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RESUMEN

Este trabajo integra los resultados de un grupo de investigaciones
neurofisiolégicas que se iniciaron hace mas de 20 afos. Se evaluaron sujetos
enfermos, presintomaticos y controles con los objetivos de ampliar la
caracterizacion electrofisiologica de la enfermedad desde estadios preclinicos y
describir las etapas evolutivas de la misma. Las principales alteraciones
detectadas en los enfermos fueron: una neuropatia periférica sensitiva,
disfuncion olfatoria, disminucion del aprendizaje visuomotor, enlentecimiento
sacadico, movimientos periédicos de las extremidades vy trastornos del suefio
REM. En los sujetos portadores de la mutacion, se evidenciaron disfunciones
sensoriales, oculomotoras, cognitivas y reduccion del porcentaje del suefio
REM, en ausencia de manifestaciones clinicas cerebelosas. La reduccion de la
velocidad sacadica y las anormalidades polisomnograficas antecedieron a la
aparicion de los signos cerebelosos en mas de una década. Las alteraciones
olfatorias, del desempefio motor y la neuropatia periférica se iniciaron mas
tardiamente. La integracion de las variables neurofisiolégicas vy clinicas
permitié definir fases evolutivas para la ataxia SCA2. La fase pre-fisiologica se
caracteriza por la ausencia de manifestaciones clinicas y neurofisiologicas
anormales. Durante la fase pre-diagndstica aparecen las primeras alteraciones
electrofisiolégicas, unido a déficit olfatorio, contracturas musculares dolorosas,
insomnio, trastornos cognitivos, disfuncion autondémica e hiperreflexia. La
aparicion de las manifestaciones cerebelosas y su progresion definen la fase
clinica en sus diferentes estadios evolutivos. La neuropatia periférica,

movimientos peridédicos de las extremidades y alteraciones cognitivas se

iv



identificaron como variables respuestas que permiten evaluar la eficacia de

ensayos clinicos.



INDICE

INDICE
INTRODUCCION. ...ttt ittt 1
MARCO TEORICO... ...ttt et 7
e Ataxia espinocerebelosa tipo 2. Epidemiologia, fisiopatologia, diagndstico,
evolucién y tratamiento. En: Acosta ML, editor. Ataxia Espinocerebelosa
Tipo2: Diagnéstico, prondstico y evolucion. La Habana: ECIMED; 2012. p.
28-51
e A Comprehensive Review of Spinocerebellar Ataxia Type 2 in Cuba.
Cerebellum. 2011; 10:184-198.
e Epidemiologia de la ataxia hereditaria cubana. Rev Neurol. 2001; 32 (7):
606-611.
e Molecular epidemiology of spinocerebellar ataxias in Cuba: Insights into
SCAZ2 founder effect in Holguin. Neurosci Lett. 2009; 454:157-160.
RESULTADOS Y DISCUSION. ...t e, 61

Capitulo 1. Caracterizacion clinico-electrofisiolégica en enfermos y portadores
asintomaticos de mutacion SCA2..........oiii i e 62

e Estudio clinico-electrofisiologico en 70 enfermos con Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2.  Rev Neurol. 2000; 30(2):109-115.

e Evaluacion neurofisiologica en pacientes afectados por ataxia
espinocerebelosa tipo 2. Rev Neurol. 1998; 27(160): 921-926.

e Electrophysiological Features in Patients and Presymptomatics Relatives
with Spinocerebellar Ataxia type 2. J Neurol Sci. 2007; 263:158-164.

Capitulo 2. Marcadores de progresion de la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2........... 83

e Caracteristicas electrofisiolégicas en familiares asintomaticos de enfermos
con Ataxia Espinocerebelosa tipo 2. Rev Neurol. 1998; 27 (160): 955-963

e Progression markers of Spinocerebellar Ataxia type 2. A twenty years
neurophysiological follow up study. J. Neurol Sci. 2010; 290:22-26.

Capitulo 3. Disfuncion de los movimientos oculares en la SCA2 y su relacion con el
tamanfo de la expansion poliglutaminica y las funciones cognitivas....... 99

e Saccade velocity is controlled by polyglutamine size in Spinocerebellar
Ataxia type 2 (SCA2) Ann Neurol. 2004; 56(3):444-7.

e Saccade velocity is reduced in presymptomatic spinocerebellar ataxia type
2. Clin Neurophysiol. 2009; 120:632-635.

e Saccadic latency is prolonged in Spinocerebellar Ataxia type 2 and
correlates with the frontal-executive dysfunctions. J Neurol Sci. 2011;
306:106-107.

Capitulo 4. Los trastornos del suefio en la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2........... 115

e Sleep Disorders in Spinocerebellar Ataxia Type 2 Patients. Neurodegener
Dis. 2011; 8:447-454.

e Subtle Rapid Eye Movement Sleep Abnormalities in Presymptomatic
Vi



Spinocerebellar Ataxia Type 2 Gene Carriers. Mov Disord. 2011; 26
(2):347-350

Capitulo 5. Aprendizaje visuomotor en la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2............ 129

e Prism adaptation in spinocerebellar ataxia type 2 Neuropsychologia. 2007;
45:2692-2698.

e Motor decline in presymptomatic Spinocerebellar ataxia type 2 gene
carriers. PLOS ONE. 2009: 4(4): e5398.

Capitulo 6. El dafio olfatorio en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2..................... 145

e Spinocerebellar ataxia type 2 olfactory impairment shows a pattern similar
to other major neurodegenerative diseases. J Neurol. 2006; 253(9):1165-
1169.

e Patologia del sistema olfatorio en portadores asintométicos del gen SCA2.
En: Gonzéalez L, editor. Manifestaciones tempranas de la Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2: De la fisiopatologia a los biomarcadores
preclinicos. Holguin: Ediciones Holguin, 2012.

Capitulo 7. Disfuncién cognitiva y alteraciones psicofisiolégicas en presintoméaticos de

e Alteraciones cognitivas y psicofisiolégicas en portadores asintomaticos de la
mutacion SCA2. En: Gonzélez L, editor. Manifestaciones tempranas de la
Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2: De la fisiopatologia a los biomarcadores
preclinicos. Holguin: Ediciones Holguin, 2012.

Capitulo 8. Aplicaciones de los estudios electrofisioldgicos en las estrategias de
INTEIVENCION ClINICA. ... . ittt e e e e e 173

e Evaluacién de la restauracién neurolégica en pacientes con Ataxia SCA2
Cubana. Plast & Rest Neurol. 2008;7(1-2):13-18.

e Oral Zinc Sulphate Supplementation for Six Months in SCA2 Patients: A
Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Trial. Neurochem Res.
2011;36:1793-1800.

e Lisuride reduces involuntary periodic leg movements in Spinocerebellar
Ataxia type 2 patients. Cerebellum. 2012. In press.

CONSIDERACIONES FINALES. ..., 204
CONCLUSIONES. ..., 220
RECOMENDACIONES. ... 222
AN X O S . 223

DIVULGACION DE LOS RESULTADOS RECOGIDOS EN LA TESIS....... 225

Vii



INTRODUCCION
Las ataxias espinocerebelosas se caracterizan por una heterogeneidad clinico-
genética. Hasta la fecha se han descrito alrededor de 30 formas moleculares.
Dentro de ellas, la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) presenta la tasa de

prevalencia mas elevada en Cuba.

La SCA2 (del inglés, Spinocerebellar Ataxia Type 2), es la segunda forma
molecular mas frecuente de las ataxias hereditarias autosomicas dominantes.
Se caracteriza por manifestaciones de tipo cerebelosas, movimientos oculares
enlentecidos, neuropatia periférica, trastornos del suefio y alteraciones
cognitivas. Se produce por el incremento del niumero de repeticiones del
trinucledtido CAG en la region codificadora del gen ATXN2, localizado en el
brazo largo del cromosoma 12, especificamente en la region 12g24.1. La
enfermedad tiene una edad de inicio promedio de 32 afios y el tiempo de
duracién de la misma varia entre 1 y 49 afios, con una media de 24,12 afios. La

penetrancia global del gen supeior al 99 %.

En Cuba se han diagnosticado alrededor de 2 000 enfermos entre vivos y
fallecidos. Existen cerca de 10 000 descendientes en riesgo. Cada afio se
diagnostican 35 nuevos casos, nacen 22 nifios con la mutacion y fallecen 15
casos aproximadamente. En el 80 % de las transmisiones padres a hijos, se
produce el fenOmeno de anticipacion genética, provocando que en las ultimas
generaciones enfermen varios individuos en edad pediatrica. En Holguin,
provincia donde se concentra el 95 % de los enfermos, se estima que uno de

cada doscientos habitantes esta enfermo o en riesgo de enfermar.



Los estudios neurofisiolégicos se iniciaron hace mas de 20 afios en sujetos
enfermos, presintomaticos y controles sanos. En el afio 1998 se publicaron los
resultados de una investigacion en una muestra significativa de pacientes, con
un mismo tipo molecular de ataxia (SCA2), evaluados periédicamente durante
10 afos. Se definieron etapas evolutivas de la enfermedad, identificaron los
primeros cambios detectables objetivamente y se determiné el efecto de la
mutacion sobre estructuras y vias no cerebelosas. Sin embargo, este trabajo
tuvo la limitante que incluyé solamente los estudios de conduccidon nerviosa
periférica y potenciales evocados multimodales, quedando pendiente otras
evaluaciones tales como: movimientos oculares, suefio, aprendizaje visuomotor

y funcién olfatoria.

En el afio 2000, surgio el Centro para la Investigacion y Rehabilitacion de las
Ataxias Hereditarias (CIRAH), como respuesta a este serio problema de salud.
Se incrementd el equipamiento tecnoldgico del departamento de neurofisiologia
con laboratorios de electronistagmografia, videopolisomnografia, funcién
olfatoria, aprendizaje visuomotor y cognicién. Esto permiti6 ampliar la
caracterizacion fenotipica desde estadios presintomaticos para completar los

estudios sobre las etapas evolutivas de la enfermedad.

Los estudios en sujetos presintomaticos permitieron identificar una serie de
alteraciones subclinicas o tempranas que anteceden al sindrome cerebeloso en
mas de 20 afos. Dichos resultados se caracterizaron por su novedad cientifica.
Ellos constituyen un aporte al conocimiento fisiopatoldgico de la enfermedad y
posibilitan la identificacion de biomarcadores Uutiles en la evaluacion de la

progresion de los cambios neurodegenerativos desde estadios preclinicos.



Este trabajo es el resultado de un esfuerzo conjunto de los diferentes
departamentos de nuestra institucion, el apoyo del Ministerio de Salud Publica
y otras instituciones internacionales procedentes de México y Alemania, que

nos facilitaron entrenamientos y parte de las tecnologias.

La Justificacion de la investigacion se fundamenté sobre la base de la
necesidad de ampliar la caracterizacion fenotipica de los enfermos, a través de
estudios neurofisiolégicos, para disponer de una evaluacion integral del
proceso neurodegenerativo, asi como su extensibn a otras estructuras
cerebelosas y no cerebelosas. Por otra parte, se necesitaba definir
objetivamente, cuales eran las alteraciones electrofisiolégicas tempranas que
preceden al sintoma inicial y describir las etapas evolutivas desde estadios
preclinicos. Por dltimo, era necesario evaluar la aplicacién de los estudios
neurofisiolégicos para el desarrollo de ensayos clinicos, como marcadores
cuantitativos y/o blancos terapéuticos susceptibles de modificarse con terapias

especificas.

Problema cientifico: Ausencia de una caracterizacion electrofisiologica
multisistémica de nervios periféricos, vias sensoriales, funcidén olfatoria,
estructuras oculomotoras, suefio, cognicion y aprendizaje visuomotor en
enfermos y presintomaticos de SCA2, lo que dificulta la definicion de etapas

evolutivas y de biomarcadores de la enfermedad.

La Novedad Cientifica de esta investigacion estd dada por los siguientes

elementos:



a)

b)

d)

ampliacion de la caracterizacion fenotipica de los enfermos. Los rasgos
fenotipicos que distinguen a la SCA2 se relacionan con un sindrome
cerebeloso, asociado a neuropatia periférica y alteraciones
oculomotoras. Los estudios electrofisioldgicos permitieron ampliar esta
caracterizacion, a partir de un grupo de hallazgos tales como:
alteraciones clinicas y polisomnograficas del suefio, disfuncion olfatoria,
desorden en el aprendizaje visuomotor, disfuncion frontoejecutiva, y
alteraciones oculomotoras, tales como enlentecimiento sacadico y

retardo en el inicio de estos movimientos.

identificacion de biomarcadores electrofisiologicos endofenotipicos y de
progresion de la enfermedad. Muchas de las alteraciones
neurofisiolégicas identificadas mostraron una fuerte dependencia del
namero de repeticiones de CAG, el tiempo de evolucién y la severidad
de la entidad, lo que las identific6 como marcadores objetivos de las

principales caracteristicas clinicas y moleculares de la enfermedad.

definicion de etapas evolutivas de la enfermedad desde estadios

preclinicos que integran alteraciones cerebelosas y no cerebelosas.

identificacion de signos electrofisiologicos subclinicos precerebelosos

que anteceden al sintoma inicial mas frecuente de la SCA2.

reconocimiento de variables electrofisiologicas como posibles blancos de
tratamiento Gtiles para el desarrollo de ensayos clinicos. La identificacion
de algunas alteraciones electrofisioldgicas que traducen manifestaciones

clinicas y son susceptibles a modificarse por tratamientos especificos



permitié definir nuevos blancos terapéuticos de la enfermedad tales
como, el indice de movimientos periodicos de las extremidades,
alteraciones de la conduccion nerviosa periférica, funciones cognitivas y

latencia sacadica.

La hipotesis de trabajo se basoé en los siguientes elementos: la mutacion del
gen ATXNZ2, como causa de la SCA2, provoca alteraciones electrofisioldgicas
multisistémicas de nervios periféricos, vias sensoriales, estructuras
oculomotoras, asi como anormalidades del suefio, funciones cognitivas y
aprendizaje visuomotor, las cuales anteceden al sindrome cerebeloso en varios
afios y progresan a través del tiempo. Estos hallazgos permitiran ampliar las
caracteristicas fenotipicas en los enfermos, identificar etapas evolutivas desde
estadios subclinicos, describir biomarcadores utiles en la evaluacion de
ensayos clinicos asi como definir, objetivamente, los signos electrofisioldgicos

precerebelosos.

Con la realizacion de esta investigacion nos propusimos los siguientes

Objetivos:

General:

» Caracterizar el comportamiento electrofisiologico de los enfermos y

portadores asintomaticos de la mutacién SCA2.
Especificos:
1. Describir las caracteristicas fenotipicas de los enfermos de SCA2 a

partir del estudio de los movimientos oculares sacadicos, suefio,

funcion olfatoria y aprendizaje visuomotor.



2. ldentificar las primeras alteraciones neurofisiolégicas que anteceden
al sintoma inicial de la SCA2 y el tiempo estimado en que estas

aparecen.

3. Establecer las diferentes etapas evolutivas del proceso degenerativo

de la SCA2, segun los resultados de los estudios neurofisiologicos.

4. Evaluar la aplicacion de los estudios electrofisiologicos en la
identificacion de biomarcadores y blancos terapéuticos cuantitativos

en diferentes estrategias de intervencion clinica.

Para dar salida a los objetivos planteados, se realizaron diferentes estudios
neurofisiolégicos en enfermos y presintomaticos, cuyos resultados se
publicaron en varios articulos cientificos, desde el afio 1998 hasta el 2012.
Estos se agruparon en 8 capitulos y recogen un total de 16 articulos y 2
capitulos de libros. Adicionalmente, en el acapite del marco tedrico se

incluyeron 3 articulos cientificos y un capitulo de libro.



MARCO TEORICO

El marco tedrico se dividié en dos partes fundamentales con el objetivo de
facilitar su mejor comprension, para lo que utilizamos 3 articulos publicados en
revistas internacionales y el capitulo de un libro publicado por el autor. La
primera parte trata sobre las caracteristicas epidemiologicas de las ataxias
hereditarias en Holguin y en el resto del pais, haciendo énfasis en la SCA2. La
segunda, muestra las principales caracteristicas de la enfermedad en cuanto a
manifestaciones clinicas, fisiopatologia, biologia molecular, neuropatologia,

neuroquimica, diagndéstico y estrategias de intervencion.

1.1. Epidemiologia de las Ataxias Espinocerebelosas en Cuba:

Evidencias de un efecto fundador en Holguin

Los articulos de esta primera parte aparecen publicados en:
Rev Neurol (2001) 32(7):606-611 (Factor de impacto: 1,28)

Neurosci Lett (2009) 454:157-160 (Factor de impacto: 2,18)

El objetivo de esta parte es describir el comportamiento epidemiol6gico de las
ataxias hereditarias en nuestro pais, asi como las caracteristicas clinicas y
moleculares de la SCA2. Primero, mostramos los resultados de un estudio
realizado en la provincia de Holguin, que incluyé a enfermos y familiares con
riesgo de enfermar. Teniendo en cuenta la magnitud del problema
epidemioldgico en la provincia y la ausencia de informacion sobre la cantidad
de familias afectadas en el resto del pais, extendimos esta investigacion al
resto de las provincias, resultando el primer estudio neuroepidemiolégico

molecular de ataxias hereditarias en Cuba.



El primer articulo incluyé a 440 pacientes y 1 633 familiares con riesgo de
enfermar, procedentes de la provincia de Holguin. La tasa de prevalencia de
enfermos fue de 43 casos por 100 000 habitantes, siendo mas elevada la de
Baguanos. Para los familiares con riesgo de enfermar la prevalencia fue de
159,33 casos por 100 000 habitantes. La mayor tasa de incidencia fue de 18,08
casos por 100 000 habitantes en Cacocum, mientras que para la provincia esta

fue de 4,39 casos.

Los resultados de la segunda publicacion derivan de un estudio epidemiologico
nacional que incluy6é a todos los sujetos enfermos y sus descendientes. Se
identificaron 753 pacientes y 7 173 familiares asintomaticos con diferentes
ataxias, agrupados en 200 familias. El 86,79 % de los pacientes con ataxias
autosémicas dominantes tenian SCA2. En la provincia de Holguin, la
prevalencia promedio de esta enfermedad fue de 40,18 por 100 000 habitantes
con un valor significativo de 141,66 por 100 000 en el municipio de Baguanos.
La elevada prevalencia de la SCA2 en Holguin probablemente refleja la
existencia de un efecto fundador. La estabilizacién de la prevalencia a lo largo
del tiempo sugiere la existencia de cromosomas premutados con CAG puro, los
que actian como reservorios para nuevas expansiones. La expansion
poliglutaminica explico el 80 % de la variabilidad fenotipica. La inestabilidad de
las repeticiones fue mayor en la transmision paterna, mientras que se
observaron expansiones sin anticipacion en el 10,97 %, lo que sugiere el efecto
estabilizador de las interrupciones de CAA en la estructura del tracto de

trinucledtidos.



Epidemiologia de la ataxia hereditaria cubana
L. Velazquez-Pérez, F.N. Santos, R. Garcia, H.M. Paneque, P.R. Hechavarria

EPIDEMIOLOGY OF CUBAN HEREDITARY ATAXIA

Summary. Introduction. The hereditary ataxias in Cuba make up the highest concentration of these patients in the world.
The spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) molecular form is predominant. Objectives. To determine the prevalence and
incidence of hereditary ataxias. Patients and methods. We made a descriptive study of 440 patients and 1,633 members
of families at risk from this disorder in the province of Holguin. We calculated the prevalence rate and incidence. Results.
The rate of prevalence of patients in the province is 43 cases per 100,000 inhabitants; the highest rate was 503 cases per
100,000 inhabitants in part of the municipality of Baguanos. The age group that was most affected was that of 30-39 years,
with a prevalence of 63.97 cases per 100,000 inhabitants. The rural population showed the highest incidence (62.04 cases
per 100,000 inhabitants). The risk of members of affected families showing the disorder was 159.33 cases per 100,000 in-
habitants in this province. The highest incidence was 18.08 cases per 100,000 inhabitants in Cacocum, where the inci-
dence in the province was 4.39. Conclusions. On average the disorder passes from one state to the next every year, which
suggests that the extent of the disorder worsens with time. The prevalence and incidence are the highest in the world. This
together with the dominant pattern of inheritance, the effect of anticipation and inexorably progressive course of the
disorder shows the serious health problem that affects the Eastern region of Cuba. [REV NEUROL 2001; 32: 606-11]
Key words. Ataxia. Cuban ataxia. Spinocerebellar ataxia type 2.
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INTRODUCCION

Lasprimeras observacionesacercadeunincrementode lasataxias
hereditarias (AH) enlaregionoriental de Cuba fueronrealizadas
por Estradaenladécadadelosaiios 60. Motivado poresto, Vallés
etal[1]realizaronunestudio epidemioldgico en esta zona, donde
encontraronunaprevalenciade41,3 casospor 100.000 habitan-
tes. Posteriormente, Orozco etal [2] también comunicaron una
prevalenciamuy elevadaenunaregionde laprovinciade Hol-
guin. Estradaetal [3] publicaron los primerosresultados anato-
mopatoldgicos de esta forma de ataxiay demostraron que se co-
rrespondian conunaatrofiaolivopontocerebelosa. Nodarseetal
[4] estudiaronlacorrelacion clinicoelectrofisiologica. Orozco et
al[5]caracterizaron clinicamente através del tiempolaenferme-
daden263 pacientes ehicieronreferenciaal posible efecto fun-
dacional o fundador de lamisma ennuestraregion. Gispertetal
[6]publicaronel descubrimientodel cromosoma(12¢23-24,1),1o
que,unidoalapresentacionclinica, permitié consideraraesta
ataxiacomounanuevaformamolecular(SCA2,delinglés Spino-
cerebellar Ataxia type 2). En 1995, Gispert et al [7] lograron
reducirlaregioncandidatadelgenal cM.En1996,seidentifica
elgenyeltipodemutaciondela SCA2[8-10]. Entre 1998y 1999
secomunicaronlosresultados neurofisioldgicos que permitieron
definiralteracionespresintomaticasenelsistemanerviosoperifé-
ricoy central enlosportadoresdel gendelaSCA2, asicomola
descripcionde fases evolutivas de estaenfermedad a través del
tiempo [11-14].

LaSCA2pertenece aun grupo de ocho afecciones neurode-
generativas que se caracterizan fenotipicamente por presentarun
patrénde herencia autosémico dominante, asicomo el fendmeno
deanticipacion genética, y genotipicamente porunamutacion que
consisteenlaexpansionintergeneracionaldeunmotivo(CAG)n
enlaregion codificante de susrespectivos genes[8-10,15-21].

Despuésdetranscurridos variosafios desdelos primeros estu-
dios clinico-epidemioldgicos, decidimosrealizar estainvestiga-
cionconelobjetivodedeterminarel estado evolutivoactual delas
AHenHolguin, conrelacionalaprevalencia, incidencia, edad de
inicio, familiares conriesgo de enfermar, distribucion geografica,
procedencia, sexo eintensidad delaataxia.

PACIENTES Y METODOS
Diserio del estudio

Nuestra investigacion clasifica dentro de los estudios descriptivos de corte
transversal. Investigamos prospectivamente a todos los pacientes y familia-
res conriesgo de enfermar procedentes de la provincia de Holguin, a partir
de una revision efectuada en cada una de las viviendas de los enfermos y
familiares presintomaticos, durante el periodo comprendido entre octubre de
1998y octubre de 1999.

De los enfermos se recogieron datos demograficos y sociales tales como
edad, sexo, lugar de residencia, generacion, nimero de hijos y hermanos
sanos y enfermos.

Definiciony criterios de inclusion
Los criterios clinicos de inclusion de los nuevos casos fueron la presentacion
clinica de un sindrome cerebeloso caracterizado por ataxia de lamarcha,
disartria, dismetria, adiadococinesia, alteraciones de lamotilidad oculary de
losreflejos osteotendinosos [5], asi como los antecedentes familiares de AH
autosomica dominante.

Se establecid una clasificacion a partir del grado de validez de nuestros
pacientes:

—Grado 1: pacientes que presentan trastornos ligeros de la marcha que
pueden desempeiiar de forma independiente las actividades de la vida
diaria (defecto).

—Grado 2: pacientes que necesitan apoyo para caminar y ayuda para
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Tablal. Prevalenciasegun grupos de edades.

Edades Poblacion N.°enfermos Tasa®
0-9 142.881 13 9,09
10-19 145111 72 49,61
20-29 195.212 101 51,71
30-39 190.702 122 63,97
40-49 118.860 66 55,52
50-59 104.432 44 42,13
Mas de 60 127.709 22 17,22
“Tasa por 100.000 habitantes.

Tablall. Prevalencia segun sexo.

Sexo Poblacion Tasa®
Masculino (n= 210) 524.128 40,06
Femenino (n=230) 500.779 45,92
“Tasa por 100.000 habitantes.

Tablalll. Prevalencia segun el lugar de procedencia.

Procedencia Poblacion Tasa®
Urbana (n=179) 604.217 29,62
Rural (n=261) 420.690 62,04

“Tasa por 100.000 habitantes.

realizar de formaindependiente las actividades de la vidadiaria (disca-
pacidad).

—Grado 3: pacientes queno lograntrasladarse, son dependientes pararea-
lizar todas las actividades de la vida diaria y estan confinados en la cama
oenunasilladeruedas (minusvalia).

Teniendo en cuenta la intensidad clinica de la ataxia se realizo otra clasifi-
cacion en cuatro categorias:
—Leve: pacientes con dificultad para caminar (marcha ataxica) de ligera
intensidad.
— Moderada: pacientes imposibilitados para realizar la marcha con un pie
delantedelotro.
—Intensa: pacientes que necesitan apoyo paracaminar.
— Grave: pacientes que se encuentran confinados.

Poblacion de referencia

Laprovinciade Holguin estd ubicada en la parte norte de la isla; con costa al
Océano Atlantico, posee una superficie de 9.110 km*y una poblacion de
1.024.907 habitantes. Estadivididaen 14 municipiosyposeeunainfraestruc-
tura que permite brindarle a toda su poblacidon servicios gratuitos de salud
publica, coninstalaciones médicas distribuidas en toda su geografia. Su insti-
tucionrectoraes el Hospital Universitario Docente V1. Lenin, al cual pertenece
laClinica CubanaparalaInvestigacion de las Ataxias, sitio donde se desarrolld
lapresenteinvestigacion. Ennuestropaisexisten 575 enfermoscon AH, que
pertenecena 125 familias; de ellos, 440 (76,5%) son de Holguin. Este estudio
incluyo los pacientes procedentes de Holguin; deellos, 210 son del sexo mas-
culino, con edades comprendidas entre 4 y 89 afios (media de 45,5), y del
230 femenino, conunaedadminimade 1 1 ymaximade 96 (mediade47,7).

Analisis de los datos

Laprevalenciay laincidencia se calcularon para 100.000 habitantes. Para
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Tabla IV. Distribucion de los enfermos y tasa de prevalencia por munici-
pios.

Tabla V. Tasa de prevalencia para familiares con riesgo de enfermar.

Municipio N.° Tasa
Municipio Poblacion N.° Prevalencia
Holguin 856 282,14
Holguin 303.389 218 71,85
Baguanos 116 211,09
Baguanos 54.952 71 129,20
Mayari 142 129,53
M i 109.623 40 36,48
ayad Cacocum 157 353,66
Cacocum 14.392 3 69,83 Calixto Garcia 49 84,12
Calixto Garcia 58.250 17 29,18 Banes 50 57 64
Banes 86.740 16 18,44 San German 87 195,34
San German 44,537 17 38,17 Gibara 83 115,63
Gibara 71.776 15 20,89 Rafael Freyre 74 148,51
Rafael Freyre 49.828 12 24,08 Cueto 19 50,72
Cueto 37.456 3 8,00 Total 1.633 159,33
Antilla 12.542 - -
Frank Pais 28.749 - - Tunasy Granma); Guantanamo, Matanzas y Provincia Habanaresultaron las
) de menores tasas de prevalencia.
S.deTdnamo 58.722 - - Enlatabla Iserepresentalaprevalenciasegtnlos grupos de edadesy se
demuestra que las tasas mas elevadas se concentran entre los 30-39 afios,
Moa 63.951 - - . .
seguidosdelos40-49y20-29,respectivamente. Los gruposmenosafectados
Total 1.024.907 440 43,00 sonlosde 0 a9 yporencimade 60 afios.

"Tasa por 100.000 habitantes.

los calculos por municipios se empled la poblacion existente en cadauno de

los mismos en el momento de realizar el estudio.

—Tasa prevalencia puntual= Total de enfermos durante el periodo
1998-1999 enlaprovincia de Holguin/Poblacion total de Holguin amitad
de periodo 1998-1999.

—Tasa de incidencia= Casos nuevos detectados durante el periodo
1998-1999 enlaprovinciade Holguin/Poblacién total.

El analisis estadistico se realizo con el paquete Statistics for Windows
(versién4.2,1993). El procesamiento de lainformacion incluyé el calculo
de medidas descriptivas para variables cuantitativas (mediay desviacion
estandar) y paralas cualitativas (tasas y porcentajes). La comparacion de
medias con varianza desconocida (ANOVA) se realiz6 para la edad de
inicio entre las generaciones IV, Vy VI, paraambos sexos. Parael tiempo
de evolucion se realizd este analisis segun la intensidad de la enfermedad.
Entodas las pruebas se utilizo un nivel de significacion del 95% (a= 0,05).
Para evaluar la relacion existente entre las variables edad de inicio de la
enfermedad, tiempodeevolucidnytipodeherenciasobreel gradodeintensidad
delaataxia, serealizd unanalisis multivariado de regresion lineal multiple.

RESULTADOS
Distribucion geogridfica de los enfermos

EnCubaexisten 125 familiasafectadas por AH, queagrupana1.532 enfer-
mos entre vivos y fallecidos, asi como a 8.000-10.000 descendientes con
riesgo de enfermar.

Elmayornimero de enfermos con AH se concentra en laregion oriental
delaisla,enespecial en laprovinciade Holguin, donde se encuentranel 70%
delos mismos. Delos diferentes municipios que conforman esta provincia,
los que presentan mayor concentracion son Holguin, Baguanos y Mayari.

Prevalencia eincidencia de las ataxias hereditarias

Laprovinciade Holguin presenta lamayor concentracion de enfermos y, por
lotanto, unatasa de prevalenciamuy elevada, sise comparacon el restode
las provincias con tasas también elevadas, pero de menor magnitud (Las
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Enlatabla Il se presentala prevalenciade los enfermos por sexo. Las tasas
muestran valores por encima de 40, lo que evidenciauna distribucién homo-
génea entre ambos sexos.

Latasade prevalencia segin la procedencia de los enfermos se muestra
enlatabla I1I. Se puede constatar que ésta es mayor en lapoblacion rural.

Ladistribuciéndelosenfermosylatasadeprevalencia pormunicipiosen
laprovinciade Holguinse muestraenlatabla IV. Enlaprovincia hay un total
de 440 enfermos paraunaprevalenciade43 casospor 100.000 habitantes,
que se encuentran distribuidos en 10 municipios. En Baguanos se localizan
71 enfermos, que representan la mayor prevalencia (129,20 casos) de la
provincia. De todas las localidades estudiadas, Potrerillo (Baguanos) y
Chavaleta (Mayari) corresponden a las zonas con las prevalencias mas altas
(503 y449 casospor 100.000 habitantes, respectivamente). Elmunicipiode
Cueto es el que evidencia la prevalenciamenor (8,0 casos por 100.000 ha-
bitantes). Enlos municipios de Antilla, Frank Pais, Sagua de Tanamo y Moa
no existen enfermos con SCA2.

Latasa de familiares presintomaticos con riesgo de enfermar demostré
unaprevalenciade 159 casos por 100.000 habitantes paratoda la provincia,
mientras que los municipios que presentaron las tasas mas altas fueron Ca-
cocum, Holguin, Baguanos, Urbano Noris y Mayari. Sin embargo, Cueto
presento latasamas baja de todalaprovincia (Tabla V). Conlaexcepcion
de los municipios de Gibara y Cueto, en todos los demas se detectaron casos
nuevos en un afio; los municipios de Holguin, Bdguanos y Cacoctim fueron
los mas afectados, segun se muestra en latabla VI.

Edad deinicio de la SCA2

Laedad deinicio mostr6 diferencias estadisticamente significativas para las
tres generaciones estudiadas, tanto para los pacientes del sexo masculino
como los del femenino, segin se muestraen latabla VII.

Clasificacionpor grados de intensidady de validez,

Los valores medios para el tiempo de evolucion de la enfermedad segtin el
grado de intensidad de la ataxia se muestran en latabla VIII. Se observaun
incremento de manera progresivadelos valores promedios, desde el grado
leve hasta el grave. Este mismo comportamiento ocurre para los valores
minimos y maximos de esta variable.

Alrealizar el analisis de regresion lineal multiple, con el propdsito de
evaluar el grado de relacion entre las variables edad de inicio, tiempo de
evolucidony tipo de herencia sobre el grado de intensidad de la ataxia, se
obtuvo un coeficiente de regresion () de 0,51 para el tiempo de evolucion;
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Tabla VI. Tasa de incidencia para los enfermos.
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Tabla VIIl. Tiempo de evolucion promedio enanos de laenfermedad segun
intensidad de la ataxia.

Municipio N.° Tasa
Grados de intensidad

Holguin 18 5,93

Medidas Leve Moderada Intensa Grave
Baguanos 6 10,91

N.° 146,00 73,00 92,00 81,00
Mayari 3 2,73
Cacocum 8 18,02 Media 8,64 13,84 17,04 21,85
Calixto Garcia 2 3,43 DE 702 768 8.35 10,74
Banes 2 2.30 Minimo 1,00 2,00 2,00 4,00
Urbano Noris 2 4.49 Maximo 39,00 39,00 45,00 50,00
Gibara _ — DE: desviacion estandar. N.°: numero de enfermos segun grado de severidad de

la ataxia.
Rafael Freyre 1 2,00
Cueto 7 B Tabla IX. Clasificacion segun grado de validez.
Total 45 4,39

Grado de validez Porcentaje
Tabla VIl Distribucionde pacientes paralaedad promedio de inicio segun Grado’l 56.26
sexoy generacion. Grado 2 2200
Sexo Gen. IV Gen.V Gen. VI p Grado 3 21,74
Masculino 4511 30,66 11,44 0,000 Total 100,00
Femenino 46,12 29,87 18,00 0,000

ellosetraduce en que, como promedio, la gravedad pasa de un grado a otro
por cada afio que evoluciona la enfermedad. Las otras dos variables no
mostraron significacion estadistica sobre la intensidad de la ataxia.

En la tabla IX se representa la distribucion de los enfermos segun el
grado de validez. Se observa que el mayor porcentaje de enfermos se
concentraenel grado 1, mientras que en los grados 2 y 3 ladistribucion es
muy similar.

DISCUSION
Distribucion geogrdficayprevalencia

Holguineslaprovinciaquepresentalamasaltaconcentracionde
enfermos con ataxias hereditarias autosdmicas dominantes del
pais(76,5%)y, dentro delamisma, los municipios de Holguin,
BaguanosyMayarisonlosmasafectados,agrupandoseenellos
el 75% detodosloscasosdelaprovincia. Estalocalizacion topo-
grafica confiere caracteristicas singulares a la enfermedad en
nuestro paisy supone que se considere un efecto pionero en esta
regiéondelaprovincia[4,14].

Laprevalenciaesunamedidadelafrecuenciade presentacion
delas ataxias hereditarias autosémicas dominantes en nuestra
provincia. En Cubasehanrealizado tres estudios epidemiologi-
cosendiferentes etapas, que handemostradolaaltaprevalencia
deestaenfermedad. En 1970, Vallésetal [1] comunicaronuna
prevalenciade41,3 casospor 100.000 habitantes paralaforma
Pierre Marie de las ataxias dominantes, en laregion oriental del
pais. Otroestudiorealizado por Orozcoetal [5] demostrd valores
dehasta 133 casospor 100.000 habitantes enunaregionde Hol-
guin conocida como Tacajo.

EnCubalaprevalenciageneral paralas AHesde 7,18 casos
por 100.000 habitantes. Sinembargo,enlaprovinciadeHolguin,
donde existen440 enfermos, laprevalenciaalcanzavalores de
hasta43 casospor 100.000 habitantes, destacandose zonascon
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prevalenciastanaltascomo 503 casospor 100.000 habitantesen
unalocalidad delmunicipio de Baguanos. Todo elloindicaque,
ennuestro pais, estaenfermedad hamantenidoun curso estable a
lolargo detodos estosafios y que nuestra provincia presenta la
mas alta concentracion de enfermos en el mundo descrita hastael
momento, silacomparamos con los datos publicados realizados
por Pratt[22] de todas las formas de AH y donde sefiala que la
prevalenciade lasmismas han sido estimadasen: 1,1 casos por
100.000 habitantesenSuiza,2,1 casospor100.000 habitantesen
Suecia,dos casospor 100.000 habitantesen Rumania,siete casos
por 100.000 habitantes en Carlisle (Inglaterra) y 17 casos por
100.000 habitantesenunaregionde Noruega. A loquehay que
sumarlelos2,7 casospor 100.000 habitantesenIslandia,descri-
tospor Gundmundsson[23],0los 13-184 casospor 100.000 ha-
bitantesenLakut,enlaregionestedelaSiberia, comunicadospor
Goldfarbetal [24].

Prevalenciaporgrupos de edad, sexoyprocedencia

Elgrupo de edad mas afectado fue el de 30-49 afios, precisamente
enlaetapademdasdesarrollosocial, profesional y personal del
individuo; de ahi que estos enfermos se conviertan pronto enuna
cargaparalafamiliaylasociedad. Laprevalenciaparaeste grupo
esde 64 casospor 100.000 habitantes; superatambién lastasas
antes descritas y se corresponde con otras comunicaciones reali-
zadasenestaformadeataxia[11-13,25].

Aproximadamente el 60% de nuestros pacientes es de origen
ruralydelosurbanos, el 50% provienen de zonas rurales; estos
datossociales son de interés, ya que enfatizan el posible efecto
pionerode laenfermedad en alguna de estaslocalidadesrurales,
tal y como sefialan otros autores [2,25],1o cual explicarialaalta
concentraciénde estos enfermos en Holguin.

Porotrolado, lastasasdeprevalencias parael sexoevidencia-
ronvalores similares, lo que se justifica porel patron de herencia
autosomico [2,25].
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Prevalenciade los familiares conriesgo de enfermar

Comoresultadodel estudiose detectaron 1.633 familiares sanos
delcasoindice,loqueevidencialaposibilidad deaparicionenlos
proximos afios de laenfermedad enunnuevo grupo de estos fami-
liares. Laprevalenciaparalosmismosindicatasasmuy elevadas
de formahomogéneaentodoslos municipios estudiados; estas
tasas sonmuy superiores a las descritas en los sujetos enfermos.
Nohemos encontrado comunicaciones de otros autores sobre la
prevalenciaen familiares presintomaticos.

Incidencia

Durante el periodo de estudio—12 meses—se detectaron un total
de 45 nuevos casos. En 1970, Vallés et al [1] comunicaron la
aparicion de 44 nuevos enfermos con AH tipo Pierre Marie y
compararon estos hallazgos con los del Instituto de Neurologiay
Neurocirugiade LaHabana, enigual periodo de tiempo, donde
solosehabiandiagnosticado 13 nuevoscasos. Esinteresanteque,
después29afios de estosresultados de Vallésetal[1], nosotros
notifiquemos cifras muy similares a las encontradas porellos, lo
quedemuestraquelaincidenciadelaenfermedadatinse mantiene
igualycontendenciaacontinuar,sitenemosencuentaelnumero
de familiares conriesgo de enfermar.

Porlo tanto, laincidencia de esta forma de ataxia también
muestra valores muy elevados parala provincia (4,39 casos por
100.000 habitantes), mientras que existen municipios donde los
valoresalcanzan hasta 18 casospor 100.000 habitantes. Estasta-
sassonmuy superioresalaincidenciageneral consideradapara
estaenfermedad, queesde 0,4 casospor 100.000 habitantes, se-
gunlas comunicacionesrealizadas por Kurtzke [26].

EdaddeiniciodelaSCA?2

Laedaddeinicio mostré unmargen de variacion muy amplio,
congrandispersion paralastres generaciones incluidasen el
analisis. Estosresultados coinciden conlos estudios previosrea-
lizados en estaenfermedad[2,5,12,25]. Sinembargo, hay que
destacar que laenfermedad disminuye de generaciéna genera-
ciony seconoce como fenémeno de anticipacion. Unidoaesto
seencuentraelincremento enlaintensidadclinicadelaSCA2,
yareferidaporotrosautores[8-10]. Laedad deinicio temprano
estarelacionadaconunincremento eneltamafio delacadena
expandidadesdeel puntodevistamolecular[8-10]; estopodria
comportarunaneurodegeneraciontempranade granintensidad,
debidoalefectotoxicodelapoliglutamina, hechoquetambién
secorrelacionaconunincrementodelasalteracioneselectrofi-
siologicasen viasy estructuras no cerebelosas[14]. Este hecho
también se describe en otras formas moleculares de las ataxias
hereditariasautosdmicas dominantes[27,28]. Otrosautoreshan
seflaladounaedad deinicio variableenloscasosestudiados por
ellos[27,29,30]. Elfendmeno de laanticipaciénenlos descen-
dientes delos enfermos de Holguin se evidenciaentodoslos
municipiosestudiados de formahomogéneay esinteresante que
enalgunos casos, dado el temprano inicio delaenfermedad, no

existendescendientes enlageneracion (Banesy Gibara);estos
pacientes enferman enedades tempranas—adolescentesy adul-
tosjovenes—yno lleganatener descendientes. Porotraparte, en
nuestros pacientes la edad de inicio no varia con el sexo. La
cantidad de enfermos deunsexouotro esigual, lo que obedece
alpatrondeherenciaautosémico dominante.

Grado deintensidady evolucion

Elsignoclinicocardinal pararealizarel diagndsticodelaSCA2
eslamarchadelaataxia, el cual sehautilizado comounmarcador
paracuantificarel procesoneurodegenerativoatravésdel tiempo
y establecer clasificaciones acercadelaevolucion[2,5,25].El
analisis del comportamiento de la intensidad de la ataxia en nues-
tro estudio demostro el curso inexorablemente progresivode la
enfermedad, resultandoestadisticamentesignificativalainfluen-
ciadeltiempodeevoluciénsobrelamisma. Comopromedio, el
cambioevolutivodelaintensidad delaataxia ocurre cadaafio. Sin
embargo, un grupo de estos pacientes evoluciono6 de forma mas
rapidahacialos estadios demayorintensidad. Podriasuceder que
estos cambios dramaticos guardenrelacion coneltamafiodela
cadenaexpandiday, porlotanto, dependan del efecto neurotoxico
delaproteinamutada, datocomunicadotambiénenotras familias
nocubanasde SCA2yenlaSCAtipo1[8,17,19,31].

Otrosautorestambiénhananalizadoel comportamientoevo-
lutivodelaenfermedad atravésdel tiempodelaSCA2[S]yde
otras formas clinicas[28,30], y han demostrado el curso progre-
sivoeinvalidable entodoslos enfermos, que quedan finalmente
limitados al estado de postracion.

Misdelamitad delosenfermos seencuentraenel estadode
defecto (grado 1), segunlaclasificacion por grados de validez,
mientras que el resto presentan un estado de discapacidad o mi-
nusvalia(grados2y 3, respectivamente). Aligual quelaclasifi-
cacionpor gradosdeintensidad delaataxia, éstasefialatambién
el cursoinexorablemente progresivo delaenfermedady esuna
medidaparaconocer el estadode desempefioante lasactividades
de la vida diaria de cada paciente; también la utilizamos para
agrupar alos enfermos para larehabilitacion motora.

Elestudiodelasataxiashereditarias en Cubahapasadopor
diferentes etapas, desde las primeras observacioneshace 35 afios
atras, hastalasnuevasinvestigaciones epidemiologicas, clini-
cas, neurofisioldgicas, de neurologia cuantitativay moleculares
[32]. Estenuevo estudio superaalos anteriores graciasaqueen
elmismo se analizan las caracteristicas epidemiologicasde la
enfermedad en el pais, de laprovinciade Holguin porser lamas
afectada y de cada municipio en concreto; esto lo hace mas
detalladoy, porlotanto, brindaunaoportunidad parael estudio
histéricodelaenfermedad, conrelacional posibleorigendela
misma en Cuba. Los valores de prevalencia e incidencia tan
elevados de formaestable, enunidénal patrén de herenciadomi-
nante, el efecto deanticipacidény el curso inexorablemente pro-
gresivo, remarcan este importante problema de salud que afecta
alaregionoriental del pais.
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segment, which decrease the toxicity of the abnormal ataxin-2, and/or other protective factors.
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The spinocerebellar ataxias (SCAs) include several clinically,
pathologically and genetically heterogeneous neurodegenerative
disorders, characterized by the loss of balance and motor coordi-
nation due to dysfunction of the cerebellum and its afferent and
efferent pathways [7]. SCAs are associated with at least 28 loci. The
disease gene has been identified in 14 SCA types (SCA1-8, 10-14,
17, 27 and DRPLA) [13].

Most of the few existing epidemiological studies of hereditary
ataxias have been performed in isolated geographical regions in
families not large enough for linkage analysis. The collective world-
wide prevalence is estimated in about 5-7 cases per 100,000 people,
although higher figures have been reported in particular popula-
tions because of founder effects [24].

Several previous studies have reported a high prevalence of
SCA2 in the north-eastern region of Cuba, specifically in the Hol-
guin province [30,14,31]. However, the prevalence of this and other
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hereditary ataxias in the whole Cuban population has not been so
far thoroughly determined.

The underlying mutation of SCA2 is an unstable expansion of
a polyglutamine domain within ataxin-2. The size of the polyglu-
tamine expansion has a strong influence on the age at onset as well
as the severity of disease [10,17,20].

The aims of the present study were: (a) to determine the preva-
lence of autosomal dominant SCAs (SCA1-3, SCA6, SCA17, and
DRPLA), as well as of recessive and sporadic ataxias and (b) to assess
the correlation between the clinical features (age of onset, clini-
cal severity, anticipation) and the length of the expansion and the,
intergenerational instability in SCA2 patients.

The study was conducted by the National Center for the Research
and Rehabilitation of the Hereditary Ataxias in the city of Holguin,
which is the main referral center for these conditions in the country.
In order to establish the epidemiological profile of inherited ataxias
in Cuba, we conducted a survey to identify all patients with primary
ataxic disorder and their asymptomatic relatives.

Clinical examinations and family history enabled the classifi-
cation of patients as affected with SCA, recessive ataxia, sporadic
ataxia or secondary ataxia. The latter group included patients
with secondary ataxia due to alcoholism, neoplasias, autoimmune
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Table 1
Distribution of SCA2 patients and prevalence rates by provinces, Cuba, 2006-2007.

Cuban provinces SCA2 patients Prevalence rate

Holguin 413 40.18
Las Tunas 63 11.82
Granma 23 2.75
Santiago de Cuba 24 2.30
Camaguey 14 1.76
Guantanamo 5 0.96
Ciudad Habana 27 1.04
Isla de la Juventud 2 248
La Habana 2 0.28
Cienfuegos 2 0.50
Matanzas 3 0.45
Total 578 6.57

or inflammatory diseases, vascular pathology, malformations and
other non-genetic causes, and was excluded from further study.

The Ethics Committee of the National Center for the Research
and Rehabilitation of the Hereditary Ataxias approved the research
protocol and all studied patients signed an informed consent form
after being explained the purpose and methods of the research.

Genomic DNA was isolated from peripheral leukocytes from all
patients diagnosed with SCA, using standard protocols. PCRs and
gel electrophoresis were carried out on SCA1, SCA2, SCA3, SCAG6,
SCA17 and DRPLA genes according to established techniques.

In the first phase of the study, 753 patients with hereditary atax-
ias were identified, belonging to 200 unrelated families. Of them,
666 (88.44%) had SCAs, 69 (9.16%) had recessive ataxias and 18
(2.39%) had sporadic ataxias. Out of the 666 patients with SCAs, 578
(86.79%) were found positive for an expansion in SCA2 gene, and 8
patients (1.2%) were positive for an expansion in the SCA3 locus.
No mutations were detected in the remaining 80 (12.00%) patients
with SCA; in particular, no expanded SCA1, SCA6, SCA7, SCA17 and
DRPLA alleles were detected. We identified 7173 asymptomatic at-
risk individuals in the SCA2 families, 2060 of which (75.90%) were
first-degree relatives.

The second phase of the study was devoted specifically to further
define the clinical manifestations and molecular epidemiology of
SCA2, which was presentin 11 out of the 14 provinces of the country.
The distribution of SCA2 patients and prevalence rates by province
are shown in Table 1. The highest concentration of SCA2 muta-
tion was observed in the Holguin province, with 413 SCA2 patients
and 1384 asymptomatic first-degree relatives. This value represents
71.45% of all Cuban SCA2 patients. The prevalence rate of SCA2 in
the Holguin province is 40.18 per 100,000 inhabitants, but there are
regions of the province where the prevalence reaches higher val-
ues with remarkable figure in Baguanos municipality (141.66 per
100,000 inhabitants) (Fig. 1).
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Fig. 1. Prevalence rate of hereditary ataxias in the province of Holguin, Cuba
(2006-2007).

All patients showed a cerebellar syndrome characterized by
ataxic gait, cerebellar dysarthria, dysmethria and dysdiadochoki-
nesia. In 558 of these (96.5%), gait ataxia was the first symptom of
the disease. Patients exhibited abnormal tandem stance (95%), slow
saccadic eye movements (91%), limited voluntary ocular move-
ments (88%), loss of vibration sense (73%), areflexia or hyporeflexia
(77%) and abnormal swallowing (76%). Autonomic abnormalities
(urinary dysfunction, hypohidrosis, constipation, and sexual dys-
function) were presented in 77.68% of the cases.

The age at onset of SCA2 ranged from 3 to 79 years, with a
mean of 32.96 £+ 13.10. There was no significant difference in the
age at onset between males; (mean 32.1 4+ 13.6) and females (mean
32.7+13.4). In order to assess the correlation between the size of
the polyglutamine expansion and age of onset of symptoms, sim-
ple regression analyses were conducted and best fit were obtained
using a log(y) transformation. A significant negative correlation of
age of onset and polyglutamine expansion size (r=0.80; P=0.0002)
was revealed. The duration of the disease from first symptoms to
death varied from 6 to 39 years; mean 16.49 4+ 7.11.

In order to assess the severity of the cerebellar ataxia and its
progression from early to late stages, we used the Scale for the
Assessment and Rating of Ataxia (SARA) [22] in a subsample 215
SCA2 patients with clinical and molecular diagnosis. The SARA score
ranged from 4 to 39, mean 15.8 4 7.25. There was a significant posi-
tive correlation between the SARA score, the size of the CAG repeat
(r=0.4470; P<0.001) and disease duration (r=0.5366; P<0.001).
ANOVA followed by post hoc Newman Keuls methods differentiated
patients using SARA in three clinical stages defined by Klockgether
[12]: stage 1 (slight gait ataxia): 14.09 +0.71; stage 2 (loss of inde-
pendent gait): 19.66 + 2.34, stage 3 (confinement to wheelchair or
bed): 30.33 +2,34; F=13.94, P <0.0001. The size range of the SCA2
abnormal allele was 32-79 CAG repeats. The most common size of
the abnormal allele in SCA2 patients was (CAG)37 (Fig. 2). Unex-
panded alleles ranged from 13 to 31 units. Normal alleles with 22
CAG repeats were the most frequents (76%). Nineteen percent of the
remaining normal alleles ranged between 23 and 31 CAG units and
5% from 13 to 21.

Genetic anticipation was observed in the 80% of transmissions.
We performed a detailed study of intergenerational instability of
the repeat in 102 sibships. Expansions occurred in 89.03% and the
contractions in 10.97% of the offspring of affected patients. Paternal
transmission resulted higher variability in repeat length; ranging
from —6 to +38 CAG repeats versus only —5 to +6 CAG repeats via the
maternal transmission (Fig. 3). 89.04% of the patients with intergen-
erational expansion showed anticipation in the age onset compared
to the parent and 10.96% showed expansions without anticipation.

Anticipation of age at onset (range 2-29 years) also occurred
without intergenerational instability in 75% of a randomized sam-
ple of offspring of affected individuals.
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Fig. 2. Frequencies of pathological CAG repeats in 578 Cuban subjects with SCA2
mutation.
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Fig. 3. Intergenerational instability of CAG expansions in SCA2. Dark bars indicate
maternal transmissions and white bars indicate paternal transmissions.

The global incidence and prevalence of SCA2 are unknown [12]
and there are large regional variations due to founder effects [24].
Large SCA2 families have been found in India [26], Martinique [5],
Australia [27], Tunisia [2], Germany [23] and Italy [32].

Probably, the marked SCA2 prevalence in Cuba stems for His-
panics founders arrived to eastern region at XVII. Two main lines
of evidences reinforce the above: (1) SCA2 Cuban families have a
wide documented story of Hispanic origin and (2) almost all fam-
ilies share the same chromosomal haplotype surrounding in close
region of SCA2 mutation [9].

Despite the dissemination of Cuban families through the island,
the SCA2 prevalence in Holguin is different from other regions of the
country. Cultural and environmental process has long lasting effects
on allelic diversity, restricting mutations to selected populations
[28]. The endogamous and closed cycle marriages of Holguin peo-
ple living at XVII altogether with putative restricted environmental
unbalancing, limited the SCA2 to Holguin. A similar explanatory
mechanism has been proposed in SCA3 founders in Azoreans [15].

The prevalence of SCAs is influenced by the frequency of large
normal alleles sharing the same chromosomal haplotype of patients
[29].In Holguin, the stable prevalence of SCA2 along time [30,14,31],
despite the existence of genetic anticipation is likely the result of
the high frequency of large normal alleles with pure CAG, which
represent reservoirs of mutated alleles, driving to the continuous
raising of new SCA2 cases. Our Center has an ongoing project to
perform haplotype studies in this population to test this hypothesis.

The SARA rating scale is areliable and valid assessment of ataxia,
making it an appropriate test to evaluate its most important neuro-
logical manifestations, such as gait, stance and coordination of the
upper and lower limbs, as well as to estimate the progression rate
and its predictors [22].

The current study is the first in the world to use the SARA rating
scale in more than 200 patients with autosomal dominant hered-
itary ataxia derived most likely from a founder effect. We found a
strong correlation between the SARA score and the CAG expansion
size and disease duration, indicating that the main clinical mani-
festations of SCA2 and its progression are a direct consequence of
the genetic mutation. Also SARA settled robustly the patients in
the SCA2 clinical stages, supporting their use in clinical surveys to
assess the progression of cerebellar syndrome.

The strong correlation between CAG size and age of onset of
symptoms in our patients is the highest ever reported in SCA2. Sev-
eral factors can contribute to this finding, such as a large number
of patients belonging to the same founder population and a wide
range of CAG sizes (32-79 CAG). However, since this correlation has
also been found in other studies in different founder populations
[11] we cannot rule out that the common haplotype may be the
driving force contributing to the correlation. Age of onset-CAG size
correlation might be affected by other factors than CAG size: gene
modifiers [8,19], ATXN2 polymorphisms or other genes [25], and
unknown environmental factors.

The fact that at least 11% of expansions were not associated with
anticipation, may reflect the effect of cis-acting elements and the
presence of CAA interruptions in the CAG segment [3,16,4], decreas-
ing the toxicity of CAG at mRNA or protein levels or other protective
factors.

An unexpected result in this study was the presence of genetic
anticipation (range 2-29 years) in 75% of a randomized sample of
102 sibships in the absence of intergenerational instability. We are
not aware of any similar finding in the literature. A plausible expla-
nation is that the variation in the severity of SCA2 can also be due
to gene modifiers combined with environmental factors, although
more research is needed to achieve a better understanding of this
finding.

The frequent intergenerational expansion of the CAG repeat, in
contrast with the infrequency of its contraction, found in the Cuban
patients studied, has been described in other populations [1,6]. This
could be due to differences in hairpin stability of CAG with respect
to CTG, enabling a preferential replication to CAG with respect to
CTG [3,16,4,18].

Our finding that a CAG size range between 32 and 79 units is
capable to cause SCA2, is similar to what was reported in a previous
Cuban study [21].

The prevalence of the SCA2 mutation in the Holguin province of
Cuba is the highest reported worldwide, and reflects most likely
a founder effect. The stabilization of the prevalence rate along
time suggests the existence of premutated chromosomes with pure
CAG, acting as a founder reservoir for new expansions. Further epi-
demiological studies will be focused on the scanning of other SCA
mutations in Cuban population, such as SCA7, SCA15, SCA16, SCA18
and other.

The work of our Center has enabled a complete ascertaining
of all families affected with SCAs in Cuba and the establishment
of national guidelines to improve their clinical management and
to provide genetic counselling and presymptomatic testing. The
Cuban experience in the molecular epidemiology, as well as in
the management and prevention of these conditions, could be
expanded in international collaborative studies to design new ther-
apies and better palliative treatments.
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1.2. Principales caracteristicas genotipicas y fenotipicas de la Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2 y su impacto sobre el diagndstico y

tratamiento de la enfermedad

Los trabajos que conforman esta parte estan publicados en:

» Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. En: Ataxia Espinocerebelosa Tipo
2. Diagndstico, prondstico y evolucion. Ciudad Habana: ECIMED,
2012 p. 28-52

» Cerebellum (2011); 10:184-198 (Factor de impacto: 3.288)

En esta parte se abordan las principales caracteristicas moleculares de la
SCAZ2, relacionadas con el gen ATXN2 y la proteina ataxina-2, asi como su
relacion funcional con la fisiopatologia de la enfermedad. Se incluyen las
alteraciones biogquimicas tales como, dishomeostasia de oligoelementos,
reduccion de los niveles de Eritropoyetina y estrés oxidativo; cuya
caracterizacion permitio la identificacion de nuevos blancos terapéuticos.
Ademas, se muestran los hallazgos morfologicos en cerebelo, tallo cerebral,
talamo y médula espinal.

Se presentan los aspectos relacionados con las caracteristicas clinicas de la
SCA2, principales exadmenes complementarios, asi como el diagnostico
diferencial, evolucion, pronéstico y las estrategias de tratamiento, basadas
fundamentalmente en ensayos clinicos y su combinacién con la rehabilitacion.
Finalmente, se exponen algunos elementos e impacto de los programas de

diagnéstico presintomatico y prenatal.
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Capitulo 2

ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2

EPIDEMIOLOGIA

En Cuba existen 197 familias con ataxias de cardcter hereditario. Estas agru-
pan a 753 enfermos y 7 173 descendientes con riesgo de enfermar; de ellos,
666 pacientes presentan una ataxia espinocerebelosa autosomica dominante,
69 casos ataxia autosomica recesiva, y 18 con ataxia esporddica. De los
enfermos con ataxias autosémicas dominantes, 578 (86,78 %) se encuentran
clasificados molecularmente como Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 (SCA?2)
se agrupan en 106 familias y dos casos esporadicos, con 5 448 descendientes
con riesgo.

La SCA2 representa 15 % de todas las ataxias a nivel internacional; sin
embargo, la frecuencia de presentacion de esta en Cuba es la mas alta repor-
tada a nivel internacional. En la provincia de Holguin, un 96,4 % de los enfer-
mos y el 95,7 % de las familias con ataxias autosdmicas dominantes pertene-
cen a la forma molecular SCA2, por lo que se invoca un efecto fundador.

En 1978, Vallés reportd, en la region oriental de Cuba, una prevalencia de
41,3 enfermos por cada 100 000 habitantes, para todas las ataxias autosdémicas
dominantes. En la década de los 80 Orozco y colaboradores (1989) reporta-
ron una prevalencia de 41 enfermos por cada 100 000 habitantes. En 1998,
Veldzquez y colaboradores realizaron un tercer estudio epidemioldgico, (publi-
cado en 2002), que abarco la totalidad de los enfermos y descendientes con
riesgo de la provincia de Holguin; reportaron una prevalencia de 41,8 enfermos
por 100 000 habitantes (Fig. 1). La tasa mas alta se encontr6 en el municipio
de Baguanos, 141,66 por cada 100 000 habitantes. Estos estudios sugieren
que esta enfermedad mantiene un curso estable a lo largo de los afios. En un
estudio mds reciente, que se realizo en toda la isla, se demostro que las tasas de
prevalencias en Holguin se mantienen constantes. Este fenomeno se debe a la
existencia, dentro de la poblacion sana no portadora, de individuos predispues-
tos a sufrir premutaciones y transmitir alelos mutados a su descendencia.


Administrador
Text Box
ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 


Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Diagnostico, prondstico y evolucion 29

Holguin
61,90

Fig. 1. Tasa de prevalencia de las ataxias hereditarias en los diferentes muni-
cipios de la provincia de Holguin. Existen mayores prevalencias en los muni-
cipios de Baguanos, Cacocum y Holguin.

Epidemiologia de los descendientes con riesgo

En la provincia de Holguin existen 5 132 descendientes en riesgo de enfermar,
los que representan 94,19 % del total del pais. De ellos, 2 060 son descendientes
directos de los enfermos y 3 388 descendientes no directos, distribuidos entre
las generaciones I y VIII. De los descendientes directos, 87,33 % se concen-
tro en la region oriental de Cubay 67,18 % (1 384 casos) pertenecio a la provin-
cia Holguin. Los municipios mas afectados fueron Baguanos (242 casos) y
Holguin (628 casos).

Fueron estudiados por técnicas moleculares 1 614 descendientes directos
de todo el pais (78,34 %). En 479 de los casos se identificd la mutacion SCA2,
de ellos 72,86 % (349 casos) pertenecio a la provincia de Holguin.

Entre enfermos y descendientes, se estima que existen, en Cuba, 2 330 perso-
nas con la mutacién SCA2; de estos, 1 697 son de la provincia de Holguin. Las
tasas de prevalencia estimadas son de 20 y 163 casos por cada 100 000 habitan-
tes para Cuba y Holguin, respectivamente. Estas cifras demuestran que la ataxia
SCAZ2, presenta la mas alta prevalencia a nivel mundial, no solo en relacién con
otras ataxias, sino también al compararse con otras neurodegeneraciones.

Tasas de incidencia y mortalidad

En el estudio realizado durante el periodo 1998-1999 se diagnosticaron 45 nuevos
enfermos en la provincia de Holguin, para una incidencia general de 4,39 casos
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por cada 100 000 habitantes. Con la excepcion de los municipios de Gibara y
Cueto, en todos los demas que existian enfermos, se detectaron casos nue-
vos. Las tasas mas elevadas se encontraron en los municipios de Holguin,
Béaguanos y Cacocum. Sin embargo, en el estudio realizado entre los afios
2002 y el 2003, se diagnosticaron 19 casos nuevos, es decir, 26 casos menos
que el estudio anterior. Los municipios de Antilla, “Urbano Noris”, Baguanos,
Holguin y Cacocum presentaron las tasas de incidencias mas elevadas. En el
periodo 2002-2003 fallecieron 15 casos de ataxias hereditarias, todos del tipo
SCA2 (tasa de mortalidad de 1,44 fallecidos por cada 100 000 habitantes).

Epidemiologia genética

El estudio molecular demostrd que 44,19 % de los descendientes estudiados
presentd expansiones patologicas de Citosina Adenina Guanina (CAG), en al
menos uno de los dos alelos. Se identificaron 1 249 alelos normales y 563 alelos
patologicos. Los valores de los alelos normales oscilaron entre 13 y 31 unida-
des de CAG (22,62+1,95); predomin¢ el alelo de 22 CAG (70,69 %). Los
valores de los alelos patoldgicos oscilaron entre 32 y 79 unidades de CAG
(38,64+3,67); predomind el alelo de 37 CAG (12,78 %).

La comparacion de medias del nimero de CAG del alelo expandido no
demostro diferencias significativas (F=1,0715; p=0,3015); entre los dos sexos
de los enfermos (40,14+4,32 unidades de CAG en el masculino, y 39,65+3,65
unidades, en el femenino); tampoco demostrd diferencias significativas
(F=0,2535; p=0,6150) en relacion con el sexo del progenitor (40,03+4,83 CAG,
en la transmisidn paterna, y 39,79+3,18 CAG en la materna).

En 102 parejas de padres e hijos, se estudid el cambio intergeneracional de
CAG del alelo patoldgico. En 82 casos (80,39 %) se produjo un cambio en el
numero de CAG. La expansion de CAG predomino (89,02 %), mientras que
la contraccidn se presento en 10,97 %.

La intensidad del cambio vari6 entre -6 y +38 unidades de CAG, con un
promedio de +2,12 CAG (Fig. 2.). El tamafio de las contracciones oscild
entre -1 y -6 unidades de CAG (-3,22+1,92), y el de la expansion entre 1 y
38 unidades de CAG (3,36+4,68). El cambio que predomino fue de 1 unidad
de CAG con una frecuencia de 33,33 % en las contracciones, y 28,76 % en
las expansiones. De las grandes expansiones (7-38 CAG), 100 % se presen-
taron en transmisiones paternas. Se demostrd un incremento significativo
(F=8,3264; p=0,0234) de la intensidad de la expansion intergeneracional de
CAG en las transmisiones paternas (4,55+6,17 CAG), en relacion con las
maternas (2,08+1,29 CAG).
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Fig. 2. Representacion de la inestabilidad intergeneracional en 102 parejas de
padres e hijos. La intensidad del cambio varié entre -6 y +38 unidades de CAG.

FISIOPATOLOGIA DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2

En la actualidad, no se conocen con exactitud todos los mecanismos
fisiopatoldgicos que conllevan a las alteraciones propias de esta enfermedad.
Sin embargo, se han sugerido hipdtesis que tratan de explicar la
neurodegeneracion en la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 (SCA2).

La SCA2 se produce por una mutacion dindmica que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 12 y se caracteriza por el incremento en el niime-
ro de repeticiones del trinucledtido CAG en el primer exon del gen respectivo,
conocido como ATXN2. Como resultado de la traduccion se forma la proteina
Ataxina-2 que contiene un dominio poliglutaminico debido a que el CAG codi-
fica para el aminodcido glutamina. Esta proteina se expresa de manera ubi-
cuay es eminentemente citoplasmatica; se localiza en el complejo de Golgi,
reticulo endoplasmatico y mebrana citoplasmatica. Una vez sintetizada de
forma expandida, la proteina ataxina-2 adquiere una conformacién anormal,
por lo que es ubiquitinada, para luego ser degradada por el proteosoma celular
26 S; no obstante, se ha demostrado la disfuncidn de este mecanismo, lo que
produce la acumulacion de la proteina mutada en la célula. De esta manera,
la ataxina-2 sufre un proceso de agregacion, del que resulta la formacion de
inclusiones, fundamentalmente, citoplasmaticas.

La acumulacidn de inclusiones de la proteina en la célula desencadena
una serie de efectos que conducen a la muerte celular y, por ende, a la
neurodegeneracion asociada con esta enfermedad. Tales efectos pueden ser
la activacion de vias apoptoticas, estrés oxidativo, alteraciones de la expre-
sidn génica, disregulacidn de mecanismos de neuroproteccion, interferencia
con el transporte axonal, ruptura de estructuras subcelulares, como el com-
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plejo de Golgi, disfuncidn del proteosoma, alteraciones del metabolismo del
calcio y excitotoxicidad (Fig. 3). En su conjunto estas alteraciones
fisiopatologicas se traducen en diferentes manifestaciones fenotipicas, que se
inician desde estadios subclinicos. El estudio de estas alteraciones no siempre
se puede evidenciar por medio de la evaluacion clinica, de ahi la importancia
de los estudios electrofisiologicos para la caracterizacion de la enfermedad.
Las primeras alteraciones neurofisiologicas se detectan en cerebelo, tallo
cerebral y ganglios de la raiz dorsal, segun los estudios de aprendizaje
visuomotor, electronistagmografia y polisomnografia, respectivamente; por su
importancia, se analizaran en los capitulos siguientes.

Cromosoma

12q

{} sindrome cerebeloso
lrastornos movimientos oculares

Disfuncion frontoejecutiva

Gk]pl(!ﬁﬁh‘ \
Estrés oxidativo
‘ Alteraciones expresion
genetica
Disminucion de la < . Cerebelo
I neuroproteccion 5 _[:’“” l“"_r“hr“l]_
ATAXINA-2==={  |pterferencia del transporte < Corteza cercbral
mutada dxanal =:::— E ::;-. lilamo
Ruptura de estructuras 7 _""hdu]“ espinal
subealulares G Ganglios dorsales
Disfuncion del proteosoma o
Dishomeostasis del calcio {}

Q‘.lmtmi(ul;ld /

Neuropatia periférica
Trastornos del suefio
Disfuncion Autondmica

Fig. 3. Principales mecanismos fisiopatoldgicos que caracterizan ala SCA2,
desde el gen hasta la neurodegeneracion.

A continuacion se analizan las principales caracteristicas moleculares,
bioquimicas y neuropatologicas de la SCA2.

CARACTERIZACION MOLECULAR
Gen ATXN2

El gen asociado con la SCA2 se identifico de manera independiente, en el afio
1996, por 3 laboratorios diferentes, en los Estados Unidos de Norteamérica,
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Francia y Japdn. Este ocupa una secuencia génica de 130 kb dentro del brazo
largo del cromosoma 12 (12q 23-24,1) y codifica para una proteina llamada
ataxina-2.

El gen esta constituido por 25 exones, cuyas extensiones varian con un
rango entre 37 y 890 pb. El tamafio de las regiones intronicas varia entre 323 pb
y mas de 15 kb. Mediante los estudios de Northern Blotting se detectd un
ARNm de 4,5 kb como principal transcripto, el que posee un marco abierto de
lectura de 3 936 pb. De manera muy interesante se ha comprobado la presencia
de diversas variantes de empalme alternativo en el gen de la SCA2. En seres
humanos y ratones se han identificado variantes sin los exones 10, 12 y 24.

Se sugiere que los exones eliminados mediante el proceso de empalme
alternativo tienen una funcion reguladora que depende de las necesidades de
cada tejido en el que se expresa el gen.

En la secuencia que conforma el primer exdn del gen de la SCA2 se
encuentra una region repetitiva del trinucledtido CAG; interrumpida, en dos
ocasiones, por el trinucledtido CAA. Esta regidn tiene una gran importancia
patoldgica, ya que en ella ocurre la mutacidon que provoca la enfermedad. La
alteracion genética, clasificada como una mutacion dinamica, consiste en la
expansion del nimero de repeticiones del trinucledtido CAG por encima de un
valor limite definido. En la mayoria de los sujetos normales (84 %) esta region
se compone de 22 tripletes (CAG), C44 (CAG), C4A4 (CAG),, aunque su
tamafio puede variar entre 13 y 31 repeticiones. Esta region no se encuentra
en secuencias homologas de ratones. La presencia de 32 o mas tripletes en
esta region provoca la aparicidon de la enfermedad, aunque no es hasta valo-
res superiores a 37 unidades de CAG, que se expresa la penetrancia completa
del gen. El alelo de mayor expansidn en pacientes cubanos es de 79 tripletes.

La expansion del trinucledtido CAG influye en 60 % de la variabilidad de
la edad de inicio de los pacientes con SCA2. De la variabilidad residual, 40 %
debe estar determinado por la influencia de varios factores genéticos,
epigenéticos y ambientales.

Entre los factores genéticos modificadores que influyen sobre la variabili-
dad, en la edad de inicio de los sintomas, estan el tamafio del alelo no expandido
en el gen SCA2, asi como los genes rai [ 'y cacna I. Ademas, se encontro una
influencia significativa de una variante polimorfica del complejo mitocondrial
I sobre la edad de inicio de la SCA2.
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Ataxina-2
Caracteristicas fisico-quimicas

La ataxina-2 es una proteina citoplasmatica de aproximadamente 140 kDa y
1 312 residuos aminoacidicos. El punto isoeléctrico de este polipéptido es
de 9,6, lo que la ubica como una proteina bésica, a pesar de contar con
una region que comprende 46 aminoacidos acidos, codificados por los
exones 2 al 7. Esta region consiste en 2 dominios globulares denominados
Lsm (del inglés like Sm) y LsmAD (del inglés Lsm-Associated Domain)
(Fig. 4). El primero adquiere una estructura tridimensional de tipo barril 3
abierto y se sugiere que participa en el procesamiento del Acido Ribonucleico
(ARN). El dominio LsmAD adopta una estructura en hélices o y contiene
seflales para la ubicacion de la proteina en la porcion frans del Complejo del
Golgi y su salida del reticulo endoplasmatico.

Poliglutamina Lsm LsmD PABC AZD

Fig. 4. Representacién esquematica de la estructura primaria de la ataxina-2
humana. PolyQ: dominio poliglutaminico, Lsm: dominio semejante a sm.
LsmAD: dominio asociado con Lsm. PABC: dominio de unién con la PABP,
A2D: dominio de ataxina-2.

Hacia su extremo C-terminal, la ataxina-2 posee un motivo PABC
[Polyadenine Binding Protein C-terminal Domain; en espaiiol: Dominio
C-terminal de PABP [del inglés Poliadenilate (PoliA)-Binding Protein] de
interaccion con la proteina de union con colas de poliadeninas en el ARNm.
Esta ultima proteina ejerce un papel fundamental en la traduccion del ARNm
y regula la estabilidad de este.

La ataxina-2 consta de otro dominio con posible importancia funcional hacia
la region c-terminal de esta. Este es el caso del dominio A2D (del inglés Ataxin
2 Domain Protein), el que se asocia con el receptor de trompoyetina Mpl.

