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Resumen

INTRODUCCION: ElI gen FMR1 se localiza en el sitio FRAXA en el brazo largo del
cromosoma X, en el locus Xq27.3. La region 5’UTR de FMR1 presenta una zona de tripletes
CGG cuyo numero es variable en la poblacion, que pueden encontrarse interrumpidos por
tripletes AGG. Los alelos de FMR1 son normales cuando presentan hasta 40 repetidos, de 41
a 54 alelos intermedios, premutacion entre 55-199 repetidos y mutacion cuando se
encuentran 200 o mas. La relacion entre la mutacion y el Sindrome de X Fragil esta bien
establecida, el estado de PM puede asociarse a otras enfermedades (Insuficiencia Ovarica
Prematura tipo 1 y el Sindrome de temblor/ataxia asociado a X Fragil; FXTAS). Los hallazgos
clinicos y de neuroimagen han permitido crear criterios diagnosticos para FXTAS, aunque
Las manifestaciones de FXTAS comprende un amplio espectro.

OBJETIVO: (1) Describir las manifestaciones clinicas y radioldégicas en pacientes mexicanos
con temblor/ataxia con expandido CGG de FMR1 en zona gris y de permutacion. (2)
Comparar los hallazgos clinicos y radiolégicos en los pacientes mexicanos diagnosticados
con FXTAS con los Criterios Diagnésticos de FXTAS.

METODOLOGIA: En una poblacién de 106 pacientes con Temblor/Ataxia se realizé estudio
molecular de FMR1 y se compararon sus caracteristicas clinicas y de imagen con los
Criterios Diagnésticos de FXTAS.

CONCLUSIONES: En la muestra analizada se demuestra la heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas de FXTAS y la similitud que presenta con otros cuadros de temblor/
ataxia, apoyando el postulado que sefala que posiblemente se trate de un amplio espectro

de manifestaciones y no de una patologia unica bien definida.

Palabras clave:
FMR1; FMPR; Sindrome de X Fragil; Sindrome de temblor / ataxia asociado a X
Fragil; Falla ovéarica prematura tipo 1; Temblor / Ataxia; Mutacion por expansion de

trinucleobtidos



Abstract

INTRODUCTION: The FMR1 gene is located in the FRAXA site in the long section of the X
chromosome, in the Xq27.3 locus. The 5'UTR region of FMR1 has a CGG repeated triplet
zone whose number is variable in the population, which may be interrupted by AGG triplets.
The FMR1 alleles are normal when they appear up to 40 repeated, from 41 to 54 are
intermediate alleles, premutation is between 55-199 repeated and full mutation when 200 or
more are found. The relationship between the mutation and the Fragile X Syndrome is well
established, the state of PM can be associated with other diseases (Premature Ovarian
Insufficiency type 1 and Fragile X-associated tremor / ataxia syndrome, FXTAS). The clinical
and neuroimaging findings have allowed the creation of diagnostic criteria for FXTAS,
although the manifestations of FXTAS comprise a broad spectrum.

OBJECTIVE: (1) Describing the clinical and radiological manifestations in Mexican patients
with tremor / ataxia with CGG expansion of FMR1 in gray zone and permutation. (2) To
compare the clinical and radiological findings in Mexican patients diagnosed with FXTAS with
the Diagnositc Criteria.

METHODOLOGY: In a population of 106 patients with Tremor / Ataxia, a molecular study of
FMR1 was performed and compared with its clinical and imaging characteristics with the
Diagnostic Criteria.

CONCLUSIONS: The sample analyzed shows the heterogeneity of the clinical manifestations
of FXTAS and the similarity it presents with other tremor / ataxia charts, supporting the
postulate that indicates that it may be a broad spectrum of manifestations and not a single,

well-defined pathology.

Keywords:

FMR1; FMPR; Fragile X syndrome; Tremor / ataxia syndrome associated with Fragile

X; Premature ovarian failure type 1; Tremor / Ataxia; Mutation by trinucleotide expansion



Introduccion

Gen de Retraso Mental Ligado al Cromosoma X: FMR1

El gen FMR1 se localiza en el sitio FRAXA en el brazo largo del cromosoma X, en el
locus Xq27.3, estd compuesto por 17 exones y abarca aproximadamente 18 kilobases (kb).
Su producto transcripcional es un RNAm de 3.9 kb que puede sufrir de splicing alternativo y
generar diferentes isoformas. Se ha sugerido que el pre-RNAm transcripcional del gen puede
generar hasta 20 isoformas diferentes de RNAm maduro [1, 2]. La isoforma mas larga de
RNAm en seres humanos codifica para una proteina de 71kDa que contiene una variedad de
secuencias y dominios funcionales [3], entre ellos se encuentran dos dominios Agenet-like en
tandem dentro de las regiones N-terminales de la misma, dos dominios de ribonucleoproteina
K homologa (KH) y el conjunto de residuos de arginina y glicina que constituyen la caja de
RGG [4, 5] (Figura 1).

La region 5°UTR de FMR1 presenta una zona de tripletes CGG cuyo numero es
variable en la poblacién, que pueden encontrarse interrumpidos por tripletes AGG. En la
poblacién normal esta variacion oscila entre 6 y 55 repeticiones, siendo la media de 29-30

repeticiones con dos a tres interrupciones AGG [6].

Al respecto, las Guias Practicas del Colegio Americano de Genética Médica, definen a
los alelos de FMR1 normales cuando presentan hasta 40 repeticiones CGG, de 41 - 54
repetidos considerandolos en zona gris o alelos intermedios (GZ), la premutacion se
considera entre 55 y 199 repetidos (PM), mientras que la mutaciéon (FM) es considerada

cuando se encuentran 200 o mas repetidos [7] (Figura 2).
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Cuando se sobrepasan los 40 repetidos CGG y se pierde el repetido interrumpido
AGG, el expandido se torna inestable durante la replicacién del DNA, llevando generalmente
a expansiones del mismo, que pueden repercutir en el fenotipo de la persona o de su

descendencia [8].

._'~_‘. i y — ‘
b (0E2050a] 5 Tl 71 & foft0l whdn] 1a [ 15 hel 7 L)

R138Q 1304N Ssoo

4 A4
gef’ﬂr ‘,ge"!‘rels KH1 KH2 NES RGG

Aminoacidos || ypprprlierrroentborrcrnrbecreerreebooeee b ben
0 100 200 300 400 500 600

614

Figura 1. [deograma del Cromosoma Xq27.3 y Gen FMR1, RNAm y Proteina FMRP.

(a) Gen FMR1. Los exones se muestran en verde y numerados, las regiones no traducidas
se muestran sin numeracion (ORF de FMRT), las lineas azules muestran los sitios de
splicing alternativo. (b) RNAm de FMR1 Los exones se muestran en azul claro y numerado,
el repetido CGG se muestra en amarillo en (a) y (b). (c) Proteina FMRP. Abreviaturas:
Dominios de repetido tdndem 1 y 2 de unién a cromatina (Agent 1 y Agent 2); NLS
Senalizacién de localizacion nuclear; KH1 y KH2 Dominios de homologa K 1 y 2; NES
Senalizacién de exportacidon nuclear; RGG Caja Arginina-Glicina-Glicina de union a RNA;
S500 Residuo de serina de fosforilacion primaria; R138Q Mutacién puntual encontrada en
pacientes con retraso en el desarrollo ligado al X sin metilacion en FMR1; 1304N Mutacion
que abole la union a poliribosomas. (Modificado de Michael R. Santoro y colaboradores
2012))
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Figura 2. Esquematizacion del gen FMR1. (a) Estructura normal del gen, se muestra la
region 5’'UTR, la region del repetido CGG en rangos normales (menor a 40 repeticiones),
ORF FMR1 (incluye los 17 exones e intrones del gen) y la regién 3’'UTR. (b) En amarillo se
muestra la region del repetido CGG en rangos intermedios o zona gris (GZ; 41-54
repeticiones). (c) En naranja se muestra la region del repetido CGG en rangos de
premutacion (PM; 55-191 repeticiones). (d) En rojo se muestra la region del repetido CGG
en rangos de mutacion completa (FM; >200 repeticiones).

Si bien no se conoce en detalle el mecanismo molecular responsable de la expansion
del numero de tripletes, se ha sugerido que las expansiones ocurren en su mayoria en los
gametos por un proceso que involucra una aberracion en el mecanismo de replicacion y/o
reparacion del DNA, debido al deslizamiento de las polimerasas sobre los fragmentos con las
repeticiones [9-11]. Tanto la inestabilidad como la transcripcion son sensibles a la longitud del
fragmento, al numero de repetidos y a la metilaciéon de las islas CpG ya que estos factores

disminuyen el ensamblaje de los nucleosomas [12] (Figura 3).

Dentro de la region CGG se encuentran interrupciones AGG en los alelos normales,
que parecen conferir estabilidad a la secuencia y previenen el deslizamiento de la DNA Pol
durante la replicacion. Las interrupciones AGG pueden modular la capacidad del fragmento
para unirse a la cromatina, ya que favorecen el ensamblaje del nucleosoma cerca de las
secuencias random, las cuales son genéticamente estables. El efecto de dichas
interrupciones depende de la metilacidon de las islas CpG y del estado de acetilaciéon de
histonas [12].

Las secuencias AGG intercaladas y la longitud del triplete CGG, se cree que son

factores determinantes para la estabilidad alélica. Diversas observaciones indican que la
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perdida de las interrupciones AGG en el extremo 3’ desestabilizan la regiébn provocando la
expansion del triplete. Asi mismo la presencia de estas interrupciones evitan la formacién de
loops en la horquilla de replicacidon, provocados por las secuencias largas de los repetidos, lo
cual facilita la progresién de la replicacién a través de las regiones repetidas brindandole
estabilidad [13].

Los alelos normales son muy estables al transmitirse de padres a hijos. Un alelo en
GZ (entre 41 y 54 repeticiones) no suele expandirse a mutacidon completa en una generacion,
pero potencialmente puede hacerlo en dos o0 méas [14]. Los alelos PM, por su parte, son muy
inestables y pueden expandirse a FM en una sola generacion. La expansion de un alelo PM
al estado de FM ocurre casi exclusivamente cuando es transmitido por rama materna y rara
vez por rama paterna. A su vez, se ha documentado en varios estudios que el riesgo de
expansion a mutaciéon completa a partir de la PM durante la transmisién materna, es mayor al
aumentar el largo de los tripletes [15]. Por otro lado, la region de tripletes CGG puede
presentar interrupciones AGG que se asociarian con la estabilidad del alelo y disminucién del
riesgo de expansion a FM, algunos autores han demostrado que aquellos alelos sin
interrupciones AGGs presentan una mayor probabilidad a la inestabilidad y expansion al
estado de FM [15].

-13-
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Figura 3. Esquematizacion de la replicacion de un
alelo inestable de FMR1; Se observa la formacion de
un alelo inestable, similar al original y por el
deslizamiento de la DNA polimerasa la formacién de
una loop de DNA que, al fallar los mecanismos de
reparacion, forma un alelo con mayor longitud que el
original.
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Proteina de Retraso Mental Ligado al Cromosoma X: FMRP

Como se ha mencionado antes, la proteina codificada por FMR1, denominada “Fragile
Mental Retardation Protein”, FMRP, tiene un peso molecular de 69 kDa. La existencia de
procesos de corte y empalme o splicing alternativos entre los exones 11 a 17, da lugar a
varias isoformas (Imagen 1) [5, 16]. Su expresion es amplia, pero no necesariamente ubicua,
en todos los tejidos fetales y adultos, con la expresion mas abundante en el tejido cerebral y
testicular [17]. Se localiza primariamente en el citoplasma de células, como las neuronas,
pero también ha sido localizada en el nacleo por microscopia dptica y electronica. En las
neuronas tanto FMRP, como su RNAm, se localizan en los axones y en las espinas
dendriticas donde se asocia con poliribosomas y se regula de manera positiva en respuesta

a la estimulacion por receptores de glutamato metabotropico (mGluRs) [18].

