RGO UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
Luis Guillermo Ibarra Ibarra
ESPECIALIDAD EN: GENETICA MEDICA

DESCRIPCION CLiNICO-EPIDEMIOLOGICA DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 7
(SCA7) EN LA REGION CENTRAL DE VERACRUZ, MEXICO

TESIS
PARA OBTENER EL DIPLOMA DE
MEDICO  ESPECIALISTA  EN:
GENETICA MEDICA
PRESENT A
JOSE ALFREDO RAMIREZ GONZALEZ
PROFESOR TITULAR
DRA. MARIA DE LA LUZ ARENAS SORDO
DIRECTOR DE TESIS

DR. NORBERTO LEYA GARCIA / DR. JONATHAN J. MAGANA AGUIRRE

Instituto
Nacional de Ciudad de México, Febrero 2022
R chabilitacion

Hilerm rra Lharns



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DESCRIPCION CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 7
(SCA7) EN LA REGION CENTRAL DE VERACRUZ, MEXICO

Comité académico.

DRA. MARIA DE LA LUZ ARENAS SORDO

PROFESOR TITULAR

DR NORBERTO LEYVA GARCIA

DIRECTOR DE TESIS / ASESOR CLINICO

DR. EN C. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE

DIRECTOR DE TESIS / ASESOR METODOLOGICO



DESCRIPCION CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 7
(SCA7) EN LA REGION CENTRAL DE VERACRUZ, MEXICO

Firmas de las autoridades de la Direccién de Educacién en Salud

DRA. MATILDE L. ENRIQUEZ SANDOVAL

DIRECTORA DE EDUCACION EN SALUD

DR. HUMBERTO VARGAS FLORES

SUBDIRECCION DE EDUCACION MEDICA

DR. ROGELIO SANDOVAL VEGA GIL

JEFE DEL SERVICIO DE EDUCACION MEDICA DE POSGRADO



AGRADECIMIENTOS

A mi abuelita Carlota Cossio Béjar, que desde pequefio desperté mi

inquietud por la medicina.

A Leticia, Alejandra y Ernesto, porque fuimos, somos y seguiremos siendo

un gran equipo.

A toda la familia Gonzalez, quienes nunca han dejado de apoyarme y creer en mi.

A Mariana, mi futura esposa y pilar indispensable para emprender nuevas aventuras.

A mis profesores que hicieron esta etapa una de las mejores de mi vida, particularmente a
la Dra. Claudia Escanamé y al Dr. Alejandro Gémez, asi como al Dr. lldefonso Rodriguez

Leyva.

A Gaby, Chavita y Ana Marta Salim y Fam. Ramirez-Garcia-Luna.

Mis segundas familias en San Luis Potosi.

A mis compafieros y amigos de la Facultad de Medicina, UASLP.

En particular a Sergio Guerrero Ortiz, cuya ausencia dejoé un gran vacio, pero muchas

ensenanzas.



A mis compafieros y amigos del Laboratorio de Neuroinmunologia, Universidad de

Barcelona. Esta etapa definitivamente no hubiera sido lo mismo sin ustedes.

Agradezco de manera especial el apoyo académico brindado por el Consejo de Ciencia 'y
Tecnologia (CONACyT) y a la Fundacion Carlos Slim para la Salud por las becas que han

permitido forjar esta trayectoria médico-cientifica.

Una mencion especial para mis tutores: Dr. César Cerecedo, Dr. Norberto Leyva, Dr.
Jonathan Magafia, asi como a Yessi Tapia y Mireya Murillo. Agradezco su invaluable apoyo

y mentoria para permitirme concretar el presente trabajo.

A mis profesores: Dra. Arenas, Dra. Valdés, Dr. Hidalgo, Dr. Miranda, compafieros
residentes y del Servicio y Laboratorio de Genética INR durante esta etapa que ahora

concluye. Gracias infinitas por su paciencia, docencia y amistad.

A todos aquellos pacientes y familiares que depositan su confianza y esperanza en
nosotros, despertando la curiosidad cientifica y fortaleciendo el compromiso y la calidez

humana de nuestra profesién.

“Curar a veces, aliviar a menudo, consolar siempre” -Adolphe Gubler-



O
INR

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Medicina Gendmica del

Departamento de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) bajo la
Asesoria metodoldgica del Dr. Jonathan Javier Magaha Aguirre y la Asesoria

Clinica del Dr. Norberto Leyva Garcia

Este trabajo fue financiado por el proyecto registrado como PICSA 12-162 de la
Secretaria de Ciencia, Tecnologia e Innovacion del Distrito Federal bajo la res-
ponsabilidad del Dr. Jonathan Javier Magafia Aguirre

Asi como por el proyecto CB-2015-01-258043 del Consejo Nacional de
Tecnologia y Ciencias (CONACyT) bajo la responsabilidad del Dr. Jonathan J.
Magafia Aguirre



INDICE

I RESUMEN......cvceesteeee e seteeseee sttt sassss e sss s sas s sas s s st sesesasanasassesesenens 8
. INTRODUCCION.......ovteivteeeeeseeitsestessees s ssasss s sessss st e ss st ssssssesassss et e st sese s 9
. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.........ovvueveeeeeeceeeereeeeeeaesesenaesenens 28
IV, OBIETIVOS.....oueeveeeveereeeeeeseseeesessesssssessess s ssas st s s ess s ssssss s ssssss s sssessses s sssess s sasanes 29
V. MATERIALY METODOS........o.ooeeeeeeeeeeeseeeeseeeesessessenseesess s s sassssssssasasesssssssesesessnsesasssesns 29
VI, RESULTADOS.....o.voeveeeeeeeeereeessesssasss s ssssss s sessssssssssssssnssssssssesssssssssnsasssssssssssssssssssassssans 36

VIL DISCUSION ..ottt ettt st ss s s ssa sttt s s s s s nanas 57

VIIl.  CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO........oomvvervvemerereeneesssiae s sen s ssees 58
IX. " REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooveeveereeerreereseseseessessees s sesssensasss s sens 60
X. BIBLIOGRAFIA. ... oeeeveeveecveeeeteeee e s svs s sas s sasens e snssss s sasssss s s san s s sasassasasansssasssaesas 68
XI. ANEXOS...oeocveveeereseveeeesessaseesessssssss s sssssssssssssssses s sasess s sssess s sssssssessssssssnsssnsssessssssasansnens 68



. RESUMEN

La SCA7 es una entidad neurodegenerativa, autosémica dominante asociada a la expansion
inestable de repetidos CAG. Las caracteristicas principales incluyen disfuncidn cerebelosa y
degeneracion pigmentaria de la retina. Es infrecuente a nivel mundial (<1/100,000
individuos) en contraste con la alta prevalencia observada en poblaciones africanas,
escandinavas, europeasy en la regidn sureste de México. Hasta la fecha se han identificado
efectos fundadores para esta entidad, incluyendo el reportado en poblacién del centro de
Veracruz. El presente trabajo fue realizado en dos fases: 1) clinica (valoraciones
multidisciplinarias de los pacientes en protocolos de seguimiento para presintomaticos,
sintomatico e individuos no afectados), y 2) experimental (PCR multiplex para SCA1, 2, 3,6
y 7 y analisis de haplotipo). Estadistica descriptiva para caracteristicas clinico-demograficas
y pruebas de contraste de hipdtesis correspondientes. Se realizaron un total de 210 analisis
moleculares: 115 mostraron expansiéon patogénica en sintomaticos, 95 fueron realizado en
familiares asintomdticos en riesgo (23 presentaron alelos de penetrancia completa (>37
repetidos), 5 de ellos con alelos de penetrancia incompleta (todos con 34 repetidos) y 67
en rangos normales (entre 10-12 repetidos), todos ellos en estado heterocigoto). La
mayoria de los portadores y afectados por SCA7 comparten un haplotipo comun para la
variante, aunque interesantemente, se encontraron nuevos marcadores sugiriendo un
ancestro diferente para dicha mutacion. La clasificaciéon de portadores implica un reto
durante el tamizaje de familiares potencialmente en riesgo, permitiendo adecuado
asesoramiento genético derivando en los riesgos reproductivos y pronéstico. Hasta 2014 se
tenian estudiados 70 pacientes con SCA7 confirmados. Desde entonces y gracias a la
implementacién de dicho, la calidad del seguimiento multidisciplinario y la tasa de
deteccidén han incrementado de manera importante. En el presente trabajo se describe el
estado actual de estas familias e individuos afectados, destacando los hallazgos novedosos
encontrados.

PALABRAS CLAVES: ATAXIA, HEREDITARIA, ESPINOCEREBELOSA, SCA7, CLINICO,
EPIDEMIOLOGIA



1. INTRODUCCION

ATAXIAS HEREDITARIA (AH): PANORAMA GENERAL Y  ATAXIAS
ESPINOCEREBELOSAS (SCA) AUTOSOMICO-DOMINANTES (ADCA)

Las Ataxias Hereditarias (AH) abarcan un grupo heterogéneo de entidades genéticas que
clinicamente comparten marcha con amplia base de sustentacién, incoordinacién motriz
(fina y gruesa) y del habla (disartria escandida), asi como un curso progresivo que suele
derivar en elevada morbi-mortalidad.

A nivel neuroanatomico, la ataxia puede subdividirse segun la topografia involucrada
(cerebelosa, sensitiva y vestibular). Si bien la mayoria suele implicar afectacion del cerebelo,
en ciertos subtipos pueden verse afectadas regiones del sistema nervioso central (otras vias
involucradas, principalmente espinocerebelosas y médula espinal), periférico (neuropatias)
y/o sistémicas. Ello justifica que clinicamente puedan sobrelaparse los fenotipos -tanto en
etapas incipientes como avanzadas- con otros cuadros neurodegenerativos como son las
neuropatias periféricas hereditarias y las paraparesias espasticas hereditarias. (T Bird 2019,

Synofzik M. et al, 2017)

Estas entidades implican un reto diagnéstico ya que multiples etiologias no genéticas
pueden mimetizar dicho cuadro, dentro de las que se incluyen las metabdlicas, infecciosas,
vasculares, autoinmunes, por efecto de masa (ej. neoplasicas), paraneoplasicas, toxicas y
medicamentosas, carenciales, entre otras. De igual manera, es imperativo determinar la
etiologia molecular ya que algunas pueden ser tratables como lo son la ataxia por
deficiencia de vitamina E, de coenzima Q10 (CoQ10), la Enfermedad de Refsum y la

Xantomatosis Cerebrotendinosa (CTX). (Wallace, S. E., & Bird, T. D., 2018).

La clasificacion de estas complejas entidades es un area dinamica que ha sufrido algunos

cambios desde los primeros esfuerzos realizados (Harding AE et al, 1983), sobre todo con el



advenimiento de diagndstico molecular (que permitieron elucidar los primeros genes
asociados (ATXN1 y FXN para SCA1 y Ataxia de Friedreich, respectivamente). (Banfi, S. et al,
1994; Montermini, L., et al, 1995).

Existen diversos criterios que permiten orientar su abordaje, entre los que se incluyen: edad
de inicio, patréon de herencia, etiologia molecular subyacente, extensién de areas afectadas

(focal vs difusa) y las manifestaciones acompafantes a nivel neuroldgico y/o sistémico.

Con respecto a la edad de inicio, se clasifican de la siguiente manera: congénitas e infantiles,
juveniles/inicio temprano (early onset, EO) y aquellas de inicio tardio (adult onset, AO). Los
patrones de herencia en las AH pueden ser de tipo mendeliano (autosémico dominantes -
AD y recesivas - AR, asi como ligadas al sexo) o con patrones no clasicos (principalmente de
tipo mitocondrial), presentando las correspondientes implicaciones en el abordaje y
asesoramiento de las mismas. Segun los criterios anteriores, podemos definir tres grupos
principales de ataxias hereditarias:

1. Congénitas o infantiles, con inicio de manifestaciones antes de los 2 afios. Suelen

ser predominantemente autosémica recesivas (ARCA, por sus siglas en inglés).

2. Juveniles/inicio temprano (early onset, EO) cuando debutan antes de los 25 afios.

En este grupo podemos observar heterogeneidad en la herencia, incluyendo

tanto las AR, AD, aquellas ligadas al X y las de origen mitocondrial.
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3. |Inicio tardio (adult onset, AQ) posterior a los 25 anos. El patron mas frecuente es

el autosédmico dominante (ADCA, por sus siglas en inglés). (Fig. 1)

Ataxias Cerebelosas de
inicio en el adulto (>25a)

/\

Ataxias Cerebelosas Autosémico Ataxias Cerebelosas con otros
Dominantes (ADCA) patrones de herencia

Ataxias Espinocerebelosas Ataxias Ligadas al X
(SCA), >49 subtipos * Episédicas (EA 1-8) . Tremor Ataxia
relacionado con X-Fragil (FXTAS):
/ \ t premutacién FMR1  (Xq27) con
Por expansion Por otros tipos

expansion 55-200 CGG, mayor

A penetrancia en varones >50 afios.
de repetidos de variantes
microsatélites patogénicas*

e EA1 (KCN1A): sin vértigo;
mioquimia interictal
e EA2 (CACNA1A): vértigo y

Cuadro progresivo: temblor de
intencidn; ataxia de la marcha y
caidas; apraxias, demencia,

« — \ nistagr.no inte_r.ictal, disautonomia, parkinsonismo y
] . ) disartria, debilidad, neuropatia distal - predominio
Trinucleétido CAG en Otros repetidos, distonia y  demencia; extremidades inferiores.

Puntuales (princ.
sin sentido),
Deleciones

desorden alélico con SCA6
® EA3 (gen no identificado):

localizados en R.
no codificantes

Regiones codificantes,
“Poliglutaminicas” (poliQ)

Mitocondriales:

debilidad y visién borrosa . tRNA: MELAS; MERRF;
¥ v ¥ *EA4  (no identificado): e Microdelecién: NARP
vértigo, diplopia y
SCA1 (ATXN1), SCA2 SCAB8 (ATXNS, SCAS (SPTBN2), nistagmo Autosémico Recesivas (cuadros
(ATXN2), SCA3 CTG/CAG), SCA10 SCA11 (TTBK2), o EA5 (CACNB4): vértigo, atipicos de inicio tardio / fenotipos
(ATXN3), SCA6 (ATXN10, ATTCT), SCA13 - 16, nistagmo, disartria, atenuados): Ataxia de Friedreich
(CACNA1A), SCA7 SCA31 (BEAN1; SCA38-46, otras epilepsia (expansién‘de repetido GAA en
(ATXN7), SCA12 TGGAA), SCA36 e EA6 (SLCIA3): disartria, EXN 9921.11); Ataxia-
(PPP2R2B), SCA17 (NOP56; GGCCTG), epilepsia Tela,ngiectasia (ATMI 11q22.3)
(TBP), DRPLA (ATN1) SCA37 (DAB1; ATTTC) e EA7  (no identificado): ' '

v

debilidad, disartria
e EA8 (UBR4): debilidad,
disartria y mioquimia

Clasificacién clinica de Harding para SCA |

Fig. 1 Ataxias Cerebelosas de inicio en el adulto (>25a). *Dentro del grupo de las Ataxias
Espinocerebelosas (SCA) pueden existir ciertas excepciones, por ejemplo: evolucidn clinica
(SCA29, congénita y no progresiva), patrén de herencia (SCA24, autosémico recesiva), entre

otras.