La ataxina-2 no tiene sitio de glicosilacion, pero si esta fosforilada. Es proba-
ble que el sitio de fosforilacion se localice en un motivo estructural comprendido
entre los aminoacidos 853-858, que por homologia con un motivo presente en
la ataxina 1 puede interactuar con diversas moléculas reguladoras de la trans-
cripcion, el ciclo celular o estar involucradas con el proceso neurodegenerativo.



Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Diagnostico, prondstico y evolucion 35

Patrones de expresion

La ataxina-2 es una proteina de expresion ubicua, razon por la cual su sintesis
no estd restringida al Sistema Nervioso Central. La caracterizacion de la protei-
na homologa con la ataxina-2 humana en ratones (las que conservan 91 % de
identidad) arrojo que esta proteina ademds de expresarse en el cerebro, se
encuentra en tejido cardiaco, riflones, musculos, pulmones y bazo.

En el cerebro humano, la ataxina-2 se localiza en el citoplasma apical de
neuronas piramidales en las capas III, V y VI del 16bulo frontal, pero no en la
sustancia blanca. Otras estructuras cerebrales donde se ha detectado la pre-
sencia de la ataxina-2 son las neuronas piramidales del hipocampo y las
granulares del giro dentado. En los ganglios basales solo se ha podido deter-
minar la expresion de la proteina en las neuronas del globo palido y el nticleo
amigdalino. A nivel del mesencéfalo y el bulbo raquideo, la ataxina-2 se ex-
presa en las grandes neuronas de la sustancia negra y el nucleo troclear. El
marcaje inmunohistoquimico de la ataxina-2 en los nucleos olivares y el
coliculo superior fue moderado, lo que sugiere una baja expresion de esta
proteina en estas estructuras.

Las neuronas de Purkinje muestran los mayores niveles de expresion de la
ataxina-2, en el Sistema Nervioso Central. En estas, la proteina se distribuye
por toda la célula, incluyendo las dendritas. El marcaje inmunohistoquimico de
estas neuronas indica que la ataxina-2 tiende a ubicarse perinuclearmente y
polarizarse hacia un extremo de estas.

La localizacidn subcelular de la proteina parece ser muy variada. Diver-
sos estudios han revelado su presencia en la fraccidn citosolica y la fraccion
reticulo endoplasmatico/complejo de Golgi, asi como a lo largo de la membra-
na citoplasmatica. Estudios mas recientes evidencian una asociacion entre la
ataxina-2 y los polirribosomas, a través de los dominios Lsm/LsmAD vy el
motivo de interaccién (PAM2).

Caracteristicas funcionales

Aungque la estructura primaria y conformacional de la ataxina-2 permite pre-
decir algunas propiedades funcionales, hasta este momento no se conoce la
funcion que esta realiza en las células. Sin embargo, se plantea que la misma
esta involucrada en el metabolismo del ARN y el funcionamiento de las mem-
branas citoplasmaticas.
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Metabolismo del Acido Ribonucleico

Las principales evidencias que sustentan esta funcion parten de estudios de
homologia estructural y funcional con otras proteinas, como las proteinas con
dominios Lsm, las que participan en el procesamiento del Acido Ribonucleico
(ARN) a diversos niveles. La proteina analoga con la ataxina-2 humana en
levaduras (Pbp1) regula la poliadenilacion del ARNm y se une a una proteina
analoga a la PABP humana.

Recientemente se demostrd una interaccidon entre la ataxina-2 humana
con la proteina A2BP1, la que posee un motivo estructural muy conservado
entre las proteinas de union al ARN.

Por ultimo, la identificacion de la ataxina-2 en los granulos de estrés de
mamiferos, sugiere su papel en la estabilidad y funcionalidad del ARNm, en
presencia de condiciones ambientales estresantes para las células.

Estudios realizados con el polipéptido homologo con la ataxina-2 humana
en C. elegans indican que la funcidn de esta proteina esta mas relacionada
con la traduccidn del ARNm que con su sintesis. Otros autores han sugerido
que la ataxina-2 forma parte de un complejo que participa en la traduccion a
proteinas de algunos ARNm.

Segun lo que estas evidencias indican, la ataxina-2 parece estar relaciona-
da funcionalmente con el procesamiento de los ARNm, ya sea mediante la
union directa con estos o por medio de otras proteinas. Tales interacciones
podrian tener significacion para la traduccion de los ARNm en proteinas, asi
como para garantizar su estabilidad y transporte.

Funcionamiento de las membranas citoplasmdticas

Entre las evidencias que apuntan hacia un posible papel de la ataxina-2 en las
membranas citoplasmadticas, estd su interaccidon con las endofilinas A1 y A3,
las que participan en el proceso de endocitosis. Estudios previos realizados en
Drosophila sugieren la participacion de la ataxina-2, en el control de la for-
macion de filamentos de actina, probablemente regulando la traduccion, loca-
lizacion y estabilidad de los ARNm de las proteinas que participan de manera
directa en la polimerizacion de esta.

Efectos neurotodxicos de la ataxina-2 mutada

Aligual que muchas proteinas con expansiones poliglutaminicas, la ataxina-2
mutada se agrega en forma de inclusiones. Como rasgo distintivo de esta enfer-
medad, estas se localizan fundamentalmente a nivel del citoplasma. Las inclu-
siones intranucleares ubiquitinadas solo se detectan en 1 a2 % de las neuronas
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pontinas de pacientes con SCA2, pero no en las células de Purkinje. En un
paciente afectado con SCA2 se reportaron inclusiones intranucleares en las
células gliales.

La acumulacién de estas inclusiones en la célula desencadena diversos
efectos que conducen a la muerte celular y por ende a la neurodegeneracion.
Entre los principales mecanismos neurotoxicos aparecen la activacion de vias
apoptoticas, alteraciones de la expresion génica, disregulacion de mecanis-
mos de neuroproteccion, interferencia con el transporte axonal, ruptura de
estructuras subcelulares como el complejo de Golgi, disfuncion del proteosoma
y afectacion de la excitotoxicidad.

Hace poco se reportd una interaccidn entre la ataxina-2 normal y mutada
con una proteina asociada con un fenotipo parkisoniano de herencia autosdémica
recesiva. Esta proteina, denominada parkina, tiene funcidn de ubiquitina-ligasa
y parece modular el efecto neurotoxico de la ataxina-2 mutada.

Caracterizacidén bioquimica de la Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2

La caracterizacion bioquimica de la mayoria de las enfermedades aporta in-
formaciones objetivas para la identificacion y caracterizacion de los mecanis-
mos patogeénicos.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una disfuncion
de los mecanismos bioquimicos relacionados con la de neuroproteccion, el
balance oxidativo y la homeostasis del sistema nervioso.

Oligoelementos

Una de las principales caracteristicas bioquimicas de la SCA2 es la disminu-
cion significativa de los niveles de cinc, cobre, hierro y magnesio en el suero
y el liquido cefalorraquideo de los pacientes, asi como el aumento de los nive-
les de calcio.

Los bajos niveles de cinc se han relacionado con otras enfermedades
neurodegenerativas, como es el caso de las enfermedades de Parkinson y
Alzheimer, y la esclerosis multiple.

Este oligoelemento reviste gran importancia para el mantenimiento de la
homeostasis y desempeiia diversos papeles en el funcionamiento correcto del
sistema nervioso. Una de las funciones mas conocidas es la modulacion de la
neurotransmision glutamatérgica. En tal sentido, se conoce que cuando estos
iones se unen a los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) impiden la
interaccion de estos ultimos con las moléculas de glutamato, lo que detiene las
seflales de excitacion nerviosa enviadas a las neuronas. Teniendo esto en
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cuenta, la disminucion de los niveles normales de cinc podria alterar la regu-
lacion de la neurotransmision glutamatérgica, activando mecanismos que con-
ducen a la excitotoxicidad. Otros autores asocian el cinc con los fendémenos
de plasticidad neuronal y los procesos de aprendizaje y memoria.

El cinc es un importante cofactor de numerosas enzimas. Unas de las de
mayor importancia en el proceso patoldgico de la SCA2 son las proteinas,
miembros de la familia de las endopeptidasas cinc dependientes, las que en
condiciones normales deben participar en la degradacion de la proteina mutada,
pero su funcién se debe comprometer ante la deficiencia de cinc.

El hierro es otro cofactor esencial de muchas enzimas en el Sistema Ner-
vioso Central, como el caso de la tirosina hidroxilasa. Esta participa en la
sintesis de un neurotransmisor muy importante como la dopamina. De mane-
ra interesante, entre los sitios del Sistema Nervioso Central que concentran
grandes cantidades de hierro aparecen dos estructuras sometidas al proceso
neurodegenerativo de la SCA2: la sustancia nigra y el locus coeruleus, lo que
puede influir en la reduccidn de los niveles normales de este oligoelemento en
el Sistema Nervioso Central.

El cerebro es uno de los drganos del cuerpo humano con mayores concen-
traciones de cobre; este mineral participa en importantes procesos que per-
miten el correcto funcionamiento del Sistema Nervioso Central. Tal es el
caso de la formacion y compactacion de las vainas de mielina que rodean los
axones de numerosas fibras nerviosas. Esto podria estar asociado con los
signos desmielinizantes que muestran los pacientes con SCA2.

La disminucion de los niveles de cinc, hierro y cobre en el liquido
cefalorraquideo y el suero de sujetos enfermos con SCA2 puede tener rela-
cion con la alteracion genética que provoca la enfermedad. La ataxina-2 mutada
y agregada en forma de inclusiones podria atrapar estos metales divalentes,
formando complejos de poca solubilidad y limitando su utilizacion en los pro-
cesos fisioldgicos donde estos se requieren.

Neuroproteccidn

Se refiere al conjunto de mecanismos destinados a prevenir o limitar los dafios
al tejido cerebral provocados por diversos factores etiologicos. Entre los princi-
pales mecanismos protectores del Sistema Nervioso Central se incluyen los
que estdn mediados por la Eritropoyetina humana (EPO).

Esta molécula fue identificada en 1994, primero como un factor de creci-
miento hematopoyético, su circulacion es importante para el control de la
oxigenacion de los tejidos, por medio de la regulacion de la eritropoyesis.

Las acciones protectoras de la EPO en el Sistema Nervioso Central se
basan en la activacion de mecanismos antiapoptoticos, antioxidantes,
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neurotréficos y angiogénicos. En los pacientes con SCA2 existe una disminu-
cion de los niveles de EPO en el liquido cefalorraquideo, lo que sugiere una
disfuncidn de estos mecanismos neuroprotectores.

Balance oxidativo

Las enfermedades neurodegenerativas se asocian, con frecuencia, a feno-
menos relacionados con el estrés oxidativo y a la neurotoxicidad. Numerosas
evidencias indican que estos fendmenos pueden desempefiar un importante
papel en la muerte neuronal observada en regiones especificas del cerebro
de pacientes afectados por las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Corea de
Huntington y algunas ataxias hereditarias como la Ataxia de Friedreich.

En los enfermos con SCA?2 existe un incremento significativo en los niveles
de Malonil-Di-Aldehido (MDA) y de Glutatidon reducido (GSH), en el suero y el
liquido cefalorraquideo de los pacientes con SCA2. Esto refleja un bajo nivel
en la capacidad de defensa de los sujetos ante los metabolitos tdxicos, lo que
favorece la ocurrencia de fenomenos asociados al estrés oxidativo.

El estudio de la actividad antioxidante enddgena en sujetos enfermos de
SCA2 ha demostrado una disminucidn significativa en la actividad funcional
de las enzimas glutation S-transferasa (GST), Superdxido-Dismutasa (SOD)
y Catalasa (CAT). Estas proteinas desempefian un papel muy importante en
la actividad antioxidante de las células. La primera cataliza las reacciones de
neutralizacion de varias moléculas oxidadas, al mediar su interaccion con las
moléculas de GSH. La SOD lleva a cabo la conversion catalitica del 16n
superoxido (O2-) en peroxido de hidrégeno (H,O,), mientras que la CAT
convierte esta ultima molécula toxica en H,O.

En un reporte reciente se comprobo que los pacientes con SCA2 cubana
muestran, ademas, una reduccion significativa en su capacidad antioxidante
no enzimatica. Estos resultados fundamentan la aplicacién de terapias
antioxidantes para la modulacion y tratamiento de la SCA2, asi como la pro-
mocién de habitos sanos en estos pacientes y los portadores asintomaticos.

Hasta el momento, no se ha estudiado con profundidad la posible contribu-
cion del sistema inmunologico al fenotipo clinico de la SCA2. Recientemente,
se ha identificado la prevalencia de anticuerpos antigliadina en el suero de
varios sujetos enfermos, aunque su efecto sobre el sindrome clinico merece
ser aclarado.
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Caracterizacidén neuropatoldgica de la Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2

El principal marcador neuropatoldgico de la SCA2 es la atrofia
olivopotocerebelosa temprana, que se acompafia con degeneracion de las
vias somatosensoriales, el talamo, la sustancia nigra, el puente, el 16bulo fron-
tal, la médula oblonga, los nervios craneales, y los cuernos anteriores de la
meédula espinal, asi como una palidez de la sustancia nigra del mesencéfalo,
donde se ha reportado una pérdida superior a 70 % de las neuronas. Desde
el punto de vista neuropatologico, los hallazgos indican que la SCA2 repre-
senta la forma mas grave de las ataxias hereditarias.

Cerebelo

El examen macroscdpico de autopsias muestra una significativa atrofia del
cerebelo, con reduccion de su peso. Los analisis microscopicos muestran una
pérdida temprana y significativa de las neuronas de Purkinje a lo largo de
ambos hemisferios y el vermis, pero fundamentalmente en la corteza del paleo
y neocerebelo. Se aprecia también una disminucion del arbol dendritico, espe-
cialmente en las ramas distales, asi como formaciones en forma de torpedo y
pobre densidad en las fibras de los pedinculos cerebelosos medios e inferiores.

En estadios mas avanzados de la enfermedad, se produce la disminucién
de las neuronas de la capa granulosa en la corteza del cerebelo y del nicleo
dentado. En un reporte reciente se comprobd que el proceso degenerativo se
extiende también de forma pronunciada al floculo cerebeloso.

Tallo cerebral

En el tallo cerebral, se identificd la disminucion del volumen y del peso. Se
observo ademads la pérdida de fibras pontinas del pedunculo cerebeloso me-
dio, y una marcada disminucion de las neuronas de la oliva inferior. El proceso
degenerativo del tallo cerebral en pacientes con SCA2 también se caracteri-
za por la reduccion de las fibras olivocerebelosas, las neuronas pontinas, los
ndcleos precerebelares del tallo. La neurodegeneracion afecta ademas, el
locus coeruleus, las motoneuronas de nucleos craneales y las cervicales.

Talamo

Otro hallazgo anatomopatologico de gran relevancia es la degeneracion de
nucleos talamicos. Entre estos sobresalen el nicleo ventral anterior, ventral
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lateral, ventral lateral posterior y ventral medial posterior, asi como el nicleo
reticular y el cuerpo geniculado posterior.

Médula espinal

La médula espinal muestra una desmielinizacion severa de los cordones pos-
teriores y moderada en los haces espinocerebelosos dorsales. Ademas, se
observa una disminucion de las motoneuronas del asta anterior y de las co-
lumnas de Clarke, asi como desmielinizacion parcial de las raices anteriores y
posteriores y de las fibras intraganglionares. De igual manera se identifico
una disminucidon moderada de las neuronas sensitivas a nivel de las columnas
dorsales, mas pronunciada en los nicleos de Goll que en los de Burdach.

DIAGNOSTICO SEMIOLOGICO
Diagndstico positivo
Antecedentes

Para el diagnostico positivo de la SCA2 se deben precisar los antecedentes
familiares, con el objetivo de conocer si existen otros miembros afectados y
de esta manera confeccionar el drbol genealdgico. Este permitira identificar
la presencia de enfermos en todas las generaciones, lo que es tipico del pa-
tron de herencia autosémico dominante. Es preciso definir la edad de inicio de
los enfermos, teniendo en cuenta que para esta afeccion se estima una edad
promedio en la tercera década de la vida. Existen pacientes en los que no se
pueden definir antecedentes familiares de la enfermedad, lo que pudiera estar
en relacién con mutaciones de novo y falsa paternidad, entre otras.

Cuadro clinico

El sintoma inicial mas frecuente es la dificultad para la marcha en 94,28 % de
los enfermos, mientras que en 5,72 % es la de hablar y la incoordinacién de los
movimientos alternativos de los miembros superiores.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son la ataxia de la marcha,
disartria cerebelosa, dismetria, adiadococinesia, trastornos de los reflejos
osteotendinosos dados por hiporreflexia o arreflexia de las cuatro extremida-
des y movimientos oculares sacaddicos enlentecidos. Las alteraciones de la
expresion facial se caracterizan por pérdida de la grasa periorbitaria, exageracion
de la hendidura palpebral, atrofia de los musculos faciales y pronunciamien-
to de los relieves 0seos. Estas alteraciones muestran una facie caracteristica,
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conocida como facie de asombro. Otra manifestacion clinica frecuente son
las contracturas musculares dolorosas de las extremidades inferiores.

Las manifestaciones clinicas menos frecuentes son los trastornos de la sen-
sibilidad profunda, la disfagia intermitente, fundamentalmente para los liquidos,
fasciculaciones de las extremidades y la cara, y el temblor postural de miem-
bros o cabeza. Otros pacientes muestran manifestaciones de tipo parkinsonianas.
En los pacientes de estadios avanzados existen sintomas de tipo disautondmicos
caracterizados por alteraciones vasomotoras, de la regulacion de apetito y del
peso corporal. También, las alteraciones cognitivas dadas por alteraciones
frontoejecutivas, de la atencion, memoria y concentracion se evidencian en
mas de 80 % de los enfermos. Los trastornos del suefio mas frecuentes son
los del movimiento, como sindrome de piernas inquietas, contracturas muscu-
lares dolorosas y movimientos periodicos de las extremidades. Hacia los es-
tadios finales, la queja mas frecuente es el insomnio.

Exdamenes complementarios

El diagnoéstico de certeza se obtiene mediante los estudios moleculares que
permiten identificar y cuantificar el tamafio de la expansion poliglutaminica.
La identificacion de la mutacion se realiza por medio de electroforesis hori-
zontal en geles de poliacrilamida, en los que se aplica la muestra del Acido
desoxirribonucleico (ADN), aislado de la sangre periférica, previamente am-
plificada mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y
se compara su movilidad electroforética con muestras patrones de ADN ex-
pandidos. Los tamafios de la expansion se determinan por electroforesis en
gel de poliacrilamida polimerizables por luz ultravioleta (UV) en un secuenciador
automatico de genes. Los sujetos portadores de la mutacion poseen tamafios
de la expansion que oscilan entre 32 y 79 repeticiones.

Otros estudios que también se utilizan son la resonancia magnética nuclear,
que evidencia la atrofia de estructuras como cerebelo y tallo cerebral (Fig. 5).

Los estudios neuroquimicos muestran una disminucidn de la actividad es-
pecifica de la GST y un incremento de los niveles de MDA y de GSH, en
suero y en liquido cefalorraquideo. Estos resultados indican un bajo nivel de la
capacidad de defensa ante el nivel toxico y oxidativo. También se puede de-
tectar una disminucion significativa de los niveles de cobre, hierro y cinc en el
suero y liquido cefalorraquideo (LCR). Los estudios neurofisioldgicos son muy
importantes y permiten conocer la extension del proceso degenerativo; entre
estos, los de mayor importancia son los de conduccion nerviosa periférica, la
Electronistagmografia (ENG) y la polisomnografia. Los estudios de conduccion
evidencian una neuropatia periférica sensitiva de tipo axonal. La ENG muestra
una significativa disminucion de la velocidad sacddica en mas de 98 % de los
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Fig. 5. RMN de un paciente con SCA2 (edad 40 afos; tiempo de evolucion,
8 afios; CAG, 39 unidades; SARA store, 19 (A); y un sujeto control [edad
40 anos (B)]. Observe la severa atrofia del cerebelo y el tallo cerebral en
el paciente.

enfermos. Los estudios de suefio permiten identificar la presencia de movi-
mientos periddicos de las extremidades y una importante reduccion del suefio
REM. Las principales alteraciones de estos estudios aparecen descritos en
los capitulos siguientes, dada la importancia de ellos en el diagndstico de esta
enfermedad.

Diagndstico diferencial

Se debe establecer con el resto de las afecciones que forman el grupo de las
llamadas enfermedades por expansiones poliglutaminicas:

1. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 1 (SCAI).
2. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 3 (SCA3).
3. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 6 (SCA6).
4. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 7 (SCAT7).
5. Ataxia Espinocerebelosa Tipo 17 (SCA17).
6. Corea de Huntington.

EVOLUCION Y PRONOSTICO

El curso de la SCA2 es inexorablemente progresivo hasta la invalidez total y
el fallecimiento. La evolucidn y el prondstico son variables y dependen de la
edad de inicio de la enfermedad. En los estadios iniciales, los pacientes pre-
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sentan trastornos ligeros de la marcha, pueden desempenar, de forma inde-
pendiente, las actividades bésicas e instrumentadas de la vida diaria. Con el trans-
curso del tiempo, la enfermedad progresa y los pacientes necesitan de apoyo
externo para caminar. Comienzan a utilizar bastones o andadores. En esta etapa,
tienen dependencia parcial de otras personas para la ejecucion de algunas de las
actividades basicas de la vida diaria. Posteriormente, no logran trasladarse, son
dependientes para realizar todas las actividades de la vida diaria y estan con-
finados en una cama o silla de ruedas.

En los pacientes donde la enfermedad se inicia antes de los 15 afios de edad,
esta dura aproximadamente 11 afios, mientras que en los que debutan después
de los 15 afios puede superar los 20 afios y, en casos aislados, ha durado hasta
de 40 afios. Los estadios finales de la enfermedad son muy dramaticos debido
a que se afecta, notablemente, la deglucion, la fonacion, el suefio y las funcio-
nes autondmicas. Muchos enfermos fallecen por cuadros de broncoaspiracion
y sepsis respiratorias u otras enfermedades intercurrentes en un estado de
delgadez e inmunodepresion importante.

TRATAMIENTO

Hasta este momento, no se cuenta con un tratamiento efectivo que detenga o
bloquee la degeneracion de la SCA2, aunque se estan realizando numerosos
esfuerzos encaminados a la identificacion de blancos terapéuticos y las con-
siguientes estrategias de intervencion. Sin embargo, se conoce que 60 % de
la variabilidad de la edad de inicio y de la expresion clinica de la SCA2 depende
de la mutacion; el resto, 40 %, se relaciona posiblemente con factores modifi-
cadores que aceleran la progresion de la enfermedad, como el dafio oxidativo,
el deterioro de los mecanismos neuroprotectores, déficit de oligoelementos, etc.
Unido a la anterior se ha identificado la presencia de otras manifestaciones de
la enfermedad que se pueden atenuar o modificar con estrategias
medicamentosas, como la neuropatia periférica, la presencia de Movimien-
tos Periodicos de las Extremidades (MPE) y las contracturas musculares
dolorosas. Por tanto, los ensayos clinicos en la SCA2 se encaminan a mante-
ner los pilares siguientes:

1. Rehabilitacidn fisica y cognitiva.

2. Suplementacidn con sulfato de cinc.

3. Antioxidantes.

4. Neuroprotectores.

5. Agonistas dopaminérgicos para contrarrestar los MPE.
6. Megadosis de vitaminoterapia.
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Rehabilitacidén neuroldgica

Esta demostrado que la rehabilitacion constituye la iinica alternativa de trata-
miento para los pacientes con afecciones neurodegenerativas, como la SCA2.
En los enfermos va dirigida a mejorar dos aspectos basicos:

1. Las manifestaciones clinicas del sindrome cerebeloso.
2. Las funciones cognitivas.

Para evaluar el efecto de la rehabilitacion neuroldgica sobre estos dos
aspectos se investigaron 200 enfermos cubanos, durante tres meses, con diag-
nodstico clinico y molecular de SCA2. Todos se evaluaron en dos ocasiones,
antes del tratamiento o estudio basal y a los tres meses. Se demostro que 68 %
de estos mejoraron algun parametro clinico relacionado con la enfermedad.
La escala para la estimacion de la ataxia (SARA; en inglés, Scale for the
Assessment and Rating of Ataxia) evidencid que al final del tratamiento se
logra una mejoria significativa de la coordinacion, el equilibrio y la marcha.

Los estudios estabilométricos demostraron una significativa reduccion del
indice de Romberg (Area), después de tres meses de rehabilitacion, en com-
paracidn con el estudio basal, lo que sugiere una mejoria de la estabilidad
postural y la coordinacion (Fig. 6).
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Fig. 6. Comparacion de medias del indice de Romberg (area) antes del trata-
miento (basal) y a los tres meses posterior a este. Se observa la disminucidn
significativa al finalizar la rehabilitacion (p=0,001).
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Las alteraciones cognitivas estan presentes en mas de 90 % de los pacien-
tes. La rehabilitacion de esas funciones mejora, significativamente, la atencion,
concentracion, memoria y las funciones ejecutivas. Para la evaluacion se utilizo
la latencia de los movimientos sacadicos. Esta variable disminuyd de manera
significativa, en relacion con el estudio basal, luego de tres meses de tratamien-
to (Fig. 7). Este hallazgo traduce dos resultados significativos, uno es la mejo-
ria de la cronometria sacadica, funcion regulada por el cerebelo; el otro es la
recuperacion parcial de la capacidad de reaccion del enfermo ante el estimu-
lo presentado, evento cognoscitivo regulado por estructuras corticales.

: I e

I6() fresessnsssssnnnsnassnnnnnns BssnanasnsseashnnnasssedsannnrnssasnainnEnesnEnaEnanaseenn

Latencia (ms)

240 L R e T T s e e e R R R s LR,

L R T P T P T T P

200

Antes Diespués

Fig. 7. Comparacién de medias para la variable latencia sacadica antes del
tratamiento (basal) y tres meses posteriores a este. Se observa la disminu-
cién significativa al finalizar la rehabilitacion (p= 0,023).

Suplementacidén con sulfato de cinc

Otra de las estrategias de tratamiento se dirige a potencializar el efecto de la
rehabilitacidn mediante la suplementacion de cinc, el cual se encuentra dismi-
nuido en suero y el LCR en los pacientes con SCA2. Este oligoelemento
desempefia importantes funciones neuromoduladoras a nivel del cerebelo. En
varios estudios de marcaje para la localizacion del cinc en la corteza cerebelosa
se ha encontrado su presencia, predominando en la capa de células granulosas,
a nivel de la sinapsis que se forma en los glomérulos. El cincT-5 esta compro-
metido en el transporte de cinc en las células granulosas y el cinc-T6 y 7 faci-
litan el movimiento del cinc dentro del aparato de Golgi.
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En el cerebelo de los ratones, existen grandes niveles de los transportado-
res de cinc (cincT-1, 3, 4 y 6), fundamentalmente en las células gliales de
Bergman, las que se localizan en la capa de células de Purkinje. Esto sugiere
que estas células pueden desempefiar un papel importante en la homeostasis
cerebelosa del cinc.

Por otra parte, participa en los procesos cognitivos del ser humano y tam-
bién modula la actividad especifica de los canales i6nicos quimiosensibles.
Estudios recientes indican que estos canales son inhibidos por bajos niveles
de cinc, pero su actividad se restablece ante altas concentraciones de este
oligoelemento; estos canales son importantes en procesos fisiologicos, como
el aprendizaje y la memoria. La presencia de canales quimiosensibles en el
cerebelo sugieren que bajo condiciones de pH 4cido, como la hipercapnia, las
neuronas cerebelosas pueden volverse mas excitables y activarse los meca-
nismos de excitotoxicidad, los que pueden controlarse por la liberacion de
cinc bajo estas condiciones.

En un ensayo clinico fase II realizado en pacientes cubanos con SCA2,
tratados con sulfato de cinc, se demostrd la mejoria de la estabilidad postural,
la adiadococinesia, el dafio oxidativo a lipidos y la latencia de los movimientos
sacadicos, como resultado del incremento significativo de los niveles de cinc
en el suero y LCR.

Otra de las manifestaciones sintomaticas en esta enfermedad son los tras-
tornos del movimiento durante el suefio que incluyen el sindrome de piernas
inquietas y los movimientos periodicos de las extremidades debido a una
disfuncion de la transmision dopaminérgica. Por tanto, se han utilizado agonistas
dopaminérgicos para mejorar estas alteraciones.

Existen otras estrategias terapéuticas muy prometedoras, pero dada su
complejidad se necesita de mayor tiempo para la aplicacion directa en los
seres humanos. Tal es el caso de la terapia génica y celular, asi como el
bloqueo de la agregacion de proteinas mutadas.

Sin lugar a dudas, 1a mejor solucion terapéutica para la SCA2 es la sustitu-
cion del gen defectuoso o su transcripto (ARNm), mediante terapia génica. Los
resultados obtenidos en ensayos preclinicos con terapia de ARN-interferente
en SCA1 y SCA3 han identificado una mejoria. Sin embargo, su aplicacion en
seres humanos se retardard hasta que sean evaluadas las pruebas de toxici-
dad apropiadas. El desarrollo de terapia con células madres en SCA?2 tiene
como principal obstaculo la extensidn sistémica de la neurodegeneracion. El
bloqueo de la agregacion poliglutaminica consiste en el empleo de farmacos
inhibidores de la formacidn de inclusiones citoplasmaticas de ataxina-2, cuyo
proposito es evitar el desencadenamiento de las cascadas patogénicas que
conducen a la muerte neuronal y la degeneracion.
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Programa de diagndstico predictivo

El programa para el diagndstico predictivo de la Ataxia Espinocerebelosa
Tipo 2, que se ofrece en el Centro para la Investigacion y Rehabilitacion de
las Ataxias Hereditarias (CIRAH), es una experiencia tnica de su tipo en
Cuba y en el resto del mundo. Se le brinda a personas y parejas con riesgo,
desde febrero del afio 2001. Su objetivo fundamental es el de informar a las
personas con riesgo, la posibilidad de padecer o no la enfermedad y el diag-
nostico precoz de esta en las primeras semanas de embarazo.

Beneficios

Con este programa se espera:

1. Diagnosticar precozmente la SCA2, en las primeras semanas del emba-
razo.

2. Disminuir la aparicidn de nuevos casos con SCA2 cada afio.

3. Elevar la calidad de vida de las familias afectadas a nivel nacional.

4. Disminuir los costos de la atencion médica y social en esta enfermedad.

El diagndstico presintomatico permite conocer el status genético de una
persona con riesgo de enfermar. Este se realiza a:

1. Los mayores de 18 afios de edad que sean asintomadticos y tengan 50 %
de riesgo a priori, siendo su progenitor un enfermo (o atin asintomatico),
en el caso de que este asi lo apruebe.

2. Los hijos de un progenitor fallecido sin estudios moleculares, pero des-
cendiente de una familia con diagnostico molecular de la SCA2.

Este programa permite disminuir la ansiedad propia del desconocimiento,
la preparacion para enfrentar la enfermedad y determinar el riesgo de sus
descendientes. En la experiencia cubana no se han presentado reacciones
psicologicas severas.

El Diagnostico prenatal (DPN) consiste en la realizacion de un conjunto
de procedimientos y técnicas que tienen por objetivo evaluar si un determina-
do feto es portador de la mutacion SCA2. Este ofrece a las parejas la oportu-
nidad de tomar decisiones sobre su descendencia. Se realiza a las parejas que
asisten de mutuo acuerdo, y en las que se cumpla lo siguiente:

1. Que uno de los miembros de la pareja sea enfermo de ataxia SCA2,
demostrado por estudios moleculares.
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2. Que uno de los miembros sea un presintomatico de SCA2, demostrado
por el estudio molecular.

En el Centro de Ataxias se han inscripto 943 descendientes con riesgo,
procedentes de todo el pais. Se han concluido 645 casos, de estos 475 negativos
y 170 positivos. El diagndstico prenatal se ha solicitado por mas de 200 parejas;
han tenido criterios de inclusion en el programa, 48, de estos 27 negativos y
21 positivos.
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Abstract Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an
autosomal dominant cerebellar ataxia characterized by a
progressive cerebellar syndrome associated to saccadic
slowing, peripheral neuropathy, cognitive disorders, and
other multisystem features. SCA2 is caused by the
abnormal expansion of cytosine—adenine—guanine triplet
repeats in the encoding region of the ATXN2 gene and
therefore the expression of toxic polyglutamine expansions
in the ataxin 2 protein, which cause progressive neuronal
death of Purkinje cells in the cerebellum and several
pontine, mesencephalic, and thalamic neurons among other
cells. Worldwide, SCA?2 is the second most frequent type of
spinocerebellar ataxia, only surpassed by SCA3. Never-
theless, in Holguin, Cuba, the disease reaches the highest
prevalence, resulting from a putative foundational effect.
This review discusses the most important advances in the
genotypical and phenotypical studies of SCA2, highlight-
ing the comprehensive characterization reached in Cuba
through clinical, neuroepidemiological, neurochemical, and
neurophysiological evaluation of SCA2 patients and pre-
symptomatic subjects, which has allowed the identification of
new disease biomarkers and therapeutical opportunities.
These findings provide guidelines, from a Cuban view-
point, for the clinical management of the disease, its
diagnosis, genetic counseling, and therapeutical options
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through rehabilitative therapy and/or pharmacological
options.
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Cerebellar syndrome

Introduction

The hereditary ataxias are a clinically, pathologically, and
genetically heterogeneous group of neurodegenerative dis-
orders caused by degeneration of cerebellum and its
afferent and efferent connections, spinal cord, peripheral
nerves, and the brainstem. The most common of these
ataxias are the spinocerebellar ataxia (SCA) subtypes, seven
of which (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17,
DRPLA) are caused by pathological cytosine—adenine—
guanine (CAQG) trinucleotide repeat expansion in the coding
region on the mutated gene [1-3].

Among the almost 32 SCAs, SCA2 is the second most
prevalent subtype worldwide, only surpassed by SCA3 [4].
The disorder was first recognized in India in 1971 by Wadia
and Swami, who were intrigued by the early and marked
slow saccade movements, associated with the cerebellar
syndrome [5]. Twenty-five years later, the underlying
mutation was discovered independently by three distinct
laboratories in the USA, Japan, and France [6-8].

SCA2 is a relatively rare neurodegenerative disorder that
reaches the highest world prevalence rate in Holguin province
(Cuba) resulting from a putative founder effect [9]. Since the
discovery of the disease to date, extensive research conducted
on SCA2 in the fields of neuroepidemiology, population and
molecular genetics, neurophysiology, pathological anatomy,
neuroimaging, neuropsychology, and neuropsychiatry defined
SCA2 as one of the best-known polyQ disease in the world.



Cerebellum (2011) 10:184-198

185

However, this knowledge has not been enough to prevent
SCA2 from being an “orphaned of treatment” disease.

The goal of the present review is to gather the most
relevant knowledge obtained in the SCA2 research, with
emphasis on the Cuban contribution to the comprehension,
diagnosis, clinical handling, and treatment of SCA2.

Historical Background of SCA2 Research in Cuba

The first observations about a noticeable increase of
hereditary ataxias in the northeast region of Cuba were
made by Prof. Rafael Estrada in 1965. In 1971, Valles et al.
studied 526 patients with hereditary ataxia from the
different eastern regions of the country and reported the
highest prevalence in the world [10]. In 1998, the first
neuroepidemiological study was carried out in the whole
Holguin province by Velazquez and co-workers. This study
identified 440 patients and 1,663 asymptomatic relatives
[11]. Later, this study was expanded to all Cuban provinces
in the first neuroepidemiological survey of hereditary
ataxias in a whole country worldwide [8].

Orozco et al. [12] performed an extensive clinical
evaluation of the disease which has become a necessary
reference for subsequent work. In 1993, the locus 12q23-
q24.1 was assigned to SCA2 by linkage analysis [13].
Further studies on 11 large pedigrees from Holguin refined
the candidate region within the 6-cM interval between
D12S84 and DI12S79 and identified a common disease
haplotype in all family ancestors, supporting an SCA2
founder effect in Holguin [14]. In 1996, the SCA2 gene
was identified independently by three different groups [5—7].
In 2006, a transgenic mouse line was generated in Cuba,
expressing the full-length human SCA2 gene (named
ATXN?2) with 75 reiterations of CAG trinucleotide repeats
under the control of the human SCA2 promoter. It was
expected that this line would allow future studies on the
benefits of therapeutic molecules and the underlying
neuropathological mechanisms in this human disorder [15].

Comprehensive programs for neuro-rehabilitation and
for pre-symptomatic and prenatal testing of SCA2 were
introduced since 1998 and 2001, respectively [16—18]. The
work of the Centre for Research and Rehabilitation of
Hereditary Ataxias has enabled a complete ascertaining of
all families affected with SCAs in Cuba and the establish-
ment of national guidelines to improve their clinical
management and to provide genetic counseling and prenatal
and pre-symptomatic testing. Following the Cuban experi-
ence in the clinical, molecular, neurophysiological, and
neurochemical characterization, as well as in the manage-
ment and prevention of these conditions, enormous advan-
ces have been made in understanding their pathological
mechanism. This has led to the development of preclinical
and clinical trials and could be expanded in international

collaborative studies to design new therapies and better
palliative treatments.

Epidemiology of SCA2

The worldwide prevalence of SCAs is approximately five to
seven cases per 100,000 people although the prevalence of
particular SCA subtypes differs among various populations
due to founder effects, such as the SCA3 in Portugal [19, 20]
and SCA2 in Cuba [8, 12].

For SCA2, global prevalence is unknown because most of
the few existing epidemiological studies have been performed
in isolated geographical regions in families not large enough
for linkage analysis. Large SCA2 families have been found in
India, Martinique, Australia, Tunisia, Germany, Italy, Mexico,
Poland, and especially in Cuba [8, 21-23].

A recent epidemiological survey performed in the whole
Cuban population disclosed the existence of 578 SCA2
patients in 163 families and distributed in 11 of the 14
provinces, which represent 87% of patients with SCAs, giving
a national prevalence rate of 6.57 cases per 10° inhabitants.

Furthermore, 7,173 asymptomatic at-risk individuals in the
SCAZ2 families were identified, 3,083 of whom (42.98%) were
first-degree relatives of affected individuals, accounting for a
national prevalence of SCA2 mutation of approximately
28.51 cases per 10° inhabitants (Fig. 1). The highest
concentration of SCA2 mutation was observed in the
Holguin province with 1,893 SCA2 pre-symptomatic carriers
and patients, representing 61.40% of all SCA2 mutations in
Cuba and a prevalence of 182.75 per 10° inhabitants.
Nevertheless, there are regions in this province where the
prevalence reaches higher values, the highest being in
Baguanos municipality (715.00 per 10° inhabitants) [8].

Despite the dissemination of Cuban families throughout
the island, the SCA2 prevalence in Holguin is different from
those of other regions in the country. Cultural and environ-
mental processes have had long-lasting effects on allelic
diversity, restricting mutations to selected populations [24].
The endogamous and closed cycle marriages of Holguin
people living during the XVII century, in combination with
putative restricted environmental factors, limited the SCA2
to this province [8]. A similar explanatory mechanism has
been proposed for SCA3 founders in Azoreans [25].

Clinical Phenotype

All SCA2 patients exhibit a progressive cerebellar syndrome
characterized by ataxic gait, cerebellar dysarthria, dysmetria,
and dysdiadochokinesia. In addition, more than 90% of
patients demonstrated slowing of saccadic eye movements
and 88% had voluntary eye movements with reduced
amplitude. In addition to cerebellar and oculomotor symp-
toms, the disease is characterized by hypoactive deep reflexes/
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Fig. 1 Prevalence rate of SCA2 mutation in Cuba. Numbers outside parentheses represent the absolute number of SCA2 mutation carriers (SCA2
patients plus at-risk relatives), whereas the numbers inside parentheses are the prevalence rates (SCA2 mutation carriers per 100,000 inhabitants)

areflexia of the upper and lower limbs, defining the presence
of associated peripheral neuropathy [8, 12]. Signs of motor
neuron involvement such as fasciculations and amyotrophy
are presented in 20% of the cases [26]. Patients also suffer
from abnormal swallowing and autonomic abnormalities
(urinary dysfunction, hypohydrosis, constipation, and sexual
dysfunction) [8]. Additional SCA2 clinical features are sleep
disturbances and cognitive disorders. In the first ones are
included the restless legs syndrome [27-29], muscle cramps,
and insomnia, whereas frontal-executive dysfunctions, verbal
short-term memory deficits as well as reduction of attention
and concentration stand out among the cognitive disorders.
Patients with dementia are rare [30-33].

Patients with very large CAG expansions exhibit rare
symptoms such as retinitis pigmentosa and myoclonus-
epilepsy [34-36], whereas subjects with low-range CAG
expansion may develop parkisonian signs [37, 38].

SCA?2 usually starts during adulthood, with a mean onset
age of 33 years. The commonest first symptom of the disease
is the gait ataxia (97%), followed by the cerebellar dysarthria
(3%). Genetic anticipation of age at onset is observed in 80%
of transmissions [8]. Clinical features develop progressively
with an increase in cerebellar syndrome, saccade slowing,
and other features which confine the patients first to a
wheelchair and following to a bed, where they die
approximately 15-20 years after the initial symptoms. The
CAG repeat length and female gender are associated with
shortened survival [39].The main death causes of SCA2
patients is bronchi-pneumonia (63%), followed by bronchi-
aspiration and cardiovascular diseases among others.

The progression of cerebellar ataxia in SCA2 can be
assessed by the Scale for the Assessment and Rating of Ataxia
(SARA), which was developed by European neurologists and
is characterized by high interrater and test-retest reliability as
well as high internal consistency [40]. The application of

@ Springer

SARA scale in Cuban patients reveals a positive correlation of
this score with the CAG repeats (Fig. 2a) and disease duration
(Fig. 2b), coinciding with the findings obtained with other
populations [40, 41]. Although the r coefficient for the
correlation with CAG repeats is higher than observed by
other authors, which could be explained by the high number
of studied cases and the genetic and environmental homo-
geneity of the SCA2 population in Cuba, this marked
correlation is consistent with the striking role of CAG
expansion in the pathophysiology of SCA2 and consequently
in the disease onset and its progression [39, 42]. Moreover,
the moderate correlation observed for disease duration in
comparison to CAG repeats may be explained by the effect
of genetic and non-genetic modifier factors [40]. Neverthe-
less, this correlation has been supported by neuropatholog-
ical and neuroimaging findings, which have demonstrated a
significant reduction of cerebellum’s weights in patients with
higher disease durations [43, 44]. Also, SARA score robustly
discriminate the patients in the different clinical stages
(Fig. 2c), supporting their use in clinical surveys to assess
the progression of cerebellar syndrome in SCA2 [8, 39, 40].

Molecular Biology of Cuban SCA2

The underlying mutation for SCA2 consists of the expansion
of a translated trinucleotide CAG repeat located within the
first exon of the ATXN2 gene [6-8]. In normal individuals,
alleles contain between 13 and 31 CAG repeats. Unexpanded
alleles with 22 CAG repeats are the most frequent (76%) and
have two CAA interruptions [(CAG)s CAA (CAG),; CAA
(CAG)g]. Five percent of the remaining normal alleles range
between 13 and 21 CAG units and 19% from 23 to 31 [9].

The SCA2 pathological alleles have more than 32 CAG
repeats, but in the range 32-36 they have incomplete
penetrance [7, 45, 46]. The most common size of the
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abnormal allele is 37 (72%). The expanded alleles lose one
or both interrupting CAA triplets, which promote the length
instability. Expansions occur in 89% and the contractions in
11% of the offspring of affected patients. In the paternal
transmission, there is higher variability in repeat lengths
compared with the maternal transmission [9].

As in other diseases caused by unstable mutations, there is a
strong negative correlation between the CAG repeat and age at
onset [6-9]; however, there is a large variation in age at onset
for particular CAG repeat numbers, thus hampering the
obtaining of accurate predictive models. The use of a large
sample of affected and pre-symptomatic SCA2 individuals
from the largest and most genetically uniform SCA2
population worldwide allowed one to obtain more accurate
figures by the use of a non-parametric survival approach [47].
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coefficient=0.32; p<0.0001). ¢ Relationship of SARA scores to SCA2
disease stage in Cuban SCA2 subjects. 0, pre-symptomatic stage; /,
slight gait ataxia; /7, loss of independent ataxia; /I, confinement to
wheelchair or bed

The cumulative probability for disease manifestation at a
certain age given a particular CAG repeat number is shown in
Fig. 3. These curves are significantly different for each CAG
repeat number, stressing the importance of the expanded
allele CAG repeat number as the principal factor in
determining age at onset in SCA2. A significant increase in
the probability of manifesting disease for a given age could
be noted, as the CAG repeat number augmented from 34 to
45 units. For instance, all persons with 37 CAG repeats had
simply a 3% probability of being sick by 30 years of age;
this figure increased to 16% for those with 38 CAG repeat
units, 53% for 41 CAG repeats, and 84% for individuals
with 43 CAG repeat expansion.

The probabilistic model that we have developed has
potential applications for genetic counseling of pre-
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Fig. 3 Cumulative probability for disease manifestation at a certain
age, given a specific CAG repeat length in the range of 34-45

symptomatic individuals. Nonetheless, because we cannot
exclude from our data the possible occurrence of observation
biases and a significant impact of secondary unidentified
genetic and environmental factors on the age at onset, we
cannot use this information to predict any individual’s age at
onset with confidence. However, these data may be clinically
useful in predicting the expected ranges of onset for mutation
carrier individuals by requesting additional information in the
context of predictive testing programs. Genetic counseling
based on these estimates might be helpful as they may assist
the patient in making more rational decisions, regarding
family planning, reproduction, financial, and health matters.
Also, these figures have potential applications for the
identification of novel genetic and environmental factors as
modifiers of age at onset and for the design of clinical trials of
therapeutic strategies for pre-symptomatic individuals.

Ataxin-2: Function and Pathophysiological Mechanisms

The ATXN2 gene encodes for a protein denoted ataxin-2,
which has a polyglutamine (polyQ) tract located within the
N-terminus region, corresponding to a CAG repeat length
in the gene. This protein is composed of 1,312 amino acid
residues with an estimated molecular weight of 140 kDa
and is expressed in brain, heart, skeletal muscle, placenta,
liver, lung, pancreas, and other organs, suggesting its
ubiquitous expression [6—8]. Currently, the physiological
function of ataxin-2 is not well understood, but several
evidences suggest that ataxin-2 is involved in RNA
metabolism [48-50] and translational regulation [51, 52].
Recently, it has been claimed that the function of ataxin-2
could be related with the development of obesity [53, 54].

At the cellular level, the expanded ataxin-2 mainly
targets Purkinje cell in the cerebellum as well as several
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pontine neurons. It has been postulated that the polyQ
expansion disrupts the physiological function through a
gain of toxic function by means of the aggregation and
deposition of misfolded proteins forming characteristic
cytoplasmic inclusions. Nevertheless, whether these inclu-
sions are directly or indirectly associated to the PolyQ
toxicity is object of controversy [55]. Besides the formation
of cytoplasmic inclusions, other pathophysiological mech-
anisms have been proposed for SCA2 such as disruption
of genes transcription [49, 50], calcium dyshomeostasis
[56, 57] as well as autophagy synaptic neurotransmission
deficits (glutamate, GABA), alteration of dopaminergic
signaling, and mitochondrial stress and apoptosis [55].

Candidate Modifier Genes

The Cuban SCA2 founder population in the province of
Holguin provides a population with a relatively homogeneous
genetic background and many shared environmental factors,
which is leading to the identification of genetic factors
influencing age at onset. Indeed Pulst et al. [58] estimated
that 55% of residual variance of age at onset is attributable to
shared genetic and environmental factors in a large sample of
Cuban SCA2 patients. That study evaluated the effect of
polyQ tracts in various polyQ disease genes on SCA2 onset
and it demonstrated that only the polyQ tract encoded by the
CACNAIA (SCA6) gene had a significant association with
the age at onset in SCA2 patients [58]. In another study, a
significant association between the mitochondrial complex I
polymorphism 10398 G and an earlier age of SCA2 onset
was observed in Cuban patients [59]. This association
suggests a differential sensitivity to oxidative damage in
patients carrying this polymorphic variant. Hayes et al. [60]
reported a significant modifier effect of polyQ tract in the
RAII gene on the SCA2 onset in patients from distinct ethnic
background, but in Cuban patients this association was not
recognized [61].

Biochemical Measurements

The high variability of age at onset in SCA2 even for a given
CAG repeat size indicates the existence of some modifier
factors that could be examined with biochemical markers in
the body fluids. For example, the neuroprotective capabilities
in SCA2 patients have been studied by the quantification of
erythropoietin, showing a significant reduction of EPO levels
in CSF (Fig. 4a). This fact indicates the dysfunction of
endogenous neuroprotective mechanisms in this disorder.
Regarding the microelements, SCA2 patients show
reduced levels of zinc, iron, and copper in the CSF and
serum [62] (Fig. 4b). Zinc depletion seems to be caused by
environmental deficit and unknown metabolism factors
depending on CAG repeats. In Cuban SCA2 patients, the
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reduction of zinc in CSF and serum were associated with
cognitive dysfunction, nerve conduction slowing, and immu-
nodepression at the final stages of the disease (unpublished
data).

Also, most biomarkers of antioxidant—prooxidant balance
are significantly modified in SCA2 patients with a marked
decrease of the total antioxidant capacity of the serum [63] as
well as an increase of malondialdehyde levels as marker of
lipid peroxidation. Furthermore, the concentration of the
reduced glutathione and the enzymatic activity of glutathione-
S-transferases are significantly decreased in the serum [64].

Increased levels of circulating anti-gliadin antibodies
(AGA) have been found in several neurological disorders,
including several forms of hereditary ataxias and Huntington’s
disease [65—67]. In the case of hereditary ataxias, studies on
AGA prevalence were made considering dominant ataxias as
a group because of a rarity of specific molecular variants. In
a large cohort of Cuban patients with SCA2, an increased
prevalence of AGA and strongly positive AGA was noted as
compared to control subjects. No significant differences were
found for clinical markers between AGA-positive and AGA-
negative affected individuals [68].

These findings added new evidence for an association
between gluten sensitivity and dominant hereditary ataxias,

probably reflecting a response to the failing Purkinje cells,
the main pathogenic target in SCA2 and some other SCAs.
However, the clinical significance of such an association
seems to be very limited, if any, in polyglutamine disorders
[65], and this could be conditioned by the capacity of AGA
to gain access to the central nervous system to cause
neurologic dysfunction. The occurrence of AGA has been
observed in the cerebrospinal fluid in patients with gluten
sensitivity and neurological dysfunction [69]. It could be of
interest to test AGA prevalence in cerebrospinal fluid
samples of SCA2 patients. Further studies are needed to
get deeper in the clinical consequences of this association
between AGA and SCA2 and to investigate the potential of
a gluten-free diet as an environmental modifier of this
disorder.

Neuropathology and Morphometric Analyses

Gross observations of nervous structures in post-mortem
samples revealed a reduction of overall size of the brain with
significant atrophy of the cerebellum, brainstem, frontal lobe,
as well as whiteness of the midbrain substantia nigra and
reduction of the cerebral and cerebellar white matter.
Histological features of the cerebellum consist in an early
and marked neuronal loss in Purkinje cell layer with reduction
in the number of dendritic arborizations and torpedo-like
deformations of their axons. The number of granular neurons
is diminished, usually at the late stages of the disease, whereas
the dentate nucleus is relatively spared. Parallel fibers are
sparse and no climbing fibers are observed in the Purkinje cell
dendritic trunks [44]. In the brainstem, the most noteworthy
microscopic findings are the marked loss of inferior olive
neurons and the widespread involvement of the auditory
brainstem nuclei, in addition to the degeneration of pontine
and other pre-cerebellar brainstem nuclei [70, 71]. Another
important neuropathological marker of SCA2 is the notable
reduction of neurons of the substantia nigra in the
mesencephalon and the extensive degeneration of several
thalamic nuclei, such as the reticular, fasciculosus, ventral
anterior, lateral geniculate body, and the anterior nuclei [72].
In the spinal cord, early and progressive neuronal loss of
dorsal ganglia root and reduction of motor neurons were
observed, usually in the cervical level and the Clarke’s
column [73].

Nerve Conduction and Multimodal-Evoked Potentials

Peripheral nerve involvement and altered evoked potentials
are usual features of SCA2 patients since preclinical stage
[74]. Sensory nerve conduction studies consistently yield
sensory axonal neuropathy with reduced or absent sensory
nerve action potentials. This alteration begins approximately
8 years before ataxia onset in upper limbs and 4 years in
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lower limbs and it is followed by the prolongation of sensory
latencies and the slowing of sensory conduction velocity.
The rate of sensory amplitudes decrease is significantly
associated to the CAG repeat size and ataxia score. The
impairment of motor nerve conduction appears in advanced
stages of the disease, approximately 10—15 years after ataxia
onset [75].

The earliest alterations of somatosensory-evoked poten-
tials (SSEPs) and brainstem auditory-evoked potentials
(BSAEPs) appear in the preclinical SCA2 stage and consist
in the modification of normal morphology and lack of
reproducibility of evoked potentials. The quantitative
parameters became altered after the disease onset. The
latency of P40, N20, and N13 components of SSEPs and
the central conduction time are significantly prolonged in
close association with the disease evolution, whereas the
P40 latency is additionally influenced by the CAG repeat
size. With regard to BSAEPs components, a significant
increase of IIl and V wave’s latencies and the interpeak
II-V latency is observed with less frequency than SSEPs
alterations. These abnormalities are accentuated in patients
with an advanced disease so that many cases lost the SSEPs
and/or BSAEPs components. Additionally, these subjects
show prolongation of P100 latency of visual evoked
potentials [74]. Event-related evoked potentials revealed
the prolongation of P300 latencies in 40% of cases with a
significant correlation of this variable with the disease
duration and clinical affectation [76].

Electromyography and Motor Neuron Involvement

Electromyographical findings reveal motor unit potentials
(MUPs) with slight signs of polyphasism and isolated
contraction pattern as results of the decrease of cortical
excitability in the corticospinal pathway. Fibrillations, PSW,
and fasciculations potentials and MUPs with increased
amplitudes (>10 mV) are common in patients with
advanced disease, indicating the loss of motor neurons in
the anterior horn of the spinal cord. Additionally, the
contraction pattern becomes simple oscillations in these
subjects [77]. The electromyographical features in the late
stages of the disease resemble other neurodegenerative
diseases such as the amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
which is in line with previous results that reported a close
association between intermediate ATXN2 gene alleles and
ALS [78].

Sleep Disturbances
Patients with SCA2 regularly have sleep disturbances
that impinge on the quality of life and accelerate the

disease advance. The reported prevalence of sleep
disturbances is near to 90%. Insomnia, nocturnal cramps,
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restless syndrome, and reduction of dream recalls are the
commonest sleep symptoms declared by the patients or
their bed partner, which are compatible with the poly-
somnographical findings. The more prominent polysom-
nographical feature of SCA2 patients is the reduction of
REM sleep percentage with decreased rapid eye move-
ments density in approximately 70% of patients (Fig. 5a)
[79, 80]. These abnormalities appear before the disease
onset [81] and their progression rates depend on ataxia
severity and disease duration. Also, REM sleep without
atonia is observed in some patients as preclinical mani-
festation of REM sleep behavior disorder (Fig. 5b) [79,
80]. The marked pathology of REM sleep in SCA2 is
likely the result of the degeneration of REM-on neurons in
the pons. Periodic legs movements (PLMs) are common in
38% of SCA2 patients but not in pre-symptomatic subjects
(Fig. 5c). The increase of PLMs indexes is directly
associated with the clinical severity of the disease and
suggests a dysfunction in brain dopaminergic systems
(unpublished data). Other less prominent sleep abnormal-
ities are the decrease of sleep efficiency, increase of
arousal index, and central apnea index.

Oculomotor Disorders

The reduction of horizontal saccadic eye movement
velocity is a key symptom of SCA2 (Fig. 6a) [82, 83],
such that the disease was initially described in India as a
hereditary ataxia associated with slowed eye movements
[5]. This oculomotor sign is caused by the early pontine
brainstem degeneration, specifically in paramedian pontine
reticular formation, where a significant loss of saccadic
excitatory burst neurons has been reported [84]. Similarly
to age at onset, the saccadic eye velocity in SCA2 patients
is markedly influenced by the CAG repeat size [82, 83]
(Fig. 6b), which suggest the significant vulnerability of
brainstem to the polyglutamine toxicity in the SCA2. The
values of saccadic velocity have a higher interobserver
reliability and test-retest reliability than age at onset and
might be less dependent on environmental factors, which
identify the saccadic velocity as an objective and quantita-
tive endophenotype that is under strong genetic control and
therefore appears to be a promising surrogate marker for
research projects into the modulation of polyglutamine
toxicity by modifier genes and future therapeutical options.

Although the saccadic slowing is clinically undetect-
able in pre-symptomatic SCA2 mutation carriers, the
electronystagmographical evaluation reveals a significant
reduction of saccadic velocity before the cerebellar ataxia
onset, identifying this parameter as a sensitive preclinical
biomarker [85]. Additionally to saccadic slowing, SCA2
patients display other saccadic disorders such as saccadic
dysmetria and prolongation of saccadic latency. Gain
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Fig. 5 Polysomnographical findings in SCA2. a Abnormal sleep
architecture with reduction of REM sleep in a 50-year-old male SCA2
patient, with disease duration of 15 years, SARA score of 26 and 39
repeats of CAG repeats in the ATXN2 gene. b Normal sleep
architecture in a 50-year-old male control subject. ¢ Thirty-second
epoch of REM sleep without atonia in a 24-year-old male SCA2

measurements in smooth pursuit movements and horizontal
optokinetic nystagmus are slightly reduced in SCA2 patients,
whereas vestibule-ocular reflex is normal [86, 87].

Olfactory Impairment

In line with the putative roles of the cerebellum in central
olfactory processing, olfactory dysfunction is a subtle clinical
component of degenerative ataxias [88, 89]. The main
olfactory disorders of SCA2 patients are the increase of
olfactory threshold and impairment of quality, identification,
and smell discrimination [90]. It adds to a larger picture of
olfactory deficits in different neurodegenerative diseases.
Other studies have suggested that olfactory dysfunction is
an early indicator that could signify the onset of some of
these disorders. Indeed asymptomatic SCA2 carriers show
slight impairments in the discrimination of specific smells
(unpublished data).

The analysis of the progressive changes of electrophys-
iological features of SCA2 patients and pre-symptomatic
subjects leads to the proposal of three electrophysiological
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patient, with disease duration of 8 years, SARA score of 23, and 41
repeats of CAG repeats in the ATXN2 gene. d Two-minute epoch
displaying PLMs in a 41-year-old patient, with disease duration of
17 years, SARA score of 23, and 41 repeats of CAG repeats in the
ATXN2 gene

stages in the course of the disease (Table 1). The classification
of the electrophysiological abnormalities into distinct stages
allows assessing the temporal profile of neurodegenerative
changes in SCA2, which would allow not only choosing the
optimal time for introducing a specific therapeutic option but
also evaluating their effects.

Animal Models

The knowledge of pathogenesis of SCA2 has come from in
vitro and cell-based experiments as well as from transgenic
animal models, which may be the most enlightening. To
date, two transgenic mouse models for ataxin-2 have been
generated. The first one was produced by Huyng and
coworkers in 2000 [91], who reported the use of the murine
PcP2 (L7) promoter to direct the expression of the human
ATXN2 gene with an expanded allele of 58 CAG repeats.
These animals became ataxic at 26 and 16 weeks in the
heterozygous and homozygous transgenic mice, respectively,
and displayed morphological alterations of Purkinje cells. In
2006, Aguiar and colleagues [15] generated transgenic mouse
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Fig. 6 Saccadic slowing in SCA2. a Relationship of saccadic velocity
(°/segs) and amplitudes (main sequence) in SCA2 patients, showing
the significant reduction of saccadic velocity in almost all subjects.

lines expressing full-length human ATXN2 gene with 75
CAG units under the control of the human SCA2 self-
promoter. Heterozygous animals developed the neurological
phenotype in 12 weeks, whereas the homozygous mice did it in

Table 1 Stages of electrophysiological features progression in SCA2
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r = -0.51; p = 0.00000001
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Saccadic velocity ("/segs)
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CAG repeat size

Dark lines represent the saccadic velocity £2 SD of controls. b
Influence of CAG repeat size on the saccadic velocity assessed by
lineal regression analysis (Pearson r coefficient=—0.51; p>0.0001)

6 weeks, suggesting that the promoter elements of the human
ATXN?2 gene are more efficient to direct the expression of the
transgene. Northern blot analysis revealed the ubiquitous
expression of the transgene, but immunohistochemistry

Electrophysiological stages

Stage 1

Stage 11

Stage 111

Nerve conduction
studies

Electromyography

Somatosensory-
evoked
potentials

Brainstem
auditory evoked
potentials

Visual evoked
potentials

Electroculography

Polysomnography

Clinical stages

Decrease of sensory
potentials amplitude

PUMs with slightly
polyphasic

Abnormal morphology
and reproducibility

Abnormal morphology
and reproducibility

Normal

Decrease of horizontal

saccade velocity

Decrease of REM sleep
percentage and REMs
density

Preclinical stage

Progression of sensory
amplitudes falls

Prolongation of sensory latencies
and Nerve conduction slowing

PUMs with increased amplitudes
Isolated maximal contraction pattern

Increase of P40, N20 and N13
latencies as well as prolongation
of the central conduction time

Reduction of Erb amplitude

Prolongation of Il and V waves
absolute latencies with increase
of interpeak latencies

Normal

Increase of horizontal saccadic
slowing
Saccadic dysmetria
Prolongation of saccadic latency
Worsening of REM sleep abnormalities
with REM sleep without
atonia in some cases
Insomnia and decrease of sleep
efficiency in almost all patients
Restless legs movements and periodic legs
movements in some cases

SCA2 clinical stage 1

Decrease of motor potentials amplitude

Worsening of sensory involvement with
loss of potentials in many cases

Fasciculation and fibrillation potentials
in resting

Maximal contraction pattern tending
to simple oscillations

Worsening of somatosensory signs

with loss of SSEPs components
in many patients

Worsening of BSAEPs alterations
with loss of components
in patients with advanced disease

Prolongation of P100 component
latency in patients with advanced disease

Worsening of saccadic abnormalities
until ophthalmoplegia in some cases

Worsening of sleep disorders
until the loss of sleep in
patients with advanced disease

SCA2 clinical stages II and III

@ Springer



Cerebellum (2011) 10:184-198

193

techniques demonstrated the specific degeneration of Purkinje
neuron in the cerebellar cortex. The cell loss was associated
with apoptosis as was demonstrated by the immunode-
tection of the activated form of caspase-3 and Bax
protein overexpression. Besides, electron microscopy
revealed some morphological markers of apoptosis such
as chromatin condensation, loss of mitochondria crests,
and dilatation of endoplasmatic reticulum and Golgi
complex. Both models are compatible with a gain-of-
function or toxic gain-of-function of mutant ATXN2 gene,
but they cannot help us understand the effects of in vivo
ataxin-2 function. With this aim, two SCA2 knockout
mice have been generated. Kiehl et al. [53] reported that
these animals were viable, but their segregation studies
indicated a reduced frequency of homozygotes among
offspring especially of female pups. Macroscopic and
microscopic analyses showed no histological alterations in
the cerebellum in spite of a slight rotarod deficit. These
authors were intrigued by the adult obesity that the mice
developed on a fat-enriched diet. This latter feature was
confirmed by Lastres-Becker and coworkers [54] in other
SCA2 knock-out mouse model, which also leads to
hepatosteatosis, dyslipidemia, and reduced fertility. This
model showed decreased insulin receptor (Insr) protein in
concordance to elevated Inst mRNA levels, indicating the
post-transcriptional effect of ataxin-2 on the insulin
receptor status. Furthermore, this knock-out mouse
showed increased concentration of gangliosides and
sulfatides in the cerebellum in addition to impaired
cholesterol metabolism and disruption of sphingomyelin
cycle, which suggest the dysfunction of cellular mem-
branes and the second-messenger systems, conducting to
alteration of neuronal signaling.

Pre-symptomatic and Prenatal Testing for SCA2

Pre-symptomatic diagnosis for late-onset neurological diseases
became available in 1983 for Huntington's disease (HD) [92].
In Cuba, there is the only pre-symptomatic testing program
for SCA2 since 2001 which involves a multidisciplinary team
of neurologist, geneticists, psychologists, psychiatrists, neuro-
physiologists, and family doctors, and it has been applied to
almost 1,000 subjects [16].

Age-Dependent Risks in Genetic Counseling for SCA2

It has been proven that the empiric risk of having inherited the
mutation causing HD or SCA3 (Machado—Joseph disease)
lessens with advancing age [93, 94]. This fact has significant
implications in the genetic counseling of at-risk individuals.
The accuracy and precision that are achieved in the estimate
of the risk of developing a particular hereditary disease will
have a very important impact in decision-making linked to

health, reproductive, financial matters, and family planning.
Therefore, we undertook a survey of the age of onset in a
cohort of SCA2 patients from Holguin province, Cuba, to
estimate a more objective age-dependent risk useful for
genetic counseling [95].

In contrast with HD and SCA3, the decrease of risk in
SCA?2 is marked (Fig. 7). These differences in the empiric
risk favors the hypothesis that, for ataxin-2, the flanking
translated sequences are less protective against the loss of
function produced by the polyglutamine expanded tract [96—
98], which in turn explain the appearance of a significant
number of SCA2 juvenile cases and the relatively rapid
decrease of the empiric risk for asymptomatic individuals
with a priori risk of 50%.

The relatively rapid decrease in the empiric risk for SCA2
in affected families could be reassuring for many at-risk
descendants of reproductive age, who constitute the great
majority of the individuals requesting pre-symptomatic
diagnosis (Fig. 7). Genetic counseling based on these
estimates might be helpful as it may assist the patient in
making more rational decisions regarding family planning,
reproduction, financial, and health matters.

Psychological Assessment of Pre-symptomatic Test
for SCA2

The psychological follow-up of subjects involved in the
pre-symptomatic genetic testing SCA2 in Cuba reveals the
progressive decrease of anxiety and depression levels both
in carriers and non-carriers. Pathological levels of anxiety
are seen commonly in members of dysfunctional families.
Pre-symptomatic testing thus seems to have been especially
beneficial for these subjects, possibly due to a greater gain
from the psychosocial support received [17].

Recent studies have shown some factors that modify the
psychological impact of pre-symptomatic testing for SCA2:

-~ SCA2 = SCA3 —~HD

<7 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 =65
Age (years)

Fig. 7 Age-dependent risk (%) for clinically unaffected individuals with
an a priori risk of 50% of developing SCA2, SCA3, or HD. The shadow
zone represents the age range of about 60% of at-risk descendants
requesting genetic diagnosis at the Cuban Presymptomatic and Prenatal
Testing Program (SCA2 estimates according to Almaguer-Mederos et
al. [68, 95]; SCA3 estimates according to Sequeiros [94]; HD estimates
according to Harper and Newcombe [93])
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(1) individuals with little or no experience with the disease in
their family exhibited more anxiety; (2) at-risk subjects for
SCA2 who had a first-degree relative with the disease showed
lower levels of anxiety and depression during pre-symptomatic
testing; (3) subjects with an affected mother had lower levels of
depression, either immediately or 1 year after receiving the test
results [18].

Demands for the prenatal diagnosis of the late-onset
diseases require a comprehensive genetic counseling system.
The Cuban prenatal testing program for SCA2 has been
applied to almost a hundred couples with higher levels of
acceptance (77.5%) than similar programs in Huntington
disease [99, 100].

Physical Therapy and Neurorehabilitation

So far, there is no drug to counteract the cerebellar syndrome
and other associated features of SCA2 patients [101]. Thus,
physical therapy and rehabilitation seems to be the only
means to attenuate the evolution of disease. The goals of
neurorehabilitation treatment in SCA2 can be: improving
coordination, postural function, walking distance, decreased
falls, improved gait stability, more normal gait speed, step
length, and cadence and increased independence in activities
of daily living.

In Cuba, the application of physical therapy and rehabil-
itation in SCA2 patients was launched in 1998, and to date
more than 400 patients have undergone this therapy at
institutional and communitarian levels. Studies on the
benefits of rehabilitation in Cuban SCA2 patients have been
performed by means of neurological, biochemical, and
neurophysiological evaluations. They have revealed that
after 3 months of daily rehabilitation there is significant
improvement in coordination, postural stability, ocular
motility, and speech in 68% of rehabilitated subjects, as well
as partial restoration of cognitive functions such as memory,
concentration, and frontal-executive performances in 75% of
cases [102, 103].

Therapeutic Strategies

The number of clinical trials for SCA2 is very limited due
to some barriers described by Underwood and Rubinstzein
[101] such as: (1) SCA2 is a rare condition, (2) once the
disease is manifested, therapy is complicated by the fact
that large amounts of neuronal damage have already
occurred by this stage, and (3) absence of biomarkers to
assess the efficacy of therapeutical options. Nevertheless,
some benefits in some disease symptoms have been
reported. For example, postural tremor can be alleviated
with subthalamic—thalamic deep brain stimulation [104,
105], whereas the muscle cramps can be diminished using
magnesium or high doses of B-complex vitamins. Also,
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dopaminergic and anticholinergics drugs have been used to
treat the bradykinesia or dystonia in SCA2. Recently, a
randomized, double-blind, placebo-controlled pilot trial
using riluzole resulted as effective to SCA2 and other
subjects with cerebellar ataxias [106]. Furthermore, the oral
administration of tandospirone citrate, a 5-HT1A agonist,
during 1 month was not effective in SCA2 patients [107].
Currently, the safety and tolerability of lithium is being
assessed by a randomized placebo-controlled clinical trial.
Although lithium is a hopeful drug that can be potentially
beneficial to ataxia patients, clinical and biological responses
should be carefully evaluated and monitored due to the
adverse events [55].

Cuba has great opportunities to develop controlled clinical
trial since the barriers described above are not present.
Spinocerebellar ataxias have the highest prevalence world-
wide, with the addition of more than 5,000 at-risk relatives.
Furthermore, we have identified several disease biomarkers
useful as outcome parameters in the clinical trials.

According to the significant decrease of zinc in the
CSF of SCA2 patients and the importance of this
microelement in the nervous system, we evaluated the
efficacy of zinc supplementation in the cerebellar and
cognitive functions as well as peripheral nerve conduc-
tion and oxidative stress in Cuban SCA2 patients.
Usually, low doses of dopamine agonists are immediately
effective on restless legs syndrome and periodic legs
movements [108, 109]. The treatment with 0.1 mg of
lisuride in Cuban patients with SCA2 reduced the PLMs
index and subjective sleep complaints after 30 days of
treatment in an open pilot trial.

Currently, high doses of B-complex vitamins are provided
to treat muscle cramps and peripheral neuropathy. Other drugs
such as the creatine, a compound targeting mitochondrial
function, and human recombinant erythropoietin will soon be
studied as therapeutic options in Cuba.

Conclusions

In conclusion, although much have been learned about
SCA2 from an extensive variety of research, much more
still needs to be learned in relation to molecular phenomena
that cause neurodegeneration in SCA2. The identification of
these mechanisms represents an essential step for the
identification of targets useful to develop therapeutic strate-
gies aimed at preventing neuronal death. While there has been
some amelioration of clinical signs with conventional
palliative methods of treatment such as neurorehabilitation,
Cuba undoubtedly has a high potential to conduct controlled
clinical trials with SCA?2 patients due to the high prevalence of
patients and pre-symptomatic gene carriers and the presence
of a well-established diagnostic program. The establishment
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of international collaborative projects will be an important
step to carry out this research.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que conforman la tesis y su discusion, aparecen recogidos en
una serie de articulos cientificos y/o capitulos de dos libros. Previamente a
cada uno, se resume la importancia y aplicacion de sus resultados. En los
capitulos 1 al 7, se describen las principales caracteristicas neurofisiologicas de
los enfermos y portadores asintomaticos de la mutacion SCA2. Estos incluyen
el andlisis de los estudios de conduccion nerviosa periférica, potenciales
evocados multimodales, movimientos oculares sacadicos, evaluacion del suefio

a través de videopolisomnografia, aprendizaje visuomotor y funcion olfatoria.

El estudio de los pacientes permitio ampliar la caracterizacion fenotipica de la
enfermedad y defini6 marcadores neurofisiolégicos de progresion y dafio
genético. El analisis de los sujetos portadores de la mutacion caracterizo las
primeras alteraciones neurofisioldgicas precerebelosas y el tiempo estimado en
que estas aparecen. El dltimo capitulo incluye tres articulos, que abordan la
aplicacion de los estudios electrofisiologicos en la identificacion de blancos
terapéuticos y/o variables respuestas Utiles en investigaciones clinicas de

intervencion.
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Capitulo 1. Caracterizacion clinico-electrofisioldgica en
enfermos y portadores asintomaticos de la

mutacion SCA2

Publicados en:

» Rev Neurol (2000); 30(2):109-115 (Factor de impacto: 1,28)

» Rev Neurol (1998); 27 (160): 921-926 (Factor de impacto: 1,28)

» J Neurol Sci (2007); 263: 158-164 (Factor de impacto: 2,492)
En este capitulo presentamos las principales caracteristicas clinicas y
electrofisiolégicas de la ataxia SCA2. En el primer articulo, se discuten las
manifestaciones clinicas de los pacientes, su evolucion a través del tiempo y la
correlacion con una serie de variables electrofisiolégicas. Se demostré que los
trastornos de la coordinacion, es decir la ataxia, progresa significativamente
cada dos afios. Existe correlacién entre el grado de severidad de la ataxia, los
reflejos osteotendinosos y el signo de Romberg con las variables
electrofisiolégicas. En el segundo articulo se presentan los principales
resultados de la evaluacion neurofisiolégica de porciones proximales del

sistema neuromuscular a través de la onda F, reflejo H y electromiograma.