FMR1 parece estar relacionado evolutivamente con 2 genes autosdmicos paralogos
con los cuales comparte un alto grado de homologia en su secuencia: son los genes
denominados FXR1y FRX2, que codifican las proteinas FXR1P y FXR2P respectivamente
[19].

La mayoria de las proteinas funcionan como un complejo macromolecular junto con
otras proteinas, cofactores o acidos nucleicos. La FMRP interactua con las proteinas
homologas FXR1P y FRX2P en el nicleo y el citoplasma [20]. Otras proteinas que
interactian con la FMRP han sido denominadas en funciébn de su localizacion celular:
NUF1P1, 82-FIP, CYFIP1y 2, etc. [21].

Ademas de los dominios descritos, que implican la union entre la FMRP y diversos
RNAm, FMR1 presenta una senal de exportacion citoplasmatica (NES), lo cual sugiere un
transporte desde el nucleo celular al citoplasma. Ademas, en 1996 se identificO una
secuencia de transporte de localizacion nuclear (NLS), de transporte contrario, por lo que
FMRP parece fluir hacia ambos lados del nucleo celular y modificar la traduccion de un cierto

namero de transcritos a los cuales se une [22].
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En el modelo funcional propuesto por Eberhart, et al, 1996 [22] (Figura 4), que ha
servido como modelo para un mayor entendimiento de su funcién [17], la FMRP es
transportada primero dentro del nucleo, mediante la sefial de localizacién nuclear NLS. Una
vez en el nicleo, es dimerizada y se asocia con otras proteinas y varios RNAm para formar
el complejo FMRP- mRNP. Este complejo es entonces transportado al citoplasma, via la
sefal de exportacion NES, donde se asocia con ribosomas, influyendo en la traduccion de
los RNAm que son ligandos de la FMRP. No esta claro si todos los mRNPs son idénticos,
exceptuando para los RNAm unidos, o si hay diferencias entre las proteinas asociadas. Si
existieran diferentes complejos proteicos, cada uno podria responder de manera distinta a la
ausencia de la FMRP [21].

Se ha relacionado la FMRP con el receptor de Glutamato (mGIuR), que intentan
relacionar la proteina con ciertos parametros clinicos en el SXF. Segun esta hipétesis, la
ausencia de FMRP supondria una sobre-amplificacion de la respuesta del mGIuR y un
aumento de la plasticidad sinaptica neuronal conocida como LTD (“Long Term depression”),
lo que a su vez esta implicado en las anomalias morfoldgicas que tienen lugar en los
pacientes con SXF, tales como la existencia de espinas dendriticas anormalmente largas e
inmaduras [23]. En resumen, la funcion de FMRP seria la regulacion de un gran nimero de
genes necesarios para la correcta plasticidad sinaptica, por lo que su ausencia causaria la

pérdida de esa regulacion.

Finalmente, sobre el modelo de regulacién por parte de la FMRP se ha descrito
también un posible papel de la ruta del RNA de interferencia (RNAi), de manera que la FMRP
podria regular la traduccion de sus RNAm asociados mediante la interaccion con los RNAm.
Esta funcién se sustenta en el descubrimiento de pequeios RNAs que se corresponden con
los elementos repetidos CGG y que podrian derivar de un gran RNA de doble cadena
generado por la transcripcion bidireccional de las secuencias repetitivas desde promotores

adyacentes [17].
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Figura 4. Modelo de funcion de la FMRP en la neurona. FMRP entra en el nacleo de la
neurona mediante la sefal NLS, donde forma un complejo con RNAm al interaccionar
con transcritos especificos y proteinas. Este complejo se transporta fuera del nucleo por
la sefal NES y una vez en el citoplasma puede asociarse directamente a ribosomas o
interactuar previamente con el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), de
ambas maneras regulan la sintesis de proteinas en el cuerpo celular de la neurona.
Asimismo, los complejos pueden ser transportados dentro de las dendritas para regular
la sintesis de proteinas locales en respuesta a sefales de estimulacién sinaptica, tales
como la activacion del receptor del glutamato (mGIuR). (Modificado de Jin, et al, 2004).
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Fisiopatologia asociada a FMR1

Si bien la relacion entre el estado de mutacion completa y el SFX se conoce desde
inicios de la década de los 90’s [24], en los ultimos afos se ha reportado que el estado de
PM en FMR1 esta asociado a otros dos deso6rdenes clinicos: la Insuficiencia Ovarica Primaria
asociada a la Fragilidad del X (FXPOI) y el Sindrome de temblor/ataxia asociado a X Fragil
(FXTAS) [25, 26].

Durante los afnos 90 se creyd que la FM ocasionaba una reduccion o ausencia de
FMRP, como consecuencia directa del silenciamiento causado por la metilacion de FMR1.
Sin embargo se ha reportado que mas de la mitad de los hombres con alelos con la FM e
hipermetilacién producen bajas cantidades de RNAm de FMR1 y que algunos pacientes con

FM incluso presentan niveles cercanos a la normalidad [27].

Se desconoce todavia el por qué algunos hombres con la FM e hipermetilacion
producen RNAmM mientras que otros no. Se ha especulado con la idea de que la
hipermetilacién de una subregion de elementos CpG sea clave en el silenciamiento del gen al
existir 5 lugares de interaccion DNA-proteina donde se unen diferentes factores

transcripcionales [28, 29].

En el caso de las mujeres con la FM, éstas presentan RNAm y FMRP, lo que es
evidente dada la existencia de dos cromosomas X. Sin embargo, los niveles medios de
RNAm en ellas presentan una gran variacibn, mucho mayor que en los hombres [30]. No
obstante, considerando la inactivacion del cromosoma X, los niveles de RNAm del
cromosoma X normal activo se acercan a los parametros normales esperados. De ahi, que
los hallazgos descritos en cuanto a la expresion de FMR1 en mujeres, se correlacionan con
dos observaciones basicas: el porcentaje de inactivacion del cromosoma X normal y una

mayor variacion en la afectacion clinica, con una menor severidad.

En algunos pacientes con FXTAS que se han podido estudiar post mortem, se observd
un aumento de la expresion del RNAm en cerebro [27], estos niveles aumentados de RNAm

con tripletes expandidos en portadores de la PM, junto a la aparicibn de inclusiones
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intranucleares en neuronas y astrocitos de pacientes con FXTAS, llevd a postular un
mecanismo de toxicidad de RNA como posible causa subyacente al desarrollo del sindrome
[31].

Empiricamente, se podria deducir que la actividad transcripcional de FMR1 se
encuentra disminuida en portadores de PM, sin embargo, se ha comprobado que los niveles

de RNAm se encuentran elevados en individuos con PM [32].

También se ha descrito un aumento del RNAm en mujeres portadoras de la PM, pero
menos notable que en los hombres y con una mayor variacion [29]. Los elevados niveles de
RNAm evidenciaron la existencia de una desregulacion en la expresion de FMR1 en el rango
de la PM. Por lo tanto, aunque no de manera directa, parece existir una relacion entre esta

anomalia en los niveles de expresion y la afectacion clinica que presentan los individuos [33].

A pesar de los elevados niveles de RNAm, se ha demostrado que existe una
reduccidbn moderada de los niveles de FMRP en las personas con la PM, que parece ser
gradual segun aumenta el numero de CGG [34]. Una posible explicacion a estos bajos
niveles de la proteina se debe a una deficiencia a nivel traduccional en individuos con la FM
[35].

Volviendo al por qué de la presencia de esos elevados niveles de RNAm [32], se ha
propuesto que podrian ser debidos a un defecto en la traducciébn, como mecanismo de
respuesta al mismo. Es decir, la célula intentaria compensar los reducidos niveles de
proteina estimulando la produccion de RNAm, por lo que, ademas, las manifestaciones
clinicas en la PM serian menores puesto que los elevados niveles de mensajero podrian

parcialmente cubrir el déficit de proteina.

Otro efecto a destacar en el rango de la PM es la influencia de la expansion de los
tripletes CGG en la posicidn del inicio de la transcripcion tanto en células neuronales como
no neuronales [36]. De hecho, el aumento de repeticiones CGG estaria relacionado con un

desplazamiento hacia arriba del codén inicio, por lo que el numero de tripletes CGG
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modularia no solo el nivel de actividad de FMR1 sino también la seleccidn del lugar de inicio
de la transcripcion. Es decir que el RNAm de los individuos con PM diferiria del rango normal,
no Unicamente por la extension del numero de tripletes CGG, sino también por una extension
de la secuencia no repetitiva hacia el extremo 5°-UTR.

De esta manera se puede decir que la extension del repetido CGG guarda una
relacion directa con los niveles de produccion de RNAm de FMR1 e inversa con la
produccion de FMRP (Figura 5).

VM FVIR1 (CGG) <40
Ol FMR1 (CGG) 4154
o | FMR1 (CGG) 55-199

+*
' Alelo normal
* ¥
Alelo en zona gris
iy

' Alelo con premutacién . FMRP ( ) Ausencia de FMRP

' Alelo con mutacion completa

Figura 5. Expresion de FMRP de acuerdo a la longitud del repetido CGG de FMR1. a)
Alelo normal produce un nivel normal de RNAm y niveles normales de FMRP. b) y c) Los
alelos en zona gris y premutacion producen niveles elevados de RNAm de FMR1 que
soportan la funcién toxica del mismo y llevando a niveles bajos de FMRP. d) Alelo con
mutacion completa de FMR1 produce cantidades insuficientes o nulas de RNAm y
niveles deficientes o ausentes de FMRP.
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Estas observaciones, tanto en el caso de FMR1 como en HTT, C90rf72 y otros genes
con mutaciones patologicas consistente en tractos de trinucle6tidos repetitivos, han llevado a
la descripcidn de la transcripcion RAN que es explicada por el fenbmeno de la traduccidn
iniciada por tractos repetitivos no asociada al codon AUG (RAN, por sus siglas en inglés
“Repeat-Associated Non-AUG-initiated translation") [37], que difumina las lineas que definen
qué repeticiones provocan toxicidad a través de la pérdida de una funcién (silenciamiento
genético) y cuales actuan a través de la ganancia de funcidon obtenida por la transcripcion
anormal de un RNAm toxico y una proteina con tractos repetitivos (poliglutaminas o
polialaninas) no funcional o toxica, con acumulacion de FMRpolyG y FMRpolyA ubiquitinada
y secuestro de otras proteinas y RNAm y de interferencia, como parece ocurrir en el caso de

los alelos en zona gris o premutacion de FMR1.(Figura 6).

1 T
) (CGO), w FMRpolyG

Ex 1 Ex 2 Splicing
—ep

(CGG), ATG 1 2

.—I: —H—m I /¢/ FMRpolyA

Figura 6. Esquematizacion del tracto repetido CGG en FMR1: Traduccién RAN cadena
arriba del codon de inicio AUG (ATG) candnico, lo que lleva a la produccion de FMRP
con tractos de poliglutamina y FMRP con tractos de polialanina téxicos a nivel celular.
(Modificado de Green, et al 2017).