Con relacion al abordaje de las AH, éste suele incluir una serie de estudios que podran ser
similares para varias de ellas (principalmente de neuroimagen y electrodiagndstico) en
conjunto con ciertas pruebas especializadas (pruebas bioquimicas especificas, estudios y

valoraciones clinicas acorde a las manifestaciones particulares).
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Se han descrito mds de 49 subtipos (Klockgether T et al, 2019; Pilotto F et al, 2018),
identificando su etiologia molecular y ciertos rasgos clinicos distintivos en mas de 37 de
ellas. Desafortunadamente, el alcance técnico de pruebas moleculares disponibles como
PCR multiplex y secuenciacion de siguiente generacion (Next Generation Sequencing, NGS)
limita la deteccién de ciertos tipos de variantes patogénicas (mutaciones puntuales y
expansiones de repetidos microsatélites) y subtipos de ataxias hereditarias (Wallace, S. E.,
& Bird, T. D., 2018).). Aunado a lo anterior, su baja frecuencia en la poblacion general, asi
como la amplia heterogeneidad que las caracteriza, dificulta su temprana identificacion y

adecuado manejo.

Pese al incremento en genes identificados y caracterizacidon de los respectivos subtipos de
AH, hasta la fecha no se cuenta con tratamientos que logren frenar o revertir sus
manifestaciones. Dentro del tratamiento Unicamente se cuenta con manejo sintomatico y
paliativo, asi como el 6ptimo asesoramiento tanto a los pacientes como a sus familiares en
riesgo de portar la mutacién para el diagndstico e inicio oportuno del manejo

multidisciplinario requerido.

En relacidoncon las Ataxias Cerebelosas Autosémico Dominantes (ADCA), suelen debutar
en la edad adulta (25 afios en adelante) aunque debido al fendmeno de anticipacion
observado en algunas de ellas, pueden presentar una edad de inicio juvenil, infantil o hasta
congénitas, implicando un prondstico mas sombrio en aquellas de inicio mas precoz.

(Klockgether T et al, 2019; Pilotto F et al, 2018) (Figura 2)
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ADCATIPOII

ADCATIPO I ADCATIPO Il

Ataxia y afeccion retiniana
(retinitis pigmentaria
progresiva) * otras
manifestaciones

Ataxia cerebelosa “pura”,
sin otras manifestaciones
concomitantes

Ataxia y afeccion
neuroldgica (cognitiva,
piramidal, extrapiramidal)

Principalmente
SCA6y SCA12

Principalmente Unicamente SCA7

SCA1, SCA2 y SCA3

Fig. 2 Clasificacidon de Harding para ataxias cerebelosas autosémico dominantes (ADCA)

Las manifestaciones clinicas incluyen pérdida progresiva de la coordinacién y motricidad
fina, que pueden acompafiarse de otros signos piramidales, extrapiramidales y neurolégicos
complejos (deterioro cognitivo, epilepsia, entre otros). A nivel histopatoldgico en cerebelo,
suele observarse como hallazgo casi general una pérdida importante de células de Purkinje,
asi como degeneracién de tractos espinocerebelosos y propiamente en tallo cerebral, lo

cual puede explicar parcialmente la sintomatologia en ciertos subtipos de SCA.

Dentro de este grupo de entidades ADCA, las de mayor frecuencia y probablemente
severidad, se presentan por mutaciones dindmicas de secuencias “microsatélites”, como se

aborda a continuacion.

ORIGEN DE LAS EXPANSIONES ANORMALES DE REPETIDOS MICROSATELITES

Las regiones microsatélite (MS) son secuencias de DNA de multiples copias (Fig.3) y
constituyen hasta cientos de regiones MS por Mb de DNA nuclear. Estos MS son también
conocidos como repetidos de secuencia corta (short tandem repeats, STR) o de secuencia
Unica (single sequence repeats, SSR), constituidos por secuencias de 1-6 pb repetidas en

tandem, normalmente abarcando <100 pb y distribuidos a lo largo del genoma nuclear. Ello
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corresponde hasta en un 3% del genoma humano, una cifra similar a la correspondiente

para secuencias codificantes (aproximadamente 2%).

| DNA de multiples copias |

/ \
| Secuencias repetidas dispersas | | Repetidos en tandem |
Retrotransposones Transposones Microsatélites/STR Minisatélite Satélite
(Transposones clase 1) (clase 1) Secuencias de 1-6 Secuencias de 6- Secuencias 5-171
pb, entandem 100 pb, tamafio pb, alcanzan
(por lo general varia de extensién de
<100pb) 0.1 -20.0 kb cientos de kb

Fig. 3 Clasificacion de secuencias de DNA presentes en multiples copias.

Los MS se clasifican acorde a la regidn génica donde se localicen, fundamentalmente en
regiones codificantes y en aquellas no codificantes (intrénicos, regiones regulatorias no

traducidas 5’y 3°, 5°UTR y 3°UTR por sus siglas en inglés).

Debido a su naturaleza repetitiva, existe una inherente propensién para cambios en su
tamanfio (ya sean expansiones o contracciones) mediante tres mecanismos o circunstancias
especiales: reparacion (mecanismo de reparacidon por apareamiento andmalo de bases,
MMR por sus siglas en inglés), durante la replicacion (fase S del ciclo celular) o al momento
de la recombinacion (meiosis). (Guy-Rickard, 2021) El incremento de repetidos se lleva a
cabo tanto en fase replicativa (ej. expansion en células germinales, potencialmente
heredable) como en la fase no replicativa (ej. mosaicismo somatico, predominantemente
en determinados tejidos como cerebelo y retina en el caso de SCA7). (Polleys, E. J., et al,

2017)

Cualquiera que sea el origen de las expansiones, ello deriva en una alta tasa de mutacién

tanto a nivel germinal como somatico (mutacidn dindmica), confiriendo amplia variabilidad

14



en dichos loci e incluso heterogeneidad multialélica entre individuos genéticamente
relacionados. Por este motivo se consideran polimorfismos importantes para la plasticidad
del genoma humano, aunque también estan implicados con determinadas entidades por

expansiones en rangos patolégicos. (Nussbaum, R . L., et al, 2016; Thompson G., 2019)

1) RECOMBINACION ANOMALA

Durante la meiosis, especificamente en la fase de cigoteno, sucede el fendmeno de
recombinacién. Los desenlaces que esto puede originar son una recombinacién homologa
(HR por sus siglas en inglés, lo que habitualmente sucede), recombinacién homéloga no
alélica (NAHR por sus siglas en inglés, deletéreo en ocasiones) e incluso situaciones de
conversion génica (mecanismo por el cual una secuencia de DNA reemplaza a una homdloga
favoreciendo que estas se vuelvan idénticas entre si).

Los repetidos MS son capaces de originar muescas, huecos o rupturas (nicks, gaps, breaks)
en el DNA — estas ultimas tanto de cadena simple (SSB) como de doble cadena (DSB) . Estas
anomalias son reparadas por mecanismos de escision de bases (BER) para los dos primeros
o mediante mecanismos de reparacion acoplados a la recombinacién como son HR (DSB),

escision de nucledtidos (NER) o MMR (cuando es SSB).

2) REPLICACION Y REPARACION DEFICIENTES
Los elementos repetitivos en el DNA como lo son los MS conllevan un reto para la
magquinaria replicativa. Estas regiones gendmicas pueden adoptar estructuras atipicas a la
forma DNA-B (nativa en eucariotas) que bloqueen la adecuada progresién de la maquinaria
replicativa (“replicative fork stalling”). El estancamiento prolongado de la maquinaria puede
tener diversas consecuencias, bien inocuas o deletéreas, incluyendo expansiones,

contracciones y fragilidad cromosdmica en dichos sitios. (Polleys, E. J., et al, 2017)
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Durante la fase S, la DNA polimerasa (DNApol a y B) permite la elongacién de las cadenas
nacientes en conjunto con las proteinas RFC (replication factor C) y PCNA (proliferating
nuclear cell antigen) que forman una abrazadera estable con el DNA nativo.

Cuando la polimerasa llega a las secuencias ricas en repetidos microsatélites STR, ésta llega
a sufrir un desliz, disminuyendo su procesividad y fidelidad y dando origen a la formacién
de asas de insercidn-delecidn (insertion-deletion loops, IDL). Debido a la imposibilidad para
replicar agilmente estas estructuras complejas IDL, se frena el proceso y simultdneamente
se reconoce el defecto en la cadena naciente mediante proteinas del complejo de
reparacion por bases mal apareadas (mismatch repair, MMR por sus siglas en inglés (Dion,
V. 2013; Wheeler, V. C., 2021)

El mecanismo MMR estd integrado por 4 proteinas clave: homdlogo 1 de mutL (MLH1),
homoélogo 2 de mutS (MSH2), homdlogo 6 de mutS (MSH6) y la proteina de segregacion
postmeidtica incrementada (PMS2). Estas proteinas forman complejos de heterodimeros
mediante los cuales se reconoce el apareamiento anémalo. Las proteinas MSH2 junto con
MSH6 o MSH3 y se escinde dicho segmento (actividad exonucleasa de MLH1/PMS2)
reiniciando la sintesis y union de la regién reparada (DNA Polimerasa delta - DNApold y
ligasa LIG1).

En el caso de las expansiones de repetidos, una vez concluida la reparacién por el complejo
MMR se reinicia la sintesis, aunque habiéndose establecido uno o varios tripletes
adicionales en la secuencia naciente.

Cabe destacar que estas asas IDL son resistentes tanto a este como a otros mecanismos de
reparacidn, motivo por el cual dificilmente logran observarse contracciones de repetidos en
las siguientes generaciones sino una tendencia a expansiones cada vez mayores. (Wheeler,

V. C., & Dion, V., 2021).

ENFERMEDADES POR EXPANSION DE REPETIDOS POLIGLUTAMINICOS Y ATAXIAS
ESPINOCEREBELOSAS

16



Con respecto a los mecanismos de fisiopatogenia, las enfermedades por expansién de
repetidos se clasifican segln el tipo de microsatélite involucrado. Un grupo de nueve
enfermedades se caracterizan particularmente por la expansidn del trinucledtido CAG,
también conocidas como “poliglutaminicas” o “poliQ”. Estas enfermedades poliQ incluyen
a la Enfermedad de Huntington, Distrofia muscular espinobulbar de Kennedy (SBMA) asi
como la Atrofia Dentado-Rubro-Palido-Louisiana (DRPLA). Mencién especifica merecen las
SCA, clasificadas segun el tipo de variante patogénica que la origine (expansion de repetidos
microsatélites, mutaciones puntuales, inserciones/deleciones) y la regidon génica donde
esta se localice (codificantes y no codificantes). Aquellas por expansidon de microsatélites
se subdividen en las SCA “poliglutaminicas” o “poliQ” (SCA tipo 1, 2, 3,6, 7y 17), y en
aquellas que implican otro tipo de repetido. (Polleys, E. J., et al, 2017; Lieberman A.P. et al,
2019)

Como concepto general, se acepta que las SCA poliQ suelen situarse en regiones
codificantes y estar restringidas a un namero limitado de repetidos, mientras que las SCA
por otro tipo de repetidos suelen estar localizadas en regiones intrénicas o reguladoras (ej.
regiones no traducidas 5" o 3, 5°'UTR o 3’UTR por sus siglas en inglés respectivamente) y
pueden llegar hasta varios miles de repetidos como es el caso de la Distrofia Miotdnica tipo

1 (DM1). (Bird TD., 2019).

5'UTR Exén codificante Intrones — 3°UTR
No codificantes

H— ]

] A | )

Sindromes relacionados con Poliglutaminicas (CAG, poliQ): [ Friedreich Distrofia miotdnica tipo 1I|
FMR1 —FXTAS/FXPOI/FXS- Huntington, Kennedy, DRPLA, (GAA),SCA10 (“Enfermedad de Steinert”)
{CGG); SCAL2 (CAG) SCAL 2, 3, 6, 7, y 17); Distrofia (ATTCT), ELA- y SCAZ(CTG)
oculofaringea OPMD (GCG) DFT (GGGGCC)

Fig. 4 Enfermedades por expansion de repetidos: se indican algunas entidades por
expansiones y los microsatélites implicados entre paréntesis, incluyendo poliglutaminicas

(poli-Q). (Polleys, E. J., et al, 2017; Lieberman A.P. et al, 2019)
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PANORAMA EPIDEMIOLOGICO Y CLINICO ACTUAL DE LAS SCA

A nivel mundial, las ataxias espinocerebelosas (SCA) pueden variar en prevalencia acorde a

factores étnicos-geograficos, aunque se acepta que las mas frecuentes son -en orden

descendente- la SCA3, SCA2, SCA1, SCA7 y SCA6. Estas ataxias comparten ciertos rasgos en

comun como su origen molecular por expansiones de repetidos poliQ. (Tabla 1)

Se caracterizan por presentar expansiones patoldgicas suelen mutar de manera dindmica

formando estructuras estables de DNA andmalo y complejo para el acceso de la maquinaria

de reparacidn por apareamiento incorrecto de bases (mismatch repair, MMR por sus siglas

en inglés). La instauracion de trinucleétidos repetidos en la cadena naciente sin lograr ser

editada, deriva en efectos deletéreos sobre el portador (ej. alteracidon en la expresién

génica, en la transcripcién y el mRNA naciente, sobre la traducciéon, modificacién de la

funcién proteica) y potencialmente sobre su descendencia.

Tabla 1. Ataxias espinocerebelosas (SCA) mas frecuentes a nivel mundial.

*Adaptado de Buijsen R.A.M. et al., 2019.

