.

El nervio mediano se estimulé proximalmente a nivel del pliegue del codo, medial al
tendon del musculo biceps braquial y distalmente a nivel del carpo, entre los
tendones de los musculos palmar largo y flexor radial del carpo. El registro del
potencial motor se realiz6 en el oponente del pulgar.

El nervio peroneo profundo se estimulé proximalmente por detrds de la cabeza del
peroné y distalmente a nivel de la garganta del pie, registrando el potencial motor en
el masculo extensor corto de los dedos. Para ambos nervios el electrodo de tierra se
coloco entre los electrodos de estimulacion y el de registro. Se emplearon estimulos
eléctricos rectangulares de 0,2 ms de duraciéon y 1 hertzius (Hz) de frecuencia. Los
filtros pasa alto y pasa bajo se fijaron en 20 y 2000 Hz, respectivamente. Se empled
un tiempo de analisis de 30 ms y una sensibilidad de 0,5 mV por division.

A los potenciales asi obtenidos se les midié su latencia, amplitud pico a pico y se
calculo la velocidad de conduccién motora entre ambos sitios de estimulacion.
2.3.5.4. Estudios de conduccion nerviosa periférica sensitiva

La conduccidn nerviosa sensitiva se estudio en los nervios mediano y sural.



En el nervio mediano el potencial de accién nervioso se registro con electrodos de
superficie, colocados sobre el trayecto nervioso a nivel del carpo, en respuesta a la
estimulacion supramaximal del 11l dedo a nivel de su tercera falange. Se emple6 un
pulso eléctrico rectangular de 0,2 ms de duracion con una frecuencia de 1 Hz, un
tiempo de analisis de 10 ms, una sensibilidad de 5 pV por division vy filtros de 20 y
2000 Hz. Se promedié un total de 64 respuestas.

En el nervio sural se estimuld por debajo del maléolo lateral y se registro el potencial
sensitivo sobre el trayecto del nervio, lateralmente al tendon de Aquiles, mediante
electrodos de superficie. Se utilizaron los mismos parametros de estimulacion y de
registro que se emplearon para el nervio mediano y, en los potenciales obtenidos, se
midié la latencia, amplitud pico a pico y se calcul6 la velocidad de conduccion
sensitiva entre los sitios de estimulacién y registro.

2.3.5.5. Potenciales Evocados Multimodales

2.3.5.5.1. Potenciales evocados somatosensoriales (  PESS) por estimulacion del
nervio tibial posterior

Los PESS del nervio tibial posterior se obtuvieron mediante la estimulacion de dicho
nervio por detras del maléolo medial con electrodos de superficie a una frecuencia de
5 Hz y con una intensidad minima suficiente para provocar una ligera flexion plantar
de los artejos. El registro del potencial evocado se realiz6 en las derivaciones Cz-Fz
y el del potencial espinal a nivel de la apofisis espinosa de L1 con electrodos de
referencia a nivel de la cresta iliaca anterosuperior.

Se empled un tiempo de analisis de 100 ms, una sensibilidad de 5 pV por division y

un filtraje de 5-1000 Hz para el potencial lumbar y de 5-200 Hz para el cortical. Se



promediaron 2000 respuestas y se replicaron dos o tres veces para lograr una mejor
evaluacién de los componentes. Se midid la latencia del componente P40 que se
obtuvo en la derivacion de Cz.

2.3.5.5.2. Potenciales evocados auditivos de tallo  cerebral (PEATC)

Los PEATC se obtuvieron en respuesta a la estimulacion monoaural a través de
audifonos TDH-39, con clicks de condensacion a una duracién de 100 pseg y una
intensidad de 95 dB pSPL. EIl registro se realizd con electrodos de superficie
(Ag/AgCl). Se promediaron 2000 respuestas.

Los registros se obtuvieron a partir de un electrodo activo colocado en la derivacion
Cz y el de referencia, a nivel de la mastoide ipsilateral al lado estimulado, mientras
que la mastoide contralateral se utiliz6 como tierra. La sefial electroencefalografica
fue amplificada por un factor de 100 000. La impedancia de los electrodos siempre
estuvo por debajo de 5 kiloohms (Kohms).

Se empled un tiempo de analisis de 15 ms, un filtraje de 100-3000 Hz y una
frecuencia de estimulacion de 17 estimulos por segundos. En cada potencial asi
obtenido se midieron las latencias absolutas de las ondas I, lll y V, asi como los
intervalos I-lll y I-V.

2.3.5.5.3. Potenciales evocados visuales (PEV)

Los PEV se obtuvieron con electrodos de superficie colocados en el cuero cabelludo,
el activo a nivel de la derivacion Oz y el de referencia en Fz. Se cortocircuitaron las
dos mastoides para ser utilizadas como tierra. Se empled un tiempo de analisis de
400 milisegundos (ms), un filtraje ente 1-100 Hz y una sensibilidad de 10 pV por

division.



Se promediaron un total de 200 potenciales en cada ojo, con impedancias por debajo
de 5 Kohms y con una ganancia de 100 000. La estimulacién a patrén se realiz6 de
forma monocular en condiciones de registros de baja iluminacion. En los potenciales
obtenidos se midio la latencia del componente P100.

2.3.6. Estudio molecular del gen FRDA

El estudio molecular fue realizado por genetista clinico y técnico de laboratorio, en el
laboratorio de neurobiologia del CIRAH.

2.3.6.1. Obtencidn y conservacion de muestras de sa  ngre

Se obtuvo una muestra de 20 mililitros (mL) de sangre venosa periférica de cada
individuo, siguiendo los procedimientos estandarizados y las normas de bioseguridad
establecidas *?®. La sangre fue depositada en tubos cénicos de 50 mL que
contenian como anticoagulante 200 microlitros (ul) de &cido etilendiamino tetra-
acético (EDTA) a una concentracion de 0,5 molar (M). Las muestras fueron
conservadas a temperatura de 8C hasta el momento d e la extraccién del ADN.
2.3.6.2. Extraccion de ADN gendmico

Se obtuvo ADN gendmico a partir de leucocitos de sangre periférica mediante

procedimientos estandarizados *?9

. El dltimo paso de centrifugacion produjo dos
fases separadas por una interfase, la fase superior correspondiente al ADN
gendmico, el cual fue precipitado con etanol absoluto glacial y lavado tres veces con
etanol al 70%.

Una vez eliminado el etanol, el ADN fue secado a 55 T en una estufa durante una

hora. Finalmente, el ADN fue disuelto en una solucion hidratante (Puregene, EE.UU).

2.3.6.3. Determinacién de la concentracion y pureza  del ADN



La concentracion y la pureza del ADN fueron cuantificadas mediante un

espectrofotometro BioMate (ThermoSpectronic, EE.UU). Para determinar la

concentracion se obtuvo la absorbancia de la muestra a 260 nanometros (nm) y para
determinar la pureza se utilizé la proporcion de las absorbancias obtenidas a 260 nm
y 280 nm (260nm/280nm). Cuando este valor se encontrg entre 1.5y 2.0, el ADN se
considerd con un buen nivel de pureza segun lo reportado 2.

2.3.6.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polimerase

Chain Reaction )

Se realizaron PCRs para amplificar los fragmentos de ADN contenidos en la
secuencia repetitiva de GAA en el intron 1 del gen FRDA, siguiendo el protocolo

estandarizado ©?,

La mezcla de reaccion incluy6 4 pL de los diferentes dNTPs al 2.5 mM, 0.5 pL al 20
UM de los cebadores GAA-104F y GAA-629R, 1 U de Elongasa (Invitrogen™,
EE.UU), 5 uL al 5X de Buffer A y Buffer B (Invitrogen™, EE.UU), 200 nanogramos
(ng) de ADN genomico y agua miliQ para un volumen final de 50 pL. Las reacciones

de amplificacion se realizaron en un termociclador MasterCycler Gradient

(Eppendorf, EE.UU).

2.3.6.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se tomaron alicuotas de 25 pL de los productos de PCR, se mezclaron con 10 pL de
una solucion de bromo-fenol azul y se depositaron en pocillos independientes de un
gel de agarosa al 1,5%, previamente tefiido con una solucion de 12 puL de bromuro

de etidio. El gel fue colocado en una solucién de tris-borato-EDTA (TBE) al 0,5X



empleada como buffer de corrida y contenida en una cubeta para electroforesis. Se
aplicé una corriente de 125 voltios (V) y 36 miliamperes (mA) durante 4,5 horas.

Para evaluar la calidad de la PCR vy realizar una estimacion semi-cuantitativa de la
longitud de la secuencia repetitiva en el gen FRDA los fragmentos de ADN fueron
detectados a través de la iluminacion de los geles con luz ultravioleta en un
Transiluminador 4000 (Stratagene, EE.UU). Las imagenes fueron captadas y

procesadas mediante el sistema Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis

System 290 (EDAS290) (Eastman Kodak Company, EE.UU).

En cada corrida electroforética fue incluido un control positivo heterocigotico
(genotipo 5/580), un control positivo homocigético (genotipo 700/700), un control
negativo (genotipo 5/5) y dos marcadores de peso molecular de 1 Kb y 250 pares de
bases (pb) respectivamente (Invitrogen™, EE.UU) para garantizar la adecuada
interpretacion de los resultados.

2.3.6.6. Electroforesis de ADN en geles de poliacri lamida, andlisis de
fragmentos de ADN y determinacion del nimero de rep  eticiones de GAA

Se tomé una alicuota de 4 pL del producto de PCR y se mezclé con 3 pL de una
solucion de bromo-fenol azul y 1 pL de cada marcador de peso molecular interno de
100 pb y 300 pb, respectivamente. Se prepararon, ademdas, dos mezclas
consistentes en 4 uL de agua destilada, 2 pL de un marcador de peso molecular
externo de 50-500 pb y 3 uL de la solucién de bromo-fenol azul.

Las mezclas fueron depositadas en pocillos independientes de un gel de

poliacrilamida al 12% en un secuenciador automatico de genes ALFexpress I



(Amersham Biosciences, Suecia), utilizando como buffer de corrida una solucion de

tris-borato-EDTA (TBE) al 0,5X.
Se aplicé una corriente de 660 V, 36 mA y 25 watt (W) de potencia durante cinco
horas a una temperatura constante de 55C. La corri da electroforética fue controlada

y supervisada en tiempo real mediante el software ALF DNA Sequence Analyzer

(Amersham Biosciences, Suecia). El tamafio de los fragmentos de ADN fue estimado

a traveés del software Allele Links (version 1.0) (Amersham Biosciences, Suecia).

2.3.7. Estudio molecular de otros genes con secuenc ias trinucleotidicas
repetitivas de CAG

En aquellos sujetos en los cuales se identificd una mutacion del gen FRDA, dada por
la expansion repetitiva del triplete GAA en el intrén 1, se realiz6 estudio molecular de
otros genes con repeticiones trinucleotidicas de CAG (SCA2, SCA3, SCA17 y HD)
con el propdsito de identificar posible relaciéon entre el tamafio de la repeticion
trinucleotidica de CAG y la expresion clinica del gen FRDA.

Para la obtencién y conservacion de las muestras de sangre, la extraccion del ADN
genomico y la determinacién de la concentracion y pureza del ADN, se emplearon las
mismas técnicas y procedimientos descritos en los epigrafes 3.3.6.1, 3.3.6.2 y
3.3.6.3.

2.3.7.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se utilizaron cebadores y protocolos de PCR estandarizados para amplificar los
fragmentos de ADN que contienen las secuencias trinucleotidicas repetitivas
correspondientes a los genes de la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) ®9 tipo 3

(SCA3) ®3 tipo 17 (SCA17) 32y la enfermedad de Huntington (HD) 3%



Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador MasterCycler
Gradient (Eppendorf, EE.UU).

2.3.7.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para realizar la electroforesis en agarosa se tomé una alicuota (8 pL) de cada
producto de PCR y se mezcl6 con 2 pL de una solucion de bromo-fenol azul. Estas
mezclas se depositaron en pocillos independientes de un gel de agarosa al 2%
tefiido con 1.7 pL de una solucién de bromuro de etidio e inmerso en una solucion de
tris-borato-EDTA (TBE) al 0.5X empleada como buffer de corrida, todo contenido en
una cubeta para electroforesis.

Se aplicd una corriente de 100 V y 36 mA durante 40 minutos. Los fragmentos de
ADN fueron detectados a través de la iluminacién de los geles con luz ultravioleta en
un Transiluminador 4000 (Stratagene, EE.UU). La imagen revelada por el

transiluminador fue captada y procesada con el sistema Kodak Electrophoresis

Documentation and Analysis System 290 (EDAS 290) (Eastman Kodak Company,

EE.UU).

En cada corrida electroforética fue incluido un control positivo y un control negativo,
asi como un marcador de peso molecular de 1 kb (Promega, Alemania) para la
adecuada interpretacion de los resultados.

2.3.7.3. Electroforesis de ADN en geles de poliacri lamida, andlisis de
fragmentos de ADN y determinacion del numero derep  eticiones de CAG

Para la electroforesis de ADN en geles de poliacrilamida, el analisis de fragmentos
de ADN y la determinacién del nimero de repeticiones de CAG, fueron utilizados los

procedimientos descritos en el epigrafe 3.3.7.6.



2.4. Variables analizadas
La operacionalizacion de las variables se describe en el Anexo 8.

2.4.1. En los sujetos afectados por ataxia de Fried reich
2.4.1.1. Variables genealdgicas

Consanguinidad, herencia autosdmica recesiva y caso esporadico.

2.4.1.2. Variables epidemioldgicas

Edad, sexo y origen ancestral.

2.4.1.3. Variables clinicas

Antecedentes patoldgicos familiares de aborto espontaneo, antecedentes patoldgicos
familiares de Diabetes Mellitus, edad de inicio de la enfermedad, edad de inicio de la
ataxia, tiempo de evolucion de la enfermedad, sintoma y/o signo de presentacion,
manifestaciones neuroldgicas cerebelosas, manifestaciones neurolégicas no
cerebelosas y puntuacion total de ataxia segun SARA.

2.4.1.4. Variable del estudio del metabolismo de la  glucosa

Glucemia post sobrecarga.

2.4.1.5. Variables de estudios imagenoldgicos

2.4.1.5.1. Ecocardiografia

Cardiomiopatia hipertrofica.

2.4.1.5.2. Radiografia de columna vertebral

Escoliosis.

2.4.1.5.3. Resonancia Magnética Nuclear de craneo

Diametro anteroposterior de la médula cervical, didmetro anteroposterior del canal

medular, cociente entre didmetro medular y didmetro del canal raquideo, area del



cerebelo, area de la fosa posterior, cociente entre el area del cerebelo y el area de la
fosa posterior y didmetro anteroposterior de la protuberancia.

La ubicacién de uno de estos parametros por debajo de dos desviaciones estandar
con respecto a la media para la poblacion saludable fue interpretada como evidencia
de disminucién en las dimensiones de la estructura estudiada “3%.

2.4.1.6. Variables electrofisioldgicas

2.4.1.6.1. Electrocardiograma

Trastornos de repolarizacion ventricular y trastornos de conduccion intraauricular.
2.4.1.6.2. Audiometria

Intensidad y frecuencia.

2.4.1.6.3. Estudios de conduccion nerviosa periféri  ca motora y sensitiva

Latencia, amplitud motora, amplitud sensitiva y velocidad de conduccion.

2.4.1.6.4. Potenciales Evocados Multimodales

2.4.1.6.4.1. Potenciales evocados somatosensoriales (PESS) por estimulacion
del nervio tibial posterior

Onda P40.

2.4.1.6.4.2. Potenciales evocados auditivos de tall o cerebral (PEATC)

Onda |, onda lll, onda V, intervalo I-1ll e intervalo Il1-V.

2.4.1.6.4.3. Potenciales evocados visuales (PEV)

Onda P100.

2.4.1.7. Variables de estudios moleculares

Alelos FRDA expandidos, genotipo FRDA e inestabilidad intergeneracional.



Para cada uno de los genes con secuencias trinucleotidicas de CAG repetitivas se
especificaron: alelos normales, alelos normales largos, alelos expandidos y genotipo.

2.4.2. En los sujetos sanos
2.4.2.1. Variables epidemioldgicas
Edad y sexo.

2.4.2.2. Variables moleculares

Alelos FRDA normales, alelos FRDA normales cortos, alelos FRDA normales largos,
alelos FRDA raros, alelos FRDA premutados, genotipo homoalélico y genotipo
heteroalélico.

2.5. Variables dependientes e independientes

2.5.1. Variables dependientes

Las variables dependientes empleadas fueron la edad de inicio y la puntuacién de
ataxia segun SARA.

2.5.2. Variables independientes

Las variables independientes fueron: tiempo de evolucion, alelos FRDA expandidos y
genotipo FRDA.

2.6. Aspectos éticos de la investigacion

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Consejo Cientifico y la Comision de
Etica del CIRAH. Se llevd a cabo en correspondencia con las regulaciones
establecidas en las declaraciones de Helsinski y Edimburgo de Octubre del 2000

para las investigaciones meédicas con seres humanos.



Tanto los enfermos con AF como los sujetos sanos bajo estudio recibieron un modelo
de consentimiento informado (Anexos 9 y 10), que leyeron detenidamente de manera
individual. Luego, se realizé una segunda lectura de conjunto con el genetista clinico,
durante la cual se ampliaron verbalmente los detalles concernientes a la
investigacion. Al finalizar se aclararon las dudas existentes y se realizaron preguntas
para explorar la comprension del documento, haciendo énfasis en las vias de
comunicacion con los investigadores. Todos los participantes confirmaron
voluntariamente y por escrito su disposicion de participar en el estudio.
Ademés, los investigadores establecieron un compromiso de confidencialidad
referido a la informacion relacionada con la investigacion (Anexo 11).
2.7. Analisis y procesamiento estadistico de lainf ~ ormacion
2.7.1. Célculo de los indicadores epidemioldgicos
Para el célculo de los indicadores epidemioldgicos se consideré como poblacion total
al numero de habitantes residentes en Cuba a mitad del afio 2011 segun el Anuario
Estadistico de Cuba ™%, el cual fue de 11 242 628 habitantes. Los indicadores
estudiados fueron los siguientes:
» Tasa de prevalencia de enfermos.
Se obtuvo mediante la siguiente formula:
Tasa de prevalencia de enfermos = (Total de enfermos en la regidn en el periodo
en estudio / Poblacion total de esa region en el periodo en estudio) X 100 000
habitantes.
» Frecuencia génica para el locus FRDA: se defini6 como el nimero de veces en que

un alelo FRDA patrticular se encontré presente, en relacion con el numero total de



alelos para el locus FRDA existentes en la poblacion en estudio. Se expres6 en
proporciones.

Frecuencia genotipica para el locus FRDA: se defini6 como el nimero de veces en
gue aparecio cada uno de los genotipos generados por las combinaciones, dos a
dos, de los alelos involucrados en el locus FRDA, en relacion con el total de
genotipos para este locus en la poblacion en estudio. Se expresé en proporcion.
Frecuencia de portador: se defini6 como el nimero de individuos heterocigotos
para el gen FRDA en relacion con el total de individuos de la poblacion. Se estimo a
partir de la frecuencia genotipica del alelo heterocigotico. Se expresé en
proporcion.

Frecuencia de alelos normales cortos: se estimé como el numero de alelos
normales cortos en relacion con el total de alelos estudiados. Se expresé en
porcentaje.

Frecuencia de alelos normales largos: se estimé como el numero de alelos
normales largos en relacion con el total de alelos estudiados. Se expresd en
porcentaje.

Frecuencia de alelos raros: se estim6 como el numero de alelos raros en relacion
con el total de alelos estudiados. Se expreso en porcentaje.

Frecuencia de alelos premutados: se estimd como el nimero de alelos premutados
en relacion con el total de alelos estudiados. Se expreso en porcentaje.