Finalmente, de acuerdo a la longitud del tracto CGG en la regién 5’UTR de FMR y su
estado de metilacion, asi como los niveles de transcripcion y traduccidon que determinan,
pueden distinguirse 3 situaciones; la primera, en el extremo cuando el repetido se encuentra
en rangos normales y produce una cantidad de RNAm normal con adecuados niveles de
FMRP funcionales, donde no se encuentra un estado patologico; en el extremo cuando se
presenta un repetido mayor a 200 repetidos CGG donde FMR1 se encuentra metilado, y por
tanto silenciado, no se produce transcripcion y por tanto, la falta de FMRP ocasiona un
fenotipo patologico, conocido como Sindrome de Retraso Mental Ligado al Cromosoma X

Fragil (FXS MIM #300624) [38] y fenotipos ocasionados por la transcripcibn aumentada de
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RNAmM de FMR1 en portadores de alelos en rangos anormales de (41.199 repetidos CAG)
via transcripcion RAN vy la produccion de FMRP deficiente y con tractos de poliglutaminas y
polialaninas que ocasionan su agregacion y funcion tdxica, de las cuales de desprenden dos
cuadros clinicos reconocidos hasta el momento, el Temblor Ataxia asociado a X Fragil
(FXTAS; MIM #300623) y Falla Ovarica Prematura (POF1 #311360) [38].

Otras observaciones interesantes al respecto de las alteraciones en FMR1 es que
mediante estudios moleculares se ha podido observar que la inestabilidad del expandido
también es mitdtica y no solo meibtica, ocasionando mosaicismos en los individuos

portadores, tanto de la longitud del alelo, como de sus niveles de metilacion [39, 40].
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Sindrome de X Fragil.

El sindrome de X fragil es la segunda causa de retraso mental después del sindrome
de Down y la principal causa monogénica de trastornos del espectro autista [41]. Fue la
primera enfermedad que se demostr6 que estaba asociada con mutaciones inestables o
"dinamicas" causadas por expansiones de trinucle6tidos [24], como se ha mencionado antes,
con la expansién del trinucleétido CGG en la region 5’UTR de FMR1 en 200 o mas repetidos,
lo que ocasiona el silenciamiento del gen ausencia de FMRP y por tanto, pérdida de su
funcion, principalmente la pérdida de regulacion de traduccion proteica en regiones
dendriticas [17].

Tipicamente se describe como una entidad de herencia recesiva ligada al cromosoma
X, con un cuadro clinico caracteristico que ocurre en hombres y con una muy baja

penetrancia en mujeres y un espectro de manifestaciones muy variable [41].

Las caracteristicas fenotipicas del FXS en hombres se resumen en el cuadro 1 [42,
43] y la figura 7, aunque existe variacion de la expresion del FXS durante la vida, no se ha

observado diferencias interétnicas.

Antes del afio 2000 se afirmaba que los alelos en premutacién y zona gris no se
asociaban a fenotipos patoldégicos en las portadoras, sin embargo, si se encontraban en
riesgo de presentar expansion durante meiosis y, por tanto, causar XFS en las siguientes
generaciones [24]. Actualmente se reconocen otros fenotipos asociados a FMR1: POF1 y
FXTAS [44]
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Cuadro 1. Caracteristicas fenotipicas del Sindrome de retraso mental ligado al
cromosoma X.

Caracteristicas prepuberales Caracteristicas postpuberales
Crecimiento normal Pabellones auriculares largos

Macrocefalia (Perimetro cefélico > pc 50) Quijada prominente

Cara alargada Macrorquidia

Frente prominente Comportamiento social anormal (rasgos
autistas)

Estrabismo Hiperextension articular

Otitis media de repeticion Pie plano

Hipotonia Prolapso mitral

Reflujo gastroesofagico Piel delgada

Figura 7. Facies caracteristica observada en el sindrome de X Fragil. A paciente

caucasico en la infancia y (B) en la etapa adulta; (C) Paciente afroamericano en la

infancia y (D) en la etapa adulta (The University of Chicago. https://
lerk.bsd.uchi .edu/ /fragile-x-syndrome.revisado noviembre 2017).
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Falla Ovarica Prematura (POF1).

Aunque la edad promedio de la menarca disminuyé durante el siglo XX, la edad
promedio de la menopausia parece ser invariable con el tiempo y la raza, y ocurre
aproximadamente a los 50 afos. La falla o insuficiencia ovarica prematura (POF1) se puede
definir como una amenorrea secundaria con gonadotropinas elevadas que ocurren antes de

los 40 anos.

Aunque la POF1 es un cuadro muy heterogéneo, se han identificado mutaciones en
los genes DIAPH2, POF1B, FOXL2, BMP15 , NOBOX, FIGLA, NR5A1, STAG3, HFM1,
MCMS8, ERCC6, SYCE1 y MSHS5, sin embargo, por su frecuente patrén de herencia ligado al
cromosoma X el primer gen asociado a POF1 fue FMR1 (POF1 #311360) por Mattison et al,
en 1984 [38, 45], otros autores han establecido que aproximadamente entre el 2 y el 3% de
las portadoras de alelos en rango de premutacion (de 55-199 repetidos CGG) presentan
POF1 lo que implica un OR de 5.4 [46, 47]. Aunque tipicamente no Temblor Ataxia ligado al
Cromosoma X Fragil suelen asociarse a alteraciones neurolégicas o neuropsiquiatricas, la
importancia de la identificacibn de las mujeres que padecen POF1 radica en que los
fenotipos asociados a la premutacién pueden extenderse a las generaciones subsecuentes,
aumentando el riesgo de hijos afectados por FXS debido al fenbmeno de anticipacion [7],
aunque no es tema del presente trabajo, no debe dejarse a un lado el antecedente de POF1

en pacientes en quienes se investigan fenotipos asociados a FMR1.
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Temblor / Ataxia asociada a X Fragil.

En el 2001 el Dr. Randi Hagerman informd sobre fenotipos patolégicos motores vy
cognitivos en familiares masculinos, aparentemente sanos, portadores de premutacion en
FMR1 [48] con so sin historia familiar de FXS, lo cual ha llevado a los neurdlogos de adultos
a considerar la importancia de este gen en la préactica clinica, antes relegado solo a la
practica pediatrica [49]. Estas manifestaciones son conocidas como el sindrome de temblor /
ataxia asociado al cromosoma X fragil (FXTAS por sus siglas en inglés OMIM #300623 [38])
y tipicamente se manifiesta con temblor cinético y ataxia cerebelosa en varones mayores de
50 afos [48]; aunque existen reportes aislados de individuos que muestran alteraciones
neuropsiquiatricas y portan una expansién en zona gris, alelos intermedios 0 una mutacion

completa no metilada en FMR1 (como algunas mujeres portadoras de SXF) [7, 50].

La edad de inicio de FXTAS se considera tardia, en la sexta década de la vida,
aunque se han documentado adecuadamente casos de inicio temprano, incluso en la tercera
o cuarta década de la vida por lo que un inicio temprano no deberia distraer sobre la

sospecha diagnostica [51, 52].

La ataxia es casi una constante en las personas con FXTAS. El temblor se presenta
hasta en el 86% de los casos, y éste puede ser de intencidén 6 cinético (hasta en el 29% de
los casos) de tipo parkinsonico (en el 12%=) y de tipo esencial (en el 35%); de igual forma su
severidad varia: el 50% de los casos lo presentan leve y en el 17% [53]. Por otro lado, en el
64% de los casos se hace diagnostico de parkinsonismo atipico porque se observa que en el
57% de los pacientes presentan bradicinesia leve y en el 71% rigidez en conjunto con otros

sintomas cerebelosos [47].

Otras de las manifestaciones clinicas incluyen neuropatia periférica (56-60%),
impotencia (80%), disfuncion intestinal y vesical (30-55%), disfuncion eréctil, debilidad
muscular proximal de los miembros pélvicos, pérdida de la audicion y disfagia [7]. El deterioro
cognitivo progresivo y las alteraciones neuropsicoldgicas se observan soélo en el 50% de los
pacientes [7] y aproximadamente el 42% de ellos cumplen criterios diagndsticos de deterioro

cognitivo severo [47].
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Al ser un trastorno de herencia ligada al cromosoma X, la penetrancia se estima de
40% en hombres y sélo de 8 al 16.5% en mujeres, probablemente debido al efecto protector
de un alelo normal en el cromosoma X homologo no portador de la mutacién [54]; por lo que
se habla de una penetrancia incompleta y expresividad variable al incluir fenotipos menos
comunes como retraso en el desarrollo, espectro de trastorno autista, trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad, ansiedad, depresion y diversos problemas neurologicos,
psiquiatricos y sistémicos, como migrana, fibromialgia, neuropatia periférica, apnea del
suefo, hipertension, hipotiroidismo, disfonia espasmoédica y sintomatologia autoinmune,

como esclerosis multiple.

Los hallazgos clinicos y de neuroimagen han permitido crear criterios y categorias
diagnosticas para FXTAS propuestos por Jacquemont y cols. en el 2003 [44, 55]
posteriormente reformados por Brich y cols en 2017 (Cuadro 2) [50], sin embargo, estos
parecen insuficientes mientras se describe un espectro mas amplio de fenotipos asociados a

la expansion en FMR1y se comprende mejor la fisiopatologia de la enfermedad [53, 56].

En los estudios de imagen por resonancia magnética (IRM) ponderada a T2, la
hiperintensidad del peddnculo cerebeloso medio, llamado “signo MCP”, es observado en el
60% de los portadores de premutacion en FMR1 en poblacion sajona; el adelgazamiento del
esplenio del cuerpo calloso (CCS) [53] son también frecuentes y utiles para identificar
pacientes con FXTAS, se han descrito otros hallazgos como hiperintensidades inespecificas
de la sustancia blanca que aparentemente, en conjunto, pueden ser mas frecuentes de lo
reportado hasta el momento [54]. Otro hallazgo, aparentemente frecuente, son los cambios
volumétricos en areas corticales y del sistema limbico, aunque no son constantes y pueden
estar en relacidon con las alteraciones cognitivas y conductuales que se presentan en la mitad

de los pacientes evaluados [44].
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Cuadro 2. Criterios Diagnosticos de FXTAS.

Evaluacion Calase

Criterio

Mayor

Temblor de intencion

Ataxia de la marcha

Clinica

Menor

Parkinsonismo

Neuropatia
Alteraciones en funciones ejecutivas

Déficit moderado a severo en memoria a
corto plazo

Mayor

Radioldgica

Lesiones en pedunculo cerebelar medioy/ o
tallo cerebral

Lesiones de la sustancia blanca en el
esplenio del cuerpo calloso

Menor

Lesiones en sustancia blanca cerebral

Atrofia generalizada moderada a severa

Categoria diagnéstica

* Un criterio clinico mayor + Un criterio radiol6gico mayor

Definitivo (D)

cerebral

* Un criterio clinico mayor + presencia de inclusiones
neuronales y astrociticas en estudio postmortem de tejido

Probable (Pr) .

* Un criterio radioldgico mayor + Un criterio clinico menor
Dos criterios clinicos mayores

Posible (Po) *

Un criterio clinico mayor + un criterio radiolégico menor

Improbable (Ip)

* Ausencia de los criterios para denominarlo definitivo,
probable o posible
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Aunado a los estudios anatdmicos, en los estudios de imagen funcional se han
observado defectos en los tractos cerebelosos y el cuerpo calloso, alteraciones en la
actividad metabdlica del sistema limbico e hipocampo. Estos hallazgos sustentan la
evidencia anatdmica previa y explican los sintomas neuropsiquiatricos. La evidencia de la
activacion compensatoria observada en regiones motoras y de memoria, puede explicar el
inicio tardio de los sintomas [57], las alteraciones demostradas por estudios de
electrofisiologia corroboran la neuropatia periférica [7], indicando que la patologia en FXTAS
se encuentra no solo en el cerebelo, sino también en los ganglios basales y nervios

periféricos [47].

Las manifestaciones de FXTAS comprende un amplio espectro clinico y radiol6gico
que debe considerarse en la practica clinica como diagnostico diferencial de distintas
patologias, incluidas las ataxias espinocerebelosas, diversos tipos de parkinsonismos y
varios trastornos psiquiatricos y cognitivos [58]. Aunque se ha sefialado al temblor como
signo basico para el diagndstico de FXTAS, este puede variar en su severidad y presentacion

clinica, estar ausente y tener una intensidad leve o ser severo e incapacitante [59].