El tercero, incluye la evaluacion electrofisiolégica de 82 pacientes con SCA2,
62 portadores de la mutacion y 80 controles, a los cuales se les realizaron
estudios moleculares, de conduccibn nerviosa periférica y potenciales
evocados multimodales. Las alteraciones electrofisiologicas aparecen desde

estadios presintomaticos.
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Estudio clinico-neurofisiologico
de 70 enfermos con ataxia espinocerebelosa tipo 2

L. Velazquez, E. Medina, A. Alvarez, N. Santos, R. Garcia, N. Oliveros, M. Paneque

NEUROPHYSIOLOGICAL CLINICAL STUDY OF 70 PATIENTS WITH TYPE 2 SPINOCEREBELLAR ATAXIA

Summary. Introduction. The prevalence of hereditary ataxia in Holguin, Cuba, is 43 per 100,000 inhabitants, but in some
regions reaches 503 per 100,000 inhabitants, a figure never previously recorded in the international literature. Objectives. To
evaluate the part played by non-cerebellar structures and vias in causing some of the clinical signs of the disorder by means of
clinico-electro physiological correlation. Patients and methods. A neurological examination, peripheral nerve conduction
studies and somato-sensorial evoked potentials of the median and posterior tibial nerves were done in 70 patients with type 2
spinocerebellar ataxia. Results. The commonest clinical signs were ataxia on walking, dysarthria, dysmetria and adiadocho-
kinesia. Correlation analysis showed that the variable most significantly correlated with the degree of ataxia and Romberg’s
sign was latency of the P40 component, whilst tendon reflexes were best correlated with H reflex latency. However, the duration
of the disease was not found to have statistical correlation. Conclusions. These results suggest that degeneration of long
peripheral nerves and sensory paths contributes to the degree of ataxia and other clinical signs. At present no correlation has
been found between the duration of the illness and increasing electrophysiological changes, and therefore seems not to have a
major effect on neurodegenerative mechanisms. [REVNEUROL 2000; 30: 109-15] [http://www.revneurol.com/3002/i020109.pdf]

Key words. Ataxia. Cuban ataxia. Electrophysiology. Type 2 spinocerebellar ataxia.

INTRODUCCION

En Cuba las primeras observaciones acerca de un incremento de
las ataxias hereditarias fueron realizadas por el Dr. Estrada [1,2].
En 1970, Vallés [3] llevd a cabo un estudio en la antigua region
Oriente Norte y comunicd una prevalencia de 41,3 para la forma
clinica de ataxia autosdmica dominante de Pierre Marie. En 1977,
Vegueria [4] informd sobre las alteraciones de la motilidad ocular
en un grupo de estos de pacientes.

En 1985, Cordovés [5] realizo un estudio epidemioldgico en
Tacajd, un pequefio pueblo de la provincia de Holguin, sobre este
tipo de ataxia hereditaria y detectd una prevalencia de 133,8 por
100.000 habitantes. Orozco et al [6], en 1990, destacaron como
criterios diagnosticos basicos la ataxia de la marcha, disartria,
dismetria y adiadococinesia. La edad de inicio variaba entre los 2
y los 65 afios, con una media de 31,7.

En 1993, a partir de un estudio genético-molecular realizado
por Gispertetal [7] en genealogias de familias cubanas proceden-
tes de Holguin, se publicé el descubrimiento del cromosoma don-
de se localizaba el locus productor de esta enfermedad. El mismo
fue cartografiado en el intervalo comprendido entre PLA2 y
D12S58 sobre el cromosoma 12g23-24.1. A esta forma de ataxia
se le denomind molecularmente ataxia espinocerebelosa tipo 2.

En noviembre de 1996, se publico el locus del gen productor
de laenfermedad asi como el tipo de mutacion génica, consistente
en la expansion anormal del trinucledtido CAG [8-10].

Nodarse et al [11], a partir de un estudio electrofisiologico,
describieron como resultados fundamentales alteraciones enlacon-
duccion de los cordones posteriores de la médula espinal, la via
auditiva en el tronco cerebral y algunas alteraciones de la conduc-
ciénnerviosaperiférica. Fue posible determinar que el comienzo de
la enfermedad es el mismo a cualquier edad y que su evolucion o
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progresion no parece estar influenciada por el tiempo. Posterior-
mente, Veldzquez et al [12-15] realizaron estudios neurofisiologi-
cos a familiares asintomaticos de ataxia espinocerebelosa tipo 2 y
aenfermos, en los que sugirieron la existencia de alteraciones pre-
sintomaticas en el 92% de los casos portadores de la mutacién
génica, asi como degeneracion axonal en fibras sensitivas de los
nervios periféricos y lesion axonomielinica en cordones posteriores
de la medula espinal y en el tronco cerebral. Con el propdsito de
establecer correlaciones entre parametros clinicos y electrofisiolo-
gicos, asi como evaluar la participacion de estructuras y vias no
cerebelosas en la produccion de algunos signos clinicos tipicos de
la enfermedad se realizo la presente investigacion.

PACIENTES Y METODOS
Estudio clinico

A través de un estudio transversal se evalué un grupo de 70 enfermos, 36 mu-
jeres y 34 varones, procedentes de diferentes partes del pais y con tiempo de
evolucion variable, remitidos al Laboratorio de Neurofisiologia Clinica
(Tabla I). En 17 enfermos se pudo evaluar el curso progresivo de la enferme-
dad entre dos y ocho afios posteriores a la aparicion de la enfermedad. El
diagnostico se realizo a partir de los criterios clinicos y genéticos. Todos los
enfermos presentaron ataxia de la marcha como sintoma inicial, disartria
cerebelosa, dismetria y adiadococinesia. Ninguno de ellos presento atrofia
optica, espasticidad ni degeneracion retiniana. Se excluyeron los pacientes
con antecedentes de alcoholismo, hipertiroidismo, ingestion de anticonvul-
sionantes cronicos u otras afecciones que primaria o secundariamente afec-
taran al sistema nervioso.

Examen neuroldogico

Cada individuo fue interrogado en busca de sintomas de compromiso del
sistema nervioso central o periférico y, posteriormente, se le realizéd un
examen neurologico completo.
El examen clinico se llevo a cabo teniendo en cuenta los parametros
utilizados en la Clinica Mayo para el examen neuroldgico [16], esto es:
1. Examen de los pares craneales
2. Estado sistema motor en miembros superiores e inferiores (marcha, tono
muscular y fuerza muscular)
3. Sensibilidad superficial y profunda
4. Reflejos osteotendinosos para miembros superiores ¢ inferiores
5. Coordinacion (extremidades superiores e inferiores), donde se evaluaron
las siguientes maniobras: indice dedo-nariz; indice dedo-dedo y talon-rodilla
6. Examen clinico de la motilidad ocular
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8. Examen del signo de Romberg, que se consider6 presente cuando el
paciente caia al cerrar los ojos con los pies unidos y los brazos extendidos

9. Estudio de la facies. La facies anormal se caracterizo por hendiduras
palpebrales exageradamente abiertas, atrofia de los musculos tempora-
les, periorbitarios y buccinadores

10. Temblor cinético, que se considerd presente cuando se le indicaba al
paciente la ejecucion de un movimiento preciso, exigente y proyectado,
por ejemplo al tocar un objetivo tal como la nariz del propio paciente o
un dedo del examinador.

Para realizar los analisis de correlacion entre los parametros clinicos y las
variables electrofisiologicas, se establecieron las siguientes clasificaciones
de algunos de los signos clinicos:

Para indicar los grados de gravedad de la ataxia:

1. Grado 1. Corresponde a ataxia ligera que se hace evidente cuando el
paciente camina con un pie delante y otro detras. El paciente puede
valerse por si mismo para las actividades de la vida diaria tanto persona-
les como sociales.

2. Grado 2. En esta forma el paciente presenta un grado mayor de la enfer-

medad, no puede ejecutar la marcha con un pie delante del otro y tiene

imposibilidad para ejecutar movimientos o realizar acciones motoras que
requieren de gran precision.
. Grado 3. El paciente necesita apoyo para caminar o no deambula y no
puede valerse por si mismo para las actividades de la vida diaria.

(95}

Para los reflejos osteotendinosos:
1. Normal

2. Hiporreflexia

3. Arreflexia.

Para el signo de Romberg:
1. No hay Romberg
2. El paciente cae.

Estudio electrofisiologico
Estudios de conduccion nerviosa periférica sensitiva

La conduccién nerviosa sensitiva se estudio en los nervios mediano y sural. En
el mediano, el potencial de accion nervioso conducido ortodromicamente se
registro con electrodos de superficie colocados sobre el trayecto nervioso en
el carpo en respuesta a la estimulacion supramaximal del III dedo en su tercera
falange. Se empled 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 wv por
divisién y filtros de 20 y 2.000 Hz; se promediaron un total de 64 respuestas. En
el nervio sural se estimuld por debajo del maledlo lateral y se registro el potencial
sensitivo sobre el trayecto del nervio, lateralmente al tendon de Aquiles, median-
te electrodos de superficie. Se utilizaron los mismos parametros de estimula-
cion y de registro que se emplearon para el nervio mediano. Se midi6 la
latencia, duracion, amplitud pico a pico y se calculd la velocidad de conduc-
cion sensitiva (VCS) entre los sitios de estimulacion y registro.

Potenciales evocados somatosensoriales
por estimulacion del nervio mediano

Los potenciales evocados somatosensoriales (PESS) del nervio mediano se
obtuvieron mediante la estimulacion eléctrica de dicho nervio en el carpo con
una frecuencia de 5 Hz y con una intensidad minima suficiente para provocar
la aduccion del dedo pulgar. Los potenciales evocados se registraron con
electrodos de superficie desde tres sitios: punto de Erb ipsilateral frente a punto
de Erb contralateral, ap6fisis espinosa de CVIl frentea Fzy Cc’ frentea Fz[17].
Se empled un tiempo de analisis de 30-50 ms con una sensibilidad de 5 pv por
division y con un filtraje de 20 y 1.000 Hz para los potenciales del punto de
Erb y cérvico-bulbar, y 0,5-1.000 Hz para el registro cortical. Se realizaron un
total de 2.000 promediaciones y hasta tres replicaciones para obtener cada
potencial evocado y, finalmente, se midieron la latencia del potencial obtenido
en el punto de Erby las latencias absolutas de los componentes N9, N13, y N20,
registrados en la derivacion CVII-Fz [17].

Potenciales evocados somatosensoriales
por estimulacion del nervio tibial posterior

Los PESS del nervio tibial posterior se obtuvieron mediante la estimulacion
de dicho nervio por detras del maledlo medial con electrodos de superficie
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Tabla I. Caracteristicas de los sujetos enfermos estudiados.

Grupos N.° Minima Méxima Media Desviaciéon estandar
Femenino 36 16 75 43,00 15,53
Masculino 34 20 73 36,76 12,77
Total 70 16 75 39,97 14,50

a una frecuencia de 5 Hz y con una intensidad minima suficiente para pro-
vocar una ligera flexion plantar de los artejos. El registro del potencial
evocado se realizo en la derivacion Cz-Fz [17]. Se empled un tiempo de
analisis de 100 ms, una sensibilidad de 5 puv por division y un filtraje de
5-200 Hz para el cortical. Se promediaron 1.500 respuestas y se replicaron
dos o tres veces para lograr una mejor evaluacion de los componentes. Se
midio la latencia del componente P40 que se obtuvo en la derivacion de Cz
para establecer el analisis de correlacion con los parametros clinicos.
Reflejo H
Se estimul6 el nervio tibial posterior en el punto medio de la fosa poplitea.
Se empled un estimulador bipolar de superficie TECA TE-4. El catodo se
colocd en sentido proximal para aplicar estimulacion. La intensidad del
estimulo oscild entre 30-40 v, mientras que la duracion empleada fue de
0,1 ms, la frecuencia de estimulacion fue de un estimulo por segundo. El sitio
de registro se ubico en el vientre del musculo gemelo medial y el de referen-
cia en la porcion distal del tendon de Aquiles, mientras que la tierra se coloco
entre los sitios de registro y estimulacion. Se obtuvieron dos réplicas en
ambas piernas y se analizaron las variables latencia (ms) y amplitud (uv).
Estos registros se realizaron en la Neurdnica (sistema computarizado para
potenciales evocados y electromiografia) de fabricacion nacional.

RESULTADOS
Caracterizacion clinica

La edad de inicio oscild entre 4 y 73 afios (media de 31,4). El sintoma inicial
mas frecuente fue la dificultad para la marcha en 66 enfermos (94,28%),
mientras que los otros cuatro debutaron con dificultad para hablar e incoor-
dinacion de los movimientos en los miembros superiores e inferiores.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes detectadas en los pacientes
estudiados fueron la ataxia de lamarcha (100%), disartria cerebelosa (98,57%),
dismetria (98,57%) y adiadococinesia (97,14%). Otros hallazgos clinicos
menos frecuentes fueron los movimientos sacadicos enlentecidos y oculares
limitados (84,28%), hipotonia (62,85%), temblor cinético de miembros
superiores e inferiores (58,57%), contracturas musculares dolorosas (57,14%),
signo de Romberg (41,42%), arreflexia osteotendinosa de miembros inferio-
res (41,42%), apalestesia en los miembros inferiores (30,00%), hiporreflexia
osteotendinosa (11,42%), clonus (10,00%), hiperreflexia osteotendinosa,
signo de Babinski y trastornos de la sensibilidad superficial (5,71%) (Fig. 1).

En nuestros pacientes no se detectaron signos extrapiramidales, atrofia
optica, degeneracion retiniana pigmentaria ni macular.

Curso evolutivo de la enfermedad

Para determinar la importancia de las manifestaciones clinicas, se utilizé el
grado de intensidad de la ataxia (descrito en el apartado Pacientes y métodos),
que constituy6 la manifestacion clinica mas frecuente de la enfermedad y el
sintoma inicial de la misma (Fig. 2). Se demostrd el curso inexorablemente
progresivo en el tiempo. Un total de ocho enfermos presentaron, a los dos afios
de evolucion, un grado ligero y se mantuvieron sin variacion hasta los cuatro
afios. Entre 4-6 aflos, se alcanzo el grado moderado en tres enfermos, uno de ellos
se mantuvo hasta los ocho afios, mientras que los otros dos evolucionaron hacia
el estado de intensidad mas grave entre los 6-8 afios. Sin embargo, los otros
nueve pacientes presentaron un curso evolutivo mas rapido hacia el estado de
mayor gravedad, es decir, hacia la invalidez. Por lo tanto, el comportamiento
evolutivo de los 17 enfermos se dividio en dos subgrupos, uno con evolucion
mas rapida hacia la invalidez (seis afios) y otro mas lenta (ocho aflos).

Estudio electrofisiologico

En la tabla II se muestra la comparacion de medias para las variables de los
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Figura 1. Manifestaciones clinicas més frecuentes en los enfermos.

Tabla Il. Estudios de conduccién nerviosa periférica sensitiva de nervio
mediano y sural. Comparacion de medias.

Figura 2. Curso evolutivo de la gravedad de la ataxia a través del tiempo.

Tabla lll. Anélisis de correlacién entre algunos parédmetros clinicos, tiempo de
evolucion y variables electrofisiolégicas. Valores del coeficiente de correlacion.

Variables Grupo sanos Enfermos p Variables LMS AMS LS AS LH AH LN20 LP40
Nervio mediano Grado ataxia  0,78°-0,68° 0,76° -0,51® 0,70° -0,56* 0,69° 0,82°
Latencia 2,42 2,45 0,778 Reflejos OT 0,70¢ -0,60* 0,74° -0,47% 0,82°-0,49® 0,49°% 0,61°
Duracion 2,42 2,65 0,120 Romberg 0,55%-0,42° 0,46°-0,34 0,63*-0,35 0,54® 0,60°
Amplitud 17,98 2,45 0,000 T. de evolucién 0,24 -0,40 0,23 -0,34 0,30 -0,30 0,12 0,20
VCS 58,10 55,68 0,098 #Variables con p< 0,05, el resto no fueron estadisticamente significativas; LMS:
latencia del potencial sensitivo del nervio mediano; AMS: amplitud del potencial
Nervio sural sensitivo del nervio mediano; LS: latencia del potencial del nervio sural; AS:
amplitud del potencial del nervio sural; LH: latencia del reflejo H; AH: amplitud del
Latencia 2,43 2,59 0,140 reflejo H; LN20: latencia del componente N20 de los PESS de nervio mediano;
LP40: latencia del componente P40 de los PESS de nervio tibial posterior.
Duracién 2,33 2,45 0,134
Amplitud 19,21 3,47 0,000
VCS 59.84 51.78 0,045 el grado de gravedad de la ataxia, las que mas correlacionaron fueron las

potenciales sensitivos de los nervios mediano y sural entre el grupo de sujetos
sanos y el de enfermos. Se observan diferencias estadisticamente muy signi-
ficativas para las amplitudes de ambos nervios estudiados y en menor grado
para la VCS del nervio sural, aunque ésta se mantiene dentro del intervalo de
normalidad de esta variable. Sin embargo, para el resto de las variables ana-
lizadas no se detectaron diferencias estadisticamente significativas.

Las alteraciones mas frecuentes detectadas en los PESS fueron latencias
prolongadas con cambios en la morfologia y la replicabilidad de los poten-
ciales, mientras que en el reflejo H, ademas del incremento en las latencias,
se encontraron amplitudes disminuidas. Por otra parte, en el 37,5% de los
sujetos estudiados no se obtuvieron los potenciales sensitivos entre los 4-8 afios
posteriores al inicio de la enfermedad. E1 58,3% de los pacientes no mostra-
ron respuestas a la estimulacion del nervio mediano y/o el tibial posterior,
mientras que en el 47,05% de los pacientes no se detecto el reflejo H.

Correlacion clinico-neurofisiologica

El analisis de correlacion entre las variables electrofisiologicas (de los estu-
dios de conduccion, PESS y reflejo H), y los parametros clinicos (grado de
gravedad de la ataxia, el signo de Romberg y las alteraciones de los reflejos
osteotendinosos) aparece reflejado en la tabla II1. Se demostrd que las laten-
cias de los nervios mediano y sural, asi como la del reflejo H y la de los
componentes N20 y P40 fueron las variables que presentaron las correlacio-
nes mas significativas estadisticamente con estos parametros clinicos. Con
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latencias de los potenciales sensitivos (nervios mediano y sural), latencias
del reflejo H y de los componentes N20 y P40. Sin embargo, con los reflejos
osteotendinosos, se observo lo mismo para las variables del reflejo H y la
latencia del potencial del nervio mediano. Con el signo de Romberg, el
mayor nivel de significacion se alcanzo para latencia de P40. Sin embargo,
para el tiempo de evolucion no se detecté nivel de correlacion estadistica-
mente significativo con ninguna de las variables electrofisioldgicas.

DISCUSION
Primeras manifestaciones clinicas y su comportamiento
a través del tiempo

El signo clinico cardinal para realizar el diagnostico de la ataxia
espinocerebelosa tipo 2 es la ataxia de la marcha, acompafiada de
otras manifestaciones clinicas de tipo cerebelosas (disartria, disme-
tria, adiadococinesia), asi como trastornos de lamotilidad ocular, de
los reflejos osteotendinosos, etc. [6,18]. Este signo clinico se ha
utilizado como marcador para cuantificar el proceso neurodegene-
rativo a través del tiempo, desde ligera hasta la forma grave en la
cual el paciente necesita apoyo o no puede caminar. El analisis del
comportamiento de la gravedad de la ataxia en nuestro estudio
demostro el curso inexorablemente progresivo de la enfermedad en
todos los pacientes. Los cambios en la intensidad de la ataxia, en los
diferentes periodos estudiados, ocurrieron aproximadamente cada
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dos afios. Sin embargo, un grupo de estos pacientes evoluciond de
forma mas rapida hacia los estadios de mayor gravedad, lo que
coincidi6 con una edad de inicio mas temprana desde el punto de
vista clinico y con un tamafio mayor en la cadena expandida, segiin
los resultados moleculares. Este hecho evidencid que el efecto neu-
rotoxico sobre las estructuras periféricas y centrales del sistema
nervioso depende del tamafio de la expansion, dato que se ha comu-
nicado también en otras familias no cubanas con ataxia espinoce-
rebelosa tipo 2 y en la tipo 1 [8-10,19,20].

Otros autores han analizado el comportamiento evolutivo de
la enfermedad a través del tiempo en la ataxia espinocerebelosa
tipo 2[6,18,21]y han demostrado el curso progresivo e invalidan-
te en todos los enfermos, quienes, por otra parte, han quedado
finalmente limitados al estado de postracion.

La edad media de inicio de la enfermedad fue de 31,4 (con un
intervalo de 4 a 73 afios). En 1982, Harding [22] describi6 una
edad media de inicio de 39,1 afios en 11 familias estudiadas, cifra
que resultd ser superior a la encontrada en nuestros enfermos. Por
otra parte, Currier [23] comunico una edad de inicio de 30 afios,
con valores que variaron entre 20 y 40 en la ataxia espinocerebe-
losa tipo 1, que si se correspondio con la hallada en nuestro estu-
dio. Estos resultados demuestran la variabilidad de la edad de
inicio de la enfermedad a nivel intrafamiliar. Existen trabajos
previos que sugieren el fendmeno de anticipacion en las ataxias
hereditarias dominantes, es decir, la aparicion de las primeras
manifestaciones clinicas en los nuevos enfermos a edades mas
tempranas que las generaciones precedentes [6,21,24].

Laataxiadelamarchase encontré enlos 70 pacientes estudia-
dos. Nuestros resultados coincidieron con los comunicados en
otros estudios [6,18,25]. Harding [22] demostrd que la ataxia de
la marcha y la dismetria estuvieron presentes en el 100% de los
casos estudiados. Otros autores informan de que se trata de un
signo muy frecuente en las ataxias hereditarias [24,26,27].
Este signo clinico se explica por ladegeneracion del cerebeloy de
los cordones posteriores demostrados por los estudios neuropa-
toldgicos ylos PESS denervios mediano y tibial posterior[2,14,21].

La dismetria, disartria cerebelosa y adiadococinesia fueron
los otros signos clinicos encontrados en casi todos los enfermos.
Estos hallazgos obedecen a la disfuncion cerebelosa demostrada
en los estudios anatomopatoldgicos realizados a pacientes falle-
cidos con ataxia espinocerebelosa tipo 2 [21].

Otros hallazgos clinicos presentes en nuestros enfermos fueron
los movimientos sacadicos enlentecidos y los movimientos ocula-
res limitados hacia arriba, abajo y horizontalmente. Wadia [28,29]
encontrd que todos sus enfermos presentaron movimientos ocula-
res lentos; sin embargo, los de seguimiento solo se afectaron en la
fase final de la enfermedad. Este hecho también se observo en los
pacientes estudiados por nosotros. Las alteraciones de los movi-
mientos oculares sacadicos relacionadas con las ataxias heredita-
rias se han descrito en otros estudios [22,28,29]. Brown [30] comen-
tolaexistenciade movimientos oculares enlentecidos en algunos de
sus casos. Las vias anatdmicas que intervienen en los movimientos
oculares son complejas y el conocimiento existente a cerca de ellas
es incompleto; sin embargo, Harding [22] sugiere la existencia de
un centro para la mirada vertical en el drea pretectal en el coliculo
superior y otra para la horizontal en la formacion reticular parame-
diana. A pesar de que las alteraciones degenerativas se encuentran
a nivel del cerebelo y la protuberancia, existen también cambios
morfologicos a nivel del mesencéfalo, lo que podria relacionarse
con las alteraciones de los movimientos oculares en los enfermos.
Porotraparte, la corteza cerebelosa desempeiia un papel importante
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enel control de los movimientos oculares sacadicos y de seguimien-
to, y—como es conocido—se afecta tempranamente en estos pacien-
tes. Por otra parte, las lesiones corticales y subcorticales pueden ser
también las responsables de estas alteraciones.

En nuestros pacientes el tono muscular estaba disminuido o
normal y no se encontraron signos extrapiramidales (espasticidad
ni rigidez de tipo extrapiramidal) en ninguno de los enfermos
examinados; estos datos permiten diferenciar nuestros pacientes
de los de las Islas Azores [21,27].

El temblor cinético de miembros superiores e inferiores fue
otro de los hallazgos clinicos detectados en los enfermos estudia-
dos. Eadie [25] menciona este signo como expresion de la dege-
neracion del cerebelo y sus vias.

Las contracturas musculares dolorosas (cramps) aparecen
desde estadios muy precoces en los sujetos portadores del gen.
Los pacientes lo refieren en cualquier parte del cuerpo, aunque
tienden a predominar en los musculos gemelos medial y lateral. Se
supone la posibilidad de un origen neurogénico [24].

El signo de Romberg presente en algunos enfermos es la expre-
sion de los fenomenos neurodegenerativos en el sistema cordonal
posterior, dato corroborado por los estudios morfoldgicos y losresul-
tados delos PESS delosnervios mediano y tibial posterior[13-15,21].

Los reflejos osteotendinosos mostraron gran variabilidad, lo
cual fue descrito previamente por los estudios clinicos realizados
por Orozco et al [6] en las familias cubanas; otros autores han
descrito resultados similares [22,24]. La hiporreflexia y la arre-
flexia osteotendinosa se presentaron en los individuos de mayor
tiempo de evolucidn, aunque en algunos se evidenciaron en esta-
dios iniciales. Esta alteracion obedece a la pérdida de las fibras
propioceptivas Ia de grueso calibre, demostrado por los resulta-
dos de los estudios de conduccion nerviosa periférica sensitiva.

El efecto neurotdxico de la mutacidn génica sobre el sistema
motor piramidal se evidencid en los enfermos de mas de ocho afios
de evolucidn y se caracteriz6 clinicamente por la hiperreflexia
osteotendinosa, signo de Babinski y clonus del tobillo. En otras
formas de ataxias, estos hallazgos clinicos se han descrito unidos
amanifestaciones de tipo extrapiramidales (22,24,27); sin embar-
g0, la ausencia de éstas permitio diferenciar la ataxia espinocere-
belosa 2 de la tipo 1 y 3.

Las alteraciones de la fascies encontradas en nuestros pacien-
tes fueron descritas por otros autores que estudiaron la ataxia
cerebelosa dominante cubana previamente [6]. Los trastornos de
lasensibilidad superficial detectadas en nuestros pacientes obede-
cieron a alteraciones polineuropaticas. Hacia los estadios mas
avanzados de la enfermedad se encontraron alteraciones de la
sensibilidad profunda (apalestesia). La existencia de ambos tipos
de anormalidades de la sensibilidad podria estar relacionada con
la lesidén degenerativa de las células de los ganglios de las raices
dorsales que provoca la degeneracion de los axones tanto perifé-
ricos como centrales; ello se ha descrito en este tipo de ataxia
hereditaria [13-15]. Numerosos autores [30-33] han demostrado,
através de los estudios de conduccion nerviosa periférica, la exis-
tencia de neuropatia periférica de tipo axonal predominantemente
sensitiva en los diferentes tipos de ataxias.

Estudios electrofisiologicos

Los resultados de los estudios de conduccion nerviosa periférica
mostraron una reduccion de las amplitudes de los potenciales
sensitivos. Estas alteraciones son expresion de una lesion perifé-
rica de tipo axonal.

McLeod y Evans [34] detectaron pacientes con alteraciones
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de la conduccion sensitiva. Cruz-Martinez etal [33,35] describie-
ron una neuropatia axonal en pacientes con atrofia olivopontoce-
rebelosa en los nervios mediano y sural. En otros estudios se
encontraron signos de lesion nerviosa periférica de tipo axono-
mielinica con predominio sensitivo en pacientes con ataxia espi-
nocerebelosa autosdémica dominante [31,33,36].

Los estudios de conduccion nerviosa sensitiva confirmaron
que la alteracion electrofisioldgica fundamental en pacientes con
ataxias hereditarias dominantes es una neuropatia axonal predo-
minantemente sensitiva. Los resultados de los estudios histologi-
cos obtenidos mediante biopsias de nervios periféricos evidencia-
ron una reduccion o pérdida de las neuronas en los ganglios de la
raiz dorsal, con la consiguiente disminucidn de fibras mieliniza-
das de mediano y grueso calibre que provoca atrofia y desmieli-
nizacion de las raices dorsales y degeneracion de las fibras de las
columnas posteriores de la médula espinal [32,35].

Chokroverty [32] atribuyd un origen metabolico a laneuropatia
sensitiva detectada en las ataxias hereditarias dominantes y confir-
mo la naturaleza axonal de la misma. Este autor destaco que la
gravedad de dichaneuropatia fue mayoren los casos condeficiencia
delaenzima glutamato deshidrogenasa. Schols [37] demostraronla
existencia de neuropatia periférica axonomielinica sensitiva en
pacientes con ataxias espinocerebelosas tipo 1,2y 3, independien-
temente delalocalizaciondel gen productor de laenfermedad [2,21].

Esvalidollamarlaatencion sobre el hecho de que nuestros hallaz-
gos enlos estudios de conduccioén nerviosa periférica sustentaron una
neuropatiasensitivapredominantementeaxonal, quese presentadesde
etapas muy tempranas en los sujetos portadores del gen de esta enti-
dad, incluso antes de enfermar. Ello pudo corroborarse por los estu-
dios a través del tiempo realizados por Velazquez etal [14,38], enlos
cuales se sugiere que la lesion periférica inicial parece producirse en
el ganglio de la raiz dorsal de la médula espinal con la consiguiente
degeneracion periférica y central; este hecho se ha demostrado por
estudios histologicos en pacientes fallecidos con esta enfermedad.

Los PESS de nervio mediano se caracterizaron por la existencia
de alteraciones en las latencias de los componentes N9, N13, N20, y
deN13-N20, mientras que en los del nervio tibial posterior se concen-
traron en la latencia del componente P40 y el tiempo de conduccion
central (L1-P40). Debemos destacar que, unido a las alteraciones
cuantitativas de los PESS, hemos observamos en estos estudios
morfologias atipicas y mala replicabilidad. Estas alteraciones sugie-
ren el compromiso de las vias sensoriales largas intraxialmente por
una probable lesion axonomielinica en fibras de grueso calibre.

Laliteraturaneurofisiologica internacional hadocumentado gran
variedad de alteraciones en los componentes de los PESS para las
ataxias cerebelosas. Todos estos estudios sufrieronlaescasezde casos
de ataxia y de la heterogeneidad del sindrome y, por lo tanto, utiliza-
ron pacientes con ataxia de Friedreich, ataxia telangiectasica y las
formas dominantes en diferentes etapas de la enfermedad [39-43].

El analisis del reflejo H mostrd basicamente dos tipos de res-
puestas anormales: latencias prolongadas con amplitudes dismi-
nuidas y la ausencia de potencial. La primera sugiere una lesion
axonomielinica en fibras propioceptivas Ia de grueso calibre de-
bido a la pérdida de las neuronas del ganglio de la raiz dorsal y la
segunda, un bloqueo en la conduccion aferente. La bibliografia
consultada sefiald como alteraciones basicas las latencias prolon-

ATAXIA ESPINOCEREBELOSA

gadas y la ausencia de respuestas como expresion de las anorma-
lidades degenerativas axonomielinicas en las porciones proxima-
les del sistema nervioso periférico.

Chokroverty et al [32] encontraron latencia del potencial H
prolongada y el bloqueo total de la conduccion. Por otro lado,
Cruz-Martinez et al [35] describieron este mismo comportamien-
to en otro grupo de pacientes con ataxias hereditarias dominantes
de comienzo tardio.

Analisis de la correlacion entre las variables clinicas
y electrofisiologicas

Con el objetivo de demostrar el grado de relacion entre algunos
parametros clinicos y electrofisiologicos se correlacionaron laataxia
(por grados de gravedad), reflejos aquileo y el signo de Romberg
conlas latencias y amplitudes de los estudios de conduccién nervio-
sa periférica, PESS, onda F y reflejo H. El signo clinico més fre-
cuentemente observado en estos enfermos fue la ataxia de la mar-
cha, hecho que coincide con los estudios realizados en este tipo de
ataxiay enotrostambién [6,24]. Laalta correlacion estadisticamen-
te significativa observada entre ésta y las latencias y amplitudes de
los potenciales sensitivos, del reflejo Hy delos PESS, sugieren que
el efecto degenerativo en los nervios periféricos sensitivos (como
consecuencia de la lesion del ganglio de la raiz dorsal) y el dafio
axonomielinico de los cordones posteriores de la médula espinal,
también contribuyeron a la gravedad de la ataxia con el progreso de
la enfermedad, de ahi la correlacion positiva con las latencias (a
mayor latencia, mayor grado de gravedad de la ataxia) y negativa
con las amplitudes (a menor amplitud, mayor gravedad). En los
estadios finales, que se correspondio con el grado de mayor grave-
dad de la enfermedad desde el punto de vista clinico, se observo el
bloqueo total de la conduccion nerviosa aferente, que, a su vez,
represento el nivel de mayor alteracion electrofisiologica.

El signo de Romberg mostrd una correlacion altamente sig-
nificativa con las variables latencia de N20 y P40, lo que corrobo-
16 el posible efecto de la lesion a nivel cordonal posterior como
causa del mismo. Sin embargo, se observo un nivel de correlacion
similar con algunas de las variables que exploran el estado funcio-
nal de los nervios periféricos sensitivos, hecho que sugirié que la
degeneracion de las neuronas del ganglio delaraiz dorsal provoca
la pérdida de las fibras periféricas y centrales simultdneamente.

Los disminucion del reflejo aquileo mostrd los mayores niveles
de correlacion altamente significativos con la latencia y amplitud del
reflejo H. Este estudio neurofisiologico representa la cuantificacion
dedichoparametroclinicoy eselresultado delatransmision segmen-
taria a través de un arco reflejo que implica las conexiones monosi-
napticas aferentes y eferentes [34]; de ahi que, clinicamente, se expre-
seporlahiporreflexiay laarreflexiaaquileay, electrofisiologicamen-
te, por diversos grados de alteraciones de la latencia y la amplitud.

La correlacion de las variables clinicas y electrofisioldgicas
demostraron nuevas formas de comprender la expresion fisiopa-
toldgica de la enfermedad y sus cambios a través del tiempo. Los
autores que han realizado estos analisis en otras formas clinicas y
moleculares se limitaron basicamente a correlacionar el grado de
ataxia de la marcha con los PESS de nervio tibial posterior y el
resultado de los estudios morfoldgicos con las alteraciones clini-
cas en los pacientes fallecidos [44].
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ESTUDO CLINICO-NEUROFISIOLOGICO DE 70 DOENTES
COM ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2

Resumo. Introducdo. 4 prevalénciada ataxia hereditaria de Holguin,
Cuba, é de 43 por 100.000 habitantes, mas existem regides onde
alcanga 503 por 100.000 habitantes, valor nunca antes reportado na
literatura internacional. Objectivos. Avaliar a participagdo de
estruturas evias ndo cerebelosas na produgdo de alguns sinais clinicos
da doenga através da correlagdo clinico-electrofisiologica. Doentes
e métodos. Realizou-se um exame neurologico, assim como estudos
de condugdo nervosa periférica e potenciais evocados
somatossensoriais dos nervos mediano e tibial posterior a 70 doentes
com ataxia espinocerebelosa tipo 2. Resultados. Os sinais clinicos
mais frequentes foram ataxia da marcha, disartria, dismetria e
adiadococinésia. A analise de correlagdo demonstrou que a varidavel
que mais significativamente se correlacionou com o grau de ataxia
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que correlaciono mds significativamente fue la latencia del compo-
nente P40, mientras que con las alteraciones de los reflejos osteoten-
dinosos fue la latencia del reflejo H. Sin embargo, para el tiempo de
evolucion no se detecto un nivel de correlacion estadisticamente sig-
nificativo. Conclusiones. Estos resultados sugieren que la degenera-
cion en nervios periféricos y vias sensoriales largas contribuye a la
gravedad de la ataxia y del resto de los signos clinicos. El tiempo de
evolucion no se relaciona con el aumento de las alteraciones electro-
fisioldgicas, por lo que no parece tener un efecto importante sobre los
mecanismos neurodegenerativos. [REVNEUROL 2000; 30: 109-15]
[http://www.revneurol.com/3002/i020109.pdf]

Palabras clave. Ataxia. Ataxia cubana. Ataxia espinocerebelosa
tipo 2. Electrofisiologia.
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ecom o sinal de Romberg foi a laténcia do componente P40, enquanto
que com as alteragdes dos reflexos osteotendinosos foi a laténcia do
reflexo H. Contudo, para o tempo de evolugdo, ndo se detectou um
nivel de correlagdo estatisticamente significativo. Conclusoes. Estes
resultados sugerem que a degenerescéncia em nervos periféricos e
vias sensoriais longas contribui para a gravidade da ataxia e dos
restantes sinais clinicos. O tempo de evolugdo ndo se relaciona com
o aumento das alteragdes electrofisiologicas, pelo que ndo parece
ter um efeito importante sobre os mecanismos neurodegenerativos.
[REVNEUROL 2000, 30: 109-15] [http://www.revneurol.com/3002/
i020109.pdf]

Palavras chave. Ataxia. Ataxia cubana. Ataxia espinocerebelosa
tipo2. Electrofisiologia.
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Evaluacion neurofisiolégica en pacientes afectados
por ataxia espinocerebelosa tipo 2

L. Velazquez, E.E. Medina®

NEUROPHYSIOLOGICAL ASSESSMENT OF PATIENTS WITH TYPE 2 SPINOCEREBELLAR ATAXIA

Summary.Introduction.Type 2 spinocerebellar ataxia (S§As the condition most often described (to date) in patients with
hereditary ataxia, its prevalence being 52 per 100,000 per€ijactive In patients with SCAneurogenic patterns are identified

by means of electrophysiological techniquestients and methoda. transverse study was made of 70 persons with SCA2 of
different periods of duration and from different regions of the country. The control group was made up of 108 volunteers.
Electrophysiological recordings made were: conventional and quantitative electromyography, late F wave and H reflex responses.
Multivariate methods with a confidence interval of 95&& (0.05) were used for statistical analysResults.Conventional
electromyography showed a pattern of isolated contractions, predominantly in patients who had had the fispedes,
classified as Grade | by the authors; in those with a history of >5 years there was a pattern of very isolated contréatimiswit
potentials of amplitudes >10V, without denervation, classified as Grade Il. The patients with worse clinical condition were
concentrated in this latter group. Significant differences were observed between Groups |, Il and control and also regarding th
late responses of the F wave and H refteanclusionsFor the first time two types of neurogenic patterns of S@&e been
established to describe alterations which denote participation of the firstand second motor neurones [REV NEUROL 1988; 27: 921
Key words Electromyography. F wave. H reflex. Spinocerebellar ataxia. Spinocerebellar degeneration.

INTRODUCCION ticas degenerativas, marcadores neurofisiolgicos y prediccién
Las ataxias espinocerebelosas dominantes se caracterizangponostica, entre otras.
su heterogeneidad clinica y genética. Desde el punto de vistaEn la Ultima década se ha producido un rapido progreso en la
anatomopatolégico, presentan degeneracién de los tractosressrofisiologia clinica, vinculado estrechamente al desarrollo de la
cendentes y descendentes de la médula espinal, el cerebelcejdatronica y la informatica. Estas técnicas neurofisiolégicas ofre-
oliva. Clinicamente se manifiestan por sintomas y signos dgeron nuevas posibilidades para el diagnéstico y seguimiento de
pendientes del sustrato anatémico donde predomine la degeipema evolutivaen el tiempo de las afecciones neuroldgicas[11-13].
racion [1-6]. Entre esas técnicas se encuentrala electromiografia, que com-
Los estudios moleculares permitieron definir seis formas mprende el registro de la actividad espontanea o voluntaria de las
leculares de ataxias hereditarias, las cuales fueron designadadihtas musculares; por tanto, el analisis del estado de reposo, las
méricamente desde la ataxia espinocerebelosa tipo 1 a la 6cheacteristicas de los potenciales de unidad motora, el recluta-
mutacion génica para los tipos 1, 2 y 3 consistié en una expansidiento y el patrén de contraccién, brindan informacién del estado
inestable del trinucleétido CAG con probable efecto tdxico sobfencional de la parte motora del aparato neuromuscular. En los
las neuronas [4,7-9]. Gltimos diez afios se han implementado técnicas de analisis cuan-
En Cuba, la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (AB&consti- titativo de las sefiales electromiograficas destinadas fundamental-
tuido el segundo avance de la genética molecular en importaniente al examen automatizado del patrén por interferencia y de
para las ataxias hereditarias. Esta representa el grupo mas ndasepotenciales de unidad motora [11,13-15].
roso de enfermos descritos hasta el momento, con una prevalencid.as respuestas tardias permiten evaluar las porciones mas
>42 por 100.000 habitantes [1,2,10]. proximales y los segmentos interespinales del aparato neuro-
Orozco et al [1,10] describieron como principales manifestauscular, y se han utilizado ampliamente para obtener informa-
ciones clinicas la ataxia de la marcha, dismetria, adiadococinesizn objetiva del estado funcional del sistema nervioso [16,17].
y disartria cerebelosa. EI50% de los pacientes presentaron calam-Por ser esta enfermedad neurol6gica un problemade salud que
bres, movimientos oculares limitados y sacadicos enlenteciddsmanda la vinculacion cientifica, se propuso identificar con téc-
hipotonia y reflejos osteotendinosos anormales. Dichos autoresas electrofisioldgicas la existencia de patrones neurégenos en
comunicaron la ausencia de rigidez, espasticidad, atrofia 6ptieafermos de AEC Se incluyeron pacientes de diversas regiones
retinopatia y demencia. del pais y a su vez se extendio la experiencia a varios laboratorios
A pesar de los avances logrados en las investigaciones clté-la Red Nacional de Neurofisiologia Clinica.
cas, epidemioldgicas y moleculares en la ABGn permanecen

sin dilucidar multiples interrogantes con relacion a las caracterbsACIE,\lTES Y METODOS

Se estudiaron 70 enfermos con AFaracterizados molecularmente, con
Recibido: 27.07.98. Recibido en version revisada: 01.08.98. Aceptado: 04.08 $§1tomas y signos bien definidos y tiempos de evolucion variable. De ellos,

36 pertenecian al sexo masculino y 34 al femenino, con una edad media de
40 afios, rango de 16-75. El grupo control lo conformaron 108 sujetos
voluntarios. Ambos grupos consintieron en ser incluidos en el estudio tras
ser informados. Un total de 32 pacientes procedian de la provincia de
Correspondencia: Dr. Luis Velazquez Pérez. Hospital Docente Vladimifolguin y 38 de otras regiones del pais, la mayoria de estos dltimos con
llich Lenin. Avda. Lenin, s/n. Holguin 80100, Cuba. familiares procedentes de esa provincia del oriente cubano. El diagnéstico
0 1998 REVISTA DE NEUROLOGIA se realiz6 a partir de los criterios clinicos y genéticos.

aLaboratorio de Neurofisiologia Clinica. Hospital Docente Provincial Vla-
dimir llich Lenin. Holguin® Departamento de Neurofisiologia Clinica. Hos-
pital General Dr. Luis Diaz Soto. La Habana, Cuba.
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Tabla I. Respuestas tardias onda F y reflejo H en sujetos controles y Onda F
enfermos de AEC,. Se realiz6 segun la descripcion clasica [21]. Se estimul6 de forma supramaxi-
mal el nervio peroneo profundo a nivel de la cabeza del peroné proximalmen-
Variables Grupo control  Enfermos te con un pulso eléctrico de 0,1 ms de duracion. La onda M fue primeramente
(n=35) (n=50) registrada para tener la seguridad de que el estimulo aplicado era supramaxi-
Onda F mal. La sensibilidad empleada fue de 0,2 mV por division, velocidad de
barrido de 10 ms/div. Se registraron un total de 20 trazos con una frecuencia
Latencia minima 38,15 40,81° de 1 Hz. El registro se efectu6 a nivel del musculo extensor corto de los dedos
con electrodos de superficies. Se analizaron las variables latencia minima y
Latencia maxima 42,82 44,36° maxima, asi como la diferencia entre estas latencias y la de la onda M. Se
. ) expresaron en ms.
Latencia minima-latencia onda M 2739 29,66°
Latencia maxima-latencia onda M 32,06 33,09 Refiejo H
Se estimul6 el nervio tibial posterior a nivel del punto medio de la fosa
Reflejo H poplitea. Se empled un estimulador bipolar de superficie TECA TE-4 y se
) N siguio la técnica clasica descrita [22]. La intensidad del estimulo varié entre
Latencia 26,35 30,60 30-40 V, mientras que la duracién empleada fue de 0,1 ms, la frecuencia de
Amplitud 1.82 0,29" e_stimulaci_c’)n fue de un estimulo por segu_ndo. El sitio de registro se ubi(?(:) a
nivel del vientre del musculo gemelo medial y el de referencia en la porcion
2p<0,01;°p<0,001. distal del tendon de Aquiles, mientras que la tierra se colocé entre los sitios

de registro y estimulacién. Se obtuvieron dos réplicas en ambas piernas y se
analizaron las variables latencia (ms) y amplitud (uV).
Examen clinico Estos registros fueron realizados en la Neurénica 02 (sistema computado-

. . - rizi';\do para potenciales evocados y electromiografia) de la firma Neuronic SA.
Todos los enfermos presentaron ataxia de la marcha como sintoma inicial,

disartria cerebelosa, dismetria, adiadococinesia, calambres, hipotonia, reflgalisis de los datos

jos osteotendinosos anormales y movimientos oculares limitados. Ningu@

0 s ) . .
. o - : L - § realizé andlisis de varianza para las variables de las respuestas tardias
de ellos presento atrofia Optica, espasticidad ni degeneracion retiniana., Se

. L - S .gonda F y reflejo H) con relacion al grupo control para evaluar diferencias
excluyeron los pacientes con historia de alcoholismo, hipertiroidismo, in-,_ . . .
estadisticas entre ambos, mientras que para el EMGq se tuvo en cuenta la

gestion de anticonvulsionantes cronicos u otras afecciones que primarla] Q.. . ) L e
clasificacion del patrén neurégeno en dos grados y se realizé un andlisis de

secundariamente afectaran al sistema nervioso. . S ;
P L - . " . varianza multivariado entre ellos y el grupo de sujetos controles con el
El examen clinico se realiz6 segun los parametros utilizados en la Clinica ., — . - e
propdsito de conocer el comportamiento de la actividad electromiogréfica
de los Hermanos Mayo [18]. o L . o S e
cuantificada y el valor de méaxima amplitud que permitiera definir objetiva-
Estudios electrofisioldgicos mente un patrdn neurégeno en los enfermos.
Electromiograma convencional (EMGc)
Se realiz6 con electrodos de agujas concéntricas en los musculos fl
radial del carpo, abductor corto del pulgar, deltoides, tibial anterior %SULTADOS, .
gemelo medial. Se registro la actividad de reposo, los potenciales de (rk@men neurologico
dad motora (PUM) durante la contraccion ligera del musculo y el patron g8 examen neurolégico demostré la existencia de ataxia de la
contraccion ;:_?aé"mo_ezlf“erzto- Ssoemf'ggoun\t/'/edmm_ de E‘L”a"?'lts de 30?rﬁ‘§rcha, dismetria, disartria cerebelosa y adiadococinesia en el
y una sensibiidad variavle entre 51y =999 HVICIVISIOn. Los TIros entrgnnoy ge |os pacientes. En el 51% de ellos se detectaron calam-
20 Hz y 10 kHz. Se utilizé un electromidgrafo DISA de un canal modelg . S -
14 A 11 res, temblores, movimientos oculares limitados, movimientos
El patron electromiografico fue considerado normal cuando la activid&@cadicos enlentecidos, hipotoniay reflejos osteotendinosos anor-
postinsercional presenté una duracion de 200-300 ms, ausencia de dedm@les. Estos elementos clinicos unidos alos antecedentes familia-

vacion en reposo, PUM normales en morfologia y amplitudes entre 1y 4 m¥s permitieron considerarlos como enfermos de AEC
[19].
El electromiograma en los enfermos fue dividido por los autores tenienBstudio neurofisioldgico

en cuenta el tiempo de evolucion, las caracteristicas de los PUM y el patrg i . .
de contraccién en dos grados: f_é’comparamon de las medias para las variables de laonda F entre

—Grado | Actividad postinsercional prolongada, patrén de contracciéﬁ! QVUPO control y el grUPO de, e_nfermos mostro _alteraCanes SIg-
aislado, PUM normales y reclutamiento disminuido. nificativas para la latencia minimay la diferencia entre éstay la

—Grado II. Actividad postinsercional prolongada, PUM polifasicos, amplilatencia de la onda M del potencial motor. Otras alteraciones
tudes por encima de 5 mV (hasta 15 o mas mV). Patron de contraccion rdetectadas fueron la ausencia de respuesta y la disminucion de la
aislado casi a oscilaciones simples. cantidad de ondas F (Fig. 1).

Electromiograma cuantitativo (EMGG) Sin embargo, las dos variables del reflejo H (latenciay ampli-

Se realizé en el musculo deltoides a partir del analisis del patrén por intyg) eVIdenCIarclmld'ferenCIaZ.SIQUmCE.‘I,NZS plara Iosl_enLermotj con

ferencia (PI) con la utilizacion de parametros comunicados por otros autol@§rémento en la latencia y disminucion de la amplitud (Tabla )

[15,20]. Se consideraron las siguientes variables: Fig. 2). )

—Amplitud del centil superiofUCA, del inglésUpper Centil Amplitude Latabla Il muestra los resultados del electromiograma con-
Se utiliz6 para cuantificar la amplitud que es superada solo por el 1%wencional. En el grupo de sujetos enfermos con tiempo de evo-
todos los segmentos contenidos en una época de la sefial electromiogjgion igual o menor a cinco afios detectamos en 42 de ellos
fica. Representa los potenciales de mayor amplitud contenidos en la S?M,GS%) un patrén de contraccion aislado con amplitudes nor-

electromiografica, es decir, la amplitud de la envolvente. . ST . .
—Actividad Es la cuantificacion de la presencia de PUM dentro del segmew-ales’ reclutamiento disminuido y potenciales de unidad moto-

to de la sefial obtenida (1 segundo). Se trata de separar las zonas'gugon amplitud, morfologia y duracion normale_S,- En estado d?
verdaderamente contienen actividad contractil, de aquellas en las que $§8BO0SO0 NO se evidenciaron signos de desnervacion. A este patron
existe la linea de base. Se expres6 en porcentaje. electromiogréfico se le denominé patréon neurégeno grado |

922 REV NEUROL 1998; 27 (160): 921-926
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Figura 1. Registro de onda F en enfermo con AEC,. Se observa la dismi-
nucién de ondas obtenidas a partir de un tren de 16 estimulos.
ms/div= milisegundos por divisiéon; pV/div= microvoltios por divisién.

Figura 2. Comportamiento de la respuesta del reflejo H en un enfermo de
AEC,.Trazo 1: respuesta normal en sujeto del grupo control. Trazo 2: regis-
tro con amplitud disminuida en un enfermo de AEC,. Trazo 3: significativa

disminucién de la amplitud con prolongacion de la latencia en estudio
evolutivo. Trazo 4: ausencia de respuesta. ms/div= milisegundos por divi-
sion; pV/div= microvoltios por division.

Tabla Il. Caracteristicas del electromiograma convencional en enfermos Tabla lll. Andlisis cuantitativo electromiogréafico del patrén por interferen-

de AEC,. cia en sujetos controles y en enfermos de AEC, en relacién con los grados

I'y Il a partir de los resultados del EMG convencional.
Patrén Enfermos %

Variables Grado | Grado Il Grupo control p
Grado | 42 61,65

Actividad 41,42 36,33 63,33 0,000
Grado |l 22 32,57

UCA 2,73 5,00 2,40 0,000
Normales 4 5,78

Sujetos controles: n= 35; sujetos enfermos, n= 64; p< 0,05; UCA (Upper Centil
Total 68 100,00 Amplitude): representa los potenciales con mayor amplitud contenidos en la

senal electromiografica, es decir, la amplitud de la envolvente.

Grado |: se refiere al patron electromiografico neurégeno de topografia central;
Grado Il: significa un patron neurdégeno de topografia en neurona motora inferior.

(Fig. 3), mientras que en los sujetos con mayor tiempo de eVas variables de los diferentes estudios realizados entre los enfer-
lucién predominé un reclutamiento enlentecido con amplitudesos, teniendo en cuenta el lugar de procedencia, no mostré dife-
altas (mayores de 5 mV), patron de contraccion muy aislado,®mcias significativas.
algunos casos hasta oscilaciones simples, y potenciales de uni-
dad motora polifasicos. En este subgrupo no se constataron sig- .
nos de lesion axonal. A este patron se le denominé patrén ney= CUS'_ON .
régeno grado Il (Fig. 4) y fueron detectados 22 pacient&dectromiograma convencional
(32,57%). Este ultimo patrén se correspondié con las manifdsss resultados obtenidos sustentaron la existencia de un patrén
taciones clinicas méas graves, muchos con imposibilidad paraurégeno enlos sujetos enfermos, el cual se dividié en dos grados
realizar lamarchay otros que necesitaban apoyo. En otros cuagpendiendo de las caracteristicas de los PUM y del patrén de
pacientes el electromiograma fue normal. contraccion. En los pacientes con manifestaciones iniciales de la
Teniendo en cuenta la clasificacion realizada sobre la basestidermedad, y por tanto con menor tiempo de evolucion, aparecio
los hallazgos en el electromiograma convencional, se establegiopatron de contraccion aislado con disminucion del recluta-
unacomparacion entre los grados 1y Il para las variables actividagnto de las unidades motoras. Este tipo de patrén revel6 una
y UCA del electromiograma cuantitativo (Tabla Ill). Se observdesion central en el sistema piramidal que limita la llegada de la
ron diferencias estadisticamente significativas entre las compardermacion eferente hasta las motoneuronas del asta anterior y,
ciones realizadas. Los valores mas altos de la UCA y los de aptiebablemente, una lesion temprana en dichas neuronas, y que
vidad mas disminuidos coincidieron con el patron neurégemxplica las manifestaciones de un sindrome piramidal en el 15%
denominado como grado Il (Fig. 5). de los pacientes. En el patron neurdgeno grado Il, que constituyé
Los valores del estadigrafo F y la probabilidad asociada panaa consecuencia evolutiva del anterior, predominaron los PUM
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1! 1 mV/div
50 ms/div

WA

ms/div= milisegundos por divisién; mV/div= milivoltios por division

H

Figura 4. Patron electromiogréafico neurégeno grado Il en un enfermo de
AEC, con tiempo de evolucién de diez afos. Se caracteriza por un patrén
de contraccion significativamente aislado con disminucién del recluta-
miento y potenciales de unidades motoras de 8 mV de amplitud.

50 mlsld\\/

! I L

ms/div= milisegundos por division; mV/div= milivoltios por division.

Figura 3. Patron electromiogréafico neurégeno grado | de un enfermo de
AEC, con tiempo de evolucion de tres afos. Se caracteriza por un patron
de contraccion aislado con disminucién del reclutamiento.

poso (fibrilaciones, ondas positivas acuminadas y fasciculaciones),
PUM polifasicos con amplitudes aumentadas y un patrén de con-
I traccion aislado hasta oscilaciones simples en algunos casos. Sin
embargo, estos autores no tienen en cuenta en sus estudios la defi-
nicion molecular de la enfermedad ni el tiempo de evolucién, a
diferencia del enfoque que se ha dado a este estudio. El analisis de
! los primeros enfermos en estadios iniciales demostré un patrén
caracterizado por la disminucion de la llegada de los comandos
- motores hacia las heuronas motoras de la médula espinal, mientras
gue con el transcurso del tiempo estas alteraciones se incrementaron
y aparecieron los signos de reinervacion colateral que en muchos
casos recordaron el patron neurégeno de la enfermedad de la neu-
rona motor. Un elemento interesante fue la ausencia de fascicula-
ciones tanto clinica como electromiograficamente, a pesar de que
los estudios anatomopatolédgicos revelaban pérdida moderada de
neuronas motoras en las astas anteriores de lamédula espinal [25,26].

Figura 5. EMG cuantitativo en un enfermo de AEC, con patrén neurégeno
grado II. a) Trazado de electromiograma; b) Andlisis cuantitativo del trazado

electromiografico, que relaciona ‘mean aptitude’ vs turns/seg; c) Anélisis
cuantitativo del trazado electromiogréafico que relaciona las variables ‘mean
amplitude’ vs actividad expresada en % y donde se observa una nube de
puntos que representan derivaciones o el andlisis en cada zona donde se

Electromiograma cuantitativo

El analisis del EMGq se bas6 en el estudio de la actividad que
describe el llenado del patron de interferencia (Pl) y de la UCA, que

introdujo el electrodo concéntrico de aguja del electromiograma. La nube de
puntos se concentra hacia la zona de amplitudes elevadas y actividad dismi-
nuida. ms/div= milisegundos por division; mV/div= milivoltios por division.

refleja los potenciales de mayor amplitud contenidos en la sefial
electromiogréfica. Los hallazgos encontrados en los pacientes con
patrén neurdégeno grado | sugirieron una lesion de la via piramidal.
Se considera que ésta antecede a las lesiones de las astas anteriores
de amplitudes de 10 mV con patrén de contraccién muy aisladela médula espinal, que se manifestaron en los pacientes de mayor
llegando a oscilaciones simples sin desnervacion demostratiiempo de evolucién a través del patron neurdgeno Il'y que ha sido
Algunos autores han comunicado alteraciones en el EMG de gamostradatambién en estudios anatomopatoldgicos [25,26] en los
cientes con ataxia cerebelosa [23,24], pero ninguno se ha refexde existieron mas alteraciones degenerativas. La existencia de
a los cambios que se producen con el tiempo, lo que ha deterfiiM de gran amplitud, expresados por el aumento de laUCAy que
nado que este tipo de alteraciones sélo se haya descrito eselaorrespondieron con los resultados del EMGe, indicé la presen-
AEC.. Los resultados de un estudio anatomopatoldgico realizacdia de los procesos de reinervacion colateral que aparecen de forma
en fallecidos con AEZlemostraron pérdida de las motoneuronasiuy lenta en este tipo de ataxia espinocerebelosa.
del asta anterior de la médula espinal [25,26]. En los pacientes con patron grado | se encontrd disminucion
En la serie estudiada no se encontraron signos de desnedeta actividad, con amplitud de la envolvente (UCA) normal,
cién, lo que indica la posibilidad de que los procesos degeneratientras que en el grado Il se detecté una mayor disminucion de
vos ocurrieran de una manera lenta que permitié a los procesofadectividad con un incremento notable de la amplitud en compa-
reinervacion colateral instalarse tempranamente. racion con el grupo de sujetos normales. La actividad expresa el
Rossi et al [27] describieron alteraciones electromiogréaficas parcentaje de tiempo durante el cual la sefal electromiografica
otro grupo de pacientes con ataxias hereditarias dominantes catactiene informacion proviniente de los potenciales de unidad
terizadas por desnervacion en musculo tibial anterior en un paciemtatora, es decir, cuantifica la presencia de potenciales de unidad
y signos de reinervacion colateral en otros musculos examinadostora contenida dentro del segmento de la sefial. Por tanto, su
Sin embargo, no encontraron fasciculaciones ni otras manifestadisminucién es compatible con la pérdida de unidades motoras
nes de hiperexcitabilidad neuromuscular en ningln paciente. grandes, que es mayor en fiEientes con tiempo de evolucion
Otros autores [23,28,29] han comunicado resultados del essuperior a los cinco afios, lo que indico que estos procesos degene-
dio electromiogréfico en pacientes con ataxias hereditarias domaitivos a nivel de las motoneuronas del asta anterior se incremen-
nantes caracterizados por signos de desnervacion en estado danm@a con el paso del tiempo, aunque estuvieron presentes en los
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enfermos con menor tiempo de evolucion. Por otro lado, la UCA se Estos resultados expresaron la existencia de dos tipos de res-
desarroll6 para cuantificar los potenciales de mayor tamafio corgaestas anormales, una dada por latencias prolongadas con ampli-
nidos dentro de la sefial electromiogréfica. El incremento de estdes disminuidasy la otra por la ausencia de potencial. La prime-
variable s¢imit6 a los sujetos de mas tiempo de evolucion, lo gus es indicativa de una lesién axonomielinica en fibras nerviosas
coincidio con los resultados de la electromiografia convencionaknsitivas debido ala pérdida de las neuronas del ganglio de laraiz
y expreso la existencia de espigas de gran amplitud debido protharsal, y la segunda sugirié un bloqueo en la conduccion que
blemente al efecto de los mecanismos de reinervacion colateratgpresentd la consecuencia evolutiva de la primerarespuesta. Cruz
descritos; asimismo, represent6 una consecuencia evolutiva dsllrtinez [23] describid pacientes con amplitudes en el reflejo H
observado en los enfermos con menor tiempo de evolucion. disminuidas predominantemente y sefial6 una lesién axonal, a

Por tanto, la clasificacion establecida a partir de las obsendiferencia de los resultados de esta serie en los que existe una
ciones del EMGc es vdlida por la cuantificacion del patron pamezcla de lesion mielinica y axonal en fibras propioceptivas la.
interferencia del EMG. No existen estudios en la literatura que Lacomparacionde los resultados electrofisioldgicos obteni-
permitan establecer confrontaciones con nuestros resultadosdos entre enfermos de AE@rocedentes deiferentes provin-

En general, estos hallazgos en la cuantificacion de la sefigs del pais y los de la nuestra mostré un comportamiento simi-
electromiogréafica demostraron un patrén neurégeno mas evidér; lo que sugirié que desde el punto de vista fisiopatologico el
te en los sujetos de mayor evolucion. El grado | reflejo la lesi@@mportamiento de los mecanismos degenerativos espinocere-
del sistema piramidal, descrita en estudios morfoldgicos de sujelosos es el mismo para los pacientes independientemente de
tos fallecidos con ataxia espinocerebelosa tipo 2 [25,26], quesseprocedencia. La mayoria tienen familiares originarios de la
considera antecede a las lesiones de las astas anteriores geokancia de Holguin.
médula espinal expresadas en los pacientes con mayor tiempo dé_os estudios clinicos y moleculares también concuerdan con
evolucion a través del patron neurégeno Il y en los cuales exisstos hallazgos. Ello significa que estamos frente a una misma

ron mas fendmenos degenerativos de su sistema motor. forma molecular: la ataxia espinocerebelosa tipo 2 y que, por
i . tanto, es aplicable el método de estudio de andlisis a todos los
Respuestas tardias (onda F y reflejo H) enfermos del pais. EI mismo se aplica en varios hospitales, tanto

Lasrespuestas tardias permiten evaluar las estructuras proximateta capital como en otras provincias.

del sistema nervioso. La onda F representa la descarga de lag.os estudios de electromiografia son més utilizados que las

motoneuronas activadas antidromicamente [30]. respuestas tardias en las ataxias hereditarias; no obstante, éstas
Los resultados obtenidos en estos enfermos fueron expresidnstituyen un estudio complementario que permitié corroborar

de unalesién mielinica parcial en porciones proximales del sistes hallazgos anormales en porciones proximales del aparato neu-

ma nervioso periférico, como se ha descrito en hallazgos histotdmuscular y a su vez interrelacionar los mismos con los resulta-

gicos[25,26]. Laausencia de respuesta observada en los pacieshdesde los estudios clinicos y morfologicos.

de mayor tiempo de evolucién con patron neurégeno grado I, con

estudios de conduccion periférica motora normal, revelaron una .

pérdida importante de neuronas motoras del asta anterior dEANCLUSION

médula espinal. Debemos desarrollar el intercambio y la colaboracién entre la-
El reflejo H es el resultado de la transmisién segmentatieratorios de neurofisiologia clinica y otras ramas relacionadas

espinal a través de un arco reflejo que implica las conexiores el campo de las neurociencias con el fin de contribuir a la

monosinapticas entre las fibras aferentes y eferentes en un neprimfundizacion del conocimiento de los mecanismos fisiopato-

mixto desencadenado por la estimulacion submaximal [17]. 1égicos de la AEG
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EVALUACION NEUROFISIOLOGICA EN PACIENTES AVALIACAO NEUROFISIOLOGICA DE DOENTES

AFECTADOS POR ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO2 COM ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2

Resumen.Introduccion.La ataxia espinocerebelosa tipo 2 (AMEC ResumolntrodugdoA ataxia espinocerebelosatipo 2 (Afrepre-
representa al grupo mas numeroso de enfermos con ataxias heraginta o grupo mais numeroso de doentes com ataxias hereditérias
tarias descrito hasta el momento, con una prevalencia de 52 padescrito até a data, com uma prevaléncia de 52 por 100.000 habitan-
100.000 habitante®©bjetivo. Identificar con técnicas electrofisio- tes.Objectivo.ldentificar com técnicas electrofisioldgicas a existén-
I6gicas la existencia de patrones neurégenos en enfermos de AEfa de padrées neurogénios em doentes compABgentes e méto-
Pacientes y métodoSe realizé un estudio transversal a 70 sujetodos.Realizou-se um estudo transversal a 70 doentes comasEC
enfermos de AEG-on tiempo de evolucién variable y procedentetempo de evolucao variavel e oriindos de diferentes regiées do pais.
de diferentes regiones del pais. El grupo control conté con 108 sD-grupo controlo consistiu em 108 individuos voluntarios. Registos
jetos voluntarios. Registros electrofisioldgicos realizados: electralectrofisiologicos efectuados: electromiografia convencional e
miografia convencional y cuantitativa, y respuestas tardias ondaduantitativa, e respostas tardias onda F e reflexo H. Na analise
y reflejo H. En el andlisis estadistico se aplicaron métodos multivastatistica aplicaram-se métodos multivariados com grau de confi-
riados con una confiabilidad del 95% = 0,05). ResultadosEl  ancga de 95% (a= 0,05ResultadosO electromiograma convenci-
electromiograma convencional mostré un patrén de contracciéonal mostrou um padréo de contraccao isolado, predominante em
aislado, predominante en enfermos con tiempo de evolggidiios, doentes com tempo de evolugéo £ 5 anos, denominado pelos autores
denominado por los autores grado |, y en los de tiempo >5 afios@eu |. Nos doentes de tempo> 5 anos encontrou-se um padrdo muito
encontr6 un patron muy aislado con potenciales de unidades moigslado com potenciais de unidades motoras de amplitudes> 10 mV,
ras de amplitudes >1fV, sin desnervacién, denominado grado Il.sem desnervagdo, denominado grau Il. Neste Ultimo padrdo neur6-
En este Ultimo patrén neur6geno se concentraron los enfermos @enio concentraram-se os doentes com manifestacdes clinicas mais
manifestaciones clinicas mas graves. Existieron diferencias signifiraves. Existiram diferencas significativas ao comparar os padrées
cativas al comparar los patrones grado | y Il con el grupo controlgrau | e Il com o grupo controlo, assim como nas respostas tardias
asi como en las respuestas tardias onda F y reflef@oclusiones. onda F e reflexo HConclus6edefiniram-se pela primeira vez dois

Se definieron por primera vez dos tipos de patron neurégeno ertilaos de padrdo neurogénio na Algiara descrever alteragdes que
AEG, para describir alteraciones que denotan participacion de laraduzem participacéo do primeiro e segundo neurénio motor [REV
primera y segunda motoneurona [REV NEUROL 1998; 27:]. NEUROL 1998; 27: ].

Palabras claveAtaxia espinocerebelosa. Degeneracidon espinocd?alavras chaveAtaxia espinocerebelosa. Degenerescéncia espino-
rebelosa. Electromiografia. Onda F. Reflejo H. cerebelosa. Electromiografia. Onda F. Reflexo H.
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Abstract

Motor and sensitive nerve conduction studies, visual (VEP), brainstem auditory (BAEP) and somatosensory (SSEP) evoked potentials in
82 patients with spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2), 62 presymptomatics relatives and 80 controls, correlating it with CAG repeat, disease
duration and ataxia score were assessed. All the groups showed differences in the amplitude of sensory action potentials in median and sural
nerves. Sural amplitude was negatively correlated with disease duration and ataxia score. Differences among patients and controls in the
mean latency and conduction velocity of sensory action potentials were found. Abnormal morphology and replicability of SSEPs and
BSAEPs were found in patients and presymptomatics. Moreover, consistent increase in latencies of P40 component of SSEPs, III and V
peaks and I-11II interpeak of BSAEPs was found in patients. A positive correlation was found between latency of 11l and V waves, I-11I and
[II-V interpeak latencies of BSAEPs and disease duration. CAG repeat and electrophysiological markers assessed were not correlative.
Electrophysiological alterations in the SCA2 appeared in presymptomatic stages. These alterations are consistent markers which could be

used to evaluate the progression of the disease.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2); Cuban ataxia; Electrophysiological disorders; Sensory axonopathy; Nerve conduction studies; Evoked potentials

1. Introduction

The autosomal dominant cerebellar ataxias (ADCA) are a
clinically, pathologically and genetically heterogeneous
group of neurodegenerative disorders caused by degeneration
of cerebellum and its afferent and efferent connections. The
degenerative process may additionally involve the ponto-
medullar systems, pyramidal tracts, basal ganglia, cerebral
cortex, peripheral nerves (ADCA I) and the retina (ADCA 1I),
or can be limited to the cerebellum (ADCA IID[1].

The most common of these dominantly inherited
autosomal ataxias, ADCA 1, includes many spinocerebellar
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ataxias (SCA) subtypes, some of them are caused by
pathological CAG trinucleotide repeat expansion in the
coding region on the mutated gene. Such it is the case of
SCA1, SCA2, SCA3/MID, SCA17 and Dentatorubral-
pallidoluysian atrophy (DRPLA) [2-8].

In Cuba, there are almost 800 patients and 8000
presymptomatic relatives at risk of developing some
hereditary ataxia in the next few years. The most frequent
molecular form is SCA2, with a prevalence of 43 cases per
100,000 inhabitants in Holguin province, reaching 142 cases
per 100,000 inhabitants in Baguanos municipality [9].

SCA2 is characterized by progressive gait and limb
ataxia, cerebellar dysarthria, dysmetria, dysdiadochokinesia,
tremor and slowing of horizontal saccadic eye movements
[10,11]. The gene is located on the long arm of chromosome
12 (12g23-24.1) [3-5] and encodes a cytoplasmatic protein
(ataxin 2) found in many body tissues and neuronal
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populations without an as yet defined function [12]. The
unstable expansion of the polyglutamine domain within
ataxin-2 is directly linked to the pathogenesis of SCA2 [13].

In general, electrophysiological features of SCA2 in
clinical and preclinical stages have been studied in a small
number of individuals. In the present study we carry out a
more detailed electrophysiological characterization of 82
SCA?2 affected subjects and 62 presymptomatic first-degree
relatives. This study allowed us to evaluate the peripheral
and central nervous system in SCA2. To this end, we
performed motor and sensory nerve conduction studies,
somatosensory evoked potential, visual evoked potential and
brainstem auditory evoked potential.

2. Patients and methods
2.1. Patients

Eighty-two SCA2 patients (52 males and 30 females)
with ages ranging from 15 to 80 years (mean, 43.0; standard
deviation [SD], 13.3), age at onset from 8 to 80 years old
(mean, 29.7; SD, 12.4), disease duration from 1 to 42 years
(mean, 13.3; SD, 7.9), and polyglutamine repeat sizes from
34 to 50 (mean, 40; SD, 3) were admitted to the Center for
Investigation and Rehabilitation of Hereditary Ataxias in
Holguin for this study. The clinical assessment was
conducted using the International Cooperative Ataxia Rating
Scale (ICARS) [14].

Sixty-two (22 males and 40 females) presymptomatic first-
degree relatives of SCA2 patients, with ages ranging from 16
to 61 years old (mean, 34.7; SD, 10.5) and polyglutamine
repeat sizes from 32 to 57 (mean, 38.4; SD, 4.3) were also
studied.

A group of 80 healthy nonpaid volunteers from Holguin
province (58 male and 22 female subjects) with ages ranging
from 11 to 81 years (mean, 41.7; SD, 12.6) served as controls.

The Ethics Committee of the National Center of Ataxia
approved the research protocol. After a description of the
present study to each patient, written informed consent was
obtained.

2.2. Molecular analysis

DNA was extracted according to standard phenol-
chloroform protocols [15]. Polymerase chain reaction
(PCR) for the detection of the SCA2 mutation was carried
out using the following pairs of primers previously published:
SCA2 a (5'-gggccccteaccatgteg-3’, with Tet fluorescence)
and SCA2b (5'-cgggcttgeg gacattgg-3”) [3] or DANI (5'-
cgtgcgagecggtgtatgge-3’) and UHIO (5'-ggcgacgcta-
gaaggccegcet-3’) [4]. PCR reactions were developed on a
Perkin Elmer 9600 thermal cycler (USA) according to the
following profile: I cycle at 95 °C for 2 min, 35 cycles at
94 °C for 1 min, 65 °C for 1 min and 72 °C for 1 min, and a
final cycle at 72 °C for 5 min, using a SuperTaq-Pol kit
(Perkin Elmer, USA). PCR product sizes were determined on

an Alf Express II sequencer using TAMRA 350 as internal
size standard. To determine the composition of the CAG
repeat, PCR products were directly sequenced on the Alf
Express II at the laboratory of the CIRAH. Sequence reac-
tions were performed on a Perkin Elmer 9600 thermal cycler
according to the profile: 25 cycles at 96 °C for 30 s, 50 °C for
15 s and 60 °C for 4 min, using a Prism ready reaction Dye
Deoxy Teminator kit (Applied Biosystems, USA).