INCOMPLETA

SCA1 SCA2 SCA3 SCA6 SCA7
GEN / LOCUS /| ATXN1,6p22.3; | ATXN2, ATXNS3, CACNA1A, | ATXN7,
PROTEINA Ataxina-1 12924.12; 14932.12; 19p13.13; | 3pl4.1;
Ataxina-2 Ataxina-3 CACNA1A | Ataxina-7
NUMERO DE
REPETIDOS Y
FENOTIPO
ESPERADO: 6-35 14-31 11-44 4-18 4-19
e RANGO (6-44)*
NORMAL - 32 45-59 19 28-33
e PREMUTACION
e PENETRANCIA 36-38 33-36 34-36
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e PENETRANCIA 39-91 >37 60-87 20-33 >36
COMPLETA (45-91)*
e CONGENITO / >44 >46
INICIO PRECOZ
Disartria, Movimientos Parkinsonismo, | Disartria, Degeneracion
piramidalismo | sacadicos piramidalismo | nistagmo, | retiniana,
(espasticidad, lentos, (espasticidad, temblor piramidalismo
CUADRO CLINICO hiperreflexia) hiporreflexia, hiperreflexia) enreposo | oftalmolplejia,
deterioro polineuropatia, | *”Enfermedad | *Desorden | hipercinesia,
cognitivo debut infantil de Machado- | alélico a | disautonomia,
Joseph (MJD)” | Ataxia EA2 | alt. del suefio

El llamado “fendmeno del umbral” se refiere a la presencia de rangos estrechos de repetidos
en el alelo afectado, dentro de los cuales podemos encontrar estados de alelos normales,
en premutacion o como portador (sintomatico/presintomatico). La implicacién clinica
directa con este hallazgo es su relacidon estrecha con el “fendmeno de anticipacion”
previamente mencionado. (Guy-Ricard, 2021; Polleys, E. J., et al, 2017; Lieberman A.P. et al,
2019)

El origen parental del alelo expandido también tiene relevancia clinica en este tipo de
mutaciones dinamicas. Si bien no se comprende exactamente qué origina este efecto, se
asume que pudieran estar involucrados mecanismos de seleccion sobre gametos afectados
ya sea en la ovogénesis o espermatogénesis. En el caso de las ataxias espinocerebelosas, la
expansién suele suceder preferencialmente durante la formacidon de gametos masculinos
mientras que en otras entidades por expansién de repetidos como la distrofia mioténica

tipo 1 (DM1), esta suele provenir de los gametos femeninos. (Bird T., 2019)
Dentro de las SCA previamente mencionadas, la ataxia tipo 7 (SCA7) destaca por su alto

impacto discapacitante a nivel fisico y de manera peculiar a nivel visual. Aunado a lo

anterior, en México se ha identificado una elevada prevalencia en la regién central de
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Veracruz por la cual se cuenta en nuestro pais con la serie de casos mas grandes a nivel

mundial.

PANORAMA GENERAL DE LA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 7 (SCA7)

La Ataxia Espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es una entidad neurodegenerativa poco frecuente,
con herencia autosdmico dominante asociada a la expansion inestable de repetidos CAG
que se traducen en largos tractos de poliglutaminas (poliQ). Las caracteristicas principales
de la SCA7 incluyen disfuncién cerebelosa, hiperreflexia, temblor postural, degeneracién
pigmentaria de la retina (caracteristica de esta entidad y ausente en otros subtipos de SCA)

y oftalmoplejia. (Rodriguez-Labrada L, et al., 2020).

Dentro de las ataxias espinocerebelosas autosémico dominantes (ADCA), la SCA7
representa <2% vy es infrecuente a nivel mundial (<1/100,000 individuos) en contraste con
la alta prevalencia observada en poblaciones africanas, escandinavas (Suecia y Finlandia),
del centro de Europa y en la region sureste de México. Hasta la fecha se ha logrado
identificar el efecto fundador para esta entidad en diversas regiones del mundo, incluyendo

el reportado en nuestra poblacién (Magana JJ, et al., 2013; Magaia JJ, Tapia-Guerrero Y. et

N
A
N
¥ {"’w\ — Central region of Veracruz State

5
G,

al, 2014). (ver Fig.5)
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Fig. 5. Regiones geograficas en México con casos confirmados de SCA7 (2014)
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Hasta 2014 (Velazquez-Perez L, Cerecedo-Zapata C. et al.; 2015) se tenian 70 pacientes con
SCA7 confirmados (PCR multiplex para tamizaje de SCA1, 2, 3, 6 y 7; realizada en el
Laboratorio de Genética y Gendmica — INR LGIl). Desde entonces y gracias a la
implementacion de protocolos para estudio de SCA7 en estado presintomatico vy
sintomatico, la calidad del seguimiento multidisciplinario y la tasa de deteccidn han

incrementado de manera importante.

ASPECTOS CLINICOS EN SCA7

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) se caracteriza por ataxia, incoordinacion y retinosis
pigmentaria (distrofia de conos y bastones con progresidén hasta la ceguera total), entre
otras manifestaciones. (Tabla 2) Hasta la fecha no se cuenta con ningun tratamiento que
logre frenar o revertir la neurodegeneracién, Unicamente manejo sintomatico de las
complicaciones (ej. disfagia, broncoaspiracidn, discapacidad fisica y visual) y cuidados

paliativos cuando los pacientes lo ameritan.

Tabla 2. Manifestaciones clinicas mas frecuentes en SCA7

Manifestacion % Caracteristicas o particularidades de dicha manifestacion
clinica
Ataxia cerebelosa 100% | Marcha inestable con base de sustentacién amplia, dismetria y

disdiadococinesia

Disartria 100% | Alteracién en la articulaciéon del lenguaje

Disfagia 40% | Predispone a morbimortalidad (broncoaspiracién, neumonias)
Anormalidades 80% | Movimientos oculares sacadicos lentos, dismetria sacadica,
oculomotoras nistagmo evocado; oftalmoplejia en fases avanzadas
Degeneracion de 100% | MNS: principalmente hiperreflexia y espasticidad bilateral.
motoneurona MNI: fasciculaciones, debilidad y atrofia muscular, hipo o
superior (MNS) y/o arreflexia, pérdida de sensibilidad distal)

inferior (MNI)

21



Alteracion en la 40% | Hipoestesia a presion ligera, con alfiler y/o alteracién en la

sensibilidad propiocepcion
Sindrome de 35% | De caracter involuntario, suele exacerbar durante periodos
piernas inquietas vespertinos y nocturnos

Deterioro cognitivo 20% | Alteracion ejecutiva y funciones mentales superiores (atencién,

abstraccion, calculo, memoria, percepcién razonamiento)

Alteraciones 10% | Distorsion de la realidad, agresividad, ansiedad/depresion

conductuales

70% | Fase inicial: Hemeralopia y discromatopsia (incapacidad para

Distrofia retiniana distinguir luces brillantes y discriminacion a los colores,
(de conos y respectivamente); fotofobia progresiva
bastones) Fase avanzada: Pérdida progresiva de visién central

(escotomas) que progresa a ceguera total
Fondo de ojo: degeneracidon macular, progresando a
pigmentacion granular y atrofia de epitelio pigmentario en

retina periférica

Dentro del grupo de las SCA, la SCA7 es la que presenta mayor inestabilidad somatica y
germinal, lo que conduce a un mosaicismo con elevada heterogeneidad en el numero de
repetidos y en el cuadro clinico. El nimero normal de repetidos es 4-18 CAG en el tracto
polimérfico. El nimero de CAG con penetrancia completa es a partir de los 37 repetidos.

(Velazquez-Perez L., et al.; 2015; Rodriguez-Labrada L, et al., 2020).

Dependiendo del tamafio de la expansidon y en correlacion con la edad de presentacion se
describe: fenotipo de inicio temprano (early onset, EQ) con penetrancia completa por arriba
de 47 repetidos, habitualmente presentando degeneracién retiniana progresiva, mientras
gue aquel de inicio en la edad adulta (adult onset, AO) suele relacionarse con expansiones
heterocigotas entre 37-46 repetidos manifestandose con alteraciones extrapiramidales y
trastornos del movimiento. Cabe mencionar que se han identificado expansiones de hasta

460 CAG. (Velazquez-Perez L., et al.; 2015; Magaia JJ et al, 2014)
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Ciertas similitudes tanto en la fisiopatologia como en correlaciones genotipo-fenotipo han
sido descritas de manera general a las ADCA poliglutaminicas (poliQ) mas frecuentes en

México y el mundo (SCA1, 2,3,6y 7):

1. A un mayor numero de repetidos, se observa fenédmeno de anticipacién y
presentacion de fenotipo de inicio temprano (EO) con velocidad de progresién y
severidad mas acentuadas

2. Origen paterno del alelo expandido puede correlacionar con anticipacion y
severidad de la evolucion.

3. Hasta la fecha no se han identificado desérdenes alélicos relacionados con la
mayoria de los genes involucrados en las ADCA (a excepciéon de SCA6 y EA2 , ambas

relacionadas con CACNAIA).

Un aspecto clinico que merece mencién aparte es aquel del estudio y seguimiento de los

individuos presintomaticos. (Lédo, S., Ramires, et al, 2018). Este grupo se define como

aquellos que, siendo portadores de la expansidn patogénica en el gen descrito, no se logra
determinar de manera precisa su afectacién con datos clinicos confiables. Ello tiene
diversas implicaciones, tanto propias para el individuo (ej. confirmacién diagndstica, inicio
del seguimiento, impacto en prondstico), como para sus familiares inmediatos (ej.
estratificacion del riesgo de encontrarse en estado de portador, tamaio de la expansién y

fenotipo esperable, entre otras). (Lédo, S., Ramires, et al, 2018; Paneque, M., et al, 2019)

De igual manera, surgen diversos dilemas bioéticos al momento del asesoramiento
preprueba y/o posprueba en diversos escenarios como se detallan a continuacion: aquellos
sujetos asintomaticos que se conocen en riesgo por familiares con sospecha de SCA7 (ej.
del 25% o 50% segun el grado de parentesco con el afectado), menores de edad en riesgo
de ser portadores (ACMG/ACP, 2013), aquellos presintomaticos/sintomaticos que rechazan
conocer su estado “molecular/alélico” (ej. sanos vs. portadores) y aquellos que -pese a la

negativa de familiares con sospecha de SCA7 para su confirmacién molecular-, solicitan su
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estudio genético y pueden revelar un “doble diagndstico” o “diagndstico no solicitado”
(tanto para ellos como para familiar afectado no estudiado previamente). (Bonnard, A., et
al, 2019). Con base en lo anterior, es indispensable un abordaje cauto y multidisciplinario
mediante el cual puedan establecerse las condiciones familiares, la comprension vy
asimilacién del hecho de conocer su condicion y el estado cognitivo y psiquidtrico previo
incluso al asesoramiento preprueba y/o posprueba. (ver Fig. 7. Flujograma de atencién para

Ataxias hereditarias (AH))

FISIOPATOLOGIA EN SCA7

A nivel molecular, se presenta una expansion del repetido CAG en el exdn 3 de ATXN7
(3p14.1), codificando para un tracto poliglutaminico de tamafio variable (de entre 4-19
repetidos CAG). Dos isoformas son codificadas a partir de ATXN7, compartiendo dominios
en comun pero extremo C-terminal especifico: ATXN7a, de 892 residuos de aminoacidos,
de localizacién nuclear y la mas estudiada por su interaccién con el complejo SAGA (SPT-
ADA, GCN5, ATXN7) y CRX; la isoforma ATXN7b de 945 residuos de aminodcidos, de
localizacion citoplasmatica y poco caracterizada. (Fig.6) En términos generales, la ataxina 7
nuclear (ATXN7a) es una subunidad del complejo acetiltransferasa de histonas y esta
implicada en desubiquitinacién y regulacidon de la expresiéon de multiples genes, de
predominio tanto a nivel cerebeloso como retiniano (a este nivel con el factor de

transcripcion CRX).

ATXN7a interactua con diversas subunidades del complejo multimérico SAGA, dentro de las

cuales destacan:
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Dominio
Dominio
PoliQ ZnE PTM  NES NLS conservado

ATXN7a N EEEEE ﬂ_l |— #

835 892

ATXN7b [ ﬂ_| |— *

Fig. 6. Isoformas p.ATXN7. Abreviaturas: expansion poliglutaminica (PoliQ), dominio de
dedo de Zinc (ZnF), sitio de modificacion postraduccional (PTM), sefial de exportacion y de

localizacion nuclear (NES y NLS; respectivamente). *Adaptado de Karam y Trottier, 2018

* SPT-ADA y GCN5, ambos con actividad de acetiltransferasa (H3K9ac) sobre promotores,
favoreciendo accesibilidad para maquinaria transcripcional.

* ATXN7-L3, estructura de ensamblaje para SAGA e implicada en el médulo de
desubicuitinacion

e USP22 = desubicuitinacién a nivel de H2 (H2Bub) para inicio y elongacion de la
transcripcion

* CRX (factor transcripcional en conos y bastones), entre otros.

En la variante silvestre de ATXN7 se observan modificaciones postraduccionales
caracteristicas, principalmente acetilacién y SUMQilacidon en el residuo de lisina en la
posicion 257 (K257). En contraste, la ATXN7 mutante (mATXN7) presenta ciertas
modificaciones que no suelen suceder en el tipo silvestre, siendo dos de ellas las mas
relevantes:

1. Expansién poliQ anormalmente larga (>37 repetidos CAG) y acetilacion (K257ac),

gue protegen de la autofagia y estabilizan a la mATXN7.
2. Protedlisis por caspasa 7 del extremo N-ter con expansién poliQ y ZnF, liberando

pequefios fragmentos téxicos (55kDa) de mATXN7 que permanecen en el nucleo.
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Lo anterior predispone a la formacién de inclusiones nucleares amiloides de dificil
degradacion y que secuestran componentes del complejo SAGA. Las inclusiones nucleares
predominan en neuronas susceptibles (ej. Purkinje-cerebelo y retina-fotorreceptores conos
y bastones). Dentro de los mecanismos para el desarrollo de estrés oxidativo vy
neurodegeneracion (Paulson H. et al, 2019; Palau F, 2017; Borbolla-Jiménez et al, 2021) se

mencionan a continuacion:

e Toxicidad mediada por RNA con el expandido (expanded tandem repeat RNA,
xtrRNA)

e Traduccidn asociada a repetidos no-AUG (traduccion tipo RAN, por sus siglas en
inglés) y cambios en el marco de lectura a nivel ribosomal

e Agregacion de mATXN7 SUMoilada, induciendo formacion de agregados “redondos”
en contraste con los no-SUM “estelados”, que secuestran caspasas-3 y 19,
subunidad del proteasoma y chaperona HSP70).

e Secuestroy agregacion de componentes del complejo SAGA

e Alteracién de otros factores transcripcionales (CBP, p53) y genes tejido-especificos

e Alteracién de RNA no codificantes: 1) niveles bajos de miR-124 promueven la
acumulacién y traduccién de mRNA-mATXN7, perpetuando la proteotoxicidad; 2)
Inc-SCA7 también regulan la expresion de ATXN7 (igualmente alterados en SCA7),

entre otros. (Palau F, 2017; Borbolla-Jiménez et al, 2021).