En la poblacion general, la premutacion en FMR1 se observa en aproximadamente
1/250 mujeres y 1/800 varones, mientras que la mutacibn completa es mucho menos
frecuente (1 / 2500-4000). En Espana, la prevalencia estimada de portadores de la

premutacion es de 1/130 varones y 1/250 mujeres [47].

La mayor parte de los estudios encaminados a determinar la frecuencia de FXTAS en
los centros de atencion neuroldgica, excluye a los individuos con fenotipos atipicos o de inicio
temprano; y considerando que los trastornos asociados a X-fragil conllevan a una morbilidad
significativa, discapacidad intelectual, infertilidad, menopausia temprana, y una variedad de
trastornos neurodegenerativos, también en la descendencia, principalmente la posibilidad de
discapacidad intelectual; puede anticiparse que la frecuencia de la patologia puede estar

subestimada [7].
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En poblaciones como Brasil, existen reportes anecdéticos de casos familiares donde
se encuentran repetidos de entre 91 y 123 CGG causantes de FXTAS, pero sin contribuir a la

incidencia o prevalencia en América [60].

En México, el alelo normal de FMR1 mas frecuente es de 32 repetidos CGG (entre 16
y 40 repetidos)[61], sin embargo, no se han realizado estudios para la busqueda sistematica
de alelos en rangos de premutacién y zona gris en pacientes adultos mexicanos con

enfermedades neurodegenerativas posiblemente asociadas al gen FMR1 como la ataxia.
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Temblor y Ataxia.

Existen multiples alteraciones del movimiento, y el temblor, junto con la ataxia, se
encuentran entre las mas frecuentes. Corresponden a multiples entidades clinicas y suelen

presentarse mas como un sintoma que como una entidad clinica especifica [59, 62].

El temblor se define como un movimiento involuntario y ritmico de una o varias
regiones del cuerpo y es uno de los signos neurolégico mas frecuentes [63]. El temblor mas
frecuentes es el temblor esencial, una entidad monosintomatica, heterogénea y de edad de
inicio variable, al ser etiquetado como un padecimiento benigno, poco es conocido de su
etiologia, su frecuencia y si realmente corresponde a una entidad aislada o bien es un

sintoma que esconde una etiologia mas comprometedora para el paciente [64].

Cuando el temblor se acompana de otras manifestaciones neuroldgicas, aunque sean
leves o0 minimas debe ser estudiado para establecer la etiologia; cuando se presenta temblor
de reposo, la etiologia suele ser parkinsonica y en el caso del temblor de intencion su
etiologia suele ser mas diversa, incluyendo varias enfermedades genéticas [65] como las
ataxias espinocerebelosas hereditarias autosémicas dominantes (SCA por sus siglas en

inglés), principalmente las tipo 2, 3y 7 en México [66].

El término “ataxia” literalmente significa "ausencia de orden”, y médicamente se define
como una discapacidad de la coordinacion de los movimientos musculares voluntarios [62] es
importante sefalar que se refiere a un sindrome clinico de falta de coordinacioén, no a una
enfermedad especifica, y también es el sindrome pivote un grupo de enfermedades

degenerativas especificas del sistema nervioso [67].

La ataxia, como trastorno del movimiento, suele tener un curso cronico e
incapacitante, caracterizado por falta de coordinacién de la marcha, a menudo asociada con
incoordinaciéon de las manos, disartria (alteracion del lenguaje) y alteraciones de los

movimientos oculares (nistagmos y sacadas lentas). Su patologia suele asociarse a
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alteracion en el cerebelo o las vias propioceptivas y generalmente se acompara de temblor
[62, 68].

En la mayoria de los pacientes adultos con ataxia y/o temblor progresivo, la afeccion
se manifiesta sin antecedentes familiares obvios. La clasificacion y el diagnostico correcto de
estos pacientes es dificil, debido a que deben ser consideradas las causas adquiridas y las

genéticas [67].

Las causas generalmente consideradas ante un paciente con temblor son el temblor
esencial, la enfermedad de Parkinson y el temblor inducido por sustancias, como uso crénico
de alcohol, medicamentos anti arritmicos, antibibticos, antiepilépticos y broncodilatadores
entre otros, sin embargo, cuando se presenta de manera insidiosa, cronica y acompafada de
otros sintomas o signos neuroldgicos o sistémicos, es necesario investigar a fondo la
etiologia, que suele ser degenerativa o genética [63], y la importancia del diagnostico
especifico radica en que el temblor esencial, la enfermedad de Parkinson y el temblor
adquirido, por ejemplo, tienen un tratamiento y pronéstico especifico y distinto al de otras

entidades que cursan con este sintoma.

De igual manera las ataxias adquiridas, como el alcoholismo, las deficiencias de
vitaminas, la esclerosis multiple, enfermedad vascular cerebral, neoplasias primarias de
sistema nervioso o tumores metastasicos, las enfermedades paraneoplasicos asociados a
carcinoma oculto del ovario, mama o pulmén [69], enfermedades infecciosas y la atrofia
multiple de sistemas, entre otros, que pueden requerir tratamientos especificos y distintos a

los empleados en las enfermedades neurodegenerativas que presentan este sintoma [68] .

Una vez descartada una causa adquirida, en un paciente con temblor y ataxia, el
diagnéstico debe orientarse a las ataxias espinocerebelosas hereditarias autosomicas
dominantes (SCA por sus siglas en inglés) como primera opcion [67], éstas pueden
presentarse con una gran variedad de sintomas no cerebelosos [70] y son un grupo de
trastornos con gran heterogeneidad genética, por lo que su diagnéstico molecular es

complicado, sin embargo, la mejor estrategia de estudio se basa en la evaluacion de las
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frecuencias relativas, la frecuencia en la poblacion, y la presencia de caracteristicas
fenotipicas asociadas tales como convulsiones, pérdida de la visibn, otros movimientos

anormales asociados y la presencia de deterioro cognitivo u otros sintomas psiquiatricos [68].

La prevalencia global de las SCAs es de 4,8 a 13,9/100000 habitantes, aunque la
mayoria de los estudios han sido realizados en poblacion europea o asiatica, quedando
pendiente conocer su prevalencia e incidencia en gran parte del mundo [71]. En México las
SCAs mas frecuentes son la tipo 2 seguida de la tipo 3 (que a nivel mundial es la mas
frecuente) y finalmente la tipo 10 y 17, otros tipos de SCA no se han identificado[66], con
excepcion de la SCA 7 que es frecuente en poblaciones de Veracruz y presenta un efecto

fundador en nuestro pais [72, 73].

En la poblacion estudiada por temblor/ataxia en las ultimas dos décadas en el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN “MVS”), en cerca del

60% de los casos no se ha logrado establecer una causa etiologica [74].

Diversos autores han observado que en individuos con temblor/ataxia la prevalencia
de PM en FMR1 varia de 0-4% [74], esta proporcién aumenta (5%) en los pacientes en que
se ha descartado el diagnostico de las SCAs mas frecuentes (la tipo 2 y la tipo 3) y otros
tipos de ataxias genéticas frecuentes, como la Ataxia de Friedreich, sefialando que FXTAS
deberia considerarse como la siguiente causa genética de temblor y/o ataxia de etiologia
genética, ya que su diagndstico de certeza es importante por sus implicaciones fenotipicas
(FXS) y reproductivas (POF1) [47, 75], por lo que se ha recomendado considerarla como

parte del abordaje de los pacientes con ataxia y temblor/ataxia.
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Justificacion.

En el Departamento de Genética del INNN “MVS”, desde 1994 se ha realizado
continuamente investigacion acerca de la etiologia genética de diversos trastornos del
movimiento, como ataxias hereditarias, enfermedad de Parkinson y enfermedad de

Huntington, entre otros.

En el caso especifico de las ataxias, se han captado mas de 1400 pacientes en las
ultimas dos décadas y en el 60% de los casos (que representa cerca de 560 pacientes) no se
ha logrado establecer un diagnéstico especifico y hasta un 5% podria correspondera a
FXTAS [76]. Por lo que consideramos importante caracterizar con mayor detalle clinico a la
poblacién con sospecha de ser portadora de la premutacion en FMR1, para poder ofrecerle
el diagnéstico oportuno de FXTAS, lo que permitira dar a conocer a los familiares el riesgo de
desarrollar esta enfermedad o los fenotipos asociados; identificar de manera oportuna a
quienes requeriran de tratamiento en centros de tercer nivel de atencion y brindar
asesoramiento genético de certeza que fomente la toma de decisiones informadas del
paciente, familiares y personal de salud involucrado, tanto a mediano y como a largo plazo,

incluyendo decisiones reproductivas.

Pregunta de investigacion.

¢ Cudles son las caracteristicas clinicas y radiolégicas de los pacientes mexicanos con

temblor/ataxia asociadas a alelos en zona gris y en premutacion de FMR1?

Hipétesis.

Dentro de la poblacion atendida por temblor/ataxia en el INNN, por lo menos el 5%
correspondera a casos de FXTAS y las manifestaciones clinicas y hallazgos radiogréaficos en

IRM de encéfalo mostraran la heterogeneidad clinica de esta patologia.
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Objetivos.

Objetivo Principal.

Describir las manifestaciones clinicas y radioldgicas en pacientes mexicanos con

temblor/ataxia con expandido CGG de FMR1 en zona gris y de permutacion.

Objetivos secundarios.

- Describir la frecuencia de alelos normales, en zona gris y en premutacion de FMR1 en
pacientes con Temblor/Ataxia.

- Comparar los hallazgos clinicos y radiolégicos en los pacientes mexicanos

diagnosticados con FXTAS y aquellos con temblor/ataxia de etiologia desconocida.

- Comparar los hallazgos clinicos y radiolégicos en los pacientes mexicanos

diagnosticados con FXTAS con los Criterios Diagnésticos establecidos.
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Metodologia

Diseno.

Se realiz6 un estudio observacional, transversal comparativo empleando los registros
y muestras de ADN de pacientes adultos que presentaban temblor/ataxia, en quienes se
descarto previamente por el Departamento de Genética del INNN SCA 2, 3y 7, las causas
mas frecuentes de ataxia hereditaria en México, cuyo expediente se mantenia en activo, que
continuaran seguimiento por un neurdlogo especialista en movimientos anormales y un

especialista en neurogenética.

Todos los pacientes contaban con IRM de encéfalo, realizada previamente como parte

de su protocolo de abordaje y diagnostico general.

La metodologia general empleada se muestra en el siguiente diagrama de flujo (Figura

El presente estudio contd con la aprobacién de los Comités Cientifico y de Bioética del
INNN con el numero 118/15 (ANEXO 1) [77].
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Revision de Genoteca de Ataxias delDepartamento de genética INNN
MVS. Seleccion de registros de acuerdo a criterios de inclusion y
exclusian. Captura de informacion Qinica v Radioldgica

1 = £ Muestra presente? N |
Cuantificacion de DNA por Localizacién del paclente via
medio de espectrofotometria [ : telefdnica para solicitar nueva
con @ instrumento Genova | muesira.
Nano®. I |
l | Sl i Se localizo NO
Electroforesis en  gel de | ylo acepto?
mgﬁﬂ;mh : Se cita al paciente para Se descara
: | |toma de muestra de la muestra
i 5) | | sangre venosa periférica
i Degradada? I bajo cara de
| | consentimiento informado
NO |
|
Numero de Repetidos CGG en FMR1 l Extraccién de
con el Kit comercial AmplideX@ semmme gDMNA
PCR/EC FMR1 (Asuragen®)
|
Determinacion del Porcentaje de
I asulta
2 (Resulado L NO | mmesiacion de MR por mPCR con
el kit comercial AmplideX® mPCR
FMR1 (Asuragen®)

Andlisis Estadistico mediante paquete
SPSS® version 25

Figura 8. Diagrama de flujo de metodologia general.
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Poblacién y Muestra.