2.3. Electrophysiological studies

Nerve conduction studies were performed using an
electromyographer (Neuropack SIGMA, Japan) following
the standard methods. Motor nerve conduction studies were
recorded by percutaneous supramaximal nerve stimulation at
unilateral median and peroneal nerves. Compound Muscle
Action Potentials (CMAP) were recorded using surface
electrodes. Sensory nerve action potentials (SNAPs) were
recorded by using surface ring electrodes around third digit
and surface electrodes on the lateral to the midline in the
lower third of posterior aspect of the leg at unilateral median
and sural nerves. Nerve conduction velocities below and
latencies above 2.5 SD threshold of normal control data from
our study, and amplitudes of CMAP below 2 mV and SNAPs
below 5 pV were considered abnormal.

Posterior tibial nerve somatosensory evoked potentials
(Tn-SSEPs) were performed by mean of electrical stimuli
through electrodes placed on the skin overlying the nerve at
the posterior zone of the median malleolus. The intensity of
the stimuli was the minimal required to produce a light
plantar flexion movement of the toes. The subject under
study was observed throughout the entire time of the test,
adjusting the stimulus intensity as needed to maintain a
constant to the stimulated frequency.

Tn-SSEPs were recorded from two derivations: Cz
against Fz and over the low back on the skin overlying the
spinous processes of the vertebra L1 vs. contralateral ileac
crest (L1 vs. Ic) (19). The electrodes impedance was always
below 5 KO. Band pass filter was 20 to 2000 Hz, and a gain
of 100,000. The analysis time used was 100 ms and 2000
trials were averaged, 2 to 3 repetitions were obtained in order
to show the reproducibility of the recorded components.

Latency of the N22 was measure on the L1-Ic channel and
the latency of the P40 was measured in the Cz—Fz channel.
The central conduction time (CCT) was calculated by
subtracting the latency to N22 onset from P40 onset.
Abnormal latencies were considered 2.5 SD above threshold
of normal data from our study.

Visual evoked potentials (VEPs) were recorded from Oz
electrode against a reference electrode placed on Fz. The
stimulus employed for the VEPs measurement was the
reversal of a checkerboard pattern composed of light and
dark squares projected on displayed on a TV monitor and
stimulation was performed on each eye with the subject
sitting 1.5 m in front of a TV monitor (Visual angle 15°,
check 157). Following darkening of the room, 132 stimuli
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Fig. 1. Dependence of age at onset on polyglutamine expansion size in 82
SCA2 studied patients.

were given in each eye separately after a period of adaptation
of 20 s with the analysis time of 400 ms. The stimulation
frequency was 1 Hz. The frequency bandpass was 1
to100 Hz. The latency to the major positive component
was measured. Abnormal latencies were considered 2.5 SD
above threshold of normal data from our study.

Brain Stem Auditory Evoked Potentials (BSAEPs) were
recorded from an active electrode on the stimulated
ipsilateral mastoid and a reference electrode on the vertex
(Cz), with the contralateral mastoid grounded. Condensation
clicks of duration of 100 ps were generated by and acoustic
stimulator. The stimuli were presented monaurally through a
cushioned telephonic TDH-39 earphone. The stimuli were
presented at a frequency of 17 Hz at an intensity of 95 Db.
BSAEPs were recorded with surface applied metal disk
electrodes (Ag/AgCl). The electrode impedance was always
below 5 k(). The EEG signals were amplified by a factor of
100,000 with a bandpass filter from 20 to 2000 Hz). The
digitalization was performed for 256 sample points with a
100 us period so that the analysis time was 10 ms. The
latency components I, III and V of the BSAEPs and the
interpeak differences I-1II and III-V were measured with a
two cursors system. The stimulus frequency was 17 Hz and
2000 trials were averaged and two to three replicas of the
BSAEPs were obtained in every subject for each ear in order
to show the reproducibility of the components measured.

To eliminate the influence of age on nerve conduction
studies, a single sex- and age-matched control individual was
selected for each SCA2 mutation carrier, and matched
groups were compared thereafter.

2.4. Statistical analysis

The data from this study were entered into a data file
using the computer software program Statistic for Windows
(Release 6.00, 2003). Scatter plots were obtained to evaluate
the data and to confirm the presence of a normal distribution
before the application of parametric statistics. Mean values

and standard deviation were determined for each measured
nerve conduction, Tn-SSEPs, VEPs and BSAEPs
parameters.

Statistical analysis was performed using the multivariate
ANOVA between patients, presymptomatic subjects, and
controls. Correlation of electrophysiological parameters,
ataxia score and disease duration in SCA2 patients and
polyglutamine expansion size in patients and presympto-
matics was performed by a simple linear regression analysis.

3. Results
3.1. Clinical study

All examined patients showed a cerebellar syndrome
characterized by gait ataxic, cerebellar dysarthria, dysme-
thria and dysdiadochokinesia. In 78 of these, gait ataxia was
the first symptom of the disease. Many patients exhibited
abnormal tandem stance, slow saccadic eye movements,
limited voluntary ocular movements, facial atrophy, loss of
vibration sense, areflexia or hyporeflexia of DTRs, abnormal
swallowing and unstable stance with feet together. Gait
ataxia with cerebellar dysarthria was present in 8 patients.
No retinal degeneration, optic atrophy, nor spasticity and
dementia were observed.

Simple regression analyses were conducted within the
SCA2 patients and best fits were obtained using a log (y)
transformation. This disclosed a significant negative corre-
lation of age of onset and polyglutamine expansion size
(r=0.647; p=0.000) (see Fig. 1).

Table 1
Mean comparative values of nerve conduction variables in studied subjects

Healthy SCA2
controls patients

Presymptomatics

Motor conduction studies
Median nerve
Mean conduction velocity 55.66+6.44 55.75+5.53 55.46+7.07
(m/s)
Mean latency (ms)
Mean amplitude (mV)
Peroneal nerve
Mean conduction velocity 50.60+6.34 48.46+8.26 49.47+5.77
(ms)
Mean latency (ms)
Mean amplitude (mV)

8.05+0.99 8.13+0.96 7.91+1.17
13.66+£5.29 11.69+4.75 12.43+5.89

10.57+1.30 11.12+1.37 10.77+1.29
7.20+3.82  6.58+4.30 7.78+3.51

Sensitive conduction studies
Median nerve
Mean conduction velocity 53.47+7.30 48.54+9.79 53.24+6.02
(m/s)
Mean latency (ms)
Mean amplitude (uV)
Sural nerve
Mean conduction velocity 54.72+8.55 46.62+9.35 53.75+9.00
(m/s)
Mean latency (ms)
Mean amplitude (uV)

2.78+£0.57 3.01+£0.53 2.73+0.53
23.32+8.87 8.12+5.71 11.45+8.27

242+0.63 3.04+£0.55 2.66+0.82
11.38+6.73 5.62+5.44 7.82+6.90
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Table 2
Correlation analysis between electrophysiological and clinical variables in
SCA2 patients

Variables r p

Sural amplitude/disease duration -0.312 0.031
Sural amplitude/ataxia score —0.358 0.020
Latency of III wave/disease duration 0.303 0.050
Latency of V wave/disease duration 0.497 0.001
Interpeak latencies of I-I1l/disease duration 0.424 0.006
Interpeak latencies of I1I-V/disease duration 0.320 0.041

3.2. Motor and sensitive nerve conduction studies

Mean motor (Median and Peroneal) nerve conduction
velocities, latency and amplitude were in the normal range in
all groups (p>0.05). Two patients with SCA2 had
pathological values of motor amplitude (2.4%, 0.32 mV
and 0.85 mV) and abnormal velocities (2.4%, 31.60 m/s and
31.90 m/s) along the peroneal nerve (see Table 1).

3.3. Sensory nerve studies

The mean latency of sensory action potential showed
significant differences between SCA2 patients and controls
(»=0.010 for median nerve and p<0.001 for sural nerve). The
differences between presymptomatic and controls were not
statistically significant. Mean amplitudes of sensory nerve
action potential were significantly different (»<0.001) in all
groups along both nerves. Abnormal results with
amplitudes< 5 pV in the median nerve were obtained in 28
out of 75 SCA2 patients (37.3%; mean, 3.07 uV; SD, 1.4 uV),
and 23 out of 62 presymptomatic subjects (37.1%; mean,
3.07 pV; SD, 1.2 uV). Sural amplitudes below 5 pV were
detected in 44 SCA2 patients (58.9%; mean, 2.27 pV; SD,
1.53 pV) and 28 presymptomatics (45.2%; mean, 2.61 pV;
SD, 1.68 pV). Mean SCV of SCA2 patients and controls was
different for sural (»<0.001) and median (p<0.001) nerves.
There were no differences among presymptomatic and control
groups (see Table 1).

Sural amplitude was negatively correlated with disecase
duration and ataxia score (see Table 2). However, there was
no correlation with the polyglutamine expansion size
(r=0.226; p=0.149) and age of onset (r=0.015; p=0.924).

3.4. Somatosensory evoked potentials of the posterior tibial
nerve

The mean latency of P40 wave in Tn-SSEPs was
significantly prolonged (p<0.001) in SCA2 patients
(mean, 57.69 ms; SD, 1.78) compared with healthy controls
(mean, 38.40 ms, SD, 0.253). The Tn-SSEPs testings
revealed an abnormal morphology and replicability in all
82 SCA2 patients. In 50 (60.98%) of them, the latencies of
P40 waves were abnormal (> 49.5 ms), also in 6 SCA2
patients (7.32%) the P40 waves were absent.

Abnormal morphology and replicability of the Tn-SSEPs
waves were also detected in the presymptomatic group.
However, the intergroup differences of mean latency of the
P40 wave between presymptomatics (mean, 42.85 ms; SD,
4.38) and the controls were not significant.

There was not a significant difference of mean lumbar
latency between SCA2 patients (mean, 20.95; SD, 0.19),
asymptomatic relatives (mean 20.60 ms, SD 0.50) and
controls (mean, 19.40 ms; SD, 0.11). Mean latency of CCT
Tn-SSEPs was significantly prolonged (p=0.0001) in SCA2
patients (mean, 36.74 ms; SD, 1.58) compared with healthy
controls (mean, 19.00 ms; SD, 0.126 ). In the presymptomatic
relatives the CCT was normal (mean, 22.25 ms; SD, 0.14).

3.5. Visual evoked potentials

The mean (SD) latency of the major positive wave (P100) in
VEPs reached 10537 ms (SD, 5.81) in healthy controls,
105.85 ms (SD, 9.73) in the presymptomatic group and
106.34 ms (SD, 8.01) in SCA2 patients. No significant
differences were detected between all groups. Abnormal P100
waves, with a latency <120 ms was obtained in one SCA2
patient (1.2%, 123 ms).

3.6. Brainstem auditory evoked potentials

Brainstem auditory evoked potential studies were abnor-
mal in 78 SCA2 patients (95.12 %) and 55 presymptomatic
relatives (87.30%) who showed abnormal morphology and
replicabilities of potentials. In the other 4 patients, the
BSAEPs were absent. Comparison of mean values of the
BSAEPs shows significant differences (p<0.001) for the
absolute III and V latencies and for interpeak I-III latency
between SCA2 patients and healthy controls but not between
presymptomatic and controls.

There was a positive correlation between the latency of 111
and V waves, -1l and III-V interpeak latencies of BSAEPs
and disease duration. No significant correlation was found
with polyglutamine expansion size (see Table 2).

4. Discussion

Our findings are in accordance with previous reports on
SCAZ2 [16]. The clinical presentation of SCA2 usually begins
with gait ataxia, accompanied by cerebellar dysarthria,
dysmethria and dysdiadochokinesia.

The clinical picture of anatomically proven SCA2 is
essentially a progressive cerebellar syndrome. More than 83%
of patients developed abnormal tandem stance, slow saccadic
eye movements, limited voluntary ocular movements, facial
atrophy, loss vibration, decreased tendon reflexes, abnormal
swallowing and unstable stance feed together. More than 76 %
of patients showed marked genetic anticipation.

Most SCA subtypes show involvement of the peripheral
nervous system [17—19]. In 1997, Abele et al. [20] found a
sensory axonal neuropathy with the sural potential amplitude
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reduction in 10 out of 13 SCA2 patients. Although these
authors found no abnormality of conduction velocity, Van de
Warrenburg et al. analyzed the peripheral nerve involvement
in patients with ADCA and reported abnormalities compat-
ible with a sensory neuropathy in all SCA2 patients [21].

In our work, we found that the reduction of amplitude of
the sensory potential is the main abnormality of the peripheral
nervous system in the Cuban SCA2 patients. This finding
reflects a peripheral lesion of the nerves, mainly at the axonal
level, but with signs of demyelination, that are interpreted as a
secondary axonal disorder. The reduction of the amplitude of
the sensory potential was more marked in patients with the
longer duration of the disease, indicating a progressive
increase in the number of affected fibers with time.

Our electrophysiological results agree with the histolog-
ical data from studies of posterior and root ganglia. The
neuropathological study of 13 cases with SCA2, described
atrophy of the posterior ganglia, reduction in the number of
ganglion cells in the dorsal root ganglia and demyelination in
the posterior root [10].

The loss of ganglion cell in the dorsal root ganglia is
consistent with reduced amplitude of the sensory potentials
previously found in the nerve conduction studies [19];
however, a gradual pattern of alteration was not found.

Like SCA2 patients, their presymptomatic first-degree
relatives show a reduction of the sensory potential amplitude
along the distal segment of the median and sural nerves. This
alteration suggests that the impairment of the neurons of the
dorsal root ganglia seems to occur before the cerebellar syn-
drome appears. Other electrophysiological evidences that neu-
ropathy may precede symptoms in SCA2 have been reported
[22,23]. These alterations appear to be related to the duration of
the disease but not with the expansion polyglutamine size.

Our motor nerve conduction data reflect that SCA2 is not
characterized by a significant abnormality of motor responses
of the peripheral nervous system. Nevertheless we have
observed that the major abnormalities appear in patients with
duration of the illness beyond 10 years (Velazquez et al.
unpublished results).

Tn-SSEPs abnormalities, consisting of a marked delay of
the P40 component and CCT latency, absence of responses
and abnormal morphology, were present in a large number of
our SCA2 patients, confirming the results of Perreti et al.
(1996) [24] and Abele et al. (1997) [20]. The normal values
of N22 wave latencies in SCA2 patients, and therefore the
prolonged CCT suggest that the Tn-SSEPs abnormalities are
due the disturbed conduction at the posterior columns of the
spinal cord. This finding is supported by neuropathological
studies in SCA2 showing degeneration and demyelination of
the posterior columns in the spinal cord and reduction of
ganglion cells number in dorsal root ganglia [10]. Other
anatomopathological evidences of Tn-SSEPs abnormalities
at central level are the severe neuronal loss in the cuneate,
gracile and spinal trigeminal nuclei as well as in the ventral
posterior medial, ventral posterior lateral and the destruction
of the reticular nucleus in the thalamus [25-27].

Our Tn-SSEPs findings in presymptomatic relatives
constitute the first report of Tn-SSEPs abnormalities in the
preclinical stage of the disease, indicating a mild affectation
of the somatosensory pathway before the onset of the cere-
bellar syndrome. The abnormal morphology and replicability
of SSEPs components arising in the central pathways may be
related to the low voltage and temporal dispersion of periph-
eral nerve input in this disorder.

Significant abnormalities in visual evoked potential have
been observed in Friederich ataxia [28,29], SCA1[29,30] and
SCA7 [31] but have not been observed in SCA2. In 1983
Sridharan and his colleagues [32] reported VEP abnormal-
ities in only one out the five patients with a dominant form of
spinocerebellar degeneration that phenotypically resembled
SCA2. Abeleetal. (1997) [20] reported VEP abnormalities in
4 out 11 SCAZ2 patients, while, in the SCA1 group, they found
delayed responses in 7 out 9 subjects. Recently, Rakowicz
et al. 2005 [30] reported that the amplitude of the P100 was
significantly lower in SCA1 than SCA2. Taking this account,
the authors reported that the decrease of this variable is the
unique electrophysiological parameter to differentiate be-
tween both group of patients. Therefore, SSEPs testing
should be a more sensitive indicator of early involvement of
afferent pathways in the Cuban form of SCA2.

Our VEP results are in agreement with these earlier
studies and reflect in a large population of SCA2 patients the
integrity of the visual pathway in Cuban SCA?2 patients,
which allows us to distinguish SCA 2 from the other
Spinocerebellar ataxias such as SCA1, SCA3 and SCA7.

In general, reports on BSAEPs abnormalities in SCA2 and
other spinocerebellar ataxia patients are contradictory due to
the genetic heterogeneity of the studied samples, the different
criteria used for classification of the ataxia and because
generally the duration of the disease has not been taken into
consideration [20,23,30,33-35]. Specifically, in SCA2
patients, Perreti et al. (1996) found BSAEPs abnormalities in
82% of all subjects. Also, they found an association between
BSAEPs abnormalities and clinical deterioration of the
patients. Abele et al. (1997) [20], report 42% of SCA2 patients
with BSAEPs abnormalities. Nevertheless Wadia et al. (1998)
[23] found normal responses of BAESPs recordings in all four
subjects with SCA2.

We found that BSAEPs had poor replicability and unstable
morphology in 95% of the patients, indicating the varying
involvement of various neurons in the auditory pathway. Also
there was increased latency of the waves III and V and an
increase of the I-III interpeak interval. These findings are in
agreement with previous neuropathological observations in
cranial nerves and nuclei involved in the auditory pathway
[36]. In a patient with an age of onset age of 44 years and a
duration of illness of 5 years, there was no response which
suggests a possible peripheral lesion. Other abnormalities are
non-specific and suggest an increased temporal dispersion in
the conduction from the intraxial tracts of the brainstem.

The correlation between BSAEPs abnormalities and
duration of the illness of the patients and the BSAEPs data
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from presymptomatics indicate that auditory pathway dam-
age is progressive and begins before cerebellar syndrome
nevertheless longitudinal studies are necessary to clarify this
issue.

Serial evoked potential studies may also aid in further
defining the evolution the of neurophysiological involve-
ment of the sensory system and may also be of help in
evaluating the effects of various therapies in this disorder.

In conclusion, our results suggest that the SCA2 is a
neurodegenerative disease that affects not only the cerebel-
lum and its fiber connections, but also the peripheral nervous
system and extracerebellar central pathways. The electro-
physiological alterations in the SCA2 are characterized by
the decrease of the amplitude of the sensory potentials,
SSEPs and BSAEPs with alterations in the morphology and
the replicability, as well as the increase of the latency of the
P40 component. Interestingly, some of these abnormalities
appeared during the presymptomatic stage.

Our electrophysiological results indicate that the struc-
tures of the nervous system that are primarily affected were
the peripheral sensory nerves and the dorsal roots of the
spinal cord, followed by the somestesic pathway at the
intraxial level, and the auditory pathway at the brainstem
level. The visual pathway was not affected. The nature of the
initial lesion is of the axonal type according to the results of
the axonomyelinic and peripheral sensory nerve conduction
at a the level of the intramedular sensory pathway or more
diffusively along the brainstem according to the SSEPs of the
posterior tibial nerves. Sensitive amplitudes and latencies of
IIT and V waves of BSAEPs were strongly influenced by the
duration of the illness, identifying these variables as
objective and quantitative physiological parameters. These
findings may be used as highly sensitive and specific clinical
biomarkers for future clinical trials of therapeutic agents.
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Capitulo 2. Marcadores de progresion en la Ataxia

Espinocerebelosa Tipo 2

Publicados en:

» Rev Neurol (1998); 27 (160): 955-963 (Factor de impacto: 1,28)

» J Neurol Sci (2010); (290):22-26 (Factor de impacto: 2,492)
En este capitulo se presentan los resultados de una investigacion longitudinal
realizada en un grupo de descendientes asintomaticos de SCA2 durante 20
afos. El primer articulo muestra los principales hallazgos de un corte realizado
durante los primeros 10 afios de la investigacion con los objetivos de identificar
los primeros cambios detectables objetivamente y determinar el efecto de la
mutacion sobre las estructuras y vias no cerebelosas. Esta investigacion
permitid definir diferentes etapas evolutivas (Anexo 1). Sin embargo, se
consider6 necesario extender el estudio hasta un periodo de tiempo mayor para

una definicion mas completa del proceso degenerativo.

El segundo articulo es la continuidad del anterior y completa un periodo de 20
afos, para definir mejor las diferentes fases del proceso degenerativo. Esta
segunda evaluacion longitudinal prospectiva incluyo los estudios de conduccién
nerviosa periférica motora y sensitiva en 21 portadores de la mutacion SCA2 —
inicialmente asintométicos— y 19 no portadores de la mutacion. Las primeras
alteraciones electrofisiologicas fueron la reduccién de las amplitudes de los
potenciales sensitivos en los nervios mediano y sural. En el nervio mediano, los
signos aparecieron aproximadamente 8 afios antes de las manifestaciones
cerebelosas, mientras que para el sural estos se detectaron mas proximos al

inicio de la enfermedad. Las alteraciones fueron seguidas por el incremento de
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la latencia sensitiva y disminucion de la velocidad de conduccion. Las
amplitudes sensitivas disminuyeron progresivamente de modo que casi todos
los pacientes mostraron amplitudes anormales y ausencia de potenciales
sensitivos. La tasa de progresion de estas manifestaciones electrofisiologicas
fue mayor en los pacientes con expansiones poliglutaminicas grandes. Los
nervios periféricos motores mostraron una afectacion tardia en la evolucion de
la enfermedad. Sugerimos que las amplitudes sensitivas se pueden emplear
como biomarcadores Uutiles para estimar la progresion de la neuropatia
periférica y, de esta manera, para evaluar futuros ensayos clinicos. Con
objetivo de realizar una caracterizacion integral de las fases evolutivas de la
SCA2, se realizaron nuevos estudios electrofisiologicos, tales como,
electronistagmografia, videopolisomnografia, umbral olfatorio y aprendizaje

visuomotor.
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Caracteristicas electrofisiologicas en familiares asintomaticos
de enfermos con ataxia espinocerebelosa tipo 2

L. Velazquez, E.E. Medina®

ELECTROPHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ASYMPTOMATIC RELATIONS OF PATIENTS
WITH TYPE 2 SPINOCEREBELLAR ATAXIA

Summary Introduction Electrophysiological studies have been shown to be useful in hereditary ataxia, but only a small number
of patients have been studied, and the duration of the illness, serial studies and molecular definition have not been taken int
accountObjective We proposed, by means of electrophysiological techniques, to characterize the functional evolutionary state
of the afferent and efferent systems in asymptomatic relations of patients with type 2 spinocerebellar atgxiRa®@ss and
methodsA 10 year longitudinal, prospective study was made of 59 children of patients withTB€Aequence included four

studies: 1986, 1991, 1994 and 1996, all with informed consent for the investigation. The control group consisted of 108
volunteers. The electrophysiological studies recorded were: conduction studies in peripheral nerves and multimodal evoked
potentials. For statistical analysis multivariate methods were used with a confidence interval ofr98%05). Results.
Electrophysiological alterations were observed even in the absence of clinical signs, such as reduced amplitude of sensory
potentials, morphological changes and prolonged latency of the central components of somatosensory evoked potentials, and
of brain stem auditory evoked potentials, whilst the visual evoked potentials remained normal. Of 79 relations studied during
the 10 year investigation, 17 had clinical signs and were considered to be patients witlC&@AusionsFour stages of the

illness were defined: ‘healthy’, presymptomatic, and patients with and without nerve conduction block. These characterized the
degenerative mechanisms of the afferent and efferent systems of the relations of patients,witio ®€éame ill themselves

[REV NEUROL 1998; 27: 955-63].

Key wordsEvoked potentials. Hereditary ataxia. Nerve conduction. Spinocerebellar degeneration. Type 2 spinocerebellar ataxia.
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L. VELAZQUEZ, ET AL

INTRODUCCION Tabla I. Caracteristicas generales de la muestra estudiada.
Las ataxias hereditarias autosémicas dominantes forman un gru=

po de afecciones neurodegenerativas heterogéneas clinicay géngo control
ticamente. Se caracterizan por la pérdida neuronal progresiva g,
nivel del cerebelo, niucleos del tronco cerebral y tractos espinoce-
rebelares. Sus principales manifestaciones clinicas son la ataxia Minima ~ Maxima Media DE
delamarcha, dismetria, disartria, adiadococinesia, oftalmoplejias,_ .
y alteraciones en los reflejos profundos. La edad de la presenta-
cién clinica es variable aun dentro de las mismas familias [1-3].Masculino 60 13 57 35,56 10,72

En 1893, Pierre Marie consideré la existencia de un grupo Qa%
ataxias hereditarias con una presentacion diferente a la ataxia
descrita por Friedreich [4]. Los rasgos que la caracterizaban eran N.° de sujetos por estudios
el modo autosémico dominante de la herencia y la edad de Cos, <. cnino
mienzo tardio. Los signos més prominentes fueron los cerebelo-
sos, reflejos profundos normales o exaltados, oftalmoplejias, atro- Edad minima 7 12 14 16
fias de los nervios opticos y el hallazgo morfologico de unaatrofia . maxima
acentuada del cerebelo [5].

En Cuba, varios investigadores han informado acerca de la Edad media 24 28 31 33
existencia de familias portadoras de enfermedad heredodegenera- -
tivaen las regiones orientales del pais [6,7]. La mayor prevalencia
comunicada corresponde a la forma clinica de ataxia autosémica Total 43 43 40 40
dominante [6], con cifras que llegan a alcanzar hasta 133,8 pog_ =~ . .~
100.000 habitantes, la mas alta de todo el pais y del mundo. Por
ello se estim@, de forma predictiva, una poblacion de mas de 1.000 Edad minima n 16 18 19
habitantes afectados en la provincia de Holguin.

Existen multiples estudios que analizan la utilidad de las téc-
nicas electrofisiolégicas en las ataxias hereditarias [8-12]. Sin Edad media 25 30 32 34
embargo, se ha estudiado una cantidad muy escasa de pacientes,
[12-14]; éstos han sido incluidos sin tener en cuenta el tiempo de
evolucion de la enfermedad y la edad de inicio, los estudios no se Total 16 16 15 15
han realizaglq de forma seriaday la interprgtgqi}’)n fisiopatolOJiGa. ,oqvincion estandar
se hace dificil al no tener en cuenta la definicion molecular, que
es la Unica forma de poder clasificar en la actualidad a las ataxias
espinocerebelosas.

En 1993, a partir de un estudio genético-molecular realizado L@ existencia de estos marcadores podria contribuir a la crea-
por Gispert et al [15] en la genealogia de familias cubanas pfédn de las bases electrofisioldgicas para la validacion en el mo-
cedentes de Holguin, fue publicado el descubrimiento del ci@el0 de la terapéutica y acelerar los estudios moleculares con su
mosoma donde se localizaba el locus productor de la ataxia @@licacion.
pinocerebelosa tipo 2 (AEL El mismo se cartografié en el
intervalo comprendido entre P_LA2 y D12S58 sobre el_cromosgACIENTEs Y METODOS
ma 12q23-24.1.y le fue atribuido un lugar en la clasificacion @gseno experimental
las ataxias hereditarias enHindbook of Clinical Neurology El estudio disefiado es de fi i lonaitudinal i -

po prospectivo y longitudinal, y permite exami

[16]. . . _nar las relaciones entre las diferentes variables en el tiempo y obtener una
Nodarse et al [10] fueron los primeros en realizar estudi@§idencia mas directa de las diferencias en los cambios dinamicos intra e
neurofisiol6gicos a familiares asintomaticos y enfermos canerindividuales que se producen en los familiares de pacientes con AEC
ataxia cerebelosa en Holguin. Fue posible determinar que el
comienzo de ésta es el mismo a cualquier edad, pero no se Iog#g°s st

conocer el efecto de los mecanismos neurodegenerativos sdtstdiamos los casos de 59 hijos de pacientes con pie@amente selec-
%ﬂados en 1986 bajo la clasificacion de familiares asintométicos y un
&

n Edades

48 12 65 34,02 13,79

iliares asintomaticos y enfermos

1986 1991 1994 1996

50 54 56 58

12,45 12,26 12,23 12,03

Edad maxima 44 49 52 54

10,19 10,68 10,63 10,71

diados

estructuras y vias no cerebelosas a traves del tiempo, ni agr 0 control con 108 sujetos cuyas caracteristicas se muestran en la tabla |
alos pacientes por fases evolutivas para realizar analisis en H s los sujetos consintieron en ser incluidos en el estudio tras ser infor-
una de ellas. ) mados. Como criterios de exclusion se definié que no presentaran sintomas

En estos momentos, tras haber transcurrido 10 afios desdgd@nos neurolégicos, alteraciones en el primer registro electrofisiolégico
seleccidn de los familiares asintomaticos, presentamos los resisbufrieran enfermedades asociadas que comprometieran al sistema nervio-
tados de esta investigacion que combina la ventaja de utilizarcentral y periférico, con edades inferiores a la edad de inicio de la enfer-
pacientes del mismo tipo molecular (AEQuna muestra sufi- medad en su generacion. Estos sujetos'fu'eron estudi_ados durante 1Q afos:
cientemente significativa con evaluaciones neurofisioldgicas dt286: 1991, 1994 y 1996. En los dos dltimos estudios fueron excluidos

~ P cuatro sujetos por abandono voluntario.

rante 10 afios para analisis en cada etapa de la enfermedad, con er
propésito de identificar los primeros cambios detectables objetixamen neuroldgico
vamente y asi determinar el efecto toxico de la mutacion genicayqos los individuos se les realizo examen clinico en cada ocasion inme-
sobre las estructuras y vias no cerebelosas a través de los estugli@sente antes del registro electrofisioldgico, se consideraron los parame-
electrofisioldgicos. tros utilizados en la Clinica de los Hermanos Mayo [17].
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ATAXIA ESPINOCEREBELOSA

Tabla Il. Conduccién nerviosa periférica sensitiva en los cuatro estudios Tabla lll. Potenciales evocados somatosensoriales en familiares asinto-

realizados en familiares asintomaticos clinicamente. (n= 38). maéticos clinicamente. (n=38).
Variables 1986 1991 1994 1996 p Variables 1986 1991 1994 1996 p
Nervio mediano Nervio mediano
Latencia 2,50° 2,65 2,88° 2,75° 0,000 Latencia N9 8,91° 8,43 °? 8,80? 9,28° 0,000
Duracién 2,30*  2,26° 2,95° 3,01° 0,000 Latencia N13 12,69° 12,55° 13,13° 13,36° 0,000
Amplitud 16,62° 973" 786° 6.22° 0,000 Latencia N20 1859 1822 1938 19,82 0,000
VCS 5738 56,20 54,00 5702 0,210 N9-N13 371° 4,05° 4,26" 4,02° 0,038
Nervio sural N13-N20 589°  567° 6,26° 644 0,003
Latencia - 1,75° 2,33° 2,69° 0,000 . .
Nervio tibial posterior
Duracion - 2,03° 2,252 2,89° 0,000 . ]
Latencia espinal 18,82 19,35 19,28 19,67 0,083
Amplitud - 15,27° 11,65° 10,46°¢ 0,000 .
Latencia P40 35,41° 36,31* 38,17° 39,45°¢ 0,000
VCS - 59,71 55,03° 55,16° 0,019
Espinal-P40 14,58° 15,422 1744° 17.78° 0,000
abcd Test de separacion de medidas; p< 0,05; VCS: velocidad de conduccién
sensitiva. b cTest de separacion de medidas; p< 0,05.

Acorde a los resultados del examen clinico neurolégico, clasificamos a RigPerficie desde las tres derivaciones descritas clasicamente [22]. Emplea-
familiares asintomaticos en una de las dos categorias siguientes: mos un tiempo de andlisis de 30 ms, sensibilidaddédivision, con filtros

— Asintomatico el que continlia sin sintomas ni signos de la enfermedag€ entre 5y 2.000 Hz. Promediamos 2.000 respuestas y hasta tres réplicas.

—Enfermo el que ya tiene manifestaciones clinicas bien definidas de Medimos las latencias obtenidas en el punto de Erb (conduccion a través del
enfermedad. plexo braquial), y N13 y N20 (conduccion a través de cordones posteriores

cervicales y corteza somatosensorial primaria, respectivamente). Calcula-

Segun los resultados obtenidos en el estudio electrofisiolégico, y tenierf@gs €l tiempo de conduccién periférica (Erb-N13) y el tiempo de conduc-
en cuenta la condicién de individuo asintomético o enfermo dada anteri6idn central (N13-N20).
mec?ibgogéofr;nﬁ?aﬁzsdgzir?{grﬂ%fifofine—l gg;‘:\llss de los resultados:  pEgg por estimulacion del nervio tibial posterior

—Grupo de familiares enfermos (n= 17). El registro se realiz6 segun la técnica descrita [22]. Empleamos un tiempo

de analisis de 100 ms. El resto de los parametros fueron los mismos que los

Desde 1986 a 1991, 5 sujetos mostraron manifestaciones clinicas bien déflizados para el nervio mediano. Promediamos 1.500 respuestas con tres
nidas de AEG Hasta 1994 otros 9 sujetos enfermaron y en el Gltimo estudi§P!icas. Medimos Ia latencia del componente P40 y la del potencial

(1996) se dieron 3 nuevos casos, lo que suma un total de 17 sujetos 'gstrado a nivel espinal (latencia espinal, lumbar 1)oQalculamos
enfermaron. el tiempo de conduccién central (TCC) a partir de la diferencia entre las

latencias del potencial cortical y el lumbar, asi como el tiempo de conduc-
Estudios electrofisiol6gicos cion medular segun la expresion: latencia P40 (latencia espinal + latencia

Los registros de conduccion nerviosa motora y sensitivas se realizaron seBéﬁ‘Nzo)-

técnicas descritas por Kimura [18]. Utilizamos para los estudios de cond =ATC

cién nerviosa un electromiografo DISA modelo 14 A 11, de un canal acopla-

do a una promediadora DISA 14 G 11. Realizamos los potenciales evocagegbtuvieron en respuesta a la estimulacion monoaural a través de audifo-
somatosensoriales (PESS), auditivos de tallo cerebral (PEATC) y visualis TDH-39 con clicks de condensacion a una duracion de 100 ms y una
(PEV) seglin la técnica descrita por Chiappa [19-21]. Empleamos un equipignsidad de 95 dB pSPL. El tiempo de andlisis fue de 15 ms y los filtros de
Neurénica versién 02 para potenciales evocados multimodales de la firgfre 20 y 2.000 Hz. Se promedié a una frecuencia de 17 Hz y de dos a tres

Neuronic SA. réplicas en cada registro, con impedancias por debajo @& B&mismo,
] ) ] o medimos las latencias absolutas de los componentes I, Il y V, asi como los
Estudios de conduccion en nervios periféricos motores intervalos I-1ll y 111-V.

Estimulamos los nervios mediano y peroneo profundo. Para ello emplear%ﬁ/
estimulos eléctricos rectangulares de 0,1 ms de duracion, frecuencia de 1 Az ] . o ]
y filtros de entre 20 y 2.000 Hz, tiempo de andlisis de 30 ms y sensibilideénpleamos un tiempo de analisis de 400 ms, 132 promediaciones, filtros de

de 0,5 mV por division. entre 1y 100 Hz y sensibilidad de iU, con impedancias por debajo de
_ » ) o - 5 KQ y una ganancia de 100.000. La estimulacion a patrén se realiz6 de
Estudios de conduccion en nervios periféricos sensitivos forma monocular en condiciones de baja iluminacion. Medimos la latencia

Obtuvimos los potenciales sensitivos de los nervios mediano y sural. Emplégl componente P100.
mos un pulso rectangular de 0,1 ms de duracién, tiempo de analisis de 10 m$odos los estudios de potenciales evocados se realizaron en un equipo
sensibilidad de BV por divisién y se promedié un total de 50 respuestas. Neurdnica version 02 de la firma Neuronic SA.
Medimos las variables latencias, amplitudes, duracion, nimero de fases,

y velocidades de conduccién motora y sensitiva. Analisis de los datos

. o . ) Se efectué en el paquete estadistico Statistica para Windows. Realizamos
PESS por estimulacion del nervio mediano scatterplotspara los diferentes datos con el objetivo de probar la distribu-
Se obtuvieron con frecuencia de 5 Hz e intensidad minima para provoca@n normal de las variables utilizadas en el estudio antes de aplicar los
aduccion del dedo pulgar. Registramos los potenciales con electrodosmiodos de estadistica paramétrica. Se desarrollaron analisis de varianza
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Tabla IV. Conduccién nerviosa periférica sensitiva del nervio mediano en Tabla V. Conduccién nerviosa periférica en los cuatro estudios realizados
sujetos controles y familiares asintomaticos clinicamente. (Sujetos con- en familiares enfermos. (n= 17).
troles, n= 108; familiares asintomaticos, n= 38).

. Grupo control  Familiares asintomaticos Variables 1986 1991 1994 1996 P
Variables Media DE Media  DE P Nervio mediano
Estudio 1991 Latencia 2,57° 2,60° 3,18° 338" 0,000
Latencia 252 053 255 0,58 0,813 Duracién 2,75 2,35 2,69 2,76 0,839
Duracién 242 036 225 0.36 0,022 Amplitud 13,132 4,63° 3,19  2,32° 0,000
Amplitud 1798 772 9.73 563 0.000 VCS 56,97 55,58 50,02 4786 0,003
\VCS 58,10 8,60 56,20 11,24 0,212 Nervio sural
Edad 33,10 12,32 28,81 11,70 0,790 Latencia - 1.95° 266°  369° 0,000
Estudio 1994 Duracién - 1,92 2,45 2,69 0,059
Latencia 252 0,53 2,88 0,47 0,001 Amplitud - 150" 687"  460° 0,044
Duracion 242 0,36 2,95 0,60 0,000 Ves - 5509°  50,98° 4735° 0,031
Amplitud 1798 772 786 4,60 0,000 Z;;Jt?\?;de separacion de medidas; p< 0,05; VCS: velocidad de conduccién
VCS 58,10 8,60 54,00 9,65 0,012
Edad 33,10 12,32 31,15 11,66 0,434
Estudio 1996 Familiares asintomaticos
Latencia 252 053 2,75 0,53 0,034 La comparacién entre las medias de los diferentes estudios de

conduccion nerviosa periférica motora realizados en 1986, 1991,
Duracion 242 036 3,01 0,58 0,000 1994 y 1996 mostrd diferencias significativas para la variable
Amplitud 1798 772 6,22 3,89 0,000 amplituo! de I(_)s qeryios medi._ano y peroneo _profundo, con una
tendencia a disminuir progresivamente en el tiempo. Los valores
VCS 58,10 8,60 5702 9,97 0,391 mas bajos se presentaron en el Gltimo estudio. Sin embargo, para
las variables latencia, duracion y velocidad de conduccién motora
no se detectaron diferencias significativas.

p< 0,05; VCS: velocidad de conduccion sensitiva. El andlisis de varianza para la conduccién nerviosa periférica
sensitiva se muestra en la tabla Il. Observamos la existencia de un
incremento de los valores de latencia y duracion, mientras que la
multivariado para medidas repetidas entre los cuatro estudios y la prugiaplitud y la velocidad de conduccién del nervio mediano dismi-
de Newman Keulls de separacion de medias para determinar la existenig/eron con diferencias significativas a excepcion de la velocidad

de diferencias estadisticamente significativas o no entre las variables eﬁé‘conduccién sensitiva del sural (VCS). Las mayores alteracio-
rofisiologi mpl ravé | tiem i como andlisis discrimi- . L "
trofisiolégicas empleadas a través del tiempo, asi como andlisis discrimi s predominaron en los dos (ltimos estudios.

nante entre los familiares que permanecieron asintomaticos y los 17 &]uee . . . .
enfermaron, con la utilizacion de los valores que correspondieron al estu- ar@ 10s PESS de nervio mediano y tibial posterior
dio antes de enfermar para demostrar la existencia de alteraciones er{ Taabla Il1), pudimos apreciar un incremento significativo de
variables electrofisiolégicas en estadios presintomaticos. Se calculal@s valores de latencia de todas las variables con excepcién de
los valores de las areas bajo las curvas caracteristicas del receptor operfdatencia del potencial espinal. Debemos destacar que el in-
(CRO 0 ROC, del ingléReceiver Operating Characteristic Cuygraun  cremento de las latencias de estos componentes ocurre de for-
grupo de variables en un programa elaborado en el Centro de Neurociﬁpa-l moderada.

cias de Cuba para los estudios previos a la aparicion de los sintomas yAI igual que en los estudios de conduccién nerviosa periférica

signos de AEgen los 17 sujetos. Asumimos como criterio de verdad il . . . Lo
valor de los sujetos enfermos y el de los sanos del estudio correspondiedmayores cambios tienden a concentrarse hacia los dos Gltimos

a 1996 con la utilizacion de los valores correspondientes a 2, 3, 5y 10 agg$udios. ) _ S _
previos a la AEE No mostraron diferencias significativas las comparaciones de

medias entre los cuatro estudios realizados para los PEATC.
La existencia de diferencias significativas en los analisis de

RESULTADOS, . varianza anteriores tanto paralos estudios de conduccién nerviosa
Examen neurolégico periférica como para los PESS de nervio mediano y tibial poste-
El examen neurol6gico demostré que de los 55 familiares asintmr a través del tiempo mostrd la necesidad de realizar otros ané-
maticos estudiados entre 1986 y 1996, 38 de ellos permanecidisis de varianza multivariados con los sujetos normales, pero con
sin sintomas ni signos de afeccion del sistema nervioso y en 1'8kempleo de parametros antropométricos controlados como la
encontraron manifestaciones clinicas tales como ataxia deetdad y la talla.

marcha, disartria cerebelosa, dismetria, adiadococinesia e hipo-En la tabla IV mostramos las comparaciones de medias para
rreflexia, por lo que dados sus antecedentes familiares permlté estudios de conduccidn nerviosa periférica sensitiva del ner-
considerarlos como enfermos de AEC vio mediano entre el grupo control y los estudios realizados a

Edad 33,10 12,32 32,97 11,45 0,91
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Figura 1. Comportamiento de la conduccion nerviosa periférica sensitiva
del nervio mediano en un familiar enfermo de AEC,. Se observa significa-
tiva disminucién de la amplitud con prolongacion de la latencia en estudios
evolutivos con bloqueo de la conduccion en el cuarto estudio (Trazo 4).
ms/div= milisegundos por divisiéon; pV/div= microvoltios por divisién.

Tabla VI. Potenciales evocados somatosensoriales en familiares enfermos.
(n=17).

Variables 1986 1991 1994 1996 p
Nervio mediano
Latencia N9 9,34 9,04 8,82 9,76 0,050
Latencia N13 13,12 12,68° 12,88° 13,57° 0,029
Latencia N20 18,90® 18,92° 19,30° 21,08 0,000
N9-N13 3,77° 3,68° 4,06° 3,80° 0,557
N13-N20 5,787 6,20° 6,36° 736° 0,006
Nervio tibial posterior
Latencia espinal 20,53 20,52 20,76 20,77 0,930
Latencia P40 3745° 38,69° 4583° 46,63° 0,000
Espinal-P40 16,667 18,04° 24,78° 25,42° 0,000
Tiempo de conduccién 10,78%  11,29*  1791° 19,12¢ 0,000

medular

ab.edTest de separacion de medidas; p< 0,05.

Figura 2. PESS de nervio mediano. Trazos A y B: registros normales per-
tenecientes a sujetos del grupo control. Trazo C: potencial cervicobulbar de
un familiar enfermo con AEC, de un afio de evolucién en el que se observa
alteracion de la morfologia con componentes de baja amplitud mal defini-
dos. Trazo D: se observa significativa disminucion de la amplitud del poten-
cial de Erb en el mismo paciente. ms/div= milisegundos por division;
WV/div= microvoltios por divisién.

La comparacion de medias para los PESS de nervio mediano
entre los cuatro estudios realizados y los sujetos controles, con
edades y tallas similares para estos grupos, no mostré diferencias
significativas entre los tres primeros estudios y el grupo control.
Sin embargo, en el examen de 1996 constatamos diferencias rele-
vantes para las variables N9 y N20 con un aumento de sus valores
en el grupo de familiares asintomaticos, lo que evidencio la exis-
tencia de un incremento progresivo en las latencias de estos com-
ponentes en los 38 familiares asintomaticos de pacientes cgn AEC
y que estos cambios ocurrieron en ausencia de manifestaciones
clinicas de laenfermedad y a su vez corroboraron las comparacio-
nes anteriores realizadas entre los diferentes estudios.

La comparacion de medias para los PESS de nervio tibial
posterior entre cada estudio realizado y los controles con edad y
talla similares para ambos grupos mostré que en el primer estudio
no se apreciaron diferencias significativas; sin embargo, a partir
del segundo examen apreciamos un incremento de la latencia del
tiempo de conduccién medular, mientras que en elterceroy cuarto
estas diferencias se extendieron al resto de los componentes con
excepcion del potencial espinal, el cual no presenté variaciones en
relacién con el grupo control en ninguna de las comparaciones
establecidas.

Familiares enfermos

familiares asintométicos en los afios 1991, 1994 y 1996. Se da-comparacion de medias para los estudios de conduccién ner-
mostro la existencia de diferencias significativas para las varidesa periférica motora de los nervios mediano y peroneo profun-
bles duracién y amplitud en el estudio realizado en 1991, mieip entre los cuatro estudios realizados mostré que, con excepcion
tras que en los otros dos estas diferencias se extendieron a taléda velocidad de conduccion motora del nervio peroneo profun-
las variables analizadas con mayor intensidad y predominarornden no se detectaron diferencias significativas en el resto de las
la amplitud. Observamos que la edad del grupo de sujetos contrariables de ambos nervios; no obstante, hay que destacar que las
les y la de los familiares asintomaticos clinicamente se mantuanmplitudes proximales y distales presentaron una tendencia a la
de forma homogénea sin diferencias significativas entre los gdisminucién progresiva de sus valores con predominio de los dos

pos analizados.
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Tabla VII. Comportamiento de diferentes variables segun el tiempo de Tabla VIII. Valores de las areas bajo las curvas CRO para un grupo de
evolucién antes y después de enfermar. (n= 17). variables de significacién con tiempo de evolucion entre 2 y 10 afos antes
de enfermar.

Anos antes de enfermar  Afos después de enfermar

Variables 9 6 1 2 4 6 8 i Evolucion
(afos previos a la enfermedad)

LMS 243 274 262 325 334 335 332" oo 10 35 2
AMS 14,79° 892° 461° 2,12¢ 099° 1,17° 0,74° Latencia mediano motor 0,558 0,587 0,572
Latencia sural  NR 1,73 2,32 2,70 2,60 247 2,77™ Amplitud mediano motor 0,551 0,565 0,567
Amplitud sural  NR 6,08° 3,96° 5712 181°¢ 0,24¢ 0,17¢ Latencia mediano sensitiva 0,669° 0,710° 0,779°
Lat. de Erb NR 9’40 9’22 9,38 9’97 10’20 10’30 nr Amplitud mediano sensitiva 0,705a 0,894a 0,924a
Ampl.de Erb  NR  0,65° 0,15° 0,09° 0,04¢ 0,03¢ 002¢  Gomponente N20 0.702° 0.784%  0.805°
) ' ' ! ' ! ! (PESS nervio mediano)
Lat. N20  1873° 18,94° 19,66° 22,12° 22,79° 26,16 26,42°"  C,ronente PAO 0.779° 0.845°  0031°
» (PESS N. tibial posterior)

Lat. P40 3760° 38,212 40,05° 48,48° 49,60° 54,06¢° 55,96 ¢

Potencial espinal-P40 0,754° 0,866° 0,950°
L1-P40 1746° 1729° 18,65% 26,563° 24,00°2718° 28,369

Intervalo IlI-V (PEATC) 0,380 0,375 0,434
abedeTest de separacion de medidas; ": p< 0,001; ™: p< 0,01; LMS: latencia del — - -
nervio mediano sensitivo; AMS: amplitud del nervio mediano sensitivo; L1: lum-  CRO: caracteristicas del receptor operando. *Valores de variables de mayor sig-
bar1; ™ No se registro. nificacion.

El andlisis de varianza para la conduccién nerviosa periférica La comparacion de medias para los PEATC no mostro dife-
sensitiva se muestra en la tabla V. Observamos la existencia deanctias significativas para las latencias absolutas de los compo-
incremento progresivo de los valores de latenciay duracion, mieentes | y V y para la interpico IlI-V. En las variables que presen-
tras que laamplitud y la velocidad de conduccion disminuy6 paaron diferencias estadisticamente significativas se observaron
ambos nervios. Estos resultados mostraron diferencias signifigatores muy similares entre los estudios, sin alcanzar cifras anor-
tivas para las variables latencia, amplitud y velocidades de canales en ningun caso. No obstante, la morfologia anormal, la poca
duccidn. La prueba de separacién de medias evidencio querkgdicabilidad y la disminucion de la amplitud constituyeron las
diferencias mas significativas se establecieron entre el pringgimeras alteraciones basicas encontradas. En un sujeto no obtu-
estudio en relacién con el tercero y cuarto (Fig. 1). En 3 pacientésos respuesta.
no se obtuvo el potencial sensitivo en el cuarto estudio, en 1 casoLa comparacion de medias, teniendo en cuenta el tiempo de
no se detecto respuesta a partir del segundo examen y en otresd?ucion desde 9 afios antes hasta 8 afios después de enfermar, se
en el tercer y cuarto estudio electrofisiolégico. muestra en la tabla VII. Se observé que la amplitud sensitiva del

La comparacién entre las medias para los PESS de nerpmtencial del nervio mediano, sural y del punto de Erb, asi como
mediano (Tabla VI) mostr6 diferencias significativas para toddass latencias de N20, P40 y L1-P40, fueron las variables que
las variables excepto para las latencias del componente N9 ynaestraron diferencias significativas y ello nos permitié definir
N9-N13. La prueba de separacion de medias evidencio que dastro etapas evolutivas. Hay que sefialar que en la etapa de ‘sa-
mayores diferencias se establecieron entre los Ultimos estudioses’ los valores de amplitud de dichas variables comenzaron a
relacion con el primero. En 5 pacientes no se obtuvo el potena#&minuir, coincidiendo con un ligero incremento en las latencias
entre los estudios de 1994 y 1996 y en otros 2 sélo se obtuvd@los componentes centrales de los PESS; estos cambios podrian
potencial cortical (N20). Las alteraciones en la morfologia y Eonstituir un primer estadio evolutivo en los sujetos portadores del
replicabilidad, asi como la disminucién de la amplitud del potegen que fenotipicamente no han enfermado. Entre 1 a 6 afios antes
cial de Erb fueron otros hallazgos anormales presentes en esg@aparecer la misma, se produjo un incremento mayor en la dis-
pacientes (Fig. 2). minucién de las amplitudes sensitivas periféricas, que alcanzaron

Para los PESS de nervio tibial posterior las variables latensialores por debajo de lo aceptado como normal, hecho éste que
absoluta de P40, la interpico L1-P40 y el tiempo de conducciérurrié en ausencia de sintomas clinicos pertenecientes a la se-
medular fueron las que presentaron diferencias significativasglinda etapa (presintomatica). Coincidiendo con la aparicion de
pesar de que no observamos alteraciones en la latencia del pdssprimeras manifestaciones clinicas se produjo unincremento de
cial espinal, hay que sefialar que en algunos casos no se obtulas alteraciones electrofisioldgicas, lo cual expresa los cambios
en otros los valores de amplitud estaban muy disminuidos @degenerativos periféricos y centrales que sucedieron en estos pa-
relacion con estudios anteriores. La separacion de medias indi@ntes en estadios iniciales de la enfermedad: tercera etapa, con
que las diferencias se presentaron entre el Gltimo estudio y log duracién variable. En 9 de los sujetos estudiados no obtuvi-
realizados en 1986, 1991 y 1994. En 3 pacientes no logramnmss los potenciales sensitivos entre los 4 a 8 afios posteriores al
obtener el potencial en los dos Ultimos estudios y otros 2 tuvieraitio de la enfermedad, lo que represent6 el 37,5% de los enfer-
disminucién notable de la amplitud del potencial espinal. En geos con tiempo de evolucion mayor de 4 afios. Para los PESS, 14
neral, los tipos de respuestas mas frecuentemente encontrafdiermos no mostraron respuestas a la estimulacion del nervio
fueron morfologia atipica, alteraciones de lareplicabilidad, latemediano y del tibial posterior, es decir, un 58,3% de la muestra.
cias prolongadas, amplitud disminuida y ausencia de potenci&@n 8 pacientes predominaron los bloqueos en la conduccion afe-
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Tabla IX. Resultado del andlisis discriminante entre grupos control, fami- las amplitudes de los potenciales sensitivos, seguida por la prolon-
liares asintomaticos clinicamente y familiares enfermos. gacion de las latencias y el enlentecimiento en las velocidades de
conduccion. Estas undo lo que sugirio la existencia de una lesion

Sujetos depa;%?fri‘gﬁén Asintomaticos Enfermos Controles  axonal en fibras motoras con conservacion de la mielina.

Los resultados expuestos en la bibliografia consultada coinci-
Asintomaticos 84,21 32 1 5 den en describir la existencia de alteraciones tanto motoras como
n=38) sensitivas, pero predominantemente éstas ultimas en los nervios
Enfermos 100,00 0 17 0 periféricos de pacientes con atrofia olivopontocerebelosa (AOPC).
(n=17) Este término identifica la lesiébn anatomopatoldgica que caracte-
Controles 9767 2 0 84 riza a la ataxia cerebelosa descrita por numerosos autores
(h= 86) [9,11,23,24]. Es también la encontrada en los pacientes de Hol-

. o _ - guin[25]y conocida por las siglas OPCA, del in@¥go-Ponto-
Porcentaje total de buena clasificacion= 94,28. Variables de mayor significacién:

amplitud mediano sensitivo (F:12,043; p: 0,0000), latencia del potencial nervio Cerebellar Atrophy_ . L, -
sural (F: 3,829; p: 0,0249). Todos los estudios confirmaron que la alteracion electrofisio-

I6gica fundamental en pacientes con AOPC fue una neuropatia
axonal predominantemente sensitiva. Estos hallazgos estuvieron
en concordancia con los resultados histoldgicos, obtenidos me-
rente y eferente por lo que ésta podria considerarse como la cudidate biopsias de nervios periféricos, que coincidieron en sefialar
fase evolutiva. una reduccion o pérdida de las neuronas en los ganglios de la raiz
Enlatabla VIl se presentan los resultados de las &reas bajadassal, con la consiguiente disminucion de fibras mielinizadas de
curvas CRO en un grupo de variables que correspondieron arasdiano y grueso calibre que provoca atrofia y desmielinizacion
tudios realizados entre los 2 y 9 afios previos a la enfermeddelas raices dorsales y degeneracion de las fibras de las columnas
Observamos valores elevados en todos los estudios mayorep@steriores de la médula espinal, como han sefialado Mc Leod
los dos dltimos analisis, los cuales se relacionaron con un tienjf], Cruz Martinez [23] y Chokroverty [12].
previo ala enfermedad de 2 y 4 afios. Estos hallazgos predomina-Estrada et al [26], en un estudio necropsico realizado a 13 falle-
ron en las latencias y amplitudes de los nervios mediano y suraigos de AEG también demostraron una moderada pérdida de
en los componentes N20, P40 y L1-P40. neuronas sensitivas y desmielinizacion de las fibras intragangliona-
Los resultados de lacomparacion de medias para los potenois-en los ganglios de la raices dorsales de la médula espinal.
les evocados visuales entre un grupo control, los familiares asin- Chokroverty [12] confirmé la naturaleza axonal de esta neu-
tomaticos y los enfermos no mostraron diferencias significativaspatia periférica predominantemente sensitiva en las AOPC.
para la variable latencia absoluta del componente P100. Se ha descrito degeneracion nerviosa axonal en presencia de
Para conocer cémo interaccionaban todas las variables eddsmielinizacién segmentaria en pacientes con AOPC; sin em-
caracterizacion de cada individuo y cudles fueron las que ni&Eggo, segln nuestro criterio y coincidiendo con Nousiainen
contribuyeron a su clasificacion en un grupo u otro, realizamos [27], consideramos que no se puede asegurar que la desmielini-
andlisis discriminante entre los sujetos que han permanecido agaeion sea un fendmeno primario sino que obedece a una dege-
tomaticos durante los 10 afios y los 17 sujetos que enfermanoeracion axonal.
tomando para el andlisis los valores de las variables del estudioLos resultados de los PESS de nervios mediano mostraron dos
previo a la enfermedad (aproximadamente 2 afios). Se aprecidipos de alteraciones: en fibras nerviosas periféricas de grueso
94,54% de clasificacion total, lo cual indica que ambos gruposeaibre expresadas por la caida de amplitud del potencial de Erb
pueden diferenciar entre si y demuestra la existencia de alteragipor la ausencia de respuesta de dicho potencial; el otro tipo de
nes en los examenes electrofisioldégicos aun antes de enfermamharmalidad se refirié a una lesion axonal a nivel intraxial ocasio-
variable que presentd mayor significacion en la clasificacion coada por la ausencia de respuesta de los componentes cervicobul-
rrespondio a la amplitud del potencial sensitivo del nervio medibares y corticales de los PESS y a la prolongacion de latencias de
no (F= 3,1077, p< 0,008). N13-N20. Estas pusieron de manifiesto un dafio axonomielinico
Realizamos otro andlisis discriminante entre los familiarem las fibras de grueso calibre que pueden ser secundarias a la
asintomaticos (‘sanos’), los enfermosy el grupo control (Tabla IX§si6n ganglionar demostrada en los pacientes con AOPC [8,9].
con el objetivo de evaluar predictivamente silas variables electro- En los PESS de nervio tibial posterior encontramos iguales
fisiolégicas discriminan al sujeto enfermo del no enfermo. En estfteraciones, es decir, una lesién axonomielinica en fibras perifé-
andlisis se obtuvo el 100% de clasificacion de los enfermos riglas y centrales.
84,21% en los asintomaticos y el 97,67% en el grupo control. Esto Las alteraciones de los PEATC, aunque inespecificas, indica-
demostré que la divisién de los individuos estudiados segun lms un aumento en ladispersion temporal de la conduccion nervio-
criterios clinicosy electrofisiol6gicos en que se baso el estudio fsg en su trayecto intraxial a nivel del tronco cerebral, con afecta-
correcta, mientras que el andlisis de la funcion discriminante dgdn axonomielinica que consistié basicamente en su poca repli-
mostré que las variables mas significativas que condicionarorciabilidad y morfologia inestable con latencias absolutas e
diferenciacion de cada grupo fueron la amplitud sensitiva del neriderpicos normales. En general, los estudios que informan sobre
mediano (F= 12,043, p< 0,0001) y la latencia del nervio surals resultados de los PEATC en pacientes con ataxia hereditaria
(F= 3,829, p< 0,0249). son controvertidos debido a la poca homogeneidad de los enfer-
mos estudiados, como consecuencia de los diferentes criterios
. de clasificacion utilizados para definir el tipo de ataxia, y a que
DISCUSION los estudios se realizan independientemente del estadio evolutivo
Laprincipal anormalidad detectada fue lareduccion progresivadie la enfermedad [13].
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Los PEV no mostraron alteraciones significativas en los famaparecer precozmente en los portadores del gen. Por otro lado, la
liares asintomaticos ni en los enfermos lo que demostré la consetensificacion de las alteraciones neurofisioldgicas se correspon-
vacion de la via visual en los pacientes con ataxia cubana. di6 con la aparicion de las primeras manifestaciones clinicas.

El incremento de las alteraciones electrofisiolégicas se co- Estos hallazgos se presentan de forma homogénea en los
rrespondio con la aparicion de los primeros sintomas clinicosidelividuos que enfermaron en 1991, 1994 y 1996, lo que nos
AEC.. En estudios posteriores se comprobo el aumento de egiasmitié definir en familiares estudiados las cuatro etapas evo-
anormalidades lo cual expresa la progresion de los mecanisrhads/as:
degenerativos en los sistemas aferentes y eferentes en esta entiddérimera etapacaracterizada por estudios electrofisioldgicos
con el paso del tiempo. ‘normales’ y ausencia de sintomas y signos de AEC

En la bibliografia revisada no encontramos ningln estudie- Segunda etapaomienzan a aparecer cambios en las varia-
que describa el comportamiento neurofisiolégico evolutivo en bles electrofisioldgicas, fundamentalmente disminuciénenla
enfermos de ataxias hereditarias que permita el andlisis en di-amplitud de los potenciales sensitivos, prolongacion en las
ferentes momentos de forma homogénea desde antes de enfertatencias absolutas e interpicos de los componentes de los
mar hasta afios después de la aparicién de las manifestacione®ESS, asi como morfologia anormal en los PEATC en ausen-
clinicas. cia de manifestaciones clinicas.

— Tercera etapaincremento en las alteraciones electrofisiol6-

¢, Qué estructuras del sistema nervioso son las primeramente gicas que coinciden con la aparicion de las primeras manifes-

afectadas cuando se manifiestan los sintomas taciones clinicas

y signos de la enfermedad? — Cuarta etapaaparecen bloqueos en la conduccién, tanto pe-
El analisis de la funcidn discriminante y de las curvas CRO de- riférica como central, expresada por ausencia en la respuesta
mostraron que la amplitud sensitiva de nervio medianoy las laten- de los estudios de conduccién nerviosa sensitivay enlos PESS.
ciasde N20, P40,N13-N20y L1-P40 fueron las variables que mas
diferenciaron a los sujetos ‘sanos’, enfermos y grupo control, lésta clasificacion por etapas realizada por primeravez en la ataxia
que sugirié que la progresion de las alteraciones en nervios petibana permitié conocer el proceso degenerativo de los sistemas
féricos (porcion sensitiva), sistema dorsal lemniscal en méduterentes y eferentes en la enfermedad, la existencia de alteracio-
espinal y tronco cerebral coincidieron con la aparicion de las pries electrofisioldgicas en sujetos asintomaticos que posteriormente
meras manifestaciones clinicas en los enfermos. enfermaron y permitird indicar el momento éptimo a partir del
Obviamente, las alteraciones clinicas de los pacientes indicaal podria evaluarse la accion de una terapéutica especifica en la
ron que el cerebelo est4 precozmente afectado, pero en el pres&ite,. El enfoque metodoldgico al abordar el estudio de esta en-
estudio norealizamos ninguna prueba que exploraravias y funde&rmedad se ha introducido en todos los laboratorios de la Red
nes cerebelosas. Nacional de Neurofisiologia Clinica.

¢ Tienen valor prondstico las alteraciones electrofisioldgicas
encontradas en familiares asintométicos? CONCLUSION

Los hallazgos electrofisiolégicos actuales mostraron que €ss necesario que los laboratorios de neurofisiologia clinica traba-
tructuras del sistema nervioso estan involucradas desde etgpasn colaboracién para la realizacion de estudios con estas ca-
muy tempranas de la enfermedad, muy probablemente desaeteristicas, o cual contribuiria al conocimiento cientifico de los
antes de que se manifiesten los sintomas y signos clinicosnagecanismos fisiopatol6gicos de muchas enfermedades neurol6-
la misma. gicas que actualmente representan problemas de salud en varios

El analisis de los resultados de los estudios previos en fapaises y a evaluar el comportamiento de determinados agentes
liares que posteriormente enfermaron demostro que éstos pudgeapéuticos sobre el sistema nervioso.
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CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS
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ABSTRACT

Nerve conduction is profoundly affected in Spinocerebellar ataxia 2 (SCA2) even before the onset of the
disease, but there is no information regarding its progression to the final stage of SCA2. In order to study the
progression patterns of nerve conduction abnormalities in SCA2 we performed a prospective follow up
evaluation of sensory and motor conduction in 21 SCA2 mutation carriers-initially presymptomatics- and 19
non-SCA2 mutation carriers during 20 years. The earliest electrophysiological alterations were the reduction
of sensory amplitudes in median and sural nerves, which could be found 8 to 5 years prior disease onset and
in the last 4 years of the preclinical stage respectively. These abnormalities were followed by the increase of
sensory latencies and decrease of conduction velocities. Sensory amplitudes progressively decreased during
the follow-up clinical stage, rendering almost all patients with abnormal amplitudes and lack of sensory
potentials, with faster progression rates in patients with larger CAG repeat lengths. Peripheral motor nerves
showed the later involvement. These findings were used to define three distinct stages that describe the
progression of the peripheral neuropathy. We suggest that sensory amplitudes could be useful biomarkers to
assess the progression of peripheral nerve involvement and therefore to evaluate future clinical trials of

therapeutic agents.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an Autosomal Dominant
Spinocerebellar Ataxia, characterized by core symptoms related to
cerebellar dysfunction, such as ataxic gait, cerebellar dysarthria,
dysdiadochocinesia and dysmetria [1,2]. Other symptoms are also
present, such as severe saccade slowing [3], peripheral neuropathy
[4], cognitive dysfunctions [5], and sleep disorders [6,7].

The underlying pathological mechanism is an unstable increase of
CAG repeats in the SCA2 gene, which maps to 12q24 [8-10]. The
mutation produces a polyglutamine expansion in the protein ataxin 2,
which result in cellular death across several brain regions, especially
in cerebellar cortex, pontine nuclei, inferior olives and peripheral
nerves [11]. Similar to other diseases caused by unstable trinucleotide
repeats, an abnormal length of CAG is inversely correlated with age at

* Corresponding author. Department of Clinical Neurophysiology, Centre for the
Research and Rehabilitation of Hereditary Ataxias, Holguin, Cuba. Tel.: +53 24462296.
E-mail address: frankluisv@yahoo.es (L. Velazquez-Perez).
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symptom onset [8-10]. Also, higher repeat length instability on
paternal transmission to offspring is common [12,13].

The highest concentration of SCA2 families in the world have been
found in the region of Holguin, Cuba, where the prevalence rate is
already 40.18 cases per 100 000 inhabitants. Within this region, the
most affected area is the municipality of Baguanos, with a remarkable
rate of 134 cases per 100 000 inhabitants. Also, there are almost 2000
non-symptomatic untested first-degree relatives that have a 50
percent chance of carry the mutated gene, and hence, to develop
the disease in years to come [14]. The disease progression and survival
have been estimated previously by clinical studies. These analyses
showed that the progressive course of SCA2 may lead to severe
disability and death in relatively few years, with faster progression
rates in those patients with larger CAG repeat lengths [15,16].

Currently there is not a cure for this disorder. The number of
clinical trials in these patients is limited because, among other factors,
a lack of biomarkers for the assessment of the main clinical and
genetic features of the disease and the evaluation of therapeutic
options [17]. An important step towards a comprehensive evaluation
of any future therapy would be the detailed characterization of the
disease progression stages.
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Different electrophysiological abnormalities in SCA2 patients have
been characterized. The most consistent feature is an amplitude
reduction of sensory potentials resulting from the loss of ganglion
cells in the dorsal root ganglia [4,18-20]. However, the progression of
these alterations across time has not been studied in a definite sample
of SCA2 patients. The aim of this work was to measure motor and
sensory nerve conduction in a large sample of SCA2 gene carriers
across 20 years. The analysis of the progressive changes during that
period leads us to the identification of electrophysiological abnor-
malities that allowed us to propose three electrophysiological stages
in the course of this disease.

2. Material and Methods
2.1. Participants

The SCA2 group, composed by SCA2 patients and presymptomatic
subjects (CAG repeat number above 32 units) included 13 female and
8 male subjects, that in average were 24.81 y/o (range: 7-49, SD
12.30), at the beginning of the experiments. Mean CAG expansion size
of this group was 41.48 (range: 34-57, SD 5.33). The non-SCA2
mutation carrier group (non-SCA2) was integrated by 14 females and
5 males. The mean age of this group was 25.35 years (range: 9-50,SD
12.67) at beginning of the research while mean CAG repeat size was
23.39 (range: 22-30, SD 2.69).

All subjects were evaluated a total of six times (1986, 1992, 1994,
1996, 2003, 2006) across a 20 years span. The mean interval between
two consecutive studies was 4.2 years with a range between 2 and
7 years. Evaluations included neurological examinations and nerve
conduction tests.

The procedures followed were in accordance with the ethical
standards of the committee on human experimentation of the Center
for the Research and Rehabilitation of Hereditary Ataxias in Holguin.
In addition, all participants gave their written informed consent prior
to the experiments in accordance with the declaration of Helsinki.

2.2. Neurological evaluation

The actual neurological examinations for all subjects was
performed following Mayo Clinic procedures [21] before each
neurophysiological study. Clinical assessments in the last study
were carried out using the Scale for Assessment and Rating of Ataxia
(SARA) [22].

2.3. Nerve Conduction Tests

Nerve conduction studies were performed using an electromyo-
grapher (Neuropack SIGMA, Japan) following standard methods.
Motor nerve conduction studies were recorded by percutaneous
supramaximal nerve stimulation at unilateral (right) median and
peroneal nerves. Motor action potentials were recorded using surface
electrodes. Sensory nerve action potentials were recorded orthodro-
mically by using surface ring electrodes around third digit and surface
electrodes on the lateral to the midline in the lower third of posterior
aspect of the leg at unilateral (right) median and sural nerves. A fixed
distance (14 cm) between stimulation and record electrodes was used
for the sensory conduction studies. We recorded and analyzed the
onset latencies, amplitudes and conduction velocities. Nerve conduc-
tion velocities below and latencies above 2.5 SD threshold of normal
control data from our study, and amplitudes of SNAPs below 5 uvV
were considered abnormal.

2.4. Molecular Analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leucocytes using
a standard protocol [23]. The SCA2 CAG repeat was assessed by PCR

amplification with the previously published UH10 and UH13
oligonucleotide primers [8]. Aliquots of the PCR products were then
precisely sized by fragment analysis on an ALF Express Il apparatus
(Amersham Biosciences, Sweden) in comparison to internal and
externals size markers using Allele Links 1.0 software (Amersham-
Biosciences, Sweden).

2.5. Statistical Analysis

Collected data was analysed using the software Statistic for
Windows® (Release 6.00, 2003). Scatter plots were obtained from
the data to test for normal distribution before the application of
parametric statistics.

3. Results
3.1. Neurological evaluation

The main clinical features of SCA2 mutation carriers during the six
evaluations is showed in the Fig. 1 by means the frequency of disease
stages and the means + SD of age at onset (AO) and disease duration
(DD) by each evaluation. In the first evaluation all SCA2 subjects were
presymptomatics (SCA2 stage 0) but in subsequent exams this
frequency decreased progressively so that only 2 SCA2 subjects
(9.5%) remained presymptomatics at the end the study. Clinical SCA2
stages [, I and III were characterized by light ataxia, need of external
support and confinement to wheelchair or bed respectively and their
frequencies varied interdependently during the study (Fig. 1).

All patients showed a cerebellar syndrome with gait ataxia as first
symptom of the disease, cerebellar dysarthria, dysmethria and
dysdiadochokinesia. Almost all patients exhibited slow saccadic eye
movements, loss of vibration sense and areflexia or hyporeflexia of
deep tendinous reflexes. No retinal degeneration, optic atrophy, nor
dementia was observed. Simple regression analyses were conducted
within the SCA2 patients and best fits were obtained using a log (y)
transformation. This disclosed a significant negative correlation of age
of onset and polyglutamine expansion size (r =-0.786; p<0.0001).

All non-SCA2 mutation carriers were neurologically normal during
the six evaluations. Mean SARA score was significantly different
(t=6.86; p<0.0001) between SCA2 patients (17.344+11.01) and
non-SCA2 mutation carriers (0.03 +£0.11).
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Fig. 1. Frequencies analysis of SCA2 stages in the SCA2 mutation carriers group during
the six evaluations. Stage 0 represents the preclinical phase of SCA2, whereas stages I,
Il and III represent the light ataxia, external support and confinement phases of SCA2
respectively. Above each set of columns is showed the mean + SDs of age at disease
onset (AO) and disease duration (DD) of SCA2 mutation carriers group for each study.
Note that the “x” axes indicate the years that the tests were done.
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3.2. Motor Peripheral Nerve Conduction Studies

During the first five evaluations covering 17 years, there were no
significant differences between groups in the motor nerve conduction
studies. However, a significant reduction of distal and proximal motor
amplitudes for both nerves was observed in the last study (p =0.032
for median nerve and p=0.015 for peroneal nerve). Motor velocity
and latencies in both groups remained normal across the 20 years
period covered by this study.

3.3. Sensory Peripheral Nerve Conduction Studies

The SCA2 patients and presymptomatic relatives group showed a
progressive decrease in the normal amplitudes frequency across time,
resulting in an increase of abnormal sensory amplitudes frequency
and absences of responses (Fig. 2).

The mean sensory action potentials amplitudes of the SCA2
patients and presymptomatics relatives group were different from
the control group since the first (t=-2.51; p=0.002) and third (t=
-2.97; p=0.001) studies for median and sural nerve respectively.
The intergroup differences remained significant for the consecutive
studies.

One-way ANOVA of sensory amplitudes using the SCA2 stage as
factor, revealed the progressive decrease of these electrophysiological
parameters with the clinical deterioration of the subjects (Table 1).

In order to estimate the period time when the sensory amplitudes
decrease begins, the recordings from each presymptomatic subject
(SCA2 stage 0) and SCA2 patient (SCA2 Stages I, II and III) were
clustered in five different groups according to the time to manifes-
tation and disease duration respectively.

The time intervals encompassed by each group of recordings
obtained in presymptomatics subjects were from 8 to 5 as well as
from 4 to 1 years prior disease onset respectively. In SCA2 patients the
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Fig. 2. Frequencies analysis of sensory potential amplitude abnormalities of median
(A) and sural nerve (B) in the SCA2 group. Note that the “x” axes indicate the years that
the tests were done.

Table 1
One-way ANOVA of sensory amplitudes using the SCA2 stage as factor in the SCA2
group.