MODIFICADORES GENETICOS Y EPIGENETICOS DE SCA7
Las mutaciones dindmicas poseen un marcado efecto dependiente del progenitor afectado.
En el caso de la SCA7, el origen paterno del alelo afectado suele implicar mayor expansién

intergeneracional (>10 repetidos en la descendencia afectada). (Ramos A., et al, 2016;

Karam A., Trottier Y., 2018; LaSpada A., 2020)
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Otro efecto interesante en estas entidades por expansiones de repetidos es el “mosaicismo

somatico” que las caracteriza, siendo este el modificador genético mas importante para su

fisiopatologia y evolucidn clinica. La heterogeneidad en el tamafo de la expansion dentro
de diferentes tejidos de un mismo individuo (ej. regiones especificas del sistema nervioso
central o a nivel gonadal) se ha demostrado en enfermedades relacionadas (Enfermedad de
Huntington, EH) correlacionando determinadas manifestaciones clinicas y progresion de la
enfermedad. Desafortunadamente esto puede ser evaluado Unicamente postmodrtem.

(Karam A., Trottier Y., 2018; LaSpada A., 2020)

Un mecanismo por medio del cual puede controlarse la expansion es mediante las
interrupciones en los repetidos. Estas interrupciones varian segun el tipo de microsatélite
involucrado y suelen implicar generalmente el cambio de una sola base, con lo cual se
restablece de manera mas 4gil la procesividad de la polimerasa. En el caso de SCA7 no se
han reportado estas interrupciones, explicando en parte la elevada inestabilidad que la

caracteriza. (Menon RP et al., 2013)

Las regiones de cromatina donde se situan las expansiones estan igualmente reguladas a
nivel epigenético: las modificaciones postraduccionales de histonas, los RNA no codificantes
(ncRNA) y los cambios directos a nivel de DNA pueden influir en la estabilidad de la
expansion, accesibilidad para la expresidn génica y reparacion de DNA. (LaSpada A., 2019)
Cambios en los factores involucrados para estas maquinarias se han asociado con fenotipos
variables de SCA. Otros factores por considerar son la dieta y el estilo de vida, aunque ello

es dificil de correlacionar con la progresién de la enfermedad. (Libby RT et al. 2008)

Habiendo destacado el panorama epidemioldgico, clinico y molecular de la SCA7 en la

region central de Veracruz (y otras entidades de la republica), surge la trascendencia del

presente trabajo.
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. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La SCA7 se distingue del resto de las ataxias por la presencia de retinopatia progresiva
irreversible asociada al sindrome cerebeloso, implicando una severa discapacidad motora y
visual. Los reportes de la SCA7 con los que hasta ahora se cuenta, son escasos y se han
basado en cohortes muy pequefias debido a la baja prevalencia de esta entidad. Ademas,
la heterogeneidad genética condiciona a su vez una amplia variabilidad fenotipica,
dificultando un adecuado manejo y prondstico. Al ser considerada como una enfermedad
huérfana, los sistemas de salud no cuentan habitualmente con una metodologia adecuada
en la atencidn especializada de estos pacientes, por lo que el diagndstico oportuno, el
registro de la prevalencia de la enfermedad, el seguimiento del tratamiento y el andlisis
detallado del comportamiento de la historia natural de la patologia, son indispensables para

definir esquemas de salud para la atencidn especializada de estos pacientes.

Por lo tanto, en este proyecto multidisciplinario se analizé la mayor casuistica conocida
hasta el momento con SCA7, identificando una serie de marcadores clinicos y genéticos en
etapas sintomaticas y presintomaticas acorde a modelos previamente descritos para otras
entidades. Este enfoque traslacional, es decir, la interaccién e integracién de las ciencias
basicas y clinicas (Bakir M, 2011), permitié una mayor comprensiéon, mejor seguimiento y
asesoramiento tanto a las familias e individuos potencialmente en riesgo de desarrollar y
transmitir dicha entidad a su descendencia. Ante este problema, en este trabajo se realizd
una caracterizacion detallada y actualizada de SCA7 en la region central de Veracruz,
considerando factores clinicos, genéticos, socio-demograficos y epidemiolégicos.
Considerando como pregunta de investigacion: éel conocer el panorama actual de la SCA7
en la regién central de Veracruz nos ayudara a caracterizar mejor la patologia y generar

mejores programas de atencion a los pacientes?
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IV. OBIJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES

OBJETIVO GENERAL

Presentar una actualizacién del estado genético, clinico y epidemiolégico de la SCA7
en la regidn central del estado de Veracruz, destacando los hallazgos novedosos

encontrados en estas familias e individuos afectados.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer una ruta diagndstica adecuada para determinar la presencia de la SCA7
en la regiodn central del estado de Veracruz para identificar a pacientes sintomaticos.

2. Realizar una actualizacién del estado actual socioeconémico y epidemiolégico de la
poblacion fundadora de SCA7

3. Determinar mediante informacion clinica, genealdgica y molecular, la frecuencia de
los portadores presintomaticos de SCA7 e identificar posibles signos prodrémicos.

4. Definiry correlacionar las manifestaciones clinicas y las caracteristicas genéticas de
los pacientes sintomaticos con SCA7 en la poblacién analizada.

5. Definir la ruta critica de atencidn al paciente sintomatico y presintomatico, y su
seguimiento a través de un algoritmo de manejo multidisciplinario del paciente.

6. Proponer los estandares de calidad en la atencion y asesoramiento de familiares en
riesgo de presentar y/o transmitir esta entidad a su descendencia, asi como sus

consideraciones bioéticas.

V. MATERIALY METODOS.

El presente trabajo se desarrollé en dos etapas: etapa clinica y etapa de analisis molecular.

Se analizaron y recopilaron los datos clinicos, genealégicos y moleculares de las familias y

sus integrantes reclutadas del afo 2011 al 2021 para participar en el protocolo de vigilancia
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y diagndstico de SCA7 del grupo de trabajo del Instituto Nacional de Rehabilitacién (INR) y

el Centro de Rehabilitacion e Inclusion Social (CRISVER) de Veracruz.

Como primera fase para el estudio de ataxias hereditarias (AH), se establecié una ruta critica
para el andlisis de los sujetos. En la Figura 7 se observa la ruta para el reclutamiento de

pacientes a través del diagndstico clinico y molecular.

A cada sujeto de estudio se le realizé una historia y exploracién clinica completa [exdmenes
estandares neuroldgicos de acuerdo con los procedimientos de la Clinica Mayo (Denny-
Brown et al., 1982)], seguida de la evaluacién de los sintomas cerebelosos usando la escala
“Assessement and Rating of Ataxia” (SARA por sus siglas en inglés) (Schmitz-Hubsch et al.,
2006) mientras que, la exploraciéon de datos extracerebelosos se llevd a cabo usando la
escala “The Inventory of Non-Ataxia Symptoms” (INAS por sus siglas en inglés) (Schmitz-
Hubsch et al., 2008) (Anexos 2 y 3). A través de este andlisis se analizarén pacientes
sintomaticos e individuos en riesgo, con la finalidad de identificar posibles portadores

asintomaticos.
CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

En los siguientes apartados, se describen los criterios utilizados para la seleccién de la
poblacién estudiada. Se consideraron los siguientes grupos de individuos para SCA7:

individuos en riesgo, presintomaticos y sintomaticos.

a) Individuos con SCA7 sintomaticos

a. Criterios de Inclusidn: Pacientes con diagndstico clinico y molecular (expansion

>37 CAG en ATXN7) de SCA7.

b. Criterios de exclusidn: Pacientes que presentaban ataxia secundaria a otra

etiologia (carencial, alcoholismo, drogas, neoplasias, patologia vascular,
malformaciones congénitas, otras alteraciones genéticas, enfermedades

cronico-degenerativas, autoinmunes e inflamatorias, entre otras).
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c. Criterios de eliminacion: Pacientes con muestra insuficiente para realizar las

pruebas moleculares establecidas. Todos aquellos sujetos a los que no se les

logré completar el 100% de los procedimientos requeridos o que hayan

abandonado el estudio por decisién propia.

Alta del protocolo y

No seguimiento en cs
Paciente sospechoso Referencia a Protocolo Elegibilidad / (primer nivel de atencién)
de AH Consulta egibilida
o —_— Y u —>

antecedentes inicial por MFR paraingreso a

familiares de AH - .
(Valoracién de riesgo) Protocolo AH \ iPaciente estable

animicamente?

o, . Abordaje integral y valoracion inicial: Intervencion
ac((:);l(ti?dat:e A:r; . Firma de consentimiento informado por Psico!ggl‘a y
condiciones aptas? . Psicologia: asesoramiento, psicometria revaloracién
y psicoterapia (individual y grupal)
. Evaluacién médica: MFR v Genética

Toma de muestra para PCR
multiplex (SCA 1,2,3,6y7)y
asesoramiento preprueba

Intervencion
por Psicologia y
revaloracién

l Negativo

Asesoramiento
i / y seguimiento
Asesoramiento
genético segun . . .
resultado molecular NO/V Asesoramiento y seguimiento correspondientes

éSintomatologia
\ relacionada?
Positivo \
si Protocolo de atencidn a paciente sintoméatico

Fig. 7. Flujograma de atencion para Ataxias hereditarias (AH). Abreviaturas: AH — ataxias

hereditarias, CS — centro de salud, MFR — medicina fisica y de rehabilitacion.

Clasificacion de pacientes sintomaticos con SCA7

Los pacientes sintomaticos se subclasificaron en dos grupos de acuerdo con el

fenotipo correspondiente conforme a lo previamente reportado (Velazquez-Perez

etal., 2015) :
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1. Pacientes SCA7 con debut en edades tempranas (early-onset, EO): Aguellos que
presentaban >46 repetidos CAG vy el inicio de sintomas reportado antes de los 18

afos, predominando las alteraciones visuales y espasticidad.

2. Pacientes SCA 7 con debut en la edad adulta (AO): Aquellos que presentaban
expansion >37-46 repetidos CAG, inicio de sintomatologia después de los 18 afios y

con un predominio de afeccién motora cerebelosa.

b) Individuos en riesgo de padecer SCA7

a. Criterios de Inclusién: Sujetos pertenecientes a familias con pacientes

confirmados molecularmente con ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7).

b. Criterios de eliminacidén: Pacientes con muestra insuficiente para realizar las

pruebas moleculares establecidas. Todos aquellos sujetos a los que no se les
logré completar el 100% de los procedimientos requeridos o hayan abandonado

el estudio por decision propia.

¢) Individuos con SCA7 presintomaticos

a. Criterios de Inclusidn: Individuos con diagndstico molecular positivo (expansién

>37 CAG en ATXN7) de SCA7 que en el estudio clinico-neurolégico presentaron
valoraciones SARA e INAS sin alteraciones objetivas de SCA7.

b. Criterios de exclusiéon: Individuos que presenten sintomatologia clinica a pesar

de no referirla o negarla por parte del probando.

c. Criterios de eliminacidn: Individuos con muestra insuficiente para realizar las

pruebas moleculares establecidas. Todos aquellos sujetos a los que no se les
logré completar el 100% de los procedimientos requeridos o hayan abandonado

el estudio por decision propia.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo fue aprobado y registrado por el comité de ética e investigacion del
Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” de acuerdo con el
protocolo 15/12 (INR LGIl, CMDX), bajo los estatutos establecidos por la Declaracién de
Helsinki (1964). Todos aquellos pacientes incluidos en el estudio accedieron a participar de
manera voluntaria y firma de consentimiento informado escrito, con acceso al protocolo de

seguimiento multidisciplinario y asesoramiento genético pre y postprueba (Fig. 8).

Padente sospechoso de AH o con historia familiar de SCA7
Exclusion de ofros subtipos de SCA, AH o secundarias (g. congénita,
neoplasias, vascular, alcoholisme, autoinmune o inflamatorias).
Estratificacion del riesgo < Admision al protocolo de estudio SCA7

Y

Protocolo de SCAT
Valoracion neuroldgica
Consentimiento informado
Asesoramiento genético
Valoracion  psicoldgica vy
pruebas psicométricas

/Pmtocolo Sintométiw\’

Muesira de sangre : s
1. Protocolode Inveiige}ldén Clinica periférica. *3do :.-:Iue;[r‘;to;:l osaﬂrg'lrzs‘ gte??éar‘i]cca‘?
Muestrade sangre periférica asesoramiento genético. *2do asesoramiento  genético.
Resultados confidenciales o Evaluacidn sicolégica
redireccionamiento a protocolos 20 3 + Psicotera iaind%idualg v
en conformidad con los individuos) v

* Abordaje multidisciplinario: i

MFR, Genética,

Oftalmologia,  Psicologia,
Explicacidn de resultados por médico otros servicios. Reevaluacion psicolégica
de referencia. *2do asesoramiento Seguimiento  antes Estratificacion  de  sintomas
genético; Apoyo  psicoldgico  y después de entrega de (ansiedad y deprasion)
valoracidn neuroldgica (cuando se resultados. =
cuente con apego y seguimiento
clinico del individuo) l

Apoyo psicoldgico; Revaloracidn del
paciente por el comité de ética y médico:
JCondiciones apropiadas para entrega
de resulfados y continuacién del
seguimiento correspondiente?

Asesoramiento
genético y alta del
protowlo '\ E
No 4
Protocolo de . SCAT Negativo W, | Entrega de resultados
= .
atencidn sintomético \ y (3er) asesoramiento

Datos SCAT Pasiti 1 genético. Apoyo
» sugestivos? - ositive psicoldgico
No

Asesoramiento
genético y alta del
protocolo

Fig. 8. Ruta critica establecida para la atencion y manejo multidisciplinario en individuos
afectados o en riesgo de padecer SCA7. Abreviaturas: AH — ataxias hereditarias; SCA —

Ataxia espinocerebelosa; MFR — medicina fisica y de rehabilitacion.
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Todos los sujetos de estudio tuvieron un seguimiento médico especializado, incluyendo un
seguimiento genético clinico acorde a los estandares internacionales de atencion y

asesoramiento genético (Godino, L., et al, 2016; Skirton, H., et al, 2013)

Pacientes pedidtricos: Se individualizé el analisis de este grupo de pacientes acorde a la
genealogia y datos incipientes o francos que sugirieran manifestaciones de SCA7. Se
proporciond asesoramiento extenso preprueba, enfatizando la ausencia de terapias
curativas disponibles y evolucién estimada de la enfermedad (ACMG/AAP, 2013). Por
cuestiones éticas, a ningun infante asintomatico fue entregado el diagndstico molecular,

solo en caso de presentar caracteristicas clinicas compatibles con SCA7.