La poblacion de estudio se integré empleando los registros existentes en la Genoteca
de Ataxias del Departamento de Genética del INNN “MVS” de acuerdo a la Declaracion de
Taipei [78].

Mediante la férmula de Schaeffer (Férmula 1), se calcul6 un tamafio de muestra de 73
pacientes considerando una frecuencia reportada de FXTAS en pacientes con diagnostico
clinico de SCA, negativos para estudio molecular, del 5% y un intervalo de confianza de 95%.

De acuerdo a estos resultados se estima un poder mayor a 80%.

A
q

s>

N
n=def f 7
=(N-1)+p§

N

Formula 1. Formula de Schaeffer para el calculo de
tamano de la muestra.
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Criterios de Inclusion.

I. Registros clinicos incluidos en la Genoteca de Ataxias del Departamento de Genética del
INNN “MVS”.

II. Inicio de la sintomatologia a los 30 afos de edad o posterior.
[ll. Estudio molecular de SCA 2, SCA 3 y SCA 7 negativos.

IV. Con diagnéstico descartado de enfermedad de Parkinson por neur6logo especialista en

movimiento anormales.

Criterios de exclusion.

I. Diagnéstico de ataxia de etiologia adquirida, realizado por un neurdlogo especializado en

movimientos anormales.

II. Cuadro clinico sugestivo de SCA 10 (epilepsia agregada), SCA 17 (movimientos
coreiformes agregados) o Ataxia de Friedreich (inicio temprano, cardiomiopatia, cerebelo

normal y neuropatia sensitiva o de cordones posteriores).

[ll. Ausencia de consentimiento informado para estudios de investigacion.

Criterios de eliminacion.

I. Registro presente en la Genoteca de Ataxias del Departamento de Genética del INNN

"MVS" con muestra que sea de calidad o cantidad insuficiente para su analisis.

Il. Expediente clinico referido en la Genoteca de Ataxias del Departamento de Genética del
INNN "MVS" depurado, enviado a archivo muerto o que carezca de la informacidn

necesaria

lll. Establecer un diagnoéstico etiolégico especifico y distinto a FXTAS durante la ejecucidn

del presente estudio.

IV. Retiro voluntario del consentimiento informado.
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La informacion clinica y radiografica se capturdé en un formulario realizado ad hoc para su

manejo y analisis (ANEXO 3).

Definicion de Variables.

La definicidbn operacional y conceptual de las variables analizadas se establecié de
acuerdo a los antecedentes familiares, antecedentes no patologicos, antecedentes
patolégicos, hallazgos clinicos y paraclinicos asociados al diagnostico de FXTAS asi como

los diagndsticos diferenciales de SCA, Parkinsonismo, Sx Piramidal, Sx motoneurona y

causas adquiridas, como se muestran a continuacion.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE
CONCEPTUAL VARIABLE
ANTECEDENTES SOCIODEMOGRAFICOS
Sexo Sexo al que pertenece | Masculino (0) Categorica
el sujeto. Femenino (1) Dicotémica
Edad actual Edad al momento de Edad en afios cumplidos al momento | Numérica
integrarse al presente | de realizar el presente estudio. Continua
estudio.
Estado civil Estado civil al Soltero (0) Categorica
momento de integrarse | Casado / union libre (1)
al presente estudio. Divorciado / separado (2)
Viudo (3)
Nivel de estudios ARos de estudio. Numero de afios de educacién Numérica
formal totales. Continua
Ocupacion actual Actividad econdmica Estudiante (1) Categorica
que realiza al Empleo remunerado (2)
momento de integrarse | Empleo no remunerado / Hogar (3)
al presente estudio. Desempleado (4)
Nivel Nivel socioeconémico | 1X-2 Bajo (1) Categorica
Socioeconénico asignado por el 3-4 Medio (2)
departamento de 5-6 Alto (3)
trabajo social del
INNN"MVS”.
Tipo de vivienda Tipo de vivienda del Urbana con servicios completos (1) | Categérica
paciente Urbana con servicios incompletos (2)
Rural con servicios completos (3)
Rural con servicios incompletos (4)
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE
CONCEPTUAL VARIABLE
Entidad federativa de | Entidad federativa de Iniciales de la entidad federativa Categorica
residencia residencia. (Estado) de residecia.
ANTECEDENTES FAMILIARES
Patron de herenica Patrén de herencia Esporadico (0) Categorica
que muestra el arbol Autosdémico dominante (1)
genealdgico. Autosomico recesivo (2)
Ligado al X (3)
Agregacion familiar (4)
Consanguinidad en Presencia o ausencia | Presente (1) Categorica
los padres de antecedente de Ausente (2) Dicotémica
consanguinidad en los
padres del paciente.
Ataxia Presencia de Ausente (0) Categorica
antecedente de ataxia | Presente en primer grado (1)
en la familia. Presente en segundo grado (2)
Discapacidad Presencia de Ausente (0) Categorica
intelectual antecedente de ataxia | Presente en primer grado (1)
en la familia. Presente en segundo grado (2)
Ceguera Presencia de Ausente (0) Categorica
antecedente familiar Presente en primer grado (1)
de ceguera primaria Presente en segundo grado (2)
(no ocasionada por
enfermedades
concomitantes,
infecciones o trauma).
Epilepsia Presencia de Ausente (0) Categorica
antecedentes familiar Presente en primer grado (1)
de epilepsia o crisis Presente en segundo grado (2)
convulsivas de
repeticion.
Enfermedad Diagnostico de Ausente (0) Categorica
psiquiatrica en enfermedad Trastorno por déficit de atencién e
primer grado psiquiatrica realizado hiperactividad (1)
por especialista en Trastorno obsesivo compulsivo (2)
padre, madre, Trastorno depresivo (3)
hermanos o hijos del Trastorno esquizoafectivo (4)
paciente. Trastorno psicoético (5)
Esquizofrenia (6)
Enfermedad Diagnostico de Ausente (0) Categorica

psiquatrica en
segundo grado

enfermedad
psiquiatrica realizado
por especialista en
familiares de segundo
grado (abuelos, tios,
primos).

Trastorno por déficit de atencién e
hiperactividad (1)

Trastorno obsesivo compulsivo (2)
Trastorno depresivo (3)

Trastorno esquizoafectivo (4)
Trastorno psicético (5)
Esquizofrenia (6)
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE
CONCEPTUAL VARIABLE
Déficit de memoria Alteraciones cognitivas | Ausente (0) Categorica
moderado / severo moderadas o severas | Presente en primer grado (1)
diagnosticadas por Presente en segundo grado (2)
especialista.
Déficit en funciones | Alteracion de Ausente (0) Categorica
ejecutivas funciones ejecutivas Presente en primer grado (1)
diagnosticadas por Presente en segundo grado (2)
especialista.
Neuropatia Presencia de Ausente (0) Categorica
neuropatia Presente en primer grado (1)
diagnosticada por Presente en segundo grado (2)
especialista o
mediante estudios de
electrofisiologia
Infertilidad / Incapacidad de Ausente (0) Categorica
Esterilidad procrear después de Presente en primer grado (1)
por lo menos de dos Presente en segundo grado (2)
afios de tener
relaciones sexuales sin
métodos de
planificacién familiar
con la misma pareja
Falla ovarica Menopausia antes de | Ausente (0) Categorica
prematura los 40 afios Presente en primer grado (1)
Presente en segundo grado (2)
ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS
Zoonosis Convivencia habitual Ausente (0) Categorica
con animales Presente (1)
Hacinamiento Cohabitacion con mas | Ausente (0) Categorica
de personas en el Presente (1)
mismo cuarto
Exposicion a Contacto con Ausente (0) Categorica
pesticidas pesticidas por un afio o | Presente ambiental (1)
mas a lo largo de la Presente laboral (2)
vida previos a la
enfermedad de
manera laboral o
ambiental
Exposicion a Contacto con Ausente (0) Categorica

insecticidas

insecticidas por un afo
o mas a lo largo de la
vida previos a la
enfermedad de
manera laboral o
ambiental

Presente ambiental (1)
Presente laboral (2)
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE
CONCEPTUAL VARIABLE
Exposicion a Contacto con Ausente (0) Categorica
solventes organicos | solventes organicos Presente ambiental (1)
porun afio o mas alo | Presente laboral (2)
largo de la vida previos
a la enfermedad de
manera laboral o
ambiental
Sedentarismo Ausencia de Ausente (0) Categorica
actividades fisicas Presente (1) Dicotémica
recreativas o
deportivas como habito
por lo menos dos
veces por semana
ANTECEDENTES GINECOBSTETRICOS
Menarca Edad de menarca Edad cumplida en anos al momento | Numérica
de la menarca Continua
Menopausia Edad de menopausia Edad cumplida en afios al momento | Numérica
de la menopausia Continua
Numero de Gestas Embarazos Numero de embarazos que presentd | Numérica
la paciente Continua
Numero de Partos Partos Numero de embarazos resueltos por | Numérica
parto que presenté la paciente Continua
Numero de Cesareas | Cesareas Nimero de embarazos resueltos por | Numérica
ceséarea que presento la paciente Continua
Numero de abortos Abortos Ndmero de embarazos Numérica
interrumpidos antes de la semana Continua
gestacional 22
CONSUMO DE SUSTANCIAS
Toxicomanias Historia de consumo Ausentes (0) Categorica
de sustancias sin Tabaco (1)
considerar Alcohol (2)
temporalidad o Inhalantes (3)
intensidad Cannabinoides (4)

Cocaina (5)
Otras sustancias (6)

CUADRO CLINICO
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE
CONCEPTUAL VARIABLE
Malformaciones Malformaciones Ausentes (0) Categorica
congénitas Cardiacas (1)
Vasculares (2)
Musculo-esqueléticas (3)
Gastrointestinales (4)
Craneofaciales (5)
Renales (6)
Otras (7)
Alteraciones Presencia de hallazgos | Ceguera (1) Categorica
oftalmolégicas oftalmolégicos en Alteracon de nervio Optico (2)
exploracion fisica Retinosis pigmentaria (3)
Disminucién de campo visual /
Escotomas (4)
Sindrome Cerebeloso | Hallazgos en la Dismetria (1) Categorica
exploracion fisica de Disdiadococinesia (2)
alteracién cerebelosa Nistagmo (3)
reailizada por Sacadas lentas (4)
neurdlogo experto en Disartria (5)
movimientos Marcha ataxica (6)
involuntarios.
Sindrome Hallazgos en la Rigidez muscular (1) Categorica
Parkinsonico exploracion fisica de Bradicinecia (2)
alteracién parkinsoénica | Romberg positivo (3)
reailizada por Alteracion de voz (4)
neur6logo experto en Micrografismo (5)
movimientos
involuntarios.
Sindrome Piramidal Presencia de datos de | Debilidad muscular generalizada (1) | Categérica
motoneurona superior | Plejia (2)
reportados en Espasticidad (3)
exploracion fisica de Hiperreflexia (4)
neurdlogo experto en Babinski (5)
movimientos
anormales
Sindrome Neurona Presencia de datos de | Atrofia muscular marcada (1) Categorica
Morota inferior motoneurona inferior Hipotonia (2)
reportados en Fasciculaciones (3)
exploracion fisica de Hiporreflexia (4)
neur6logo experto en
movimientos
anormales
Temblor Presencia de datos de | Temblor de accién o cerebeloso (1) Categorica

Temblor reportados en
exploracion fisica de
neurdlogo experto en
movimientos
anormales

Temblor de reposo o parkinsénico

()

Temblor fino distal / Esencial (3)
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE
CONCEPTUAL VARIABLE

Enfermedades Diagnostico de Trastorno depresivo (1)
psiquiatricas enfermedad Trastorno por ansiedad (2)
concomitante psiquiatrica realizado Trastorno obsesivo compulsivo (3)

por especialista. Trastorno afectivo bipolar (4)
Alteraciones en Presencia de Ausente (0) Categorica
estudios de alteraciones en Neuropatia motora (1)
electrofisiologia velocidades de Neuropatia sensitiva (2)

conduccion nerviosa Neuropatia mixta (3)

Alteraciones propioceptivas (4)

Hallazgos en IRM Hallazgos en Imagen Normal (0) Categorica

por Resonancia
Magnética referido por
médico especialista.