Riesgo de recurrencia: es la probabilidad de que un trastorno genético que esta
presente en un miembro de una familia recurra en otro miembro. Se expreso en

proporcion.



Se calcul6 para la descendencia de parejas donde uno de sus miembros es portador
de un alelo expandido y el otro proviene de la poblacion general como: mdltiplo de la
probabilidad de ser portador de cada miembro de la pareja multiplicado por Ya.

Se calculo, ademas, para la descendencia de parejas donde uno de sus miembros es
portador de un alelo expandido, y en el otro miembro se ha demostrado la presencia
de dos alelos normales para el gen FRDA, por lo que el riesgo de ser portador resulta
modificado por el andlisis mutacional mediante el teorema de probabilidad
condicionada de Bayes (Anexo 12) %9,

2.7.2. Procesamiento estadistico

Los datos obtenidos fueron introducidos en una base automatizada utilizando el
paquete estadistico “Statistics for Windows” (Release 6, 2003). Para la descripcion
de las variables estudiadas se realiz6 analisis de distribucion de frecuencia, la
caracterizacion de la forma de la distribucion incluy6 la utilizacion de estadigrafos de
asimetria y curtosis. La normalidad de los datos fue analizada mediante la prueba de
Shapiro-Wilk.

Se utilizaron estadigrafos descriptivos de tendencia central como la media aritmética,
la mediana y la moda y estadigrafos de dispersion como rango y desviacion
estandar. Se realizé el analisis de correlacion simple de Spearman para determinar la
relaciéon de la edad de inicio de la enfermedad con los alelos FRDA expandidos de
menor longitud, los alelos FRDA expandidos de mayor longitud y el genotipo, asi
como la relacién de SARA con el tiempo de evolucion.

En los diferentes andlisis realizados se considerd significacion estadistica para

valores de p<0,05.



CAPITULO Ill. RESULTADOS



CAPITULO lll. RESULTADOS

3.1. Epidemiologia de la ataxia de Friedreich en Cu ba

De un total de 108 individuos con ataxias recesivas 0 esporadicas, seis resultaron
afectados por AF. Cinco de ellos fueron clasificados como ataxias recesivas con
anterioridad, mientras que el sujeto 6 habia sido diagnosticado como un caso
esporadico. En el Anexo 13 se muestran los arboles genealdgicos de estas familias.
La tasa de prevalencia de enfermos con AF resultd6 de un 0.053 X 100 000
habitantes, encontrandose entre 0,048 y 0,058 X 100 000 habitantes para un
intervalo de confianza del 95%. La enfermedad constituye el 8,69% de las ataxias
recesivas en Cuba. Si se tienen en cuenta los 753 enfermos, reportados por
Velazquez @, asi como los 21 casos esporadicos diagnosticados con posterioridad
(total de 774 sujetos), resulta notable la baja frecuencia de la AF entre todos los tipos
de ataxias hereditarias (0,77%).

Los individuos afectados se localizaron en las tres provincias mas occidentales del
pais (Pinar del Rio, Ciudad de la Habana y Matanzas) (Anexo 14). En todos ellos se
identifico a Pinar del Rio y/o a Espafia como origen ancestral. La familia paterna del
sujeto 1 procede de Pinar del Rio y la materna de Espafia. El origen ancestral de los
sujetos 2, 3y 6 es también Pinar del Rio. En el caso de los sujetos 4 y 5 sus padres
nacieron en Matanzas pero sus abuelos, tanto maternos como paternos, provenian

de Espana.



La frecuencia génica del alelo recesivo resulté 0,00073, mientras que la del alelo
dominante es de 0,99927. Para el locus FRDA la frecuencia del genotipo
homocigético recesivo fue de 0.00000053, la del homocigético dominante 0,99854 y
la del heterocigotico 0.00145893. Se estimo6 una frecuencia de portador de 1 en 685
individuos de la poblacién general.

En cuanto a los sujetos restantes (102 casos), se identificaron antecedentes de
consanguinidad en un total de 19 (18,62%), lo que representa el 27,54% de las
formas recesivas de ataxias.

3.2. Caracteristicas del gen FRDA en la poblacién n  ormal

Fueron investigados un total de 554 cromosomas, identificAndose 20 variantes
alélicas, con un rango desde 5 hasta 22 repeticiones y dos alelos de 31 y 32
repeticiones de GAA, respectivamente (media de 8,96+3,30 repeticiones) (Tabla 1).
La distribucion de frecuencias correspondiente a los alelos normales tuvo una
asimetria de 2,46, debido a una cola positiva que se extendid hasta las 32
repeticiones, asi como una curtosis de 9,22.

La mediana fue de 8 repeticiones al igual que la moda, por lo que resulto este alelo el
mas comun (30,32%), seguido por el de 7 (19,13%) y el de 9 (14,25%) repeticiones.
Entre los tres representaron el 63,71% del total de alelos (Tabla 1).

Los genotipos mas frecuentes fueron 8/8, 7/7 y 9/9 respectivamente. Existieron 149
sujetos homoalélicos (53,79%) y 128 heteroalélicos (46,21%) (Tabla 2).

La frecuencia de ANC fue del 88,98%, mientras que la de ANL resultd 11,02%. La
frecuencia de alelos raros fue de 0,36% (dos alelos raros) y la de alelos premutados

0%.



Tabla 1. Longitud de las repeticiones de GAA en el locus FRDA de los sujetos

saludables estudiados.

Longitud de las

repeticiones de Numero de Acumulado Frecuencia Frecuencia
GAA cromosomas (%) acumulada (%)

5 29 29 5,23 5,23

6 40 69 7,22 12,45
7 106 175 19,13 31,58
8 168 343 30,32 61,91
9 79 422 14,26 76,17
10 28 450 5,05 81,22
11 30 480 5,41 86,64
12 13 493 2,34 88,98
13 9 502 1,62 90,61
14 6 508 1,08 91,69
15 8 516 1,44 93,14
16 11 527 1,98 95,12
17 12 539 2,16 97,29
18 3 542 0,54 97,83
19 3 545 0,54 98,37
20 5 550 0,90 99,27
21 1 551 0,18 99,45
22 1 552 0,18 99,63
31 1 553 0,18 99,81
32 1 554 0,18 100

Total 554 554 100 100




Tabla 2. Genotipos en el locus FRDA de los sujetos

saludables estudiados.

Repeticiones de GAA

Alelo 2 Total
Alelol |5 g 7 g 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 21 32
5 |3 2 5 8 6 0 0 o 0 1 o0 1 0 0 26
6 |0 9 3 8 4 0 1 o 0 1 1 1 0 0 29
7 o o 3 6 7 1 o0 1 1 2 3 2 0 0 6l
8 |0 0 0 5 6 4 4 3 1 1 3 5 1 0 91
9 |0 0 0 0 24 1 0 1 0 0 3 1 0 1 32
0 |0 0o 0 0 0 9 0O 1 1 1 1 o0 0 o0 13
11 o o 0o 0o 0 0 8 3 2 1 0 0 0 0 17
12 o 0o 0 0 0 0 O O 0 0 0 O o 0 5
4 |0 0 0 0 0 0 0O o 0 0 0 1 o o0 1
15 |0 0 0 0 0 0 O 0O 0 0 0 0 o 0 1
17 o 0o 0 0 0 0 0O 0O 0 0 0 0 o 0 1
Total 3 11 45 77 47 15 13 9 5 7 11 11 1 1 277




3.3. Caracteristicas del gen FRDA en sujetos afecta dos

En los seis sujetos afectados por AF se demostraron expansiones del trinucleétido
GAA en ambos alelos del gen FRDA, las mismas oscilaron entre 71 y 835 unidades
(media de 500+300 unidades) y se apreciaron tanto en estado homo (50%) como
heteroalélico (50%) (Tabla 3).

Tabla 3. Sujetos afectados por ataxia de Friedreich segun variantes alélicas y

genotipicas del gen FRDA.

Repeticiones de GAA

Sujetos
Alelo 1 Alelo 2 Genotipo
1 835 835 1670
2 501 501 1002
3 835 835 1670
4 71 280 351
5 73 148 221
6 501 585 1086
MediazD.E 469,33+342,1 530,66+282,25 1000+621,81

Abreviaturas: D.E-desviacion estandar.

El alelo mas corto presento un rango de 71-835 repeticiones (media de 469,33+342,1
repeticiones); mientras que el rango del alelo mas largo fue de 148-835 repeticiones
(media de 530,66+282,25 repeticiones). Los alelos de menor tamafio (71 y 73
repeticiones) representaron el 16,66%, mientras que el 66,66% del total de alelos
expandidos estuvo constituido por alelos de mas de 500 repeticiones. El alelo de

mayor tamafio resulté el de 835 repeticiones.



No se encontré la expansion del trinucledtido GAA en estado heterocigético (un alelo
normal y un alelo mutado) o la existencia de alelos premutados en el resto de los
casos estudiados (los cuales permanecieron sin diagnéstico molecular definitivo). Sin
embargo, se comprobd la existencia de 22 ANL (10,78%).

3.3.1. Inestabilidad meidtica en la transmision del gen FRDA

3.3.1.1. En sujetos afectados por ataxia de Friedre ich

En cinco de los sujetos afectados por AF (83,33%) se demostrd inestabilidad
meidtica en la transmision del gen FRDA. Los sujetos 2 y 3 presentaron diferencias
notables en cuanto a la expansién del trinucleétido GAA, que se comporté de manera
homoalélica para expansiones de 501 repeticiones en el sujeto 2 y de 835

repeticiones en el sujeto 3 (Figura 2).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa correspo  ndiente a los sujetos 1, 2 'y
3.
Abreviaturas: MPM 1 Kb-marcador de peso molecular de un kilobase; S3-sujeto 3;

S2-sujeto 2; S1-sujeto 1.



El sujeto 6 por su parte heredd dos alelos que sufrieron expansiones durante la

transmicion intergeneracional (Figura 3).
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa correspo  ndiente al sujeto 6 y sus
progenitores.

Abreviaturas: MPM 250pb-marcador de peso molecular de 250 pares de bases; P-
padre; M-madre; S6-sujeto 6.

Los padres de los sujetos 4 y 5 (111.10 y 111.11 en la Figura 4) presentaron ANL que no
alcanzaron el rango de premutacion. El padre (I11.10) es homoalélico para dos alelos
de 20 repeticiones y la madre (lll.11) heteroalélica para un ANC de 8 y un alelo raro
de 32 repeticiones, respectivamente. La inestabilidad meidtica consistié en la
expansion de los alelos del gen FRDA en los sujetos 4 y 5 (IV4 y V.2

respectivamente en la Figura 4), los cuales presentaron un comportamiento



heteroalélico con un primer alelo expandido semejante, pero un segundo alelo de
diferentes longitudes (73/148 y 71/280 respectivamente), lo que demostré la

ocurrencia de dos mutaciones de novo.
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida correspondiente a los  sujetos
4, 5, sus padres y descendientes.

Las flechas indican el mosaicismo somatico.

La pareja del sujeto 5 (IV.3 en la Figura 4), saludable y proveniente de la poblacion
general, porta un alelo raro de 32 repeticiones y un ANC de 9 repeticiones,
transmitiendo a su descendiente (V.1 en la Figura 4) un ANL de 14 repeticiones. AlUn

mas, sus descendientes (V.3 y V.1 en la Figura 4), presentan también alelos con



diferentes longitudes (11/123 y 14/93), lo que evidencio la inestabilidad meidtica en la
transmicion de los alelos del gen.

El individuo V.1 (Figura 4), del sexo femenino, con 28 afios de edad y saludable,
habia evitado el embarazo durante 10 afios por tener un progenitor afectado con
algun tipo de ataxia no determinado molecularmente. Una vez que se implemento el
diagnostico molecular de la AF se confirmé la presencia de la enfermedad en su
padre y se demostro en ella el estado de portadora.

Motivada por el temor de dafar la relacion con su esposo, solicitd la realizacion de
diagndstico prenatal en su futuro embarazo, sin la participacion del mismo. Después
de ser asesorada, ella decidi6 informar a su pareja, quien solicité estudio de portador
de AF, que determind la presencia de dos alelos normales para el gen FRDA
(genotipo 8/13).

El riesgo a priori de esta pareja de tener descendencia afectada por AF era de 1/2
740. El riesgo “modificado” por el analisis mutacional resulta de 1/136 804 (Anexo
12).

3.3.1.2. En sujetos afectados no-ataxia de Friedrei ch

En el caso de los sujetos afectados, en los cuales no fue posible determinar la causa
de la ataxia, se apreciaron inestabilidades en la transmisién del gen FRDA en dos
familias. En la primera de ellas un ANL de 20 repeticiones se origind a partir de un
ANC (Figura 5). La segunda familia presentd6 un ANL de 16 repeticiones que
probablemente surgi6 mediante la contraccion de un alelo raro paterno de 32

repeticiones (Figura 6).
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Figura 5. Inestabilidad meiotica del gen FRDA en su jeto afectado por ataxia
esporadica no-ataxia de Friedreich.
Conversién de un alelo normal corto de 7 repeticiones en un alelo normal largo de 20

repeticiones de GAA.
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Figura 6. Inestabilidad meiotica del gen FRDA en su jeto afectado por ataxia
recesiva no-ataxia de Friedreich.
Conversion de un alelo raro de 32 repeticiones en un alelo normal largo de 16

repeticiones de GAA.



3.3.2. Inestabilidad mitética del gen FRDA

Al observar la Figura 4 puede apreciarse que los individuos IV.2, V.1 y V.3 presentan
multiples sefiales en la electroforesis de poliacrilamida, que conforman un area
debajo de la curva que se corresponde con diferentes longitudes de varios alelos
expandidos, lo cual demuestra la existencia de mosaicismo soméatico en las
repeticiones de GAA como expresion de la inestabilidad mitética.

3.4. Otros genes con secuencias trinucleotidicas re  petitivas de CAG en sujetos
con ataxia de Friedreich

En el sujeto 1 se identificd un ANL para la SCA2 con 26 repeticiones del trinucledétido
CAG, mientras que en los sujetos 4 y 5 se identificé un ANL de 36 repeticiones de
CAG, correspondiente al limite superior de normalidad para el gen de la SCA3. No se
apreciaron otros elementos de interés en los demas sujetos o en los genes SCA17 Y
HD.

El 66,66% de los genotipos estudiados (16/24) resultaron heteroalélicos. El locus de
mayor variabilidad alélica fue el correspondiente al gen SCAS3, se identificaron seis
alelos con longitudes entre 15 y 36 repeticiones de CAG (media de 23,91+6,08
repeticiones) (Anexo 15).

3.5. Caracteristicas clinicas de la ataxia de Fried reich

3.5.1. Antecedentes patologicos familiares

Como antecedentes patologicos familiares resultaron interesantes tres abortos
espontaneos en la madre del sujeto 1 antes del nacimiento de su primer hijo
(fallecido con AF) (Anexo 13A), asi como la existencia de Diabetes Mellitus en el

padre y el abuelo paterno de este sujeto.



En el caso de los sujetos 2 y 3, la madre también presenté cuatro abortos
espontaneos antes del nacimiento de su primer hijo (Anexo 13B) y la abuela materna
resultd afectada por Diabetes Mellitus.

3.5.2. Edad de inicio de la enfermedad

La edad de inicio de la AF en Cuba vario entre 7 y 22 afios (media de 13,33+6,71
afnos). En el 66,66% de los casos tuvo lugar antes de los 13 afios, mientras que en
los dos sujetos con las menores expansiones de GAA, la edad de inicio fue posterior
a los 20 pero anterior a los 25 afios. No existieron casos clasificados como ataxia de
Friedreich de inicio tardio (Tabla 1).

Tabla 4. Sujetos afectados por ataxia de Friedreich segun variables clinicas

estudiadas.
Edad de inicio Edad de Tiemnpo de
Sujetos Edad de la inicio de la PO | SARA
. evoluciéon
enfermedad ataxia
1 30 7 16 23 36
2 24 13 22 11 17
3 18 10 11 8 23
4 45 21 21 24 29
5 47 22 22 25 31
6 15 7 9 8 15
Media

29,83+13,55 13,33 #6,71 16,8345,78 16,548,31 25,1748,26
+D.E

Abreviaturas: SARA-puntuacion total de ataxia segun SARA; DE-desviacion

estandar.



La edad de inicio presento variabilidad inter e intrafamiliar. Se demostré (mediante el
andlisis de correlacién) una correlacion negativa significativa entre esta y los alelos
FRDA expandidos de menor longitud (r=-0,8913; p=0,0171), los de mayor longitud
(r=-0,8987; p=0,0149) y el genotipo (r=-0,8983; p=0,015) (Anexo 16).

3.5.3. Tiempo de evolucién de la enfermedad

El tiempo de evolucion de la enfermedad oscil6 entre 8 y 25 afios (media de
16,548,311 afios). Los casos de mayor tiempo de evolucion (mas de 23 afios) se
encuentran confinados a la silla de ruedas (sujetos 1, 4 y 5). Los tres sujetos
restantes aun deambulan, estos presentan entre 8 y 11 afios de evolucion.

3.5.4. Sintoma y/o signo de presentacion

En cinco de los sujetos (83,33%) el signo de presentacion fue la escoliosis, y en el
sujeto restante, los trastornos de la marcha de conjunto con la escoliosis. De manera
general, el comienzo de la escoliosis precedio a los trastornos de la marcha de uno a
nueve afnos.

3.5.5. Manifestaciones neuroldgicas

3.5.5.1. Manifestaciones neuroldgicas cerebelosas

En todos los sujetos se diagnosticaron al menos siete manifestaciones cerebelosas:
ataxia de la marcha y del tronco, temblor postural de cabeza y cuello, disartria,
dismetria (Anexo 17), adiadococinesia y temblor de intencion (Tabla 5).

La hipotonia muscular estuvo presente en cinco individuos (83,33%) y el nistagmo en

cuatro (66,66%).



Tabla 5. Manifestaciones neuroldgicas cerebelosas e n enfermos con ataxia de

Friedreich.

Sintomas y signos N %
Ataxia de la marcha 6 100
Ataxia del tronco 6 100
Temblor postural de cabeza y/o cuello 6 100
Disartria cerebelosa 6 100
Dismetria 6 100
Adiadococinesia 6 100
Temblor de intencién 6 100
Hipotonia muscular 5 83,33
Nistagmo horizontal 4 66,66
N=6

3.5.5.2. Manifestaciones neuroldgicas no cerebelosa s

Las alteraciones neurolégicas no cerebelosas mas frecuentes fueron los trastornos
en el sentido de posicion y vibracion y la respuesta plantar extensora, que estuvieron
presentes en todos los sujetos. Entre las alteraciones de los reflejos osteotendinosos
predomind la arreflexia (83,33%). En uno de los casos existio hiperreflexia (16,67%).
En dos sujetos (33,33%) se identifico atrofia parcial del nervio éptico (Tabla 6).

El signo de Romberg estuvo presente en el 50% de los casos. No se pudo explorar

en el resto debido a las dificultades para la marcha de los mismos.



Tabla 6. Manifestaciones neuroldgicas no cerebelosa s en enfermos con ataxia

de Friedreich.

Sintomas y signos N %
Trastornos en el sentido de posicion 6 100
Trastornos en el sentido de vibracion 6 100
Reflejos osteotendinosos disminuidos o abolidos 5 83,33
Respuesta plantar extensora 6 100
Atrofia muscular distal 3 50
Atrofia Optica parcial 2 33,33
Sordera sensorineural 0 0
N=6

3.5.5.3. SARA

El valor de la escala SARA vari6 entre 15 y 36 puntos (media de 25,1748,26 puntos)
(Tabla 1). El analisis de correlacion demostré una correlacion positiva significativa
(r=0,8699; p=0,0243) de la puntuacion de la escala SARA con el tiempo de evolucion
de la enfermedad (Anexo 16).