ANALISIS MOLECULAR DE REPETIDOS CAG-ATXN7

Se realizé la obtencion DNA gendmico a partir de leucocitos obtenidos mediante
venopuncién. Se utilizaron tubos con EDTA como anticoagulante. Posterior a la separacién
de los leucocitos, se realizd la extraccidon de DNA mediante un kit comercial de acuerdo con
las instrucciones del proveedor (Gentra Puregene Blood Kit, QIAGEN; Hilden, NRW,
Alemania). La pureza y cuantificacion del material genético se realizd6 mediante
espectrofotometria (NanoDrop 2000 ™; ThermoFisher Scientific, Waltham MA, E.U.A.)

(Qiagen, 2014, ThermoFisher Scientific, 2017).

Para el diagndstico molecular, se llevé al cabo una PCR multiplex que valora los tripletes
repetidos CAG para los loci de SCA1, 2, 3, 6 y 7 en termociclador convencional (Applied
Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.). Las condiciones de reaccidn se realizaron mediante
cebadores quiméricos estandarizados (Dorschner M et al., 2002), conforme a lo reportado
anteriormente (Magafia et al., 2014). La resolucién de los fragmentos fue analizada
mediante un sistema de electroforesis capilar en un equipo ABI PRISM 310 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.).
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ANALISIS DE MARCADORES LIGADOS A LA MUTACION EN ATXN7

Para determinar la ancestria comuUn de la mutacidon, se analizaron marcadores en
desequilibrio de ligamiento con el gen SCA7 descritos anteriormente en la literatura,
identificados en las regiones adyacentes al gen ATXN7 que son utilizados para estudios de
segregacion con la mutacion de SCA7 (Magaia JJ et al.,, 2013). Se seleccionaron 4
marcadores genéticos en una extension de 5.21 cM en el cromosoma 3 (3p). Un marcador
intragénico de cambio de nucleétido sencillo (SNP) (3145G/A: rs377429) y tres marcadores
microsatélite STR centroméricos (D351287, D351228 y D353635).

Los marcadores microsatélite fueron amplificados y analizados con termociclador y el
sistema de electroforesis capilar previamente mencionados, de manera respectiva (ver
inciso 2 de metodologia experimental: PCR Multiplex y electroforesis capilar), de acuerdo
con las condiciones experimentales previamente reportadas por nuestro grupo de trabajo.

(Magafia JJ et al, 2013, Rodriguez-L, 2020)

Para ello, se incorpord a la reaccion el marcador estandar GeneScan™500HD [tincidn
tetrametil-6-carboxirodamina (ROX)] (PerkinElmer (PE)—Applied Biosystems) para
determinar el tamafio de cada alelo amplificado en el sistema de andlisis de DNA, mientras
qgue la genotipificacion del marcador SNP fue analizado mediante PCR de acuerdo con lo

reportado previamente en la literatura (Magaia JJ et al, 2013)

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron métodos de estadistica descriptiva para presentar las caracteristicas clinico-
demogréficas, especificando medidas de tendencia central y de dispersidén de las variables
analizadas mediante media * desviacidon estandar (DE), respectivamente. Se calculd el
coeficiente de correlacidon de Pearson y promedio de asociacidon para definir diferentes

subgrupos clinico-moleculares, para comprobar la correlacién entre las escalas SARA e INAS
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en contraste con el nimero de repetidos CAG, la edad de inicio y el tiempo de evolucién de
la enfermedad. Se establecieron niveles de significancia estadistica p<0.05. Mediante el
calculo de la prueba t de Student se determinaron los cambios intergeneracionales
observados entre individuos de sexo masculino y femenino. Las correlaciones entre las
escalas SARA e INAS con respecto a los diferentes estadios de la enfermedad fueron
calculadas mediante analisis de la varianza (ANOVA) de una via. Se utilizé el software SPSS
Statistics 19 (IBM, Armonk, NY, USA) para el analisis estadistico de las variables establecidas.
Conforme a la genotipificacién se analizaron una serie de combinaciones multiloci
anteriormente reportadas (Magafia JJ et al., 2013), seleccionando aquellas en desequilibrio
de ligamiento y con significancia estadistica (test exacto de Fisher, p<0.05) estableciendo la
referencia para el haplotipo fundador (A-254-82-98): SNP 3145G/A (genotipo AA),
microsatélites STR centroméricos D351287 (genotipo 254/254), D351228 (genotipo 82/82)
y D3S3635 (genotipo 98/98).

VI. RESULTADOS.
PROTOCOLOS DE DETERMINACION DE PACIENTES Y PORTADORES DE SCA7

Desde la identificacion de los primeros casos de SCA7 en 2011-2013, se han establecido tres
protocolos para deteccion de la expansidn microsatélite caracteristica en sujetos de riesgo
a presentar SCA7 en la region central del Estado de Veracruz. En la primera etapa, el
protocolo de deteccion se manejé de forma exclusiva con fines de investigacidn clinica para
la caracterizacion de la enfermedad en los sujetos con SCA7. Posteriormente, el diagndstico
de individuos sintomaticos se comenzé a realizar de manera conjunta entre el Instituto
Nacional de Rehabilitacién (INR) y el Centro de Rehabilitacién e Inclusion Social del Estado
de Veracruz (CRISVER), proporcionando manejo médico especializado y multidisciplinario
tanto a pacientes confirmados con SCA7 como a sus cuidadores y familiares en riesgo.

Finalmente, se establecié un protocolo de identificacion de individuos presintomaticos para
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un adecuado asesoramiento genético en individuos en riesgo. La conjuncién de los tres
protocolos permitiéd conocer el estado actual de la patologia en los municipios que
conforman la regidn central del estado de Veracruz. Mediante la instauracion de los tres
protocolos para la determinacién de pacientes y portadores se analizaron mas de 200

sujetos de estudio.

Como panorama general, los protocolos consistieron en la identificacién de potenciales
individuos sintomdticos asi como portadores asintomaticos, seguido del abordaje
multidisciplinario correspondiente, conformado por valoraciones oftalmoldgicas
(determinacion de la pérdida de discriminacién a los colores a través de la prueba de
Ishihara), genéticas (antecedentes familiares y genealogia, valoracidén inicial previo a
proponer analisis molecular), asesoramiento por genética y psicologia (durante el
seguimiento de los individuos de riesgo y eventual entrega de resultados) y la definicidn del
estado de salud mental preprueba y previo a entrega de resultados (Ver figura 8 en la
seccion Materiales y Métodos). Las evaluaciones psicoldgicas fueron enfocadas
principalmente a la identificacion de indicios de ansiedad y/o depresion relacionados con
antecedentes familiares de SCA7 u otros factores posiblemente asociados, con la
psicoterapia y seguimiento estrecho correspondiente. El manejo de rehabilitacion integral
(terapia ocupacional, terapia del lenguaje y deglucién, hidroterapia) y cuidados paliativos
se individualizé acorde a los requerimientos de cada paciente. Adicionalmente, se realizd
seguimiento de las manifestaciones neurolégicas mediante exploraciones estandarizadas
por la Clinica Mayo, Escalas para Determinacion y Estadificacion de la Ataxia, asi como el
Inventario de Sintomas No Relacionados con la Ataxia (SARA e INAS por sus siglas en inglés,

respectivamente) (Ver figura 8 en la seccion Materiales y Métodos)

El objetivo principal de este enfoque multidisciplinario fue (y continta siendo) brindar la
mejor atencion integral disponible tanto a los pacientes como a sus familiares y cuidadores,

buscando atenuar el impacto social y emocional que la SCA7 ha tenido en la regién central
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del estado de Veracruz. A continuacion, se definen los protocolos de estudio de sujetos en

riesgo que se establecieron para el andlisis de la poblacién y los hallazgos identificados.

PROTOCOLO DE ESTUDIO SINTOMATICO Y DE INVESTIGACION CLINICA

Mediante el estudio de investigacion clinica se lograron captar pacientes indices, dando
oportunidad a realizar estudios de extensién familiar “en cascada” acorde a la genealogia
de las mismas. Todos los sujetos fueron analizados genéticamente y se les realizd
diagndstico molecular, en la figura 9 se aprecian los electroferogramas de pacientes con la
mutacion de SCA7. Con respecto a los protocolos exclusivamente de investigacion clinica 'y
el de sujetos sintomaticos, se contd con el reclutamiento de 212 individuos (n=151 y n=61
para el protocolo de investigacion y de diagndstico presintomatico, respectivamente). En
ellos se procuré el cumplimiento de las valoraciones preestablecidas que tuvieron lugar en

el Centro de Rehabilitacion e Integracién Social (CRISVER-DIF, Veracruz), asi como un

Fig. 9. Diagnéstico molecular en
SCA7: se muestran
electroferogramas representativos
l’ para alelos normales (A), alelos con
expansion heterocigota de 42 (B) y
{ 62 (C) repetidos, respectivamente.
{
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seguimiento estrecho por genética, psicologia y medicina de rehabilitacion aunado a

terapias fisicas y ocupacionales en dicho sitio.

De igual manera se realizaron actividades de asesoramiento grupal para educacién y
sensibilizacién de la enfermedad y se capacité a familiares y cuidadores para el manejo de

sus pacientes en actividades de la vida diaria.

Para los 151 sujetos analizados mediante el protocolo de investigacion 73 fueron positivos
para SCA7 de los cuales se identificaron 50 pacientes sintomatoldgicos (36 con fenotipo
adulto y 14 con fenotipo temprano). Interesantemente, se describid que una tercera parte
del andlisis se encontrardn a portadores de SCA7 asintomaticos, lo que demuestra un gran
numero de casos sin confirmacién de la mutacién. Mientras tanto, en el diagndstico
sintomatico se analizaron a 61 pacientes con caracteristicas clinicas compatibles con ataxia,
de estos, en 57 casos se confirmé la presencia de SCA7 (39 con fenotipo adulto y 18 con
fenotipo temprano). De manera relevante, en 4 casos se identificé la presencia de SCA2 en

estas poblaciones, ningln paciente sintomatico fue negativo a la prueba diagndstica (Figura

Protocolos conjuntos para SCA7
entre INR — CRISVER (n=219)
Protocolo de Investigacion Protocolo de Individuos Protocolo de Diagnéstico
Clinica (n=151) Sintomaticos (n=61) Presintomaticos (n=57)
— ‘ — ~ l
SCA7 negativos SCA7 positivos SCA7 inicio tardio SCA7 inicio Sujetos que aceptaron su
(n=78) (n=73) (AO, adult-onset temprano (EO, inclusién en el protocolo (n=7)
(n=39) early-onset (n=18)
el \\“‘ “ “\_‘
SCA7 sintomaticos SCA7 asintomiticos M Completaron Desertaron del
(n=50) (n=23) SCA2 protocolo (n=4) protocolo (n=3)
positivos - ~—
— ~ (n=4) s -
SCA7 inicio tardio SCA7 inicio SCA.';' S(;§7
(AO, adult-onset temprano (EO, negativos positivos
(n=36) early-onset (n=14) (n=3) (n=1)

Fig. 10. Resultados del protocolo conjunto INR-CRISVER multidisciplinario para diagndstico
y seguimiento de Ataxia Espinocerebelosa tipo 7 (SCA7). *Media de edad (ME)
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PROTOCOLO DE ESTUDIO PRESINTOMATICO

Para el establecimiento de este protocolo de atencidn especializada se realizé previamente
un andlisis sociocultural de la regidn, para lo cual se identificaron usos, costumbres sociales
y religiosas e idiosincracia de la poblacién para definir y establecer el ofrecimiento del
diagnodstico asintomatico. El cuestionario de la poblacion se realizé conforme a lo descrito
en le literatura, para el establecimiento del diagnéstico presintomatico de SCA2 y SCA3
(Cruz-Marifio, T. et al, 2013). Los resultados definieron que la poblacidn presenta un 88%
de aceptacion para el estudio presintomatico, sin embargo, solo el 3% mostré una
aceptacion a la interrupcién del embarazo, por lo que se definié que para dicha poblacién
no es posible ofrecer un estudio prenatal y de acuerdo al andlisis socioecondmico es

irrelevante ofrecer un diagndstico pre-implantacion.

Durante el reclutamiento de pacientes, se identificaron algunas cuestiones recurrentes que
externaron los mismos: motivacién para participar en el protocolo de tamizaje y
seguimiento, implicaciones esperadas de acuerdo con los resultados obtenidos de su

resultado, a quiénes compartirian dicho resultado y con qué finalidad lo realizarian.

A partir de estos hallazgos se estandarizaron las condiciones éticas, sociales y legales para

implementar el tamizaje de individuos presintomaticos.

El protocolo de tamizaje en presintomdticos incluyé al menos tres sesiones de
asesoramiento genético, valoracidon neuroldgica exhaustiva, asi como evaluacion
psicoldgica previo a la toma de muestra para analisis molecular de SCA7 (ello con la finalidad
de establecer si los consultandos se encontraban lo suficientemente informados y
conscientes de las implicaciones del estudio y los posibles resultados e implicaciones que
pudieran derivar de ello). Seguidamente, se establecié un protocolo de analisis psicoldgico
para la preparaciéon de la recepcién de los resultados genéticos obtenidos, a partir del
asesoramiento genético y al menos tres sesiones psicologicas para la determinacion de
ansiedad, depresidn o problemas psicolégicos que pudiera detener la entrega de resultado

(Ver figura 8 en la seccion materiales y métodos).

40



Al momento de la entrega de resultados, los participantes que resultaron portadores
asintomaticos fueron informados sobre su condicidn, asi como a los familiares en riesgo que
asistieron a dicho asesoramiento. Las evaluaciones psicoldgicas fueron realizadas a la
semana, al mes, a los 6 meses y al afio tras la entrega de resultados. Adicional a las baterias
de evaluacion psicolégica, se realizé una encuesta para recopilar datos sociodemograficos,

entorno psicolégico y antecedentes médicos familiares.

El diagndstico presintomatico se establecid en aquellos individuos en riesgo, que no
presentaban sintomas aparentes, mayores de edad y con deseo personal de obtener un
diagndstico molecular confirmatorio de SCA7. A pesar de que se encontraron valoraciones
SARA e INAS sin alteraciones objetivas, interesantemente, se encontrd ciertas
manifestaciones neurolédgicas prodromicas (ej. hiperreflexia, datos inespecificos de

extrapiramidalismo).