Atrofia cortical (1)

Atrofia subcortical (2)
Hiperintensidad aislada en
sustancia blanca (3)

Multiples hiperintensidades en
sustancia blanca (>4) (4)
Atrofia cerebelosa (5)
Hiperintensidad en pedunculo
cerebeloso medio (6)
Hiperintensidad en sustancia
blanca cerebeosa (7)
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Métodos Moleculares.

Extraccion de DNA.

Se tuvieron un total de 106 muestras, de las cuales 99 se encontraban en el banco de
DNA del mismo laboratorio y las 7 restantes fueron extraidas a partir de linfocitos sangre
periférica mediante la metodologia estandarizada en el laboratorio de Genética del INNN
estandarizados [79] con el protocolo de purificacion de ADN a partir de sangre periférica
empleando el kit comercial QlAamb Blood Midi Kit (Spin Protocol)® (QUIAGEN®) de acuerdo

a las especificaciones del proveedor.

- Se afadi6 a cada columna 200 pl sangre periférica, obtenida por puncion venosa, y se
agregd6 200 ul de buffer PBS mas 20 pl de Proteinasa K, agitando por inversion,

- Se afadié 200 pl de buffer AL, agitando con ayuda de vortex e incubando a 56°C por
10 minutos.

- Se colocaron 200 ul de etanol absoluto, agitando con ayuda de vortex y centrifugando
a 8000 rpm por 1 minuto. Se desechd el filtrado.

- Se adiciono 500 pl de buffer AW1 y se centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto. Se desecho
el filtrado.

- Se anadi6 500 ul de buffer AW2 y se centrifugdb a 14000 rpm por 3 minutos. Se
desechd el filtrado.

- Se adicioné 200 ul de buffer AE, incubando por 1 minuto a temperatura ambiente y

centrifugando a 8000 rpm por 1 minuto, para la obtencién del DNA.

Cuantificacion de DNA.

Todas las muestras fueron cuantificadas por medio de espectrofotometria con el
instrumento Genova Nano®, se les realiz6 una dilucién para obtener muestras de 50 ng/uL
de concentracién y se corri6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar la

integridad del DNA gendmico.
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Genotipificacion y discriminacion alélica.

Para la discriminacién alélica se realiz6 mediante metodologia de fragmentos por PCR
con el kit comercial AmplideX® PCR/CE FMR1 Kit y en los pacientes portadores de alelos en
zona gris, premutacion o mutacidbn completa se realiz6 estudio de metilacion de FMR1
mediante el kit comercial AmplideX® mPCR FMR1 Kit de acuerdo a las especificaciones del
proveedor (PC-0164ENvV6).

PCR con primer de tripletes (TP-PCR).

La reaccién TP- PCR (por sus siglas en ingles Triplet-Repeat Primer) utiliza un par de
primers o cebadores especificos de locus, Forward y Reverse, que hibridan al inicio y final de
las repeticiones, ademas posee un primer adicional que amplifica a partir de multiples sitios
ya amplificados dentro de la repeticion. La especificidad esta dictada por el primer especifico
de locus marcado fluorescentemente. TP-PCR proporciona una escala caracteristica en el
trazado de fluorescencia que permite la identificacion rapida de repeticiones patogénicas

grandes [80].

El Kit comercial AmplideX© PCR/EC FMR1 (Asuragen®), describe el proveedor que
fue disefado para identificar todos los posibles repetidos de CGG presentes en FMR1, esto
incluye los cuatro estados, normal, GZ, PM y FM, mediante el uso de una electroforesis
capilar, este mismo ensayo permite dos tipos diferentes de pruebas: una PCR-gen especifica
(Figura 9)[81], donde los primers Forward y Reverse amplifican la longitud completa acorde
al numero de repetidos y una TP-PCR (por sus siglas en ingles Triplet-Repeat Primer)
(Figura 10)[81] en la regidbn 5’ no codificante de FMR1, la cual contiene un tercer primer
quimérico marcado con el fluoréforo FAM, que en combinacion con los primers Forward y
Reverse especificos para FMR1 logran una hibridacion aleatoria con loa region donde se
hallan los repetidos CGG, lo que provoca la generacién de varios amplicones de diversos
tamanfos segun el numero de repetidos CGG presente en la muestra aunado al fragmento del

alelo especifico del propio gen [82, 83].
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Todos los amplicones son analizados mediante una electroforesis capilar. La longitud
del producto de PCR permite detector con precision cualquier alelo menor a 200 repetidos.
La deteccion del amplicon de CGG producto de la TP-PCR, genera un Gnico pico, siendo
notorio un individuo masculino o un individuo femenino homocigoto, de lo contrario si detecta
dos picos se dice que es un individuo femenino heterocigoto. También este kit puede
identificar las interrupciones AGG, como una senal especifica previa a la deteccién del alelo
[83].

Primer

Forward
»—r

5 UTR FMR1

+—
Primer
@ Reverse

Tamaiio completo del amplicon

Figura 9. Representacion de la localizaciéon de los primers para la PCR-gen especifico de
FMR1.Modificado de Seneca, et al, (2012).

CGG
Primer @— *—> | *——»
5" UTR FMR1 '

Primer

{\_/L Reverse

Amplicones de CGG

Figura 10. Representaciéon de la TP-PCR y del tercer primer quimérico hibridando
aleatoriamente con los repetidos CGG generando amplicones de diversos tamafios.
Modificado de Seneca, et al, (2012).
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Metodologia de la TP-PCR.

Se utiliz6 el Kit comercial AmplideX® PCR/EC FMR1 (Asuragen®) para la
determinacion del numero de repetidos CGG. La TP-PCR (por sus siglas en ingles Triplet-
Repeat Primer) y Electroforesis Capilar (EC) se realizaron de acuerdo a los protocolos del
fabricante [82] (Cuadro 3). Después de anadir dicho contenido a cada muestra, la reacciéon
de PCR se llevé a cabo en un termociclador marca MultiGene™ Optimax Thermal Cycle

(LabNet® USA) con las condiciones indicadas en la Figura 11.

Transcurridas las 4:30 horas de la reaccion de PCR se comienza la EC, anadiendo a

cada muestra el Master Mix especifico (Cuadro 4).

Se prosiguié a montar una placa de 96 pozos para secuenciacion, un pozo por cada
muestra, se centrifugo y desnaturalizo a 95°C por 2 minutos y se resolvié en el analizador
genético Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (capilar de 36 cm). Los
electroferogramas generados fueron interpretados con ayuda del programa GeneMapper®
Version 4.0 (previamente ajustado para un tamafo de alelo Normal, GZ, PM y FM Figura 12),
dando una sefnal de color azul para FAM, donde pudieron identificarse la longitud de los
alelos (en la Figura 13 se muestran los ejemplos correspondientes a los distintos hallazgos

posibles).

Cuadro 3. Volumenes especificos para reaccion de

TP-PCR
PCR Master Mix Vol / Rxn (pL)

GC-Rich AMP Buffer 11.45
FMR1 F, R FAM-Primers 0.50
FMR1 CGG Primer 0.50
Diluyente 0.50
GC-Rich Polymerase Mix 0.05

DNAg [20-80 ng/ pL] 2.0

Volumen Total (pL) 15.00
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LABNET>FMR1
¢ 1 Tmp : 3 Tmp 10 Cyc : 3 Tmp 20 Cyc + 2 Tmpl Cyc

, ! ! +0:20 !
Temp: | 95.0 : 97.80 | 62.0 | 68.0 ! 97.0 | 62.0 | 68.0 ! 72.0 | 4.0
Time: | 5:00 : ©:35 0:35 4:00 : 0:35 0:35 4:00 : 10:00 o
EstimatedRemaining : 04:30

Figura 11. Ciclos para la TP-PCR.

Cuadro 4. Volumenes especificos para realizar la

EC
Maste Mix de Electroforesis Vol / Rxn (pL)
Hi-Di Formamida 11.0
ROX Ladder 2.0
Producto de PCR 2.0

Volumen total (pL) 15.00
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Figura 13. Ejemplos de electroferogramas obtenidos después de la EC. (A) Se identifican los
tractos repetidos CGG con las interrupciones AGG y los alelos especificos en rangos normales. (B)
Se observa al igual que en (A) ambos alelos en una mujer portadora de premutacion, a diferencia de
(C) donde se observan ambos alelos de una mujer portadora de mutacién completa. En (D) y (E) se
observan dos masculinos, en el primer caso (D) se observa el alelo en rango de mutacién, y en el
segundo caso (E) en rango de premutacion.
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Los propios electroferogramas fueron exportados a un Macro andlisis en Excel®,
proporcionado por Asuragen®, el cual determiné el numero de repetidos CGG en FMR1

presentes en cada muestra (Figura 14).

FMR1 Analysis Macro
Version 24.2

I -‘\
Macro calculates CGG repeat length from size in base pairs for A .
gene specific FMR1 product peaks using site-specific correction factors \;U ra G e n

The final report includes site-specific genotype cutoff ranges

Site Information Configuration Value ¥ Pgak‘. -
Ste I i GG, = ——
Instrument ID i
Polymer POP-T
Capilary length | s0cm [E2]
CGG Repeat Variable Analysis Factors
Calibration Factors Correction Factor (c, 230.0
Mobility Factor (m, 2.9800
Signal Threshold 50
Date Derived 02-Feb-10
Genotype Cutoffs Genotype Abbreviation Range [CGG]
Normal NOR 0 44
Intermediate INT 4s £4
Premutation Pt 85 200
Full Mutation Fi »200
Full Mutation Mesaic Fidm v e FP aon TS i
(RUO) Reasearch Use Only Generate New Paneks and Bins Analyze

Figura 14. Obtencion de numero de repetidos a través del Macro de
Excel, Azuragen® (2017).
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Reaccion de PCR sensible a metilacion (mPCR).

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa especifica de Metilacion (m-PCR) es una
técnica que ha facilitado la deteccion de la hipermetilacion del promotor en islas CpG. La
capacidad de la m-PCR para diferenciar una citosina metilada de no metilada depende de
una previa modificacion al DNA, ya sea por tratamiento de bisulfito de sodio, el cual actua
desaminando las citosinas del DNA convirtiendo estas en uracilo mientras que es incapaz de
actuar sobre las citosinas que se encuentren metiladas, o digestion enzimatica mediante
HPAIl (Figura 15), donde el sitio de corte una enzima de restriccion dependa del estado
metilado o no metilado evidenciando la ausencia o presencia de un corte enzimatico, seguido

de una PCR sobre en DNA modificado utilizando pares de primers complementarios [84].

El Kit comercial AmplideX© mPCR FMR1 (Asuragen®), describe el proveedor que fue
disenado para cuantificar porcentualmente el grado de metilacion en los alelos presentes en
FMR1. Para ellos se llevan a cabo dos reacciones por separado, las cuales parten de una
mezcla de dos plasmidos: uno de Control de Digestion (CtrIDig), marcado con FAM, y uno
con Control de Referencia (CtrIRef), marcado con HEX, se emplea una digestion enziméatica
con Hpall [82], la cual es una enzima de restriccion de tipo Il que es producida por el género
y especie bacteriano Haemophilus parainfluenzae que posee una diana de restriccion en el
ds-DNA dependiente de una secuencia no metilada, palindrémica y asimétrica, sobre la cual

su actividad catalitica hidrolasa genera extremos adhesivos (Figura 15) [85].