Sensory SCA2 SCA2 SCA2 SCA2 Current
Nerves Stage 0 Stage | Stage II Stage III effect
Median nerve 13514081 3.88+1.08 2384133 0.554+152 F=21.62;
p>0.0001
Sural nerve 13494066 6.11+£0.88 1.61+£1.08 0.21+1.04 F=21.23;
p>0.0001

groups of recordings were the following: from 0 to 5 years of disease
duration (SCA2 stage 1: 82.61% and SCA2 stage 2: 17.39 %), from 6 to
9years of disease duration (SCA2 stage 1: 35.29%; SCA2 stage 2:
47.06% and SCA2 stage 3: 17.05%) and from 10 to 17 years of disease
duration (SCA2 stage 1: 33.60%; SCA2 stage 2: 48.15% and SCA2
stage 3: 19.25%).

The earliest sensory abnormality in the median nerve occurred
between 8 and 5 years prior to disease onset. In the case of sural nerve,
the earliest significant mean amplitude decrease appeared 4 years
before clinical stage. The intergroup differences remained significant
for the consecutive groups (Fig. 3). In preclinical stage, seven (33.3%)
and five (23.8%) SCA2 mutation carriers had abnormal amplitude for
median and sural nerves respectively. Eleven (68.75%) and twelve
(75%) out sixteen SCA2 patients with disease duration above 10 years
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Fig. 3. Early (preclinical) onset and progressive course of sensory potential
abnormalities in median (A) and sural (B) nerves in SCA2. Mean values and SDs are
represented for SCA2 patients and presymptomatics group (gray columns) and control
group (dark columns) respectively. One asterisk represent p values below 0.05 whereas
two asterisks represent p values below 0.005.
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Table 2
Correlation between sensory amplitude decrease progression rate and SARA scores and
number of CAG repeats.

Sensory Nerves SARA score CAG repeats

Median r=0.38 r=0.63
p=0.048 p=0.003

Sural r=0.65 r=0.62
p=0.001 p=0.003

showed absence of responses in the median and sural nerves
respectively.

Sensory amplitudes decrease was influenced by the polyglutamine
expansion size. The absence response was found in 8 out of 10 (80 %)
of patients with CAG repeats above 40 units, however only 4 out 11
(36.4 %) patients with repeat units below or equal to 40 did not show
sensory potentials during the study (X?=4.07; p=0.043). To
estimate the velocity progression of the main electrophysiological
abnormalities for each SCA2 mutation carrier and correlate it with
clinical and molecular variables, an exponential mathematical model
was applied to each series of data corresponding to the variables for
each mutation carriers.

A simple regression analyses within the SCA2 patients group
disclosed a significant positive correlation of progression velocities of
amplitude abnormalities and SARA score and CAG repeats for both
nerves (Table 2).

From the fourth evaluation, the increase of sensory latencies in the
SCA2 group showed significant differences from the control group
(Median nerve: SCA2 group [3.20 + 0.63 ms], controls [2.77 £ 0.57 ms],
t=2.21, p=0.033; Sural nerve: SCA2 group [3.06 4- 0.84 ms], controls
[2.634+0.34 ms], t=2.11, p=10.042).

Like sensory latencies, the sensory nerve conduction velocities
become statistically different from the fourth study (Median nerve:
SCA2 group [50.28 4+ 8.49 m/s], controls [55.17 +6.26 m/s], t=-2.05,
p=0.047; Sural nerve: SCA2 group [49.48 +6.70 m/s], controls
[55.42 £5.23 m/s], t=-3.02, p=0.004).

These alterations appeared in the group of electrophysiological
recordings obtained during the first 5years of disease duration
(Sensory latencies: median nerve: t=23.06; p=0.003, sural nerve:
t=3.25, p=0.001; Conduction velocity: median nerve: t=-2.17;
p=0.031, sural nerve: t=-2.25; p=0.027). There weren't correla-
tions between the progression of those abnormalities and the SARA
score or CAG repeats.

4. Discussion

Longitudinal studies are valuable designs for research questions
that involve trends, changes or developments through time. In
medicine, they are used to uncover predictors and progression
markers of certain diseases, also to study the influence of age
dependent factors on the development of these diseases. Particularly
in neurophysiologic research, follow up designs have an additional
advantage based in the identification of subnormal changes in
subjects with any pathology, compared with normal controls.

Most neurophysiologic reports in SCA2 patients are limited to
small number of cases or to poorly defined patient groups. Until now,
there have been no systematic follow-up electrophysiological SCA2
studies. The present work used motor and sensory nerve conduction
tests to define the onset, extent and progression of the peripheral
neuropathy in 40 relatives SCA2 patients.

A recent study testing 82 SCA2 patients and 62 presymptomatic
first degree relatives confirmed the sensory axonal pathology found in
this disease [4,18-20]. In the same report other sensory abnormalities
were identified, including an increase of the potential latency and a
decrease of the sensory conduction velocity. Most of those electro-

physiological abnormalities preceded the clinical onset of the
disease [4].

In the present study we describe the progression of the most
important features during a twenty years period. Nerve conduction
studies were measured a total of six times at an interval of 2-7 years,
that is, every 4.2 years in average.

The main abnormality found in the experimental group was the
progressive reduction of the potential amplitude in both studied
nerves. This electrophysiological feature continued progressing during
the disease, and it was more accentuated in those patients with the
longer disease evolution time and marked clinical deterioration.

4.1. Progression stages

Based on these electrophysiological findings we propose the
definition of three distinct stages that describe the progression of
the peripheral neuropathy in SCA2.

4.1.1. First stage

Preclinical sensory axonal neuropathy. During this stage electro-
physiological abnormalities appeared even before the clinical disease
onset (SCA2 stage 0). These alterations consist in a decrease of sensory
potential amplitudes without definitive clinical manifestations of
peripheral neuropathy. These alterations could be classified as the
earliest subclinical alterations in SCA2. This electrophysiological
phenotype can be detected in the median nerve even 8 years prior
the disease onset and in the last 4 years of the preclinical stage in the
sural nerve, supporting the preferential appearance of an axonal
neuropathy in the upper limbs rather than in the lower limbs in SCA2
[20,24,25]. The results of normal motor nerve conduction studies
suggest the sparing of the motor nerve fibbers during presymptomatic
stages.

4.1.2. Second stage

Sensory axonal neuropathy. Corresponds to the initial clinical
manifestations of the cerebellar syndrome. It is usually associated to
the SCA2 stage I and is characterized by an increase of the sensory
electrophysiological abnormalities and the emergence of other, more
variable, sensory alterations such as latencies increase and nerve
conduction slowing.

4.1.3. Third stage

Sensory-motor neuropathy. This stage is characterized by a mixed
(sensory and motor) peripheral neuropathy with decreased motor
potential amplitudes and accentuated sensory involvement. This
stage is generally observed in patients with 10-15 years of disease
duration and SCA2 stages Il and III.

The classification of the peripheral neuropathy progression into
distinct stages allows us to assess the peripheral sensory structures
degenerative process during the SCA2 progressing course. The stages
classification would also allow not only to choose the optimal time for
introducing a specific therapeutic action, but also to evaluate their
effects.

The present results also show an important influence of the
mutation size over the progression rate of the sensory peripheral
neuropathy [15]. Patients with large mutations (>40 CAG units) were
characterized by a fast evolution of sensory neuropathy, reflecting
a predominant axonal damage, whereas the patients with CAG
expansions below 40 showed a high variability of the sensory
abnormalities. These findings support a previous report that encom-
passed 52 Cuban SCA2 patients who were evaluated by H reflex means
and somatosensory evoked potentials (SSEP) [26].

The present article reports the first electrophysiological follow up
study in a cohort of clinically and molecular diagnosed subjects
with SCA2, during a period of 20 years. There is a previous study
done in 3 -initially presymptomatic- SCA1 mutation carriers during
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7-9 years. In contrast to SCA2, SCA1 gene carriers showed an early
and common pyramidal tract involvement that resulted in a central
motor conduction time increase, SSEP abnormalities and a late and
moderate peripheral neuropathy, characterized by the decrease of
motor and sensory conduction velocity [27]. Together, these studies
would suggest distinct differences in the neurophysiological abnor-
malities progression patterns between SCA1 and those reported here
in the SCA2 Cuban population.

5. Conclusion

The present results suggest that before any clinical manifestation,
peripheral sensory pathways start to deteriorate in SCA2 presymp-
tomatic gene carriers. Although this deterioration is most prominent
in the median nerve, it can also be measured in the sural nerve. The
characterization of this deterioration pattern, which is different than
in SCAT1, provides an important tool in the search for progression
markers under genetic control in SCA2. For example, sensory
amplitudes could be used as surrogate markers for research projects
into the modulation of polyglutamine toxicity by modifier factors, the
identification of potential targets for asymptomatic and/or symptom-
atic treatments and the evaluation of future clinical trials of
therapeutic agents.
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Capitulo 3. Disfuncién de los movimientos oculares en la SCA2
y su relacion con el tamafio de la expansion

poliglutaminicay las funciones cognitivas
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En el ser humano la visién aporta el 80 % de la informacion del medio
ambiente. Gran parte de la neocorteza se relaciona con el procesamiento de
esta informacion, de hecho el sistema visual se compone de aproximadamente
1.500.000 fibras, mientras que el auditivo so6lo esta formado por 200.000. Los
movimientos oculares definen una mejor calidad de la imagen de los objetos
que existen en el campo visual del individuo, ya que estabilizan la imagen de
interés en la zona de maxima agudeza visual. Dentro de estos, el sistema de
movimientos oculares sacadicos tiene un importante rol funcional. Las sacadas
son movimientos rapidos, que le permiten al ser humano tener informacién
sobre los objetos del medioambiente. Al igual que otros sistemas fisiologicos,
estos se modifican por la edad, atencién visual, estado de conciencia y grado

de desplazamiento de los objetos en el medio, entre otros.

Dentro de las caracteristicas clinicas frecuentes en los enfermos de SCA2 esta
el enlentecimiento de los movimientos oculares sacadicos, alteracion que se
considera como un signo patognomodnico en esta entidad. Para abordar el
estudio del sistema sacadico incluimos tres articulos, en el primero evaluamos

la velocidad sacadica maxima (VSM) en 82 pacientes y 80 controles,
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correlacionando ésta con variables demograficas, clinicas y moleculares. Se
observo poco solapamiento entre los valores de la VSM de los enfermos y los
controles, aun en los pacientes con poco tiempo de evolucion. El analisis de
regresion lineal revel6 que la VSM a 60° esta fuertemente influenciada por el
tamafno de la expansion poliglutaminica y menos por la duraciéon de la
enfermedad. Estos resultados permiten concluir, que la velocidad sacadica es
un marcador endofenotipico muy especifico, sensible y objetivo, util para las
investigaciones de genes modificadores. Los estudios de la VSM poseen una
significacién funcional, ya que esta variable esta relacionada directamente con
la funcidn del tallo cerebral, el cual esta sometido a una degeneracion severa

en la SCA2.

En el segundo articulo, se presentan los resultados de un estudio
electronistagmografico en 54 portadores asintomaticos de la expansion
poliglutaminica y 56 familiares sin la mutacion, que fueron utilizados como
controles. Se observd un enlentecimiento de la VSM en los presintomaticos a
60°. Para excluir a los individuos con alelos expandidos de penetrancia
reducida, se conformé un subgrupo de 25 portadores con expansiones = 37
CAG, comparandolos con sus respectivos controles, o que permitié detectar
enlentecimiento sacadico, también a 30°. El estudio permitié concluir que la
velocidad sacadica es un endofenotipo sensible de la SCA2, que puede ser un
parametro diagnaostico util antes del inicio de la ataxia.

En el tercer articulo, se presentaron los resultados de una investigacién que se
realizé en 110 enfermos y 110 controles. A todos se les realizo estudio de los

movimientos oculares sacadicos y examenes clinicos de las funciones
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cognitivas tales como el test de stroop, examen de fluencia verbal fonémica y el
test de clasificacion de las cartas de Wisconsin. Los resultados demostraron la
existencia de una prolongacion de la latencia sacadica en el 46 % de los
enfermos. Esta alteracion no correlacion6 con las variables demograficas,
clinicas ni moleculares, pero sin con los examenes que evaluaron las funciones
frontoejecutivas. Estos elementos sugieren la existencia de un déficit de la

atencion visuoespacial.
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We assessed maximal saccade velocity (MSV) in 82 spino-
cerebellar ataxia type 2 (SCA2) patients and 80 controls,
correlating it to disease duration, polyglutamine expan-
sion size, age at onset, ataxia score, age, and sex. Little
overlap with normal values was found even at earliest
stages. Stepwise linear regression analysis showed that 60-
degree MSV was strongly influenced by polyglutamine
size and less by disease duration, whereas the reverse was
found for ataxia score. Saccade velocity thus is a sensitive,
quite specific, and objective endophenotype, useful to
search polyglutamine modifier genes.
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Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autosomal
dominant disorder characterized clinically by progres-
sive cerebellar ataxia, dysarthria, action tremor, early
neuropathy, and slowing of horizontal saccadic eye
movements."” The neuropathological hallmark of
SCA2 is early olivopontocerebellar atrophy accompa-
nied by degeneration of somatosensory pathways, thal-
amus, substantia nigra, and anterior horn.>* The un-
derlying mutation is an unstable expansion of a
polyglutamine domain within ataxin-2,> which is a cy-
toplasmic protein found in many body tissues and neu-
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ronal populations with an as of yet undefined func-
tion.® In SCA2 as in the neurodegenerative diseases
Huntington’s disease (HD), spinobulbar muscular at-
rophy (SBMA), dentatorubropallidoluysian atrophy
(DRPLA), SCA1, SCA3, SCAG6, SCA7, and SCA17,
the size of the polyglutamine expansion has a strong
influence on the age at onset as well as the severity of
disease. The modulation of both disease onset and pro-
gression by modifier factors or experimental therapies is
under intense investigation, and the objective quantifi-
cation of surrogate disease markers is a central issue.
One objectively quantifiable endophenotype occurring
in HD,” SCA1,® SCA2,” and SCA7'? is the progressive
slowing of horizontal saccadic velocity. Saccade slowing
is only rarely observed in neurological conditions other
than polyglutamine diseases. In SCA2, the slowing of
saccades occurs so early and pronounced11 that this
disease originally was described as “a new form of
heredofamilial spinocerebellar degeneration with slow
eye movements.”'> The prevalence of SCA2 is partic-
ularly high in Holguin province, Cuba, "> where
more than 1,000 patients descended from a single an-
cestor. In 82 SCA2 patients from these families and in
80 control individuals from Holguin, we determined
maximal saccade velocity (MSV). We evaluated its cor-
relation to disease duration, polyglutamine expansion
size, age at onset, ataxia score, age, and sex, to judge its
usefulness in assessing polyglutamine toxicity and clin-
ical progression.

Subjects and Methods

Patients

The diagnosis of SCA2 was based on genealogical descent
from the founder population, on the disease manifestation
with cerebellar ataxia and dysarthria, and molecular genetic
determination of the repeat expansion as described else-
where."” Eighty-two patients (52 male and 30 female pa-
tients) with ages ranging from 15 to 80 years (mean, 43.0;
standard deviation [SD], 13.3), age at onset from 8 to 68
years (mean, 29.7; SD, 12.4), disease duration from 1 to 42
years (mean, 13.3; SD, 7.9), and polyglutamine repeat sizes
from 34 to 50 (mean, 40; SD, 3) were admitted to the
Clinic for Investigation and Rehabilitation of Hereditary
Ataxias in Holguin for this study. The clinical assessment
was conducted using the International Cooperative Ataxia
Rating Scale.'® A group of 80 healthy nonpaid volunteers
from Holguin province (58 female and 22 male subjects)
with ages ranging from 11 to 81 years (mean, 41.7; SD,
12.6) served as controls.

Electronystagmographic Recordings

Horizontal and vertical eye movements were recorded binoc-
ularly with silver-silver chloride electrodes over right and left
outer canthus and a two-channel Otoscreen AC electronys-
tagmograph (Jaeger-Toennies, Hochberg, Germany) with a
bandpass filter of 0.02 to 70Hz, a sensitivity of 200wV/di-
vision, a time base of 1,000 milliseconds/division, a time

constant of 8 seconds, and a sampling rate of 200Hz. Eye
movements were elicited with a circular white target sub-
tending an angle of 0.7 degrees on a black background. The
distance between patient and monitor as well as the head
position were controlled by chin/head supports. At least 10
horizontal centrifugal saccades in either direction were re-
corded for each 10-, 20-, 30-, and 60-degree predictable am-
plitudes. Comparison of independent calibrations at a 30-
degree angle before and after all recordings was used to
control against artefacts.

Saccade Analysis

The traces in ASCII format were imported into the MAT-
LAB software (version 6.1; Natick, MA). An program writ-
ten in-house was used for manual identification of saccade
onset and offset (Fig 1). Maximal saccade velocity (MSV in
degrees/sec) was obtained through third-order polynomial
fits of the raw signal. Conditional MSV averages were calcu-
lated for saccade direction (left/right) and amplitude (10/20/
30/60 degrees) using Microsoft Excel.

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using the Student’s # test
(comparison of MSV, age, age at onset, disease duration, and

C

Fig 1. Maximal saccade velocity (MSV) determination. Man-
ually identified saccade onset and offset (circles), third order
polynomial fits (smooth line), and MSVs (x) are illustrated
for representative saccades from (A) the control case with low-
est MSV values, (B) a mild SCA2 case with polyglutamine
size 35 and least MSV reduction, and (C) the most severe
SCA2 case with polyglutamine size 50.
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polyglutamine expansion size between men/women and pa-
tients/controls, respectively) and simple linear regression
analysis (correlation of 60-degree MSV and ataxia score with
age, disease duration, polyglutamine expansion size, and age
at onset). To select the appropriate model for multiple re-
gressors, we used a stepwise regression procedure based on
the Akaike information criterion, included in the JMP5.0.1
software (SAS Institute, Cary, NC).

Results

MSV values showed little overlap between SCA2 pa-
tients and controls (Fig 2A) and resulted in comparably
significant differences (p < 0.0001 each) for 10, 20,
30, and 60 degrees. Avoiding redundancy, we show
60-degree MSV values in further correlations. The con-
trols had 60-degree MSV ranging from 277 to 678 de-
grees/sec (mean, 415; SD, 79), whereas the SCA2 pa-
tients had values from 17 to 464 degrees/sec (mean,
135; SD, 79). Assessing the sensitivity for SCA2 diag-
nosis in a plot of true-positives versus false-positives,
we calculated a receiver operating characteristic (ROC)
analysis for 60-degree MSV with patients as the posi-

Fig 2. Surrogate disease markers in SCA2. (A) Distribution of
60-degree MSV values in SCA2 patients and local controls,
displaying mean lines, standard deviation lines, and mean
error bars. (B—F) Correlations as simple regression with log(y)
transformation. (B) Known significant dependence of age at
onset on polyglutamine expansion size in this SCA2 collective.
MSV values depended less on disease duration (C) than on
polyglutamine expansion size (D), with a distribution very
similar to B. In contrast, the ataxia score depended more on
disease duration (E) than on polyglutamine expansion size (F).
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tive level, yielding an area under the curve (AUC) of
0.98758.

Slowing of MSV was found early in the disease
course, with two individuals (polyglutamine repeat size
39 and 41, respectively) showing 235 and 233 degrees/
sec 1 year after onset of ataxia, and nine individuals
within 5-year disease duration showing a mean value of
173 degrees/sec (SD, 56). The progression of slowing
appeared insidious, because 14 individuals after 20 to
42 years of disease duration still showed mean MSV of
103 degrees/sec (SD, 49).

Simple regression analyses were conducted within
the SCA2 patients and best fits were obtained using a
log(y) transformation, as published previously.>'” This
disclosed a significant negative correlation of age of on-
set and polyglutamine expansion size (p < 0.0001)
(see Fig 2B) and a significant positive correlation of age
and disease duration (p << 0.0001).

MSV was negatively correlated with disease duration
(p = 0.088; see Fig 2C), polyglutamine expansion size
(p < 0.0001; see Fig 2D), and ataxia score (p <
0.0001) and positively correlated with age (p < 0.01)
and age of onset (p < 0.001). Stepwise linear regres-
sion analysis revealed polyglutamine expansion size
and, to a lesser degree, disease duration as the most
effective covariables on MSV. Addition of any other
covariable did not yield a better fit of the model.
Therefore, the significant influence of age and age of
onset on MSV in simple regression was an artefact ex-
plained by the colinearity of polyglutamine expansion
size and age of onset on one hand as well as age and
disease duration on the other hand. The age-dependent
decrease of MSV in our controls (p < 0.005) and ear-
lier reports'® thus seems to be negligible in SCA2 pa-
tients.

Ataxia score was negatively correlated with age of
onset (p < 0.05) and positively with disease duration
(p < 0.0001; see Fig 2E) and polyglutamine expansion
size (p = 0.092; see Fig 2F). There was no correlation
of age and ataxia score (p = 0.37). In contrast with
MSV, the strongest influence on ataxia score was
through disease duration and less through polyglu-
tamine expansion size upon stepwise linear regression
analysis. The influence of age of onset on ataxia score
again seemed to be an artefact due to colinearity of
polyglutamine expansion size and age of onset.

Discussion

Our investigation of maximal saccade velocities in 82
SCA2 patients and 80 controls disclosed that MSV is
strongly influenced by the polyglutamine expansion
size and less so by the duration of disease. There was
only a small overlap of MSV values between the pa-
tient group and the control group. The clearly abnor-
mal MSV values in patients with manifest ataxia for



only 1 to 5 years show that very early disease stages of
disease can be reliably detected.

MSV was strongly influenced by the polyglutamine
expansion size. This effect was similar to the relation
between age at onset and polyglutamine expansion size.
Compared with age at onset, MSV values are expected
to have a higher interobserver reliability and test—retest
reliability'” and might be less dependent on environ-
mental factors. These observations identify MSV as an
objective and quantitative physiological parameter that
is under strong genetic control. Therefore, MSV ap-
pears to be a promising surrogate marker for research
projects into the modulation of polyglutamine toxicity
by modifier genes. Studies of MSV appear to be par-
ticularly interesting because saccade velocity is directly
related to function of the brainstem, which undergoes
severe and life-limiting degeneration in SCA2.

The polyglutamine expansion in Huntington’s dis-
ease has a strong determinant effect on age at onset,
which appears to be modified by genes on chromo-
somes 4p16, 6p21-23, and 6q24-26.>° Whether the
same chromosomal loci exert also a modifier role on
age at onset and saccade velocity in SCA2 polyglu-
tamine expansion remains to be explored in future
studies of the large founder population in Holguin. In
contrast with MSV, ataxia score increased with disease
duration and seemed a more sensitive parameter to re-
flect progression.

The study was supported by the Heinrich and Erna Schaufler-
Stiftung in Frankfurt/Main (G.A.) and the Deutsch Forschungsge-
meinschaft (KL782/8-1, T.K.).

We are grateful to the patients, control individuals, and to the Cu-
ban Ministry of Health for the cooperation given.
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Objective: A characteristic feature of spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is saccadic slowing at early dis-
ease stages. We sought to determine whether this sign is detectable before clinical manifestation and
quantifies the disease progression throughout life in linear fashion.

Methods: In a specialized ataxia clinic, 54 presymptomatic carriers of SCA2 polyglutamine expansions
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Keywords: and 56 relatives without mutation were documented with regard to their maximal saccade velocity
Spinocerebellar ataxia type 2 (MSV)
SCA2

Results: Among the control individuals, a significant effect of aging on MSV was observed. After elimina-
tion of this age influence through a matched-pair approach, a presymptomatic decrease of MSV could be
shown. The MSV reduction was stronger in carriers of large expansions. In the years before calculated dis-
ease manifestation, the MSV impairment advanced insidiously.

Conclusion: Saccade velocity is a sensitive SCA2 endophenotype that reflects early pontine degeneration
and may be a useful diagnostic parameter before the onset of ataxia.

Significance: Future neuroprotective therapies of polyglutamine neurodegeneration may be assessed by
MSV from earliest to prefinal disease stages.

© 2009 International Federation of Clinical Neurophysiology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights
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Pontine degeneration
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reserved.

1. Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autosomal domi-
nantly inherited neurodegenerative disorder which manifests
either with ataxia or with Parkinsonism (Lastres-Becker et al.,
2008; Lu et al., 2004). In the clinical course progressive dysarthria,
slowing of saccadic eye movements, action/postural tremor, axonal
neuropathy with decrease of tendon reflexes and cramps become
prominent, with dysphagia and sphincter disturbances at later
stages (Cancel et al., 1997; Filla et al., 1999; Orozco Diaz et al.,
1990; Schols et al., 1997; Wadia et al., 1998). The neuropathologi-
cal hallmark of SCA2 is olivo-ponto-cerebellar atrophy accompa-
nied by degeneration of somatosensory pathways, thalamus,
substantia nigra and anterior horn (Lastres-Becker et al., 2008;
Orozco et al., 1989). The underlying mutation causes an unstable
expansion of a CAG trinucleotide repeat sequence on chromosome
12q encoding a polyglutamine domain within ataxin-2 (Imbert
et al.,, 1996; Pulst et al., 1996; Sanpei et al., 1996), which is a ubiq-

* Corresponding author. Tel.: +49 69 6301 7428; fax: +49 69 6301 7142.
E-mail address: auburger@em.uni-frankfurt.de (G. Auburger).

uitously expressed cytoplasmic protein implicated in RNA process-
ing and in receptor endocytosis (Nonhoff et al., 2007; Nonis et al.,
2008; Satterfield and Pallanck, 2006). In SCA2 as in other polyglu-
tamine disorders like SCA1, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, HD (Hun-
tington’s disease), SBMA (spinobulbar muscular atrophy) and
DRPLA (dentato-rubro-pallido-luysian atrophy), the age of onset
and the severity of disease are strongly influenced by the polyglu-
tamine expansion size (Orr and Zoghbi, 2007).

The prevalence of SCA2 is particularly high in Holguin province,
Cuba (Orozco Diaz et al., 1990; Velazquez-Perez et al., 2001), where
data on the molecular genetics and the clinical course over decades
have been collected for 399 SCA2 patients (Pulst et al.,2005; Santos
et al,, 1999), and where presymptomatic testing has been available
and in great demand for several years now (Paneque et al.,
2007a,b). The progression of peripheral and central nervous
pathology since preclinical stages could thus be documented with
various electrophysiological techniques in patients and in first-de-
gree relatives at-risk (Velazquez Perez et al., 2007). In a previous
study, we evaluated the slowing of horizontal saccadic velocity in
82 SCA2 patients as an early and objectively quantifiable endophe-
notype of SCA2 and could demonstrate that maximal saccade

1388-2457/$36.00 © 2009 International Federation of Clinical Neurophysiology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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velocity (MSV) is under strong genetic control, correlating well
with the polyglutamine size and less with the disease duration
(Velazquez-Perez et al., 2004). Furthermore, a follow-up study ob-
tained evidence that MSV remains quite stable after 1 year (Sei-
fried et al., 2005). The strong genetic determination and slow
progression of this trait prompted us now to assess saccadic veloc-
ity in 54 presymptomatic SCA2 mutation carriers and 56 age- and
sex-matched control individuals from the same families.

2. Subjects and methods
2.1. Study group

One hundred and thirty-four asymptomatic members of SCA2
families with a risk to carry the mutation were admitted to the
Center for Investigation and Rehabilitation of Hereditary Ataxias
(CIRAH) in Holguin, were genotyped for SCA2 and underwent elec-
tronystagmography. The Ethics Committee of the National Center
of Ataxia approved the research protocol, and written informed
consent was obtained from each individual under study. Eighty
of them were found to have a normal genotype (polyglutamine size
20-29, mean 22.4; 35 males, 45 females; age 15-70 years, mean
38.6). Fifty-four were found to carry a pathogenic expansion of
the SCA2 gene (polyglutamine size 32-42, mean 36.6; 20 males,
34 females; age 18-61, mean 35.5) and were assessed clinically
with the International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS)
(Trouillas et al., 1997) and the Scale for the Assessment and Rating
of Ataxia (SARA, control scores below 3) (Schmitz-Hubsch et al.,
2006). For a matched-pair approach, 56 out of the 80 unaffected
relatives were chosen (age 18-63 years, mean 36.4) as age- and
sex-matched controls for the 54 SCA2 mutation carriers. To avoid
the analysis of individuals with expansion alleles of reduced pene-
trance, a subgroup of 25 carriers with expansion sizes 37-42
(mean 38.9; 11 males, 14 females; age 19-57, mean 31.8) was sub-
jected to separate statistics with their age- and sex-matched
controls.

2.2. Electronystagmographic recordings

Horizontal saccades were recorded binocularly with a 2-channel
Otoscreen AC electronystagmograph (Jaeger-Toennies, Hochberg,
Germany), using silver-silver chloride electrodes over right and left
outer canthus. Saccades were triggered using digital stimulus con-
trol displays of a circular white target on a black background sub-
tending an angle of 0.7° at a viewing distance of 66 cm and a
screen width of 80 cm. At least 10 centrifugal saccades for each
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10°, 20°, 30° predictable amplitudes and 10 saccades for the maxi-
mal field of view covering 60° were registered in each direction
(bandpass filter of 0.02-70 Hz, time base of 1000 ms/division, sensi-
tivity of 200 pV/division, time constant of 8 s and sampling rate of
200 Hz). Before and after all recordings, independent calibrations
at a 30° angle were compared to control against artefacts.

2.3. Saccade analysis

Maximal saccade velocity (MSV in °/s) was obtained through
the automated algorithm contained in the Otoscreen software
package. MSV averages were calculated for saccade direction
(left/right) and all amplitudes (10°/20°/30°/60°) using the EXCEL
software.

2.4. Statistical analysis

To determine factors influencing MSV, simple linear regression
analysis with age, polyglutamine expansion size and Time To Man-
ifestation (TTM) as factors were performed (Statistic for Windows,
Release 6.1, 2003). The statistical distribution of 10°/20°/30° and
60° MSV in controls and carriers was analysed using the paired
Student’s t-test. Every SCA2 carrier was compared to an age- and
sex-matched control (+3 years). Delta MSV was obtained subtract-
ing the MSV values of the carrier minus the matched control. For
each carrier, TTM was calculated as years remaining from his
momentary age until the calculated age at ataxia onset corre-
sponding to his polyglutamine expansion size. The predicted age
at onset correlating to each polyglutamine expansion size was de-
rived from 399 SCA2 patients in Holguin through a regression with
log(y) as best fit (Pulst et al, 2005): Age At Onset
[AAO] —=1171.583 « e(—0.0Ql*SCAZ polyglutamine expansion size).

3. Results

Confirming previous reports (Schik et al., 2000), the maximum
saccadic velocity (MSV) in 56 control individuals was found to
decrease with age, both for small angles (10°) and large
angles (60°) (MSV10°: r=-0.3632, p=0.0070; MSV20°:
r=-03184, p=0.0189; MSV30°: r=-0.3451, p=0.0106;
MSV60°: r=-0.4128, p=0.0019). The MSV values in unaffected
family members were not significantly different from healthy
unrelated controls studied previously (Velazquez-Perez et al.,
2004). Gender effects were not observed. The MSV60° regression
line followed the formula MSV60° = 581.3159-2.5574 * age, indi-
cating a reduction of about 2.6°/s per year (Fig. 1A).
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Fig. 1. MSV60° values influenced by age and genotype: (A) MSV60° values in 56 control individuals correlated to age in simple linear regression. (B) Mean MSV60° values
were different in 56 matched controls from the respective 54 asymptomatic SCA2 mutation carriers; mean points and standard error lines (+1.96 « SE) are displayed.
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To eliminate the influence of age on MSV, a single age- and sex-
matched control individual was selected for each SCA2 mutation
carrier, and matched groups were compared thereafter. MSV
among the 54 presymptomatic carriers was not different from
matched controls for 10° (p=0.88), 20° (p=0.41), 30° jumps
(p =0.43), but was different for 60° jumps (p = 0.014). The controls
had MSV60° ranging from 284 to 813°/s (mean 490.79 °/s, SD
84.37), whereas the carriers had values from 231 to 653°/s (mean
445.92°[s, SD 102.97) (Fig. 1B). To eliminate individuals with
expansion alleles of reduced penetrance from the analysis, a sub-
group of 25 carriers with expansion sizes > 36 was analysed in
comparison to their 25 age- and sex-matched controls, and MSV
was found no different at 10° jumps (p =0.56) and not quite at
20° jumps (p=0.088), but was different at 30° (p=0.021) and
60° (p = 0.005) jumps.

To decide whether the apparent velocity decrease was due to
saccadic hypometria, a frequent feature of late-stage SCA2, the
amplitude performance for predictable 60° jumps was analysed
and found to be similar or even higher in SCA2 carriers than con-
trols (Fig. 2A). Inspection of the main sequence of velocity versus
amplitude confirmed the known correlation for both groups
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(SCA2 carriers: r=0.65, p < 0.00001, y =250.58 +4.07; Controls:
r=0.82, p=0.00000, y = 237.61 + 5.33) while documenting the lack
of hypometria and the reduced velocity for SCA2 carriers (Fig. 2B).

Extending the pair-wise comparison, we calculated the MSV60°
difference between each carrier and the matched control (Delta
MSV60°) and obtained mostly negative values, representing an
overall loss of MSV60° in carriers. Multivariate analysis to assess
multifactorial influences on MSV60° showed a highly significant
effect of the polyglutamine expansion size (p < 0.001), but barely
a trend for the influence of age (p = 0.101), as previously observed
for SCA2 patients (Velazquez-Perez et al., 2004). As expected, sim-
ple regression analysis demonstrated a strong effect of the polyglu-
tamine expansion size on this presymptomatic MSV60° slowing
(r=-0.34; p=0.02). Carriers with a large polyglutamine expansion
size had a stronger decrease of horizontal saccade velocities at 60°
(Fig. 3A). It was of interest to determine how many years the sacc-
adic slowing precedes ataxia onset. The typical age of ataxia man-
ifestation is known to correlate with polyglutamine expansion size,
and the best regression fit for this correlation in our collection of
399 SCA2 patients is represented by the formula: age at onset
[AAO] —=1171.583 % e(—0.0Ql*SCA2 polyglutamine expansion size)‘ Therefore, for
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Fig. 2. Saccade amplitude is normal in SCA2 carriers. (A) Amplitude performance for predictable 60° jumps showed similar mean (circle) and variance (lines indicate
+1.96 « SE) for SCA2 carriers and controls. (B) Performance of amplitude versus velocity in predictable 10°, 20°, 30° and 60° saccades showed a highly significant correlation

without evidence of saccade hypometria in SCA2 carriers.
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Fig. 3. Simple linear regression shows MSV60° correlation to SCA2 expansion size and to progression before onset. (A) Delta MSV values (MSV60° of carrier minus MSV60° of
control) depended on the polyglutamine expansion size. (B) MSV60° in SCA2 mutation carriers correlated with Time To Manifestation (TTM).
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any presymptomatic SCA2 expansion carrier at a given age
(a) we calculated the individual Time To Manifestation
['ITM} —1171.583 « e(—0.091*SCA2 polyglutamine expansion size) __ a. Linear
regression analysis showed a significant influence of TTM on
MSV60° (r=0.39, p=0.01). Insidious saccadic slowing with sub-
normal MSV60° values decades before ataxia onset seemed to fit
the data (Fig. 3B).

4. Discussion

Our investigation of saccadic velocity in presymptomatic SCA2
expansion carriers disclosed a modest, but significant slowing of
saccades to 60° predictable amplitudes. Regression analysis
showed that saccadic slowing correlated prominently with poly-
glutamine expansion size. Its correlation to the calculated Time
To Manifestation may also reflect the known strong effect of poly-
glutamine expansion size on ataxia onset age. Also for patients
with manifest SCA2, saccade velocity has been observed to be un-
der strong genetic influence and to decline over decades rather
than years (Seifried et al., 2005; Velazquez-Perez et al., 2001). Ta-
ken together, all data suggest an insidious impairment of saccadic
velocity that may be detectable considerably before the ataxia on-
set in individuals with large SCA2 expansions. These data establish
saccadic slowing as an early and sensitive SCA2 endophenotype
controlled by genetic factors and age.

The early effect of SCA2 polyglutamine toxicity on saccade
control cannot be easily interpreted in neurobiological terms,
since brain autopsy and imaging data of presymptomatic SCA2
mutation carriers are completely lacking. Available neuropatho-
logical and physiological data suggest that the slowing of hori-
zontal saccades in SCA2 is due to dysfunction or degeneration
of neurons in the paramedian pontine reticular formation. The
simplest explanation for saccadic slowing in otherwise asymp-
tomatic SCA2 mutation carriers is that the degeneration of the
respective pontine neurons begins earlier than the degeneration
of cerebellar neurons. This would prompt the question why pon-
tine neurons involved in saccade generation are particularly sen-
sitive to the action of the SCA2 mutation. An alternative
explanation is that degeneration in the pons and cerebellum
starts simultaneously, but that cerebellar degeneration can be
compensated for a longer period than dysfunction of pontine
neurons involved in saccade generation. This hypothesis is sup-
ported by two SCA2 brain autopsies analysed only 5 years after
manifestation of cerebellar ataxia that showed a comparable
reduction of the number of pontine and cerebellar Purkinje neu-
rons (Estrada et al., 1999). Poor compensation of pontine com-
pared to cerebellar degeneration could be due to the fact that
pontine neurons involved in saccade generation subserve a more
downstream action than cerebellar neurons involved in motor
coordination. Presymptomatic carriers of the SCA2 and other
CAG repeat expansion mutations might therefore be extremely
valuable to study the neuronal mechanisms underlying func-
tional compensation of brain degeneration.

5. Conclusions

For SCA2 and its early pontine degeneration, saccade velocity ap-
pears to be a particularly sensitive diagnostic parameter which re-
flects the insidious progression of disease before the onset of ataxia.
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Data on saccadic latency in patients with Spinocerebellar Ataxia 2 (SCA2) are sparse and contradictory. In
order to determine whether saccadic latency is definitely prolonged, identify its possible determinants and
evaluate it as disease biomarker we assessed the saccadic latency by electronystagmography in 110 SCA2
patients and their paired controls. Mean saccadic latencies were significantly longer in patients when
compared to controls for all tested target displacements. Forty-six percent of SCA2 patients had saccadic
latencies above the normal range. Reciprobit plots of saccadic latency demonstrated a skewed distribution in
the direction of longer latencies for the patients compared to controls. As saccadic latency increased, the
velocity and amplitude of saccades significantly decreased in SCA2 subjects but not in controls. Saccadic
latency was not influenced by any demographical, clinical or molecular SCA2 variables, but it showed a
significant correlation with the performance of the Stroop test, the verbal fluency test and the Wisconsin Card
Sorting Test in SCA2 patients. This paper demonstrated that saccadic latency is prolonged in SCA2 patients and
it significantly correlates with the performance of frontal-executive functions, thus this parameter could be a

useful biomarker to evaluate the efficiency of future therapeutical options on these dysfunctions.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Spinocerebellar Ataxia type 2 (SCA2) is a neurodegenerative
disorder caused by the expansion of CAG repeats in the ATXN2 gene,
which results in a long stretch of polyglutamine in the protein ataxin
2. Clinical features develop progressively and include cerebellar
syndrome, peripheral neuropathy, saccadic slowing, cognitive dys-
functions and sleep disorders [1].

On a worldwide scale, the disease reaches the highest prevalence
in Holguin, Cuba, at a rate of 40 cases per 100,000 inhabitants. In
addition, there are almost 1400 asymptomatic first-degree subjects
[1,2]. Unfortunately, there are no effective therapeutical options
against SCA2; nevertheless some clinical trials are being currently
developed with Cuban patients.

In SCA2, the saccadic system is characterized by the severe slowing
of horizontal saccades, which appears before the disease onset and
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depends on the CAG repeats [3-5]. Nevertheless, other saccadic
variables such as saccadic amplitude and saccadic latency have been
scarcely studied rendering limited and contradictory data [6-9].

The saccadic latency is the time interval from the target
presentation to the beginning of the saccade. It depends on the
activation of a large neural circuit from the retina to the visual cortex,
parietal cortex, frontal lobe, superior colliculus and then to brainstem
and extraocular muscles. This variable is considered as a cognitive-
physiological parameter that has been widely applied to understand
cortical and sub-cortical aspects of saccadic programming [10,11].

The aim of this work was to assess the saccadic latency in a large
and homogeneous sample of SCA2 Cuban patients, emphasizing its
relationship with other saccadic variables and the demographical,
clinical, molecular and frontal-executive variables of SCA2, to evaluate
this parameter as a sensitive disease biomarker.

2. Methods
2.1. Subjects

Participating subjects were 110 SCA2 patients (70 m, 40 f) aged 18
to 80 years (mean, 43.40; SD, 11.82) who were admitted to the Centre
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for the Research and Rehabilitation of Hereditary Ataxias in Holguin
for the study. The age at onset ranged from 10 to 68 years (mean,
31.71; SD, 10.77), and the disease duration between 1 and 25 years
(mean, 11.80; SD, 5.56). The CAG repeats number was relatively
homogeneous (range: 32 to 50 repetitions, mean, 39.74; SD, 3.02). For
a matched-pair approach, 110 healthy controls (age 15 to 79 years,
mean 41.67; SD, 11.11) were chosen as age- and sex-matched
controls. The study was approved by the local ethics committee and
was conducted according to the declaration of Helsinki. Each subject
gave a written informed consent after a complete description of the
study.

2.2. Neurological measures

All subjects were clinically assessed with a standard neurological
exam [12] and the Scale for the Assessment and Rating of Ataxia
(SARA) [13]. The bedside examination of saccades was performed by
asking the patient to alternately switch fixation between two targets
located at different positions to either side of the center of the
oculomotor range. Horizontal and vertical saccades were examined in
each direction, paying particular attention to velocity, accuracy and
conjugacy.

2.3. Molecular genetics measures

DNA extracts from peripheral venous blood underwent the
amplification of CAG-rich region in the ATXN2 gene by polymerase
chain reactions and determination of CAG repeats on polyacrylamide
gel electrophoresis.

2.4. Saccadic movements study

Horizontal saccades were recorded binocularly with a 2-channel
Otoscreen AC electronystagmograph (Jaeger-Toennies, 97204 Héchberg,
Germany), using silver-silver chloride electrodes over right and left
outer canthus of the eyes. Saccades were triggered with a circular white
target on a black background, subtending an angle of 0.7°. At least 10
centrifugal saccades in each direction were registered for each 10°, 30°
and 60° predictable amplitudes. Before and after all recordings the
signals were calibrated for a horizontal angle of 30° to control the
artifacts. The signal was amplified and filtered (bandpass filter: 0.2-
70 Hz). The data were sampled at a frequency of 200 Hz with a time base
of 1000 ms/division, sensitivity of 200 puV/division and a time constant of
8 s. Saccadic latency, saccadic amplitude and maximal saccadic velocity
were obtained through the automated algorithm contained in the
Otoscreen software package.

2.5. Assessment of frontal-executive functions

The frontal-executive functions were assessed by means of the
Victoria version of the Stroop Interference Test [14], the modified
version of the Wisconsin Card Sorting Test (WCST) [15] and the
Phonemic Verbal Fluency Test [16]. The Stroop Interference Test
consists of a color naming condition where subjects name the color of
colored patches, and an interference condition where subjects are
shown an array of color names printed in different colored inks. The
analyzed parameters were the percentage of errors in the interference
task and the corrected time to complete this task. This time was
obtained by subtracting the time needed for the color naming
condition from the time needed for the interference condition. The
WCST assesses the ability to form and shift cognitive sets. The subject
was asked to determine rules (color, shape, number of symbols) by
which he or she could sort a set of cards. The subject had to change
rules when a change was indicated by the experimenter. Persever-
ative errors occurred when the subject continued to sort according to
the ‘old’ rule. Three WCST variables were examined: percentage of

total and perseverative errors as well as number of achieved
categories. To assess the verbal fluency, the subject was asked to
name as many items as possible from a phonemic category (nouns
starting with the letters F, A and S) within a time limit of 1 min in each
task. Mean number of successful responses was analyzed.

2.6. Statistical analysis

All mean comparisons were performed using the Student's-t test
(two tailed). The normal range for saccadic latency was defined by the
95% confidence intervals about the regression of saccadic latency against
age for the control group. The analysis of saccadic latency distribution
was performed with the reciprobit plots proposed by Carpenter and
Williams [17] as essential tool to the LATER model (linear approach to
threshold with ergodic rate) of decision making. This consists in the
plotting of cumulative latency distributions on a probit scale as a
function of reciprocal latency. To improve the understanding of the
plots, the scale is mirrored so that infinite time (whose reciprocal is
zero) is at the right and the values showed in the x axis are the saccadic
latency instead of its reciprocal. Linear regression analyses were
performed to characterize the influence of saccadic latency on the
saccadic velocity and the saccadic amplitude. To determine whether
these associations differed among both groups, an analysis of covariance
(ANCOVA) was used with the group as the main effect and the saccadic
latency as the covariate. Also, linear regression analyses were carried out
to identify the putative determinants of abnormal latencies in SCA2
between demographical (age), clinical (age at onset, disease duration
and ataxia score) and molecular parameters (CAG repeats). Product-
moment correlations were performed to assess the relationship
between saccadic latency and frontal-executive variables. These
analyses were performed using the commercially available Statistica
software package (StatSoft, Inc., 2003 STATISTICA data analysis software
system, version 6. www.statsoft.com).

3. Results
3.1. Clinical features

All studied patients showed gait ataxia, cerebellar dysarthria,
dysdiadochocinesia and dysmetria. The age at onset was negatively
influenced by CAG repeats size (r= —0.67; p<0.001). The mean SARA
score was 16.29 (S.D 4.27; range, 6-28) and it was increased with
disease duration (r=0.39; p=0.0095) and CAG repeats (r=0.43;
p=0.0006).

Abnormally slow saccades were detected at the bedside in 96 SCA2
patients (87.3%), whereas saccades with reduced amplitude ranges
were observed in 74 patients (67.3%). No patient showed conjugacy
alteration, retinal degeneration, optic atrophy, or dementia.

3.2. Saccadic movement measures

Fig. 1A shows the results of the mean comparisons for the saccadic
latency at three target displacements between SCA2 patients and
controls. SCA2 patients had increased Saccadic latency resulting in
comparably significant differences for 10°, 30° and 60°. In order to avoid
redundancy, only the parameters obtained at 60° are presented in
further analyses. Fifty out 110 patients (45.5%) showed saccadic
latencies abnormally increased above the normal range, which was
defined as the 95% confidence intervals about the regression of saccadic
latency against age for our control group (see Fig. 1B). Reciprobit plots of
saccadic latencies pooled by group, showed a skewed distribution in the
direction of longer latencies in SCA2 patients compared with controls
(see Fig. 1C). Additionally, Student's-t tests revealed the significant
differences of saccadic velocity (p<0.0001) and saccadic amplitude
(p=0.002) between SCA2 patients and controls.
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Fig. 1. Prolongation of saccadic latency in SCA2 patients. A) Mean comparisons
(t-student) for the saccadic latency at three different target displacements between
SCA2 patients and controls. The bars represent the standard deviation. (***): p<0.0001.
B) Proportion of SCA2 patients with abnormally prolonged saccadic latency values. The
normal range was defined by the 95% confidence intervals about the regression of saccadic
latency against age for the control group C) Reciprobit plots of saccadic latency at 60° for
SCA2 patients and controls. Black circles represent SCA2 patients whereas brown circles
represent controls. Note that SCA2 patients showed a skewed distribution in the direction
of longer latencies compared with controls.

Linear regressions of saccadic latency by saccadic velocity and
saccadic amplitude disclosed a significant decrease of both parame-
ters with increasing saccadic latency in SCA2 patients but not in
controls (see Fig. 2). These intergroup differences were confirmed by

the ANCOVA analyses, which revealed a significant effect of group
(SCA2 patients vs. controls) for the influence of saccadic latency on the
saccadic velocity (F(1219)=201.64; p=0.0000) and the saccadic
amplitude (F; 219y =22.09; p=0.0000).

Linear regression analyses of saccadic latency with age, age at
onset, disease duration, CAG repeats and SARA score showed no
significant effect of these variables on the saccadic latency in SCA2
patients (age: r=0.11, p=0.221; age at onset: r=0.11, p=0.202;
disease duration: r=—0.05, p=0.858; CAG repeats: r=—0.08,
p=0.395; SARA: r=0.07, p=0.395). Nevertheless saccadic latency
was positively correlated with the age (r=0.18, p=0.020) in the
controls.

3.3. Correlation with frontal-executive parameters

Table 1 shows the descriptive statistics of frontal-executive
parameters in SCA2 patients and the results of correlation analyses
between these parameters with the saccadic latency and other
saccadic variables. None of the test of frontal-executive dysfunction
was correlated with the SARA score, disease duration or CAG repeats
(data no shown).

As detailed in Table 1, saccadic latency was correlated with the
corrected time needed to complete the Stroop interference task, the
number of successful responses in the Phonemic Verbal Fluency test
as well as the achieved categories and total errors percentage in the
WSCT. Remaining frontal-executive parameters did not show signif-
icant correlation with saccadic latency. Similarly, neither the saccadic
velocity nor the saccadic amplitude was correlated with any frontal-
executive parameters.

4. Discussion

This paper represents the most extensive electronystagmographical
study carried out in SCA2 and any other hereditary ataxia. It demonstrate
for the first time in a large and homogeneous cohort of SCA2 patients
that saccadic latency is notably prolonged and it correlates with the
neuropsychological performance of frontal-executive functions in these
patients.

The prolongation of saccadic latency in SCA2 could be explained by
neuroanatomical, neurophysiological and neuropsychological find-
ings. Neuropathological studies have revealed a severe gyral atrophy
and neuronal loss in the frontal lobes [18-20] as well as neurode-
generative changes in the caudate nucleus and the subtantia nigra pars
reticulata [21], two sub-cortical structures involved in the initiation of
purposive saccadic eye movements [22]. Furthermore, imaging
studies have demonstrated an early hypo-metabolism of glucose in
the parietal cortex [23]. A recent neurophysiological study using
pattern reversal and motion-onset visual evoked potentials as well as
event-related evoked potentials in 10 SCA2 patients revealed the
dysfunctions of visual processing in SCA2 patients [24]. Therefore,
based in the known relationship between the striate and extrastriate
visual areas with the saccadic system [25], we thought that the
alterations of the visual processing could account for the delay of the
saccade initiation in SCA2. Finally, the neuropsychological explanation
of saccadic latency prolongation in SCA2 may be reached from the
recognized deficits in the visual-spatial attention in these patients
[26] which is consistent with the anatomical overlap between
preparatory signals for saccades and covert spatial attention [27,28].

In this article it was found that saccadic velocity declines with
increasing saccadic latency in SCA2 patients, which suggests that the
delay of saccadic onset could influence on the saccadic slowing, in
addition to the pontine degeneration in SCA2. These findings are in
line with the results of Edelman and Goldberg [29] in non-human
primates, who demonstrated that the delaying of saccadic onset by
the use of a visual delay produces a decrease of neural activity in the
superior colliculus neurons and hence it renders slow saccades.
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Fig. 2. Relationship of saccadic velocity and amplitude to saccadic latency in SCA2 patients (A and C) and control subjects (B and D).

Saccadic latency is known to increase with age as a result of the
age-related degenerative changes in the structures that are involved
in the generation of saccadic eye movements [30]. This association
was confirmed in the control group but not in SCA2 patients, probably
due to the influence of putative disease-related factors that increase
the variability of saccadic latency. Nevertheless, neither age at onset,
disease duration, SARA score nor the CAG repeats had significant
effect on the saccadic latency. These findings suggest that this
oculomotor parameter does not seem to be a surrogate marker to

Table 1

evaluate the disease severity and polyglutamine toxicity in SCA2, in
contrast to saccadic velocity which seemed to be controlled by the
CAG repeats [3].

As has been previously reported, SCA2 patients have significant
dysfunctions in the performance of frontal-executive tasks
[7,26,31,32], but the relationship between these cognitive dysfunc-
tions and the saccadic pathology has been reported in only one study
developed by Gambardella et al. [7] in 6 patients. These authors
demonstrated a significant correlation of WSCT performance with

Descriptive statistics of frontal-executive variables in SCA2 patients and its correlation with saccadic variables.

Variables

Descriptive statistics
Mean + SD (min-max)

Correlation coefficients

Saccadic latency (ms)

Saccadic velocity (°/segs)

Saccadic amplitude (Degrees)

Stroop interference test
Corrected time (segs)
Errors (%)

Phonemic verbal fluency
Succesful responses (N)

WSCT
Achieved categories (N)
Total errors (%)
Perseverative Errors (%)

51.94+27.20 (9-135)
1425+ 19.86 (0-84)

11.86+8.58 (0-31)
2.06+1.44 (0-6)

60.42 + 20.43 (21-100)
77.76+ 13.43 (44-100)

0.39*
—0.07

—0.53**
—0.48*

0.45*
0.15

0.04
—0.15

—0.00
—0.02

0.05
0.11

—0.24
0.04

0.34
0.29

—0.26
—0.24

S.D: Standard deviation.
WSCT: Wisconsin Card Sorting Test.
(*): p<0.050; (**): p<0.001.
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saccadic velocity but not with saccadic latency, which contrasts with
our results. Nevertheless, in the Gambardella's cohort, the three
patients with higher saccadic latencies had significantly lower
number of achieved categories and higher perseverative and non-
perseverative errors in WSCT, which suggest that the observed
discrepancy may be caused by a sample size effect.

The significant correlation observed between the saccadic latency
and the frontal-executive performance is consistent with the signif-
icant anatomical overlap of cortical and subcortical structures that are
involved in saccadic movements [10,33] and the frontal-executive
processes, such as the dorsolateral prefrontal cortex [34-37] , the
anterior cingulate cortex [38] and the caudate nucleus [36,37]. In that
sense, we could hypothesize that the dysfunction of these areas
simultaneously impairs the initiation of saccadic eye movements and
the performance on the frontal-executive functions in SCA2 patients.
The close relationship between saccadic latency and frontal-executive
has been previously reported in other neurodegenerative diseases
such as the Parkinson disease, the Alzheimer disease, the frontotem-
poral lobar degeneration and others [39,40]. Nevertheless, our work
is the pioneer in the identification of this correlation among the
hereditary ataxias.

In conclusion, since the saccadic latency in our cohort of SCA2
patients was not influenced either by the SARA score or CAG repeats
but to the frontal-executive performance, this oculomotor parameter
should be used for the monitoring of these cognitive functions rather
than for the assessment of disease progression or polyglutamine
toxicity. Therefore, saccadic latency represents a promising biomarker
to assess the effect of the cognitive rehabilitation and other
therapeutical options over the frontal-executive functions in SCA2
patients.
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Capitulo 4. Los trastornos del suefio en la Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2

Publicados en:

» Neurodegener Dis (2011); 8:447-454 (Factor de impacto: 3,79)

» Mov Disor (2011); (26):2 347-350 (Factor de impacto: 4,48)
El suefio es un estado fisioldgico que se caracteriza por la disminucion natural,
periddica y reversible de la percepcion del medio externo, con la conservacion
de cierto grado de reactividad a este y de las funciones autonomas. Durante el
suefio se producen cambios hormonales, metabdlicos, térmicos, bioquimicos y
en la actividad mental; estas funciones son importantes, ya que garantizan un

equilibrio psicoldgico y fisico, y un correcto funcionamiento durante el dia.

Los trastornos del suefio son frecuentes en las ataxias espinocerebelosas, sin
embargo, los estudios realizados por otros autores, tienen limitaciones en
cuanto al numero de enfermos. El primer articulo, que conforma este capitulo,
fue una investigacion epidemiolégica sobre las principales quejas relacionadas
con el suefio y un examen video-polisomnogréfico realizado a 32 pacientes de
SCA2 con sus respectivos controles. Las principales anormalidades fueron
alteraciones del suefio REM y movimientos periodicos de las extremidades.
Dentro de la patologia del suefio REM estuvieron la reduccion del porcentaje, y
densidad del mismo, asi como la pérdida de la atonia. Estas alteraciones se
incrementaron en la medida que aument6 la severidad de la enfermedad,
segun la puntuacién de la escala SARA. Los movimientos periodicos de las

extremidades no correlacionaron con el tamafio de la expansion
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poliglutaminica, pero si con el tiempo de evoluciéon de la enfermedad y la

puntuacion de la ataxia.

El segundo articulo explora las alteraciones video-polisomnograficas en 36
sujetos portadores de la mutacién del gen ATXN2, clinicamente asintomaticos.
En estos sujetos, el patréon de suefio se caracterizdé por la reducciéon de la
eficiencia del suefio, porcentaje de suefio REM y la densidad de los
movimientos oculares sacadicos. El porcentaje de los estados de suefio NREM,
las latencias al inicio del suefio y la latencia al REM, asi como el indice de

microdespertares no se diferenciaron del grupo control.
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Abstract

Background: Sleep disturbances are common features in
spinocerebellar ataxias (SCAs). Nevertheless, sleep data on
SCA2 come from scarce studies including few patients, limit-
ing the evaluation of the prevalence and determinants of
sleep disorders. Objective: To assess the frequency and pos-
sible determinants of sleep disorders in the large and ho-
mogeneous SCA2 Cuban population. Methods: Thirty-two
SCA2 patients and their age- and sex-matched controls were
studied by video-polysomnography and sleep interviews.
Results: The most striking video-polysomnography features
were rapid eye movement (REM) sleep pathology and peri-
odic leg movements (PLMs). REM sleep abnormalities includ-
ed a consistent reduction of the REM sleep percentage and
REM density as well as an increase in REM sleep without ato-
nia (RWA). REM sleep and REM density decreases were close-
ly related to the increase in ataxia scores, whereas the RWA
percentage was influenced by the cytosine-adenine-gua-
nine (CAG) repeats. PLMs were observed in 37.5% of cases.

The PLM index showed a significant association with the
ataxia score and disease duration but not with CAG repeats.
Conclusions: REM sleep pathology and PLMs are closely re-
lated to SCA2 severity, suggesting their usefulness as disease
progression markers. The RWA percentage is influenced by
the CAG repeats and might thus be a sensitive parameter for
reflecting polyglutamine toxicity. Finally, as PLMs are sensi-
ble to drug treatment, they represents a new therapeutic tar-
get for the symptomatic treatment of SCA2.

Copyright © 2011 S. Karger AG, Basel

Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autosomal
dominant cerebellar ataxia caused by the expansion of
cytosine-adenine-guanine (CAG) repeats. The disease
is characterized by a progressive cerebellar syndrome
associated with saccade slowing, peripheral neuropa-
thy, cognitive dysfunctions, and sleep disorders. The
neuropathological hallmark of SCA2 is early olivopon-
tocerebellar atrophy accompanied by the degeneration
of somatosensory pathways, the thalamus, substantia
nigra, and the anterior horn. There is an inverse corre-
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lation between CAG repeats and age at disease onset,
and genetic anticipation is observed in many families
[1-3]. Worldwide, the highest prevalence rates of SCA2
are observed in the Holguin province (Cuba), where
there are more than 470 patients and 2,000 first-degree
relatives, resulting from a founder effect of the SCA2
gene [4].

As of today, there are no known effective treatments
to modify SCA2 progression. Thus, the identification of
therapeutic targets and disease biomarkers is mandato-
ry [5].

Changes in sleep architecture and sleep anomalies
may constitute an important disease marker. Previous
studies have identified sleep disturbances that covary
with disease duration and/or disease severity. Regarding
sleep architecture, Tuin et al. [6] (2006) and Boesch et al.
[7] (2006) reported severe rapid eye movement (REM)
sleep reduction and even REM sleep resolution in highly
progressed patients. REM sleep without atonia (RWA) of-
ten occurs early in the disease [6, 7]. Evidence of periodic
leg movements (PLMs) [7] and restless legs syndrome
(RLS) has been observed in some [8-10] but not all cases,
highlighting the potential of sleep diagnostics as a mark-
er of disease progression in SCA2. However, all existing
studies are limited by small sample sizes and heteroge-
neous patient cohorts.

In this paper, we assessed sleep performance in a group
of 32 SCA2 patients and 32 age- and sex-matched indi-
viduals (controls). Selected SCA2 patients were homoge-
neous with respect to their CAG repeat number and dif-
fered in disease duration and age at onset. The study’s aim
was to further identify and characterize sleep disorders
in SCA2 and to assess their potential use as biomarkers
and research tools for therapeutic trials.

Patients and Methods

Participating patients were 32 clinically and genetically diag-
nosed SCA?2 patients (20 males and 12 females) aged 18-64 years
[mean 36.22; standard error (SE) 1.89] who were admitted to the
Center for the Research and Rehabilitation of Hereditary Ataxias
in Holguin, Cuba, for the purpose of participation in the study.
As can be seen in table 1, the age at onset ranged from 13 to 49
years (mean 26.48; SE 1.83), and disease duration was between 1
and 20 years (mean 10.23; SE 1.49). The CAG repeat number was
relatively homogeneous (range 34-44 repetitions, mean 39.84; SE
1.49). A total of 32 age- and sex-matched healthy volunteers (age
18-63 years, mean 36.03; SE 1.81) were selected as controls. The
study was approved by the local ethics committee and was con-
ducted according to the declaration of Helsinki. Written in-
formed consent was obtained from all subjects.
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Table 1. Demographic, molecular and clinical data of 32 SCA2
patients and 32 matched controls.

Variables SCA2 patients Controls
mean * 2 SE (range)  mean % 2 SE (range)
Age 36.22+3.78 (18-64) 36.03+3.62 (18-63) 0.942

2648+ 3.66 (13-49) - _
1023 £2.98 (1-20) - _
39.84+2.98 (34-44) - _

Age at onset
Disease duration
CAG repeats

Neurological Measures

All subjects were screened clinically with a standard neuro-
logical exam following Mayo Clinic procedures [11] and the Scale
for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA) [12].

Molecular Genetic Measures

DNA extracts from peripheral venous blood underwent am-
plification of the CAG-rich region in the SCA2 gene by PCR and
the determination of mutation size on polyacrylamide gel electro-
phoresis.

Sleep Quality Measures

All subjects were interviewed with regard to their subjective
sleep quality, dream recall and content (nightmares), complex or
aggressive behavior during sleep, sensory and motor complaints
during sleep, sleep-related self-injuries or injuries to their bed
partners, vocalizations, somniloquy, bruxism, and snoring. Fur-
ther, patients completed the Epworth Sleepiness Scale (ESS) [13]
to document daytime sleepiness.

Video-Polysomnographic Recordings

All subjects underwent video-polysomnographic recordings
for 2 consecutive nights during their routine sleeping hours be-
tween 22.00 h (lights out) and 6.00 h (lights on). Polysomnogra-
phy was performed with a digital polygraph (Brain Lab, Schwar-
zer, Germany) using a standard montage which included electro-
encephalographic (EEG) recording by F3, F4, C3, C4, Ol, and O2
electrodes, vertical and horizontal electrooculography, electro-
cardiography, and electromyography (EMG) of mental and both
tibialis anterior muscles. Respiration monitoring included nasal
airflow, tracheal microphone, thoracic and abdominal respira-
tory effort, and oxygen saturation. To avoid first-night effects,
only results of the second night were analyzed. All sleep record-
ings were visuallyanalyzed according to the rules of Rechtschaffen
and Kales [14]. Since SCA2 subjects show saccade slowing [15]
which might influence REM sleep scoring, we paid special atten-
tion to the EMG and EEG features of REM sleep in accordance
with procedures described by Tuin et al. [6]. REMs were counted
visually (minimum peak-to-trough amplitude 25 V). REM den-
sity was calculated as the percentage of 3-second miniepochs of
REM sleep with at least 1 REM in accordance with previous scor-
ing routines [6]. Phasic EMG events were also analyzed in accor-
dance with established criteria [16]. The RWA percentage was de-
fined as the proportion of 30-second epochs that showed loss of
submental muscle atonia. A loss of muscle atonia was assigned
when EMG activity was present for at least 50% of a 30-second
epoch. RWA percentages above 20% were considered pathological
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[17]. Phasic EMG activity was visually evaluated in 3-second
miniepochs and reported as the percentage of 3-second miniep-
ochs with at least 1 phasic EMG event. A phasic EMG event was
defined as any burst of EMG activity lasting 0.1-5 s with an am-
plitude exceeding 4 times the background EMG activity. Respira-
tory variables and PLM:s in sleep were also recorded and scored
according to standard criteria [18, 19]. The PLM index was calcu-
lated as the number of leg movements (LMs) included in PLM
sequences per hour of sleep. A PLM sequence is considered a series
of PLMs with at least 4 individual LMs separated from the follow-
ing and the previous LM by an interval (inter-LM interval) rang-
ing from 5 to 90 s. The duration of the PLM sequence is defined
as the time interval between the onset of the first LM and the end
of the last LM.

Statistical Analysis

For descriptive statistics of demographical, clinical, molecu-
lar, and sleep variables, means and standard errors were calcu-
lated. Intergroup mean comparisons were performed by Student’s
t test (2 tailed). Frequencies of sleep disorders in both studied
groups were compared using a x? test. To determine factors influ-
encing sleep disorders, we performed linear regression analyses
with age, age at onset, disease duration, CAG repeat size, and the
SARA score as factors. For these analyses the commercially avail-
able Statistica software package (version 6; StatSoft, Inc., www.
statsoft.com) was used.

Results

Clinical Phenotype

All subjects showed a clinical phenotype character-
ized by cerebellar ataxia, dysarthria, dysmetria, and dys-
diadochokinesia. Not a single patient displayed symp-
toms of parkinsonism. In this cohort of SCA2 patients,
the age at disease onset was significantly influenced by
the CAG repeat size (r = -0.58; p <0.001). The mean atax-
ia score assessed by the SARA scale was 19.03 = 2.90,
ranging from 10 to 31 units.

Sleep Quality Measures

Table 2 shows that 7 patients (21.8%) complained of
insomnia. We did not encounter any history of night-
mares and only 1 patient each showed evidence of brux-
ism and somnambulism, respectively. Events character-
istic of REM sleep behavior disorder (RBD) were reported
by 2 patients. The bed partners reported snoring in 12
patients (34.36%). In accordance with earlier findings
[6], dream recall was sparse in many patients (56.25%)
and absent in 1 patient. RLS was diagnosed in 8 patients
(25.0%). Regarding control subjects, the most prominent
symptoms suggestive of a sleep disorder were snoring
(46.8%) and reduced dream recall (50%). Frequency com-
parisons revealed significant differences for insomnia

Sleep Disorders in SCA2

Table 2. Sleep symptoms in 32 SCA2 patients compared with 32
matched controls

Sleep disorders SCA2 pa- Controls p
tients, n (%) n (%)

Insomnia 7 (21.8) 1(3.1) 0.02
Nightmares 0 0 -
Bruxism 1(3.1) 1(3.1) -
Somnambulism 1(3.1) 0 0.32
RBD 2(6.2) 0 0.15
Reduced dream recalls 20 (62.5) 16 (50) 0.31
Snoring 12 (37.5) 15 (46.8) 0.44
RLS 8(25) 13.1) 001
ESS score 4.41+0.96 5.13+£0.96 0.292

2 All between-groups statistics were analyzed with x* tests ex-
cept the comparison of ESS scores (t test).

and RLS patients. Patients and controls did not differ in
their ESS scores (SCA2 patients: mean 4.41; 2 SE 2.95, and
healthy controls: mean 5.13; 2 SE 2.42).

Video-Polysomnographic Measures

Table 3 shows the sleep scoring parameters measured
in SCA2 patients and healthy controls. Compared to con-
trols, the sleep period time, total sleep time, and sleep ef-
ficiency were significantly decreased in SCA2 patients.
Sleep stage II latency was <30 min in both patients and
controls, suggesting no problems with sleep onset. How-
ever, the arousal index was increased in patients but not
in controls. The analysis of sleep architecture variables
revealed an increase in sleep stage I and a reduction of
sleep stage II and REM. Moreover, a marginally signifi-
cant increase in slow-wave sleep (SWS) was observed. Re-
garding REM sleep, the analysis of phasic events showed
a significant reduction of REM density in SCA2 patients.
Furthermore, the percentage of RWA was significantly
increased in SCA2 patients, showing strongly augmented
phasic EMG activity (submental). RWA amounted to
more than 20% of REM sleep in 10 (31.3%) SCA2 patients.
The 2 cases exhibiting RBD had RWA percentages above
40%. The central sleep apnea index was within the nor-
mal range in both groups. The analysis of LMs revealed
aremarkable increase in the PLM index in SCA?2 patients.

Linear regression analyses disclosed a significant as-
sociation between the SARA score and REM sleep per-
centage (r = —0.38; p = 0.03), REM density (r = -0.57; p =
0.00), and RWA percentage (r = 0.44; p = 0.01). Moreover,
the CAG repeats showed a significant influence on the
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Fig. 1. Influence of the CAG repeat number on the percentage of RWA (a) and phasic EMG activity (b) during

REM sleep in SCA2 patients.

Table 3. Comparison of sleep scoring parameters between SCA2
patients and controls

Variables SCA2 patients Controls p

TIB, h 7.77£0.22 7921022 0.339
SPT, h 7241024 7.64%£024 0.028
TST, h 6.35%£0.32 7102032  0.002
Sleep efficiency, % 80.59%x3.52 88.62%3.52 0.002
WASO, % 11.47 £4.60 8.93%+4.60 0.440
Sleep latency, min 16.69+3.26 12.72%£3.26 0.082
Sleep stage IT latency, min  21.09%3.60  14.34*3.60 0.001
SWS sleep latency, min 13.87+3.62 13.07%£3.74 0.760
REM sleep latency, min 7838+ 1542 8294*1542 0.678
Arousal index, events/h 1892+2.16 10.70%£2.16 0.000
Stage I, % 9.93£1.86 710x1.86 0.035
Stage II, % 3790x£298 47.56%12.98 0.000
SWS, % 21.06*t246 17.80%x2.46 0.066
REM, % 13972190 19.83%£1.60 0.000
REM episodes, n 3.97%0.30 4.09%0.30 0.562
REM density, % 12.65*£3.62 2858*4.62 0.000
RWA, % 17.77 £5.90 1.41x0.62 0.000
Phasic EMG activity, % 9.02+2.08 2.79%0.60 0.000
OSA index, events/h 0.90%0.60 0.65+0.60 0.554
CSA index, events/h 0.97 £0.54 0.07£0.54 0.022
PLM index, events/h 20.05%9.56 2.86£9.56 0.014

Values represent the mean * 2 SE. TIB = Time in bed; SPT =
sleep period time; TST = total sleep time; WASO = wake periods
after sleep onset; OSA = obstructive sleep apnea; CSA = central
sleep apnea.
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RWA percentage (r = 0.67; p < 0.00; fig. 1a) and phasic
EMG activity during REM sleep (r = 0.50; p < 0.00;
tig. 1b).

Twelve patients (37.5%) and 5 controls (15.6%) showed
abnormal PLM indices (>5 PLMs/h). Three SCA2 pa-
tients (9.4%) and the 5 controls (15.6%) were mildly af-
fected (5-25 PLMs/h), whereas 5 patients (15.6%) had
moderate signs (25-50 PLMs/h) and 4 patients (12.5%)
were considered severe (>50 PLMs/h). Of the 12 patients
with PLMs, 5 (41.2%) suffered from insomnia, 2 (16.7%)
reported RLS and 11 (91.7%) suffered from muscle
cramps.

Group means of patients and controls were compared
with respect to the number of PLM sequences, their dura-
tion, and the decrease in inter-LM intervals within each
sequence. As shown in figure 2, groups only differed with
respect to the mean duration of PLM sequences, which
was significantly increased in the SCA2 group.

In order to evaluate the relationship between PLMs
and the clinical and molecular features of SCA2, we con-
ducted linear regression analyses within the SCA2 group
(table 4). PLM parameters were uncorrelated with age,
age at onset, and CAG repeats. However, the PLM index
and inter-LM intervals showed a significant association
with disease duration and the SARA score.

Similar analyses were performed for the PLM index
and sleep variables in SCA2 patients. Significant associa-
tions were obtained for sleep stage II latency (r = 0.36;
p = 0.04) and SWS latency (r = 0.39; p = 0.03).

Veldzquez-Pérez et al.



180
p=0.014
160

140

N
o

100
80
60

PLM index (events/h)

40
20

A
PLMs '
; +

Normal

a SCA2 patients Controls

p=0014

Duration of PLM sequences (min)

i)
wfofes o

C SCA2 patients Controls

40 +
p = 0.099
35 .
30
£ 25
w
9
c 20
G.)
> . -
g 15 ,
“© -
3
S 10 .
;] i i
0 : :
b SCA2 patients Controls
70
p=0.647
-
60 — .
50 $ :
e .
g I
£ 30
=
<
E‘f 20 +
£ H
10
0 : :
d SCA2 patients Controls
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Table 4. Regression coefficients obtained by linear regression
analyses between clinical and molecular variables of SCA2 and

PLM parameters in SCA2 patients

Variables PLM index, PLM se- Duration of Inter-LM
events/h quences, n sequences, min intervals, s

Age 0.15 0.16 -0.01 -0.21

Age at onset -0.02 0.01 -0.03 0.01

Disease duration ~ 0.40* 0.33 0.15 -0.52*

SARA scores 0.43* 0.26 0.23 -0.43*

CAG repeats 0.19 0.20 0.18 0.18

* Statistically significant values (p < 0.05).