Debido a la reciente implementacién del protocolo (formalmente desde 2018) y la
integracidon de especialistas en cada rama, su entrenamiento dirigido a los procedimientos
necesarios, la explicacion de los mismos a familiares en riesgo y la aceptacion y/o solicitud

de reclutamiento, se obtuvieron los siguientes resultados:

De acuerdo con el protocolo de estudio para individuos presintomaticos, se consideraron
Unicamente aquellos que cumplian con criterios de inclusidon (ver apartado de Material y
Métodos). A pesar de la encuesta de aceptacion para el diagndstico presintomatico
voluntario, solo ingresaron al estudio presintomatico siete sujetos en riesgo. Se incluyeron
formalmente cuatro individuos, de los cuales uno de ellos resulté positivo para la expansion
(n=1, 25%) mientras que en los tres restantes (75%) se obtuvo un resultado molecular no
patoldgico. Se observd predominio de sexo femenino (75%) y una edad media al momento
del estudio de 49.1 afios (Fig. 10). Con respecto a las valoraciones psicolégicas, se destacan
los siguientes puntos a continuacion. Los motivos preponderantes para solicitar su inclusion

y analisis molecular fueron: poder brindar un asesoramiento apropiado a su descendencia

41



en riesgo, asi como comenzar una preparaciéon psicolégica y familiar para lidiar con las
manifestaciones de la enfermedad en caso de padecerla. Si bien es evidente que es una
cifra reducida, debe considerarse igualmente la capacidad limitada de atencién masiva o
por la negativa a participar en el mismo al conocer las implicaciones y ruta de seguimiento

en el estudio.

La mayor tasa de desercidn se observé durante los dos primeros afios tras la instauraciéon
del protocolo, posiblemente atribuible a la duracion del seguimiento y tanto frecuencia
como tipo de valoraciones requeridas, factores que fueron sujetos a adecuaciones
ulteriores (ej. priorizar valoracion genética y neurolégica al inicio del protocolo). Aquellos

individuos que no presentaban manifestaciones sugestivas de SCA7, fueron excluidos.

ANALISIS DEMOGRAFICO Y EPIDEMIOLOGICO DE SCA7 EN LA REPUBLICA
MEXICANA

De manera relevante, se identificaron 135 portadores de la mutacion de SCA7 en la regién,
de los cuales 24 son portadores asintomaticos, lo cual determina posiblemente la serie mas
grande de individuos asintomdticos estudiada. Cabe resaltar que solo 1 paciente se
identificod del programa de diagndstico asintomatico, mientras que la mayoria la obtuvimos

del estudio de investigacidn.

ESTADO DE
VERACRUZ

MEXICO @
®

PREVALENCIAS ESTIMADAS SCA7 .

M >50/100,000
10-50/100,000
<1/100,000

@ CASOS AISLADOS

Fig. 11. Regiones geograficas en México con casos confirmados de SCA7 (2021)
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Interesantemente, se observé que en la comunidad de Tlaltetela presentd una prevalencia
de 1236.7 /100,000, a su vez en Tuzamapan presenté la prevalencia de 293.08/100,000
habitantes, lo que significa que en tan solo 6 afios se incrementd el 51.34% y el 81.81% de
casos en estas comunidades, respectivamente. Estos registros son increiblemente altos
para estas comunidades. Debido a que las comunidades presentaron una poblaciéon por
debajo de los 6000 habitantes, se decidié reportar poblaciones por encima de 10,000
individuos, por lo que se definid la prevalencia por municipio. Considerando aquellos
municipios con las incidencias mas elevadas de SCA7 en la regién, (Magafia JJ et al, 2014),
destacan Tlaltetela, Coatepec y Cosautlan presentando una tasa estimada de 352.7,32.5y
116 casos por 100,000 habitantes, representando el 34%, 19% y 10% de los individuos
sintomaticos, respectivamente (Tabla 3). En la figura 11 se observan los lugares con mayor
prevalencia en la region central del estado de Veracruz, asi como la presencia de casos

aislados confirmados en otras regiones del pais.

Tabla 3. Prevalencia de ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) en municipios de Veracruz.
(*Casos con confirmacion molecular).

Paciente Portador Densidad de Prevalencia por
Municipio Sintomatico asintomatico  Total general poblacion 100,000 habitantes
Tlaltetela 44 (34%) 12 (9%) 56 (43%) 15,818 352.7
Coatepec 25 (19%) 5 (4%) 30(23%) 92,127 32.5
Cosautlan 14 (10%) 6 (5%) 19 (15%) 16,353 116.0
Xalapa 11 (8%) (0%) 11 (8%) 480,841 2.2
Teocelo 4 (3%) (0%) 4 (3%) 16,480 24.2
Naolinco 3 (2%) 1(1%) 4 (3%) 21,816 18.3
Cérdoba 1(1%) (0%) 1(1%) 218,153 0.45
Otros 5 (4%) (0%) 5 (4%) e ko ok o
Total 107 (82%) 24 (18%) 130 (100%) 861,588 14.50598981
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Como era de esperarse, los sujetos afectados pertenecen a un origen comun debido a que
todos los portadores de la mutacién de SCA7 en Veracruz presentan el mismo haplotipo (A-
254-82-98) que segrega con la expansion caracteristica de SCA7. Esto se demostré una vez
mas mediante el andlisis de 4 marcadores que se encuentran en desequilibrio de ligamiento

con la mutacion.

No obstante, se han identificado nuevos casos no relacionados, tanto aislados como
familiares provenientes de otras entidades, (principalmente en los estados de Durango,
Guanajuato e Hidalgo). De manera interesante, no refirieron relacién con familias en el
sureste del pais, y se obtuvo la confirmacién molecular en 7 de ellos (3 individuos
presintomaticos y 4 sintomaticos). Por lo que se decidié identificar si su origen genético
difiere con el de la poblacién fundadora (haplotipo A-254-82-98). A través del analisis del
haplotipo se constaté la presencia de haplotipos discordantes con respecto a aquellos
propios del alelo descrito, sugiriendo que estos pacientes presentan un origen diferente al
de la poblacién fundadora. De tal forma, se realizaron andlisis de haplotipos en ellos como
inicialmente se establecié (Magana JJ et al, 2013), revelando un probable origen étnico-
geografico diferente al habitualmente encontrado y reportado. Los marcadores que se
identificaron en estos sujetos correspondian a Monterrey, Torreén y Guanajuato;

(Haplotipos A-254-84-102 y A-254-84-106).

CARACTERISTICAS SOCIALES DE LOS PARTICIPANTES

Con la encuesta realizada tanto a pacientes como a sus familiares en riesgo, se analizaron y
obtuvieron los siguientes resultados: en aquellos individuos con edad igual o mayor a 12
afos, un 38.1% era analfabeto, 22.6% presentaba escolaridad primaria incompleta mientras
qgue el 23.9% la habia completado, 10.5% completd escolaridad secundaria y solo un 4.9%

alcanzé estudios superiores.
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Se identificd que un 29.7% se encontrd en edad laboral pero desempleados y con falta de
un ingreso econdmico regular. El resto de los individuos refirié estar empleados, la mayoria

dedicandose a la agricultura y otros tantos en otro tipo de actividades comerciales.

De esta muestra, el 61% eran de sexo masculino y la media de edad era de 39 afios (10-74
afios), todos ellos en edad productiva, pero con marcada discapacidad fisica (y la mayoria
con discapacidad visual concomitante), limitando su capacidad laboral. El ingreso semanal
promedio de los hogares con al menos un individuo afectado oscilé entre $0.0-2,400 pesos
mexicanos (5664 USD mensuales) con un promedio mensual estimado de $3,640 pesos
mexicanos ($176.6 USD mensuales). Por otro lado, los costos relacionados con la atencion
médica de los individuos afectados en la familia fueron de aproximadamente $348 pesos

mensuales, oscilando entre los $0.0-100 mensuales ($48.54 USD mensuales).

CORRELACIONES GENOTIPO-FENOTIPO

En relacidn con los resultados de pacientes sintomaticos, se confirmé como era de esperar,
gue los pacientes con mayor numero de repetidos desarrollaron la sintomatologia de la
enfermedad a una edad mas temprana, fendmeno conocido como “anticipacion”. En la
figura 12 se muestran las frecuencias de alelos anormales identificados en la poblacién de
estudio. Los alelos no mutados en los portadores corresponden en un 95% a 10, 11y 12
CAG (72.3%, 5.9% y 17.1%, respectivamente. Por otro lado, con respecto a alelos
expandidos, el alelo mas frecuente fue 39 CAG con el 9.86%, seguido de 43 (0 45 CAG)y 41

CAG con el 7.2% y 6.6%, respectivamente (figura 12).

Los fenotipos de edad adulta presentan alelos entre 37-46 repetidos CAG, mientras que los
de inicio temprano presentaban >46 repetidos CAG y una distribucién mas heterogénea
acorde al nimero de repetidos, en contraste con los alelos normales. Cabe resaltar, que los
sujetos que presentan ser asintomaticos presentan alelos entre 37-39 repetidos. De manera

interesante se observd que, tres pacientes con numero de repetidos por arriba de 37 CAG
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(con alelos de 39, 46 y 50 repetidos, respectivamente), se mostraron asintomaticos,

seguramente debido a la edad de analisis.

La extensa caracterizacion de los pacientes de SCA7, nos permitid sugerir la presencia de

cuatro subgrupos clinicos: 10.6% correspondieron al subgrupo de inicio infantil (<13), 14.1%

al de inicio temprano/adolescente (EO, early onset) con debut entre los 13-20 afios, 47.8%

al fenotipo clasico/adulto (AO, adult onset) (entre los 20-40 afios), y un 27.4% correspondio

al subgrupo de debut tardio (sujetos con debut después de los 60 afios). Relevantemente,

es posible apreciar que cada fenotipo se asocia indistintamente con el nimero de

repeticiones CAG como se aprecia en la Figura 12 (A,B).
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Fig. 12. Correlacion de numero de repetidos CAG en pacientes mexicanos con SCA7.

A) Distribucion alélica para repetidos CAG - SCA7 por fenotipo. B) correlacion con la edad

de inicio de manifestaciones clinicas.
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Con respecto a los hallazgos obtenidos en relacién con la edad de defuncién, se observo

una correlacidén inversa con respecto al numero de CAG que presenta el alelo expandido,

mientras que ella se encuentra en relacidn directa con respecto a la edad de debut de

sintomas (en general, sintomas motores y/o visuales, respectivamente. Fig.13 (A-C)
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Fig. 13. Correlaciones clinicas y moleculares en los individuos afectados por SCA7. A) entre

la edad de defuncién y numero de repetidos CAG; B) entre la edad de defuncién y la edad

de debut (motor/visual); C) entre la edad de defuncién y la edad de debut de sintomas

motores; D) entre la edad de defuncién y la edad de debut de sintomas visuales

En generaciones subsecuentes observamos la transicién de las tendencias, desde la primera

y segunda generacién en las cuales vemos predominantemente fenotipos de inicio tardio
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(o incluso asintomaticos), mientras que en generaciones subsecuentes se va haciendo

patente el fendmeno de anticipacién con mayores expansiones CAG que condicionan un

debut mas temprano (fenotipo temprano/juvenil y fenotipo infantil, respectivamente).

De forma interesante, no se encontrd ningun individuo con alelos en el rango de 18-31

repetidos.

A partir de nuestros datos y al analizar una poblacién mas grande, nos

percatamos de la presencia de 4 subgrupos que pueden asociarse a la edad de inicio en

subsecuentes generaciones como se muestra en la Fig.14.

Esto significa que de una

generacion a otra, la edad de debut se modifica con resultado de cambio fenotipico entre

padres e hijos.
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Generacion sintomatica

Fig. 14. Subgrupos de individuos con SCA7 (%) de acuerdo con la edad de inicio y la

generacion familiar de afectados a la que pertenecen.

En todos los individuos con la expansidon heterocigota confirmada (19% provenientes del

protocolo de investigacion clinica, 88.4% del protocolo sintomatico y uno del protocolo
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presintomatico), todos ellos presentaron un numero de repetidos igual o mayor a 36, con
una media de edad de 48.99 afios (+13.52), en contraste con los veintitrés individuos
asintomaticos analizados con una media de edad de 39.65 afos (+3.71), evidenciando una

diferencia significativa entre ambos grupos (p=<001).

TRANSMISION PARENTAL

Con respecto a los cambios intergeneracionales, expansiones mas grandes son observadas
en descendencia afectada de progenitores varones (media de 11.7 repetidos, £18.1 DE,
p=0.019), lo que nos habla de mayor inestabilidad, mientras que para aquella de madres
afectadas (media de 4.8 repetidos, +4.1 DE) se observa que las expansiones
mayoritariamente se da por expansiones pequefias, demostrando mayor estabilidad a

través de una generacion a otra (Fig.15)

Transmisiones
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Fig. 15..Cambios intergeneracionales observados en la descendencia afectada de

pacientes con ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7).
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ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

La media de repetidos para los alelos expandidos (incluyendo tanto sintomaticos como
presintomaticos) fue de 47.43 (36-38, £12.9 DE). La media de edad para los portadores de
alelos expandidos fue de 42.93 afios (£16.73; 51.4% femenino), con un origen materno en
57.2% de los casos y paterno en 41.3% de los casos. Interesantemente, dos de ellos en los
qgue no fue posible determinar el origen parental del alelo alterado debido a una historia

familiar aparentemente negativa para otros afectados con SCA?7. (Fig.16)
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Fig. 16. Andlisis de supervivencia acorde al tiempo de evolucion desde el primer
sintoma. *(se incluyeron sujetos con confirmacion molecular y edad de defuncion

conocida/disponible en los registros de seguimiento)

La supervivencia acumulada también se observé influenciada por el fenotipo clinico: se
asocié una mayor esperanza de vida en aquellos individuos con debut cladsico en edad adulta

(media de edad 35 afos desde el inicio del primer sintoma, +1.0 DE, 32.9-37.0 afnos),

50



seguido de aquellos pacientes de inicio tardio (ello principalmente por comorbilidades
propias de la edad). Por otro lado, se observaron peores desenlaces en aquellos casos de
debut infantil (media de edad 9.0 afios desde el inicio del primer sintoma, +2.9 DE, 3.2-14.7

afios) y debut adolescente (19 afios desde el inicio del primer sintoma). (Fig.12)

HALLAZGOS DE CASOS SOBRESALIENTES
Dentro de la cohorte analizada se identificaron algunos casos sobresalientes:

- Se identificé a un individuo de 34 afios que presentaba de forma simultdnea una
expansion en estado heterocigoto tanto en ATXN1 como ATXN7 con 32/49 y 10/51
repetidos, respectivamente. El debut clinico fue insidioso con deterioro visual
progresivo a los 29 afos, seguido de una exacerbacién del déficit motor y
parkinsonismo en el transcurso de un afio posterior al inicio referido de sintomas.
Un familiar aparentemente afectado con SCA7 fue identificado en su genealogia (tio
paterno con manifestaciones atéaxicas y debilidad visual progresiva, finado a los 37
afos con evidente deterioro motor y visual, desafortunadamente sin confirmacion
molecular para ninguno de sus progenitores (padre finado a los 23 por causas no

relacionadas; madre aun viva y asintomatica).