3.5.6. Manifestaciones extraneuroldgicas

3.5.6.1. Sistema Osteo-Mio-Articular (SOMA)

Todos los individuos con AF presentaron escoliosis y pie cavo (Anexo 18). En el
sujeto 6 fue necesaria la correccion quirargica de la escoliosis y en el sujeto 3 se
evidencié una gran severidad de la misma, con presencia de giba (Anexo 19).

3.5.6.2. Aparato cardiovascular



No se identificaron datos positivos al examen fisico del aparato cardiovascular.
Mediante la electrocardiografia se diagnosticaron trastornos de repolarizacion
ventricular difusos en todos los sujetos y de la conduccion intraauricular en cinco de
ellos (83,33%). En la ecocardiografia se aprecio hipertrofia concéntrica del ventriculo
izquierdo en los sujetos 1y 6.

Resulté un hallazgo el infarto silente del miocardio en el sujeto 5, identificado por la
presencia de ondas Q profundas en las derivaciones DII, DIl y aVF del
electrocardiograma, y por la existencia de trastornos isquémicos segmentarios
(hipokinesia del septum medio apical en la vista de cuatro camaras) en el
ecocardiograma.

3.6. Estudio del metabolismo de la glucosa

Tabla 7. Sujetos afectados por ataxia de Friedreich segun prueba de tolerancia

oral a la glucosa en dos horas.

Niveles de glucosa sérica

Sujetos
Ayunas (mmol/L) Dos horas (mmol/L)
1 3,8 6,3
2 4,0 5,0
3 3,1 5,2
4 3,4 53
5 5,8 6,1
6 5,8 7,8
Media+D.E 4,31+1,19 5,95+1,04

Abreviaturas: DE-desviacion estandar.



En ninguno de los sujetos fue posible demostrar la existencia de Diabetes Mellitus
mediante PTG (Tabla 7), a pesar que en tres de ellos (1, 2 y 3) existian antecedentes
de la enfermedad en familiares de primero y/o segundo grado.

3.7. Estudios imagenoldgicos

3.7.1. Resonancia Magnética de craneo

En el sujeto 6 no fue posible la realizacién del estudio por presentar ortesis metalica,
colocada tras correccion quirdrgica de escoliosis téraco-lumbar (Anexo 18A).

El diametro anteroposterior de la médula cervical y el cociente entre el diametro
medular y el diametro del canal raquideo se encontraron dismunuidos en el 100% de
los casos (Anexo 20A), sélo en el sujeto 1 se aprecid disminucion en el diametro
anteroposterior del canal medular. El area del cerebelo fue normal en el sujeto 2
(16,66%), mientras que el cociente entre el area del cerebelo y el area de la fosa
posterior resulté normal en los sujetos 1y 2 (33,33%). Ambos parametros estuvieron
disminuidos en el resto de los individuos estudiados. El didmetro anteroposterior de
la protuberancia se aprecio disminuido en los sujetos 3, 4 y 5 (50%) (Anexo 20C).

3.8. Estudios electrofisiolégicos

3.8.1. Audiometria

La audiometria resulté normal en todos los sujetos afectados por AF.

3.8.2. Estudios de conduccion nerviosa periféericam  otora y sensitiva de nervios
mediano, peroneo profundo y sural

En la Tabla 8 se presentaron los resultados del estudio de conduccion nerviosa

periférica motora y sensitiva de los nervios mediano, peroneo profundo y sural.



En los potenciales del nervio peroneo profundo se aprecié una caida de amplitud en
el sujeto 4 (16,66%), mientras que en el resto de los casos los estudios fueron
normales.

Sin embargo, en los estudios de conduccion nerviosa periférica sensitiva del nervio
mediano se detectd prolongacion de latencia con caida de la amplitud en tres casos
(50%), en dos de ellos la velocidad de conduccién sensitiva estuvo enlentecida. En el
resto no se obtuvo respuesta al estimular dicho nervio (sujetos 1, 2 y 3).

Tampoco se obtuvo el potencial en cuatro casos al estimular el nervio sural (sujetos
1, 2,3 y4). Enlos otros dos casos, la amplitud estuvo disminuida en uno y la latencia
prolongada en el otro.

3.8.3. Potenciales Evocados Multimodales

En la Tabla 9 se mostraron los resultados de los estudios de los potenciales
evocados multimodales.

3.8.3.1. Potenciales evocados somatosensoriales (PE  SS) por estimulacion del
nervio tibial posterior

Los PESS resultaron anormales en el 100% de los casos. En el sujeto 6 se aprecio
prolongaciéon de la latencia del componente P40, con ausencia de respuesta en el
resto de los sujetos (83,33%).

3.8.3.2. Potenciales evocados auditivos de tallo ce  rebral (PEATC)

En todos los sujetos se constataron potenciales evocados auditivos de poca
replicabilidad y con un patrén de trazado inestable como alteraciones cualitativas

fundamentales.



Tabla 8. Estudios de conduccion nerviosa periférica motora y sensitiva de nervios mediano, peroneo pro  fundo

y sural en sujetos afectados por ataxia de Friedrei  ch.

Conduccion nerviosa periférica

Motora Sensitiva
Sujetos
N. mediano N. peroneo profundo N. mediano N. sural
Lat Amp Vel Lat (ms) Amp Vel Lat Amp Vel Lat Amp Vel
(ms) (mV) (m/s) (mV) (m/s) (ms) (uv) (m/s) (ms) (uV) (m/s)
1 10,01 10,0 429 11,56 2,8 38,9 NR NR NR NR NR NR
2 9,0 16,4 50,4 12,16 5,5 47.6 NR NR NR NR NR NR
3 9,56 16,6 57,0 12,28 12,2 42 3 NR NR NR NR NR NR
4 8,62 8,41 54,65 11,42 1,84 51,51 498 0,93 28,11 NR NR NR
5 7,62 7,85 68,28 11,62 3,68 40,94 418 4,33 33,52 1,93 1,27 72,53
6 8,48 12,3 53,4 12,72 3,7 53,4 3,58 4,1 49,11 401 5,6 34,9
V.R 8,05 13,66 55,6 10,57 7,20 50,60 2,78 23,32 53,47 2,42 11,38 54,72
+D.E +0,99 5,29 +6,44 +1,30 +3,82 +6,34 | +0,57 +8,87 +7,30 |+0,63 6,73 8,55

Abreviaturas: V.R-valores de referencia; D.E-desviacidon estandar; N-nervio; Lat-latencia; Amp-amplitud; Vel-velocidad;

NR-no respuesta.



En cuatro de los casos (66,66%) se apreciaron alteraciones de algunos de los
componentes o de los intervalos. En tres de ellos se encontraron latencias
prolongadas para el componente | (sujetos 3, 4 y 5). En uno de los casos el
componente Il resulté anormal (sujeto 3) y en dos casos el componente V (sujetos 3
y5).

Con relacion a las latencias interpicos, dos casos presentaron prolongacion para el
componente IlI-V (sujetos 5y 6) y dos para el componente I-lll (sujetos 3 y 5).

3.8.3.3. Potenciales evocados visuales (PEV)

Los PEV resultaron normales en el 50% de los casos (sujetos 1, 2 y 3). La latencia
del componente P100 en el resto de ellos se encontrd prolongada con caida de la

amplitud.



Tabla 9. Estudios de potenciales evocados multimoda  les en sujetos afectados por ataxia de Friedreich.

Potenciales evocados multimodales

PEATC (ms) PEV (ms)
PESS
Sujetos Ojo Ojo
(ms) Oido derecho Oido izquierdo
derecho izquierdo
P40 I 1] \% -1l "-v I 11 \% 111 "-v P100 P100
! NR | 10 364 534 214 17 | 158 366 556 208 1,90 | 2 1194
2 103,2 106,8

NR 1,52 3,70 530 2,18 1,60 | 1,40 3,62 532 222 17

3 NR | 1,80 402 534 222 132 | 182 409 NR 227 NRr | 1086 1140
4 NR | D7 365 554 19y 19| 153 378 546 225 168 | 12205 12986
5 W | L79 353 595 174 242 | 137 365 546 228 181 3 147,49
6 442 | 156 353 561 197 208 | 148 340 558 192 218 | 121,38  123.46

V.R 38,40 | 1,55 3,77 566 222 188 | 156 3,74 565 2,18 191
120 120
+D.E 0,253 | 0,19 0,24 0,28 0,23 0,16 | +0,22 0,35 0,48 0,11 0,25

Abreviaturas: V.R-valores de referencia; D.E-desviacién estandar; PESS-potenciales evocados somatosensorales;

PEATC-potenciales evocados auditivos de tallo cerebral; PEV-potenciales evocados visuales; NR-no respuesta.



CAPITULO IV. DISCUSION



CAPITULO IV. DISCUSION

4.1. Epidemiologia de la ataxia de Friedreich en Cu ba

La baja frecuencia de AF (0,77%), en relacién con las otras ataxias hereditarias,
indica que la causa de las ataxias recesivas en Cuba es diferente a la descrita en
otras poblaciones y sugiere la existencia de otros genes candidatos diferentes al gen
FRDA.

La elevada frecuencia de individuos sin diagndstico molecular definitivo (94,44%)
esta en correspondencia con multiples estudios que reportan un gran numero de
casos con ataxias de causa desconocida. Esto se debe a que muchas entidades que
se presentan como ataxias recesivas o esporadicas son raras y restringidas a
poblaciones aisladas, varias mutaciones causales solo afectan a una familia (Anexo
1) y las mutaciones presentes en un enfermo en particular, pueden no estar aun
descritas 3137139,

En la India, Chakravarty y Mukherjee estudiaron 12 enfermos pertenecientes a 8
familias con caracteristicas clinicas de AF, herencia recesiva y descendientes de
matrimonios consanguineos, y pudieron confirmar la expansion del trinucledtido GAA
en una sola familia ®*%. Schols estudié 124 individuos con ataxia cerebelosa

(141)

esporadica y encontr6 AF en 10 de ellos . De manera similar, en la region de

Alsacia, Francia, de 102 casos analizados s6lo 36 resultaron AF 142 En un estudio



de 134 sujetos de la poblacibn mestiza mejicana, solo el 10% de los casos
presentaron AF (43,

Por el contrario, la AF constituye el 24% del total de casos afectados por ataxias
degenerativas en Colombia. Un estudio de 24 sujetos demostrdo la mutacion
homocigética en 20 de ellos y heterocigotica en un sujeto, se planted, ademas, un
posible efecto fundador de la mutacién 4%,

Entre los europeos con ataxias recesivas, el 75% son AF y del 96 al 100% de los
casos que cumplen con los criterios de Harding, presentan una AF 1®Y_En Alsacia,
Francia, la prevalencia de la AF es de 0,5 por 100 000 habitantes ““? menor que en
Suecia con 1 por 100 000 habitantes y que en Espaifia con 4,7 casos por 100 000
habitantes .

En Japdn se ha estimado una prevalencia de todas las formas de degeneracion
espinocerebelosa en el orden de 4.53 por 100 000 habitantes, de ellas, el 2.4%
resultan AF 4%,

La prevalencia de la AF varia ampliamente de un grupo étnico a otro: resulta baja en
Noruega “*®, Finlandia 4", Méjico **®y rara en Oriente Lejano, Africa subsahariana

y nativos americanos (¥

. Sin embargo, es la causa mas comun de ataxias
hereditarias entre caucasicos.

Cuba es un archipiélago en el Caribe, cuya poblacién se formé a partir de los criollos
(descendientes de espafioles mezclados con africanos subsaharianos y amerindios
en menor grado), chinos y judios europeos ?*®. El hecho de que la AF sea una

condicibn muy rara entre los africanos subsaharianos y nativos americanos, pero

muy frecuente en los espafioles (representando mas de un tercio de todas las ataxias



hereditarias) “” hace de estos Ultimos los candidatos mas atractivos para la posible
inclusion de las mutaciones o de los haplotipos de riesgo al fondo genético cubano.
La concentracion de las familias afectadas en las tres provincias mas occidentales
del pais, y el origen ancestral espafiol en el 50% de los sujetos, constituyen
elementos a favor de esta hipotesis. Se precisan estudios moleculares de haplotipaje
para confirmar la misma, debido a la gran variedad étnica de la poblacion cubana.
Resulta interesante que en la provincia de Holguin, donde se encuentra el mayor
ntmero de individuos con SCA2 a nivel mundial *®, no existen sujetos afectados por
AF.

La existencia de un segundo locus para la AF denominado FRDAZ2, localizado en 9p
9 podria ser la causa méas importante del fenotipo observado en los 102 sujetos
que permanecen sin diagnéstico molecular definitivo. Una segunda explicacion
podria encontrarse en las mutaciones de novo del gen SCA2, originadas a partir de
ANL, debido a la elevada frecuencia de estos alelos en la poblacién cubana **9. Es
necesario establecer una estrategia para el diagnostico paulatino de los casos sin
diagndstico molecular confirmatorio.

Se estim0 una frecuencia notablemente baja para el alelo recesivo del gen FRDA
(0,00073) y para el genotipo homocigético recesivo (0.00000053). La frecuencia de
individuos portadores en Cuba (1 en 685) es similar a la de Finlandia (1 en 500), pais
donde también se reporta baja prevalencia de la enfermedad **”). Por el contrario, la
frecuencia de sujetos portadores en poblaciones europeas alcanza valores de 1 en

25a1en60 ™.



La mayoria de los estudios epidemiolégicos internacionales sobre la AF se limitan a
regiones geograficas especificas. La realizacion de un pesquisaje de alcance

nacional ¢®

y la continua evaluacion mediante especialistas de los casos nuevos en
todo el pais, con la remision subsecuente de los mismos al CIRAH, son elementos
que limitan el sesgo de seleccion y contribuyen a la solidez y credibilidad de los
resultados obtenidos en la presente investigacion.

La marcada heterogeneidad clinica caracteristica de la AF dificulta el establecimiento
de un diagndstico preciso. En casos esporadicos (como el sujeto 6) donde no existen
antecedentes de consanguinidad o de otros familiares afectados, no es posible
establecer un patron de herencia autosdmico recesivo a través del estudio de la
historia familiar.

Estos elementos confieren mayor relevancia a la realizacion de estudios moleculares
en el gen FRDA, considerandose que por su elevada frecuencia la AF ha de ser la
primera condicion en investigarse y es un diagnéstico probable en la ataxia
esporadica, incluso si el comienzo es en la edad adulta **?,

La consanguinidad hace muy probable (aunque no confirma) un patron de herencia
autosomico recesivo. Su presencia en el 18,62% de los sujetos no-AF y en el 27,54%
de los individuos afectados por ataxias recesivas, sugiere la participacion de genes
recesivos diferentes al gen FRDA como causa de la ataxia cerebelosa de estos
casos. Lo anteriormente expresado, unido a la existencia en la poblacion cubana de
ANL y de alelos raros en el gen FRDA (que son alelos inestables con la capacidad de

convertirse en alelos expandidos), sefiala a la consanguinidad como un importante

factor de riesgo.



Méas de mil millones de personas en el mundo viven en comunidades con preferencia
por matrimonios consanguineos, donde las uniones intrafamiliares representan del 20
al 50% de todos los matrimonios, lo cual aumenta el riesgo de ocurrencia de
enfermedades raras. Mientras menos frecuente es una enfermedad, mayor
asociacion se encontrara con la consanguinidad, porque disminuye la variacion
genética y es mas comun la homocigosis V.

La consanguinidad es un factor de riesgo modificable mediante asesoramiento
genético ofrecido como parte de estrategias de intervencion en la comunidad, este
debe constituir un objetivo continuo de trabajo para la prevencion de la AF y de otras
condiciones genéticas.

4.2. Predisposicion a la inestabilidad del gen FRDA  en la poblacién cubana

La distribucion de las repeticiones de GAA en los alelos FRDA de la poblacion
cubana resulta diferente a la de otras poblaciones, en esta se aprecia una gran
variabilidad alélica (20 alelos diferentes), con asimetria dada por el desplazamiento
hacia la izquierda y una distribucion leptocurtica (Gréafico 1).

En la India se reportan 10 variantes alélicas (de 7 a 16 repeticiones de GAA) ®? y en
la poblacion francesa 22, pero no existen en esta ultima alelos de 5, 6, 11,13, 14 y/o

(153)

15 repeticiones La poblacion caucasica presenta alelos entre 5 y 23

repeticiones, no obstante solo existen en la misma un total de 13 variantes alélicas

(50) g (144)

. En Colombia existen alelos entre 1 y 26 repeticione , mientras que en

Turquia el rango se encuentra entre 7 y 34 repeticiones %,
El alelo mas comun de la poblacion cubana es el de 8 repeticiones de GAA, mientras

que el alelo de 9 repeticiones (tercero en orden de frecuencia en Cuba) resulta el



mas frecuente en el resto de las poblaciones ©°1°21%3 Estos resultados demuestran
la existencia de diferencias étnicas en la frecuencia alélica de las repeticiones de

GAA. .|
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Gréfico 1. Longitud de las repeticiones de GAAen e |locus FRDA de los sujetos
saludables estudiados.

El eje vertical representa el nimero de alelos y el eje horizontal representa la longitud
de las repeticiones de GAA.

Fuente: Tabla 1.

La peculiar distribucion de estos alelos en Cuba puede atribuirse a una mezcla de
genes europeos, amerindios y africanos en los ancestros, este hecho esta reforzado
por la alta frecuencia de individuos heteroalélicos observada (proxima al 50%)

(Grafico 2).
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Gréfico 2. Genotipos en el locus FRDA de los sujeto s saludables estudiados.
Fuente: Tabla 2.

Resultados semejantes se han encontrado recientemente para el gen de la SCA2 en
la poblacion cubana, el cual presenta la mayor variabilidad mundial en el
polimorfismo de las repeticiones de CAG 149,

La variabilidad en el nimero de repeticiones trinucleotidicas existente en diferentes
genes hace de estos polimorfismos un marcador genético que podria tener

aplicaciones en criminalistica, medicina forense y estudios poblacionales como los

estudios de mezcla étnica “*>. Asi mismo, resultan candidatos para investigaciones



en gemelos, estudios de paternidad y, en particular, para la realizacion de
diagnésticos presintométicos y prenatales.

La Tabla 10 muestra la distribucion de frecuencias de ANC y ANL en el locus FRDA
de cuatro poblaciones diferentes ®*!52%3) De manera similar a Cuba, en la India las
repeticiones de GAA tienen una distribucion bimodal con un 96% de ANC y un 6% de
ANL, que estan en relacién con la baja prevalencia de la enfermedad **®. Por el
contrario, en Colombia el 54,86% de los alelos resultaron ANC y el 45,14% ANL en
correspondencia con la elevada prevalencia de la enfermedad 9.

Tabla 10. Polimorfismo GAA en el locus FRDA en cuat ro poblaciones

diferentes.|
Poblaciones
Alelos normales
Cubana India Caucasica  Francesa
Repeticiones 5-12 89,11% 94,1% 80% 83%
de GAA 13-34 10,89% 5,9% 20% 17%
Rango de alelos 5-32 7-16 5-23 7-34
Alelo mas comudn 8 9 9 9
Numero total de alelos 20 10 13 22

Los ANL representan un reservorio para eventos de expansion, posiblemente a
través de intermediarios “premutados”, y son capaces de ocasionar la enfermedad en
generaciones sucesivas 90193159 | 3 frecuencia observada de ese tipo de alelos en
el presente estudio (10,89%) aporta una explicacion para la baja prevalencia de la

enfermedad en la poblacion cubana.



La no existencia de alelos premutados o mutados en estado heterocigoético, asi como
la baja frecuencia de ANL, indican poca predisposicion del trinucleétido GAA a la
inestabilidad ®°”, por el contrario, en esta misma poblacién se ha demostrado la
concentracion mas alta de ANL para el gen de la SCA2, en concordancia con la mas
alta prevalencia a nivel mundial de la enfermedad 4.