Sleep Disorders in SCA2

Discussion

Sleep disturbances are common in neurodegenerative
diseases and they are caused by direct or indirect patho-
genetic mechanisms [20]. In 2006 Tuin et al. [6] identified
an early REM sleep pathology in 8 SCA2 patients. REM
sleep was markedly reduced in advanced patients. More-
over, Tuin et al. [6] observed frequent RWA. In the same
year, Boesch et al. [7] added PLMs to the sleep pathology
picture of a group of 5 SCA2 patients. Both studies rec-
ommended the corroboration of these findings in a ho-
mogeneous large SCA2 population such as that which ex-
ists in Cuba.
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The results of the current study confirm and specify
the previously reported sleep disordersin SCA2 in a larg-
er sample in comparison to an equal-sized group of sex-
and age-matched controls. We found evidence of sleep
fragmentation, REM sleep abnormalities, and PLMs.

Sleep fragmentation is a key feature causing loss of
sleep continuity with multiple intrusions of light sleep
and waking [20]. In our SCA2 group, it was manifested
by the decrease in sleep efficiency and an increase in
arousals. The fact that sleep onset latency remained in-
conspicuous indicates that sleep maintenance is affected
but sleep initiation is not.

The finding that SCA2 patients have reduced REM
sleep with decreased eye movement density during this
stage suggests that the REM-ON neurons, located in the
brainstem, are vulnerable to the pathological effect of
mutant ataxin 2. This notion may be supported by the
neuropathological data that indicate early and progres-
sive pons degeneration in SCA2 patients [21]. Moreover,
the conspicuous thalamic degeneration in SCA2 may be
considered a cause of REM sleep decrease because it is
known that REM sleep correlates with increased meta-
bolic activity in the thalamus [22]. Reduced REM sleep
with a normal number of REM episodes suggests impair-
ment in the maintenance of REM sleep but not in the ini-
tiation of this sleep stage; this is probably due to the dis-
ruption of the positive feedback loop to maintain REM
sleep initiated by the cholinergic neurons in the pedun-
culopontine and lateral dorsal tegmenti and glutamater-
gic neurons in the medial mesencephalic reticular forma-
tion [23-25].

Regarding the presence of RWA in SCA2 patients, the
main contribution of this work is the identification of the
significant influence of CAG repeat numbers to the loss
of atonia (enhanced muscle tone) during REM sleep. This
newly recognized association is an important finding be-
cause it confers a direct role on the SCA2 mutation in
REM sleep pathology. Future research should test wheth-
er the CAG repeat number is also closely associated with
loss of atonia during REM sleep in other polyglutamine
diseases that exhibit RBD and/or RWA, such as SCAl
[26], SCA3 [27, 28], and Huntington’s disease [29]. A pos-
itive outcome would provide new clues regarding the rel-
evance of polyglutamine expansions in the pathophysiol-
ogy of RBD/RWA.

This paper reports for the first time the high frequen-
cy of PLMs in a large and homogeneous population of
SCAZ2 patients; this accounts for approximately 38% of
the prevalence in the studied sample, with 4 cases exhib-
iting severe indices.
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PLMs have been suggested to be caused by brain do-
paminergic hypoactivity characterized by the dysfunc-
tion of a supraspinally located dopaminergic region in
the hypothalamus (hypothalamic A1l nucleus) with de-
scending pathways to the spinal cord [30, 31] and dys-
function in D2 receptor binding in the striatum [32, 33].
Moreover, impairments in brain iron availability might
contribute to the pathogenesis of PLMs since iron is an
essential cofactor for tyrosine hydroxylase, the rate limit-
ing enzyme in the synthesis of dopamine, and since the
D2 receptor is an iron-containing protein [34, 35].

To date, there are no neuropathological data assessing
A1l degeneration as a PLM-causing factor in SCA2. Nev-
ertheless, in vivo studies using single photon emission
computed tomography (SPECT) and in vitro studies ap-
plying binding studies have demonstrated the functional
impairment of striatal dopaminergic pathways in SCA2
[36, 37]. In addition, neuropathological studies revealed
a marked neuronal loss in the striatum and substantia
nigra of dead SCA?2 patients [21]. Furthermore, in a previ-
ous neurochemical characterization of SCA2 patient tis-
sue we found a significant reduction of iron levels in se-
rum and cerebrospinal fluid [38], which may constitute a
risk factor for the development of PLMSs through a reduc-
tion in central dopaminergic tone.

In SCA2 patients, LMs were not associated with a de-
crease in sleep efficiency, major arousals, a decrease in
specific sleep stage duration, or a prolongation of sleep
onset and of REM sleep latency. These findings are in
agreement with previous findings in SCAs, Huntington’s
disease, and Parkinson’s disease in which PLMs were
usually not associated with arousals because most pa-
tients are unaware of these movements [29, 39]. Neverthe-
less, we found that PLMs increased the latency of sleep
stage Il and SWSin our large series of SCA2 patients. This
provides evidence that PLMs play a role in the dysregula-
tion of the general sleep architecture in SCA2, inhibiting
and therefore delaying the entry to sleep stage II and
SWS. No preceding study on PLMs in SCAs has reported
the influence of LMs on these sleep variables.

In contrast to the usual occurrence of PLMs in elderly
people [31, 40], the PLM index (and remaining PLM pa-
rameters) in our patients was not influenced by age, indi-
cating that SCA2-related factors provoke PLMs even in
young subjects. The fact that the PLM index was signifi-
cantly influenced by the SARA score and disease dura-
tion identifies this parameter as a specific biomarker of
the progression of SCA2.

The poor relation between CAG repeats and PLMs pa-
rameters in our SCA2 cohort is in agreement with earlier
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associative studies that could not establish a link between
the CAG repeatlength in SCAs [8-10] and RLS. The find-
ings suggest that the probability of developing PLMs is
mainly related to the clinical status caused by the SCA2
mutation and not to the length of the CAG repeat per se,
indicating the existence of other genetic and nongenetic
factors contributing to PLMs such as somatic mosaicism,
modifier genes, epigenetic factors, polymorphisms, and
others.

Our findings on PLMs in SCA?2 patients contribute to
clarifying the discrepancies reported by Orozco et al. [41]
and Durr et al. [42] who were intrigued by the severe neu-
ropathological alterations of the basal ganglia with ab-
sence of clinical correlates in SCA2.

nificantly with the advance of the clinical state of the dis-
ease, suggesting that these disorders may be used as pu-
tative progression biomarkers. Furthermore, the loss of
atonia during REM sleep was closely associated with the
CAG repeats in the SCA2 gene which identify the RWA
percentage as a new electrophysiological parameter for
the assessment of polyglutamine toxicity in SCA2. Final-
ly, considering that PLMs are sensible to drug treatment,
their occurrence represents a new therapeutic target for
the symptomatic treatment of SCA2.
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ABSTRACT

Rapid eye movement (REM) sleep disorders are commonly
associated to patients with spinocerebellar ataxia type 2
(SCA2); however, these abnormalities have not been studied
in presymptomatic gene carriers. To determine whether the
REM sleep pathology is detectable before clinical manifesta-
tion of SCA2 and evaluate it as a preclinical biomarker, we
studied 36 presymptomatic SCA2 individuals and 36 controls
by video-polysomnography (VPSG) and sleep questionnaires.
Presymptomatic subjects showed significant decrease of REM
sleep percentage, REMs density, total sleep time, and sleep
efficiency. Aging effect on REM sleep percentage was signifi-
cant in both groups. There was no correlation between cyto-
sine-adenine-guanine (CAG) repeat length and REM sleep.
Our findings identified the REM sleep pathology as a promi-
nent herald sign of SCA2, conferring a special importance to
VPSG as a sensitive neurophysiological tool to detect early
changes associated with SCA2, which contributes to the
understanding of disease pathophysiology and the develop-
ment of therapeutic trials focused on the preclinical disease
stage. © 2010 Movement Disorder Society
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PATHOLOGY IN PRESYMPTOMATIC SCA2

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autoso-
mal dominant cerebellar ataxia caused by the expan-
sion of CAG repeats in the ATXN2 gene, and
therefore, the expression of an expanded polyglut-
amine tract in the ataxin 2 protein is responsible for
the neurodegeneration of cerebellum, brainstem, sub-
stantia nigra, thalamus, and other structures.' The dis-
ease is characterized by a progressive cerebellar
syndrome,” saccadic slowing,>* sensory peripheral
neuropathy,”® cognitive dysfunction,” and sleep disor-
ders.®” Worldwide, the highest prevalence of SCA2 is
in the Holguin province (Cuba), where there are more
than 400 patients and 2,000 first-degree relatives,
resulting from a founder effect.'®

Although sleep disorders have been documented in
patients with SCA2,%? there are no clues whether
these abnormalities appear before the ataxia onset. In
view of the early pons atrophy! in SCA2 and the rele-
vance of this brain area for rapid eye movement
(REM) sleep,'! we assessed sleep performance in 36
presymptomatic SCA2 individuals and 36 age- and
sex-matched control individuals with the aim to iden-
tify sleep abnormalities that could serve as potential
preclinical biomarkers.

Subjects and Methods

Subjects

Thirty-six presymptomatic SCA2 gene carriers (11
males and 25 females) with ages ranging from 20 to
59 years [mean: 34.9; standard deviation (SD): 9.9],
CAG repeat lengths from 32 to 43 units (mean: 36.5;
SD: 2.9), and scores of Scale for the Assessment and
Rating of Ataxia (SARA)'? ranging from 0 to 3
(mean: 0.54; SD: 0.92) were admitted to the Center
for the Research and Rehabilitation of Hereditary
Ataxias in Holguin for this study. Thirty-six healthy
individuals (aged from 18 to 63 years, mean: 36.0;
SD: 10.7; and SARA scores from 0 to 1, mean: 0.11;
SD: 0.36) were randomly chosen as age-and sex-
matched controls. No subject was under any medica-
tion that would have interfered with sleep or polysom-
nographic findings. The study was approved by the
Institutional Ethics Committee and was conducted
according to the Declaration of Helsinki. Each subject
gave written informed consent for the participation in
the study.

Sleep Quality Measures

All subjects completed the Pittsburgh Sleep Ques-
tionnaire Inventory (PSQI)'® to assess sleep quality
and the Epworth Sleepiness Scale (ESS)'* to document
daytime sleepiness. Also, the subjects and/or their bed
partners were interviewed to diagnose the REM
behavior disorder (RBD), restless legs syndrome
(RLS), and nocturnal cramps.
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TABLE 1. Video-polysomnographical (VPSG) variables in SCA2 presymptomatics (n = 36) compared with matched
controls (n = 36)

PSG sleep variables SCA2 presymptomatics Healthy controls P value
Total record time (TRT) (hr) 7.61 = 0.69 7.89 = 0.44 0.096
Sleep period time (SPT) (hr) 7.13 = 0.61 7.61 = 0.44 <0.001
Total sleep time (TST) (hr) 6.00 = 1.02 7.09 + 0.68 <0.001
Sleep efficiency (%) 81.71 = 9.14 91.19 * 3.33 <0.001
Arousal index 13.32 = 10.18 11.69 *= 9.89 0.119
Sleep onset latency (min) 14.83 = 11.81 135 £ 85 0.603
REM sleep onset latency (min) 88.73 = 31.58 82.83 = 34.43 0.476
Wake (%) 12.85 £ 5.91 8.58 = 7.91 0.127
Stage 1 non-REM (%) 8.26 = 3.99 7.35 = 4.58 0.371
Stage 2 non-REM (%) 46.12 = 10.09 47.80 = 8.17 0.444
Stage 3 non-REM (%) 520 = 1.90 521 = 1.76 0.981
Stage 4 non-REM (%) 10.31 £ 6.32 12.32 = 6.34 0.186
REM sleep (%) 13.50 = 4.86 19.82 = 4.11 <0.001
REMs density (%) 13.57 = 6.69 29.66 = 11.92 <0.001
Values are means = SD. Student’s t test (two tailed). The bold values indicates mean significant differences between both groups.
Video-Polysomnographic Recordings variables between subjects and controls, x> test to

All  subjects underwent video-polysomnographic
(VPSG) recordings for two consecutive nights during
their routine sleeping hours. Polysomnography was
performed with a digital polygraph (MEDICID V.
Neuronic S.A, Havana, Cuba) using an standard mon-
tage, which included electroencephalographical (EEG)
recording by F3, F4, C3, C4, O1, 02, A1, and A2
electrodes, vertical and horizontal electroculography
(EOG), electrocardiography, and electromyography
(EMG) of mental and both tibialis anterior muscles.
Respiration monitoring included nasal airflow, tra-
cheal microphone, thoracic and abdominal respiratory
effort, and oxygen saturation. To exclude first night
effects, results of the second night were only analyzed.
Sleep was scored according to the criteria of
Rechtschaffen and Kales." As presymptomatic SCA2
subjects showed slowing of saccadic movements,*
which could affect the REM sleep scoring, we paid
special attention to the EMG and EEG features of
REM sleep, particularly to the apparition of sawtooth
waves as evidence of REM sleep because these EEG
waves are closely related with the bursts of REMs.
Also, the REMs were visually counted from minimum
peak-to-trough amplitudes of 25 pV. REMs density
was calculated as the percentage of 3-second minie-
pochs of REM sleep with at least one REM.® The
tonic and phasic components of REM sleep were
scored separately as suggested by Lapierre and Mont-
plaisir.'® The evaluation of respiratory variables'” and
periodic leg movements (PLMs)'® were performed
using standard criteria.

Statistical Analysis

Statistical analyses were done using the Kolmo-
gorov-Smirnov test to assess the normality of all varia-
bles, ¢ test to compare the means of clinical and VPSG

compare the frequency of REM sleep abnormalities
between groups, and correlation analyses to determine
factors influencing sleep disorders.

Results

Nineteen (52.8%) of 36 presymptomatic SCA2 indi-
viduals and 29 (80.6%) of 36 controls reported good
subjective sleep quality estimated by PSQI scale;
nevertheless, the remaining 7 controls reached the
minimum abnormal score (5 points). PSQI total score
ranged from 0 to 14 points in the presymptomatic
subjects (mean: 4.94; SD: 3.11) and 0 to 5 in the con-
trols (means: 3.06; SD: 1.45), with significant inter-
group differences (P = 0.002).

None of the subject had a history of RBD or RLS.
One (2.79%) and 10 (27.88%) of 36 presymptomatic
SCA2 individuals reported a history of bruxism and
nocturnal cramps, respectively. There were no signifi-
cant differences between both groups for the ESS
scores (presymptomatic subjects: mean: 6.58, SD:
3.06; controls: mean: 5.36, SD: 2.49; P = 0.592).

The VPSG variables measured in both groups are
shown in Table 1. The SCA2 mutation carriers
showed significant decrease of REM sleep percentage
and REMs density, as well as reduction of sleep period
time (SPT), total sleep time (TST), and sleep efficiency
when compared with controls. The remaining VPSG
variables were normal in presymptomatic subjects.

Nineteen (52.8%) of 36 presymptomatic SCA2 indi-
viduals had REM sleep percentages below normal lim-
its (15% of SPT), whereas only 3 controls (8.33%)
showed abnormal values of REM sleep amounts (x> =
16.76; P < 0.0001). The EEG and EMG features of
REM sleep in presymptomatic SCA2 subjects were
normal, which allowed us to adequately score the
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FIG. 1. Effect of age on REM sleep percentages in presymptomatic
SCA2 mutation carriers (black circles) and controls (gray circles).

REM sleep epochs in spite of the reduced EOG
activity.

In both groups, age showed a significant correlation
with REM sleep percentage (presymptomatic subjects:
r = —0.36; P = 0.035; controls: r = —0.37; P =
0.033; Fig. 1) and TST (presymptomatic subjects: r =
—0.52; P = 0.002; controls: r = —0.35; P = 0.048),
as well as with sleep efficiency (r = —0.61; P < 0.001)
and percentage of wake periods (r = 0.61; P < 0.001)
in presymptomatic subjects. No sleep variable corre-
lated either with PSQI, ESS, or SARA scores in both
groups or with CAG repeats in presymptomatic
subjects.

PLMs were observed in 1 (2.78%) of 36 presympto-
matic SCA2 individuals without intergroup differen-
ces. Also, no differences were found on sleep
respiratory variables.

Discussion

This is the first study that investigated the sleep dis-
orders in a large cohort of presymptomatic SCA2
mutation carriers and their sex- and age-matched con-
trols by sleep questionnaires and VPSG. Neurological
examinations could not differentiate among presymp-
tomatic SCA2 individuals and controls, confirming the
preclinical status of the presymptomatic cohort and
coinciding with a previous study that found normal
subjects showing SARA scores as high as 7.

Subjective sleep quality measured by PSQI and ESS
scales revealed no considerable sleep symptomatology
in presymptomatic SCA2 carriers, which conferred a
special importance to VPSG analysis. Indeed, we have
demonstrated that presymptomatic SCA2 mutation
carriers show early REM sleep disorders manifested
by the decrease of REM sleep percentage and REMs
density, which had been previously observed in
patients with SCA2.%? The reduction of REM sleep in
the presymptomatic subjects contributed to the
decrease of TST and sleep efficiency.

PATHOLOGY IN PRESYMPTOMATIC SCA2

Correlation analyses disclosed a significant effect of
age on REM sleep percentage in presymptomatic
SCA2 individuals and controls, coinciding with previ-
ous reports.'”*? In both groups, the correlation coeffi-
cients between age and REM sleep were very similar,
which suggest that the age-dependent decrease of
REM sleep in the presymptomatic cohort is not an im-
portant cause of this preclinical sleep disorder.

We considered that the decrease of REM sleep in
presymptomatic SCA2 subjects was not caused by
detection failures resulting from the reduced eye veloc-
ity,* because the REMs were scored from a minimum
amplitude of 25 pV and the EEG and EMG features
of REM sleep were easily detectable. Also, considering
that saccade velocity is strongly influenced by the
CAG repeat size,” it was expected that subjects with
larger CAG repeats showed the lowest REM sleep
amounts; however, no significant correlation between
these variables was observed.

The REM sleep abnormalities showed by presymp-
tomatic SCA2 individuals suggest an early dysfunction
or neurodegeneration of REM-ON neurons in the
pons. Nevertheless, consistent neuropathological and
imaging studies in presymptomatic SCA2 subjects are
mandatory to confirm the preclinical pontine involve-
ment in SCA2, because pontine dysfunction in preclin-
ical SCA2 has been demonstrated only in one subject
by positron emission tomography.*!

The reductions of REM sleep percentage and REMs
density before the ataxia onset have not been reported
in other SCA subtypes. Nonetheless, we cannot assure
that these sleep abnormalities are SCA2 specific,
because the lack of VPSG studies could underestimate
these REM sleep disorders in asymptomatic carriers of
these mutations. In fact, other REM sleep disorder,
such as RBD, was previously observed in three asymp-
tomatic SCA3 mutation carriers.”>*3

In conclusion, this work indicates that the decrease
of REM sleep percentage and REMs density are prom-
inent sleep disorders that herald the onset of SCA2 in
presymptomatic mutation carriers. Therefore, VPSG is
a sensitive neurophysiological tool to detect early
changes associated with SCA2, and consequently, it
may be useful to understand the disease pathophysiol-
ogy from asymptomatic stages, which acquires a fun-
damental relevance for the development of future
therapeutic options designed to delay the clinical dis-
ease onset. @
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Capitulo 5. Aprendizaje visuomotor en la Ataxia

Espinocerebelosa Tipo 2

Publicados en:

» Neuropsychologia (2007); 45:2692—-2698 (Factor de impacto: 4,739)

» Plos One (2009); 4:(4) e5398 (Factor de impacto: 4,351)
El examen de adaptacion a prismas constituye un procedimiento de
aprendizaje visuomotor. En el mismo, el sistema motor se adapta a las nuevas
coordenadas visuoespaciales impuestas por la colocacion del prisma, el cual
desplaza el campo visual horizontalmente. Una vez que este se retira, el grado
y la intensidad de adaptacion pueden medirse a través del fendmeno de post-
efecto, definido como la desviacién espacial de las acciones motoras en
direccién opuesta al desplazamiento establecido por el prisma. La adaptacion
al prisma induce cambios plasticos en el cerebro, lo cual depende de la
interaccion entre los sistemas visual y motor.
Estudios de resonancia magnética funcional demuestran la participacion de
areas especificas del cerebelo y de la corteza parietal posterior extendiéndose
hacia el surco intraparietal durante la fase de adaptacion a prisma.
Los pacientes con SCA2 presentan una degeneracion importante de los
nucleos pontinos, oliva inferior y neuronas de Purkinje. Aunque la disfuncién
motora esta bien caracterizada en estos pacientes, no se conoce el estado de
las capacidades de aprendizaje motor. En un primer articulo se publicaron los
resultados de un estudio en 43 enfermos, a los que se les realiz6 el examen de

adaptacion a prisma.

129



En el segundo trabajo fueron publicadas las alteraciones del aprendizaje
visuomotor en 28 sujetos presintomaticos de la mutacion. La alteracion basica
fue el aumento significativo del coeficiente de ejecucion motora, debido al
incremento de la variabilidad en el alcance de los lanzamientos durante la fase
de preadaptacion. Los analisis de regresion simple mostraron una correlacion
significativa entre el tiempo previo a la aparicion del sindrome cerebeloso y el
coeficiente de desempefio motor, pudiéndose estimar su aparicion
aproximadamente en 5 afios previos al debut de la enfermedad.

El incremento del coeficiente de ejecucion motora, con conservacion de la
capacidad de adaptacion a prismas, indicO6 que las alteraciones en el
aprendizaje motor aparecen mas tardiamente que las del desempefio motor
durante el curso evolutivo de la SCA2. Esta alteracion constituyé un nuevo
marcador preclinico de la enfermedad, con un uso potencial para la evaluacién
del efecto de alternativas terapéuticas sobre la funcion cerebelosa en estadio

presintomatico o iniciales de la enfermedad.
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Abstract

Patients with spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2), develop severe pontine nuclei, inferior olives, and Purkinje cell degeneration. This form of
autosomal dominant cerebellar ataxia is accompanied by progressive ataxia and dysarthria. Although the motor dysfunction is well characterized
in these patients, nothing is known about their motor learning capabilities. Here we tested 43 SCA2 patients and their matched controls in prism
adaptation, a kind of visuomotor learning task. Our results show that their pattern of brain damage does not entirely disrupt motor learning. Rather,
patients had impaired adaptation decrement, but surprisingly a normal aftereffect. Moreover, the mutation degree could discriminate the degree
of adaptation. This pattern could reflect the net contribution of two adaptive mechanisms: strategic control and spatial realignment. Accordingly,
SCAZ2 patients show an impaired strategic control that affects the adaptation rate, but a normal spatial realignment measured through the aftereffect.
Our results suggest that the neural areas subserving spatial realignment are spared in this form of spinocerebellar ataxia.

© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Cerebellum; Visuomotor learning; Procedural learning; Hereditary ataxia; Aftereffect

1. Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is a genetic-based dis-
order of muscle coordination (ataxia) commonly found in Cuba,
with primary symptoms of progressively diminished velocity
saccades, poor coordination of speech musculature (dysarthria),
and absence of neurological reflexes such as the knee jerk reac-
tion (areflexia) (Durr et al., 1995; Orozco et al., 1989; Pang
et al., 2002). SCA2 is a polyglutamine (PolyQ) disorder that
arises from the repeated genetic codon (CAG) that codes for glu-
tamine, which produces severe degeneration of pontine nuclei,
inferior olives, and Purkinje cells in the cerebellum (Geschwind,
Perlman, Figueroa, Treiman, & Pulst, 1997). It could be said that
this degeneration triad, without any other severe nuclei degen-
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eration distinguish SCA2 from the rest of the ataxias (Schols,
Bauer, Schmidt, Schulte, & Riess, 2004). This degeneration is
accompanied by olfactory dysfunction (Fernandez-Ruiz et al.,
2003; Velazquez-Perez et al., 2006), and slower saccades that
correlate highly with the number of CAG trinucleotide repeti-
tions (Velazquez-Perez et al., 2004). Although much of their
motor impairment has been characterized, nothing is known
about their capacity to learn visuomotor tasks. Here we tested
their capability to adapt to lateral displacing prisms. Prism adap-
tation is a phenomenon in which the visual and motor systems
are gradually brought into correspondence in response to a visual
shift introduced by the prisms (Redding & Wallace, 2006). Stud-
ies addressing the involvement of brain regions in this task have
focused on the possible role played by the basal ganglia, the neo-
cortex and the cerebellum. Several studies have demonstrated
that patients with basal ganglia disorders have intact prism
adaptation (Stern, Mayeux, Hermann, & Rosen, 1988; Weiner,
Hallett, & Funkenstein, 1983). In contrast, studies about the
neocortical role on prism adaptation, suggest a role for the ven-
tral premotor cortex (Kurata & Hoshi, 1999). Also, the posterior
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paritetal cortex (PPC) has been shown to be active during a prism
adaptation task using functional imaging (Clower et al., 1996).
However, its contribution to the process is still unclear since two
recent studies testing bilateral optic ataxia patients showed con-
flicting results regarding the deficits of these patients in prism
adaptation (Newport & Jackson, 2006; Pisella et al., 2004).

The cerebellum has been shown to be important for prism
adaptation in both animal (Baizer & Glickstein, 1974; Baizer,
Kralj-Hans, & Glickstein, 1999) and patient studies (Martin,
Keating, Goodkin, Bastian, & Thach, 1996; Morton & Bastian,
2004; Pisella et al., 2005; Weiner et al., 1983), though it did not
show learning related activity in the prism adaptation functional
imaging study (Clower et al., 1996). Although these studies
showed great variability in the population tested, they suggest
that there are certain areas within the cerebellum that are more
critical than others for prism adaptation. In fact it has been shown
that during episodic ataxia it is possible to observe normal prism
adaptation (Miall & Silburn, 1997).

The aim of the present study was to test prism adaptation
and its aftereffect in a large homogeneous population of SCA2
patients. The correlations of these measurements with the mani-
festations typical of this disease were also obtained. Our results
suggest that SCA2 produces a significant deficit in the adaptation
rate, and the final magnitude that depends on the CAG mutation
length. However, the neuronal degeneration in these patients
seems to spare the mechanisms pertaining to aftereffects.

2. Methods
2.1. Subjects

Forty-three patients (21 male and 22 female patients) with ages ranging
from 26 to 70 years (mean, 41.6; standard deviation [S.D.], 11.6), age at onset
from 14 to 53 years (mean, 29.56; S.D., 10.23), disease duration from 4 to
30 years (mean, 12.54; S.D., 6.06), and polyglutamine repeat sizes from 34 to
53 repetitions (mean, 40.54; S.D., 3.56) were admitted to the Centre for the
Research and of Hereditary Ataxias in Holguin for this study. The diagnosis of
SCA2 was based on genealogical descent from the founder population, on the
disease manifestation with cerebellar ataxia and dysarthria and on molecular
genetic determination of the repeat expansions described elsewhere (Auburger
et al., 1990). The clinical assessment was conducted using the International
Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS) (Trouillas et al., 1997) that evalu-
ates the core clinical symptoms in cerebellar diseases: postural and gait ataxia,
limb ataxia, speech disorders and oculomotor disorders (Storey, Tuck, Hester,
Hughes, & Churchyard, 2004). The Mini-Mental State Examination (MMSE)
was also applied (Folstein, Folstein, & McHugh, 1975). A group of 43 age and
gender-matched unpaid healthy adult volunteers with no history of neurologi-
cal injury or psychiatry disease from Holguin province (21 male and 22 female
subjects) with ages ranging from 25 to 72 years (means, 41.8; S.D., 11.9) served
as controls. Subjects with previous history of any other major disorder that
could affect visuomotor performance were not entered into the study. All SCA2
patients and controls were right handed. The procedures followed were in accor-
dance with the ethical standards of the committees on human experimentation
of both the Centre for the Research and of Hereditary Ataxias in Holguin and
the Universidad Nacional Auténoma de México. In addition, all subjects gave
their informed consent prior to the experiments in accordance with the Helsinki
Declaration (Council for International Organizations of Medical Sciences and
World Health Organization, 2002).

2.2. Prism adaptation procedure

A detailed description of the procedure and our modifications, can be found
elsewhere (Martin et al., 1996); (Fernandez-Ruiz & Diaz, 1999). The sub-

jects threw clay balls (weight: 10g) at a 12-cm x 12-cm cross drawn on a
large sheet of parcel paper centred at shoulder level and placed 2 m away. The
subjects were instructed to make each toss overhand during the whole experi-
ment, to use the right hand, and to throw the balls to the location where they
saw the target. The subjects had an unobstructed view of the target during the
entire session. The head was unrestrained, and no directions were given about
trunk, shoulder or head/neck posture. However, they were not allowed to look
down at their hand as they collected the next ball from a tray located next to
them.

The experiment had three conditions. Under each condition the subjects
threw 26 balls. During the baseline condition the subjects did not wear prisms.
In the prism condition subjects wore 30 diopter Fresnel 3M Press-on plastic
lenses (3M Health Care, Specialties Division, St. Paul, MN, USA) that pro-
duce a deviation of light to the right. During condition POST the subjects
had the prisms removed before continuing to throw balls. The location of the
impacts was plotted sequentially by trial number (abscissa) versus horizontal
displacement (in centimetres) from a vertical line passing through the target
centre (ordinate). Impacts to the left of the target were plotted as negative val-
ues and impacts to the right were plotted as positive values. Four additional
measures were calculated from the collected data of both experiments. First,
variable errors were calculated for each subject by obtaining the standard devi-
ation of the horizontal distance made during the baseline throws. Second, an
adaptation magnitude was obtained by subtracting the horizontal distance to the
target on the final throw from that on the initial throw while wearing the prisms
(PRISM condition). Third, adaptation and de-adaptation rates were obtained by
analysing the rate of change of the throws distance to the target in each trial
during PRISM and POST conditions respectively. Fourth, an aftereffect mea-
sure was defined as the ball’s impact horizontal distance to the target on the
first throw after removing the prisms. It is important to note that the first throw
in the POST condition is a real measurement of aftereffect not contaminated
by any kind of expectation or feedback, including possible corollary discharge
information.

2.3. Electronystagmographic recordings

These recordings followed the same method as derived elsewhere
(Velazquez-Perez et al., 2004). Horizontal and vertical eye movements were
recorded binocularly with silver—silver chloride electrodes over the right and
left outer canti and a two-channel Otoscreen AC electronystagmograph (Jaeger-
Toennies, Hochberg, Germany) with a band pass filter of 0.02-70Hz, a
sensitivity of 200_V/division, a time base of 1000 ms/division, a time constant of
8's, and a sampling rate of 200 Hz. Eye movements were elicited with a circular
white target subtending an angle of 0.7° on a black background. The distance
between the patient and monitor as well as head position were controlled by
chin/head supports. At least 10 horizontal centrifugal saccades in either direc-
tion were recorded for 10° predictable amplitudes. Comparison of independent
calibrations at a 30° angle before and after all recordings were used to control
against artifacts.

2.4. Saccade analysis

The traces in ASCII format were imported into MATLAB software (version
6.1; Natick, MA). A program written in-house was used for manual identification
of saccade onset and offset (Velazquez-Perez et al., 2004). Maximal saccade
velocity (MSV in °/s) was obtained through third-order polynomial fits of the
raw signal. Conditional MSV averages were calculated for saccade direction
(left/right) using Microsoft Excel.

3. Results
3.1. Motor and mental performance
3.1.1. Ataxia score

The SCA2 patient’s ataxia score using ICARS was
36.7+11.17 SDM with a range between 12 and 55.
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Fig. 1. Mean saccade velocity (MSV) (A) and motor performance results (B)
in controls (black bars) and SCA2 (gray bars). Variable errors (B) are the base-
line throws standard deviation of the mean obtained for each subject and then
averaged across subjects. SCA2 patients show slower saccade velocities and
larger variable errors than control subjects. Asterisk (*) denotes p <0.01. Bars
are S.E.M.

3.1.2. Saccade velocity

SCA?2 patients showed a characteristic reduction in saccade
velocity that has been previously reported. Since the Levene’s
Test for Equality of Variances was not significant, a t-test for
equality of means with equal variances not assumed was per-
formed. The results showed significant differences between the
control group and the SCA2 patient group (r=11.9, d.f.=28,
p<0.01) (Fig. 1A).

3.1.3. Variable errors

During the baseline condition, subjects threw balls at the tar-
get without visual perturbation, so it was possible to evaluate
their motor performance in the task. Since the Levene’s Test for
Equality of Variances was not significant, a r-test for equality of
means with equal variances not assumed was performed showing
a significant difference between controls and patients (t= —10.6,
d.f.=63.4,p <0.001). The variable errors scores were as follows:
CON=4.58, SCA2=12.08 (Fig. 1B).

3.1.4. MMSE
The MMSE score for the controls was 28.8 1.3 SDM and
for the SCA2 patients was 27 + 2.6 SDM.

3.2. Prism adaptation

3.2.1. Adaptation magnitude

After finishing the baseline phase, subjects donned prisms
and made another 26 throws. Adaptation magnitude was calcu-
lated by subtracting the distance to the target of the 26th PRISM
throw from the first PRISM throw. Fig. 2 shows the adaptation
magnitude for both groups. A Student’s 7-test analysis for inde-
pendent samples not assuming equal variances shows that there
were adaptation magnitude differences between the two groups
(t=2.6,d.f.=70.8, p<0.05).

3.2.2. Adaptation rate

A General Linear Model (GLM) multivariate analysis
showed significant differences between both groups (F=25.9,
d.f.=1, 84, p<0.01). A GLM pairwise comparison with Bon-
ferroni adjustment for multiple comparisons showed significant
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Fig. 2. Visuomotor learning results using the prism adaptation task in controls
(black bars) and SCA2 (gray bars). The total adaptation magnitude (left) was
impaired in SCA2 subjects compared to the control group, while the aftereffect
(right) had the same magnitude in both groups. Asterisk (*) denotes p <0.05.
Bars are S.E.M.

differences (p <0.01) between controls and SCA2 for all throws
except for throws 1, 3 and 21 (Fig. 3 PRISM phase).

3.2.3. Aftereffect

The Student’s z-test analysis showed that aftereffects mag-
nitudes were similar for both groups as can be seen in Fig. 2
(t=2.74, d.f.=77.32, p=0.78). A GLM pairwise compari-
son with Bonferroni adjustment for multiple comparisons did
not show significant differences between controls and SCA?2
patients either during the de-adaptation rate (after the prisms are
removed and the throws distances go back to the centre with
each throw) (Fig. 3, POST phase).

3.3. Correlations

3.3.1. Adaptation and aftereffect

Normally there is a correlation between adaptation and
aftereffect magnitudes at the individual level (Fernandez-Ruiz
& Diaz, 1999), that is absent in basal ganglia disorders
(Fernandez-Ruiz et al., 2003). Here a normal adaptation afteref-
fect correlation was found for the normal subjects (Pearson’s
correlation coefficient, 2 =—0.38, p<0.01), but not for the
SCAZ2 subjects (12 = —0.12, p=0.17) (Fig. 4).
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Fig. 3. Raw data per trial in the three prism adaptation conditions. The SCA2
group shows a slower adaptation rate in the prism condition (middle). During
this condition there were significant differences (p <0.01) between the control
(black circles) and SCA2 (gray circles) group for all trials except for prism
throws 1, 3 and 21.
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Fig. 4. Correlations between adaptation and aftereffect for control (left) and SCA2 (right) groups. The control group had a significant correlation, while the SCA2

group did not show a significant correlation between adaptation and aftereffect.

3.3.2. Disease-related variables

Among all the variables disease-related, three were signifi-
cantly correlated with the adaptation magnitude. First, there was
a negative correlation between adaptation magnitude and the
number of CAG repetitions in the mutated allele (2 =—0.41,
p<0.01) (Fig. 5). Second, there was a positive correlation
between adaptation magnitude and saccade velocity (r> =0.41,
p<0.01). Third, there was a significant negative correlation
between adaptation and the variable error (> = —0.33, p < 0.03).
The magnitude of the aftereffect did not show any significant
correlation with the number of CAG repetitions, the saccade
velocity, nor with the variable error.

3.4. Subdivision of the SCA2 population

The pattern of results obtained suggests that the patient popu-
lation could be split into groups based on the mutation magnitude
as measured with the number of CAG repeats. The comparison
between the subgroup with the low mutation (37.9 £ 0.4 S.E.M.)
versus the group with the high mutation (43.2 +0.69 S.E.M.)
showed that the later group had significant impairments in
the rate of adaptation (F=3.18, d.f.=26, p<0.01), and total
adaptation magnitude (¢=3.5, d.f. =38, p<0.01) but not in the
aftereffect measure (Fig. 6A and B). In fact, the group with the
low mutation was not different from their matched controls in
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Fig. 5. Correlation between adaptation and the CAG repetitions length (negative
correlation, p <0.01).

any prism adaptation measure. The large mutation group, how-
ever, was different from its control group in both adaptation rate,
and magnitude (r=4.4, d.f.=37.7, p<0.01), but not in the after-
effect. Finally, in the large mutation group the adaptation and
aftereffect were similar in magnitude, while the group with the
low mutation had a typical smaller aftereffect compared with
the adaptation (p <0.01) (Fig. 6B).
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Fig. 6. Subdivision of SCA?2 patients in two groups using the CAG repetition
length as the discriminating parameter. (A) The low mutation group (dark cir-
cles) showed a normal adaptation rate while the high mutation group (light
circles) showed an impaired adaptation rate (p <0.01). Note that there were no
differences in the aftereffect de-adaptation rate. Lines are log trend lines; for sta-
tistical analysis see text. (B) The low mutation group (dark bars) show a larger
adaptation magnitude than the high mutation group (light bars). The aftereffect,
however, was similar in both subgroups. Adaptation and aftereffect were signif-
icantly different for the low mutation group, but not for the high mutation group.
Asterisk (*) denotes p <0.01. n.s., non-significant. Bars are S.E.M.
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4. Discussion

There are two major findings in the present study. First, SCA2
patients showed an impaired visuomotor performance during the
adaptation phase of the task that depends on the CAG mutation
degree. Second, they did not show an aftereffect impairment,
nor a correlation between adaptation and aftereffect magnitudes
(Fernandez-Ruiz & Diaz, 1999). The present results also showed
that the deterioration in the adaptation correlated with the motor
performance and saccade velocity, suggesting that structures that
degenerate in this disease may contribute to both adaptation and
motor performance.

4.1. Adaptation

The present results are the first demonstration of a visuo-
motor adaptation deficit in SCA2 patients. The patients show
a significant adaptation impairment that correlated with their
motor performance measured through the variable errors and
saccadic velocity. This result contrasts with those found in basal
ganglia patients that despite having different degrees of motor
impairments did show normal adaptation (Fernandez-Ruiz et al.,
2003a). The adaptation impairment shown by SCA?2 patients
was also dependent on the CAG mutation degree. This adapta-
tion deficit supports the notion that the cerebellum is important
for prism adaptation, a hypothesis initially advanced in primates
(Baizer & Glickstein, 1974; Baizer et al., 1999), and later con-
firmed in humans (Weiner et al., 1983). However, not all the
cerebellum seems to be important for the adaptation process
since it has been shown that different areas of regional cerebellar
damage could lead to different patterns of impairment (Martin
et al., 1996). Only lesions including the climbing fibres from
the contralateral inferior olive, mossy fibres (in the contralat-
eral pontocerebellar nuclei) and the posterior inferior cerebellar
artery territory cortex were critical for prism adaptation. In the
present study we tested spinocerebellar ataxia type 2 patients
that, as a population, are characterized by a consistent pattern of
significant degeneration of the Purkinje cells, the pontine nuclei
and the inferior olive, which would be critical for prism adap-
tation (Durr et al., 1995; Orozco et al., 1989; Pang et al., 2002;
Schols etal., 2004). In light of the neurological deterioration pro-
file of these patients, it seems surprising that they show some
prism adaptation. It should be highlighted, however, that there is
acorrelation between the severity of the mutation and the impair-
ment of adaptation, where the high mutation subgroup showed
a larger impairment. This is important since it has been reported
that larger number of CAG repetitions lead to more aggressive
neurological deteriorations (Giunti et al., 1998) and in this case,
larger adaptation deficits.

4.2. Aftereffects

Recent theoretical advances suggest that adaptation and after-
effect could be partly the result of independent processes.
Aftereffects seem to be related to a process that has been called
spatial realignment of reference frames, in contrast to strategic
calibration that seems to be related to the strategic control of

the task-work space (Clower & Boussaoud, 2000; Fernandez-
Ruiz, Diaz, Moreno-Briseno, Campos-Romo, & Ojeda, 2006;
Redding & Wallace, 2002; Redding & Wallace, 2006). The
spatial realignment is a slow developing process that brings
into align the several unique sensorimotor coordinate systems
(spatial maps), and does not seem to depend on cognitive pro-
cesses like attention. In contrast, the strategic calibration is an
attentional-dependent, fast developing process that identifies the
present condition of the changing task-work space (Redding &
Wallace, 2002),

This theoretical framework suggests that it could be pos-
sible to obtain normal adaptation followed by no aftereffects,
and vice versa (Redding, Rossetti, & Wallace, 2005). In fact, a
close analysis of the study by Martin et al. (1996) reveals that
subjects showing apparent good adaptation (a much larger “Dur-
ing” than “Adapted” measure) showed no significant aftereffect
(i.e. patients JR, JM, RL1 and LF2 left arm); and subjects with
negligent adaptation showed normal aftereffects (i.e. patients
DE both arms, MM right arm, and DW left arm). However, the
small number of cases per condition precludes a possible gen-
eralization. The present results obtained with 43 SCA2 patients
seem to fit the pattern of an impaired adaptation with normal
aftereffects even after a CAG sub grouping. In fact, the afteref-
fect measure did not correlate with any other measure that we
obtained, including MMSE, education, age, or years after the
beginning of the first symptoms.

4.3. Strategic calibration and spatial realignment

The results suggest that the pattern of neurological degen-
eration in SCA2 patients affect the strategic calibration and
therefore the prism adaptation rate, but not the aftereffect that
mainly depends on spatial realignment. Evidence for these
hypotheses comes first from the fact that SCA2 patients show
deficits in executive functions (Burk et al., 2003) and that
impairments of executive functions during aging seems to affect
prism adaptation rate, but not diminish the aftereffect magni-
tude (Fernandez-Ruiz, Hall, Vergara, & Diaz, 2000). Following
this rationale, it can be argued that if the strategic calibration
were the only process affected in the SCA?2 patients, then the
adaptation magnitude that normally is the result of both strate-
gic calibration and spatial realignment would be similar to the
aftereffect magnitude. In fact our results showed that the SCA2
subgroup with the normal adaptation show the typical larger
adaptation/smaller aftereffect pattern, however, the subgroup
with an impaired adaptation shows similar adaptation and after-
effect magnitudes (Fernandez-Ruiz & Diaz, 1999). It should
also be noted that not only the aftereffect magnitude is not
impaired, but the normalization rate during the POST testing (de-
adaptation) is similar between controls and patients, suggesting
that the adaptation deficit is not merely a difference in the way
patients and controls use the feedback from the previous trial to
correct their response for the next trial, but there is a genuine
deficit in the strategic calibration used when the patients per-
form while wearing the prisms. It has previously been suggested
that the strategic calibration depended on the PPC integrity
because a patient with bilateral optic ataxia showed prism adap-
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tation (Pisella et al., 2004). However a recent report in another
bilateral optic ataxia patient showed a different behavioural
pattern that precludes any clear conclusion on the possible
role of the PPC on prism adaptation (Newport & Jackson,
2006).

Our data does not exclude the possibility that other cerebellar
regions spared in SCA2, like deep cerebellar nuclei (Raymond,
Lisberger, & Mauk, 1996) contribute to the aftereffect, espe-
cially since it has been demonstrated that some cerebellar
patients are impaired in this measure (Morton & Bastian, 2004;
Pisella et al., 2005; Weiner et al., 1983). If that is the case,
it would be important to dissect the specific contribution of
each cerebellar area for the different processes involved in prism
adaptation (Baizer et al., 1999; Pisella et al., 2005).

In sum, we propose that the pattern of olivopontocerebel-
lar degeneration affecting SCA2 patients partly disrupts the
adaptation rate of prism adaptation by affecting the strategic
calibration process, however, the SCA2 degeneration pattern
does not affect the spatial realignment, and in consequence the
patients still show some adaptation and its associated afteref-
fect. Other cerebellar areas spared in SCA2 may contribute to
the spatial realignment.

4.4. Conclusions

Here we report that SCA2 patients show a significant visuo-
motor deficit. The degree of this deficit is directly related to
the number of CAG repetitions in the mutation, so it is possi-
ble to cluster SCA2 patients depending on the mutation extent.
Such grouping helped to classify SCA?2 patients into two groups:
adaptation normal versus adaptation impaired. Regardless of the
grouping, SCA2 patients are not impaired in the prism aftereffect
suggesting that the neural areas subserving the spatial alignment
process are spared in this disease.
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Abstract

Background: Motor deficits are a critical component of the clinical characteristics of patients with spinocerebellar ataxia
type 2. However, there is no current information on the preclinical manifestation of those motor deficits in presymptomatic
gene carriers. To further understand and characterize the onset of the clinical manifestation in this disease, we tested
presymptomatic spinocerebellar ataxia type 2 gene carriers, and volunteers, in a task that evaluates their motor
performance and their motor learning capabilities.

Methods and Findings: 28 presymptomatic spinocerebellar ataxia type 2 gene carriers and an equal number of control
volunteers matched for age and gender participated in the study. Both groups were tested in a prism adaptation task
known to be sensible to both motor performance and visuomotor learning deficits. Our results clearly show that although
motor learning capabilities are intact, motor performance deficits are present even years before the clinical manifestation of
the disease start.

Conclusions: The results show a clear deficit in motor performance that can be detected years before the clinical onset of
the disease. This motor performance deficit appears before any motor learning or clinical manifestations of the disease.
These observations identify the performance coefficient as an objective and quantitative physiological biomarker that could
be useful to assess the efficiency of different therapeutic agents.
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Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is a genetic-based disorder
with primary symptoms of progressive gait ataxia, diminished saccade
velocity [1], poor coordination of speech musculature (dysarthria),
olfactory deficits [2,3] and absence of neurological reflexes such as the
knee jerk reaction (areflexia) [4-6]. This polyglutamine (PolyQ)
disorder produces severe degeneration of pontine nuclei, inferior
olives, and Purkinje cells in the cerebellum [7,8].

A general characteristic of hereditary neurodegenerative
diseases is that clinical symptoms not necessarily emerge from
birth, but can appear throughout different life stages. The specific
age at which overt clinical manifestations appear is in close
relationship to the individual repeat length [9]. Nevertheless,
different studies have demonstrated that in several neurodegener-
ative diseases, specific deficiencies can be detected in presymp-
tomatic gene carrier individuals. For example, deficits has been
found in clinically presymptomatic familial autosomic dominant
Alzheimer [10], or in clinically presymptomatic Huntington gene

@ PLoS ONE | www.plosone.org

carriers individuals, who show deficits in motor control [11-14],
learning of motor sequences [15], and other non-motor functions,
like memory and executive functions [16-18], visuospatial
processing [19] and olfaction [20]. These kinds of deficits are
usually detected only through specialized testing.

Early symptoms reported by SCA2 patients appearing before
gait ataxia, which is the most notorious clinical deficit, include
dysarthria, problems with hand writing, and sleep disturbances
[21]. However, to our knowledge (based on public Medline and
scholar Google searches) there are only two studies that have
found preclinical deficits in SCA2 gene carriers. Those reports
show brisk deep-tendon reflexes [22] and electrophysiological
alterations in sensory nerve conduction, and somatosensory and
auditory evoked potentials [23].

To understand the progressive changes taking place before the
onset of the clinical manifestations in SCA2, we evaluated the
performance and visuomotor learning capabilities of presymptomatic
gene carrier individuals. For this purpose, we used a task sensible to
both, SCA2 gene mutation [24] and cerebellar damage [25].
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Methods

Subjects

Twenty eight clinically presymptomatic SCA2 gene carriers (11
male and 17 female patients) with ages ranging from 27 to 63 years
(mean, 39.6; standard deviation (S.D)%9.1), probable age of onset
from 28 to 63 years (mean, 45; S.D.*%2), and polyglutamine repeat
sizes from 32 to 41 repetitions (mean, 36.6; S.D.%=2.6) were
admitted to the Center for the Research and Rehabilitation of
Hereditary Ataxias in Holguin for this study (see Table 1 for
individual demographic information). The diagnosis of SCA2 was
based on genealogical descent from the founder population, and
on molecular genetic determination of the repeat expansions. The
clinical assessment was conducted using a standard neurological
exam [26] and the Scale for the assessment and rating of ataxia
(SARA) [27]. This scale comprise eight items: evaluation of gait
(score 0-8), stance (score 0-6), sitting (score 0—4) and speech (score
0-6), and four tests assessing limb kinetic function (finger chase
[score 0—4], fast alternating hand movements [score 0—4], finger-
nose-finger test [score 0—4] and heel-shin test [score 0-4])
evaluates the core clinical symptoms in ataxia diseases [27].

Presymptomatic SCA2 Deficits

The predicted age at clinical onset (AACO) correlating to each
polyglutamine expansion size was calculated after the formula
originally published in the article describing the SCA2 mutation:
[AACO] =1171.583 * ¢ (—0.091* polyglutamine expantion size) [9] A group
of 28 age and gender-matched unpaid healthy adult volunteers with
no history of neurological injury or psychiatry disease from Holguin
province (11 male and 17 female subjects) with ages ranging from 27
to 61 years (means, 38; S.D.%+9.6) served as controls (CON). The
control group also had the same clinical assessment and SARA
evaluations as the SCA2 patients. Subjects with previous history of
any other major disorder that could affect visuomotor performance
were not entered into the study. All SCA2 patients and controls were
right handed. The study plan was approved by the Center for the
Research and Rehabilitation of Hereditary Ataxias in Holguin and
National Autonomous University of Mexico ethics committees before
recruitment of participants started. Therefore, all the experimenta-
tion procedures followed were in accordance with the ethical
standards of both committees. In addition, all subjects signed an
informed consent prior to the experiments in accordance with the
Helsinki Declaration (Council for International Organizations of
Medical Sciences and World Health Organization, 2002).

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Presymptomatic SCA2 gene carriers demographic information.

Normal allele Mutated allele Predicted Years to SARA
Ss Age Gender Lineage repetitions repetitions AACO AACO score
1 41 f Paternal 22 36 44.26 3.00 0
2 31 f Paternal 22 32 63.70 32.70 1
3 63 f Maternal 22 34 53.10 —9.90 0
4 61 f Maternal 22 34 53.10 —7.90 0
5 27 f Maternal 22 35 30.76 3.76 0
6 47 f Paternal 22 32 63.70 16.70 0
7 34 f Paternal 22 34 53.10 19.10 0
8 31 f Paternal 24 39 33.69 2.69 0
9 38 f Maternal 29 34 33.69 —4.31 0
10 37 f Paternal 29 37 40.41 341 0
1 44 f Maternal 24 39 48.48 4.48 0
12 32 f Paternal 22 38 36.90 4.90 1
13 40 f Paternal 34 39 53.10 13.10 0
14 32 f Paternal 22 33 58.15 26.15 0
15 37 f Maternal 22 36 44.26 7.26 1
16 42 f Paternal 22 38 36.90 —5.10 0
17 39 f Paternal 22 35 48.48 9.48 0
18 35 m Paternal 22 35 48.48 13.48 0
19 39 m Maternal 23 38 48.48 9.48 0
20 41 m Maternal 22 36 44.26 3.26 1
21 41 m Maternal 24 38 36.90 —4.10 0
22 35 m Paternal 22 36 44.26 9.26 0
23 34 m Maternal 22 1 28.08 —5.92 0
24 50 m Paternal 22 35 48.48 —1.52 1
25 58 m Maternal 22 34 53.10 —4.90 0
26 32 m Paternal 22 36 44.26 12.26 0
27 41 m Maternal 22 41 28.08 —12.92 0
28 28 m Paternal 23 41 28.08 0.08 2
AACO is the probable age at clinical onset. SARA is the Scale for the assessment and rating of ataxia.
doi:10.1371/journal.pone.0005398.t001
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Behavioral task

A detailed description of the procedure and our modifications
can be found elsewhere [25,28]. Subjects threw clay balls (weight:
10 g) at a 12-cmx12-cm cross drawn on a large sheet of parcel
paper centered at shoulder level and placed 2 m away in front of
them. Subjects were instructed to make each toss overhand during
the whole experiment, to use the right hand, and to throw the balls
to the location where they saw the target. The subjects had an
unobstructed view of the target during the entire session. Subjects
stood, the head was unrestrained, and no directions were given
about trunk, shoulder or head/neck posture [25]. However, they
were not allowed to look down at their hand as they collected the
next ball from a tray located next to them. Subjects were asked to
throw at their own pace, so they were free to take rests if they felt
tired. If such event occurred, they were asked to remain still as
possible with their eyes closed.

The experiment had three conditions. Under each condition the
subjects threw 26 balls. During the baseline condition (PRE)
subjects did not wear prisms. After finishing the baseline condition
subjects were tested in the PRISM condition, where they wore 30
diopter Fresnel 3 M Press-on plastic lenses (3 M Health Care,
Specialties Division, St. Paul, MN, USA) that produce a light
refraction to the right. Once that condition was finished, subjects
had the prisms removed and started the POS condition where they
continued throwing balls. The location of the balls impacts were
plotted sequentially by trial number (abscissa) versus horizontal
displacement (in centimeters) from a vertical line passing through
the target centre (ordinate). Impacts to the left of the target were
plotted as negative values and impacts to the right were plotted as
positive values. The three experimental conditions were carried
out consecutively after the donning or doffing of the prisms was
completed.

Three additional measures were calculated from the collected
data of both experiments. First, a motor performance coefficient
(PC) (or called variable errors [24,25]) was calculated from the
baseline phase. To obtain the PC, the horizontal errors (distance
from each impact location to a vertical line passing through the
target) of the PRE trials were measured. The PC is the standard
deviation obtained from these errors [25]. Second, an adaptation
magnitude was obtained by subtracting the horizontal distance to
the target on the final throw from that on the initial throw while
wearing the prisms (PRISM condition). Third, an aftereffect
measure was defined as the ball’s impact horizontal distance to the
target on the first throw after removing the prisms.

Results

Predicted time to clinical manifestations

Time to clinical manifestation was calculated as years remaining
from subjects’ current age at the time of testing to the calculated
age of onset accordingly to their polyglutamine expansion size.
The analysis suggested that the mean time to start clinical
manifestations for this specific population of presymptomatic
subjects was 5.97*2.21 years.

Ataxia score

All the pre-SCA2 gene carriers had a SARA score between 0
and 2 (mean 0.23%20.49 SDM), of the possible maximum score of
40. Since previous studies have found normal subjects showing
scores as high as 7, all the pre-SCA2 participants could not be
differentiated from normal volunteers based on the SARA score,
confirming their clinically presymptomatic status [27]. In the
present study all the control volunteers had a score between 0 and
0.5, so they did not show any deficit measured with the SARA.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Motor performance coefficient

Measurements from the throws made during the baseline
condition without visual perturbation were used to evaluate motor
performance. Motor performance coefficients for each group were
as follows: CON=4.77%0.26 s.e.m., and pre-SCA2=6.2+0.45
s.e.m. (Figure 1). A Kolmogorov-Smirnov normality test shows
that although the data distribution for the control group passed
(p=0.066) the test, the pre-SCA 2 group failed it (p<<0.05).
Therefore a Mann-Whitney rank sum test was used to compare
between both groups. The results showed a significant difference
between controls and patients (U =541, T =649, n=28, p=10.01).

Adaptation

The adaptation measures obtained during the prism phase were
as follows: CON=44.9%2.2, and preSCA2 =42.1*+2.8 (Figure 2
Left). A Kolmogorov-Smirnov normality test showed that both
groups data passed the normality (p=0.794) and equal variance
tests (p=0.195). A two-tailed Student’s t test was performed to
look for adaptation differences between control subjects and
presymptomatic gene SCA2 carriers. The analysis showed no
differences between groups (t=0.7, d.f. = 54, p = 0.43) (Figure 2A).

To analyze de adaptation rate, a two way repeated measures
ANOVA was used. The conditions were groups (Controls and pre-
SCA2) and throws. The analysis showed that there were no
differences between both groups (d.f. =1, F=1.156, p=0.287),
but, as expected, there were significant differences among throws
(df.=25, F 77.213, p<0.01). However, the analysis also showed
that there were no significant interactions between groups and

throws (d,f, =25, F=1.151, p=0.276) (Figure 2B).

Aftereffects
The aftereffect absolute  values were as follows:
CON=19.6%£2.2 s.e.m., preSCA2=20*2.2 s.e.m. (Figure 2A).

A Kolmogorov-Smirnov normality test showed that both groups

*

T
6 1

t

icien

Performance Coe

CON pre-SCA2

Figure 1. Motor performance coefficient of the control (black)
and the pre-SCA2 (grey) groups. Error bars are SEM. *=p<0.01.
doi:10.1371/journal.pone.0005398.g001
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Figure 2. Adaptation, aftereffect, and trial-by-trial distance to target. (A) Adaptation (left) and aftereffect (AE) (right) distance measures for
the control (black) and the pre-SCA2 (grey) groups. (B) Trial-by-trial distance to target in PRE, PRISM, and POS conditions for the control (black) and
the pre-SCA2 (grey) groups. Error bars are SEM. Note the lack of differences between groups in A and B.

doi:10.1371/journal.pone.0005398.9g002

data passed the normality (p=0.270) and equal variance tests
(p=0.874). A two-tailed Student’s t test was performed for
analyzing possible aftereffect differences between control and
presymptomatic gene SCA2 carriers. The analysis showed no
differences between groups (t=0.14, d.f. =54, p=0.88).

The motor deficit and time to start clinical manifestations
in SCA2 gene carriers

Since the experimental results show motor deficits in the clinical
presymptomatic SCA2 gene carriers, an important question was if
there is a correlation between those deficits and the years
remaining to reach the predicted age at clinical onset. A Pearson
product moment correlation showed a significant correlation
between those two variables (CC =0.437, p=10.02).

Discussion

The present results suggest that clinically presymptomatic SCA2
gene carriers show an early motor deficit manifested as
deterioration in their motor performance coefficient. This deficit
can be detected on average even five years before the clinical
manifestations onset. The neural deterioration causing the motor
deficit is not enough, however, to disrupt neither their motor
learning nor the measures obtained from the SARA scale.

The motor performance deficit in presymptomatic individuals
could be explained if the neurodegeneration starts years before the
clinical onset. For example, it has been established that SCA2
asymptomatic individuals show cerebellar hypometabolism and
fourth ventricle dilatation even years before clinical manifestation
of the disease [29]. Hence, it would be interesting to test if the
motor performance deficit could be evidence of an incipient
neurodegeneration, since it shows a positive correlation with the
years remaining to reach the predicted age at clinical onset.
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Capitulo 6. El dafio olfatorio en la Ataxia Espinocerebelosa tipo 2

Publicado en:

» J Neurol (2006); 253:1165-1169 (Factor de impacto: 3,853)

» Patologia del sistema olfatorio en portadores asintomaticos del
gen SCA2. En: Manifestaciones tempranas de la Ataxia
Espinocerebelosa Tipo 2: De la fisiopatologia a los biomarcadores
preclinicos. Ciudad de Holguin: Ed. Holguin, 2012.

El sistema olfatorio esta afectado en varias enfermedades neurodegenerativas.
Recientemente se ha encontrado que algunas ataxias hereditarias muestran un
dafio olfatorio significativo. Sin embargo, los resultados previos no profundizan
en la naturaleza de los trastornos olfatorios asociados con estas enfermedades.
En el primer articulo se evalud el efecto de la mutacion SCA2 sobre el sistema
olfatorio de 53 pacientes y 53 sujetos controles sanos. Se evalué el umbral,
discriminacion, reconocimiento e identificacion olfatoria. Los resultados
mostraron un dafio significativo, en todas las mediciones olfatorias, lo que
pudiera obedecer a una alteracion primaria de la via olfatoria o por la relacion
del cerebelo con esta funcion. El patrén de dafio olfatorio sugirié la existencia
de similitudes con otras enfermedades neurodegenerativas tales como

Parkinson y Alzheimer.

Los resultados del estudio de la patologia olfatoria en sujetos presintomaticos
demostraron la afectacién en los dominios de identificacion y umbral olfatorio,
lo que sugiere que la via sensorial se afecta tanto a nivel periférico como

central. Otra posible interpretacion, se basa en la contribucién del dafio
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cerebeloso sobre las alteraciones olfatorias, teniendo en cuenta el rol que

desempeinia el cerebelo en la olfacion.

En sujetos presintomaticos no existen reportes previos sobre el estado de la
via olfatoria. El descubrimiento del déficit olfatorio en portadores asintomaticos,
identifica un nuevo biomarcador preclinico de la enfermedad, con una gran
utilidad prondstica, ya que el mismo es un indicador temprano que pudiera

sefalar el inicio de la neurodegeneracion en la SCA2.
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Abstract Olfactory function is
affected in different neurodegen-
erative diseases. Recently, it has
been found that some hereditary
ataxias are also associated with
significant olfactory impairment.
However, the initial findings did
not examine the nature of the
olfactory impairment associated
with these ataxias. In the present

article the effect of spinocerebellar
ataxia type 2 (SCA2) on olfactory
function was studied in 53 SCA2
patients and 53 healthy control
subjects from Holguin, Cuba.
Several tests were applied to eval-
uate olfactory threshold, descrip-
tion, identification and
discrimination. The results show
significant impairment in SCA2
patients on all olfactory measure-
ments, and the pattern of olfactory
deficits found suggests that they
have much in common with those
reported for other neurodegener-
ative diseases such as Parkinson’s
and Alzheimer’s diseases.

Key words spinocerebellar
ataxia - olfactory function - olfac-
tory impairment - neurodegenera-
tive diseases

We investigated spinocerebellar ataxia type 2

One of the most prevalent deficits among different
neurodegenerative disorders is a deterioration in
olfactory function. [7, 13, 15, 17]. However, olfactory
integrity in the hereditary ataxias had not been eval-
uated until several reports studying the neural path-
ways of the olfactory system showed a distinct
cerebellar participation in olfaction [20, 25]. The
convergence of these two fields led to a quick suc-
cession of reports showing a significant olfactory
impairment in patients with different kinds of cere-
bellar ataxias [1, 4, 11].

(SCA2) olfactory deficits [11]. In general, the domi-
nantly-inherited autosomal ataxias are a heteroge-
neous group of neurodegenerative disorders
characterized by progressive ataxia that results from
degeneration of the cerebellum and its afferent and
efferent connections. SCA2 patients manifest a lack of
coordination in gait, limb movements and speech, an
early slowing of horizontal eye movements and an
early neuropathy [18, 23, 29]. Clinical onset is usually
in midlife [2]. Neuropathological analysis has dem-
onstrated severe olivopontocerebellar atrophy early in
the course of the disease, progressing to the involve-
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ment of the anterior horn, substantia nigra, thalamus
and somatosensory pathways[10, 21].

In the present report we address the nature of the
olfactory deficit in a large number of Cuban SCA2
patients [18, 22]. We tested olfactory threshold,
identification and discrimination and analyzed their
relation to the motor and cognitive impairment, the
number of CAG trinucleotide repetitions, the age of
onset and the years of disease duration.

Subjects and methods
Subjects

The diagnosis of SCA2 was based on genealogical descent from the
founder population, on the disease manifestation with cerebellar
ataxia and dysarthria, and on molecular genetic determination of
the repeat expansions described elsewhere [28].

Fifty three patients (28 men and 25 women) ranging in age from
26 to 70 years (mean, 41.8; standard deviation [SD], 11.51), age at
onset from 14 to 53 years (mean, 29.56; SD, 10.23), disease duration
from 4 to 30 years (mean, 12.54; SD, 6.06), and polyglutamine re-
peat sizes from 34 to 53 repetitions (mean, 40.38; SD, 3.49) were
admitted to the Center for the Research and Rehabilitation of
Hereditary Ataxias in Holguin for this study. The clinical assess-
ment was conducted using the International Cooperative Ataxia
Rating Scale (ICARS)[26]. The Mini-Mental State Examination
(MMSE) was also administered to all subjects[12]. A group of 53
healthy unpaid volunteers from Holguin Province (28 men and 25
women) ranging in age from 25 to 72 years (mean, 41.94; SD, 11.6)
matched with the patients for gender, age, and smoking history
served as controls. Although nasal endoscopy was not performed,
subjects with a history of sinus or nasal surgery, head trauma,
diabetes, sinusitis, nasal difficulties or any other major disorder
that could have affected their olfactory performance, were excluded
from the study. The procedures followed were in accordance with
the ethical standards of the committees on human experimentation
of both the Center for the Research and Rehabilitation of Heredi-
tary Ataxias in Holguin and the Universidad Nacional Auténoma
de México. In addition, all subjects gave their informed consent
prior to the experiments in accordance with the Helsinki Declara-
tion of 1975, as revised in 1989[27].

Olfactory tests
Smell identification test

In order to assess the general odor identification
capabilities of subjects, the Spanish version of the
University of Pennsylvania smell identification test
(UPSIT) was used (Sensonics Inc. Haddon Height, NJ,
USA). This test consists of 40 scratch-and- sniff pre-
sentations of odorants in a four- alternative forced-
choice identification paradigm. The UPSIT has been
used to evaluate other populations with neurodegen-
erative disorders, and it enables comparison with
published standardized scores based on large nor-
mative data sets [8]. To reduce potential sources of
variance, rather than permitting self-administration,

the UPSIT was administered to the subjects (both
SCA2 and control) by the experimenters. The odorant
was scratched by the experimenter and then held to
the subject’s nose for smelling.

Olfactory threshold

Two common beverages (instant coffee, Nescafé
Clasico, Nestlé; and an orange drink, Clight, Kraft)
were presented in 250 ml polyethylene squeeze bottles
equipped with a flip-up spout [6]. These odorants
were chosen in preference to monomolecular sub-
stances to maximize the ecological validity of the
stimuli and the ability of the subjects to accurately
name them [14]. Ten concentrations of the odorants
were prepared in distilled de-ionized water. Pairs
consisting of the odorant and the diluent were pre-
sented to subjects in a randomized two- alternative
forced- choice ascending staircase procedure, and
subjects asked to identify the bottle containing the
odorant. Five consecutive hits were taken as the cri-
terion for threshold. Subjects could sample each
bottle twice, and approximately 10 s elapsed between
them giving their response to one pair of stimuli and
presentation of the next. Substances were renewed
before each session [14].

Olfactory quality

Once the threshold was established, testing continued
by presenting the target bottles singly in ascending
concentration and asking subjects to describe or to
try to name the odorant. The lowest concentration
which the subject gave a descriptor or name was
registered as the perception of odor quality regardless
of accuracy.

Olfactory recognition

The lowest concentration at which subjects could then
correctly name the odorant was taken as their olfac-
tory recognition capability.

Olfactory discrimination

Finally, to determine subjects’ ability to distinguish
between suprathreshold concentrations of two simi-
lar-smelling odorants, they were given 10 trials in
which they were asked to distinguish between the
similar-smelling odors of horchata (a drink made of
rice, milk and sugar; Frescogary, D’gari) and atole de
cajeta (a caramel-flavored, maize-based drink; Maiz-
ena). Subjects were presented with three bottles, one



of which contained the target (five times horchata and
five times atole in randomized order) and were asked
to identify the bottle that smelled differently. Again,
these substances were chosen to maximize ecological
validity and their usefulness in discriminating be-
tween different populations [14].

Results

Patients UPSIT scores were significantly lower than
those of the control subjects (Mann-Whitney test,
Z = —4.9, p < 0.01) (Fig. 1). The controls had UPSIT
scores ranging from 25 to 38 (mean, 31.7; SD, 2.6),
whereas the SCA2 patients had values from 14 to 36
(mean, 27.3; SD, 4.9).

Simple regression analysis was conducted within
the SCA2 patients. Among the 40 UPSIT odorants
there were some that were identified in the same
proportion by both subject groups, like solvent, lea-
ther and pine, which were identified on average by
92% and 91% of the controls and SCA2 patients,
respectively. There were other odorants, however, that
were disproportionately identified by the two groups,
such as orange, chocolate and coconut, that were
identified in average by 89% and 58% of the control
and SCA2 subjects, respectively. There were no odor-
ants or combinations of odorants that could be used to
discriminate reliably between the two populations.

In the patient group there were no significant
correlations between UPSIT score and age (r = —0.16,
p = 0.13), disease duration (r = 0.01, p = 0.46), or
polyglutamine expansion size (r = 01, p = 0.45).
Significant UPSIT correlations were found with ataxia
score (r = 0.26, p = 0.03), MMSE (r = 0.27, p = 0.03)
and smoking history (r = —0.27, p = 0.02). However,
after excluding 13 patients with MMSE below 25, the
only correlation found in the 40 remaining patients
was between UPSIT score and age (r = —0.3, p = 0.03).
Excluding the demented subjects did not change
the significant difference in UPSIT scores (Mann-
Whitney test, Z = —3.72, p < 0.001) between control
(with the corresponding 13 subjects excluded) and
SCA2 subjects (mean = 31.6; SD = 2.4 and mean =
27.7; SD = 5, respectively). All subsequent analyses
were done in the remaining 40 patients and their
respective controls.

The olfactory threshold tests showed a significant
difference (Mann-Whitney test, Z = -2.29, p = 0.02)
between SCA2 patients and the control group (Fig. 2
A). Although the patients did not show a correlation
between age and olfactory threshold, such a correla-
tion was found in the control group (r = 0.3, p < 0.05).
Once the patients detected an odor, the concentration
required for attempting to label it was also signifi-
cantly different (Z = —3.46, p < 0.01), as well as the
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concentration at which it could be correctly identified
(Z = -3.73, p < 0.01) (Fig. 2A), supporting the result
obtained with the 40 UPSIT odorants. None of these
olfactory variables correlated significantly with the
other non-olfactory variables such as age, MMSE,
polyglutamine expansion size, disease duration or
ataxia score.

In the olfactory discrimination task (Fig. 2B) there
was a marked impairment in SCA2 patients compared
with the control group (Z = —4.44, p <0.01). Whereas
control subjects identified the target odorant
significantly above chance (= 7 trials correct) the
SCA2 patients failed to do so. There were no corre-
lations, however, between olfactory discrimination
and the other non-olfactory variables.
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Discussion

The present results show a significant impairment in a
large population of SCA2 patients in olfactory
threshold, quality, identification and discrimination
when compared with matched control subjects. These
results not only provide a robust corroboration of an
initial report on an olfactory deficit in a small SCA2
population of Mexican patients [11], but more
importantly, they investigate more closely the nature
of the olfactory deficit of these patients.

There have been three previous studies testing
olfactory function in cerebellar ataxic patients. One
of these studies reported that eight patients with
multiple system atrophy of cerebellar type (MSA-C)
and 11 patients with sporadic cerebellar ataxia of
unknown etiology had impairments in odor dis-
crimination and identification [1]. The second study
tested two patient populations, one Friedreich ataxia
group (FRDA) and a combined CNS ataxic group
(two SCA2, five SCA3, one SCA7 and five with
unidentified cerebral degeneration)[4]. Both groups
had olfactory deficits measured with UPSIT. The
authors suggested that the olfactory problems of the
FRDA group could be due to global loss of sensory
pathways, while the deficits observed in the CNS
ataxic group could reflect cerebellar damage. The
third study compared hereditary ataxia patients with
Parkinson’s disease and Huntington’s disease pa-
tients and reported the olfactory impairment of the
former group to be less severe than in the basal
ganglia disorders group[l1]. Furthermore, the au-
thors analyzed different groups of ataxia patients
and found that SCA2, autosomal recessive ataxia and
sporadic ataxia patients all showed olfactory
impairments, while SCA3 patients were spared.
However, the subdivided population was small so
further confirmation is needed. Unfortunately, the
second study [4] did not report individual scores for
the mixed patient group that included 5 SCA3 pa-
tients. The present study follows from the previous
studies that tested small numbers of mixed patient
populations, and provides compelling confirmation
that SCA2 patients have an olfactory impairment.

In general, olfactory capabilities can be measured
in three main but not necessarily mutually exclusive
domains; sensitivity (threshold), identification and
discrimination [15]. Whereas sensitivity depends, at
least in part, on the peripheral olfactory system,
olfactory identification and discrimination require the
participation of central olfactory structures and are
considered to be more cognitive tasks [15]. SCA2
patients seem to be affected in all three domains, since
they show a significant impairment in olfactory
threshold, identification and discrimination. In a

comprehensive meta-analysis of olfactory function in
Alzheimer’s and Parkinson’s disease [17], it was
found that both patient populations show severe
deficits in the three olfactory domains, with no dif-
ferential olfactory deficits between populations. Al-
though SCA2 patients show a milder deterioration, we
found the same pattern of olfactory deficits as in the
other two major neurodegenerative diseases, sug-
gesting an intriguing resemblance between the three
disorders.

We were especially interested in trying to ascertain
if the olfactory deficits correlated with any other
variable shown by these patients. Analysis of the
whole patient population showed a positive correla-
tion between UPSIT and MMSE scores, which is a
general index of cognitive performance. As expected,
demented subjects had low UPSIT scores, resulting in
a significant correlation between these two measures.
When dementia was discarded as a factor, the only
UPSIT correlation found was with age, a finding that
is consistent with previous reports [9, 24]

Previous findings suggest that damage to the cer-
ebellar circuitry may be responsible for the olfactory
impairment in SCA2 patients. Recently, it has been
demonstrated that unilateral cerebellar lesions lead to
olfactory impairments selective to input from the
contralesional nostril [16], providing further support
for a cerebellar role in olfaction. However, since SCA2
is a complex neurodegenerative disease as stated in
the introduction, further studies are needed on the
integrity of SCA2 patients olfactory system. An
important finding is the lack of correlation between
olfactory impairment and the different disease-related
variables. This finding suggests another similarity
with the Parkinson’s disease olfactory deficit that also
seems to be independent of neurological signs, disease
stage or duration [8]. To our knowledge, there has
been no report describing the condition of the pri-
mary olfactory pathway, including the olfactory bulb
or nasal epithelium, in SCA2 patients. Our group,
however, is currently working on trying to identify
pathological damage to these structures in SCA2
postmortem preparations.