- Otra presentacidén atipica que se logré identificar fue la de una paciente de 23 afos
gue presentd una expansion heterocigota de 48 repetidos mientras que en el otro
alelo mostraba premutacién inestable de 32 repetidos, posiblemente de origen
materno (madre con haplotipo 12/43 repetidos en ATXN7). Esta paciente
presentaba manifestaciones sutiles de ataxia y ceguera completa a los colores
(determinado por prueba de Ishihara), refiriendo un debut reciente (<6 meses de
evolucién). Se determind el analisis de haplotipo el cual mostré uno de sus alelos
con marcadores caracteristicos del efecto fundador para SCA7 (Magaiia JJ et al,

2013) mientras que el otro presentaba marcadores no descritos previamente,
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sugiriendo un origen étnico diferente Esto ultimo permanece pendiente por

caracterizar y ser buscado en otros individuos afectados/en riesgo.

VIl. DISCUSION

Como ya se ha comentado, la ataxia espinocerebelosa (SCA7) se caracteriza por ser una
enfermedad neurodegenerativa, progresivamente discapacitante y con una elevada morbi-
mortalidad (Veldzquez-Pérez, L., et al, 2015; Lieberman A.P. et al, 2019). Su caracter
hereditario con patron autosémico dominante conlleva una afeccién de varones y mujeres
por igual -por lo general en edades laboralmente productivas-, manifestdndose en
generaciones sucesivas portadoras a etapas mas tempranas y con un fenotipo mas

acentuado (fendmeno de anticipacion).

En la regidn central del estado de Veracruz se observa una alta concentracion demografica
de individuos afectados por SCA7, siendo ésta la mads alta a nivel mundial. Ello se atribuye
principalmente al efecto fundador previamente descrito, la capacidad reproductiva
preservada en estos individuos (con capacidad de transmitirla en un 50% a su descendencia)
y la deteccidén en etapas tardias de varios de ellos. Adicionalmente, esta poblacidn se
caracteriza por un nivel socioeducativo medio-bajo, lo cual dificulta la atencién médica
temprana y limita el acceso a un asesoramiento genético familiar e individual a priori, por
lo cual es necesario desarrollar un seguimiento eficaz por las autoridades sanitarias de la

region. (Nambo-Venegas, R. et al, 2021)

Todo lo anterior implicaria, de manera preocupante, un incremento de casos en el
transcurso de los proximos afos. Las repercusiones en materia de salud publica incluyen
discapacidad fisica y visual severas y progresivas potencialmente a cualquier edad,

principalmente en sujetos adultos y adolescentes. Dentro de las principales repercusiones,
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destaca lo siguiente: pérdida de afios laborales productivos, costos relacionados con la
atencion médica y el inherente deterioro tanto fisico, psicolédgico, social y familiar por parte

de los afectados como de sus cuidadores (Guy-Ricard, 2021).

EL SEGUIMIENTO Y ATENCION DE LOS PACIENTES
En relacion con laimplementacion de protocolos de atencidon multidisciplinaria, esto ha sido
de crucial importancia para un adecuado seguimiento de los pacientes y sus familiares

potencialmente en riesgo de portar la expansion patogénica (Tercero-Pérez, K. et al, 2019).

De igual manera, la identificacion mediante tamizaje a dichos familiares ha permitido
detectar sujetos presintomaticos e iniciar de manera temprana su atencion médica integral
y el asesoramiento genético apropiado brindando la informacion pertinente sobre riesgos
reproductivos y planificacién familiar de sujetos afectados y sus parejas (Karam A., Trottier

Y., 2018; LaSpada A., 2020).

Con respecto a la implementaciéon del protocolo para diagndstico sintomatico y
presintomatico, se mostré una mayor aceptacién e inclusién de pacientes en el primero ya
gue en este punto se captaban durante su atencidn médica inicial. Por otra parte, el
diagndstico presintomatico engloba mayor complejidad y consideraciones tanto
psicolégicas como bioéticas, siendo limitada la captacion de sujetos en este punto por la
ausencia de manifestaciones evidentes, la edad en que habitualmente se detectarian
(adultos jovenes, por lo general), el momento de la vida en que estos se encuentran
(iniciando planificacion familiar o incluso ya con descendencia), aunado al bajo nivel de
escolaridad y socioecondmico en la poblacién analizada. Todo lo anterior puede generar
reticencia y angustia para iniciar formalmente las valoraciones correspondientes al

diagndstico molecular. (Lédo, S., Ramires, et al, 2018; Paneque, M., et al, 2019)
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De tal forma y considerando los factores previamente mencionados, pese a existir la
posibilidad de canalizar a estos pacientes a hospitales de tercer nivel especializados en
genética perinatal para asesoramiento reproductivo, el diagndstico prenatal no ha sido una
opcion solicitada hasta el momento por sujetos afectados o en riesgo de esta poblacion
(Paneque, M., et al, 2013). En especial en esta poblacidon cabe sugerir que el diagndstico
presintomatico tendria que establecerse de manera comunitaria, ya que las condiciones
socio-econdmicas, no permiten de manera integral que los individuos se transporten hasta
la capital del estado a realizar un protocolo completo de seguimiento para diagndstico
presintomatico, esto aunado a las condiciones de educacidon pueden ser causa del bajo

analisis en el diagndstico presintomatico.

EL INCREMENTO DE CASOS EN LA REGION

La penetrancia de expansiones por encima del umbral patogénico y el fendmeno de
anticipacion ya mencionados implican, desafortunadamente, un incremento esperable
tanto en el nUmero como en la severidad de casos de SCA7 para esta entidad. Dichos casos
pueden continuar con la tendencia actual de concentrarse demograficamente en dicha
region, o bien, aparecer nuevos casos -predominantemente familiares- en otras entidades
al interior de la republica mexicana e incluso en el extranjero debido a fendmenos de
migracion y emigracion poblacional. (Magaiia JJ, et al., 2013; Magaiia JJ, Tapia-Guerrero Y.

et al, 2014).

Lo que queda claro que esta es la poblacién mas grande descrita de SCA7 a nivel mundial.
Es inquietante el niumero de presintomaticos en la regién, lo que sugiere que existen
muchos casos sin identificar en toda la regidn, por lo que seria importante establecer un
analisis epidemioldgico para vislumbrar el estado total de esta mutacion en la region. El alto
numero de casos de SCA7 en alrededor de 1500 km? se debe a que la mutacidn se establecié
cerca de dos siglos atrds en una region de dificil acceso, donde las condiciones geograficas,

constituidas principalmete por barrancas y zonas montafiosas permitié la fijaciéon de la
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mutacion. Inclusive, la comunicacidn via terrestre de estas comunidades se da a partir de la
década de los afos 70 del siglo pasado. Todo esto permitié que fuera hereddndose esta
enfermedad en un nicho bioldgico pequefo durante varias décadas, inclusive con
matrimonios consanguineos en la region, esto se demuestra con uno de los casos en donde

el paciente presenta un alelo mutado y otro en baja penetrancia. (Magafia JJ et al, 2014)

Si bien estas cuestiones pudieran verse de forma negativa, la identificacién de esta
poblacion muestra la casuistica mas grande a nivel mundial para esta enfermedad, lo que
permite el estudio y seguimiento de estos pacientes, dando lugar a una mejor
caracterizacion clinica y molecular en todos los estadios de la evolucion. Esta poblacion sera

determinante para caracterizar la enfermedad y determinar nuevas opciones terapéuticas.

CONOCIENDO MAS LA FISIOPATOLOGIA DE SCA7

Mediante este tipo de estudios longitudinales en enfermedades raras como lo es SCA7, se
expande el conocimiento con la pléyade de manifestaciones clinicas que estas pueden
presentar desde etapas incipientes, intermedias y avanzadas (Karam A., Trottier Y., 2018;
LaSpada A., 2020). Principalmente, la caracterizacion de las fases preclinicas permitird una
deteccidn incluso mds precoz para los sujetos, favoreciendo su seguimiento oportuno,
mejorando la calidad de vida y el prondstico tanto para pacientes como sus familiares y

cuidadores hasta el alcance de los recursos disponibles (LaSpada A., 2020).

La clasificacidn de portadores implica un reto importante durante el tamizaje de familiares
potencialmente en riesgo de estar afectados. Ciertos escenarios atipicos como paternidad
no reconocida/no declarada pudiera interferir con un adecuado asesoramiento genético
derivando a hipodtesis y determinaciones erroneas en los riesgos reproductivos, prondstico
e incluso con repercusiones mas severas (ej. renuncia al deseo genésico o riesgo de
suicidio). Ciertos conflictos bioéticos pueden surgir, principalmente relacionados con la

confidencialidad de los resultados en progenitores afectados, sus parejas y su
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descendencia. Ello debe ser individualizado por un comité multidisciplinario experto en

dicha materia. (Paneque, M., et al, 2013; Lédo, S., Ramires, et al, 2018)

De manera interesante, se observd en los pacientes en cuatro subgrupos estratificados
acorde al numero de generacion de afectados en la familia a la que pertenecian, a la edad
de anticipacién para el debut, la severidad de la enfermedad y los afios de progresidon hasta
la defuncién. Pacientes con nimero de repetidos por arriba de 37 CAG que presentaron
pequefias expansiones (1-5 CAG) se mostraron asintomaticos o con manifestaciones
tardias, mientras que aquellos con 6-10 CAG presentaron una anticipacion promedio de 25
afos. Incrementos de 11-20 repetidos CAG resultaron en una anticipacién de la enfermedad
de 27.6 aios, siendo que aquellos con expansiones intergeneracionales por arriba de >20
CAG se asociaron con una anticipacion de 36 afos en promedio. (Velazquez L, et al, 2015).
Estos grupos valen analizarse con mayor detalle, ya que podrian definir un nuevo espectro
clinico, con el cual seria factible caracterizar a mayor detalle las diferencias y evolucion de

la enfermedad en los pacientes.

La edad aparente del debut en SCA7 no siempre es facil de determinar. De acuerdo con
nuestros registros, el fenédmeno de anticipacién no siempre se correlacién con el tamafio
de la expansién mientras que se asocia parcialmente con la edad de inicio. Lo anterior
podria explicarse en parte por un sesgo de percepcion de los casos “iniciales” (sin
antecedentes familiares) en contraste con individuos afectados y una clara historia de
familiares afectados con SCA7, que posiblemente se mostrarian sensibilizados con las
manifestaciones propias de la enfermedad. Otras cuestiones que pueden influir sobre la
edad aparente de debut incluyen genes modificadores, epistasis y regulacién epigenética a
diferentes niveles como ya se ha descrito previamente por el grupo a nivel de RNA no

codificante del tipo microRNAs (miRNA). (Borgnonio-Cuadra V., et al, 2017)
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El hecho de describir cuatro subgrupos diferentes (principalmente por el tamafio del alelo
expandido, edad de inicio de primeros sintomas y la supervivencia estimada, ver Fig. 14),
clinicamente representa utilidad en el asesoramiento y prondstico esperable en aquellos

sujetos en que se confirma la enfermedad.

Al evaluar el comportamiento entre generaciones de esta mutacién dindmica, se observé
diferencia significativa entre el tamafio de la expansion entre transmisiones paternas y
maternas (p=0.04) asi como una tendencia a mayor inestabilidad en las transmisiones
paternas, determinado por un rango mas amplio del cambio en el nimero de repetidos,
mayor numero de contracciones y de grandes expansiones, en comparacion con
transmisiones maternas. Este comportamiento inestable en las transmisiones paternas
lleva a una mucha mayor frecuencia de grandes expansiones en transmisiones de origen

paterno y a posibles anticipaciones mas grandes.

Se ha descrito ampliamente que el nimero de repetidos impacta sobre la progresién clinica
y correlaciona con el fendmeno de anticipacion. Esto fue consistente con los resultados en
nuestra poblacidn estudiada, estableciendo una correlacién inversa entre el tamano de la
expansion y la edad de defuncidn. En contraste con lo anterior, la edad de inicio y la edad
de defuncion presentaron una correlacidn directa positiva (mas marcada en los individuos

de inicio infantil como seria de esperar).

Por el contrario, en este ultimo escenario, pudiera existir un sesgo de sensibilizacién
excesiva en el que se atribuyeran multiples incidentes de la vida diaria (ej. caidas
accidentales esporadicas) o sintomas frecuentes en la poblacién general (ej. miopia de bajo
grado) que pudieran malinterpretarse como manifestaciones propias de la enfermedad. En
sintonia con lo anterior, esto podria verse también influenciado por la elevada prevalencia
de SCA7 en la region, las actividades en materia de salud publica que se han llevado a cabo
(tamizaje en familiares de afectados, campafas de concientizacion, foros abiertos de

discusion) y el reconocimiento precoz por personal de salud en dreas rurales. Dichas
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situaciones complican el establecimiento de correlaciones genotipo-fenotipo,
principalmente para la adecuada clasificacion de pacientes con debut temprano o en etapa

adulta.

Hasta el momento no se ha logrado caracterizar una etiologia determinada en pacientes
finados, por registros clinicos ni por necropsias. De manera retrospectiva y por experiencia
de los autores, los familiares de algunos de estos individuos han referido que estas
defunciones no presentaban datos premonitorios sugestivos como deterioro progresivo o
complicaciones agudas. De igual manera se describe que la morbimortalidad se asocia con

el deterioro global, de manera preponderante lo neurolégico y lo cardiopulmonar.