4.3. Comportamiento del gen FRDA en sujetos afectad  0s

La identificacion de expansiones en el trinucledtido GAA del primer intron del gen
FRDA, permitié establecer por vez primera el diagnostico molecular definitivo de la
AF en la poblacion cubana, asi como describir las cracteristicas del polimorfismo de
GAA en individuos sanos y enfermos.

Todas las repeticiones identificadas resultaron mayores de (GAA)s, €en
correspondencia con el limite menor de expansion capaz de producir
manifestaciones clinicas de la enfermedad, segun lo reportado por Campuzano y
Filla (#*5?)_ Estos autores describen en sus poblaciones que la mayoria de los alelos
expandidos presentan entre 600 y 1200 repeticiones de GAA. En la poblacion
cubana también predominan alelos expandidos de gran longitud, pero el rango de las
expansiones resulta menor (entre 500 y 835 repeticiones).

Teniendo en cuenta que a partir de los alelos premutados tienen lugar las mayores

hiperexpansiones (65052

y que en la poblacion cubana estos alelos tienen una
frecuencia del 0%, los ANL constituyen la fuente mas probable para el origen de
alelos expandidos, lo cual explica el menor rango de las repeticiones de mayor

tamafo.



En la presente investigacion no se identific6 ningun sujeto afectado con genotipo
heterocigotico para el gen FRDA (un alelo de longitud normal y un alelo expandido).
La utilizacion simultanea de controles positivos homo y heterocigéticos permitio
descartar la existencia de alelos nulos en los individuos que resultaron homocigoticos
para un alelo normal.

La ausencia de expansion hace el diagnéstico de AF muy improbable, pues no se ha
reportado en las poblaciones estudiadas caso alguno dado por dos mutaciones
puntuales sin expansién del trinucleétido GAA. Se considera que esto se debe a que
los portadores de mutaciones puntuales son raros en la poblacion general, o a que
las mutaciones puntuales dobles son letales tempranamente . No obstante, la
imposibilidad de estudiar las mutaciones puntuales del gen a través del disefio
empleado, constituye una limitacion del estudio.

Resulta interesante la existencia de ANL en el gen FRDA del 10,78% de los sujetos
afectados por ataxias recesivas 0 esporadicas no-AF, su presencia puede ser
producto del azar o de interacciones existentes entre las repeticiones trinucleotidicas
de GAA y los genes causales de estas condiciones “9.

4.3.1. Inestabilidad meidtica en la transmision del gen FRDA

4.3.1.1. En sujetos afectados por ataxia de Friedre ich

En los cinco sujetos afectados por AF, en los cuales se demostré inestabilidad
meidtica del gen FRDA, se produjeron expansiones, independientemente del sexo
del progenitor, lo cual no esta en correspondencia con la literatura donde se plantea

que en la AF existe mayor tendencia a contracciones paternas e igual tendencia a



contracciones y expansiones maternas ©®. Este resultado probablemente esta
sesgado por el pequefio tamafio muestral.

Debido a que en la presente investigacion no se realizaron estudios de haplotipaje,
fue imposible determinar con exactitud el origen cromosOmico de los alelos
expandidos en los descendientes de los sujetos 4 y 5, por esa razon no se logro
conocer si ocurrieron expansiones 0 contracciones en la mencionada generacion,
pero si se evidencio la inestabilidad meiotica del gen.

La ocurrencia de dos mutaciones de novo a partir de un ANL y un alelo raro en los
sujetos 4 y 5 es una evidencia de la importancia que tiene el tamafio de los alelos en
la inestabilidad. Ambos alelos (ANL y raros) constituyen alelos intermedios cuya
estabilidad intergeneracional es mayor que la de los alelos expandidos, pero menor
que la de los ANC . El criterio de que todo sujeto afectado por una enfermedad
autosOmica recesiva es descendiente de portadores obligados no se sustenta en la
AF.

Los ANL son alelos de riesgo, sus portadores deben recibir asesoramiento genético
relacionado con la probable inestabilidad meiotica del gen, teniendo acceso a
programas de diagnostico prenatal como una de las opciones reproductivas. La
estimacion del riesgo de recurrencia en descendientes de portadores de ANL debe
realizarse con cautela, ante la ausencia de elementos que permitan evaluar con
seguridad si se trata de un alelo inestable en cada caso particular.

El comportamiento erratico mostrado por los alelos expandidos (expandiéndose o
contrayéndose) al pasar de una generacion a la siguiente, tiene importantes

implicaciones para el asesoramiento genético. El criterio de que todo descendiente



de un sujeto afectado por una enfermedad autosGmica recesiva es un portador
obligado, resulta inconsistente para la AF ante las evidencias de posibles
contracciones del gen FRDA capaces de convertir un alelo expandido en un alelo de
longitud normal. Se han demostrado grandes deleciones incluyendo reversion
ocasional al tamafio normal en los espermatozoides de varones con AF (/.

Los futuros descendientes de la pareja conformada por V.1 y V.2 (Figura 4)
presentan, en teoria, un 50% de probabilidad de heredar un alelo materno expandido
y ser portadores, pero el riesgo en ellos de desarrollar la enfermedad es de 1/136
804 (proximo al 0%).

Estos estimados probabilisticos no consideran la posibilidad de que el alelo materno
sufra una contraccion y alcance una longitud normal en la descendencia, que
resultaria no portadora. Tampoco es posible descartar, mediante el estudio realizado,
la probabilidad de que el padre presente una mutacion puntual del gen FRDA, o que
la misma se produzca de novo a partir de una expansion de sus alelos de longitud
normal, lo que incrementaria el riesgo de afectacion para la descendencia.

Hasta tanto no sean identificados todos los factores capaces de provocar
inestabilidad meiotica en el gen FRDA, la estimacién del riesgo de recurrencia de la
enfermedad debe realizarse con precaucion.

La significacién del estado de portador es personal, en el sujeto V.l el impacto
percibido estaba mediatizado por el temor al estigma y por las implicaciones
potenciales de la comunicacién de la informacién a su esposo.

La amenaza de una enfermedad hereditaria ocasiona un dafio emocional

significativo, el estado de riesgo representa un estrés crénico debido a la



incertidumbre y ansiedad experimentadas **®, pero el mantenimiento confidencial de
su estado genético habria impedido el asesoramiento genético acertado, asi como el
ofrecimiento de opciones reproductivas preconcepcionales adecuadas, si ella no
hubiese informado a su esposo y no se hubiese obtenido informacion acerca del
posible estado de portador de este.

Muchos individuos consideran que los padres deben aconsejar a los hijos mantener
en privado su estado de portadores, ya que podrian sufrir disminucion de su
autoestima **%. No obstante, el diagnéstico de portadores debe de estar disponible
para todos los familiares de un sujeto afectado, asi como para sus parejas o las de
portadores conocidos. Esto permitiria la adecuada evaluacion del riesgo y el
asesoramiento genético para la planificacion familiar 9.

Con esta investigacion se dié comienzo al estudio predictivo de sujetos portadores de
mutaciones en el gen FRDA. El diagnostico predictivo prenatal de la AF es ahora
tedricamente posible en Cuba, como una opcién reproductiva para parejas en riesgo.
4.3.1.2. En sujetos afectados no-ataxia de Friedrei ch

En dos de las familias en las que se desconoce cuél es la causa de la ataxia, se
identificd inestabilidad meidtica en la transmision del gen FRDA. En particular, la
conversion de un ANC en ANL es un evento infrecuente, debido a la estabilidad que
caracteriza a los ANC 2. Una causa probable para estos hallazgos es el azar, no
obstante, la inestabilidad meiotica puede llevar a modulacion transgeneracional de la
funcion génica Y.

Aunque en la actualidad resulten desconocidas e incomprendidas, las interacciones

existentes entre las diferentes repeticiones trinucleotidicas y entre estas y otros



genes para la regulacion del desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso central
“49), constituyen razones atractivas para explicar el origen de la inestabilidad mei6tica
y la existencia de ANL del gen FRDA en el 10,78% de los sujetos afectados no-ataxia
de Friedreich.

4.3.2. Inestabilidad mitética del gen FRDA

El mosaicismo somatico identificado en las repeticiones de GAA del gen FRDA,
demuestra la existencia en sangre periférica de multiples subpoblaciones linfocitarias
con alelos de diferentes longitudes, que constituyen una fuente dindmica de variacion
genética con diversidad funcional a nivel molecular, celular y fisiolégico. Esta
variabilidad permite que la seleccion somética celular actie a favor de longitudes
repetitivas en tandem especificas en tipos celulares y tisulares particulares, lo que
influencia el proceso evolutivo #8163,

La inestabilidad mitética observada en la sangre de los sujetos con AF es edad-
dependiente, con aumento de la carga mutacional, a medida que el individuo
envejece, y se aprecia tendencia a grandes contracciones in vivo (/.

Por el contrario, existen tres tejidos primariamente afectados en la AF en los cuales
la frecuencia de largas contracciones es muy baja: el GRD, el cerebelo y el corazén.
En el GRD la ausencia de largas contracciones se combina con una alta frecuencia
de largas expansiones, lo que sugiere que su alteracion progresiva en la AF puede
deberse a un mecanismo que favorece las expansiones en ciertas células soméaticas
y que la inestabilidad somatica esta mediada por factores tisulares especificos ")
4.4. Comportamiento de las repeticiones trinucleoti  dicas de CAG en los sujetos

con ataxia de Friedreich



Recientemente se ha descrito que existe una correlacion inversa (r=—0.81) entre las
variaciones en las repeticiones de CAG del gen de la polimerasa del ADN
mitocondrial (POLG) y la edad de inicio de la AF. Dicha variabilidad puede constituir
un factor predisponente, que en combinacion con factores de riesgo ambientales o
incluso mutaciones puntuales mitocondriales, afecta la edad de inicio y la progresion

de la enfermedad (62163

Por esta razon, se estudiaron cuatro genes con
repeticiones trinucleotidicas de CAG en los individuos afectados por AF.

A pesar de no haberse identificado alelos expandidos para ninguno de los genes
estudiados, en tres de los sujetos afectados se identificaron ANL: en uno de ellos
para la SCA2 y en los dos restantes para la SCA3. Estos Ultimos son, ademas, los
sujetos con edad de comienzo mas tardia de la enfermedad.

Los polimorfismos de las repeticiones trinucleotidicas proveen una fuente Unica de
variabilidad gendmica, al generar diversidad mutacional adicional, sobre la que
puede actuar la seleccion natural.

Se considera que estos polimorfismos son capaces de modular el comportamiento,
las funciones afectivas y cognitivas, varios neurotransmisores Yy sistemas
neuromoduladores, asi como otros sistemas de neurodesarrollo y sefalizacion.
Tienen el potencial de influenciar grandemente la diversidad funcional y la
susceptibilidad a enfermedades y son importantes en regular el desarrollo y
funcionamiento cerebral, lo que explica la posible interaccion entre las diferentes

repeticiones trinucleotidicas a lo largo del genoma “9.



La variabilidad alélica para el polimorfismo de CAG observada en los diferentes
genes estudiados, es otro elemento que indica diversidad étnica en el fondo genético
de esta poblacion.

4.5. Caracteristicas clinicas de la ataxia de Fried reich

4.5.1. Antecedentes familiares de interés

La historia familiar de tres de los casos resulté inusual porque se produjeron varios
abortos espontaneos en sus madres antes del nacimiento del primer hijo. A pesar de
que no se realizo cariotipo a los padres, y que dos tercios de todas las gestaciones
que se pierden son debidas a anomalias cromosoOmicas, si se tiene en cuenta que
estos individuos presentan largas expansiones en el gen FRDA, debe considerarse la
hipotesis de que expansiones muy largas de GAA en los fetos pudieron haber
ocasionado los abortos, a través de diferentes mecanismos que impidieron la
supervivencia fetal (%%,

Estos casos pueden constituir una evidencia adicional de que los abortos
espontaneos ocurren con mayor frecuencia en sujetos con expansiones muy largas
de GAA de la considerada con anterioridad.

Existen varios reportes de abortos que han tenido lugar con mayor frecuencia que lo
esperado en otras enfermedades debidas a mutaciones dinamicas, como el
Sindrome de Fragil X ®®, asi como antecedentes de abortos en etapas tempranas y
tardias en la Distrofia Miot6nica .

4.5.2. Edad de inicio de la enfermedad



La AF tuvo un inicio temprano en las familias cubanas (13,33 +6,71 afios), de manera
similar a la serie de Harding (10.52+7,4 afios) ¥ y en correspondencia con lo
reportado por otros autores Y.

Es un hecho conocido que en la AF existe una relacion inversa entre la longitud de
las repeticiones de GAA y la edad de comienzo de la enfermedad “*™| lo cual se
evidencié en los sujetos estudiados (Anexo 16).

Para algunas enfermedades debidas a mutaciones dinamicas (como la SCA2) ha
sido posible establecer curvas de probabilidad de manifestar la enfermedad a una
edad particular, como funcidbn del tamafio especifico de las repeticiones
trinucleotidicas ®”). Estas curvas de probabilidad, o “tablas de vida”, no han sido
construidas para la AF debido a la notable variabilidad intra e inter familiar en la edad
de inicio de la enfermedad, que no esta determinada solamente por la longitud de las
repeticiones trinucleotidicas (solo explican el 50% de la variabilidad) “?, sino por
otros factores genéticos y ambientales entre los cuales se destacan las demas
repeticiones trinucleotidicas ubicadas a lo largo del genoma “® y el mosaicismo
somatico Y.

4.5.3. Tiempo de evolucién de la enfermedad

La AF es una enfermedad neurodegenerativa y progresiva. El tiempo de evolucion
guarda una relacion directa con la repercusion clinica en los sujetos afectados, lo
cual se evidencié a través del incremento en la puntuacién de la escala SARA a
medida que el tiempo de evolucion resulté mayor.

Se plantea que la edad al diagndstico es mas importante que la longitud de GAA en

predecir la cardiomiopatia, la escoliosis y la progresién de la enfermedad *°®.



Mediante los estudios moleculares es posible reconocer tempranamente los casos
con AF, tal es el caso del sujeto 6, quien presenta el menor tiempo de evolucién, y
transcurrié solo un mes desde la sospecha clinica hasta la realizacion del diagndstico
molecular confirmatorio.

Este resultado avala la importancia del presente estudio, pues la identificacion de
individuos afectados permite iniciar de manera precoz la neurorehabilitacion y el
tratamiento medicamentoso. Con la aparicion de nuevas terapias en los proximos
afios debe de mejorar aiin mas la sobrevida de los mismos (14169179,

Ademas, en parejas de riesgo en edad fértil, cuando el diagndstico confirmatorio se
realiza tempranamente, puede disponerse del diagnéstico prenatal como una de las
opciones reproductivas.

4.5.4. Sintoma y/o signo de presentacion

En el 83,33% de los sujetos afectados la escoliosis precedié en varios afios a los
sintomas neurolégicos, pero la ataxia de la marcha fue la primera manifestacion
reconocida de la enfermedad, tal y como ocurre generaimente 2.

Es con el comienzo de la sintomatologia cerebelosa que los sujetos afectados
solicitan atencidbn meédica. La escoliosis es una manifestacion clinica que debe
buscarse intencionadamente y no puede interpretarse como independiente del resto
de los sintomas, sino como un elemento importante para el diagnéstico de la AF en
la poblacién cubana.

4.5.5. Manifestaciones neurolégicas



La presencia de alteraciones cerebelosas y no cerebelosas en los sujetos con AF es
un reflejo del extenso dafio neurolégico que produce la pérdida de funcion de la
proteina FXN.

4.5.5.1. Manifestaciones neurolégicas cerebelosas

El sindrome cerebeloso resultd predominante en todos los sujetos, existio una
combinacién de manifestaciones de dafio en el vermis, cerebelo posterior y en los
hemisferios cerebelosos, lo cual es caracteristico en esta condicion 2.

Las alteraciones vermianas predominantes fueron la ataxia de la marcha y del tronco.
El dafio en la region posterior se expresd como disfuncion postural y de la marcha,
temblor postural de cabeza y/o cuello y alteracion de los movimientos oculares, dado
por nistagmo, en el 66,66% de los casos. A pesar de que el nistagmo se considera
un signo de la enfermedad, algunos autores no lo encuentran en ninguno de sus
casos, mientras que otros lo objetivan en todos sus registros 2174,

Las alteraciones hemisféricas se caracterizaron por dismetria, adiadococinesia,
temblor de intencion, disartria e hipotonia.

Recientemente se ha demostrado, mediante resonancia magnética espectroscopica,
que existe disfuncion o pérdida neuronal en el vermis y los hemisferios cerebelosos.
Esto justifica la presencia de manifestaciones cerebelosas, tanto vermianas como
hemisféricas. La pérdida neuronal es indicada por la disminucién de los niveles de N-
acetilaspartato, y la gliosis en el vermis es demostrada mediante elevados niveles de
mio-inositol y creatina total .

4.5.5.2. Manifestaciones neuroldgicas no cerebelosa s



La abolicion de los reflejos osteotendinosos, presente en el 83,33%, de los casos es
una evidencia de la pérdida de neuronas largas con sus prolongaciones axoénicas en
el GRD ®"®. Estos reflejos pueden estar ausentes incluso antes del comienzo del
resto de los sintomas @

Los trastornos en el sentido de posicion y vibracion indican la existencia de
degeneracion de las columnas sensoriales posteriores de la médula espinal en todos
los individuos afectados, hecho que esta reforzado por la presencia de signo de
Romberg en todos los sujetos en los cuales fue posible su exploracion (50%).

La atrofia muscular distal se presento en los sujetos de mayor tiempo de evolucion
(sujetos 1, 4 y 5), lo que evidencia la degeneracion de la motoneurona del asta
anterior de la médula espinal y de sus prolongaciones periféricas. La respuesta
plantar extensora demuestra que se ha producido degeneracién de los tractos
piramidales en todos los sujetos V).

La atrofia parcial del nervio éptico se identifico en dos de los sujetos con mayor
tiempo de evolucion (sujetos 4 y 5). Este es un signo que aparece de manera
asintomética aproximadamente en el 25% de los casos, pero en algunas series
resulta mas frecuente “’”. Generalmente es de comienzo tardio, lentamente
progresiva y rara vez ocasiona pérdida visual severa, aunque se han reportado casos
con pérdida de visién catastréfica de rapido comienzo 78179,

4.5.5.3. SARA

La correlacion positiva existente entre la puntuacion de SARA y el tiempo de

evolucion de la enfermedad (Anexo 16) demuestra que a medida que la deficiencia



de FXN se prolonga en el tiempo la repercusion clinica de su pérdida de funcion
resulta mayor.

Para el estudio de las ataxias cerebelosas han sido desarrolladas numerosas escalas
clinicas *8%18% | 3 escala SARA evalGia ocho aspectos que siguen los pasos de un
examen neurologico estandar, por lo que se ha utilizado con éxito en diferentes
ataxias como la AF (9123187

Todas las escalas clinicas requieren del examen y evaluacion de las habilidades de
un sujeto por un evaluador entrenado, por lo que constituyen un método parcialmente

s (189)

subjetivo y sujeto a sesgo . No obstante, son herramientas necesarias que

permiten detectar cambios sutiles pero clinicamente significativos en la evolucion del
enfermo (89,

En resumen, se apreciaron similitudes entre los hallazgos neuroldgicos de los sujetos
cubanos afectados por AF y los reportados con anterioridad por diferentes autores de

otras poblaciones (1,13,40,43,171-174)

No ocurrié de igual manera en cuanto a las
manifestaciones extraneuroldgicas.

4.5.6. Manifestaciones extraneuroldgicas

4.5.6.1. SOMA

La escoliosis y el pie cavo no solo estuvieron presentes en el 100% de los sujetos
con AF, sino que la escoliosis fue la manifestacién inicial de la enfermedad en la
mayoria de los sujetos.