Sitio de Resultado de Corte
5..C4CGG..3 5...C CGG..3
3'..GGCMC..5 3..GGC C(C..5

Figura 15. Diagrama de restriccion de
Hpall. Modificado de KEGG .
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De lo contrario, si se encuentra una isla CpG metilada entonces la actividad catalitica
se vera inhibida, lo cual se ve reflejado en la ausencia de metilaciébn en cualquiera de los

sitios de corte de la enzima resulta en digestidn y por lo tanto no amplifica (Figura 16) [86].

Region de Amplicon: FMR1 5’ UTR

Forward Hpall n(CGG) Hpall
Reaccién Control 2
y PCR ) 5% " Reverse — FAM
Forward . CIH3 C|H3
g 3 Reverse — HEX
orwar
_\'— | —

(Sin amplificacion) Reverse — HEX

Figura 16. Representacion de la region del amplicon y resultados de digestion Modificado
de Grasso, et al, (2014).

Solo los alelos completamente metilados son amplificados usando el fluoroforo HEX, y
como se ha mencionado, la falta de metilacién en cualquier sitio no origina un corte y por lo

tanto da lugar a amplificacion marcada con FAM (Figura 17) [86].

woo |

o §
om0 §

|
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81
- 1
oon 4 & &

N

i

59%

ooe
[
-

o

{ . . _ 38%
.vJ "" _‘5" ) | 1% )I 2% 3%

Figura 17. Ejemplo de los dos fluorocromos para un control de multiples alelos. El
electroferograma en el canal FAM (fluorocromo azul) muestra la determinacion del repetido
CGG presente. La intensidad de sefial en el canal HEX (fluorocromo verde) corresponde a
la presencia de metilacion del alelo para FMR1. Modificado de Grasso, et al, (2014).
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El porcentaje de metilacion (%Met) para cada pico generado, es calculado como la
proporcion normalizada de la altura del pico en el canal HEX contra el canal FAM para cada

amplicon del alelo, segun la formula 2 [86].

{Pcak’/Rchlrl} N
%Mci.hc'{uhf =100 x HEX

lp"“"f/ Rcrcm]

FAM

Férmula 2. Ecuacién para el calculo del porcentaje de metilacion. Obtenido de Grasso, et
al, (2014). Donde el Pico; (Peak;) corresponde a la altura de cada amplicon del alelo y
RefCtrl corresponde a la altura del pico del control de referencia de cada color
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Determinacién del Porcentaje de metilacion de FMR1 por mPCR.

Se analizé el estado de metilacidon de aquellas muestras que obtuvieron un resultado
positivo para alelos en GZ o PM de FMR1, el cual fue mediante el kit comercial AmplideX
mPCR FMR1, las reacciones se realizaron con base en los protocolos del fabricante (Figura
18) [82].

Reaccion FCR
Caontrol FAMP. o
4pL (FAM) RECRIRRERN |1 ..

12 = gONA con DNA Andlisis CE Mumero da Repetidos
gORA e 3 Control Mix (Todos Ios —p[ CGG y analisis de J

Y

10 pL ampliconas) metilacion

4pL Reaccion PCR 1L

Enzimatica
(HEX)

DNMNA Control
Mix

Y

(HEX Primers)

Figura 18. Diagrama general para la mPCR. Modificado de Chen, et al, (2010).

Como se indica en la figura previa, se es necesario dos tratamientos simultaneos para
cada muestra, para ello se requiere preparar un control de DNA (DNA Control Mix) al cual se

le anadi6é por cada muestra (Cuadro 5).

Cuadro 5. Volumenes especificos para el DNA

Control Mix
DNA Control Mix Vol / Rxn (pL)
DNAg 8.0
DNA Control Mix 20
Volumen Total (pL) 10.00

Después de preparar el DNA Control Mix, se prosigue a preparar el buffer de Digestion
Enzimatica Master Mix, este mismo se preparé con los siguientes volimenes (Cuadro 6).
Cada buffer preparado es colocado a cada DNA Control Mix por separado, es decir, 4.0uL de
Control (FAM) al tubo que ya contiene DNA Control Mix de alguna muestra y 4.0uL de
Digestion (HEX) al tubo que ya contiene DNA Control Mix de la misma muestra, la digestion
enzimatica se llevé a cabo en un termociclador marca MultiGene™ Optimax Thermal Cycle
(LabNet® USA) (Figura 19).
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Cuadro 6. Volumenes especificos para el Control FAM y
Digestion HEX

Componente Control (FAM) Digestién (HEX)
Buffer de Digestion 3.7 3.7
Control Enzimatico (FAM) 03 -
Digestion Enzimatica (HEX) ~ --—--- 0.3
Volumen Total (pL) 4.0 4.0

LABNET meCR“Digestion
1 Tmp + 1 Tmp 1 Tmp

Temp: : 37.0 | 37.0 | 4.0
Time: ; 60:00 | 60:00 ;| w
EstimatedRemaining : ©2:00

Figura 19. Ciclos para la digestion

enzimatica en mPCR. Autoria propia

Finalizando la digestion enzimatica se debe llevar a cabo la reaccion de mPCR, la cual se

afnadiendo por muestra (Cuadro 7)
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Cuadro 7. Volumenes especificos para la mPCR

mPCR Master Mix FAM-PCR Master HEX-PCR Master

Mix Mix

mPCRGC-Rich AMP Buffer 20 20
GC-Rich Polymerase Mix 0.1 0.1
mPCR FAM-Primers 19 e
mPCR HEX-Primers - 1.9
Volumen Total (uL) 22 22

Después de anadir dichos contenidos a cada muestra recién salida de la digestion por
separado, se prosigue con la reacciéon de PCR, la cual se llevo a cabo en un termociclador
marca MultiGene™ Optimax Thermal Cycle (LabNet® USA) (Figura 20)

LABNET>mPCR
i1 Tmp 3 Tmp 27Cyc g 2 Tmpl Cyc

Temp: | 95.© | 97.0© 62.0 72.0 | 72.@ 4.0

Time: | 5:80 | ©:35 ©:35 4:90 | 1©:00 oo

EstimatedRemaining : ©3:00

Figura 20. Ciclos para mPCR.

Transcurridas las 3:00 horas de la reaccion de PCR se realiz6 la EC, anadiendo a

cada muestra los reactivos correspondientes (Cuadro 8).

Se prosiguidé a montar una placa de 96 pozos para secuenciacion, un pozo por cada
muestra, solo en este paso es donde las reacciones separadas se juntan para la EC, se

centrifugo y desnaturalizo a 95°C por 2 minutos y se resolvio en el analizador genético
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Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (capilar de 36 cm). Los electroferogramas
generados fueron interpretados con ayuda del programa GeneMapper® Version 4.0
(previamente ajustado para un tamano de alelo Normal, GZ, PM y FM; Figura 17), dando dos
sefales, una azul para FAM y una verde para HEX.

Los valores de amplitud y area bajo la curva de los electroferogramas obtenidos fueron
exportados a un Macro para el analisis en Excel®, proporcionado por Asuragen®, el cual

determind el porcentaje de metilacion en FMR1 presentes en cada muestra (figura 21).

Cuadro 8. Volumenes especificos para la
Electroforesis Capilar

Electroforesis Master Mix Vol / Rxn (L)
Hi-Di Formamide 11.0
ROX Ladder 20
Producto de FAM-PCR 1.0
Producto de HEX-PCR 1.0
Volumen Total (uL) 15.00
Asuagen Inc. | Amphdex Methslation | For Exahiation Use Dol - o x

Fie Repors  About

Asuracen . |
N Armplidex® FURT mPCR

Step 2 Update Genolype CubeTs

Step 1 Lpeiate Sie Iafarmnation

Devived |2T05 2001 I=

storm | 3130

Step 3 Lidiate Analsis Faclors

= | e Magper

Anakze

Figura 21. Interfase de AmplideX© mPCR FMR1
(Asuragen®).
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Analisis estadistico

Se realizd una descripcion de las caracteristicas socio-demograficas, clinicas y
moleculares de la muestra mediante medidas de tendencia central y dispersion.

Posteriormente se compararon dichas variables, mediante x2 6 t de Student de acuerdo al

tipo de variable, entre los pacientes portadores de alteracibn de FMR1 y no portadores
(Grupo FXTAS y Grupo no FXTAS respectivamente).

En cuanto a los Criterios Diagnésticos de FXTAS, se compararon las frecuencias entre
los grupos arriba sefialados y posteriormente se realiz6 Prueba de puntos de Wilson para
establecer su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y
precisidon diagnostica, asi como curva ROC empleando como estandar de oro para el

diagnostico el estudio molecular de FMR1.

Los calculos fueron realizados mediante paquete estadistico SPSS version 25.
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Resultados

Caracteristicas socio-demograficas de la muestra.

De los 1509 registros encontrados en la genoteca de ataxias del Departamento de
Genética del INNN’"MVS” se seleccionaron 569 que presentaban diagnoéstico molecular
negativo para SCA2, SCA3, SCA7 y Ataxia de Friedreich (las formas de ataxia mas
frecuentes en México) y se procedid a realizar la revision del expediente clinico, encontrando
244 expedientes vigentes y con la informacion clinica y radiolégica completa de pacientes
que cumplian los criterios de inclusién. Se eliminaron 3 expedientes debido a que dos
pertenecian a dos hermanos diagnosticados con ataxia secundaria a citopatia mitocondrial y
uno por diagnostico posterior de Ataxia de Friedreich, quedando 241 expedientes.
Posteriormente se procedié a localizar las muestras de DNA correspondientes a cada
expediente seleccionado, encontrando que sélo 99 se encontraban en condiciones para su
analisis molecular; el resto se encontraba degradado, contaminado o presentaba
concentraciones de material genético por debajo de lo necesario para el andlisis molecular,
por lo que se procedid a contactar directamente al paciente recuperando 5 muestras;
finalmente, durante el desarrollo del presente estudio se integraron dos pacientes nuevos en
quienes se descartaron otras patologias y cumplian los criterios necesarios, por lo que se

anexaron al presente estudio, previo consentimiento informado.

De esta manera se integré un grupo de estudio conformado por 106 pacientes con
temblor/ataxia, con una edad media de 58.37 anos (D.E.= 10.07; 39-78 anos), de los cuales
49.1% (n=52) eran hombres y 50.9% (n=54) mujeres. Tres casos habian perdido seguimiento
y no fue posible contactarles, por lo que se desconoce si al momento del estudio se
encontraban vivos, sin embargo, se incluyeron en la muestra de estudio ya que la
informacion presente en los expedientes clinicos se consider6 completa y previamente
autorizaron mediante consentimiento informado en que la muestra de DNA obtenida, asi
como la informacién clinica y radiolégica respectiva podian emplearse para estudios de

investigacion asociados a su condicion.
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Al analizar las variables socio-demograficas, se observé que 18.9% (n=20) pacientes
pertenecian a estrato socioeconémico bajo, 63.2% (n=63) al estrato medio y el 17.9% (n=19)
restante a nivel alto; del total de pacientes el 53.8% (n=57) mantenian una relacién de pareja
estable mientras que el restante 46.2% (n=49) no, de igual manera se observo que el 45.3%
(n=48) tenia empleo remunerado, 18.9% (n=20) eran amas de casa y 35.8% (n=38) se

encontraban desempleados, con una escolaridad media de 9.5 afios (D.E.= 4.9; 0-19).

Se observd que la mayoria de los pacientes radicaban en el centro de la republica,
siendo el 41.5% (n = 44) residentes de la Ciudad de México y 11.3% (n = 12) del Estado de
México, el 47.2% (n= 50) eran originarios diferentes estados de la republica, notandose la
ausencia de casos residentes de los estados de Sonora, Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas,

Nayarit, Aguascalientes, Querétaro, Tabasco Campeche y Yucatan.