Mediante la instauracién del presente programa y el seguimiento multidisciplinario,
continuard siendo posible cumplir los objetivos mencionados, haciendo realidad la
implementacién de medicina de vanguardia con sus “4P’s cardinales”: preventiva,

predictiva, participativa y personalizada. (Brooker, S. M., et al, 2021)

Todo ello impactara de manera positiva en la prevencidon de nuevos casos, deteccién
oportuna de portadores asintomaticos y presintomaticos (Skirton, H., et al, 2013, Godino L
et al, 2016), el diagndstico y tratamiento individualizado de esta patologia, el apoyo integral
para familiares y cuidadores primarios, asi como el eventual desarrollo de estrategias

terapéuticas. (Borgnonio-Cuadra V et al, 2019; Nambo-Venegas, R et al, 2020)

VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS A FUTURO

La SCA7 causa ataxia cerebelosa y ceguera en todos aquellos pacientes que la padecen,
implicando discapacidad motora y visual irreversible. Pese a ser considerada una
enfermedad “rara” a nivel mundial, su incidencia en nuestro pais es significativamente

elevada, afectando principalmente a sujetos de poblaciones marginadas y en edades
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econémicamente productivas en la regién central del estado de Veracruz. (Magafia JJ et al,

2014)

Es imperativo un seguimiento longitudinal prospectivo que permita un registro
epidemioldgico de nuevos casos y preexistentes. Este tipo de programas favorecen la
sensibilizacidn de las autoridades en salud para mejorar la atencién de estas enfermedades
de baja prevalencia y deteccion oportuna de sujetos presintomaticos (que eventualmente

se convertiran en sintomaticos, con todo lo que ello implica). (Veldzquez-Perez L et al, 2015)

Los resultados sugieren la definicion de diferentes umbrales fenotipicos que se asocian con
la expansion anormal de tripletes repetidos. Ademas, de confirmar algunos hallazgos

prodrémicos que pueden ayudar a entender en mayor medida a la patologia.

En esta linea de investigacion continuara permitiendo elucidar de forma fina la historia
natural de la enfermedad, los mecanismos subyacentes y nuevos biomarcadores, para el
eventual desarrollo de dianas terapéuticas. (Borbolla-Jimenez FV et al, 2021; Brooker, S. M.,

et al, 2021)

En un futuro serd importante vislumbrar estudios de seguimiento longitudinales desde las
etapas asintomaticas a las patoldgicas, asi como la evaluacién de diversos marcadores
bioquimicos y moleculares para evaluar la sgeveridad de la enfermedad, con lo que
podremos comprender la evolucién de la enfermedad y sus caracteristicas con la finalidad

de encontrar mejores estrategias terapéuticas.

% %k %k k %k
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ANEXOS

Consentimiento informado escrito para la realizacién de panel molecular para SCAs
(SCA1,2,3,6 y 7) en Laboratorio de Genética y Gendmica, INR LGII, CDMX

Escala SARA para estadificacidn de sintomas relacionados con ataxia

Escala INAS para sintomas no relacionados con ataxia
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| SALUD [nstituto Nacional Servicio de Genéticay
- Medicina Gendmica

de Rehabilitacién
INR

CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a de de 20

A Quién Corresponda:

Por medio de la presente hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento en forma libre y voluntaria para
participar en el proyecto de investigacion ‘Estandarizacidn de un Diagndstico Molecular eficaz y su correlacién con
la edad de inicio, transmision y génesis de las Ataxias Espinocerebelosas tipo 1, 2, 3, 6 y 7 en la poblacion
mexicana” a cargo del Dr. en C. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE, que se realizard en el servicio de Genética y
Medicina Gendémica del Instituto Nacional de Rehabilitacidn, con registro definitivo 15/12.

He sido informado que la finalidad del estudio consiste en la busqueda de un mayor entendimiento de los factores
que provocan esta enfermedad. Se realizara tomando una muestra de sangre de la vena del brazo con la finalidad
de purificar mi material hereditario, existiendo una minima posibilidad de que se forme un moretén.

Tengo el entendimiento que de este estudio se obtendra como beneficio un mayor conocimiento de la enfermedad
y que conforme a los resultados obtenidos, posiblemente, en un futuro, se puedan originar estrategias que
coadyuven en el tratamiento de mi enfermedad. Es de mi conocimiento que este estudio no tiene ningln costo para
mi. También se me explicd que es posible que se guarde una parte del material hereditario que se obtenga de la
sangre (DNA y RNA) ya que posteriormente se podran estudiar otros factores que provocan mi enfermedad y que la
informacion obtenida serd confidencial. Asi mismo, se me ha explicado que puedo solicitar informacién adicional
acerca de los riesgos y beneficios de mi participacidon y que estoy en libertad de negarme a participar en el estudio,
sin que esto modifique la calidad de atencion médica que reciba.

NOMBRE DEL PACIENTE: Edad

Fecha de nacimiento: N° exp:

FIRMA DEL PACIENTE, PADRE O TUTOR:

JEFE DEL SERVICIO: RESPONSABLE DEL PROYECTO:
DR. NORBERTO LEYVA GARCIA D. EN C. JONATHAN J. MAGANA AGUIRRE
Divisién de Rehabilitacién Ortopéd -
Hospital Certificado: (7Y, Centro Colaborador de la OPS/OMS para Certificado ECMX-0540/09
C \.‘.k o de Salubridad General \‘%\% la Investigacion \{Rn \‘vh: j»,\.‘\!‘.w}‘ A IS0 9001:200¢

2015 ~  2011-2015 APIUS® 50122015

Calz. México Xochimilco No. 289, Col. Arenal de Guadalupe, C.P. 14389, Delegacién Tlalpan, México, D.F.

Iel.: (55) 5999 1000 www.inr.gob.mx
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ANEXO 2: Escala de valoracion y afectacion de Ataxia (SARA)

Marcha
Se le pide al paciente indice que camine por una distancial
segura paralela a una pared incluyendo una media vuelta
(voltear hacia la direccién opuestade la marcha) y (2)
camine en tdndem (de talones a puntas) sin apoyo.

0 o Normal, sin dificultades para caminar, girar y caminar en
tandem (se permite hasta un paso en falso)1 o Pequefias
dificultades, solo visibles al caminar 10 pasos consecutivos
en tandem

2 o Claramente anormal, no es posible caminar entandem
>10 pasos

3 o0 Tambaleo considerable, dificultades para dar media
vuelta, pero sin apoyo

4 0 Tambaleo marcado, se requiere soporteintermitente de
la pared

5 o Tambaleo severo, se requiere el apoyo permanentede
un brazo a un bastén o a un soporte ligero

6 o Camina >10 m s6lo con un soporte fuerte (dos
bastones especiales o0 andadera o una persona
acompanante)

7 o0 Caminando <10 m solo con un fuerte apoyo (dos
bastones especiales 0 andadera o una persona
acompanante)

8 O Incapaz de caminar, incluso con soporte

Se le pide al paciente indice que se pare (1) en posicion
natural, (2) con los pies juntos en paralelo (dedos
gordos tocandose entre si), y (3) en tandem (ambos pies
en una linea, sin espacio entre el talén yla punta). Para
la prueba, el paciente no debe usar zapatos y debe de
tener los ojos abiertos. Por cada condicién, se permiten
tres ensayos. Se evalla el mejor ensayo.

0 o Normal, capaz de pararse en tandem durante >10 s1 O
Capaz de pararse con los pies juntos sin balanceo durante
> 10 s, pero no se puede parar en tandem

2 0 Capaz de pararse con los pies juntos durante > 10s,
pero solo con balanceo

3 o0 Capaz de soportar > 10 s sin apoyo en posicion
natural, pero no con los pies juntos

4 o Capaz de soportar > 10 s en posicién natural solocon
soporte intermitente

5 o Capaz de soportar > 10 s en posicidn natural solocon
el apoyo constante de un brazo

6 0O Incapaz de soportar > 10 s incluso con el apoyo
constante de un brazo

3) Sentado
Se le pide al paciente indice que se siente en una camilla
sin apoyo de los pies, con los ojos abiertosy los brazos
extendidos hacia adelante.

0 o Normal, sin dificultades para sentarse > 10 s

1 o Ligeras dificultades, balanceo intermitente

2 0 Balanceo constante, pero es capaz de sentarse

durante > 10 s sin apoyo

3 o0 Capaz de sentarse por > 10 s solo con apoyo

intermitente

4 o No se puede sentar por > 10 s sin apoyo continuo

‘4) Alteraciones del habla

Se evaltua el habla durante una conversaciéon
normal.
0 o Normal
1 o Sugerencia de alteracién del habla
2 o Discurso deteriorado, pero facil de entender3 o
Palabras ocasionales dificiles de entender 4 o Muchas
palabras dificiles de entender
5 o Solo las palabras simples son comprensibles

6 0 Habla incomprensible/anartria

Puntuacién:

Puntuacién:
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5) Seguimiento de dedo (Evaluado por separado para 6) Prueba dedo-nariz (Evaluado por separado para cada

lado)
El paciente indice se sienta comodamente. Si es
necesario, se permite el apoyo de los pies y el tronco. Se
le pide al paciente que apunte repetidamente con su dedo
indice desde su nariz hasta el dedo del médico, que se
encuentra frente al pacienteaproximadamente al 90% del
alcance del paciente. Losmovimientos se realizan a una
velocidad moderada. El rendimiento promedio de los
movimientos se evalla de acuerdo con la amplitud del
temblor cinético.

0 o Sin temblor

1 o Temblor con una amplitud <2 cm2 o Temblor con una
amplitud < 5 cm3 o Temblor con una amplitud > 5 cm

4 0 No se pueden realizar 5 movimientos sefialados

cada lado)
El paciente indice se sienta coOmodamente. Si es
necesario, se permite el apoyo de los pies y el tronco.
El médico se sienta frente al paciente y realiza 5
movimientos consecutivos desefialamiento repentino y
rapido en direccionesimpredecibles en un plano frontal,
aaproximadamente el 50% del alcance del probando.
Los movimientos tienen una amplitud de 30 cm y unal
frecuencia de 1 movimiento cada 2

s. Se le pide al paciente que siga los movimientos con
su dedo indice, de la manera mas rapida y precisa
posible. Se evalla el rendimiento promedio de los
Gltimos 3 movimientos.

0 o Sin dismetria

1 o Dismetria, por debajo/por encima del objetivo

<5cm

2 o Dismetria, por debajo/por encima del objetivo

<15cm

3 o0 Dismetria, por debajo/por encima del objetivo

>15cm

4 o No se pueden realizar 5 movimientos sefialados

Puntuacién [Derecha:

Izquierda:

Puntuacion Derecha: Izquierda:

Promedio de ambos lados (D+1)/2:

Promedio de ambos lados (D+1)/2:

8) Deslizamiento tobillo-espinilla

(Evaluado por separado para cada lado)

El paciente indice se encuentra en la camilla de
exploracion, sin vision de sus piernas. Se le pide al
paciente que levante una pierna, apunte con el tal6n hacial

7) Movimientos de la mano réapidos y alternados
(Evaluado por separado para cada lado)

El paciente indice se sienta cGmodamente. Si es
necesario, se permite el apoyo de los pies y el tronco.
El paciente debe realizar 10 ciclos de alternancia

repetitiva de pronaciones ysupinaciones de la mano
sobre su muslo lo mas rapido y preciso posible. El
médico muestra el movimiento a una velocidad
aproximada de 10 ciclos dentro de 7 s. Se deben tomar
los tiempos exactos para la ejecucion del movimiento.
0 o Normal, sin irregularidades (lo realiza en < 10 s)
1 o Ligeramente irregular (lo realiza en <10 s)
2 o Claramente irregular, movimientos individuales
dificiles de distinguir o con interrupciones relevantes,pero
lo realizaen<10s
3 0 Muy irregular, movimientos individuales dificiles de
distinguir o con interrupciones relevantes, lo realizaen >
10s
4 o Incapaz de completar 10 ciclos

la rodilla opuesta, lo deslice hacia abajo a lo largo de la
espinilla hasta el tobillo y coloque la piernasobre la
camilla. La tarea se realiza 3 veces. Los movimientos de
deslizamiento deben realizarse dentrode 1 s.

0 o Normal

1 o Ligeramente anormal, contacto sostenido con la
espinilla

2 o0 Claramente anormal, se desvia de la espinilla hasta3
veces durante 3 ciclos

3 o Severamente anormal, se desvia de la espinilla 4
veces 0 mas durante 3 ciclos

4 0 Incapaz de realizar la tarea

Puntuacion Derecha:

Izquierda:

Puntuacién Derecha: Izquierda:

Promedio de ambos lados (D+1)/2:

Promedio de ambos lados (D+1)/2:
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Rater: date: Paticnt code:

Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS)

NA: not assessed / no information available Mod: moderate

Part one: clinical findings

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

Reflexes
1. Biceps (BTR) O normal Q hyperreflexia O areflexia O NA
2. Patellar (PTR) Q normal QO hyperreflexia Q areflexia O NA
3. Achilles (ATR) O normal O hyperreflexia O areflexia O NA
4. Extensor plantar reflex Q none Q unilateral Q bilateral QO NA
Motor symptoms
5. Spasticity None  Mild Mod Severe NA
Gait O O O Q O
Upper Limbs Q Q Q Q Q
Lower Limbs O Q O @] (@]
6. Paresis None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Q Q Q Q Q
UL proximal QO QO O QO o]
UL distal O Q Q Q Q
LL proximal 2 Q Q Q Q
LL distal O O Q O Q
7. Muscle atrophy None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Q Q Q O Q
UL proximal O Q Q Q Q
UL distal Q Q O Q O
LL proximal J Q Q Q Q
LL distal Q Q Q Q Q
8. Fasciculations None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Q O Q Q O
Upper Limbs 0 'S o) 0 Q
Lower Limbs o) 'S QO e) O
9. Myoclonus None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Q '®) O 9] Q
Trunk O e} ®) 0 O
Upper Limbs Q O o) 0 O
Lower Limbs Q O Q 0 O
10. Rigidity (should be obvious without movement of opposite limb)  Neone — Mild Mod Severe NA
Axial O Q Q Q Q
Upper Limbs o) 0 O 0 o)
Lower Limbs O ') ) ) )
11. Chorea/Dyskinesia None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Q Q Q Q O
Neck O Q O Q O
Trunk @] Q O QO O
Upper Limbs Q Q Q Q (@)
Lower Limbs Q Q Q Q Q
12. Dystonia None  Mild Mod Severe NA
Face/tongue Qo Q Q Q QO
Neck QO Q Q Q Q
Trunk O Q Q Q O
Upper Limbs Q Q Q Q Q
Lower Limbs Q Q Q Q Q
13. Resting tremor Neone  Mild Mod Severe NA
Q Q Q Q
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Rater: date:

Paticnt code:

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

30. Other clinical findings or reported abnormalities

{free text)
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Rater: date: Paticnt code:

INAS count

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

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

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

4 Spasticity item 5

5 Paresis item 6

6 Muscle atrophy item 7

7 Fasciculations item 8

8 Myoclonus item 9

9 Rigidity item 10

10 Chorea/dyskinesia item 11

11 Dystonia item 12

12 Resting tremor item 13

13 Sensory symptoms item 14

14 Urinary dysfunction item 28

15 Cognitive dysfunction item 29

16 Brainstem oculomotor signs items 20, 21, 22

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