No se tratd de una escolisois congénita en ninguno de los casos, en la cual existe

fusion total o parcial o falta de desarrollo vertebral, lo cual ocasiona una curvatura



progresiva ‘% sino de curvaturas que fueron progresando a medida que lo hizo la
enfermedad.

Los individuos con escoliosis presentan ineficiencia muscular durante la marcha.
Esta reduccion de trabajo mecanico es interpretada como un proceso de adaptacion
a largo plazo para economizar energia y enfrentar la pobre eficiencia muscular %%,
Las alteraciones propioceptivas existentes en la AF podrian contribuir a la ocurrencia
de escoliosis como un intento del sujeto afectado de recalibrar o reinterpretar las
sefales propioceptivas mediante la adopcion de nuevas estrategias de control motor
vestibular y axial. Es frecuente ademas la sensacién dolorosa en la espalda, la cual
contribuye a la discapacidad %Y.

Milbrandt, en el afio 2008, reportd una prevalencia para la escoliosis entre los sujetos
con AF del 63%, planteando que los patrones de las curvaturas son variables y no
necesariamente semejantes a las curvaturas idiopaticas, las cuales incluyen un
componente de rotacion mas severo que el de la escoliosis secundaria a causas
neuromusculares “%?,

La escoliosis, como el primer signo precediendo a la ataxia de la marcha, pudiera
representar un elemento clinico a ser considerado para el diagnostico de la AF en las
familias cubanas.

4.5.6.2. Aparato cardiovascular

Los sujetos cubanos con AF presentaron en el electrocardiograma los trastornos de
conduccién intraauricular y de repolarizacion ventricular tipicos de la enfermedad
(199 Estas alteraciones se reportan aproximadamente en el 60-90% de los casos

afectados por AF. Los hallazgos mas comunes resultan las anomalias de



repolarizacion manifestadas como inversion de la onda T difusa en miembros
inferiores y derivacion precordial izquierda .

Se han descrito, ademas, hipertrofia ventricular izquierda, cambios isquémicos,
taquicardia atrial, taquiarritmia ventricular y bloqueo atrioventricular. EI monitoreo
ambulatorio ha revelado disritmias supraventriculares como arresto sinusal y
taquicardia (%%,

En el ecocardiograma de los sujetos estudiados se aprecio cardiomiopatia
hipertrofica en los sujetos 1 y 6, los cuales presentan 23 y 8 afios de evolucion,
respectivamente. La afectacion cardiovascular se considera independiente del
proceso neurodegenerativo primario, es decir, la neurodegeneracion no predice la
alteracion cardiovascular.

El ecocardiograma puede detectar el compromiso cardiaco en el 60-100% de los
casos, generalmente consiste en una cardiomiopatia hipertrofica concéntrica,

g (195.196)

simétrica y lentamente progresiv , que se cree el resultado del dafo

mitocondrial catalizado por Fe, seguido por necrosis de fibras musculares y por una

miocarditis reactiva cronica con fibrosis, aun en ausencia de hipertrofia significativa y

anterior al fallo cardiaco ®°"1%9,

Aunque puede ocurrir, la muerte stbita cardiaca es infrecuente %9,

Se habian descrito con anterioridad cuatro casos de infartos del miocardio en

enfermos con AF, so6lo uno de ellos asociado a lesiones coronarias epicardiales

(201)

demostradas angiograficamente El sujeto 5 constituye, por tanto, el quinto

reporte en la literatura de la ocurrencia de un infarto del miocardio en sujetos con AF

(199 La neuropatia autonémica podria ser una explicacién para la ausencia de



sintomatologia en el mismo, tal como ocurre en individuos afectados por Diabetes
Mellitus tipo 2 ©%?. Esto indica la necesidad de identificar formas incipientes de
afectacion miocardica “®° y ofrecer seguimiento mantenido para prevenir las
complicaciones cardiovasculares.

Se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre el nimero de repeticiones
de GAA (en particular del alelo menor) y la cardiomiopatia ®®?. En general, los
sujetos con AF tienen funcién cardiaca preservada y muchos casos con funcion
sistélica deprimida, muestran mejoria en estudios subsecuentes %,

4.6. Estudio del metabolismo de la glucosa

La ausencia de Diabetes Mellitus en todos los sujetos afectados por AF es un
hallazgo novedoso de la presente investigacion. Estos resultados pueden estar
influenciados por el escaso numero de casos analizados, no obstante, constituyen
una muestra mas de la amplia heterogeneidad clinica con que puede manifestarse
esta enfermedad.

La disrupcion selectiva del gen FRDA en las células 3 pancreaticas, con frecuencia
ocasiona una Diabetes Mellitus progresiva, con alteracion en la secrecion de insulina
debida a disminucién en la masa de células  y acumulacion de especies reactivas
del oxigeno, al tiempo que se produce una resistencia periférica a la insulina. Se ha
encontrado ademas ligamiento de la Diabetes Mellitus tipo 2 al locus FRDA, lo que
sugiere un rol de este gen en su patogénesis %,

La expansion heterocigética de las repeticiones de GAA en el gen FRDA en
individuos portadores saludables, se asocia con resistencia a la insulina y puede

considerarse como un co-factor genético en la patogénesis de la Diabetes Mellitus no



insulino dependiente. De manera similar, el incremento en la incidencia de Diabetes
en los familiares de sujetos con AF también ha sido descrito “°”). La existencia de
Diabetes Mellitus en la historia familiar del 50% de los sujetos cubanos afectados por
AF puede ser entonces una indicacion del estado de portador en los miembros de
esas familias.

4.7. Estudios imagenoldgicos

4.7.1. Resonancia Magnética de craneo

En el sujeto 1 se aprecid disminucion en el diametro anteroposterior del canal
medular debida a caracteristicas anatdmicas particulares del mismo no relacionadas
con la enfermedad; a pesar de que el canal medular resulté estrecho y se convirtio
en un elemento confusor, el cociente entre el didmetro medular y el diametro del
canal raquideo también estuvo disminuido, lo que evidencia la existencia de atrofia
medular.

La disminucién en el didmetro anteroposterior de la médula cervical y en el cociente
entre el diametro medular y el diametro del canal raquideo demostro la existencia de
atrofia medular en todos los sujetos estudiados, mientras que el area del cerebelo y
el cociente entre el area del cerebelo y el area de la fosa posterior indicaron la
presencia de atrofia cerebelosa en la mayoria de los sujetos. Estos resultados son
compatibles con los que podrian anticiparse, teniendo en cuenta que la atrofia
evoluciona a lo largo del curso de la enfermedad y que se trata de individuos que
presentan un periodo de evolucidn clinica progresiva de varios afios, con dificultades

o imposibilidad total para la marcha.



De manera similar, Della Nave observd pérdida significativa de sustancia gris y
blanca en el cerebelo y la médula dorsal de los sujetos con AF. Sus estudios de
resonancia magnética mostraron adelgazamiento en la porcién cervical de la médula
espinal, consistente con la degeneracion de los tractos posteriores y laterales de la
sustancia blanca. Lo mas caracteristico en el cerebelo fue la pérdida de neuronas y
de fibras mielinizadas en el ndcleo dentado 8209,

Villanueva-Haba @®?® planted que, después de la médula espinal y el vermis
cerebeloso, la estructura mas afectada en la AF es la protuberancia, lo cual se
corresponde con los resultados del presente estudio, en el que se demostrd atrofia
de la protuberancia en el 50% de los casos.

La afectacion morfolégica observada en la médula espinal cervical, el cerebelo y la
protuberancia, provee evidencia in vivo de que la enfermedad ha conducido a atrofia
de dichas estructuras, tal como se ha demostrado en investigaciones previas
(125,208,209)-

Recientemente se ha demostrado dafio en la porcion central de la médula
oblongada, porcion dorsal superior del puente, porcion central del mesencéfalo,
region peridentada bilateralmente, quiasma Optico y sustancia blanca subcortical, lo
que evidencia una disfuncién neuronal mas amplia que la considerada anteriormente
(210-212).

4.8. Estudios electrofisiologicos

4.8.1. Audiometria

La audiometria resultd normal en todos los individuos, en concordancia con la baja

frecuencia de pérdida de audicion sensorineural en la enfermedad Y.



4.8.2. Estudios de conduccion nerviosa periféericam  otora y sensitiva de nervios
mediano, peroneo profundo y sural

Un sélo sujeto presentd disminucion de la amplitud de la conduccidn nerviosa
periférica motora en nervio peroneo profundo, lo cual sugiere un dafio axonal en
fibras motoras de dicho nervio. Este es uno de los casos con mayor tiempo de
evolucién de la enfermedad.

En el sistema nervioso periférico de sujetos afectados por AF la conduccidn nerviosa
motora se encuentra, generalmente, dentro de los rangos normales ‘Y. No obstante,
en la serie de casos de Santiago-Pérez, los pardmetros de conduccion motora
muestran tendencia al deterioro con el tiempo de evolucién de la enfermedad 2.
Por el contrario, los estudios de conduccién nerviosa en la AF muestran de manera
caracteristica una neuropatia axonal sensitiva ™, lo cual se evidencié en el estudio a
través de la ausencia de respuesta en los nervios mediano y sural del 50% de los
casos y el aumento en la latencia, con disminucion de la amplitud y la velocidad de
conduccion en el resto de los sujetos. La disminucion de la amplitud demuestra
lesion periférica axonal de los nervios en concordancia con la atrofia existente en el
GRD Y,

Santiago-Pérez refiere que la neuropatia sensitiva periférica esta presente con
caracteristicas similares en cualquier momento de la evolucion de la enfermedad, y
que no guarda relacion con la edad de comienzo o con la duracién de la misma #*2.
Todos los enfermos desarrollan una neuropatia periférica primariamente sensorial,
pero en estadios avanzados se aprecia un componente motor y puede existir una

neuropatia sensorimotora distal **¥.



4.8.3. Potenciales Evocados Multimodales

4.8.3.1. Potenciales evocados somatosensoriales (PE  SS) por estimulacion del
nervio tibial posterior

En la mayoria de los sujetos (83,33%) el componente p40 de los potenciales
evocados somatosensoriales del nervio tibial posterior estuvo ausente, lo que refleja
un bloqueo aferente, debido a alteracion en la conduccidn en las columnas
posteriores de la médula espinal, como resultado de la degeneracion del sistema
cordonal posterior y de la reduccion del nimero de células ganglionares en el GRD.
La ausencia de potenciales evocados somatosensoriales es caracteristica en esta
condicion ®'®. En todos los casos estudiados por Santiago-Pérez, los PESS de
miembros inferiores se encuentran abolidos, con independencia de la edad de
comienzo, el tiempo de evolucion o el grado de discapacidad, de manera similar a lo
que ocurre con la neuropatia axonal sensitiva, razén por la cual ambos pueden
considerarse como parte de los criterios diagnésticos de la enfermedad ?*?.

4.8.3.2. Potenciales evocados auditivos de tallo ce  rebral (PEATC)

La pobre replicabilidad y el patrén de trazado inestable de los PEATC, indican
alteracion variable de multiples neuronas en el patron auditivo. Los resultados
obtenidos demostraron alteraciones, tanto periféricas como centrales, lo que
evidencia la existencia de aumento en la dispersion temporal de la conduccion
nerviosa en su trayecto intraxial a nivel del tronco cerebral de tipo axono-mielinica.
Santiago-Pérez reporta PEATC normales en el 84% de sus casos, y no encuentra
relacion con el tiempo de evolucién ni con el grado de discapacidad **®. Sin

embargo, De Pablos encontr6 PEATC anormales en 10 de 18 casos (55,55%), y



planted la existencia de una degeneracion combinada de las porciones periféricas y
centrales de la via auditiva ®*®, similar a la identificada en el presente estudio.

Las respuestas preneurales normales de conjunto con la neuropatia auditiva, son
consistentes con la evidencia histolégica que muestra estructuras cocleares
preservadas (6rgano de corti y células ciliadas), con dafio selectivo del nervio
auditivo, asi como degeneracion primaria de las células ganglionares espirales,
analogas a la degeneracion del GRD. Actualmente, se plantea que existe afectacion
en la comprension del lenguaje determinada por dificultades en el procesamiento
auditivo, no necesariamente relacionada con la deteccién de los sonidos *7218),
4.8.3.3. Potenciales evocados visuales (PEV)

La prolongacién en la latencia del componente P100, con caida de la amplitud en el
50% de los casos, indica existencia de lesion axono-mielinica en las fibras que
conforman la via visual. Las respuestas evocadas visuales en la AF usualmente se
encuentran reducidas en amplitud con prolongacion de la onda P100. En la mayoria
de las series, entre el 30% y 70% de los casos, muestran PEV alterados
(11,172,177,213,219)-

Los resultados obtenidos en la presente investigacion no permiten plantear que la AF
es la enfermedad predominante dentro del grupo de las ataxias recesivas y
esporadicas en Cuba, los sujetos afectados presentan las manifestaciones clasicas
de la enfermedad pero se distinguen fenotipicamente de los enfermos de otras
poblaciones, y no fueron identificados individuos portadores de la mutacion dentro de

la poblacion normal estudiada, por o que estos elementos de la hipotesis han sido

refutados en términos experimentales, arribandose a las siguientes conclusiones:
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1) Existe una baja prevalencia de la ataxia de Friedreich en Cuba.

2) La baja frecuencia de ataxia de Friedreich, en relacion con el resto de las ataxias
hereditarias, indica que la causa de las ataxias recesivas en Cuba es diferente a la
descrita en otras poblaciones y sugiere la existencia de otros genes candidatos
diferentes al gen de la ataxia de Friedreich.

3) Los alelos normales largos constituyen la fuente mas probable para el origen de
alelos expandidos en el gen de la ataxia de Friedreich en Cuba.

4) La baja frecuencia de alelos normales largos y la ausencia de alelos premutados o
mutados en estado heterocigoético, indican poca predisposicion del gen de la ataxia
de Friedreich a la inestabilidad en la poblacion cubana saludable, y aportan una
explicacion para la baja prevalencia.

5) La variabilidad del polimorfismo de GAA, identificada en el gen de la ataxia de
Friedreich, muestra diferencias étnicas significativas entre la cubana y otras
poblaciones estudiadas.

6) La inestabilidad mei6tica, constatada en el gen de la ataxia de Friedreich de los
individuos afectados, hace inconsistentes, para esta enfermedad, los criterios de que
tanto los progenitores como los descendientes de sujetos afectados por condiciones

autosomicas recesivas son portadores obligados.



7) Las caracteristicas fenotipicas identificadas en los enfermos cubanos con ataxia
de Friedreich los diferencian de los sujetos afectados en otras poblaciones. Los
enfermos cubanos no desarrollan Diabetes Mellitus y la escoliosis representa en ellos
el signo inicial, precediendo en varios afios a la aparicion del resto de las

manifestaciones clinicas.
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RECOMENDACIONES

1) Implementar el estudio de las mutaciones puntuales descritas en el gen de la
ataxia de Friedreich, desarrollar una estrategia para el diagnostico de las ataxias
recesivas y esporadicas en los sujetos no-ataxia de Friedreich y realizar evaluacion
prospectiva a los familiares de sujetos con ataxia aparentemente esporadica.

2) Realizar estudios de haplotipaje en las familias afectadas por ataxia de Friedreich
para conocer si la mutacion del gen FRDA tiene en ellas un origen comun o si se
trata de mutaciones de novo originadas de un grupo de alelos normales largos en la
poblacion. En ambos casos, resulta importante promover acciones de salud
encaminadas a prevenir la consanguinidad.

3) Tratar extensamente las implicaciones de la inestabilidad meiética del gen FRDA
durante las sesiones de asesoramiento genético a las familias con ataxia de
Friedreich, y poner a su disposicion los estudios predictivos para la identificacion de
portadores o enfermos presintomaticos, asi como los diagnosticos prenatales. Estos
altimos también deben estar disponibles para sujetos saludables portadores de alelos
normales largos.

4) En todo sujeto con ataxia de Friedreich es preciso identificar formas incipientes de

afectacion miocardica para prevenir las complicaciones cardiovasculares.
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ANEXOS



Anexo 1. Mutaciones puntuales del gen FRDA descrita s en sujetos

heterocigotos compuestos  *

Numero
No de Mutacion Sitio Efecto
familias

1 1 1A—C Exon 1 Pérdida de sentido
2 1 2T-C Exon 1 Pérdida de sentido
3 1 2delT Exon 1 Pérdida de sentido
4 3 3G-T Exon 1 Pérdida de sentido
5 1 3G—A Exon 1 Pérdida de sentido
6 1 11-12 delTC Exon 1 Marco de lectura
7 1 100delG Exon 1 Marco de lectura
8 1 104delC Exon 1 Marco de lectura
9 1 118C—T Exon 1 Pérdida de sentido
10 1 118delC Exon 1 Marco de lectura
11 5 157delC Exon 1 Marco de lectura
12 1 157insC Exon 1 Marco de lectura
13 1 IVS1+5 G—C Intron 1 Empalme aberrante
14 1 202 205 delGTCAInNsSTTG Exén 2 Marco de lectura
15 1 296 297insT Exén 3 Marco de lectura
16 1 317T-G Exon 3 Sin sentido

17 1 317T—-C Exon 3 Pérdida de sentido
18 1 317delT Exon 3 Sin sentido

19 1 340 352dell13 Exén 3 Marco de lectura
20 1 354C—G Exon 3 Sin sentido

21 1 364G—-T Exon 3 Pérdida de sentido
- L 381 384delTGGG+IVS3+ Exon 3- Empalme aberrante

1 +9delGTACCTCTT Intrén 3

23 1 IVS3+1G—A Intron 3 Empalme aberrante
24 1 IVS3-2A—G Intrén 3 Empalme aberrante




25 5 389G—-T Exon 4 Pérdida de sentido
26 1 438C—G Exon 4 Pérdida de sentido
27 4 460A—T Exon 4 Pérdida de sentido
28 1 464T—C Exon 4 Pérdida de sentido
29 1 465G—A Exon 4 Sin sentido

30 1 467T—C Exon 4 Pérdida de sentido
31 1 IVS4+2T—-G Intron 4 Empalme aberrante
32 1 IVS4+3delA Intron 4 Empalme aberrante
33 2 493C—-T Exon 5a Pérdida de sentido
34 1 494G—C Exon 5a Pérdida de sentido
35 5 517T-G Exon 5a Pérdida de sentido
36 1 544C—T Exon 5a Pérdida de sentido
37 1 545T—A Exon 5a Pérdida de sentido
38 1 548A—G Exon 5a Pérdida de sentido
39 1 557T—-G Exon 5a Pérdida de sentido
40 1 593T—-G Exon 5a Pérdida de sentido
41 1 120032_122808del Exén 5a | Delecién del exdn 5a

'Gellera C, Castellotti B, Mariotti C, Mineri R, Seveso V, DiDonato S, et al. Frataxin
gene point mutations in Italian Friedreich ataxia patients. Neurogenetics. 2007; 8:

289-299.



Anexo 2. Criterios de Harding para el diagnostico ¢ linico de la ataxia de

Friedreich 2

Criterios de Harding de 1984.

Durante los cinco primeros afos:

1-Edad de comienzo antes de los 25 afios.

2-Ataxia progresiva de extremidades y de la marcha.

3-Ausencia de reflejos en extremidades inferiores.

4-Respuesta plantar extensora.

5- Velocidad de conduccion nerviosa motora periférica mayor de
40m/s en extremidades superiores.

Criterios
esenciales

Después de los primeros cinco afos:

-Todo lo anterior mas disartria.

1-Escoliosis.
2-Debilidad piramidal en extremidades inferiores.
Criterios 3-Ausencia de reflejos en extremidades superiores.
adicionales 4-Pérdida de sentido de posicion y vibracién en extremidades
inferiores.
5-Anomalias en el electrocardiograma.

1-Nistagmo.
2-Atrofia optica.
3-Sordera.
4-Atrofia muscular.
5-Pie cavo.
6-Diabetes.