The finding of an olfactory deficit in spinocere-
bellar ataxia patients adds to a larger picture of
olfactory deficits in different neurodegenerative dis-
eases. Other studies have suggested that olfactory
dysfunction is an early indicator that could signify the
onset of some of these disorders [3, 5, 19].

We believe that the evidence for olfactory
dysfunction in the main neurodegenerative diseases
has attained a level that deserves special attention,
since its study could shed important light on disease
mechanisms currently not known, and to which the
olfactory system is especially susceptible.
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CAPITULO VIII

NEURODEGENERACION PRECLINICA DEL SISTEMA OLFATORIO EN
PORTADORES DEL GEN SCAZ2.

8.1 Aspectos generales del sistema olfatorio.

El sistema olfatorio recibe e interpreta informacién quimica a partir de
moléculas que se encuentran en el aire y que son captadas mediante las
células receptoras de la mucosa olfatoria, capaces en su conjunto de detectar
hasta 10 mil olores diferentes. Las investigaciones del genoma humano han
identificado cerca de 400 genes relacionados con la deteccién de olores los
gue codifican para cerca de 40 millones de receptores olfatorios, resultado que

merecié un premio nobel en el afio 2004.

Las prolongaciones de las estas células receptoras forman el nervio olfatorio
que transmite la informaciéon hacia el bulbo olfatorio, donde se inicia el
procesamiento de la informacion y la percepcion de los olores. Después del
bulbo olfativo, la informacion viaja al nucleo olfatorio anterior, la corteza

piriforme, la amigdala y la corteza entorrinal.

Aunque usualmente al cerebelo no se le atribuyen roles en la funcién olfatoria,
numerosas evidencias indican que el mismo estd relacionado con el
procesamiento olfatorio. Por ejemplo, se conoce que pacientes con tumores en
el cerebelo desarrollan diversos déficits olfatorios. Estas alteraciones también
se han reportado en enfermos con ataxias esporadicas, hereditarias, atrofias

multisistémicas y otras enfermedades que involucran al cerebelo.
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Adicionalmente, en el afio 1997, Deis y Baudoin reportaron la existencia de una
reduccion parcial de la percepcion olfatoria en un modelo de raton transgénico
con alteraciones funcionales de las conexiones olivocerebelosas, mientras que
los estudios de resonancia magnética funcional muestran una activacion
cerebelosa significativa inducida por diferentes olores, a nivel de las regiones
laterales y posteriores de los hemisferios cerebelosos. La activacion de estas
regiones es independiente a la que ocurre durante la conducta de olfateo, en la
que existe un incremento de la actividad funcional en el vermis anterior y el

[6bulo central derecho del cerebelo.

De manera general, las capacidades olfatorias pueden ser interpretadas en 3
dominios no mutuamente excluyentes: sensibilidad (umbral), identificacion y
discriminacion. La sensibilidad depende en parte del sistema olfatorio
periférico, mientras que la identificacion y discriminacion olfatoria requieren de
la participacion de estructuras olfatorias centrales y se consideran como tareas

cognitivas.

La evaluacion de estas capacidades puede realizarse a través de diferentes
métodos. Actualmente, la técnica mas usada para evaluar las capacidades de
identificacion olfatoria es el examen de identificacibn de olores de la
Universidad de Pensilvania (UPSIT, de sus siglas en Inglés: University of

Pennsylvania Smell Identification Test). Este examen ha sido usado para

evaluar grandes poblaciones con enfermedades neurodegenerativas ya que
posibilita la comparacién con puntuaciones estandares publicadas en grandes

bases de datos normativos. El examen UPSIT consiste en la presentacion de
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40 etiquetas que contienen microcapsulas donde se encierran las moléculas
odorantes. Al rayarse la etiqueta con un lapiz, las microcapsulas se rompen y
las moléculas odorificas son liberadas para que el sujeto realice su
identificacion en un paradigma de de 4 alternativas (Figura 1A). Por cada
respuesta correcta se otorga un punto hasta cuantificar 40 en caso de no existir
errores de identificacion.

Otro examen ampliamente extendido en la practica neuroldgica para el estudio
de la funcidn olfatoria es la evaluacion del umbral olfatorio, el que ademas
permite estimar la calidad, el reconocimiento y la discriminacién de olores.

Para realizar este examen se preparan 10 concentraciones de dos bebidas
comunes (usualmente café y jugo de naranja) en botellas presionables usando
agua destilada y desionizada como diluyente. Luego se presentan parejas de
estos frascos uno con la bebida diluida y el otro con el diluyente,
presentandose la bebida en orden ascendente de dilucion (Figura 1B). Para
determinar el umbral olfatorio se toma como criterio la deteccién del aroma por
cinco veces consecutivas en un mismo nivel de concentracion. Una vez
establecido el umbral, se procede a la determinacion de la calidad olfatoria, la
que consiste en la minima concentracion para la cual el sujeto da un descriptor
0 nombre de la sustancia sin considerar la exactitud. De igual modo la minima
concentracion a la cual el sujeto puede nombrar correctamente el olor se
considera como su capacidad de reconocimiento olfatorio. Por ultimo para
determinar la capacidad de distinguir entre concentraciones supraumbrales de
dos olores semejantes (discriminacion olfatoria), se realizan 10 ensayos en los

cuales se le pregunta al sujeto si distingue entre olores similares.
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Figura 1. Evaluacion de la funcion olfatoria median  te la aplicacion del test

UPSIT (A) y el estudio de umbral olfatorio (B).

8.2 Deterioro olfatorio preclinico en la SCA2

Uno de los trastornos de mayor prevalencia entre las diferentes enfermedades
neurodegenerativas es la alteracion de la funcién olfatoria. En una amplio meta-
andlisis acerca del funcionamiento del sistema olfatorio en las enfermedades
de Alzaheimer y Parkinson (17) se encontr6 que ambos grupos de pacientes
mostraron deficiencias severas en los 3 dominios olfatorios, sin que se hayan
evidenciados diferencias olfatorias entre los grupos.

Los resultados de una investigacion que se desarrollé en enfermos cubanos de
SCA2 demostraron alteraciones significativas en los 3 dominios de la funcién
olfatoria. En estos se detecté un deterioro significativo en su umbral olfatorio, la
discriminacion e identificacion, mostrandose un  patron de deficiencias
olfatorias muy similar al observado en otras enfermedades neurodegenerativas.

Estos hallazgos brindan nuevas evidencias sobre el papel del cerebelo en la
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olfaccion y sugieren que el dafio en las conexiones cerebelosas pudiera ser la
causa del deterioro olfatorio en pacientes con SCA2. Sin embargo no existen
evidencias neuroanatdmicas y funcionales que permitan fundamentar esta
altima hipétesis.

Una vez demostradas estas alteraciones en los enfermos de SCA2, se impuso
comprobar si las mismas aparecen en los portadores asintomaticos de la
mutacion y de ser asi estimar cuando comienzan a expresarse dichas
deficiencias.

Para evaluar la funcion olfatoria en estadio presintomatico de la SCA2 se
evaluaron 45 portadores asintomaticos de la mutacion y 45 controles sanos,
mediante la aplicacion de los examenes UPSIT y de umbral olfatorio. La
puntuacion total del examen UPSIT en los presintomaticos fue
significativamente menor que en los sujetos normales (t= -3,53711, p= 0,0006).
Estos ultimos tuvieron puntuaciones promedios de 32,12 (DE= 2,93) mientras
que los presintomaticos presentaron valores promedios 29,40 (DE= 4,05).
(Figura 2A). Un analisis realizado para evaluar qué olores eran identificados
con mayor dificultad por los presintomaticos arrojo diferencias estadisticamente
significativas en la identificacion de 7 olores, los que se presentan en la figura
2B. Este resultado difiere del obtenido en los sujetos enfermos, ya que en estos
altimos se detectaron deficiencias en la identificacion de todos los olores

examinados.
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Figura 2. Alteraciones de la identificacion de olor es en sujetos
presintomaticos de la SCA2. A) Disminucién signific ativa de la
puntuacion total del UPSIT en el grupo de los presi  ntomaticos.
B) Conjunto de olores para los cuales existen difer  encias
significativas (p<0,05) en la frecuencia de acierto s durante la
identificacion entre los presintomaticos y los cont roles. En
todos los casos se observa reduccion de la frecuenc ia de

aciertos en los presintomaticos con respecto a los controles.
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Adicionalmente, los portadores asintomaticos de la mutacion SCA2 mostraron
un incremento significativo del umbral olfatorio, por lo que necesitaron mayor
concentracion de los olores para lograr detectarlos. De igual modo el nimero
de diluciones requeridas para determinar la calidad y el reconocimiento olfatorio
fue significativamente mayor en los presintomaticos comparados con los
controles (Figura 3). Sin embargo, no hubo diferencias significativas en cuanto

a la capacidad de discriminacion olfatoria.

B Presintomaticos B Controles

10
* % %

¥ — *ekok |
8 I

Series de diluciones

.

Umbral Calidad Reconocimiento

Figura 3. Alteraciones del umbral, la calidad y el reconocimiento

olfatorio en portadores asintdomaticos de la mutacio n SCA2.

El analisis de regresion lineal simple entre las variables de la funcion olfatoria y

el tiempo previo a la aparicién de la enfermedad, solo demostré la existencia de
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una correlacion significativa para la puntuacion del UPSIT (r=-0,48; p=0,012)

(Figura 4), no asi para el resto de las variables. Este resultado sugiere que las

alteraciones en la identificacion olfatoria se inician entre 8 a 10 afios previos a

la edad de inicio de la enfermedad.
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Figura 4. Resultados del analisis de regresion lin  eal simple donde se

demuestra la correlacion estadisticamente significa  tiva entre
el tiempo previo a la aparicion del sindrome cerebe loso y la

puntuacion del UPSIT.

Estos resultados sugieren que al igual que para otras vias sensoriales

previamente estudiadas en sujetos presintomaticos de la SCA2, existen
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alteraciones de la via olfatoria. En estos sujetos se afectan los dominios de
identificacion y umbral olfatorio lo que sugiere que la via sensorial se afecta
tanto a nivel periférico como central. Otra posible intrepretacion de estos
resultados se basa en la contribucion del dafio cerebeloso sobre las
alteraciones olfatorias, teniendo en cuenta el rol que desempefia el cerebelo en
la olfaccion Sin embargo no existen evidencias neuropatologicas,
imagenologicas ni funcionales que corroboren estas alteraciones en la SCA2.

En sujetos presintomaticos no existen reportes que describan el estado de la
via olfatoria, lo que le confiere una gran novedad a estos resultados. El
descubrimiento del déficit olfatorio en portadores asintomaticos de la mutacion
SCA2 identifica un nuevo biomarcador preclinico de la enfermedad con una
gran utilidad pronostica ya el mismo es un indicador temprano que pudiera

sefalar el inicio de la neurodegeneracion en la SCA2.
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Capitulo 7. Disfuncion cognitiva y alteraciones

psicofisiolégicas en presintomaticos de SCA2

Publicado en:

» Alteraciones cognitivas y psicofisiologicas en portadores
asintomaticos de la mutacion SCA2. En: Manifestaciones tempranas
de la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2: De la fisiopatologia a los
biomarcadores preclinicos. Ciudad de Holguin: Ed. Holguin, 2012.

La neuropsicologia es una disciplina que integra la neurologia y la psicologia
para la evaluacion, diagnostico y rehabilitacion de las funciones cerebrales
superiores, tales como memoria, atencion, lenguaje, desempefo ejecutivo,
praxias, gnosias e inteligencia. Los I6bulos frontales estdn implicados en la
secuenciacion de los actos motores requeridos para ejecutar eficazmente una

accion.

Como complemento del estudio de las funciones cognitivas se incluyo el
analisis del componente P300 para evaluar el tiempo que tarda el estimulo en
percibirse, identificarse y clasificarse. Es una medida de tiempo sensible a los

mecanismos de atencion y memoria de trabajo.

Estas modalidades de evaluacion constituyen una herramienta basica para el
abordaje y caracterizacion clinica y psicofisiolégica de los portadores
asintomaticos de la mutacién. Se demostré que estas alteraciones anteceden al
sindrome cerebeloso y constituyen un aporte significativo de este trabajo.

Dichas alteraciones pueden modularse a través de la rehabilitacion cognitiva.
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Capitulo XIX

ALTERACIONES COGNITIVAS Y PSICOFISIOLOGICAS EN
PORTADORES ASINTOMATICOS DE LA MUTACION SCAZ2.

Las funciones cognitivas definen la capacidad que tienen los seres humanos
para percibir los estimulos del medio y en consecuencia generar un
comportamiento o conducta especifica deseada. Estas incluyen un conjunto de
dominios o tareas complejas tales como la sensacién, percepcion, atencién,
memoria, aprendizaje, lenguaje, comunicacion y funciones frontoejecutivas.

Las funciones frontoejecutivas son los procesos mentales integradores que
establecen la conducta intencional y orientada a determinados fines. Ademas
permiten solucionar los problemas internos (afectivos, motivacionales,
comunicativos y creativos) y externos que surgen producto de la interaccion del
individuo y su medio. Ademas dentro de estas funciones, se encuentran la
capacidad de anticipar las consecuencias ante diferentes acciones, seleccién
precisa de comportamientos, reconocimiento de los patrones de prioridad,
disefio de planes, autorregulacidon y monitorizacion de tareas, inhibicion de
respuestas indeseadas, desarrollo y ejecucion de objetivos, planificacion,
organizacion y supervision de respuestas. Estas funciones en su conjunto
permiten obtener resultados eficaces en la resolucién de los problemas.

Estos procesos dependen de la integridad del I6bulo frontal, especificamente
del area pre-frontal y comienzan a formarse a partir de los 12 meses de edad
desarrollandose progresivamente entre los 4 y 18 afos, estabilizandose hasta

alrededor de los 60 afios en que comienzan a declinar.
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La evaluacion clinica de las funciones ejecutivas se realiza a través examenes
cualitativos y cuantitativos. Los estudios cualitativos se emplean para investigar
los trastornos conductuales mientras que los cuantitativos utilizan examenes
neuropsicolégicos estandarizados tales como el test de de clasificacion de
tarjetas de Wisconsin, fluidez verbal y el test de Stroop. Todos estos se han
utilizado en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, corea de Huntington y las ataxias

espinocerebelosas.

9.1 Trastornos cognitivos en portadores asintomatic os de la mutacion
SCA2

La evaluacidon cognitiva de las diferentes ataxias espinocerebelosas ha
demostrado la existencia de alteraciones en las esferas frontoejecutivas,
atencion y memoria. Sin embargo, estos estudios se han visto limitados por el
reducido numero de pacientes asi como la gran heterogeneidad clinica y
genética de los mismos. La caracterizacion mas amplia de los trastornos
cognitivos en las Ataxias espinocerebelosas se realizé en pacientes cubanos
con SCAZ2. El estudio incluy6 a 80 pacientes con diagnostico clinico y molecular
de esta entidad y un numero similar de controles sanos. Las principales
alteraciones se detectaron en las funciones frontoejecutivas, memoria,
reduccion de las habilidades visuomotoras, atencién y concentracion.
Adicionalmente, este estudio demostré una estrecha correlacion entre las
disfunciones frontoejecutivas y la patologia de los movimientos oculares
sacadicos, aunque no se observé relacion con el nimero de repeticiones de

CAG.
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Por otra parte, evaluamos a un grupo de 35 portadores asintomaticos de la

mutacion SCA2 y 36 controles sanos. La aplicacién del test de Stroop en los

mismos demostrd un incremento significativo del tiempo de ejecucion (figura

1A) y del numero de errores (Figura 1B) durante la tarea de conflicto. Esta

tarea exige un alto grado de atencion selectiva, capacidad de inhibicion de

respuestas automaticas y velocidad de procesamiento de la informacion,

funciones atribuidas a la corteza orbifrontal y prefrontal medial.
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p=0,022

Presintomaticos Controles

Nuamero de errores

4,0

35
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2,5
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Figura 1. Alteraciones de las funciones frontoejecu tivas en portadores

asintomaticos de la SCA2 determinadas mediante el t est de

Stroop. Se observa el incremento del tiempo de eje  cucién (A)

y del nUmero de errores de la tarea de conflicto (B ).

En el caso del test de fluencia verbal observamos una reduccién del nimero de

palabras que comienzan por F, Ay S en un lapso de un minuto, asi como

incremento del nimero de repeticiones (Figura 2). Este test permite evaluar la
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velocidad, precision y productividad en la busqueda de informacion lo que
implica la participacion activa de la corteza prefrontal dorsolateral tanto

izquierda como derecha.

-
N

—
-

-
(=]

©0

Numero de palabras mencionadas

Presintomaticos Controles

Figura 2. Reduccion del numero de palabras mencion adas en el test de
fluencia verbal en los portadores asintoméaticos de la mutacion

SCA2.

En estudios realizados por Burk et al. se relaciona la disfuncién frontoejecutiva
en pacientes con SCAL y con las alteraciones del cerebelo y sus vias. Se
conoce la existencia de alteraciones neuropatolégicas en un grupo de
estructuras neurales en pacientes con SCA2 que incluyen no solo el cerebelo y
sus conexiones, sino también la atrofia de la corteza cerebral, degeneracion de
la substancia nigra, ganglios basales, entre otras. Por tanto, consideramos mas

objetivo sugerir que la disfuncién frontoejecutiva y demas alteraciones
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cognitivas en enfermos y portadores asintomaticos de la mutacion SCA2
pudieran relacionarse con la degeneraciéon de las mdiltiples estructuras que
tienen un papel en las funciones cognitivas y no soélo circunscribir estas
disfunciones al cerebelo y sus vias de interconexion. En el caso de los
presintomaticos, dichas anormalidades cognitivas son una evidencia de

manifestaciones tempranas de la mutacion SCA2.

9.2 Potenciales enddgenos: componente P300 como ma  rcador de
alteraciones cognitivas preclinicas.

Las técnicas de los potenciales evocados comenzaron a desarrollarse en la
década del 60 con el surgimiento de los promediadores automatizados.
Consisten en el registro de los cambios de voltaje generados en el cerebro,
vias sensitivas u drganos receptores tras la presentacion de un estimulo breve
de cualquier modalidad. Pueden clasificarse en potenciales evocados
exdégenos, dependientes esencialmente de los pardmetros de estimulacion y
enddgenos, los que dependen fundamentalmente de las operaciones o tareas
mentales. Teniendo en cuenta que estas respuestas son de baja amplitud (0,1
y 20 uV), se necesita de la premediacién del registro EEG.

Dentro de los potenciales evocados enddgenos el potencial P300 es uno de los
mas estudiados y fue descripto por primera vez en 1965 por Sutton y col. Se
caracteriza por presentar una latencia media de 300 ms, polaridad positiva y
alcanza su topografia maxima en linea media (Cz y Pz). Algunos autores

sugieren que se origina de los potenciales post-sinapticos, debido a la
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activacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) como resultado de un
procesamiento cortical.

Para la obtencidon de este componente se utilizan paradigmas en las que el
sujeto debe mantener un alto grado de atencion durante la realizacion del
estudio. Se utilizan los llamados estimulos relevantes (estimulos diana) que
aparecen con menor frecuencia que el resto de estimulos. Dentro de ellos los
estimulos auditivos, visuales o sensoriales son los mas empleados. Por
ejemplo en una tarea auditiva se le pueden presentar al sujeto de
experimentacion unos 100 tonos, de los cuales el 30% son mas agudos, son
los estimulos infrecuentes, mientras que el resto (70%) se caracterizan por ser
mas graves y se les denomina estimulos frecuentes. El sujeto debe estar muy
atento y contar los estimulos infrecuentes, es decir los tonos agudos. Esta
deteccidon voluntaria del estimulo infrecuente genera el potencial P300 y se
registra a partir de la premediacion de la actividad eléctrica cerebral evocada
por dicho estimulo infrecuente, mientras que la respuesta evocada por el tono
frecuente presenta solamente las ondas N100 y P200.

De este potencial se analizan dos elementos fundamentales: la latencia y la
amplitud. La primera refleja la rapidez con la que el sujeto es capaz de realizar
operaciones, tales como identificar, discriminar, clasificar, categorizar y extraer
las caracteristicas relevantes de un estimulo durante la tarea. Por tanto, el
componente P300 estima el tiempo que tarda el estimulo en percibirse, ser
identificado y clasificado. Es una medida de tiempo sensible a los mecanismos
de atencion y memoria de trabajo. Por otra parte, la amplitud se relaciona con
la sincronizaciébn de grupos neuronales especificos a partir de varios

generadores activados por la tarea que debe realizar el sujeto.
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En un estudio realizado en pacientes con SCA2 se observo un incremento
significativo de las latencias de los componentes P300 auditivos y visuales, asi
como reduccion de la amplitud de los mismos, lo que evidencio la existencia de
alteraciones psicofisiolégicas en estos individuos asi como disfunciones en el
procesamiento de la informacién visual y auditiva. Sin embargo, este estudio no
permiti6 demostrar si estas alteraciones aparecian tempranamente en el curso
evolutivo de la enfermedad o si se expresaban desde estadios preclinicos. Para
ello se llevo a cabo un estudio similar en 30 portadores asintomaticos y 30
controles. Las latencias de estos potenciales presentan una mayor variabilidad
en grupo de presintomaticos (Figura 3A). De hecho, 40% de los
presintomaticos mostraron valores de latencias P300 por encima de los valores
normales, los que fueron obtenidos a partir de la comparaciéon con los
controles. En la figura 3B se representa la comparacion del potencial P300
auditivo registrado en la derivacion Pz entre un sujeto presintomatico y un

control del mismo sexo y edad.
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Figura 3. Alteraciones psicofisiologicas en presint omaticos de la SCA2
cubana. A) Incremento de la variabilidad de la late ncia del componente
P300 visual y auditivo registrado en Cz y Pz. B) Pr olongacion de la
latencia P300 en un portador asintomético de la mut acion SCA2 (en
carmelita) de sexo masculino, edad de 25 afios y 39 repeticiones del
trinucledtido CAG en comparacion con un sujeto cont rol (en negro) del

mismo sexo Yy edad.
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Para identificar los posibles factores que generan la variabilidad encontrada en
el grupo de los portadores se realizé un analisis de la influencia del tiempo
previo para la manifestacion de la enfermedad a través de un estudio de
regresion simple. Este analisis reveld una correlacion negativa significativa
entre la latencia de los componentes P300 visual (Figura 4A) y auditivo (Figura
4B) vy el tiempo previo

al debut clinico.
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Figura 4. A) Andlisis de regresion simple entre la latencia P300 visual y el tiempo

previo a la manifestacion de la enfermedad. B) Anal isis de regresion simple entre la

latencia P300 auditivo y el tiempo previo a lamani  festacion de la enfermedad.
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Estos resultados indican que las capacidades de identificacion, discriminacion y
categorizacion de estimulos, asi como las habilidades para extraer las
caracteristicas relevantes de los mismos estan afectadas en la SCA2 desde los
estadios presintomaticos, lo que se evidencia por la elevada variabilidad
observada para las latencias y las amplitudes. Las alteraciones preclinicas de
las latencias del componente P300 reflejan trastornos en el procesamiento de
la informacion visual y auditiva en los presintomaticos de la SCA2 mientras que
las alteraciones de las amplitudes indican la desincronizacion de la informacion
procedente de los diversos sitios generadores activados por la tarea que debe
realizar el sujeto.

De manera general, las alteraciones cognitivas y psicofisiologicas identificadas
en sujetos portadores asintomaticos de la mutacion SCA2 representan
manifestaciones fenotipicas que preceden al sindrome cerebeloso y son
herramientas diagndsticas y pronosticas utiles ya que permiten estimar y
sugerir el periodo mas probable en que aparezcan las manifestaciones
cerebelosas. Igualmente, estas alteraciones pueden ser susceptibles a

tratamiento mediante un programa de neurorehabilitacion cognitiva.
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Capitulo 8. Aplicaciones de los estudios electrofisiolégicos en
las estrategias de intervencion clinica

Publicado en:

» Neurochem Res (2011); 36:1793-1800 (Factor de impacto: 2,608)
» Plasticidad y Restauracion Neuroldgica (2008); 7(1-2): 13-18

» Cerebellum (2012); (Factor de impacto: 3.288)
Como continuidad de los capitulos precedentes, nos referiremos a la
aplicacion de algunos estudios electrofisiologicos en las estrategias de
intervencién clinica. Como ejemplos, analizaremos las variables de los
movimientos oculares sacadicos y el indice de movimientos periddicos de las
extremidades, durante el suefio. Estos pardmetros también se han utilizados

como variables secundarias en ensayos clinicos.
Movimientos oculares sacéadicos

Para el analisis de las aplicaciones de los movimientos oculares se incluyeron
dos articulos, el primero aborda los principales hallazgos de un ensayo clinico
fase Il, monocéntrico, aleatorizado, controlado con placebo y a doble ciega,
utilizando el sulfato de cinc como tratamiento. En esta investigacion se evaluo
el efecto del cinc sobre la latencia, desviacion y velocidad sacadica como
variables secundarias. Un resultado importante fue la reduccion significativa de
la latencia sacadica en los sujetos tratados con sulfato de cinc, aunque la
velocidad y la desviacion no mostraron cambios significativos. La disminucion
de la latencia sacadica pudiera relacionarse con la recuperacion de las

funciones cognitivas en estos pacientes, el efecto positivo de la rehabilitacion y
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la contribucion del cinc en la remielinizacion de fibras nerviosas. El pobre efecto
del tratamiento y la rehabilitacion sobre la velocidad y la dismetria se debe a la
severidad de estas alteraciones, las que son reflejo de la pérdida neuronal a

nivel del tallo cerebral y el cerebelo.

El segundo articulo evalta el efecto de la rehabilitacién fisica y cognitiva en 96
enfermos. Estos recibieron 6 horas de rehabilitacion diarias por espacio de 8
semanas. Los enfermos fueron evaluados antes de iniciar el tratamiento y al
final del mismo. También se pudo demostrar que la latencia sacadica
disminuy6 significativamente al final del estudio al compararse con la

evaluacion basal.
indice de movimientos periédicos de las extremidades

En la actualidad, no hay ningun tratamiento eficaz para modificar la progresion
de la SCA2, aunque un numero limitado de medicamentos puede ofrecer alivio
de algunas manifestaciones sintomaticas. Por lo tanto, los esfuerzos para
identificar nuevos blancos terapéuticos y biomarcadores debe ser una
prioridad. En ese sentido, la video-polisomnografia (VPSG) se ha convertido en
una herramienta sensible para la identificacion de biomarcadores en la SCA2.

Los estudios VPSG revelan una alta prevalencia de los movimientos periddicos
de las extremidades (MPE) en pacientes con SCA2, lo que se relaciona
significativamente con la gravedad de la enfermedad. Los MPE en la SCA2
parecen ser causados por disfunciéon de los sistemas dopaminérgicos, lo que
ha sido previamente demostrada por estudios de neuroimagenes. Por lo tanto,
este trastorno del suefio podria ser sensible al tratamiento con agonistas de la

dopamina.
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Dentro de estos, el Lisuride es un agonista de la dopamina con alta afinidad por
los receptores D2 y D1. Se ha utilizado para el tratamiento del sindrome de
piernas inquietas en el curso de la enfermedad de Parkinson, sin eventos
adversos significativos.

Teniendo en cuenta lo anterior decidimos realizar una investigacion clinica
usando 0,1 mg de lisuride, administrados por via oral durante 4 semanas. Once
de 12 pacientes (91,7%) mostraron disminuciéon del indice de MPE lo que
evidencio la eficacia de este medicamento para el tratamiento de este trastorno

del suefio, en pacientes con SCA2.
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Abstract Cuban patients with Spinocerebellar Ataxia
type 2 (SCA2) have reduced concentrations of zinc in
serum and cerebrospinal fluid (CSF). To assess the effect
and safety of zinc supplementation, 36 Cuban SCA2
patients were randomly assigned to receive daily either
50 mg ZnSQOy4 or placebo, together with neurorehabilitation
therapy in a randomized, double-blind, placebo-controlled
clinical trial during 6 months. Outcome measures included
the changes of zinc levels in CSF and serum, ataxia score,
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oxidative stress and saccadic eye movements. At the end of
the study, the Zinc-treated group showed: (i) a significant
increase of the Zn levels in the CSF, (ii) mild decrease in
the ataxia scale subscores for gait, posture, stance and
dysdiadochocinesia (iii) reduction of lipid’s oxidative
damage, and (iv) reduction of saccadic latency when
compared with the placebo group. The treatment was safe
and well tolerated by all subjects. This study demonstrated
the efficacy and safety of Zn supplementation, combined
with neurorehabilitation for SCA?2 patients and therefore it
may encourage further studies on the clinical effect of zinc
supplementation in SCA?2 based in the conduction of future
clinical trials with higher number of subjects.

Keywords Spinocerebellar ataxia 2 - SCA2 -
Zn supplementation - Clinical trial

Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autosomal
dominant disorder characterized by progressive cerebellar
ataxia, slowing of horizontal saccadic eye movements,
peripheral neuropathy, cognitive dysfunction and sleep
disorders. The disease is caused by the expansion of CAG
triplets in the coding region of the ATXN2 gene which
produces a polyglutamine expansion in the protein ataxin 2,
responsible for the neurodegenerative changes in the Pur-
kinje cells of the cerebellum, pontine nuclei, inferior
olives, somatosensory pathways, thalamus, substantia
nigra, and other structures [1].

SCAZ2 reaches the highest prevalence rates in Holguin,
Cuba where exist 40 cases per 10.000 inhabitants and
almost 1.400 asymptomatic first-degree subjects resulting
from a foundational effect [2].
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Till now there are not effective therapeutical alternative
against SCA2, in addition, only a small number of clinical
trials are reported, usually with a few patients at advanced
stage. Nevertheless several studies have reported new
therapeutical targets and disease biomarkers useful to
design of promising clinical trials [1, 3].

Cuban SCA?2 patients have a significant reduction of Zn
levels in the serum and CSF compared with controls [4].
Almost all SCA?2 patients exhibit seric Zn values below the
normal limits defined by the World Health Organization [5]
and the normal cuban population [4]. These observations
suggest that Zn deficiency may contribute to SCA2
symptoms. Given the critical role of Zn in neural devel-
opment [6], modulation of synaptic plasticity and neuro-
protection [7], we tested the hypothesis that Zn
supplementation could be used as a treatment for SCA2.
Indeed, a clinical trial including 36 SCA2 patients suggest
that oral supplementation of Zn combined with neurore-
habilitation, could effectively mitigate SCA2 symptoms
and signs such as cerebellar ataxia, saccadic pathology and
oxidative stress. These results provide the foundation for
new therapeutical intervention of SCA2, and potential for
other polyglutamine diseases.

Experimental Procedure
Study Design
Standard Protocol Approvals and Patient Consents

This study was a randomized, double-blind comparison of
Zinc Sulphate (50 mg/day) and placebo during 6 months,
conducted at the Center for Research and Rehabilitation of
Hereditary Ataxias. The trial was conducted according to
Good Clinical Practice guidelines and the Declaration of
Helsinki. The protocol was approved by the local ethics
committee and each patient provided written informed
consent. A local data and safety monitoring board oversaw
the study conduct and possible safety issues.

Dosage and Course Justification

This is the first clinical trial based in Zn supplementation
for hereditary ataxias, thus there are not previous experi-
ences about the dosage and course of the Zn treatment in
these patients. The 50 mg/day dosage was chosen consid-
ering the significant reduction of Zn concentration in the
serum and CSF of SCA2 patients. This dosage was con-
sistent with the more commonly used Zn supplements
(15-100 mg/d) [8], and it is not usually associated with
significant effects of Zn toxicity as low copper status,
altered iron function, reduced immune function, and

@ Springer

reduced levels of high-density lipoproteins [9]. Regarding
the duration of the Zn supplementation, we chose 6 months
in view of two main reasons. First, SCA2 is a very severe
neurodegenerative disorder characterized by a marked
progressive course [1]; therefore large periods of thera-
peutical protocols are necessary to detect some clinical or
subclinical improvements. Second, some effects of Zn are
gradual and require time too [10]. Indeed, many of clinical
trials conducted in spinocerebellar ataxias or based in Zn
supplementations have durations of 6 months or more
[3, 10].

Patients
Inclusion Criteria

Patients with clinical and molecular diagnostic of SCA2;
age between 18 and 60 years, irrespective of its sex and
disease duration were included.

Exclusion Criteria

Exclusion criteria for participation were: advanced disease
stages (wheelchair or bed confinement), systemic diseases
(cardiac arrhythmias, hematologic diseases, hepatic disor-
ders, renal dysfunctions), pregnancy or breastfeeding, severe
psychiatric disorders, chronic alcohol abuse, hypersensitiv-
ity to Zinc Sulpahte, immuno-suppressive treatments and
chirurgic treatment at least 6 months before the inclusion.

Outcome Measures
Zinc Levels in Serum and CSF

After informed consent, lumbar CSF and venous blood
samples were taken from each fasted patient or control
between 8.00 and 10.00 a.m. Lumbar puncture was per-
formed (interspaces L3-L4 or L4-L5) in patients and in
control subjects who underwent surgery with spinal anes-
thesia, without any known neurological or psychiatric
disease. Blood samples were collected by venipuncture and
centrifuged to obtain serum. For analysis, 2 ml CSF and
3 ml serum were employed. Serum and CSF samples were
frozen at —60°C and protected from light exposure with
aluminum foil until analysis.

An atomic absorption spectrophotometer (AAS) equip-
ped with a graphite oven (all from Pye Unicam) was
employed for the analysis of CSF Zn. CSF samples were
centrifuged 5 min at 3,500 rpm and 500 pl of the super-
natant fluid were appropriately diluted with nitric acid. The
triplicates aspirations of the samples were averaged for
calculations. The materials employed were previously
cleansed overnight with 10% nitric acid (Merck AnalaR,
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Germany) and rinsed more than 4 times with deionized
distilled water.

Serum Zn was determined by AAS after a 1:9 dilution.
The analysis included serum deproteinization to eliminate
interference from proteins. Since Zn is read in the UV
region (213.9 nm) a 140 M NaCl solution was added to the
standards to simulate the matrix and the scatter effect. The
lamps employed were of hollow cathode type. The standard
curve was prepared employing standard solutions of each
metal (SIGMA) under the same instrument conditions as
the samples. All sample analysis was triplicates. The con-
trol serum displayed similar values as those proposed by
the commercial producers.

Neurological Outcome

Severity of ataxia was measured by the Scale for the
Assessment and Rating of Ataxia (SARA) [11] at the
beginning of the treatment and 6 months afterwards. Total
score and subscores were analyzed.

Oxidative Stress Parameters

All biochemical parameters were determined by spectro-
photometric methods using an Ultrospect Plus Spectro-
photometer from Pharmacia LKB. MDA concentrations
were analyzed with the LPO-586 kit obtained from Cal-
biochem (La Jolla, CA., USA). In this assay, a stable
chromophore is produced after 40 min of incubation at
45°C and measured at a wavelength of 586 nm using a
Pharmacia Spectrophotometer. Freshly prepared solutions
of malondialdehyde bis [dimethyl acetal] (Sigma, St.
Louis, MO., USA) assayed under identical conditions were
used as reference standards. Concentrations of malondial-
dehyde (MDA) in serum samples were calculated using the
corresponding standard curve and values were expressed as
pmol [12, 13]. Catalase (CAT) activity was measured by
following the decomposition of hydrogen peroxide at
240 nm at 10 s intervals for 1 min [14]. Superoxide dis-
mutase (SOD) was measured using pyrogallol as substrate.
This method follows the superoxide-driven auto-oxidation
of pyrogallol at pH 8.2 in the presence of EDTA. The assay
mixture contained 1 mM EDTA in 50 mM Tris—HCl buffer
(pH 8.2) with or without the sample. The reaction was
started by the addition of pyrogallol (final concentration
0.124 mM) and the oxidation of pyrogallol was followed
for 1 min at 420 nm. The percent inhibition of the auto-
oxidation of pyrogallol by SOD present in the tissue
sample was determined, and standard curves using known
amounts of purified SOD (Sigma) under identical condi-
tions were established. The SOD activity was defined as the
amount that reduced the absorbance change by 50% [15].
The advanced oxidation protein products (AOPP) were

measured through the oxidation of iodide anion to diatomic
iodine by AOPP using cloramine-T as reference [16].

Saccadic Movements Study

Horizontal saccades were recorded binocularly with a
2-channel Otoscreen AC electronystagmograph (Jaeger-
Toennies, 97204 Hochberg, Germany), using silver-silver
chloride electrodes over right and left outer canthus. Sac-
cades were triggered with a circular white target on a black
background, subtending an angle of 0.7°. For each 10°, 30°
and 60° predictable amplitude at least 10 centrifugal sac-
cades in each direction were registered (bandpass filter of
0.02-70 Hz, time base of 1,000 ms/division, sensitivity
of 200 pV/division, time constant of 8 s and sampling rate
of 200 Hz). Before and after all recordings calibrations at a
30° angle were compared to control against artifacts.
Saccade latency, saccade deviation and maximal saccade
velocity (MSV) were obtained through the automated
algorithm contained in the Otoscreen software package.

Statistical Analyses

For descriptive statistics of continuous variables, means
and standard deviations were calculated, whereas categor-
ical variables were expressed as proportions. The normality
of variables was evaluated by the Kolmogorov—Smirnov
test. Comparisons between the zinc sulphate and placebo
groups as well as between basal and final stages were
assessed using repeated measures ANOVA followed by a
post hoc Newman Keuls methods. Statistical significance
was defined as p < 0.05. Frequencies of improvement of
variables between both groups were compared using a Chi-
square test. Correlation analyses were performed between
changes of Zn levels and the other outcome variables. For
these analyses the commercially available Statistica soft-
ware package (StatSoft, Inc., 2003. STATISTICA data
analysis software system, version 6. www.statsoft.com)
was used.

Assessment of Safety and Tolerability

Blood parameters such as hematocrit, hemoglobin, eryth-
rocytes, creatinine, cholesterol, TGP and TGO were per-
formed by standard procedures in an specialized
laboratory. The number, type, and severity of adverse
events were registered.

Results

Sixty-four patients with clinical and molecular diagnosis of
SCA2 were enrolled at the Centre for the Research and
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Fig. 1 Flow diagram of
participants in the clinical trial

| Assessed for eligibility (N=64) |

Excluded (N=28)
| = Not meeting inclusion criteria: 22
= Declined to participate: 6

| Randomized (N=36) |

l

|
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* Received Zinc sulphate (N=18)
- Did not received Zinc sulphate (N=0)

Allocated to placebo (N=18)
« Received placebo (N=18)
- Did not received placebo (N=0)

l

)

Lost to follo-up (N=1)

Discontinued Zinc sulphate (N=1)

Lost to follo-up {(N=2)
Discontinued placebo (N=2)

l

!

Analyzed (N=17)

Excluded from analysis (N=1)

Analyzed (N=16)
Excluded from analysis (N=2)

Table 1 Baseline features of enrolled SCA2 patients

Variables Zinc sulphate Placebo
Mean =+ SD (range) Mean + SD (range)
Age 42.35 £ 4.81 (33-51) 39.38 £ 9.05 (18-58)

Age at onset 31.65 £ 6.04 (23-45) 28.38 + 6.56 (15-42)
10.71 £ 5.27 (3-18) 11.00 +£ 4.80 (2-19)
Expanded-alleles 38.94 £ 2.22 (34-44) 39.88 &+ 3.24 (32-47)

Non-expanded alleles 22.00 &+ 0.00 (22-22) 22.00 £ 0.00 (22-22)

Disease duration

Rehabilitation of Hereditary Ataxias, Holguin, Cuba.
Twenty-two of them were excluded from the study because
they do not meet the inclusion criteria and 6 individuals
declined to participate. Within the remaining 36 SCA2
patients, 18 were randomly assigned to receive Zinc Sul-
phate and 18 to receive placebo. During the study 1 subject
discontinued the zinc sulphate and 2 discontinued the
placebo. All were excluded from the final analyses (Fig. 1).

No significant difference was found between the 2
groups in age, age at onset, disease duration as well as the
size of expanded and unexpanded alleles (Table 1).

Zinc Levels

There was a highly increase of Zn level in serum in both
groups at 3 and 6 months versus the baseline (Fig. 2a),
nevertheless the main change of this oligoelement was
significantly higher in the Zn group than placebo (Zn
group: 12.81 £ 5.26; Placebo: 8.28 £ 5.46; t = 2,43;
p = 0.021). The mean increase of Zn concentration in the
treated group was 127.50% versus 87.71% in the placebo
group. After 3 and 6 months of treatment, all subjects
increased the seric Zn concentrations above the mean value
defined in the Cuban healthy controls (>9.80 umol/l) [4].
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In the CSF, we observed a significant increase of Zn levels
in the Zn group but not in the placebo group (Fig. 2b). As
the serum, the mean increase of zinc levels was higher in
the Zn group than placebo (Zn group: 0.08 £ 0.03; Pla-
cebo: 0.02 £ 0.02; p > 0.0001). All enrolled subjects
increased the CSF Zn levels. The proportion of patients
that reached the normal values of this parameter
(>0.12 mg/l) [4] was significantly higher in the Zn group
(5 patients; 29.4%) than placebo group (no patients)
(O = 33.9; p < 0.00001).

Ataxia Score

Both groups showed a significant reduction of SARA score
during the study without intergroup differences at baseline
and final evaluation (Fig. 3a). Comparison of mean change
in SARA total score and sub-scores revealed no differences
between two groups. However, a significantly higher
number of Zn-treated patients showed improvement in sub-
scores like gait, posture, and stance than the placebo-trea-
ted (Fig. 3b).

Oxidative Parameters

Table 2 showed the ANOVA results of the oxidative
parameters in serum during the study. The MDA concen-
tration showed a significant decrease in the zinc group,
compared with the placebo group. Nevertheless, the AOPP
levels and the CAT/SOD enzymatic activity ratio were not
significantly modified.

Correlation analyses between the changes of MDA and
zinc levels in the serum disclosed a significant correlation
between both parameters in the Zn group but no in the
placebo group (Fig. 4).
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Table 2 Results of repeated measures ANOVA for the oxidative stress parameters at baseline and 6 months of treatment

Variables Zinc Placebo
Baseline Treatment P Baseline Treatment P
Mean Mean Mean Mean
MDA (uM) 6.35 £ 2.77 4.39 £2.05 0.007 4.55 £ 3.40 396 £ 1.35 ns
AOPP(uUM) 103.5 £ 99.29 101.9 £ 103.2 ns 77.43 £ 7091 59.99 £ 59.5 ns
CAT/SOD 0.01 £ 0.03 0.48 £ 0.08 ns 0.02 £ 0.05 0.07 £ 0.13 ns

MDA malondialdehyde, AOPP Advanced oxidation protein products, CAT Catalase, SOD Superoxide dismutase
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Fig. 4 Correlation between the changes in seric Zn levels and malondialdehyde (MDA) levels during the study in the Zn treated group (a) and

placebo group (b)

Table 3 Results of repeated measures ANOVA for the saccadic parameters at baseline and 6 months of treatment

Saccadic variables Zinc Placebo
Baseline Treatment P Baseline Treatment )4
Mean Mean Mean Mean
MSV (segs) 191.52 + 112.42 198.87 £+ 152.83 ns 190.66 + 156.58 166.36 £+ 108.23 ns
Deviation (%) 86.34 + 19.09 88.46 + 22.26 ns 80.89 + 19.59 83.29 + 14.17 ns
Latency (ms) 301.63 £ 56.06 258.84 + 56.13 0.001 280.92 + 49.51 264.10 + 46.48 ns

MSV Maximal saccade velocity

Saccadic Eye Movements

The analysis of saccadic eye movements disclosed a sig-
nificant reduction (p = 0.038) in saccadic latency follow-
ing zinc sulphate supplementation compared to the baseline
study, whereas no differences were observed for this var-
iable in the placebo group. Maximal saccadic velocity and
saccadic deviation were unchanged in both experimental
groups after the protocol (Table 3).

Safety Assessments

During the clinical trial were reported 19 adverse events in
8 patients. All adverse events were classified as mild events
and only two of them were directly related with the treat-
ment. There were not significant changes in the blood
parameters of safety.

Discussion

The effect of Zn deficiency in the development and func-
tion of the cerebellum has been studied in animal models
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and human beings. Cerebella from rat pups with severe Zn
deficiency show decrease of granule cells, reduced arbor-
ization in Purkinje, basket and stellate cells and decrease of
synapses between parallel fibers and dendrites of the Pur-
kinje, basket and stellate cells [17, 18].

In this study we demonstrated that the daily supplement
of 50 mg Zn during 6 months increase the levels of this
metal in the CSF and the serum of SCA2 patients. For the
CSF, all supplemented subjects increased their baseline Zn
levels and nearly 30% of them reached the normal values
defined for the Cuban population (>0.12 mg/l) [4]. In
contrast, no patient of placebo group surpassed this
threshold value. Nevertheless, for the serum, all subjects
reached the normal Zn concentration for the Cuban popu-
lation (~9.80 umol/l) [4], regardless the Zn or placebo
treatment, which is consistent with the significant increase
of seric Zn in the placebo group. This result might be
explained by a diet-effect because all patients kept hospi-
talized in a specialized institution during the protocol,
where they received a balanced diet, with Zn rich foods and
with no zinc-chelating phytates or other compounds that
interfere the absorption of this metal. These findings indi-
cate that a zinc-enriched diet might produce a significant
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increase of circulating levels of Zn in blood, but not in the
nervous system. Thus, the Zn supplementation protocols
are mandatory to reduce the Zn deficiencies in CSF and
therefore to treat the neurological features related with
these deficiencies.

In both groups, the significant increase of Zn levels in
the serum occurred during the first 3 months of the study,
followed by a plateau, suggesting that SCA2 patients
spared the homeostatic mechanisms that regulate the levels
normal threshold, avoiding the toxic values. Also these
findings revealed that the zinc deficiency in SCA2 patients
is not caused by malabsorption but for environmental and/
or other disease related factors.

Analyses of SARA scale demonstrated the significant
reduction of total score in both groups which allow us not
discriminate between the effect of Zn supplement and the
neurorehabilitation on the cerebellar syndrome. Neverthe-
less the analysis of the proportion of patients that decreased
the SARA sub-scores revealed a significant effect of Zn
supplement on gait, posture, stance and dysdiadochocinesia
without discard the effect of the neurorchabilitation on
these cerebellar signs. These findings suggest that zinc, by
itself, has limited effects on the SCA2 cerebellar syndrome.
Nevertheless, based in the known role of Zn in the synaptic
plasticity [19] and neuroprotection [7], we consider that
this oligoelement have a positive role as enhancer of the
neurorehabilitation effects on the cerebellum function.

Several findings indicate that Zn>" display an important
role in the antioxidant defenses of the cells since the
deficiency of this metal is associated to oxidative damages
to many cell components. For example, Zn deficiency
caused increased susceptibility to oxidative stress in the
testes of developing rats [20]. Similarly, in human neuro-
blastoma IMR-32, Zn deficient cells are more susceptible
to iron-toxicity [21] and showed decreased cell viability
and high levels of apoptotic cell death [22].

In this study, we found that 50 mg Zn supplementation
significantly reduced lipid peroxidation in SCA?2 patients
after 6 months of treatment. In the Zn group, the patients
with highest increments of zinc levels had less lipid per-
oxidation at the end of the study, which supports the pro-
tective effect of Zn supplementation against the lipid
peroxidation. Like in SCA2 patients, the lipid peroxidation
can be prevented by Zn administration in elderly subjects
[23] and patients with Wilson Disease [24] and Type 2
Diabetes [25].

SCA2 patients show a severe saccadic pathology,
characterized by saccadic slowing [26, 27], saccadic dys-
metria [28] and prolongation of the saccadic latency [29].
In the present study, we observed a significant decrease of
mean saccadic latency in the zinc group but the remaining
alterations were unchanged. The prolongation of saccadic
latency is closely related with the cognitive dysfunctions in

normal subjects [30] and SCA2 patients [29]. Therefore,
we could to explain the reduction of this saccadic abnor-
mality by the improvement of cognitive functions such as
attention, concentration and frontal-executive functions. In
fact there are several evidences about the effects of zinc
deficiency on these cognitive functions [31]. In 1996,
Golub et al. [32] reported attentional impairment at levels
that did not cause growth retardation in moderately zinc-
deprived monkeys. Also many children with Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder have reduced zinc levels
compared to normal controls [33]. The non-significant
changes in maximal saccadic velocity and saccadic devi-
ation values in zinc group are in accordance with the nature
and extension of these saccadic abnormalities in SCA2
patients. Saccadic velocity is strongly controlled by the
CAG repeat size instead of environmental factors and it
begin several years before the disease [26, 27] by that the
degree of neurodegeneration in the saccadic pontine region
in usually notable and therefore it is very difficult to change
by mean this conventional pharmacological supplement in
only 6 months.

In conclusion, the oral supplementation of 50 mg zinc
sulphate during 6 months significantly increases the con-
centration of this metal both in serum and CSF of SCA2
patients, demonstrating that the Zn deficiency in these
patients is not caused by absorption impairments but for
environmental and/or other disease related factors. The
increase of zinc levels was associated with mild improve-
ment of cerebellar syndrome, the decrease of lipid peroxi-
dation and the reduction of saccadic latency, indicating the
efficacy of the zinc supplementation for the symptomatic
treatment of SCA2 together the neurorehabilitation therapy.
These results may encourage further studies on the clinical
effect of zinc supplementation in SCA2 based in the con-
duction of future clinical trials that evaluated the effect on
other disease features and higher number of subjects.
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L. Departamento de Investiga- zada la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion de la region
cion en Ataxias Hereditarias

Dr. C. Luis Veldzquez con el segmento (CAG)n del gen SCA2.

ataxia@cristal.hlg sld.cu Los resultados del estadigrafo t de Student del andlisis de varianza, en muestras parea-

Holguin, Cuba. das, realizado a pacientes con SCAZ2 antes y después de la rehabilitacion fisico-motora,
mostraron diferencias estadisticamente significativas para la variable integral de la
maniobra de movimientos sacddicos y disdiadococinesia.
Se observo un incremento significativo en el porcentaje de los sujetos con valores de la
integral menores o igual a 10.05 y una disminucion de éstos para valores superiores a
47.54 después de la terapia de rehabilitacion.
La mejoria experimentada desde el punto de vista clinico por los pacientes rehabilita-
dos pudo relacionarse con la funcién del cerebelo en el aprendizaje motor, como ha
sido demostrado en trabajos anteriores. Esto puede estar relacionado con fenémenos
de neuroplasticidad a nivel del cerebelo.

PALABRAS CLAVE: Ataxia espinocerebelosa tipo 2, incoordinacién disdiadococine-
sia, movimientos sacadicos, trastornos cardiacos, rehabilitacion neurolégica.

ABSTRACT

The Hereditary Ataxias represents a problem of health in Cuba, specifically in the
province of Holguin where it concentrates more of 80% of the patients and relatives in
risk. The 73% of the patients and 76% of the relatives are in risk that lives in Cuba.
Belong to the spinocerebellous Ataxia Type 2 (SCAZ, of the English Spinocerebellar
Ataxia Type 2) SCA2 this Ataxia characterizes by a cerebellous syndrome with pre-
dominance of the upheavals of the coordination, the saccadic movements of the eyes,
instability of walking, speech and ocular movements disorders, as well as an early
peripheral neuropathy. The programs of rehabilitation focused to the motor, and the
neuro-cognitive procedures. This study includes 96 patients. The DNA he was isolated
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of with the «DNA Isolation kit» (Puregene - Gentra Systems) from leukocytes of pe-
ripheral blood. The reaction chain of polymerase (PCR), the amplification of the region
with segment (CAG) was made in gene SCA2. The statistical results were Student’s t,
analysis of the variance, in twin samples made to patients with SCA2 before and after
the physical-motor rehabilitation, showed to statistically significant differences for the
Integral variable of the maneuver of saccadic movements and dysdiadococinetic. The
percentage of the subjects with smaller values is significant in relation to evaluation
before and after. The results were observed or equal increase 10.05 and one diminu-
tion of these for values superior to 47.54 after the rehabilitation therapy. The improve-
ment experienced from the clinical point of view by the rehabilitated patients could be
related to the function of the cerebellum in the motor learning, since it has been
demonstrated in previous works. This can be associated with phenomena of neuro-
plasticity at cerebellum level.

KEY WORDS: Spinocerebellar ataxia type 2, incordination, dysdiadococinetic, sac-

2008;7 (1): 13-18

INTRODUCCION

Las ataxias hereditarias representan un problema de salud
en Cuba, especificamente en la provincia de Holguin donde
se concentra mas del 80% de los enfermos y familiares en
riesgo. Existen casi |10 mil personas pertenecientes a 168
familias con algln tipo de ataxia, de los cuales 757 estan
enfermas. Como promedio, anualmente enferman 35 perso-
nas, fallecen 20 enfermos y nacen 22 nifios portadores de la
mutacién. En la provincia de Holguin se estima una pobla-
cion de unos 5,533 individuos enfermos o en riesgo de
enfermar, los que representan el 0.53% de la poblacién to-
tal. En esta region, por cada 200 habitantes existe un sujeto
enfermo o con riesgo de enfermar de ataxias hereditarias.('?

El 73% de los enfermos y el 76% de los descendientes en
riesgo que viven en Cuba pertenecen a la ataxia espinoce-
rebelosa tipo 2 (SCAZ2, del inglés Spinocerebellar Ataxia Type
2), una de las 28 formas moleculares de ataxias autosomi-
cas dominantes que actualmente se conocen. Este subtipo
de SCA se produce por una expansion del trinucleétido
CAG en el primer exén del gen SCA?2, localizado en el bra-
zo largo del cromosoma 12. Como consecuencia de esta
mutacién se produce una proteina poliglutaminica que ad-
quiere propiedades toxicas.®

La SCAZ2 se caracteriza por un sindrome cerebeloso con
predominio de los trastornos de la coordinacion, la marcha,
el habla y los movimientos oculares sacadicos, asi como
una neuropatia periférica temprana.®* En el aho 2001, San-
chez et al. identificaron un sindrome disautonémico en pa-
cientes con SCA2, caracterizado por un estado de hipe-
rreactividad simpatica y alteraciones parasimpaticas.® En
enfermos cubanos con SCA2 se ha demostrado la presen-
cia de marcadores de estrés oxidativo, lo que sugiere una
disfuncién en uno o varios mecanismos endégenos de pro-
teccion antioxidante.®

Recientemente, en el ano 2004, Velazquez et al. identifi-
caron a la velocidad sacadica como la variable endofenoti-
pica que mejor caracteriza a esta enfermedad, cuya dismi-

cadic movement, cardiac disorders, neurologic rehabilitation.

nucion esta significativamente controlada por el tamano de
la expansion de CAG.?

La neurorrehabilitacion es la Unica estrategia terapéutica
que en la actualidad se brinda a los sujetos enfermos de
SCA2. Esta tiene el objetivo de recuperar en parte las capaci-
dades fisicas, coordinativas y psicolégicas que son deteriora-
das por la neurodegeneracion asociada a esta enfermedad.

En el Centro de Ataxia de Holguin se aplica un Progra-
ma de Neurorrehabilitacion Integral para las Ataxias Here-
ditarias, con el cual se han beneficiado mas de 600 enfer-
mos, en su mayoria portadores de la SCA2.6? Este programa
se ha generalizado en la provincia de Holguin a los niveles
comunitario y domiciliario. Actualmente se trabaja en su
aplicacion a sujetos presintomaticos portadores de la muta-
cion, con el objetivo de retardar la edad de inicio y el curso
evolutivo de la enfermedad.

Aunque actualmente se le concede una mayor impor-
tancia a la terapia rehabilitadora en el tratamiento de afec-
ciones neuroldgicas, basados en las evidencias de la neuro-
plasticidad,!®') no se cuenta con un sistema de evaluacion
objetivo del Programa de Neurorrehabilitacion que se apli-
ca en el Centro de Ataxia. Por tal razon, en este trabajo
presentamos los resultados de un sistema de evaluacion
que permite comprobar cuantitativamente la restauracion
neurolégica como efecto de la neurorrehabilitacion de los
pacientes con SCA2 tratados en nuestro centro.

MATERIALESY METODOS

Se realizé un estudio de tipo transversal en 96 pacientes con
diagnostico clinico y molecular de SCA2 ingresados, previo
consentimiento informado, en el Centro de Ataxia de Hol-
guin, Cuba. Los sujetos se seleccionaron aleatoriamente, 34
del sexo femenino y 62 del masculino, con edades compren-
didas entre 16 y 68 afnos (media de 39.3 anos) y tiempo de
evolucion entre | y 21 anos (promedio de 12.4 anos).

Los pacientes fueron sometidos a una evaluacion inicial
previo inicio del ciclo de rehabilitacion, el que se extendio
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durante 8 semanas. Se realizaron sesiones diarias de 6 ho-
ras con ejercicios fisicos, del habla, defectologicos y para la
rehabilitacion cognitiva. Se tuvieron en cuenta las potencia-
lidades fisicas individuales de cada paciente con el objetivo
de dosificar correctamente la carga fisica y su duracion. Al
término de las 8 semanas se realizd la reevaluacion final
para cuantificar los efectos del programa de rehabilitacion.

ESTUDIOS REALIZADOS
Cuantificacion de la expansion poliglutaminica

EIADN fue aislado con el «kDNA Isolation kit» (Puregene —
Gentra Systems) a partir de leucocitos de sangre periférica.
Fue realizada la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para la amplificacion de la region con el segmento (CAG)n
del gen SCA2 usando los siguientes cebadores previamente
publicados: DAN| (5’-cgtgcgagccggtgtatggg-3’, con fluores-
cencia Cy5) y UH 10 (5’-ggcgacgctagaaggecget-3’). Las reac-
ciones de PCR fueron realizadas en un Termociclo-9600 de
la firma Perkin EImer de acuerdo con el siguiente protoco-
lo: | ciclo a 95 UC por 4 minutos, 35 ciclos a 94 UC por |
minuto, 65 UC por | minuto y 72 UC por un minuto, y un
altimo ciclo a 72 UC por 10 minutos, usando el kit «Ready
to Go» (Amersham Pharmacia Biotech). Los tamanos de los
productos de PCR fueron determinados por electroforesis
en gel de poliacrilamida polimerizable por luz UV en un
secuenciador automatico ALFexpress Il (Amersham Phar-
macia Biotech) utilizando el SIZER de 50-500 pb como pa-
trén externo de peso molecular, y los SIZER de 100 y 300
pares de bases como patrones internos de peso molecular.
Para el control de la corrida electroforética y coleccion de
datos se utilizé el software ALFwind Sequence Analyser 2.00,
y para el analisis de datos y la estimacion del tamano de los
alelos se utilizo el software AlleleLinksd 1.00 (Amersham
Pharmacia Biotech).

Escala clinica de Tinetti

Este instrumento, validado internacionalmente, se utilizd
para evaluar los principales trastornos de la marcha y el
equilibrio. Su puntuacién total es de 28 puntos, 16 para
el equilibrio y 12 para la marcha. A menor puntuacion,
mayor sera el grado de afectacién de dichas funciones.
La misma se aplicé al inicio y final del tratamiento de
rehabilitacion.!?

ESTUDIO DE NEUROLOGIA CUANTITATIVA
Diadococinecia

Se evalué la ejecucion de movimientos rapidos, ritmicos y
alternantes de supinacion-pronacion y viceversa de am-
bas manos, pidiéndose al investigado que se golpeara el
muslo con las manos, alternando al golpear con la palmay
el dorso.

Para realizar este examen se utilizé un programa com-
putarizado y un par de guantes disenados para el efecto,
adaptables al tamano de la mano del sujeto y con interrup-
tores a nivel del dorso y de la palma de ambas manos. Los
interruptores funcionaron como sensores capaces de de-
tectar el contacto entre el dorso o la palma de la mano y la
superficie que se golped. Para hacer este ejercicio a ritmo
mas o menos constante el sujeto se orientd por la senal
sonora que proporcionaba la computadora a una frecuen-
cia de | Hz. La prueba se realizé con los ojos abiertos.

Se midio el valor maximo y la desviacion estandar (va-
riabilidad) del tiempo que media entre un golpe y otro
para cada mano, asi como la Integral, que no es mas que la
suma de la diferencia al cuadrado de cada golpe respecto
al promedio. Teniendo esto en cuenta, si el ejercicio es
regular, con una periodicidad constante, la Integral tende-
ra a ser 0; si existen grandes diferencias, este resultado
crecera enormemente.

Estudio movimientos oculares sacadicos

El registro se realizé con electrodos de plata clorurados
(electrodo activo en el canto externo derecho, referencia
en el canto externo izquierdo) en un electronistagmaografo
(Otoscreen AC electronystagmograph) de 2 canales (Jae-
ger-Toennies, D-97204 Hochberg, Germany) con un filtraje
de 0.02-70 Hz, sensibilidad de 200 pV/division, tiempo de
analisis de 1,000 ms/division, frecuencia de muestreo de
200 Hz. Se obtuvieron 10 sacadas horizontales derechas e
izquierdas. Se registraron sacadas a diferentes amplitudes
(100, 200, 300 y 600). Para el control de los artefactos se
utilizé una calibracion a 30 grados antes y después de cada
registro.

El andlisis de las sacadas se realizd mediante la obten-
cion de la velocidad sacadica maxima de cada paciente, asi
como el promedio.

Determinacion de la variabilidad de ritmo
cardiaco

Se midi6 la presién arterial latido por latido y la variabilidad
de la frecuencia cardiaca y los intervalos R-R durante la
respiracion espontanea y durante frecuencias respiratorias
definidas y durante una maniobra Valsalva estandardizada,
con el electrocardiégrafo PASEK. Se determinaron los para-
metros dominantes de tiempo Yy frecuencia.

Determinacion de la actividad de la glutatién
s-transferasa (GST)

Se extrajeron 10 ml de sangre venosa periférica en horas
de la manana, antes de ingerir alimentos. De cada muestra
de sangre se extrajo el suero, en el que se determind la
actividad de la glutation-s-transferasa seglin el método des-
crito por Habig.(¥ El estudio se realizd en el Laboratorio de
Estrés Oxidativo del CIRAH.
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Analisis estadistico

Todas las variables analizadas fueron incluidas en una base
de datos en el Sistema Estadistico «Statistica for Windows»
(Release 6.1, 2003). Se realizo analisis de varianza univaria-
do (ANOVA) con Test de Separacion de medias de New-
man Keulls para las diferentes variables que evaluaron la
restauraciéon neurologica y se realizé una distribucién de
frecuencias simples de algunas de estas variables. También
se realizd un andlisis de correlacién de Spearman entre las
variables utilizadas para la evaluacidn de la restauracion
neurologica con las variables generales y moleculares. Se
utilizd un nivel de significacién a = 95% (p < = 0.05).

RESULTADOS
Escala clinica de Tinetti

La comparacion de medias de las variables de la escala de
Tinetti, antes y después de la rehabilitacion, demostré un
incremento significativo del valor total de la misma (p =
0.000) posterior a la rehabilitacion (Figural).

Evaluacion de neurologia cuantitativa
(Diadococinecia)

Los resultados del estadigrafo t de Student del analisis de
varianza, en muestras pareadas, realizado a pacientes con
SCA2 antes y después de la rehabilitacion fisico-motora,
mostraron diferencias estadisticamente significativas para la
variable integral de la maniobra diadococinesia (Cuadro I).

Se observé un incremento significativo en el porcentaje
de los sujetos con valores de la integral menores o igual a
10.05 y una disminucion de éstos para valores superiores a
47.54 después de la terapia de rehabilitacion.

Movimientos oculares sacadicos

El analisis de varianza de las latencias de los movimientos
oculares sacadicos, antes y después de la rehabilitacion,
mostré cambios significativos en las latencias sacadicas. (P
=0.001) (Figura 2). No se observé mejoria en la velocidad
ni en la desviacion sacadica.

Variabilidad del ritmo cardiaco

Aunque se observé una ligera tendencia a la mejoria de este
parametro después del ciclo de rehabilitacién, no se encon-
tro significacion estadistica en la comparacion de medias.

5. Variable bioquimica

La comparacion de medias de la actividad de la GST en el
suero evidencié un incremento significativo (p = 0.010) de
la misma posterior a la rehabilitacién (media de 0.000132
antes de rehabilitar y 0.000164 después) (Figura 3).

26
p=0,001

25 f 1
24 ]
23t 23,02 ]
0t :
21t 1

20,46
20 ]

Score total (escala de Tinetti)

19 1

18 . .
Antes de la Después de la
rehabilitacion rehabilitacion

Figura 1. Comparacion de medias del score total de la Escala de
Tinetti en los enfermos antes y después de rehabilitarse.

Cuadro I. Resultados del andlisis de varianza de
la integral de neurologia cuantitativa realizado
en pacientes con SCA2 antes y después de la

rehabilitaciéon fisico-motora

Integral
Antes de la
rehabilitacion

Después de la
rehabilitacion

76.09
13.33

Media

Error estandar
t de Students 2.337
) 0.023

131.58
23.29

270
p=0,001

260 | .
250 | :

240 :

230 1

220 1

Latencia sacadica a 30° (ms)

210 1

200 E

190 E

180 : : : :
Después

Antes

Figura 2. Disminucion de la latencia sacadica en pacientes con
SCA2 sometidos a un ciclo de re-rehabilitacion.
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Figura 3. Incremento de la actividad enzimdtica de la GST en el
suero de pacientes con SCA2 sometidos a un ciclo de rehabilitacion.

DISCUSION

En la medida que aumentan el tiempo de evolucion, la des-
coordinacién motora, los trastornos de la marcha y la esta-
bilidad postural aumenta el grado de incapacidad de los
enfermos. También en la medida que la enfermedad inicia
mas temprano o que el tiempo de evolucién y el nimero de
CAG son mayores se produce un incremento de los trastor-
nos de la marcha y el equilibrio. La escala de Tinetti!? se
usa para la evaluacion de los trastornos motores de pacien-
tes con trastornos del movimiento y el efecto de la rehabi-
litacién en estas patologias; no obstante, en la bibliografia
revisada no se encontraron reportes de haberse utilizado
en la SCA2. De igual manera, esta escala permitié evaluar
objetivamente el beneficio que la rehabilitacién ejercié so-
bre los sistemas neuromusculares que regulan la marcha, la
coordinacion y el equilibrio en los enfermos de SCA2.

La mejoria experimentada desde el punto de vista clini-
co por los pacientes rehabilitados pudo relacionarse con la
funcion del cerebelo en el aprendizaje motor, como ha sido
demostrado en trabajos anteriores.('*'® Esto puede estar
relacionado con fenémenos de neuroplasticidad a nivel del
cerebelo.

La identificacién de variables electrofisiologicas como
marcadores endofenotipicos preclinicos de la expresién cli-
nica de la SCA2 constituye una investigacién de gran im-
portancia, debido a su aplicacién en el asesoramiento gené-
tico de los familiares que optan por el diagndstico
presintomatico; es la bisqueda de una variable respuesta
sensible que permita evaluar la efectividad de la terapiay la
seleccion de los enfermos o presintomaticos con factores
moleculares.

El incremento de la latencia traduce un retardo en la
iniciacion del movimiento. Esta anormalidad se produce
debido a la lesion de las estructuras que intervienen en la
generacién de las sacadas; por ejemplo, se han detectado
alteraciones de la latencia en lesiones frontales unilaterales
de la corteza parietal posterior con aumento de las laten-
cias de los sacadicos visualmente guiados, que son mas pro-
nunciadas en las lesiones del hemisferio derecho. Sin em-

bargo, las lesiones parietales también disminuyen la preci-
sién de los sacadicos memorizados.('”?)

La disminucion de la latencia sacadica en pacientes con
SCAZ2 rehabilitados puede relacionarse con la modulacién
de las funciones corticales, fundamentalmente las frontoeje-
cutivas, relacionadas con la atencién, la concentracién y la
memoria.!'”?

La pérdida de la variabilidad del ritmo cardiaco en los
pacientes con SCA2 es muy marcada;®® la magnitud de esta
afectacion puede ser la causa por la que no observamos mejoria
significativa en el mismo después de la rehabilitacion.

Las enfermedades neurodegenerativas se asocian con el
estrés oxidativo y la neurotoxicidad.?**® Dentro de las
enfermedades genéticas, especificamente en las ataxias, re-
sultados recientes indican que la expansion de determina-
dos genes puede alterar los sistemas antioxidantes y des-
toxificantes.?” En el afio 2002, Delgado et al.®) reportaron
una disminucion significativa de los niveles de GSH y un
incremento de los niveles de MDA, un producto de la pe-
roxidacién lipidica, en el suero de un grupo de sujetos en-
fermos de SCA2 cubana comparada con un grupo control.
Por otra parte, encontraron disminucion significativa de la
actividad especifica de la GST en el suero y LCR de los
pacientes con SCAZ2. Estos resultados indicaron una dismi-
nucién de la capacidad de defensa ante el desbalance toxi-
co y oxidativo en estos enfermos.

Se conoce que el ejercicio intenso y agudo desencadena
la produccién excesiva de radicales libres, lo cual conduce
al establecimiento del estado de stress oxidativo.®) Esta
situacion no se presenta ante ejercicios moderados correc-
tamente dosificados y sistematicos, como los que se aplican
en el programa integral de rehabilitacién de la SCA2.

En los pacientes rehabilitados se incrementa la actividad
enzimatica de la GST, por lo que es probable que la dosifi-
cacion adecuada de la carga fisica esté potenciando la res-
puesta antioxidante enzimatica.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la rehabilitacion neurolo-
gica mejora significativamente los principales signos clini-
cos de la SCA?2, asi como los mecanismos endogenos de la
neuroproteccion. El sistema de evaluacion de la rehabilita-
cion evidencia que las funciones que responden favorable-
mente al tratamiento son la marcha, el equilibrio, la coordi-
nacién, la estabilidad postural y las funciones
frontoejecutivas.
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Abstract Periodic leg movements (PLMs) are a common
sleep disorder in spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) being
associated to higher disease severity and altered sleep pat-
terns. To assess the efficacy and safety of lisuride for the
treatment of PLMs in SCA2 patients, an open-label clinical
trial was conducted in 12 SCA2 patients suffering from
PLMs associated to other subjective sleep complaints. All
subjects received 0.1 mg of oral lisuride daily for 4 weeks.
Primary outcome measure was the change of PLMs index.
Changes in the subjective sleep quality, other polysomno-
graphical sleep parameters, Scale for the Assessment and
Rating of Ataxia score, and saccadic velocity were assessed
as secondary outcome parameters. Safety assessments in-
cluded hemoglobin, hematocrit, cholesterol, creatinine, and
TGP. A significant decrease in both the PLMs index and R
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stage latency were observed during the treatment, associated
to subjective improvement of frequent awakenings, early
insomnia, restless leg syndrome, and nocturnal limb pares-
thesias in most cases. Ataxia score and saccadic pathology
were unchanged. No significantly adverse events were ob-
served. Our study suggests the efficacy of dopamine agonist
therapy in the treatment of PLMs in SCA2, improving
various subjective sleep complaints. These findings serve
to promote the adequate management of sleep-related dis-
orders in SCA2, which could improve the life quality of the
patients.

Keywords Spinocerebellar ataxia 2 - SCA2 - Periodic leg
movements - Lisuride - Clinical trial - Dopamine agonist

Introduction

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) is an autosomal dom-
inant neurodegenerative disorder caused by a polyglutamine
repeat expansion within the ataxin 2 protein [1-3]. The
disease is characterized by a progressive cerebellar syn-
drome associated to a marked saccadic slowing, peripheral
neuropathy, cognitive dysfunctions, sleep disorders, and
other features [4]. In Cuba, about 600 people have SCA2,
with remarkable figure in Holguin Province which exhibits
prevalence about 40 cases in every 100,000 persons as result
of a foundational effect [5].

At present, there are no known effective treatments to
modify SCA2 progression although a limited number of
drugs can offer mild symptomatic relief [4]. Therefore,
efforts to identify new therapeutical targets and disease
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biomarkers must be prioritized. In that sense, video-
polysomnography (VPSG) has become a sensite tool for
the identification of SCA2 biomarkers [6, 7].

VPSG studies revealed a high prevalence of periodic legs
movements (PLMs) in SCA2 patients [7, 8], which is closely
related to disease severity but not to CAG repeat numbers [7]
and is in line with previous clinical studies that reported a high
frequency of restless leg syndrome (RLS) in some SCA sub-
types [9]. PLMs in SCA2 seem to be caused by dysfunctions
in brain dopaminergic systems, which have been previously
demonstrated by neuroimaging studies [10, 11].

Although the clinical significance of PLMs is not well
documented, many clinical trials have been conducted with
symptomatical efficacy in the majority of the cases [12, 13].
It is proposed that patients exhibiting higher PLMs indexes,
together with other symptoms of sleep disturbance, such as
insomnia, frequent awakenings, and excessive daytime
sleepiness, may be treated [12]. L-dopa and dopamine ago-
nists are considered as first-line treatment for this sleep
disturbance [13, 14].