Otros

’Harding AE. The hereditary ataxias and related disorders. Churchill Livingstone.

Edinburgh London Melbourne and New York 1984.



Anexo 3. Sujetos afectados por ataxias recesivas o esporadicas en Cuba segun

origen ancestral

* Esporadicas (Total: 39)

A Autosdmicas Recesivas (Total: 69)



Anexo 4. Sujetos saludables de la poblacién cubana estudiados segun origen

ancestral




Anexo 5. Historia clinica-genética

No. H.C.

Hospital: Fecha:

Nombre:

Fecha de nacimiento: Edad: Sexo: Raza:

Direccion:

Centro y especialidad que remite:

Area de salud: Natural de:

Motivo de consulta:

PADRE (nombre, edad, escolaridad y ocupacion)

MADRE (nombre, edad, escolaridad y ocupacion)

HISTORIA REPRODUCTIVA

EMBARAZO FECHA PRODUCTO

HISTORIA DEL EMBARAZO DEL PROPOSITUS

Edad gestional al parto: Amenaza de aborto (especificar):

Movimientos fetales (ausentes, fuertes, débiles):

Aclarar trimestre, tiempo, tratamiento y dosis en relacion a:

Infecciones:

Drogas (medicamentos, alcohol, cigarro, otras):




Radiaciones:

Enfermedades maternas:

Historia de infertilidad:

Otros:
ESTUDIOS PRENATALES (tipos, edad gestacional, resultados):

ANTECEDENTES FAMILIARES (abortos, infertilidad, mortinatos, malformados,

retraso, epilepsia u otras enfermedades genéticas)

ARBOL GENEALOGICO (dibujar al dorso de la hoja, no menos de tres
generaciones).

HISTORIA PERINATAL Y DESARROLLO PSICOMOTOR:

Parto:

ANOTACIONES DE NEONATOLOGIA:

Succion (intolerancia a la leche):

Cianosis: ictero: Convulsiones:

Otros (incluye hipotonia, ausencia de reflejos, hipertonia):

Sostuvo la cabeza: Se sento: Se paro: Caminé:
Control de esfinteres: Lenguaje:
HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD (Al dorso de la hoja)
EXAMEN FISICO:

Talla: Brazada: Seq. Inferior: C.C

Percentiles ( aclarar tablas utilizadas):
ORDEN DEL EXAMEN FiSICO:
CABEZA (craneo, cara, menton, orejas, 0jos, nariz, boca, cavidad oral):




CUELLO:

TORAX:

ABDOMEN:

EXTREMIDADES ( articulaciones, manos y pies):

COLUMNA VERTEBRAL :

PIEL:

GENITALES Y DESARROLLO SEXUAL:

NEUROMUSCULAR ( reflejos, hipotonia, hipertonia, hipertrofia, hipotrofia, atrofia,
sensibilidad al dolor, convulsiones, ceguera, sordera, otros)

RETRASO MENTAL:

RETRASO DEL LENGUAJE Y CARACTERISTICAS DE LA VOZ:

TRASTORNOS DE LA CONDUCTA:

IMPRESION DIAGNOSTICA:

EXAMENES QUE SE INDICAN E INTERCONSULTAS:

ORIENTACIONES:

DISCUSION DIAGNOSTICA ( al dorso de la hoja):
DIAGNOSTICO DEFINITIVO:

ASESORAMIENTO GENETICO Y EVOLUCIONES:




Anexo 6. Parametros utilizados en la Clinica Mayo p  ara el examen neurolégico 3
1-Examen fisico general:

-Facie -Piel -Mucosas -SOMA -Nervios Periféricos
2-Funcion Mental:

-Atencion

-Memoria

-Lenguaje

-Praxia

-Funcion visuoespacial y percepcion

3-Lenguaje y articulacion motora del habla:
-Comprension

-Expresién oral

-Expresion escrita

-Lenguaje extraverbal

-Disartria

-Apraxia del habla

-Afasia

-Otros

4- Pares craneales:

-l par, Il par, lll, IVy VI pares, V par, VI par, VII par, VIl par, IX par, X par, Xl pary Xli
par.

5- Funcion motora en miembros superiores e inferiores : integracion central.

-Tono muscular (motilidad estatica)



-Coordinacion dindmica (taxia dinamica)
-Velocidad de movimiento alternado
-Movimientos involuntarios anormales-hipercinesias (motilidad activa involuntaria)
-Actitud acostado, sentado y de pie

-Marcha

6- Funcion motora: muasculo.

-Trastornos del tamafio

-Movimientos musculares intrinsecos
-Respuesta a la percusion

-Palpacion del musculo

-Fuerza muscular (motilidad activa voluntaria)
7- Reflectividad:

-Reflejos de distencion muscular

-Reflejos superficiales

-Reflejos patologicos.

8- Sensibilidad:

-Sensibilidad superficial, profunda y combinada.

3Miembros de la Clinica Mayo, Departamento de Neurologia. Exploracién
neuroldgica. En: Wiebers DO, Dale AJD, Kokmen E, Swanson JW, editores. Clinica
Mayo: Exploracion clinica en Neurologia. 7ma ed. Barcelona: Editorial Médica JIMS;

1999. p. 1-408.



Anexo 7. Escala clinica para la evaluacién cuantita  tiva de la ataxia *

Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA )

I- Marcha (0 a 8 puntos): se le indica al paciente que realice un giro en direccion
opuesta a la marcha paralelamente a la pared. Habra de caminar en tandem sin
soporte.

0-Normal. No hay dificultades al caminar, girar ni en el tandem (es permitido un
error).

1-Dificultad ligera. La dificultad solo es evidente cuando el paciente camina 10 pasos
consecutivos en tandem.

2-Evidentemente anormal. No es posible realizar la marcha en tdndem por encima
de 10 pasos.

3-Tambaleo considerable. Presenta dificultad en la media vuelta, pero no necesita
soporte.

4- Tambaleo marcado. Necesita soporte intermitente en la pared.

5- Tambaleo severo. Necesita soporte permanente de una vara, palo, baston o
necesita un soporte ligero por un brazo.

6- Camina mas de 10 metros s6lo con un soporte fuerte (dos bastones especiales o
una persona acompafiante).

7- Camina menos de 10 m con un soporte fuerte (dos bastones especiales o una
persona acompafante).

8- Incapaz de caminar aun con soporte.

[I- Postura (0 a 6 puntos): se le indica al paciente que se ponga de pie en posiciéon

natural, luego se le indica posicion de los dos pies juntos en paralelo y en tandem sin



que exista espacio entre los dos pies. Permanecera con los zapatos puestos y los
0jos abiertos. Se repetira tres veces para cada posicién y se tomara el mejor
resultado obtenido.

0- Normal. Es capaz de pararse en tandem por méas de 10 segundos.

1- Es capaz de pararse con los pies juntos y sin oscilaciones, pero incapaz de
permanecer en tdndem por mas de 10 segundos.

2- Es capaz de pararse con los pies juntos por mas de 10 segundos, pero
Unicamente con oscilaciones.

3- Es capaz de pararse por mas de 10 segundos sin soporte en posicion natural,
pero no con los pies juntos.

4- Es capaz de pararse por mas de 10 segundos en posicidén natural s6lo con soporte
intermitente.

5- Es capaz de pararse mas de 10 segundos en posicion natural s6lo con soporte
constante por uno de los dos brazos.

6- Es incapaz de pararse por mas de 10 segundos aun con soporte constante por
uno de los dos brazos.

[lI- Sentarse (0 a 4 puntos): se le indica al paciente que se siente en la cama del
examen, sin soporte en los pies, con los ojos abiertos y los brazos levantados al
frente.

0- Normal. No presenta dificultades al sentarse por mas de 10 segundos.

1- Dificultades ligeras, con oscilaciones intermitentes.

2- Oscilaciones constantes, pero es capaz de sentarse durante mas de 10 segundos

sin soporte.



3- Es capaz de sentarse durante mas de 10 segundos con soporte intermitente.

4- Es incapaz de sentarse durante mas de 10 segundos sin soporte continuo.

IV- Trastornos del lenguaje (0 a 6 puntos):  se exploran durante una conversacion
normal.

0- Normal.

1- Sugestivo de trastornos del habla.

2- Lenguaje dafiado, pero facil de comprender.

3- Dificultad ocasional para comprender el lenguaje.

4- Muchas palabras se hacen dificiles de comprender.

5- Solamente puede comprender cinco palabras.

6- Anartria.

V- Persecucion con el dedo indice (0 a 4 puntos):  se evalla cada lado (derecho e
izquierdo). El paciente se sienta confortablemente, si es necesario con soporte en los
pies y el tronco. El examinador se sienta frente al paciente y ejecuta cinco
movimientos consecutivos, subitos y rpidos de punteo, en direcciones
impredecibles, en un plano frontal al alcance del paciente. Los movimientos tendran
una amplitud de 30 cm y una secuencia de un movimiento cada dos segundos. El
paciente realiza movimientos de persecuciéon con un dedo indice tan rapido y
sucesivo como le sea posible. Se calcula el promedio de la cuantificacion.

0- No dismetria.

1- Dismetria (hiper/hipometria) menor de 5 cm al blanco.

2- Dismetria menor de 15 cm al blanco.

3- Dismetria mayor de 15 cm al blanco.



4- Incapaz de realizar 5 movimientos de persecusion.

VI- Prueba indice—nariz (0 a 4 puntos): se evalla cada lado (derecho e izquierdo).
El paciente se sienta confortablemente, si es necesario con soporte en pies y tronco.
Se le indica que realice movimientos desde su nariz hasta el dedo indice del
explorador, el cual se coloca al frente del paciente y realiza los movimientos a una
velocidad moderada. Se promedian ambos movimientos de acuerdo a la amplitud del
temblor cinético al dedo del examinador que permanece fijo. El paciente hace cinco
movimientos con cada mano. Se cuantifican por separado ambos lados y se obtiene
el promedio.

0- No temblor.

1- Temblor con amplitud menor de 2 cm.

2- Temblor con amplitud menor de 5 cm.

3- Temblor con amplitud mayor de 5 cm.

4- Incapaz de realizar los cinco movimientos de persecusion.

VII- Movimientos rapidos alternantes de las manos ( 0 a 4 puntos): se evalla
cada lado (derecho e izquierdo). El paciente se sienta confortablemente, si es
necesario con soporte en pies y tronco. Se le indica que realice 10 ciclos repetitivos
de movimientos de prono supinacién de las manos sobre sus muslos tan rapido y
preciso como le sea posible; el movimiento es demostrado por el examinador a una
velocidad aproximada de 10 ciclos dentro de siete segundos. El tiempo exacto para
la ejecucion del movimiento tiene que ser medido. Se cuantifican por separado
ambos lados y se obtiene el promedio.

0- Normal. No irregularidades, ejecucién en menos de 10 segundos.



1- Irregularidades ligeras, ejecucion en menos de 10 segundos.

2- Claramente irregular. Los movimientos simples son dificiles de distinguir o tienen
interrupciones relevantes, pero se ejecutan en menos de 10 segundos.

3- Muy irregular. Los movimientos simples son dificiles de distinguir o tienen
interrupciones relevantes, se ejecutan con un tiempo mayor de 10 segundos.

4- Es incapaz de completar los 10 ciclos.

VIII- Prueba talén-rodilla (0 a 4 puntos): el paciente se acuesta en una camay se
le indica que toque con el talon del pie la rodilla opuesta y que lo desplace hacia
abajo por la espinilla. La tarea se ejecuta tres veces. Se cuantifican por separado
ambos lados y se obtiene el promedio.

0- Normal.

1- Ligeramente anormal. Mantiene el contacto con la espinilla.

2- Claramente anormal. Desliza el talon por fuera de la espinilla tres veces en los tres
ciclos.

3- Severamente anormal. Desliza el talon por fuera de la espinilla cuatro o mas veces
en los tres ciclos.

4- Incapaz de realizar la tarea.

*Schmitz-Hubsch T, Tezenas du Montcel S, Baliko L, Berciano J, Boesch S, Depondt
C, et al. Scale for the assessment and rating of ataxia: development of a new clinical

scale. Neurology. 2006; 66: 1717-1720.



Anexo 8. Operacionalizacion de las variables

Anexo 8A. Operacionalizacion de las variables genea  légicas evaluadas en los sujetos afectados por atax  ia de

Friedreich
Naturaleza de Definicion
Variable
la variable Conceptual Operacional
Cualitativa L _ o
Consanguinidad Se defini6 como aquellas uniones entre personas biologicamente | _presente
nominal relacionadas, teniendo uno o mAs ancestros comunes no Mas
-Ausente
dicotémica remotos que el tatarabuelo.
Se defini6 como el patrén de herencia mas probable en aquellas
Herencia Cualitativa familias donde los individuos afectados lo son independientemente
, -Presente
L . del sexo, resultan descendientes de padres saludables
autosomica nominal ' P '
consanguineos, o guardan relacion de parentesco por ser| -Ausente
recesiva dicotémica , . .
hermanos o primos hermanos, pudiendo encontrarse en la misma
generacion.
Cualitativa o S )
Se defini6 como aquel individuo enfermo que no tiene| _presente
Caso esporadico | nominal antecedentes de familiares afectados, siendo sus padres
) -Ausente
dicotémica saludables y no consanguineos.




Anexo 8B. Operacionalizaciéon de las variables epide

de Friedreich

miolégicas evaluadas en los sujetos afectados por a

taxia

Naturaleza Definicion
Variable dela Conceptual 0 ional
variable P peraciona
Edad Cuaptitativa _Se _dgfinié como el tiempo transcurrido desd_e el nacimiento del Se expres6 en afios
continua individuo hasta el momento en que se estudia.
Cual_ltatlva Se defini6 de acuerdo al género bioloégico de pertenencia | -Masculino
Sexo nominal , . .
S segun el examen fisico. -Femenino
dicotdmica
-Pinar del Rio.
-Ciudad de la
Se clasific6 segun la provincia del pais donde nacié el | Habana.
-Provincia Habana.
individuo (teniendo en cuenta la division politico-administrativa | -Matanzas.
Cualitativa -Cienfuegos.
Origen existente en el pais al comienzo del estudio), o el pais de | -Villa Clara.
nominal -Sancti Spiritus.
ancestral origen de sus abuelos cuando este fuese diferente de Cuba. | -Ciego de Avila.
politbmica -Camaguey,
Se obtuvo a través del interrogatorio del sujeto afectado y de | -Las Tunas.
-Holguin.
sus familiares. -Granma.
-Santiago de Cuba.
-Guantanamo.

-Espana.




Anexo 8C. Operacionalizacion de las variables clini cas evaluadas en los sujetos afectados por ataxia d e
Friedreich
Naturaleza Definicion
Variable de la
variable Conceptual Operacional
Antecedentes
patologicos Cualitativa | Se defini6 como la ocurrencia de al menos un _Presente
familiares de nominal aborto espontdneo en la madre del sujeto _Ausente
aborto dicotébmica | afectado.
espontaneo
Antecedentes
patoldgicos Cualitativa | Se defini6 como la existencia de Diabetes Mellitus _Presente
familiares de nominal en familiares de primero y/o segundo grado del _Ausente
Diabetes dicotomica | sujeto afectado.
Mellitus
Edad de inicio Se consideré como la edad en afios cumplidos al
Cuantitativa | momento de iniciar las primeras manifestaciones . ~
de la . o - X . Se expreso6 en afos
continua clinicas somaticas. Se obtuvo mediante el
enfermedad . , .
interrogatorio al enfermo y sus familiares.
Se consideré como la edad en afos cumplidos al
Edad de inicio Cuantitativa | momento de iniciar los trastornos de cordinacion . ~
. . - S . Se expreso en afios
de la ataxia continua y/o la pérdida del equilibrio. Se obtuvo mediante el
interrogatorio al enfermo y sus familiares.
Se defini6 como el tiempo transcurrido desde la
Tiempo de manifestacion de los primeros sintomas y/o signos
e o clinicos hasta el momento en que se estudia al
evolucion Cuantitativa | ..~ o . . ~
. individuo en cuestion. Se obtuvo a partir del Se expreso en ainos
de la continua . . : .
célculo de la diferencia de edad cronoldgica del
enfermedad

enfermo en el momento del estudio con relacién a
la edad de inicio de la enfermedad.




-Trastornos de la marcha

Sintoma y/o Cualitativa | Sintoma y/o signo al inicio de la enfermedad _Dismetria

signo de nominal teniendo en cuenta las manifestaciones clasicas “Escoliosis

presentacion politbmica | de presentacion de la enfermedad. _Cardiomiopatia
-Ataxia de la marcha
-Ataxia del tronco
-Temblor postural de cabeza y/o

Manifestaciones | Cualitativa | Sintomas y/o signos neuroldgicos cerebelosos cg_ellot :

neuroldgicas nominal teniendo en cuenta las manifestaciones clasicas :D:jragertlﬁa

cerebelosas politbmica | de presentacién de la enfermedad. . ..
-Adiadococinesia
-Temblor de intencidn
-Hipotonia muscular
-Nistagmo horizontal
-Trastornos en el sentido de
posicién
-Trastornos en el sentido de

. . L . . L vibracion
Manifestaciones | Cualitativa | Sintomas y/o signos neurolégicos no cerebelosos _Reflejos osteotendinosos
neuroldgicas no nominal | teniendo en cuenta las manifestaciones clasicas | . =~ .~ " :
P 2 disminuidos o abolidos

cerebelosas politomica | de presentacion de la enfermedad. _Respuesta plantar extensora
-Atrofia muscular distal
-Atrofia optica
-Sordera sensorineural

Se defini6 como la sumatoria de las puntuaciones
Puntuacion total o arciales de la escala SARA. A mayor puntuacién .
de ataxia segun Cua_ntltatlva ge la escala existieron mayoreg aIF;eraciones Se expreso en puntos con un valor
continua total de 0 a 40

SARA

clinicas del sistema neurolégico somatico®.




Anexo 8D. Operacionalizacion de la variable del est

afectados por ataxia de Friedreich

udio del metabolismo de la glucosa evaluada en los sujetos

Naturaleza Definicion
Variable de la
Conceptual Operacional
variable
Se defini6 como el nivel de glucosa en plasma
venoso a las dos horas de haber administrado
. e < 7,0 mmol/L (normal)
Glucemia sobrecarga oral de glucosa. Se clasifico en tres
post- Cualitativa | grupos: normal, alterada y Diabetes Mellitus, de | 7.1 — 11,0 mmol/L (alterada)
sobrecarga ordinal acuerdo a los valores de referencia del|>11 1 mmol/L (Diabetes Mellitus)

laboratorio clinico del Hospital Clinico Quirdrgico

“Lucia Ifiiguez Landin”.




Anexo 8E. Operacionalizacion de

afectados por ataxia de Friedreich

las variables de lo

s estudios imagenoldgicos evaluadas en los sujetos

Naturaleza Definicion
Variable de la Conceptual Operacional
variable P P
L .| Cualitativa Se defini6 como hipertrofia simétrica y concéntrica del ventriculo
Cardiomiopatia : N . 5. -Presente
: e nominal izquierdo en la ecocardiografia® teniendo en cuenta los valores de
hipertréfica NP : 9 6 -Ausente
dicotomica referencia para la poblacion adulta”.
Cualitativa Se defini6 como una curvatura lateral mayor de 10 grados en la _Presente
Escoliosis nominal radiografia de columna vertebral, acompafiada por rotacion de los _Ausente
dicotomica cuerpos vertebrales.
Diametro L
, Cualitativa . L . . .
anteroposterior : Se definié como el diametro anteroposterior de la médula cervical a -Normal
. nominal : 7 R
de la médula S nivel de C2°. -Disminuido
. dicotomica
cervical
Diametro s
, Cualitativa . L .
anteroposterior : Se definid6 como el didmetro anteroposterior del canal medular a -Normal
nominal : 7 o
del canal PR nivel de C2°. -Disminuido
dicotomica
medular
Cociente entre
el diametro Cualitativa . . L .
: Se definié como el cociente entre el didmetro medular y el diametro -Normal
medular y el nominal . : 7 L
. RSP del canal raquideo a nivel de C2". -Disminuido
didmetro del dicotomica
canal raquideo
; Cualitativa
Area del : _y . . . 7 -Normal
nominal Se definié como el area que determina el vermis cerebeloso’. L
cerebelo -Disminuida

dicotbmica




Se defini6 como el area determinada anteriormente por el borde
posterior del esfenoides, en la parte superior por la linea entre el

; Cualitativa clinoides posterior y la parte anterior del borde inferior del seno
Area de la fosa : ; e -Normal
. nominal recto, posteriormente por el borde inferior del seno recto y el borde o
posterior RSP . e . -Disminuida
dicotomica del hueso occipital, e inferiormente por la linea que une el punto
inferior del hueso occipital con el punto inferior de hueso
esfenoides’.
Cociente entre
el area del Cual_|tat|va Se defnié como el cociente entre el area del cerebelo y el area de -Normal
cerebeloy el nominal 7 R
X VR la fosa posterior’. -Disminuido
area de la fosa | dicotomica
posterior
Diametro o
, Cualitativa o ., . . .
anteroposterior nominal Se definio como el dlagnetro anteroposterior maximo perpendicular -Normal
de la _ dicotémica al eje de protuberancia’. -Disminuido
protuberancia
®Wynne Joshua, Braunwald E. Miocardiopatias y miocarditis. En: Braunwald E, Zipes DP, Libby P, editores.
Braunwald’s Cardiologia. “El libro” de medicina cardiovascular. Tomo 3. Espafia: Editorial Marban; 2004. p. 2155-2171.

®Armstrong WF, Feigenbaum H. Ecocardiografia. p. 201. En: Braunwald E, Zipes DP, Libby P, editores. Braunwald’s

Cardiologia. “El libro” de medicina cardiovascular. Tomo 1. Espafia: Editorial Marban; 2004. p. 66-77.

Villanueva-Haba VE, Vilchez JJ, Sdnchez MG, Bataller L, Palau F. Estudio de neuroimagen con analisis morfométrico

de las ataxias hereditarias e idiopéticas. Rev Neurol. 2001; 16: 105-111.




Anexo 8F. Operacionalizacion de las variables de lo s estudios electrofisioldgicos evaluadas en los suj etos
afectados por ataxia de Friedreich
Naturaleza Definicion
Estudio Variables de las Conceptual Operacional
variables P P
Trastornos de | Cualitativa | Se defini6 como una alteracién en la recuperacion
o inal . . : -Presente
repolarizacion | hominal ventricular, expresada como existencia de patrones _Ausente
ventricular dicotomica | de ondas T anormales en el electrocardiograma®.
Electrocardiograma Trastornos de Cualitativa | Se defini6 como una alteracién en la secuencia
! nominal normal de la activacion auricular, expresado como | -Presente
conduccion NSV . ;
) . dicotomica | existencia de patrones de ondas P anormales en el -Ausente
intraauricular , 8
electrocardiograma’.
Intensidad Cuantitativa . L Se expreso
. Amplitud de las vibraciones sonoras.
_ ; discreta en dB
Audiometria E . — : : —— :
recuencia Cuantitativa | Cantidad de ciclos o vibraciones dobles en la unidad | Se expreso
discreta de tiempo. en kHz
Estudio de Es el intervalo de tiempo que existe entre el
P momento de la estimulacion y el inicio del potencial
conduccion o : o .
nerviosa Latencia Cuantitativa | evocado o0 potencial de accion resultante. Se | Se expreso
periférica continua consider6 como valor maximo normal el de la media en ms
motora para los controles mas dos desviaciones estandar
de acuerdo a los valores de referencia del CIRAH®.
Se midi6 la amplitud pico a pico. Representa la
altura de la respuesta evocada determinada desde
Amplitud Cuantitativa | el primer pico positivo o negativo maximo hasta el | Se expresé
continua valor negativo o positivo maximo. Se considerd en mV

como valor minimo normal el de la media para los
controles menos dos desviaciones estandar®.




Se obtuvo mediante la estimulacion del nervio en
dos puntos de su trayecto y dividiendo la distancia
entre ambos puntos por la diferencia entre las

Velocidad de | Cuantitativa , , ' : Se expreso
- . latencias proximal y distal de los potenciales. Se
conduccion continua o - . en m/s
consideré como valor minimo normal el de la media
para los controles menos dos desviaciones
estandar®.
Es el intervalo de tiempo que existe entre el
L momento de la estimulacién y el inicio del potencial .
. Cuantitativa : - Se expreso
Latencia . evocado o0 potencial de accion resultante. Se
continua R o : en ms
consideré como valor maximo normal el de la media
para los controles mas dos desviaciones estandar®.
Estudio de Se midié la amplitud pico a pico. Representa la
conduccién altura de la respuesta evocada determinada desde
nerviosa Amplitud Cuantitativa | el primer pico positivo 0 negativo maximo hasta el | Se expresé
periférica continua valor negativo o positivo maximo. Se considerd en pVv
sensitiva como valor minimo normal el de la media para los
controles menos dos desviaciones estandar®.
Se obtuvo mediante el cociente que resulta de la
. o distancia entre el sitio de estimulacion del nervio y el .
Velocidad de | Cuantitativa . . ' nervio'y Se expreso
- . de registro entre la latencia. Se consideré como
conduccion continua Py ; en m/s
valor minimo normal el de la media para los
controles menos dos desviaciones estandar”.
o Potencial cortical que representa la llegada de los .
Cuantitativa | . . o Se expreso
PESS Onda P40 . impulsos a la corteza somatosensorial primaria. Se
continua . . Lo 9 en ms
consideré como valor maximo normal 38,40°.
Cuantitativa | Onda generada a nivel del nervio auditivo. Se | Se expreso
PEATC Onda | . ., 2 . 9
continua considero como valor maximo normal 1,56°. en ms




Onda Il Cuantitativa | Onda generada a nivel de la oliva superior. Se | Se expresé

continua consideré como valor maximo normal 3,77°. en ms
Onda V Cuantitativa | Onda generada a nivel del coliculo inferior. Se | Se expresé

continua consideré como valor maximo normal 5,66°. en ms

Cuantitativa | Diferencias de latencia entre los picos I-lll. Se | Se expresé
Intervalo I-111 . ) , . 9

continua consideré como valor maximo normal 2,21°. en ms

Cuantitativa | Diferencias de latencia entre los picos llI-V. Se | Se expresé
Intervalo IlI-V

continua consideré como valor maximo normal 1,89°. en ms
(C::(;Jriinrfﬁgtlva Componente mas estable para la evaluacién de la Se expres6
PEV Onda P100 actividad evocada visual en corteza cerebral. Se en ms

consideré como valor maximo normal 120°.

8Mirvis DM, Goldberger AL. Electrocardiografia. En: Braunwald E, Zipes DP, Libby P, editores. Braunwald's
Cardiologia. “El libro” de medicina cardiovascular. Tomo 1. Espafia: Editorial Marban; 2004. p. 111-116.

Velazquez PL, Sanchez CG, Canales ON, Rodriguez LG, Rodriguez DJ, Almaguer MLE, et al. Electrophysiological
features in patients and presymptomatic relatives with spinocerebellar ataxia type 2. Journal of Neurological Sciences.

2007; 263: 158-164.




Anexo 8G. Operacionalizacion de las variables de lo s estudios moleculares evaluadas en los sujetos afe  ctados
por ataxia de Friedreich
Naturaleza Definicién
Genes Variable de la
variable Conceptual Operacional
Alelos ERDA Cuantitativa Sel definieron como cada una Se las formas _a!ternatlvdas; Se g(;(péesoden
expandidos discreta el gen FRDA con mas de 66 repeticiones de unidades de
trinucléotido GAA. GAA
Se definid como la constitucion genética del individuo
con respecto al locus FRDA, expresado como el .
itati Itado de la sumatoria del nimero de repeticiones Se expreso en
Genotipo FRDA Cuqntltanva resu . P <. unidades de
FRDA discreta | de GAA en los alelos FRDA o como variable categérica GAA
donde cada combinacion alélica representa una
categoria especifica.
. Cualitativa | Cambio en el numero de repeticiones de GAA del gen -Presente
Inestabilidad inal d cion d .
intergeneracional nomina FRDA _urante su transmision de progenitores a -Ausente
dicotomica | descendientes.
SCA2 Se definieron como aquellos alelos con un nimero de S .
L - . . e expreso en
SCA3 Cuantitativa | repeticiones del trinucleétido CAG en el rango de los :
Alelos normales . . . : unidades de
SCAl7 discreta valores de referencia para la poblacion normal: CAG
HD SCA2: 13-31; SCA3: 12-44; SCA17: 25-42; HD:6-35.




Se definieron como aquellos alelos con un nimero de

Se expreso en

Alelos normales | Cuantitativa | repeticiones del trinucledtido dentro del rango mayor de )
; ) - / unidades de
largos discreta los valores de referencia para la poblacion normal: CAG
SCAZ2: 23-31; SCA3: 30-44; SCA17: 38-42; HD: 27-35.
Se definieron como aquellos alelos con mayor numero .
. . : ‘o ., L Se expreso en
Alelos Cuantitativa | de repeticiones del trinucledtido segun los siguientes unidades de
expandidos discreta valores de referencia para la poblacion normal: CAG
SCAZ2: 32-79; SCA3: 61-87; SCA17: 43-48; HD: 36-121.
Se definid como la constitucion genética del individuo .
o . Se expreso en
. Cuantitativa | con respecto al locus en cuestion, expresado como el )
Genotipo . . . . unidades de
discreta resultado de la sumatoria del niumero de repeticiones CAG

de CAG en los dos alelos del gen.




Anexo 8H. Operacionalizacion de las variables epide

miolégicas evaluadas en los sujetos sanos

Naturaleza Definicion
Variable de la Conceptual Operacional
variable P P
Cuantitativa Se definié como el tiempo transcurrido desde el nacimiento del . ~
Edad : A : Se expreso en afios
continua individuo hasta el momento en que se estudia.
Cualitativa o . o . :
: Se definio de acuerdo al género bioldgico de pertenencia -Masculino
Sexo nominal ., . .
segun el examen fisico. -Femenino

dicotbmica




Anexo 8l. Operacionalizacion de las variables de lo

s estudios moleculares evaluadas en los sujetos san 0s

Naturaleza Definiciéon
Variable dela
variable Conceptual Operacional
Se definieron como cada una de las formas
Alelos FRDA Cuantitativa | alternativas del gen FRDA con 5 a 33 . ,
i . . . Se expreso en unidades de GAA
normales discreta | repeticiones del trinucléotido GAA.
Se definieron como cada una de las formas
Alelos FRDA Cuantitativa | alternativas del gen FRDA con 5 a 12 . :
i e . - Se expreso en unidades de GAA
normales cortos discreta | repeticiones del trinucléotido GAA.
Se definieron como cada una de las formas
Alelos FRDA Cuantitativa | alternativas del gen FRDA con 13 a 26 . :
i i Se expreso en unidades de GAA
normales largos discreta repeticiones.
Se definieron como cada una de las formas
Alelos FRDA Cue_lntltatlva altern_a_tlvas del gen FRDA con 27 a 33 Se expreso en unidades de GAA
raros discreta | repeticiones.
Se definieron como cada una de las formas
Alelos FRDA Cuantitativa | alternativas del gen FRDA con 34 a 65 . :
i . . o Se expreso en unidades de GAA
premutados discreta | repeticiones del trinucledtido GAA.
Genotlpp_ Cuantltatlva Genotipo conformado por dos alelos iguales. Se expres6 en unidades de GAA
homoalélico discreta
Genotlpq . Cuantltatlva Genotipo conformado por dos alelos diferentes. Se expreso en unidades de GAA
heteroalélico discreta




Anexo 9. Consentimiento informado de participacion en el estudio de familias
cubanas afectadas por ataxia de Friedreich.

CENTRO PARA LA INVESTIGACION Y LA REHABILITACION
DE LAS ATAXIAS HEREDITARIAS “Carlos J. Finlay”

Yo participo voluntariamente

en una investigacion que tiene como objetivo conocer las caracteristicas clinicas y
genéticas de la ataxia de Friedreich en las familias cubanas. Estoy dispuesto a
participar en la Entrevista Clinica requerida en la investigacion y permito el uso de la
informacion contenida en mi Historia Clinica por parte de los investigadores,
sabiendo que toda la informacién recogida se mantendra reservada y es confidencial.
Conozco que el diagnostico de la enfermedad se basa en tres aspectos
fundamentales: caracterizacion clinica, estudios neurofisiolégicos y analisis de las
alteraciones existentes en el ADN o material genético (estudio molecular). Para este
altimo es necesaria la extraccion de una muestra de sangre periférica de 10 ml, que

se realiza con material estéril y no implica dafios para mi salud.

Una vez analizada la muestra de ADN, pueden obtenerse diferentes resultados:
» Resultar no informativo, debido a la gran variabilidad del gen y la complejidad
del estudio.
* Resultar informativo, en cuyo caso se confirma el diagndstico de sano,
portador o enfermo.
Estos resultados no tienen fines diagndsticos sino investigativos, por lo cual no se me

daran a conocer, a menos que habiendo resultado informativos resulten beneficiosos



para mi salud. No seran revelados a otros miembros de mi familia u otras personas.
Autorizo su utilizacion en publicaciones y con otros fines investigativos siempre y
cuando se mantenga sin revelar mi identidad. Si de la investigacion se derivaran
bienes materiales, se me ha informado que no seré beneficiado con los mismos.
Afirmo y confirmo que mi participacion es completamente voluntaria.

Cooperarée con la localizacion a traves de mi de otros miembros de mi familia en caso
de que esto resultase necesario. Se me ha explicado que puedo retirarme de la
investigacion en cualquier momento, si asi lo estimo pertinente, sin que deba dar
explicaciones acerca de mi decision, lo cual no afectard mis relaciones con el
personal de salud a cargo de la misma.

He realizado todas las preguntas que consideré necesarias acerca de la
investigacion y en caso de que desee aportar algun nuevo dato o recibir mas
informacién sobre el estudio o la enfermedad, conozco que puedo dirigirme a:

Dra. Tania Cruz Marifio. Centro Municipal d Genética, teléfono 422677.

DrC. Luis Velazquez Pérez. Centro para la Investigacién y la Rehabilitacion de las
Ataxias Hereditarias, teléfono 424090.

Estoy conforme con todo lo expuesto y para que asi conste firmo a continuacion
expresando mi consentimiento:

Nombre y Apellidos Firma

Direccion particular

Fecha Lugar Hora

Testigo Firma

Miembro del Proyecto Firma




Anexo 10. Consentimiento informado de participacion en el estudio del gen
FRDA en la poblacion cubana saludable.

CENTRO PARA LA INVESTIGACION Y LA REHABILITACION
DE LAS ATAXIAS HEREDITARIAS “Carlos J. Finlay”

Yo participo voluntariamente

en una investigacion que tiene como objetivo conocer las caracteristicas del gen
FRDA en la poblacion cubana saludable.

Estoy dispuesto a patrticipar en la entrevista clinica requerida en la investigacion y
conozco que me serd realizado examen fisico general que incluird examen
neuroldgico. Permito el uso de la informacion contenida en mi Historia Clinica por
parte de los investigadores, sabiendo que toda la informacién recogida se mantendra
reservada y es confidencial.

Declaro que soy mayor de 25 afios y que no presento antecedentes personales o
familiares de ataxia ni de otras enfermedades neuroldgcas. Conozco que para el
estudio del gen FRDA es necesaria la extraccion de una muestra de sangre periférica
de 10 ml, que se realiza con material estéril y no implica dafios para mi salud.

Los resultados de este estudio no tienen fines diagndsticos sino investigativos, por lo
cual no se me daran a conocer, ni seran revelados a otros miembros de mi familia u
otras personas. Autorizo su utilizacibn en publicaciones y con otros fines
investigativos siempre y cuando se mantenga sin revelar mi identidad. Si de la
investigacion se derivaran bienes materiales, se me ha informado que no seré
beneficiado con los mismos. Afirmo y confirmo que mi participacion es

completamente voluntaria.



Se me ha explicado que puedo retirarme de la investigacion en cualquier momento,
si asi lo estimo pertinente, sin que deba dar explicaciones acerca de mi decision, lo
cual no afectara mis relaciones con el personal de salud a cargo de la misma.

He realizado todas las preguntas que consideré necesarias acerca de la
investigacion y en caso de que desee aportar algun nuevo dato o recibir mas
informacion sobre el estudio, conozco que puedo dirigirme a:

Dra. Tania Cruz Marifio. Centro Municipal d Genética, teléfono 422677.

DrC. Luis Velazquez Pérez. Centro para la Investigacion y la Rehabilitacion de las

Ataxias Hereditarias, teléfono 424090.
Estoy conforme con todo lo expuesto y para que asi conste firmo a continuacion
expresando mi consentimiento:

Nombre y Apellidos Firma

Direccion particular

Fecha Lugar Hora

Testigo Firma

Miembro del Proyecto Firma




Anexo 11. Compromiso de confidencialidad de los inv estigadores sobre la
informacion relacionada con la investigacion

Yo

participo en una investigacion que tiene como objetivo conocer las caracteristicas del
gen FRDA en la poblacion cubana saludable y caracterizar epidemioldgica, molecular
y clinicamente a las familias cubanas afectadas por ataxia de Friedreich.

En mi condicion de

tendré acceso a informacion contenida en historias clinicas, bases de datos y/o
registros de laboratorio. Esta informacidén es confidencial, siendo mi responsabilidad
mantenerla reservada y protegida, por lo cual no la revelaré bajo ninguna
circunstancia a otras personas que no sean los integrantes del proyecto de
investigacion.

Me comprometo ademas a tomar todas las precausiones necesarias y suficientes
para evitar que la identidad de alguno de los participantes sea revelada a través de
informacion publicada en los medios cientificos.

Para que asi conste firmo a continuacion expresando mi compromiso de
confidencialidad:

Nombre y Apellidos Firma

Fecha Lugar Hora

Jefe del Proyecto Firma




Anexo 12. Estimacion del riesgo de recurrencia

Para la poblacién cubana la frecuencia de portador de la AF ha sido estimada como
1 en 685 individuos, esa es la probabilidad que presentan los miembros de la
poblacion general de ser portadores de una mutacion en el gen FRDA. La
probabilidad a priori de tener descendencia afectada para la pareja conformada por
un portador de un alelo mutado y un individuo de la poblacién general resulta**:
Multiplo de la probabilidad de ser portador de cada miembro de la pareja multiplicado

por Ya.

1X1/685X1/4=1/2 740.

Si se tiene en cuenta que existe una probabilidad de un 98% de que un sujeto
afectado por AF presente dos alelos expandidos en el gen FRDA, se puede estimar
el riesgo de ser portador modificado por el analisis mutacional mediante el Teorema
de Bayes ™%, para un sujeto proveniente de la poblacién general en el cual se ha

demostrado la presencia de dos alelos normales para el gen FRDA:

Probabilidad Ser portador No ser portador
Probabilidad a priori 1/685 684/685
Probabilidad modificada | 1-98/100=2/100 1

Probabilidad conjunta (1/685) x (2/100)= 2/68 500 1x684/685

(2/68 500)/(2/68 | (684/685)/
Probabilidad final 500+684/685) (2/68 500+684/685)

=2/68 402 =68 400/68 402




Ahora el riesgo de recurrencia para la descendencia de la pareja conformada por un
portador y un sujeto proveniente de la poblacion general con dos alelos normales
para el gen FRDA resulta:

Multiplo de la probabilidad de ser portador de cada miembro de la pareja multiplicado
por Ya.