PLMs are a common sleep disorder in SCA2, being asso-
ciated to higher disease severity and altered sleep patterns; in
addition to the notable frequency of other sleep complaints
that could be associated to PLMs, such as RLS, insomnia,
frequent awakenings, and painful muscle cramps [7], we
thought that it could be valuable the use dopamine therapy
to treat the PLMs in SCA2 patients and to assess the plausible
effects of this therapeutical option on disease severity, sleep
architecture, and subjective sleep quality. Therefore, we carry
out an open-label trial with lisuride, an investigational ergot-
derived dopamine agonist [13, 15], to assess the potential
therapeutic effect and safety of a dopamine agonist therapy
in Cuban SCA2 patients with PLMs for 4 weeks.

Methods

Study Design

Standard Protocol, Approvals, and Patient Consents

This study was an open-label clinical trial with oral lisuride at a
dose of 0.1 mg daily 1 h before bedtime, for 4 weeks. It was
conducted at the Centre for Research and Rehabilitation of
Hereditary Ataxias, Holguin, Cuba. The study was developed
according to Good Clinical Practice guidelines and the Declara-
tion of Helsinki. The protocol was approved by the local ethics
committee and each patient provided written informed consent.

Subjects

Patients were chosen from a large cohort of SCA2 patients
previously studied by VPSG and sleep interviews in the

@ Springer

sleep laboratory of the Centre for Research and Rehabilita-
tion of Hereditary Ataxias. The inclusion criteria for this
study were (a) PLMs indexes above five events per hour and
(b) presence of any other accompanying sleep complaints
reported by patients and/or its bed partners, such as early
insomnia, frequent awakenings, nocturnal limb paresthesias,
RLS, cramps, complex or aggressive behavior during sleep,
snoring, bruxism, nightmares, or others. Subjects suffering
from systemic diseases, severe psychiatric disorders, chron-
ic alcohol abuse, recent anesthesia, pregnancy, or any other
medical conditions that would affect the assessment of
PLMs were excluded from the study.

Therefore, 12 molecularly confirmed SCA2 patients (nine
males and three females) were recruited for the study. The mean
age of enrolled patients was 38.17 years (SD, 8.70; range, 25—
50); age at disease onset varied between 15 and 46 years with a
mean of 28.92 years (SD, 9.63), whereas disease duration
ranged from 4 to 17 years with a mean of 9.25 (SD, 4.49).
The mean number of CAG repeats in the SCA2-mutated allele
was 39.83 units (SD, 2.52; range, 36-43). All subjects under-
went the efficacy and safety exams at baseline and immediately
after the end of the treatment (4 weeks after baseline).

Outcome and Safety Measures

VPSG Measures Efficacy of treatment was assessed by the
changes in the PLMs index as a primary outcome variable
together with other VPSG parameters as secondary outcome
variables. For that, all enrolled subjects underwent VPSG
recordings for two consecutive nights. Polysomnography
was performed with a digital polygraph (Brain Lab,
Schwarzer, Germany) using a standard montage, which
included electroencephalographical recording by F3, F4,
C3, C4, O1, 02, electrodes, vertical and horizontal electro-
oculography, and electrocardiography and electromyogra-
phy of mental and both tibialis anterior muscles.
Respiration monitoring included nasal airflow, tracheal mi-
crophone, thoracic and abdominal respiratory effort, and
oxygen saturation. To avoid first night effects, only results
of the second night were analyzed. All sleep recordings
were visually analyzed according to current criteria [16].
PLMs index was calculated as the number of leg movements
(LM) included in PLMs sequences per hour of sleep. A
PLMs sequence is considered as a series of PLMs with at
least four individual LM separated from the following and
the previous LM by an interval ranging from 5 to 90 s.

Sleep Quality Measures All subjects were interviewed at
baseline and after treatment by an extensive sleep question-
naire, with regard to their sleep customs, subjective sleep
quality, dream recall and content (nightmares), complex or
aggressive behavior during sleep, sensory and motor com-
plaints during sleep, sleep-related self-injuries or injuries to
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their bed partners, vocalizations, somniloquy, bruxism,
snoring, and RLS.

Neurological Examination All subjects were assessed clin-
ically with a standard neurological exam following the
Mayo Clinic procedures [17], whereas the severity of ataxia
was measured by the Scale for the Assessment and Rating of
Ataxia (SARA) [18]

Saccadic Movements Assessment Saccadic eye movements
for 60° predictable jumps were measured by electronystag-
mography in a two-channel Otoscreen AC electronystagmo-
graph (Jaeger-Toennies, 97204, Hochberg, Germany),
following the protocol standardized in the Centre for Re-
search and Rehabilitation of Hereditary Ataxias. Saccadic
velocity, latency, and deviation were analyzed [19].

Safety Assessment Safety assessments were performed at
baseline and at the end of the treatment in a specialized
laboratory including hemoglobin, hematocrit, cholesterol,
creatinine, and TGP.

Molecular Analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leuco-
cytes using a standard protocol. The SCA2 CAG repeat was
assessed by PCR amplification with the previously pub-
lished UH10 and UH13 oligonucleotide primers [2]. Ali-
quots of the PCR products were then precisely sized by
fragment analysis on an ALF Express II apparatus (Amer-
sham Biosciences, Sweden) in comparison to internal and

Table 1 Sleep symptoms in enrolled patients

externals size markers using Allele Links 1.0 software
(Amersham Biosciences, Sweden).

Statistical Analyses

Data were expressed as mean (SD) for continuous variables
and as proportions for categorical variables. Mean compar-
ison between baseline and the end of the treatment was
performed by ¢ test for dependent samples. P values<0.05
were considered significant. All the analyses were per-
formed using the commercially available Statistica software
package (StatSoft, Inc., 2006; STATISTICA data analysis
software system, version 6; www.statsoft.com).

Results

Table 1 shows the findings of sleep quality assessments
obtained throughout a large sleep questionnaire. At baseline,
5 out 12 enrolled subjects (41.67 %) complained of early
insomnia, whereas 11 (91.67 %) suffered from frequent
awakenings and muscle cramps during the night, respective-
ly. RLS was diagnosed in three patients (25 %), associated
to early insomnia in all of them. Nocturnal limb paresthesias
were noticed by five patients (41.67 %). Events character-
istic of rapid eye movement behavior disorder (RBD) were
reported by one patient (8.33 %). The bed partners reported
snoring in eight cases (66.67 %).

At the end of treatment, subjective sleep quality im-
proved in ten subjects (83.33 %). Nine of 11 patients
(81.81 %) suffering from frequent awakenings noticed the
improvement of this sleep complaint, whereas four out of

Code patients Sex/age AAO DD CAG SARA Early insomnia Awakenings Cramps RLS Paresthesias RBD Snoring
LISU-01 M/50 46 4 40 6 - v (D v (N) - v (D - v (NI)
LISU-02 M/30 23 7 43 18 - v (D v (N) - - - -
LISU-03 M/28 20 8 42 28 v (NI) v (NI) VN) v@ND) - - v (NI)
LISU-04 F/32 24 8 43 23 - v (D v (NI) - v - v (NI)
LISU-05 M/44 32 1239 14 — v (D - - - - -
LISU-06 M/50 45 5 36 15 v v v (NI) - - - v (NI)
LISU-07 M/48 31 17 37 10 v v vIN) v v (D) - v (NI)
LISU-08 M/40 23 17 39 13 - - v N) - v (NI) - v (NI)
LISU-09 F/41 37 4 36 6 - v (D) v (N) - v (NI - v (NI)
LISU-10 M/25 15 10 42 15 - v (D v (NI) - - - -
LISU-11 F/37 25 12 40 16 v (D v (D VN) v(O - - -
LISU-12 M/33 26 7 41 19 v (D) v (NI) v (N) - - v (NI) v (NI

v presence of sleep complaints, N7 not improved after treatment, 7 improved after treatment, 440 age at onset, DD disease duration, C4AG number
of CAG triplet repetitions in the ATXN2 gene, SARA score for the Scale for the Assessment and Rating of Ataxia, RLS restless legs syndrome, RBD

events of REM behavior disorders
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Fig. 1 Effects of 0.1 mg lisuride treatment for 4 weeks on PLMs in
SCA2 patients. T test for dependent samples for PLMs index (a) and
number of PLMs sequences (b). Note the significant decrease of PLMs

five patients (80 %) perceived an improvement of the early
insomnia. Two out of three patients (66.67 %) suffering
from RLS noticed a partial relief of this picture, while
nocturnal paresthesias were subjectively reduced in three
out of five individuals (60.0 %). Cramps, snoring, and
RBD events were not modified.

Analysis of PLM parameters reveals a significant de-
crease in PLMs index after treatment (p=0.018; Fig. la)
and a tendency to decrease of the number of PLMs sequen-
ces (p=0.156; Fig. 1b). Eleven out of 12 patients (91.67 %)
showed drops of the PLMs index. The mean drop of PLMs
index was 26.34 (SD, 21.58), ranging from 1.57 to 62.98.
Only a subject increased the PLMs index after the treatment,
which had the shortest CAG expansion and disease duration
among all patients as well as the lowest SARA score.

Table 2 shows the analysis of VPSG secondary outcome
parameters. R stage latency was significantly reduced after

Table 2 Polysomnographical measures of efficacy of lisuride treat-
ment for PLMs in SCA2

Variables Baseline After 4 weeks p
Mean + SD Mean + SD

Sleep efficiency (%) 86.26+£15.04 86.74+15.73 0.811
Sleep latency (min) 17.07+8.02 19.32+17.54 0.668
W stage (%) 12.19411.25 12.06+11.35 0.933
N1 stage (%) 9.10+4.53 10.72+6.18 0.291
N2 stage (%) 48.66+12.67 48.01+12.50 0.784
N3 stage (%) 17.14+6.53 17.15+9.07 0.995
R stage (%) 14.19+7.33 14.56+6.71 0.849
R stage latency (min) 161.83+87.66  120.03+£66.96  0.020
Arousal index (events’h)  34.53+19.60 33.66+15.66 0.741
OSAHs index (events’/h)  4.46+3.54 4.66+3.54 0.894
PLMs index (events/h) 50.47+27.05 29.01+22.05 0.018
PLMs sequences (n) 24.42+11.00 18.33+£12.29 0.156

OSAHs obstructive sleep apnea—hypopnea index, PLMs periodic leg
movements
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index (p=0.018) and the marginal decrease of the number of PLMs
sequences (p=0.156) after 4 weeks of treatment

treatment in comparison with baseline, but remaining sleep
scoring variables showed no significant changes. Ten
patients (83.33 %) exhibited a shortening of R stage latency
at the end of the study.

T test analysis for the SARA score revealed no significant
changes (p>0.05) between the baseline (mean, 15.25; SD,
6.40) and the final evaluation (mean, 15.38; SD, 6.32). No
enrolled patients exhibited drops in this ataxia scale. Addi-
tionally, no saccadic parameter was significantly modified at
the end of the study (Table 3).

Lisuride was well tolerated for 4 weeks. No patients
suffered from side effects. All safety measures per-
formed at baseline and after 4 weeks were normal (data
not shown).

Discussion

This is the first clinical trial with a dopamine agonist to
indicate the efficacy and safety in the therapy of PLMs in
one autosomal dominant cerebellar ataxia. The present study
showed that 0.1 mg lisuride, orally administered for 4 weeks,
was effective in reducing PLMs in SCA2 patients and im-
proving the subjective sleep quality. The decrease of PLMs
index, as result of dopaminergic treatment, agrees with
previous reports [13, 20] and it may have important clinical
consequence, from movement assessment in VPSG studies,

Table 3 Saccadic outcome parameters of lisuride treatment for PLMs
in SCA2

Baseline
Mean + SD

Variables After 4 weeks p

Mean + SD

Saccade velocity (/segs) 239.33+110.78 230.79+121.61 0.413
Saccade deviation (degrees) 88.90+16.24  94.29+7.81 0.339

Saccade latency (ms) 281.62+45.58 278.62+68.97 0.847

PLMs periodic leg movements
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because they not only indicate less PLMs signs but also
indicate sleep less disturbed by PLMs [21].

The main effect of lisuride treatment on subjective sleep
quality in SCA?2 patients was the improvement of frequent
awakenings in most cases. These awakenings are common
sleep complaints in SCA2 patients, causing loss of sleep
continuity with multiple intrusions of light sleep and waking
and delay of the R sleep stage [7, 22], which was somewhat
evidenced in our cohort with the reduction of the awakenings
and the R stage latency after the treatment. Other important
finding was the improvement of RLS signs in 67 % of cases
suffering from this sleep disorder, which is in line with previ-
ous reports regarding lisuride efficacy on RLS [13, 20].

As expected, the ataxia score was not changed during the
study in line with the short treatment period, the reduced
drug's dose, and the lack of specificity of the dopamine
agonists to treat the ataxia. In fact, since SCA2 patients
have a severe and progressive cerebellar syndrome [4], large
periods of therapeutical protocols are necessary to detect
some relief of cerebellar features; such is the case of
50 mg zinc sulfate [23] and riluzole [24] treatments. Addi-
tionally, our finding agrees with early studies revealing that
L-dopa, a precursor of the dopamine, alleviates the parkin-
sonian signs in SCA2 patients but not the cerebellar abnor-
malities [25, 26].

In the present study, we observe no changes of sac-
cadic parameters after the treatment, but the reduced
treatment time and the modest dose do not allow us to
reach concluding remarks about that. Nevertheless, a
consensus about the pharmacological role of dopamine
on the saccadic system does not exist either. Some
studies report no effect of dopaminergic drugs [27,
28], others show beneficial effects on saccadic latency
or saccadic deviation [29, 30], and others report detri-
mental effects on saccadic latency [31].

These results are preliminary evidence of dopamine
influences on PLMs and suggest the efficacy and safety
of lisuride treatment for this motor sleep disturbance in
SCA2 patients. Taking account that lisuride has been
proposed as an investigational drug, due the lack of
data from large-scale trials or randomized controlled
trials [13], we suggest that further clinical trials with
this drug or other dopamine agonists such as ropirinole,
pramipexole, or pergolide are required to profound on
the therapeutical effects of dopaminergic therapy, as
well as to assess the influence of CAG repeats on the
responsiveness to drugs. In conclusion, our findings
represent an important step into the identification of
new effective symptomatic treatments in SCA2 and give
us additional tools to offer a better management of
sleep-related disorders in this neurodegenerative incur-
able disease which could improve the life quality of the
patients.
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CONSIDERACIONES FINALES

Principales caracteristicas electrofisioldgicas en los enfermos de SCA2

El examen clinico demostré que en el 100 % de los enfermos predominaron las
alteraciones cerebelosas, que se caracterizaron por la combinacion de
manifestaciones de dafio en el vermis y en los hemisferios. Entre las alteraciones
vermianas, predominaron los trastornos de la marcha y la estabilidad postural
(ataxia y temblor postural de cabeza o tronco). Las alteraciones hemisféricas
fueron bilaterales y se caracterizaron por la dismetria, adiadococinesia, temblor
cinético, disartria e hipotonia. El trastorno no cerebeloso mas frecuente fue el
enlentecimiento de los movimientos oculares sacadicos (98 %). Otras
manifestaciones fueron, las contracturas musculares dolorosas (cramps),
neuropatia periférica, disfagia y las alteraciones autonémicas. Para determinar la
severidad de la ataxia cerebelosa y su progresion desde etapas tempranas,
usamos la escala SARA. La puntuacion total varié desde 4 a 39 puntos (media de
15,18 £ 7,25), lo que evidencia, que fueron incluidos pacientes con diversos
grados de severidad. Estos se pudieron clasificar en diferentes fases evolutivas:
etapa 1 (ataxia ligera): 14,09 = 0,71; etapa 2 (pérdida de la marcha
independiente): 19,66 = 2,34; etapa 3: (confinamiento a la silla de ruedas o la

cama): 30,33 + 2,34,

Sin embargo, las caracteristicas clinicas no fueron suficientes para describir el
comportamiento fenotipico integral de la enfermedad, de ahi la importancia de los
estudios electrofisioldgicos. Estos permitieron ampliar e identificar nuevos rasgos

fenotipos, asi como caracterizar mejor algunos de los signos clinicos conocidos.
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Los estudios electrofisiologicos evidenciaron un grupo de alteraciones, en

diferentes estructuras del sistema nervioso:
» Nervios periféricos y ganglios de la raiz dorsal

La principal alteracion periférica en los pacientes con SCA2 fue una neuropatia
sensitiva de tipo axonal, que en algunos casos se asoci0 con signos de
desmielinizacion. Esta neuropatia fue mas marcada en pacientes con mayor
tiempo de evolucion, indicando un aumento progresivo de la pérdida de fibras
afectadas a lo largo del tiempo. Sin embargo, no se relacionaron con el tamafio
de la expansion poliglutaminica. Las alteraciones en la porcion motora

aparecieron en pacientes con tiempo de evolucion superior a los 10 afios.

El reflejo H permite evaluar las estructuras proximales del sistema nervioso
periférico. Este es el resultado de la transmisidon segmentaria espinal que implica
las conexiones monosindpticas entre las fibras aferentes y eferentes en un nervio
mixto. En los pacientes con SCA2 se detectaron dos tipos de respuestas
anormales. La primera, sugiri6 una lesion axonomielinica en fibras nerviosas
sensitivas propioceptivas (la), debido a la pérdida de las neuronas del ganglio de
la raiz dorsal, y la segunda, un bloqueo en la conduccidon que representd la

consecuencia evolutiva de la primera respuesta.

» Médula espinal

Motoneuronas del asta anterior. Las alteraciones clinicas que indicaron lesion de

las motoneuronas espinales aparecieron en el 20 % de los enfermos, dadas por
atrofia muscular distal y fasciculaciones. Los estudios electromiograficos se

caracterizaron por signos de denervacion, como fibrilaciones, potenciales
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positivos y fasciculaciones en los musculos deltoides, primer interéseo dorsal,
tibial anterior y gemelo medial. Estos revelaron la implicacion severa de la via
motora en estadios mas avanzados, pero no guardaron relacion con el tamafo de

la mutacion.

En todos los musculos estudiados se observé una elevada frecuencia de PUM
polifasicos con amplitudes aumentadas (15-20 mv). La actividad de reclutamiento
estuvo disminuida en el 66 % de los pacientes, y el patron de contraccién fue
aislado llegando, en algunos casos, hasta oscilaciones simples. El
electromiograma cuantitativo mostré un incremento de la variable UCA (del
inglés, Upper Centil Amplitude) y disminucién de la actividad, lo que apoyé los
resultados del EMG convencional. La UCA refleja los potenciales de mayor
amplitud contenidos en la sefial electromiogréafica, mientras que la actividad
expresa el porcentaje de tiempo durante el cual, dicha sefial contiene informacion
proveniente de los potenciales de unidad motora. Por tanto, su disminucion es
compatible con la pérdida de unidades motoras grandes.

Sistema dorsal lemniscal. Esta via aferente se exploré a través de los potenciales

evocados somatosensoriales de nervios mediano y tibial posterior. Desde el punto
de vista clinico se reportaron alteraciones de la sensibilidad profunda en un
namero reducido de pacientes (~30 %). Sin embargo, los PESS resultaron
anormales en mas del 68 %. Las principales alteraciones fueron una marcada
prolongacion de la latencia del componente P40 y del tiempo de conduccion

central.
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> Via auditiva en tallo cerebral

En el 95 % de los pacientes se detectaron alteraciones de esta via sensorial. Las
principales anormalidades se concentraron tanto en la via auditiva periférica
como en porciones intraxiales del tallo cerebral a nivel de la protuberancia y

mesencéfalo.

» Via visual

Nuestros resultados sobre los PEVs reflejaron la integridad de la via visual en
estos pacientes, lo que permiti6 establecerlo como criterio de diagnostico

diferencial con otras SCAs tales como SCA1, SCA3y SCAY7.

» Sistema oculomotor y su relacion con disfuncion frontoejecutiva

Las principales alteraciones oculomotoras fueron la reduccién de la velocidad
sacadica maxima, prolongacion de la latencia, asi como dismetria sacédica. La
velocidad sacéadica estuvo influenciada fuertemente por el tamafio de la expansion
poliglutaminica. Este efecto fue similar a la relacion existente entre la edad de
inicio y la expansion poliglutaminica. Se estima que la velocidad sacadica tenga
una mayor confiabilidad entre los diferentes observadores, que la propia edad de
inicio, y que podria ser menos dependiente de los factores medioambientales.
Estas observaciones identifican la velocidad sacadica como un parametro
fisioldgico cuantitativo y objetivo que esta bajo un fuerte control genético. Por
consiguiente, esta variable parece ser un marcador sustituto prometedor para las

investigaciones relacionadas con la patogénesis de la enfermedad.
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La prolongacion anormal de la latencia se detecto en el 46 % de los enfermos y
expresa, fisiopatologicamente, un retardo en la iniciacion de las sacadas. Se
produce por una lesidon de cualquiera de las estructuras que intervienen en la
generacion de estos movimientos, debido al efecto de la ataxina-2 sobre las
mismas. Las evidencias neuroanatomicas, que explican la prolongacion de la
latencia sacadica en pacientes con SCA2, provienen de estudios morfolégicos e
imagenologicos. Estos muestran la atrofia de los I6bulos frontal y parietal, con
hipometabolismo de la glucosa, asi como cambios neurodegenerativos en el
nuacleo caudado y la SNPr. Otra de las posibles causas que incrementan la
latencia sacédica es el déficit en la atencidn visual, ya que existe solapamiento
anatomofuncional entre las estructuras de la corteza frontal que intervienen en la
génesis sacadica y la atencion visual.

Por otra parte, se demostré una correlacion estadisticamente significativa entre la
latencia sacadica y las funciones frontoejecutivas. Mientras mayor retardo en el
inicio de las sacadas, mas tiempo necesitan los pacientes para ejecutar tareas
que evaltan estas funciones. Dicha relacion puede explicarse por el solapamiento
entre estructuras cortico-subcorticales que intervienen en la generacion de las
sacadas y las funciones cognitivas, tales como la corteza prefrontal dorsolateral,
corteza cingulada anterior y el nicleo caudado.

La dismetria sacédica, especialmente la hipermetria, constituye el signo
electrofisiolégico clasico de las afecciones cerebelosas. En los enfermos con
SCA2 existieron dos tipos de respuestas, relacionadas con el angulo de
estimulacion: para estimulos que oscilaron entre 10° y 30° predomind la

hipermetria sacédica, mientras que para 60° existié una hipometria en 51,06 % de
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los enfermos e hipermetria en 39,37 %. Estas alteraciones se sustentan en la
degeneracion del vermis oculomotor y el nucleo fastigio.

» Trastornos del suefo

Otro aporte significativo de este trabajo fue la caracterizacién fenotipica del
suefio, la cual tuvo en cuenta un estudio epidemiologico en sujetos enfermos y
sus respectivos controles, asi como la evaluacion video-polisomnografica. Dentro

de las principales alteraciones se encontraron los siguientes:

e Insomnio de inicio, intermedio y final.

e Trastornos del movimiento durante el suefio (movimientos peridédicos de las
extremidades, cramps y sindrome de piernas inquietas).

e Incremento de la fragmentacion del suefio, con mdltiples intrusiones hacia
suefio ligero y vigilia, aumento en el nimero de alertamientos y despertares, lo
gue conllevd a una disminucion de la eficiencia del suefio.

e Disminucién del porcentaje de suefio ligero e incremento del suefio de ondas
lentas.

e Presencia de apneas del suefio de tipo central.

e Patologia del suefio REM, dada por disminucion del porcentaje de esta fase,
reduccion de la densidad de movimientos sacadicos, asi como pérdida de la
atonia muscular.

Como otro resultado importante estuvo la existencia de una correlacion
significativa entre la reduccion de la atonia del suefio REM y el tamafio de la
expansion poliglutaminica, asi como entre la puntuacién de la escala SARA,

duracion de la enfermedad y el indice de movimientos periddicos de las
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extremidades. Estas variables pueden considerarse como marcadores de
dafio genético y progresion de la SCA2, respectivamente.

Las alteraciones del suefio REM se relacionan con la pérdida progresiva de
neuronas pontinas y talamicas implicadas en la generaciéon de esta fase;
mientras que los movimientos periddicos de las extremidades subyacen a la

disfuncion dopaminérgica causada por la degeneracion de la sustancia nigra.

» Aprendizaje visuomotor

La prueba de adaptaciéon a prismas permitié evaluar la capacidad de aprendizaje
visuomotor. Esta se basa en la adaptacion del sistema motor a las nuevas
coordenadas visuo-espaciales impuestas por la colocaciébn de prismas, que
desplazan el campo visual. Esta prueba ofrece una ventaja para el estudio del
aprendizaje motor ya que puede diferenciar el desempefio o la ejecucion del

aprendizaje y la memoria.

Los pacientes con repeticiones de CAG grandes (43,2 + 0,69 DE) presentaron
una disminucién significativa en la magnitud de adaptacién del aprendizaje
visuomotor, con conservacion del post efecto. Sin embargo, los que tenian
expansiones pequefias (37,9 + 0,4 DE) mostraron un comportamiento normal.

También existid una correlacion positiva significativa entre la adaptacion y la VSM.

Nuestros resultados demostraron que la neurodegeneracién afecta los
mecanismos de control estratégico, relacionados con la velocidad de adaptacion,
existiendo una fuerte dependencia de esta variable con el tamafio de la mutacién.

Sin embargo, el realineamiento espacial estuvo conservado.
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» Déficit olfatorio

Uno de los trastornos de mayor prevalencia entre las diferentes enfermedades
neurodegenerativas es el deterioro olfatorio. Sin embargo, la integridad olfatoria
en las ataxias hereditarias no habia sido evaluada hasta que se reporté una

participacion distintiva del cerebelo en la olfacion.

Los resultados de esta investigacidon mostraron un dafio significativo en el umbral,
calidad, identificacién y discriminacion olfatoria en los pacientes con SCAZ2,

comparado con los respectivos controles.

Los hallazgos previos sugirieron que el dafio en el circuito cerebeloso puede influir
en el deterioro olfatorio de estos pacientes. Recientemente se demostré que las
lesiones cerebelosas unilaterales conducen a un deterioro olfatorio selectivo de la
region nasal contralateral.

El patron de disfuncion olfatoria que se observa en las principales enfermedades
neurodegenerativas ha alcanzado un nivel que merece especial atencién, ya que
estos estudios pueden esclarecer mecanismos, aun desconocidos, de estas
enfermedades, para las cuales el sistema olfatorio tiene una susceptibilidad
especial.

Alteraciones electrofisioldgicas precerebelosas en sujetos portadores de la
mutacion SCA2

Los sintomas iniciales de la SCA2 son los trastornos de la marcha y/o del
lenguaje. Sin embargo, un porcentaje elevado de portadores presentan
alteraciones del suefio, trastornos autondmicos, sintomas sensoriales,
contracturas musculares dolorosas y otras manifestaciones previas al cuadro

cerebeloso. Por otra parte, los estudios electrofisiol6gicos y psicofisioldgicos
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evidencian un grupo de alteraciones, en ausencia de manifestaciones clinicas
cerebelosas, que reflejan el deterioro del sistema nervioso desde estadios muy
tempranos. Estas anormalidades se pueden agrupar en cuatro categorias:
sensoriales, motoras, cognitivas y alteraciones del suefio.

» Alteraciones sensoriales:

1. Disminucion de las amplitudes de los potenciales sensitivos de los nervios
mediano y sural como expresion de una neuropatia periférica subclinica de
tipo axonal.

2. Prolongacion de la latencia de los componentes N20 y P40 de los PESS de
nervios mediano y tibial posterior, asi como alteraciones de la morfologia y
replicabilidad de estos potenciales. Estos signos son sugestivos una lesién
axonomielinica en cordones posteriores de la médula espinal.

3. Anormalidades de la conduccién intraxial en tallo cerebral, especificamente
a nivel de la protuberancia y mesencéfalo, las que se detectaron por los
potenciales evocados auditivos de tallo cerebral.

4. Déficit olfatorio, fundamentalmente del umbral y la identificacidn olfatoria.

> Alteraciones motoras

1. Disminucion de la velocidad sacadica, compatible con una lesion en
estructuras generadoras de estos movimientos, en el tallo cerebral.

2. Alteraciones del desempefio motor, segun estudios de adaptacion a
prismas.

3. Contracturas musculares dolorosas con ligeros signos de polifasismo en el

electromiograma.
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1.

2.

» Disfuncién cognitiva

Trastornos de la atencion selectiva, capacidad de inhibicidon de respuestas
automaticas y en la velocidad de procesamiento de la informacién,

funciones atribuidas a la corteza orbifrontal y prefrontal medial.

Cambios anormales de la velocidad, precision y productividad en la
basqueda de informacién, lo que implica la participacion activa de la

corteza prefrontal dorsolateral.

Incremento significativo de las latencias de los componentes P300, asi
como reduccion de la amplitud de los mismos, lo que evidencié la
afectacion de las capacidades de identificacion, discriminacion y
categorizacion de estimulos.

» Alteraciones del suefio

Las alteraciones mas importantes fueron la reduccion del porcentaje de suefio
REM, de la densidad de movimientos oculares sacadicos y la pérdida de la atonia
en suefio REM. Este hallazgo constituye un aporte de nuestra investigacion, ya
gue no existen reportes previos en otras formas de ataxias espinocerebelosas.
Consideramos que es la expresion de una disfuncion o neurodegeneracion
temprana de las neuronas REM-ON en el puente.

La reduccion de la velocidad sacadica y las anormalidades del suefio anteceden a
la aparicion de los signos cerebelosos en mas de una década. Las alteraciones en
la identificacién olfatoria, del desempefio motor y la neuropatia periférica se

inician mas tardiamente.
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Estas alteraciones son utiles para monitorear a los portadores de la mutacion e
identificar el momento en que la degeneracion se extiende hacia las estructuras
ponto-cerebelosas. Facilitan que el manejo terapéutico se inicie precozmente,
para lograr una mejor respuesta terapéutica. Por tanto, el reconocimiento de
signos electrofisioldgicos y clinicos tempranos puede ser un enfoque prometedor
para delimitar el inicio real de la enfermedad y definir mejor los estadios

presintomatico y enfermo.

Biomarcadores electrofisiolégicos

Los biomarcadores se definen como aquellas variables que se pueden medir
objetivamente y que evallen el comportamiento de procesos bioldgicos normales,
patolégicos o de respuestas a intervenciones terapéuticas especificas. Cuando
estas guardan una estrecha relacibn con parametros clinicos especificos se
consideran biomarcadores indirectos o sustitutos (del inglés, surrogate markers)
de los mismos.
Entre los aportes mas significativos al conocimiento de la SCA2 y su aplicacion en
estrategias terapéuticas resalta la identificacion de variables electrofisioldégicas
como biomarcadores. Estos se clasifican en:

a) Biomarcadores de dafio genético.

b) Biomarcadores preclinicos.

c) Biomarcadores de progresion.

d) Biomarcadores de alteraciones cognitivas.
Dentro de los biomarcadores de dafio genético, identificamos a la velocidad
sacadica y tasa de atonia durante el suefio REM. La velocidad sacadica
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constituye un parametro fisiolégico endofenotipico y objetivo, pues guarda una
estrecha relaciéon con el tamafio de la expansion poliglutaminica, siendo un
biomarcador de dafio genético mas objetivo que la edad de inicio. Por
consiguiente, este es un parametro prometedor para la identificacion de genes
modificadores. La tasa de atonia en suefio REM identifica un trastorno objetivo de
esta fase de suefio, la cual muestra también una elevada dependencia del tamafio
de la expansion poliglutaminica.

Los estudios en portadores asintomaticos permitieron identificar diversos
marcadores preclinicos de la SCA2. Entre ellos, la velocidad sacadica, porcentaje
de suefio REM y las amplitudes sensitivas son los mas importantes. Otros menos
significativos son las alteraciones del umbral e identificacion olfatoria, trastornos
del desempefio motor y de la morfologia de los potenciales evocados. Estos
parametros tienen una importancia adicional en el diagndstico y pronéstico de la
enfermedad.

La existencia de una relacion entre diversas variables electrofisiolégicas con el
grado de severidad de la enfermedad, nos permitid identificar nuevos
biomarcadores de progresion de la misma. Dentro de ellos, las amplitudes
sensitivas y el porcentaje de suefio REM son los mas importantes. Estas variables
son muy Uutiles para estimar el curso progresivo de la enfermedad, seleccionar el
momento Optimo para aplicar tratamientos especificos y evaluar su efecto.

Un resultado més reciente, fue la identificacion de una asociacion de variables
que exploran las funciones frontoejecutivas con la latencia sacédica, lo que se
sustenta en el fuerte control que ejerce el I6bulo frontal sobre estos movimientos

oculares. Esto permitié clasificar la latencia sacadica como un biomarcador de
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dafio cognitivo, util para el diagnostico de estas alteraciones y su evaluacion ante

estrategias de intervencion.

Etapas evolutivas en la SCA2

La interpretacion de los sintomas y signos neurolégicos descansa
fundamentalmente en la habilidad y experiencia personal del médico que la
realiza. Tal analisis individual, si bien constituye una herramienta insustituible,
puede variar de un observador a otro, y con ello, los resultados pueden ser
diferentes. De la misma manera, la descripcion de etapas evolutivas, a partir de
los exédmenes clinicos resulta dificil en la SCA2, ya que existe una gran
heterogeneidad clinica, genética y neuropatoldgica. Esto conlleva a la
superposicion de los signos clinicos, que aparecen indistintamente en diferentes

momentos evolutivos de la enfermedad.

En el afio 1998, se obtuvo la primera descripcidbn de etapas evolutivas en la
SCAZ2, a partir de los estudios de conduccion nerviosa periférica y los potenciales
evocados (Anexo 1). Sin embargo, fue necesario ampliar las técnicas
neurofisiolégicas para explorar un mayor namero de estructuras del sistema
nervioso, en enfermos y portadores asintomaticos de la mutacién SCA2.

En el anexo 2, se describen las principales caracteristicas de las fases evolutivas,
segun criterios clinicos y electrofisiolégicos. La fase pre-fisioldgica se caracteriza
por la ausencia de manifestaciones clinicas subjetivas y de signos neurolégicos,
con estudios neurofisiolégicos normales. Durante la fase pre-diagndstica
aparecen las primeras alteraciones electrofisiologicas, aun antes del inicio de la

ataxia de la marcha. Estas consisten en la disminucion de la amplitud de los
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potenciales sensitivos, enlentecimiento de los movimientos oculares sacadicos,
reduccion del porcentaje de suelo REM y la densidad de movimientos oculares
rapidos, disfuncion olfatoria y cognitiva, asi como alteraciones del desempefio
motor en el test de adaptacion a prismas. Por otra parte, existe un grupo de
manifestaciones referidas por los pacientes, tales como contracturas musculares
dolorosas o cramps (75 %), insomnio (50 %), trastornos cognitivos (43 %),
disfuncion autonémica (31 %). El examen clinico muestra hiperreflexia en el 69 %
y alteraciones oculomotoras en el 25 % de los casos. Esta fase precede en mas
de una década al sindrome cerebeloso.

La fase clinica (estadio 1), se corresponde con la aparicion de las primeras
manifestaciones clinicas del sindrome cerebeloso y por tanto un grado de
severidad ligero de la enfermedad. Se caracteriza por el incremento de las
alteraciones electrofisioldgicas, detectadas en la etapa anterior y la aparicion de
otras tales como, disminucion de la velocidad de conduccion de los potenciales
sensitivos, dismetria y prolongacion de la latencia sacadica, pérdida de la atonia
en suefio REM, sindrome de piernas inquietas y movimientos periédicos de las
extremidades, alteraciones del aprendizaje visuomotor e incremento de la

amplitud de los PUM.

La fase clinica (estadios IlI-Ill) se caracteriza por una neuropatia periférica mixta
(sensorial y motora), con disminucion de la amplitud de los potenciales motores e
incremento de las alteraciones de los potenciales sensitivos, hasta bloqueo de la
conduccion aferente en varios pacientes. El electromiograma muestra signos
tipicos de lesién de motoneuronas del asta anterior de la médula espinal. Algunos
casos presentan un insomnio severo con pérdida del suefio REM. Existe una

reduccién de los movimientos oculares, llegando hasta oftalmoplejia. Esta tercera
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etapa, se presenta generalmente en aquellos pacientes con tiempo de evolucion

mayor de 10 a 15 afos y/o estadios clinicos 2y 3 de la enfermedad.

Aplicaciones de los estudios electrofisioldgicos en los ensayos clinicos
Hasta este momento, no existe tratamiento efectivo que modifique el curso
progresivo de la SCA2, aunque se estan realizando esfuerzos encaminados a la
identificacion de blancos terapéuticos y las consiguientes estrategias de
intervencion. Los ensayos clinicos reportados en pacientes con SCA2, por otros
grupos, se han realizado en pequefias muestras de enfermos, con una elevada
variabilidad en su estado clinico y el nimero de repeticiones del CAG. La
heterogeneidad en la muestra, asi como su reducido tamafio, ha dificultado la
interpretacion de los resultados. Otro problema que enfrenta la comunidad
cientifica es la ausencia de variables cuantitativas para evaluar la efectividad de
las terapias aplicadas. Por estas razones, hemos realizado importantes
investigaciones electrofisiologicas para la identificacibn de posibles blancos
terapéuticos y de variables respuestas. La neuropatia periférica, déficit cognitivo y
movimientos periédicos de las extremidades constituyen ejemplos de lo anterior.
La prolongacion de la latencia sacédica expresa un retardo en el inicio de los
movimientos sacédicos y correlaciona significativamente con variables clinicas
cognitivas. Esta se utilizé en la evaluacion del efecto de la rehabilitacion y el
sulfato de cinc sobre las funciones cognitivas. Se demostrd, que la latencia
disminuy6 significativamente al final de dichas estrategias de intervencion, lo que
se interpret6 como una respuesta favorable al tratamiento sobre las funciones
cognitivas en estos pacientes. Sin embargo, la velocidad y desviacién sacadicas

no mostraron cambios significativos al final del tratamiento.
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Los movimientos periodicos de las extremidades son trastornos del movimiento
que se producen durante el suefio. Se caracterizan por episodios de movimientos
estereotipados y repetidos de las extremidades inferiores, aunque también
pueden ocurrir en las superiores. Las evidencias clinicas y de laboratorio, le
confieren un papel importante a las alteraciones de los sistemas dopaminérgicos
centrales, particularmente el sistema nigro-estriatal. Por estas razones,
investigamos el efecto del Lisuride, un agonista dopaminérgico, sobre los
movimientos periodicos de las extremidades y la calidad del suefio de estos
pacientes. Se logro reducir el indice de estos movimientos en el 91,7 % de los
pacientes estudiados, con repercusién positiva sobre la calidad del suefio.

Estos ensayos clinicos han tenido un impacto positivo en los sujetos tratados,
representando las primeras intervenciones clinicas en pacientes cubanos con este
tipo de ataxia. Dichos estudios han dado paso a nuevas investigaciones, en
funcion de encontrar otras alternativas terapéuticas desde estadios preclinicos de
la enfermedad, para prolongar la edad de inicio y enlentecer la progresion de la

misma.
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CONCLUSIONES

Las principales caracteristicas fenotipicas en los enfermos, segun los
estudios electrofisiologicos, fueron una neuropatia periférica axonal
sensitiva, déficit olfatorio, alteraciones del aprendizaje visuomotor,
enlentecimiento sacadico, disfuncion frontoejecutiva, reduccion del suefio
REM y movimientos periddicos de las extremidades.

El electromiograma reveldé un patron neurdgeno, con denervacion, como
expresion de una degeneracion de las motoneuronas del asta anterior de la
médula espinal, mientras que los potenciales evocados somatosensoriales
y auditivos mostraron un defecto de la conduccion intraxial en cordones
posteriores y tallo cerebral, respectivamente.

Los sujetos portadores asintomaticos de la mutacion SCA2 manifestaron
alteraciones que sugieren dafio precoz de nervios periféricos sensitivos,
cerebelo, puente, estructuras corticales y vias aferentes centrales. Estos
hallazgos indican que el efecto patogénico de la ataxina 2 comienza
tempranamente.

La reduccion de la velocidad sacadica y del porcentaje del suefio REM
anteceden a la aparicion de los signos cerebelosos en mas de una década.
Las alteraciones olfatorias, del desempefio motor y la neuropatia periférica
se inician mas tardiamente. Estos resultados pueden utilizarse para
monitorear la degeneracion pontocerebelosa desde estadios subclinicos.
La integracion de las variables clinico-neurofisiolégicas definieron fases
evolutivas que describen la progresion de la enfermedad y evaltuan el
patron temporo-espacial del proceso neurodegenerativo, desde estadios

presintomaticos hasta etapas avanzadas de la enfermedad.
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6.

7.

La velocidad sacadica y la tasa de atonia del suefio REM se identificaron
como biomarcadores de dafio genético, dada su fuerte dependencia del
namero de repeticiones del trinucle6tido CAG, mientras que la amplitud de
los potenciales sensitivos y el porcentaje de suefio REM evaluaron el
comportamiento de la progresion de la enfermedad.

La neuropatia periférica sensitiva, movimientos peridédicos de las
extremidades y prolongacién de la latencia sacadica, representan
manifestaciones sintomaticas de la SCA2, susceptibles de ser modificadas

a través de estrategias farmacoldgicas.
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1.

3.

RECOMENDACIONES

Iniciar los ensayos clinicos desde los estadios presintomaticos de la
enfermedad, para prolongar la edad de inicio y enlentecer el curso
evolutivo de la enfermedad, teniendo en cuenta los biomarcadores

electrofisiolégicos caracterizados.

Realizar estudios imagenolégicos en los portadores de la mutacion SCA2,
con diferentes expansiones poliglutaminicas y edades, para establecer
correlaciones con las variables neurofisiologicas y determinar la presencia

0 no de alteraciones en tallo cerebral y cerebelo.

Continuar avanzando en la identificaciéon de posibles blancos terapéuticos,
susceptibles de ser modificados por alternativas terapéuticas sintomaticas,
para mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados a partir de

nuevas investigaciones neurofisiolégicas y neuroquimicas.

Establecer un protocolo de tratamiento sintomético donde se combinen los
farmacos utilizados en los ensayos clinicos, de conjunto con la
rehabilitacion, integrando todos los biomarcadores neurofisiologicos

identificados.
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ANEXOS

Anexo 1. Primeras clasificacion de las fases evolutivas de progresion descritas en
la SCA2 a partir de los estudios de conduccién nerviosa periférica y los

potenciales evocados.

Estos hallazgos se presentan de forma homogenea en los
individuos que enfermaron en 1991, 1994 y 1996, lo que nos
permitio definir en familiares estudiados las cuatro etapas evo-
lutivas:

— Primera etapa: caracterizada por estudios electrofisiologicos
‘normales’ v ausencia de sintomas v signos de AEC..

— Segunda etapa: comienzan a aparecer cambios en las varia-
bles electrofisiologicas, fundamentalmentedisminucion en la
amplitud de los potenciales sensitivos, prolongacion en las
latencias absolutas e interpicos de los componentes de los
PESS, asicomo morfologia anormal en los PEATC en ausen-
cia de manifestaciones clinicas.

— Tercera etapa: incremento en las alteraciones electrofisiolo-
gicas que coinciden con laaparicion de las primeras manifes-
mciones clinicas.

— Cuarta etapa: aparecen blogueos en la conduccion, tanto pe-
riférica como central, expresada por ausencia en la respuesta
de los estudios de conduccionnerviosa sensitiva ven los PESS.

Tomado de: Veldzquez-Pérez Luis, Esther Medina. Caracteristicas
electrofisioldgicas en familiares asintomaticos de enfermos con ataxia
espinocerebelosa tipo 2. Rev Neurol. 1998;27(160):955-963.
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Anexo 2. Fases evolutivas de la progresion en la SCA2, segun estudios de

conduccion

nerviosa periférica,

electromiografia,

potenciales

autonomica. déficit
olfatorio. hiperreflexia

aprendizaje motor

evocados, electronistagmografia, polisomnografia y la evaluacion
clinica.
ESTUDIOS PRE-FISIOLOGICA PRE-DIAGNOSTICA CLINICA (Estadio 1) CLINICA (Estadio II-111) |
‘ ‘ o _ Mayor Disminucion o algr:%a ﬂ:g‘ Z‘: (I::)osn -
Estudios de Conduccién Normales Disminucion Amplitud de | amplitud de los, latencias P
Nerviosa Periférica los potenciales sensitivos prolongadas VCS potenciales motores.
enlentecidas Ausencia de repuestas en
potenciales sensitivos
Fasciculaciones y
v PUM con aumento de las fibrilaciones, amplitudes de
Electromiograma Normales PUM polifasicos amplitudes y patrén de 10 mv patron de
contraccion aislado contraccion a oscilaciones
simples
i . Prolongacion de las Pérdida de componentes
Potenciales Evocados Morfologia y replicabilidad : ,
Somslosensoroles Normales Snnsies tatenclasyddeer;l jr %CNzo. P40 | y/o ausencia de respuestas
Potenciales Evocados Normales Morfologia y replicabilidad Prolongacion de las Perdida de componentes y
Auditivos de Ta_llo Cerebral anormales latencias Ill y Vy del TCC ausencia de respuesta
Potenciales Evocados Normales Prolongacion de latencia
VISl Normales Normales de P100
Incremento en la severidad Mayor severidad con
Movimientos oculares Velocidad sacadica del enlentecimiento de la sacadas hipométricas muy
sacddicos Normales enlentecida a 60°/seqs VSM a 60%/segs y severas y amplitudes muy
enlentecimiento a 10, 20 y disminuidas, oftaimoplejia
30 */segs en algunos casos
Incremento de la patologia Sa incrementa la
Video-Polisomnografia Narmales Disminucion del porcentaje | del SREM, REM sinatonia, |  o\erigad algunos casos
de SREM y de la densidad MPE, Insomnio y hacen RED, pérdida total
de MOS disminucion de la eficiencia :
del suefio
del suefio
ramps, insomnio, ; i
. digfgnggn cggnni\fg y Sindrome cerebeloso SI:::E:? scie:]eobse:]oeso
Clinicos No manifestaciones ligero, alteraciones del - Sig

lesion de motoneurona
inferior

Adaptado de: Velazquez-Pérez Luis,
Rodriguez Julio Cesar, et al.

Rodriguez-Labrada Roberto, Garcia-
A Comprehensive Review of

Spinocerebellar Ataxia Type 2 in Cuba. Cerebellum. 2011;10:184-198.
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follow up study. Il Simposio Internacional de Ataxias Hereditarias. Hotel
Delta las Brisas, Guardalavaca, Holguin, 1 al 3 de octubre del afio 2008.

61.Ataxia Espinocereblosa Tipo 2: Desde la epidemiologia, el fenotipo y la
biologia molecular hasta las terapias restaurativas. Evento Salud y Calidad
de Vida de Vida. Holguin, 28 de Noviembre de 2007.

62.Hereditary Ataxia in Cuba. Epidemiology, diagnosis and research.
Therapeutic posibilitéis. Pharmacology Havana 2007. Diciembre 11 al 14
del 2007.

63.Ataxia Espinocereblosa Tipo 2: Desde la epidemiologia, el fenotipo y la
biologia molecular hasta las terapias restaurativas. Aula Magna de la
Facultad de Medicina de Xalapa, México. 3 de Octubre de 2007.
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64. Ataxia Espinocereblosa Tipo 2: Diagnostico, Prondstico y Evolucion.
Clinica San Pedro de Puebla. Nuevo Hospital Latinoamericano, 4 de
octubre del 2007.

65.Diagnéstico y Tratamiento integral de las Ataxias Hereditarias (Taller). 7ma
Reunion Internacional de Avances en la restauracion del Sistema Nervioso,
Puebla 26 de Septiembre del 2007, México.

66.Ataxia Espinocereblosa Tipo 2: Desde la epidemiologia, el fenotipo y la
biologia molecular hasta las terapias restaurativas. 7ma Reunion
Internacional de Avances en la restauracion del Sistema Nervioso, Puebla
26 de Septiembre del 2007, México.

67.Impacto Social de las Ataxias Hereditarias. Centro de Convenciones de
Puebla. Dado por el Club de Rotarios de Puebla Centro histérico. 1ro de
Octubre del 2007.

68.Apnea del Suefo. Tratamiento Multifactorial. Evento Internacional Odontos
2007. Dado en la Facultad de Ciencias Médicas de Holguin a los 23 dias
del mes de Junio del afio 2007.

69.Proyecto Ataxia. Impactos sobre las familias afectadas. Facultad de
Ciencias Médicas de Holguin. | Forum tecnoldgico Especial. Dado a los 20
dias del mes de Abril del 2007.

70.Rehabilitacion de los Pacientes con Ataxias Hereditarias. Rehabilitacion
2007. IV Congreso Internacional de la Sociedad Cubana de Medicina
Fisica y Rehabilitacién. Palacio de las Convenciones. Ciudad de La
Habana, 26 al 30 de Marzo del afio 2007.

71.Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Epidemiologia. Fisiopatologia y principales
alteraciones de los patrones del suefio en enfermos y presintomaticos.
Universidad Nacional Autébnoma de México. Clinica de Trastornos del
Sueiio. Facultad de Medicina.. 17 de Marzo del 2007.

72.Ataxia Cerebelosa. Experiencia Cubana. IX Congreso Nacional de
Medicina Interna. Palacio de las Convenciones, 23 al 27 de Octubre del
2006.

73.An updated Vision of the Center of Heredoataxias of Holguin. 5ta
Conferencia de Neurologia. 23 al 25 de Marzo del 2006. Santiago de Cuba.
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74.Antecedentes clinico-genético, el origen y epidemiologia de la ataxia
espinocerebelosa tipo 2 de Holguin. ler Congreso Internacional de
Genética Comunitaria. Ciudad de La Habana, 12 de Mayo del 2006.
Palacio de las Convenciones. Ciudad de La Habana.

75.Aspectos anatomicos Yy fisiolégicos del cerebelo. Nuevas Consideraciones
funcionales y su rol en la fisiopatologia de las enfermedades producidas
por mutaciones dinamicas. 2nd. International Caribbean Course on
Molecular and Neurophysiological Base of the Neurodegenerative Diseases
by Dynamic Mutations. Hotel Pernik, Ciudad de Holguin, 23 al 25 de Mayo,
2006.

76.La Ataxia Cubana: Un modelo experimental para e desarrollo de
investigaciones  cientificas en Enfermedades Neurodegenerativas
producidas por mutaciones dindmicas. 2nd. International Caribbean Course
on Molecular and Neurophysiological Base of the Neurodegenerative
Diseases by Dynamic Mutations. Hotel Pernik, Ciudad de Holguin, 23 al 25
de Mayo, 2006.

77.Experiencia Cubana en la investigacion cientifica y la aistencia médico-
social de las Ataxias Hereditarias. VIl Encuentro de Afectados y Familiares
de Ataxias. 2 al 4 de Junio del 2006. Federacion Andaluza de Asociaciones
de Ataxias. Sevilla Espafia.

78.Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 Cubana. Forno Nacional de Investigacion
e Innovacion en Salud "FINSA 2006° del 27 al 29 de Noviembre, Ciudad
de La Habana.

79.Spinocerebellar Ataxia 2: The most frequent mutation in Holguin, Cuba.
From the prevalence to the endophenotypical markers for the therapeutic
evaluation, Noviembre 2005. Il Simposium Internacional de Ataxias
Hereditarias, Hotel Pernik, Holguin, Noviembre 2005.

80.Neurophysiological Markers in Presymptomatic Relatives of SCA2 Patients
are Controlled by Polyglutamine Size and the Duration of the Disease. A
Seventen Years Prospective Follow up Study. Il Simposium Internacional

de Ataxias Hereditarias, Hotel Pernik, Holguin, Noviembre 2005.
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81.Saccadic Eye Movements as a Endophenotype Markers in Patines and
Presymptomatic Relatives of SCA2. . Il Simposium Internacional de Ataxias
Hereditarias, Hotel Pernik, Holguin, Noviembre 2005.

82.Las ataxias hereditarias en cuba. epidemiologia, terapéutica e
investigaciones en desarrollo. Santiago de Cuba. VI congreso cubano de
Farmacologia y terapéutica, Il taller nacional de Farmacoepidemiologia, |
Jornada Nacional de Ensayos Clinicos, Noviembre 2005.

83.Cuban Spinocerebellar Ataxia Type 2 (SCA-2). The Highest Prevalence in
the World. VI Reunidn Internacional sobre Avances en la Restauracion del
Sistema Nervioso. Veracruz, México, 18 al 21 de Octubre 2005.

84.Aplicacion de las investigaciones moleculares en la Ataxia SCA2 Cubana.
Evento Nacional de Genética Médica. Ciudad Habana, Diciembre 2004.

85.Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 (SCA-2). La mayor prevalencia mundial. IV
Congreso Latinoamericano de Neurofisiologia Clinica. V Jornada Sociedad
Chilena de Neurofisiologia. Santiago de Chile, Octubre 2004.

86.Valor predictivo de los estudios electrofisiologicos en familiares
asintométicos de pacientes con SCA2. Un estudio longitudinal prospectivo
de 17 afios. IV Congreso Latinoamericano de Neurofisiologia Clinica. V
Jornada Sociedad Chilena de Neurofisiologia. Santiago de Chile, Octubre
2004.

87.La velocidad sacadica como un marcador endofenotipico en pacientes y
familiares asintomaticos de la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. IV Congreso
Latinoamericano de Neurofisiologia Clinica. V Jornada Sociedad Chilena
de Neurofisiologia. Santiago de Chile, Octubre 2004.

88.Bases fisiologicas y fisiopatoldgicas de la Restauracion Neuroldgica en la
Ataxia Tipo SCA2. Facultad de Ciencias Médicas de Holguin, 9 de julio del
2004.

89.Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 Cubana. Un problema de salud en Cuba. Il
Jornadas Cientificas sobre Ataxia, Madrid, 4 al 5 de Junio del afio 2004.

90.Neurophysiological Markers for the identification of Modifiers genes and
other factors of the clinical expression of the SCA2. Second Scientific
Conference Restauracion neurological 2004. Ciudad de La Habana.
February 24 to 27, 2004.
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91.Spinocerebellar Ataxia Type 2. Saccadic eye movements in patients end
presymptomatic relatives. Hotel Nacional, Congreso Internacional de
Neurofisiologia Clinica. Ciudad de La Habana, Marzo 2004.

92.Prevalence and incidence rate of the Spinocerebellar Ataxia in Cuba.
Second Scientific Conference Restauracidon Neurolégica. Hotel Melia
Habana, Ciudad de La Habana, Febrero, 2004.

93.Estudio neurofisiologico de la Ataxia Cubana Tipo SCA2. XV Forum de
Ciencia y Técnica. Hospital VI Lenin (2003).

94.Neurofisiologia de los movimientos oculares Sacadicos. XV Forum de
Ciencia y Técnica CIRAH. (2003).

95.Cuban Spinocerebellar Ataxia Type 2. The Highest Prevalence in the
World. (Il Interamerican Conference of Pharmacy and Nutrition. Havana
City, March 2003)

96.Neurophysiological and Genotypical correlation in Cuban SCA2. (Il
Interamerican Conference of Pharmacy and Nutrition. Havana City, March
2003).

97.Valor Predictivo de los parametros electrofisiolégicos en los familiares
presintomaticos y en enfermos de SCA2 cubana. Un estudio prospectivo de
15 afos (Neurorehabilitacion, 1 al 5 Septiembre 2003, CIREN).

98.Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Un problema de salud en Cuba.
(Neurorehabilitacion, 1 al 5 Septiembre 2003, CIREN).

99. Epidemiologia y aspectos generales de la Ataxia Espinocerebelosa Tipo
2. (V Simposium de Estrés Oxidativo, CIBIOMED, 14 gl 16 Octubre 2003.
Ciudad Habana).

100.Epidemiologia y fisiopatologia de la SCA2. (Primer Taller Territorial de
Neurorrehabilitacion, Mayo 2003, Baguanos).

101. Neuroepidemiological Studies on Cuban Herditary Ataxias. The Highest
prevalence of the World. (First International Symposium on Hereditary
Ataxias and Second Caribbean Meeting on Demencias, Holguin City
November, 2002).

102.Molecular and Neurophysiological Correlation in Cuban SCA2. (First
International Symposium on Hereditary Ataxias and Second Caribbean
Meeting on Demencias, Holguin City November, 2002).
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103. Postural Stability in Cuban SCA2 patients. (First International Symposium
on Hereditary Ataxias and Second Caribbean Meeting on Demencias,
Holguin City November, 2002).

104.Epidemyological Studies in Cuban SCA2. (National Congress of
Pharmacology. Havana City, October 2002).

105.Phenotypical and Genotypical Characterization of the SCA2. (First
National Workshop of Health and Quality of Life, Holguin City October
2002).

106. Hereditary Ataxias from Cuba. Neuroepidemiology, Phenotype, Genotype
and Neurorrehabilitation. (Second International Congress of Rehabilitation.
Havana City, March, 2002).

107. Neuroepidemiology, founder effect and physiopathology of the Cuban
SCAZ2. (Third International Conference of Neurology. Santiago de Cuba
City, March 2002).

108. Principios del tratamiento de Rehabilitacion en pacientes con Ataxia
Cerebelosa. IV Congreso Internacional de Medicina Tradicional, Natural y
Bioenergética. Facultad de Ciencias Médicas de Holguin, 28 de Junio del
2002.

109. Organizacion del megaproyecto de Ataxias Hereditarias. Epidemiologia.
Congreso XL Aniversario de la Fundacion del Instituto de Neurologia y
Neurocirugia. Ciudad de La Habana 2 de Febrero 2002.

110. Functional Evaluation of Nervous System in patients suffering from SCA2
According to levels of CAG repeat. (National Congress of Clinical
Neurociences. |l International Congress of Neuro intensive Care, Havana
City, July 2001 and Meeting on Visual and the Peripheral Nervous System
Diseases, Havana City August 2001 ).

111. Quantitative evaluation of the Coordination in patients with SCAZ2.
(National Congress of Clinical Neurociences. |l International Congress of
Neuro intensive Care, Havana City, July 2001 and the Peripheral Nervous
System Diseases, Havana City August 2001).

112. Epidemiology of Hereditary Ataxias from Cuba. (National Congress of

Clinical Neurociences. Il International Congress of Neuro intensive Care,
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Havana City, July 2001 and the Peripheral Nervous System Diseases,
Havana City August 2001).

113. Hereditary Ataxia. Social Impact of the Multidisciplinary Program of the
Multidisciplinary intervention. (International Congress on Bioethic, Holguin
City October 2001).

114. Hereditary Ataxias and Spinocerebellar Ataxias type 2 in Holguin City. (Il
National Worshop on Hereditary Ataxias in Cuba, Pernik Hotel Holguin City,
February 2001).

115. Hereditary Ataxias in Cuba. (Meeting Cuba-USA, Havana City
December,1999).

116. Cuban Hereditary Ataxia. (International Congress of the Biotecnology,
Havana City December, 1999).

117. Electrophysiological Study in the Spinocerebellar Neurodegeneration Tipe
2. (Il International Simposium on technical of advanced in Clinical
Neurofisiology, Havana City July 1999).

118. Spinocerebellar Ataxia Type 2. Development of a system of quantitative
neurology for the evaluation diagnostic and prognostic of the rehabilitation
(XVIIl Congress of Latin American Medical Association of Rehabilitation,
Havana City 1999).

119. Evaluation of the coordination for technical of quantitative neurology in
patient with SCA2 before and after the rehabilitation. (XVIII Congress of
Latin American Medical Association of Rehabilitation, Havana City 1999).

120. Estudio electrofisiologico en la Dgeneracién Espinocerebelosa Tipo 2.
Centro de Investigaciones Médico-Quirargicas. Centro Latinoamericano de
Eventos Médicos. Ciudad de La Habana, 23 de Julio de 1999.

121. Clinical and neurophysiological correlation in SCA2. (International
Congress of Neurology, Havana City (CIMEQ) July, 1999).

122. Neurophysiological Study in patients with SCA2. (International Congress
of Neurology, Havana City (CIMEQ) July, 1998).

123. Electrophysiological Characterization in presymptomatic relatives of
patients with SCA2. (International Congress of Neurology, Havana City
(CIMEQ) July, 1998).
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124. Caracterizacion neurofisiologica en enfermos y familiares asintomaticos
de la SCA2. Generalizacion del estudio a la red nacional de Neurofisiologia
clinica. XX Concurso Premio Anual de Salud, Ciudad de la Habana, 6 de
abril de 1998.

125. Cuban Autosomal Dominant Cerebellar Ataxia. Presymptomatic diagnosis
through neurophysiological study. (VI International Seminar of Primary
Health Care, November, 1997).

126. Electrophysiological Characterization in presymptomatic relatives and
patients with SCA2 in Cuba. (International Workshop  of Clinical
Neurophysiology. September, 1997, Il Latin American Workshop of
Clinical Neurophysiology Buenos Aires, 1997).

127. Preclinical diagnosis through neurophysiological markers in the
Spinocerebellar Ataxia. (V International Seminar of Health Primary Care.
November, 1994).

128. Neurophysiological Preclinical Evaluation in Cuban Ataxia. (The Caribbean
Brain Research organization. First Regional Meeting, 1994).

129. Description of neurophysiological markers in asymptomatic offspring with
Cuban Cerebellar Dominant Ataxia. First regional meeting of CARIBRO.
November, 1994).

130. Preclinical diagnosis and physiopathological analysis in the Cuban
Dominant Cerebellar Ataxia. (First Regional International Meeting, of
CARIBRO. November, 1994).

PREMIOS, DISTINCIONES Y CONDECORACIONES
Internacionales
1. Premio de la Federacion Mundial de Neurofisiologia Clinica en
Septiembre de 1997, Buenos Aires Argentina.
2. Premio de la Federacion Mundial de Neurofisiologia Clinica (Afio 2004).

3. Beca otorgada por IV Congreso Latinoamericano de Neurofisiologia Clinica
(Ao 2004).

4. Premio: Cuban Spinocerebellar Ataxia Type 2 (SCA-2). The Highest
Prevalence in the World. Primer Lugar del Concurso de Pdsters durante la
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VI Reunion Internacional sobre Avances en la Restauracion del Sistema
Nervioso. Veracruz, México, (18 al 21 de Octubre 2005).

5. Premio de la Organizacion Internacional sobre las Investigaciones del
Cerebro (IBRO-LAR). Afio 2006.

6. World Federation of Neurology Junior Travelling Felloships-2007.

7. Beca para participar en el 4to Congreso Cubano de Neurofisiologia Clinica.
Varadero, Matanzas, 11 al 14 de marzo del afio 2008.

8. Beca para participar en el 5to Congreso de Neurofisiologia Clinica del CLA
de la IFNC, Puebla, México, 7 al 11 de octubre del afio 2008.

9. Premio Internacional MDS Travel Grant to participate in the 14th
International Congress of Parkinson’s Disease and Movement Disorders,
June 13-17, 2010 in Buenos Aires, Argentina.

Nacionales

10.Premio Nacional Academia de Ciencias de Cuba al resultado de la
investigacion cientifica: Biomarcadores electrofisiolégicos en sujetos
presintomaticos con la mutacién SCA2, 13 de febrero del 2010, Ciudad de
la Habana.

11.Sello Forjadores del Futuro por la labor desempefiada en la formacion de
las nuevas generaciones de hombres de ciencia. 6 de diciembre del afio
2008.

12.Premio de la Critica 2006 Cientifico-Técnica. El Instituto Cubano del Libro
otorga el premio de la Critica Cientifico-Técnica 2006 al Libro: Ataxia
espinocerebelosa tipo 2. Principales Aspectos en el diagndstico, prondstico
y evolucion de la enfermedad, 16 de Enero del 2008.

13.Premio como Mencion a nivel Nacional al trabajo Alteraciones de los
movimientos oculares sacadicos: una via para la evaluacion del efecto
neurotéxico de la mutacion SCA2. Forum Nacional de Ciencia y Técnica.
25 de Enero del 2007.

14.Premio como Destacado a nivel Nacional al trabajo Evaluacién de la
Restauracion Neurologica en Pacientes con Ataxia Cubana (Coautor).
Forum Nacional de Ciencia y Técnica. 25 de Enero del 2007.

15.Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba correspondiente al
afio 2006: Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Evaluacion funcional del efecto
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neurotoxico de la mutacion SCA2. Dado a los 17 dias del mes de Enero
del 2007 en Ciudad de La Habana.

16.Premio Anual de la Salud Modalidad: investigacion aplicada: Alteraciones
funcionales de los movimientos oculares sacédicos: una via para la
evaluacion del efecto neurotoxico de la Ataxina-2 expandida. (7 de
septiembre del 2006).

17.Premio Relevante en el Forum Provincial de Ciencia y Técnica con la
ponencia Alteraciones de los movimientos oculares sacadicos: una via para
la evaluacion del efecto neorotoxico. (24 de noviembre del 2006).

18.Premio Anual Nacional de la Salud, con el articulo cientifico: La Velocidad
Sacadica es controlada por el tamafio de la expansion poliglutaminica en la
SCA2. (2 de Diciembre 2005).

19.Premio Anual Nacional de la Salud con la investigacién Aplicada:
Marcadores endofenotipicos de la Edad de inicio y curso evolutivo de la
SCAZ2. (25 de Octubre del 2005).

20.Premio Nacional al Innovador con resultados de mayor impacto Econémico
y/o social. Dado en Ciudad de La Habana el 20 de Septiembre del 2005.

21.Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba. Marcadores
endofenotipicos para la identificacion de genes y otros factores
modificadores de la expresion clinica de la SCA2. Autor principal. (Afio
2003).

22.Premio Relevante Nacional en el | Forum Ramal de la salud (Afio 1998)

23.Premio de la ANIR por la actividad creadora y cientifica (afio 1998).

24.Concurso XXl  Premio Anual de la Salud en su instancia Nacional.
(AR01997).

25.Premio Relevante a nivel Nacional con el estudio Caracterizacion
electrofisiolégica de la SCA2 en enfermos vy familiares asintomaticos
(1996).

26.Estudio neurofisiolégico en familiares asintométicos de pacientes con
Ataxia Cerebelosa Cubana (Premio en Jornada XX aniversario de la
escuela de Medicina FCM Holguin 1994) y (Premio nacional en XI

Forum nacional en FCM- Sancti Spiritus 1994).
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27.Premio Especial al mejor joven con que con su actividad creadora y
de forma desinteresada contribuye al desarrollo del pais (Afio 1996).

28.Mencién Nacional en el Concurso Anual de Salud (Af01996).

Provinciales

29.Premio Relevante a nivel Provincial en la investigacion: Diagndstico
presintomatico de la Ataxia Cerebelosa Dominante Cubana a través
de métodos electrofisiolégicos en el IX Forum de Ciencia y Técnica
(1994).

30. Mejor joven con actividad creadora provincial en el X Forum de Ciencia y
técnica (1995).

31.Mejor joven con actividad creadora provincial en el X Forum de Ciencia y
técnica (1996).

32.Premio Relevante a nivel Provincial con el estudio Caracterizacion
electrofisiolégica de la SCA2 en enfermos vy familiares asintomaticos
(1996).

33.Premio Provincial del Concurso Nacional de las BTJ (1996).

34.Premio Relevante a Nivel Provincial en la VIII exposicion Forjadores del
Futuro.

35.Premio a la Personalidad destacada en la Provincia de Holguin 1997

36.Premio Provincial en el Concurso Anual de Salud 1996.

37.Brigadista (BTJ) destacado a nivel provincial en 1997.

38.Personalidad Destacada en el Premio Anual de la Salud.1997.

39.Premio Relevante en el Xlll Forum provincial con la investigacion: Estudio
epidemiologico de las Ataxias Hereditarias en Cuba. Proyecto de
intervencion médico social y generalizacion del mismo. Afio 2000.

40.Premio Destacado en el XllI Forum provincial con la Investigacion:
Correlacién neurofisiolégico-molecular en la SCA2. Afio 2000.

41.Reconocimiento Social de la Comision Municipal y Provincial del XIII Forum
de Ciencia y Técnica. Afio 2000.

42.Premio Relevante, Forum Municipal y Provincial XIV Forum Provincial
Segunda etapa. (Coautor) 2002.

43.Premio Anual de la Salud. Provincia Holguin. Junio 2002.
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44.Premio Destacado Provincial por contribuir en las actividades de
Innovacion y racionalizacion, en nuestro pais.(Julio 2002).

45.Premio Provincial de la Academia de Ciencias de Cuba. Marcadores
endofenotipicos para la identificacion de genes y otros factores

modificadores de la expresion clinica de la SCA2. Autor principal. (2003).
46.Premio Relevante Provincial XV Forum de Ciencia y Técnica (2004).

47.Certificado de la Decana de la FCM de Holguin por hacer obtenido el
Premio Anual Provincial de la Salud, 26 de Mayo 2004 con la investigacion
Marcadores Endofenotipicos de la edad de inicio y el curso evolutivo de la
Ataxia Tipo SCAZ2.

48.Premio Anual Provincial de la Salud, 15 de Abril 2005 con el articulo
cientifico: La Velocidad Sacédica es controlada por el tamafio de la
expansion poliglutaminica en la SCA2.

49.Premio Provincial al Innovador de Mayor Impacto Social. Comité Provincial
de la ANIR, 5 de Octubre del 2005.

50.Certificado de la Decana de la FCM de Holguin por hacer obtenido el
Premio Anual Provincial de la Salud, 12 de Diciembre 2005 con el articulo
cientifico: La Velocidad Sacadica es controlada por el tamafio de la
expansion poliglutaminica en la SCA2.

51.Reconocimiento Provincial del XVI Forum de Ciencia y Técnica por haber
su activa participacion en el evento técnico como autor. Holguin, 30 de
Noviembre del 2005.

52.Cuadro Destacado de la Provincia. Direccion Provincial de Salud. Ciudad
de Holguin. Diciembre del 2005.

53.Menciébn en el Concurso Provincial Premio Anual de Salud
correspondiente al afilo 2005: Alteraciones funcionales de los movimientos
oculares sacéadicos: una via para la evaluacion del efecto neurotoxico de la
ataxina 2 expandida. Dado a los 7 dias del mes de Septiembre del 2006.

54.Reconocimiento como y Cientifica de la Provincia de Holguin. Ministerio de
Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente. Delegacion Territorial Holguin, 24
de Enero del 2006.
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55.Reconocimiento de la Direccion Provincial de Salud Publica por la
participacion en los eventos del Premio Anual de ecSalud y por la
obtencién de dos Premios Nacionales y una Mencion. Ciudad de Holguin, 4
de Marzo del 2006.

56.Premio Especial en Aporte a la Batalla de Ideas. Brigadas Técnicas
Juveniles. Xl Exposicién Forjadores del Futuro, 30 de Junio del 2006.
Holguin.

57. Premio Relevante a nivel de Base al trabajo Alteraciones de los
movimientos oculares sacadicos: una via para la evaluacion del efecto
neurotéxico de la mutacion SCA2. Forum de Base de Ciencia y Técnica.
CIRAH. 24 de junio del 2006.

58.Premio Relevante a nivel Provincial al trabajo Alteraciones de los
movimientos oculares sacdadicos: una via para la evaluacion del efecto
neurotoxico de la mutacion SCA2. Forum Provincial. 24 de Noviembre del
2006.

59.Premio Relevante a nivel de Base al trabajo Evaluacion de la Restauracion
Neurologica en Pacientes con Ataxia Cubana (Coautor). Forum de Base de
Ciencia y Técnica. CIRAH. 24 de junio del 2006.

60.Premio Relevante a nivel Provincial al trabajo Evaluacion de la
Restauracion Neurologica en Pacientes con Ataxia Cubana (Coautor).
Forum Provincial. 24 de Noviembre del 2006.

61.Premio Provincial de la Academia de Ciencias de Cuba correspondiente al
afio 2006: Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Evaluacién funcional del efecto
neurotdxico de la mutacion SCA2. Dado a los 12 dias del mes de Enero
del 2007.

62.Premio en el Concurso Provincial Premio Anual de Salud correspondiente
al afio 2006: Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2. Principales aspectos
neurofisiolégicos en el diagndstico, prondstico y evaluacion de la
enfermedad. Modalidad Libro. Dado a los 12 dias del mes de Julio del
2007 en la Ciudad de Holguin.

63.Premio en el Concurso Provincial Premio Anual de Salud correspondiente
al aflo 2006: El dafo olfatorio en la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2
muestra un patrén similar al de otras enfermedades neurodegenerativas
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importantes. Modalidad Articulo cientifico. Dado a los 12 dias del mes de
Julio del 2007 en la Ciudad de Holguin.

64.Reconocimiento del | Forum Tecnolégico Especial Programas de la
Revolucién en el Sector de la Salud. Proyecto Ataxia. Impacto sobre las
familias afectadas, 20 de Abril del 2007.

65.Reconocimiento del Secretariado provincial por ser delegado directo al IV
congreso del sindicato de los trabajadores de las ciencias, Holguin, 26 de
Octubre del 2007.

66.Premio en el Concurso Provincial Anual de Salud correspondiente al afo
2007 en la modalidad de Articulo cientifico: El dafio Olfatorio en la SCA2
muestra un patron similar al de otras enfermedades neurodegenerativas,
12 de Julio de 2007.

67.Premio en el Concurso Provincial Anual de Salud correspondiente al afo
2007 en la modalidad de Libro: Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2.
Principales aspectos neurofisioldgicos, en el diagndstico, pronético y
evolucion de la enfermedad, 12 de Julio de 2007.

68. Reconocimiento de la Asamblea Municipal del Poder Popular de Baguanos
por su labor como Diputado a la Asamblea Nacional por este Municipio, 6
de enero del 2007.

69. Reconocimiento del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente.
Delegacion Provincia Holguin. Por los Resultados Cientificos obtenidos en
el afio 2007, 11 de Enero del 2008.

70. Certificado por ser seleccionado Mejor trabajador Del afio 2008. Holguin 18
de diciembre Del 2008.
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