1x2/68 402x1/4=1/136 804.

“Murphy EA, Mutalik GS. The application of Bayesian methods in genetic counseling.

Human Hered. 1969; 19: 126-151.



Anexo 13. Arboles genealdgicos correspondientes a | as familias afectadas por

ataxia de Friedreich

1.1 1.2
1.1 1.2 1.3 .4 1.5 11.6

.1 )I%( 1.3 11.16 .17
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Anexo 13B. Familia 2. Individuo V.12 — Sujeto 2; Individuo 1V.13 — Sujeto 3.

11.6
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Anexo 13C. Familia 3. Individuo 1V.4 — Sujeto 4; Individuo 1V.2 — Sujeto 5
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Anexo 13D. Familia 4. Individuo V.3 — Sujeto 6



Anexo 14. Sujetos afectados por ataxia de Friedreic h en Cuba segun

localizacién geografica




Anexo 15. Sujetos afectados por ataxia de Friedreic  h segun variantes alélicas y genotipicas de los gen  es con
secuencias trinucleotidicas repetitivas de CAG estu diados
Genes
Sujetos SCA2 SCA3 SCAl7 HD
Al A2 Genotipo | Al A2 Genotipo Al A2 Genotipo | Al A2 Genotipo
1 21 26 47 15 23 18 30 37 67 19 19 38
2 22 22 44 21 23 44 35 36 71 17 20 37
3 23 24 47 20 23 43 35 37 42 17 20 37
4 23 23 46 22 36 58 34 35 69 17 17 34
5 23 23 46 22 36 58 35 37 42 17 17 34
6 23 23 46 23 23 46 35 37 42 14 20 34
MediatD.E  23+1,20 461,09 | 23,914+6,08 44,5+14,63 |35,25+1,95 55,5+14,84 | 17,83+1,80 35,6+1,86

Abreviaturas: D.E-desviacion estandar; Al-alelo 1; A2-alelo 2.



Anexo 16. Analisis de correlacion lineal de Spearma

entre variables clinicas y moleculares en sujetos ¢

n entre variables clinicas y

on ataxia de Friedreich

Variables r p

Edad de inicio /

-0,8913 0,0171
alelos FRDA expandidos de menor longitud
Edad de inicio /

-0,8987 0,0149
alelos FRDA expandidos de mayor longitud
Edad de inicio / genotipo -0,8983 0,015
SARA / tiempo de evolucién 0,8699 0,0243




Anexo 17. Manifestacion cerebelosa en individuo afe ctado por ataxia de

Friedreich

Dismetria en el sujeto 4.



Anexo 18. Manifestaciones del sistema osteo-mio-art icular en individuo

afectado por ataxia de Friedreich

Anexo 18A. Escoliosis téraco-lumbar antes y después de la correccidén quirdrgica en

el sujeto 6.

Anexo 18B. Pie cavo en el sujeto 6.



Anexo 19. Escoliosis severa en individuo afectado p  or ataxia de Friedreich

Escoliosis téraco-lumbar con formacién de giba e el sujeto 3.



Anexo 20. Atrofia de médula cervical y protuberanci a en individuo afectado por

ataxia de Friedreich

=t

8.21 mm DMC

= 22,95 mm DPy

Anexo 20A. Didmetro anteroposterior de la médula cervical en el sujeto 4 mostrando
atrofia de la médula cervical (5,43 mm).

Anexo 20B. Diametro anteroposterior de la médula cervical en sujeto normal (8,21
mm).

Anexo 20C. Didmetro anteroposterior de la protuberancia en el sujeto 4 mostrando
atrofia de la protuberancia (18,39 mm).

Anexo 20D. Diametro anteroposterior de la protuberancia en sujeto normal (22,95

mm).
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Cuba. inFARMAte. 2011; 7(26): e136-138. Disponible en: www.infarmate.org.mx
7-Cruz-Marifio T, Gonzalez ZY, Laffita MJ, Mederos AL, Rodriguez AR, Almaguer
GD, et al. Friedreich ataxia gene in Cuban population. Movement Disorders. 2011,
26(2): s3

8-Cruz-Marifio T , Guisao MJ, Gonzalez ZY. La Ataxia de Friedreich del pasado a la
actualidad. Revista de Ciencias de Holguin. Diciembre de 2009. Revista de Ciencias
de Holguin. 2009 (4). ISSN 1027-2127 (Disponible en URL:

http://www.ciencias.holguin.cu/2010/Enero/articulos/ ARTI7.htm).

9-Cruz-Marifio T, Portelles CA, Areas ZW, Velazquez PL. Enfermedad
cardiovascular en pacientes cubanos afectados por Ataxia de Friedreich. Revista de
Ciencias de Holguin. Diciembre de 2010. Revista de Ciencias de Holguin. 2010 (4).
ISSN 1027-2127 (Disponible en URL:

http://www.ciencias.holguin.cu/2011/Enero/articulos/htm).

10-Cruz-Marifio T, Alvarez CJ, Aguilera RR, Velazquez PL. Resonancia Magnética
Nuclear de craneo en primeras familias cubanas diagnosticadas con ataxia de
Friedreich. Revista de Ciencias de Holguin. Enero de 2011. Revista de Ciencias de
Holguin. 2011 (1) (Disponible en URL:

http://www.ciencias.holguin.cu/2011/Febrero/articulos/htm).



11-Cruz-Marifio T, Jorge CH, Reynaldo AR, Gonzalez ZY, Veldzquez PL. Baja
predisposicion a la inestabilidad del gen de la Ataxia de Friedreich en la poblacion

cubana. Medisur. 2010; 8(1). ISSN: 1727-897X.

Ib-) Publicaciones como primera autora en temas rel  acionados con las ataxias
hereditarias (Total: 2).

1-Cruz-Marifio T, Gonzélez ZY, Velazquez SM, Estupifidn RA, Rodriguez AR,
Vazquez MY, et al. The Cuban program for SCA2 predictive diagnosis: A 1000
patients review. Movement Disorders. 2011; 26(2): s305-306.

2-Cruz-Marifio T, Gonzélez ZY, Laffita MJ, Aguilera RR, Velazquez PL. Ataxia
Espinocerebelosa tipo 2: estudios predictivos y dilemas éticos asociados. Medisur.

2010; 8(1). ISSN: 1727-897X.

Ic-) Publicaciones como coautora en temas relaciona  dos con las ataxias
hereditarias (Total: 7).

1-Paneque HM, Santos FN, Tamayo CV, Reynaldo AR, Veladzquez PL, Almaguer ML,
Cruz-Marifio T . Type 2 spinocerebellar ataxia: acceptance of prenatal diagnosis in
descendents at risk. Rev. Neurol. 2001; 33 (10): 904-908.

2-Paneque HM, Prieto AL, Reynaldo RR, Cruz-Marifio T , Santos FN, Almaguer ML,
et al. Psychological Aspects of Presymptomatic Diagnosis of Spinocerebellar Ataxia
Type 2 in Cuba. Community Genetics. 2007; 10 (3): 132-139.

3-Almaguer M LE, Santos FN, Almira YR, Gonzélez ZY, Cuello AD, Géngora EM,

Herrera MP, Batallan KE, Armifian RR, Manresa MV, Cruz GS, Laffita MJ, Cruz-



Marifio T, et al. Estimation of the age at onset in spinocerebellar ataxia type 2 Cuban
patients by survival analysis. Clinical Genetics. 2010; 78(2): 169-174.

4-Rodriguez LR, Veldzquez PL, Canales ON, Galicia PL, Reyes HV, Sanchez CG,
Medrano MJ, Laffita MJ, Almaguer ML, Gonzélez ZY, Torres PC, Pefia AA, Cruz-
Mariio T. Subtle Rapid Eye Movement Sleep Abnormalities in Presymptomatic
Spinocerebellar Ataxia Type 2 Gene Carriers. Movement Disorders. 2011; 26(2): 347-
350.

5-Velazquez PL, Rodriguez LR, Garcia-Rodriguez JC, Almaguer ML, Cruz-Marifio
T, Laffita MJ. A Comprehensive Review of Spinocerebellar Ataxia Type 2 in Cuba.
Cerebellum. 2011; 10(2): 184-198.

6- Veldzquez PL, Rodriguez LR, Sanchez CG, Laffita MJM, Almaguer MLE, Aguilera
RR, Medrano MJ, Almaguer GD, Cruz MT, et al. Caracterizacidn integral de la ataxia
espinocerebelosa 2 en Cuba y su aplicacién en proyectos de intervencién. Revista
Cubana de Salud Publica. 2011; 37 (3).

7-Laffita MJ, Velazquez PL, Santos FN, Cruz-Marifio T , Gonzélez ZY, Vazquez MY,
et al. Unexpanded and intermediate CAG polymorphisms at the SCA2 locus (ATXN2)
in the Cuban population: evidence about the origin of expanded SCA2 alleles.

European Journal of Human Genetics. 2012; 20: 41-49.



ll. TRABAJOS CIENTIFICOS REALIZADOS Y PRESENTADOS E N EVENTOS

INTERNACIONALES, NACIONALES Y PROVINCIALES (Total: 19)

lla-) Eventos internacionales (Total: 13).

1-Friedreich ataxia case report. Cartel. Segundo Simposio Internacional sobre
Ataxias Hereditarias. Holguin, 2 al 4 de Noviembre de 2005.

2-¢ Ataxia de Friedreich o Atrofia Multisistémica?. Cartel. Primer Congreso
Internacional de Genética Comunitaria. Ciudad Habana, 12 de Mayo de 2006.
3-Dilemas éticos en el diagndstico predictivo de la Ataxia de Friedreich. Cartel.
Primer Congreso Internacional de Genética Comunitaria. Ciudad Habana, 12 de
Mayo de 2006.

4-El diagnostico de la ataxia de Friedreich. Presentacion oral. VI Evento
Internacional de Etica, Bioética y Derecho. Holguin, 18 al 21 de Octubre de 2006.
5-Caracterizacion molecular de familias cubanas afe ctadas por Ataxia de
Friedreich. Presentacion oral. 1l Simposio Internacional de Ataxias Hereditarias.
Holguin, 1 al 3 de Octubre de 2008.

6-Molecular diagnosis of Friedreich ataxia in Cuba. Cartel. 1l Simposio
Internacional de Ataxias Hereditarias. Holguin, 1 al 3 de Octubre de 2008.

7-FRDA gene in Cuban Population. Cartel. V International Workshop on Machado-
Joseph disease. Azores, Portugal, 1 al 3 de Abril de 2009.

8-Diagndstico Predictivo de las Ataxias Hereditaria  s. Presentacion oral. Congreso
Internacional de Neurologia y Neurocirugia NEUROCUBA 2009. Ciudad Habana, 17

de Abril de 2009.



9-Programa de diagnosticos predictivos. Impactos vy dilemas éticos.
Conferencia. Primer Simposio Internacional de Ataxias Espinocerebelosas vy
Enfermedad de Parkinson. Etiopatogenia y Posibilidades Terapéuticas. Holguin, 1 al
3 de Marzo de 2011.

10-Ataxia de Friedreich: del gen al riesgo de recur rencia en la poblacién
cubana. Cartel. Cuarto Congreso Internacional de Salud y Calidad de Vida. Holguin,
5 al 8 de Abril de 2011.

11-Friedreich Ataxia Gene in Cuban Population. Cartel con presentacién guiada.
XV Congreso Internacional de Enfermedad de Parkinson y Trastornos del
Movimiento. Toronto, Canad4, 5 al 9 de Junio de 2011.

12-Molecular Diagnosis of Friedreich Ataxia in Cuba  n Families. Cartel. Segundo
Congreso Internacional de Inmunofarmacologia. Varadero, 26 al 30 de Junio de
2011.

13-Cuban families affected with Friedreich ataxia. Presentacion oral. Genetics,
Primary Care and Developing Countries Workshop durante el Congreso internacional

de Genética Humana. Montreal, Canad4, 10 al 11 de Octubre de 2011.

IIb-) Eventos nacionales (Total: 3).

1-Diagnéstico Predictivo de las Ataxias Hereditaria s. Presentacion oral. Xlli
Exposicion Nacional “Forjadores del Futuro”. Holguin, 24 de Septiembre de 2009.
2-Baja predisposicion a la inestabilidad del gen de la ataxia de Friedreich en la
poblacion cubana. Cartel. Congreso Nacional de Neurologia. Cienfuegos, 16 al 18

Marzo de 2010.



3-Aspectos éticos del diagnéstico predictivo en las ataxias hereditarias.
Conferencia. Taller Nacional de Diagnéstico Genético Presintoméatico de
Enfermedades Genéticas de Aparicion Tardia. Ciudad Habana, 2 al 3 de Noviembre

de 2011.

lic) Eventos provinciales (Total: 3).

1-Primeras familias cubanas con diagnéstico molecul ar de Ataxia de
Friedreich. Presentacion oral. XVI Forum de Ciencia y Técnica Segunda Etapa,
CIRAH. 23 de Mayo de 2008.

2-Familias cubanas afectadas por ataxias hereditari as como candidatas al

DGPI. Presentacion oral. Exposicion Forjadores del Futuro. CIRAH, 24 de Abril de
2009.

3-Caracteristicas del gen FRDA en la poblacion cuba na. Presentacién oral.

Evento de mujeres creadoras. CIRAH, 4 de Noviembre de 2009.



[ll. PREMIOS Y CONDECORACIONES RECIBIDOS POR LOS RESULTADOS

CIENTIFICOS RELACIONADOS CON LA TESIS (Total: 11).

[lla-) Premios internacionales (Total: 4).

1-Premio de la Red Latinoamericana de Genética (REL AG) para patrticipar en el V
Curso de la Escuela Latinoamericana de Genética. Caxias do Sul, Brazil, 10 al 16 de
Mayo de 2009.

2-Premio de la Sociedad de Trastornos del Movimient o (Movements Disorders
Society) para participar en el XV Congreso Internacional de Enfermedad de
Parkinson y Trastornos del Movimiento. Toronto, Canada, 5 al 9 de Junio de 2011.
3-Premio del Colegio Canadiense de Médicos Genetist as (Canadian Collegue of
Medical Geneticists) para participar en el evento de Atencidn Primaria en Paises
en Desarrollo y el Congreso Internacional de Genética Humana. Montreal, Canada,
10 al 11 de Octubre de 2011.

4-Mencién en el concurso “Rafael Estrada in Memoria  n” durante el lll Simposio

Internacional de Ataxias Hereditarias. Holguin, 1 al 3 de Octubre de 2008.

[lIb-) Premios nacionales (Total 4).

1-Mencion en la XlIl Exposicion Nacional “Forjadore s del Futuro”. Holguin, 24 de
Septiembre de 2009.

2-Sello “Forjadores del Futuro”  en los afios 2008 y 2010.

3-Medalla “Abel Santamaria”.



[llc-) Premios provinciales (Total: 3).

1-Primeras familias cubanas con diagnodstico molecul ar de Ataxia de
Friedreich. Destacado. XVI Férum de Ciencia y Técnica 2da Etapa. CIRAH, 23 de
Mayo de 2008.

2-Familias cubanas afectadas por ataxias hereditari as como candidatas al
DGPI. Relevante . Exposicion “Forjadores del Futuro”. CIRAH, 24 de Abril de 09.
3-Gen FRDA en la poblacién cubana. Relevante. Evento de mujeres creadoras.

CIRAH, 4 de Noviembre de 2009.



IV. CURSOS Y ENTRENAMIENTOS IMPARTIDOS RELACIONADOS CON LA

TESIS (Total 8).

IVa-) Cursos internacionales (Total: 4).

1-Tercer Curso Internacional del Caribe sobre las Bases Moleculares vy
Neurofisiologicas de Enfermedades Neurodegenerativas debidas a Expansiones
Poliglutaminicas. Holguin, Abril de 2009. 4 horas impartidas.

2-Curso Internacional “Genética médica, enfermedades psiquiatricas vy
neurodegenerativas”. Colegio Médico, Holguin, Febrero a Junio de 2009. 40 horas
impartidas.

3-Curso Precongreso “Dilemas Eticos en las Neurociencias”. Conferencia “El
diagnostico predictivo en las ataxias hereditarias”. Congreso Internacional de
Neurologia y Neurocirugia NEUROCUBA 2009. Ciudad Habana, 13 Abril de 2009. 2
horas impartidas.

4-1BRO |V International Course on Neurodegenerative Diseases. “Molecular Basis of

Neurodegeneration”. Holguin, 13-14 abril del 2010. 4 horas impartidas.

IVb-) Cursos provinciales (Total: 4).

1-Curso de Postgrado “Actualizacion en Genética”. Facultad de Ciencias Médicas
“Mariana Grajales Coello”, Holguin, Diciembre de 2005. 24 horas impartidas .
2-Curso de Postgrado “Bases genéticas de la SCA2 y la Ataxia de Friedreich”.

CIRAH, 18 de abril a 8 de Junio de 2007. 40 horas impartidas.



3-Curso de postgrado “Caracterizacion genotipica y fenotipica de las Ataxias
Hereditarias Espinocerebelosas”. Facultad de Ciencias Médicas “Mariana Grajales
Coello”, Holguin, Marzo de 2008. 40 horas impartidas.

4-Diplomado “Minimo de Especialidad Clinica Médica”. Modulo de Genética Humana.

Colegio Médico, Holguin, Septiembre a Diciembre de 2010. 40 horas impartidas.



V. CURSOS DE POSTGRADO RECIBIDOS EN RELACION CON LA TESIS (Total:

13).

Va-) Cursos internacionales (Total: 5).

1-X Curso Internacional Teérico Practico de Biologia Molecular. Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia. Ciudad Habana, Junio del 2000. 60 horas.

2-Epidemiologia Genética. Curso precongreso durante el Primer Congreso
Internacional de Genética Comunitaria. Ciudad Habana, 12 de Mayo de 2006. 2
horas.

3-Avances en Genética Molecular. Curso precongreso durante el Primer Congreso
Internacional de Genética Comunitaria. Ciudad Habana, 12 de Mayo de 2006. 2
horas.

4-V Curso de la Escuela Latinoamericana de Genética Médica y Humana. Caxias do
Sul, Brasil, 10 al 16 de Mayo de 2009. 40 horas.

5-Curso Basico de Trastornos del Movimiento. Toronto, Canadé, Junio de 2011. 8

horas.

Vb-) Cursos nacionales (Total: 4).

1-Curso Basico de Biologia Molecular. Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia. Ciudad Habana, Octubre a Diciembre de 2000. 40 horas.

2-Curso Avanzado de Biologia Molecular. Centro de Ingenieria Genética y

Biotecnologia. Ciudad Habana, Mayo a Septiembre de 2001. 79 horas.



3-Actualizacion en Biologia Molecular. Curso precongreso durante la Cuarta Jornada
Nacional de Genética Médica. Centro Nacional de Genética Médica. Ciudad Habana,
Diciembre de 2004. 4 horas.

4-Taller Nacional de Epidemiologia Genética. Centro Nacional de Genética Médica.

Ciudad Habana, Marzo de 2007. 40 horas.

Vc-) Cursos provinciales (Total: 4).

1-Curso de postgrado “Actualizacion en genética general y molecular”. Facultad de
Ciencias Médicas “Mariana Grajales Coello”, Holguin, Diciembre de 1999. 40 horas.
2-Curso de postgrado “Introduccion al mapeo de genes en enfermedades complejas”.
Centro Nacional de Genética Médica. Ciudad Habana, Julio de 2002. 40 horas.
3-Curso de postgrado “Caracterizacion genotipica y fenotipica de las Ataxias
Hereditarias Espinocerebelosas”. Facultad de Ciencias Médicas “Mariana Grajales
Coello”, Holguin, Marzo de 2008. 148 horas.

4-Diplomado “Minimo de la Especialidad Clinica Médica”. Facultad de Ciencias

Médicas “Mariana Grajales Coello”, Holguin, Abril de 2010. 40 horas.