En cuanto a toxicomanias, el 36% (n=39) tenia historia de consumo de tabaco, 31.1%
(n=33) antecedente de consumo de alcohol, 6.6% aceptaba haber consumido mariguana,
solo el 2.8% (n=8) cocaina o inhalantes y solo 1.9% (n=2) referia el antecedente de consumo

de otra sustancia.
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Caracteristicas Moleculares de la muestra.

Para conformar los grupos de estudio se realiz6 diagndstico molecular en todas las

muestras, de acuerdo a los protocolos mencionados anteriormente obteniendo los

respectivos electroferogramas, los cuales fueron analizados de acuerdo a los criterios

mencionados previamente con el software respectivo. A continuacion, se muestran ejemplos

de los mismos.

Descripcion

Individuo masculino que
presenta un alelo en rango
de mutacion completa (FM).
(>200 repetidos CGG)

Individuo femenino
heterocigoto que presenta un
alelo normal (32 repetidos
CGG) y otro alelo en rango
de FM (>200 repetidos
CGQG).

Individuo femenino
heterocigoto que presenta un
alelo normal (N) (42
repetidos CGG) y otro alelo
en estado de premutacion
(PM) (87 repetidos CGQG).

Individuo masculino que
presenta un alelo en estado
de PM (84 repetidos CGQG).

Electroferograma
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Individuo masculino que ||
presenta un alelo en rango |7
de zona gris o intermedio |-
(GZ) (49 repetidos CGG). o ﬂ

Individuo femenino |
heterocigoto que presenta |*
ambos alelos en rango N (21 |
y 30 repetidos CGG

respectivamente). f
I JU
".‘" .
Individuo femenino |
homocigoto, que presenta |~ ‘
ambos alelos en rango N (29 [”
repetidos CGG). JM
io ‘ ‘
. I

Individuo masculino que [”
presenta un alelo en rango N |,
(29 repetidos CGG).

De un total de 160 cromosomas X analizados, la media de repeticiones del trinuclétido
CGG en la regién 5°UTR de FMR1 fue de 33 repetidos (D.E.= 18.5; 19 - 200 repetidos )

similar a lo reportado por la literatura [61].

En cuanto a los 160 alelos, se encontraron 149 en rango normal con una extension
media de 29 repetidos CGG (D.E.=3; 19 -42 ) de los cuales, el 39% present6 29 repetidos
CGG (n=58), 34% de 30 repetidos (n=51) y 4.6% constaba de 22 repetidos CGG (3.5%); los
35 alelos restantes oscilaban entre 19 y 42 repetidos CGG con frecuencias bajas. En cuanto

a su longitud, se encontré que el 89.6% (n=95) de los pacientes portaban alelos en rangos
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normales y 10.33 (n=11) presentaban expansion, distribuidos de la siguiente manera: 2.8
(n=3) presentaban un alelo en rango de GZ, 6.6% (n=7) en rango de PM y s0lo se encontrd
un paciente (0.9%) portador de un alelo con mutacion completa.

Al analizar la frecuencia del expandido CGG de los 11 alelos de FMR1 en rangos anormales,
éstos presentaban longitudes Unicas, por lo que no pudieron determinarse las frecuencias
alélicas en GZ, PM y FM. Se observo que la proporcién de hombres y mujeres con alteracion
en FMR1 tendia al 50%, lo que llama la atencidn ya que la literatura sefala que la proporcion
de los hombres portadores de alelos en rango de premutacién con sintomatologia es de 40%
y en mujeres soOlo ocurre en un 8-16% de las portadoras.

Posteriormente, en los casos que mostraron presentar alelos de FMR1 en rangos de GZ, PM
o FM se realizé la mPCR, obteniendo los electroferogramas respectivos como se muestra a

continuacion en los siguientes ejemplos:

Descripcién Electroferograma

300 400 500 500 700 500 300 1000

3000
7000

Individuo femenino |~
heterocigoto que presenta [*
un alelo normal (32 [
repetidos CGQG) y otro alelo |,
en rango de FM (>200 | Lt
repetidos CGG). En el alelo
en rango nomal se
determin6 una metilacion [~
del 6% y en el de rango de [~
FM de 48%

2000

300 400 500 600 700 800 300 1000

5000

1000
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300 400 500 00 700 800 300 1000

2000
7000
6000

5000

000

Individuo masculino que
presenta un alelo normal [*

(32 repetidos CGG) y una ° 300 a00 500 600 700 300 300 1000
metilacién respectiva de [
12%

2000

2000

mnab
1.

En el cuadro 9 se muestran los casos con alteracion de FMR1, mostrando la longitud

de sus alelos y el porcentaje de metilacién en cada caso.
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Cuadro 9. Caracteristicas de longitud de alelos de FMR1, % de metilacidén por

sexo
sexo TN Metiacon | altorade . Metiscion  EStAUS

39 o9 48 86 INT

o9 o8 48 80 INT

Mujeres 2 * 44 - all
42 78 56 59 Sl
30 6 200 48 MUT

29 40 87 78 PM

124 49 INT*

92 29 INT*

Hombres 56 59 PM*
52 75 PM

84 8 PM

#CGG numero de repetidos por alelo. Estatus: Rango en que se ubica el alelo
anormal de acuerdo al numero de repetidos (GZ: Intermedio o zona gris; PM:
Premutacién; MUT: Mutacion completa)

* Sin seguimiento actual en el INNN"MVS”

En el porcentaje de metilacién llama la atencion: en el grupo de mujeres, donde la
metilacibn en ambos alelos de FMR1 deberia tender al 50%, se puede observar mayor
porcentaje de metilacion en el alelo expandido (que podria interpretarse como inactivacion
preferencial del cromosoma X alterado), mientras que, en los hombres, donde el alelo Unico
de FMR1 deberia presentar niveles de metilacion muy bajos, presentaba distintos niveles,

generalmente mayores a lo esperado, de metilacion.
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Comparacion de las caracteristicas clinicas entre los grupos.

a) Antecedentes familiares.

Se observd que 6.1% (n = 6) de los pacientes sin alteracion en FMR1 presentaban
antecedente de consanguinidad, mientras que ningun paciente con FXTAS presentaba este

antecedente.

De los antecedentes familiares en primer grado, llamé la atencién que el antecedente
de diagnostico de enfermedad de Parkinson, también considerado diagnostico diferencial de
FXTAS, se presentd en el 27.3% (n=3) de los pacientes con expansién en FMR1 mientras
que solo el 5.3% (n = 5) de los pacientes sin alteracion en FMR1 presentaban este

antecedente (Prueba exacta de Fisher p = 0.035).

Al extender la descripcidn familiar a los antecedentes en segundo grado, la presencia
de familiares con discapacidad intelectual fue mas frecuente en el grupo de pacientes con
alteracion en FMR1 observandose en el 27.3% (n = 3) en comparacioén con el 2.1% (n = 2) de
los pacientes sin expandido en FMR1 que presentaban este antecedente (Prueba exacta de
Fisher p = 0.008). Aunque el antecedente de enfermedad de Parkinson en segundo grado
perdié la diferencia observada previamente (Prueba exacta de Fisher p = 0.053) se observo
gue mantenia cierta tendencia en los pacientes con el diagnéstico molecular de FXTAS
presentandose en el 18.2% (n = 2) mientras que en los pacientes sin alteracion en FMR sélo

se observo en el 2.1% (n = 2) de los casos.

Tanto en primer como en segundo grado, no se observaron diferencias en cuanto a
otros antecedentes familiares, incluyendo otros trastornos del movimiento, alteraciones
cognitivas, alteraciones neuropsiquiatricas y alteraciones de fertilidad asociadas a POF1,

previamente reportadas como mas frecuentes en la genealogia de pacientes con FXTAS.
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b) Antecedentes personales no patolégicos.

Entre los pacientes que presentaban FXTAS y aquellos en quienes no se demostro
alteracion en FMR1 no se observaron diferencias en cuanto al sexo, en el primer caso 45.5%
(n=5) pertenecian al sexo masculino y el 54.5% (n=6) al sexo femenino, mientras que en el

segundo grupo el 49.5% (n=47) eran hombres y 50.5% (n=48) mujeres.

En cuanto a la edad, en los pacientes con diagnostico de FXTAS se observd una
media de 54.63 afios (D.E. = 11.7; 43-76 afos) en los 8 pacientes que continuaban en
seguimiento, mientras que en los pacientes con alelos normales de FMR1 con temblor /
ataxia la edad media fue de 58.68 ANOS (D.E. = 9.9; 39-78 afios) sin mostrar diferencias.

El estado civil tampoco present6 diferencias. En el caso de grupo de pacientes con
FXTAS 36.4% (n=4) no tenian relacibn de pareja estable mientras que el 63.6% (n=7)
mantenia una relacion estable y en los pacientes sin alteracion en FMR1, el 47.4% (n=45) o

tenian pareja y el 52.6% (n=50) restante si mantenia una pareja estable.

Respecto a la escolaridad, se observé una media de 13.5 afos de estudio (D.E.=4.20;
6-19 anos) en el grupo de pacientes con FXTAS y de 9.5 afos (D.E.=4.77; 0-16 afios) en el
grupo de pacientes sin alteracion en FMR1, siendo esta una diferencia entre ambos grupos
(p=0.004).

Otros antecedentes personales como la entidad federativa de origen, antecedente de
uso de sustancias (mostrado en el cuadro 10), los habitos de actividad fisica y sedentarismo,
tipo de vivienda, zoonosis, hacinamiento, exposcion a pesticidas, insecticidas o solventes

organicos, no mostraron diferencias entre grupos.

De las mujeres que participaron en el estudio, se registraron las edades de menarca,
menopausia, numero de gestas, partos, cesareas y abortos en busqueda de datos sugestivos

de alteraciones reproductivas secundarias a POF1, sin encontrar diferencias entre ambos
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grupos, cabe sefalar que, al momento de la realizacion del presente estudio, 3 mujeres aun

se encontraban en edad reproductiva y no habian iniciado la menopausia (Cuadro 11).

Ninguna de las mujeres estudiadas present6 POF1 o alteraciones de la fertilidad y
s6lo una mujer no portadora de alteracidn en FMR1 report6 amenorrea secundaria a los 31
afnos de edad, debida a histerectomia y oforectomia bilateral indicada por miomatosis uterina

complicada con endometriosis.

Cuadro 10. Frecuencia de toxicomanias en pacientes con Temblor/ataxia de
etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS Grupo FXTAS
_ (n=95) (n=11)
Sustancia
% (n) % (n) p*

Tabaco 36.8 35 36.4 4 >0.05
Alcohol 28.4 27 54 .5 6 >0.05
Inhalantes 2.1 2 9.1 1 >0.05
Cannabinoides 6.3 6 9.1 1 >0.05
Cocaina 2.1 2 9.1 1 >0.05
Otras toxicomanias 1.1 1 9.1 1 >0.05

* Prueba exacta de Fisher
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Cuadro 11. Comparacion de las caracteristicas ginecobstétricas en mujeres
con Temblor/ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS Grupo FXTAS
Antecedente (n=48) (n=5)
Ginecobstétrico Media (Rz_nz_ ) Media (R[;_nz_ ) -
Edad de Menarca 12.58 (1961452; 12.60 (?25‘11'?’) >0.05
Edad de Menopausia* 45.96 (;111215) 42.40 (20222) >0.05
Numero de gestas 2.96 (207191? 2.60 1(08;)7 >0.05
NUmero de partos 2.35 (2061602) 1.20 1(06;1;3 >0.05
Ndmero de cesareas 0.35 (2072? 1.00 1(04;;1 >0.05
Namero de abortos 0.25 (2092;1 0.60 ?082;1 >0.05

* 3 pacientes sin alteracion en FMR1 no reportaban inicio de menopausia al
momento del estudio.
D.E. Desviacion Estandar



c) Cuadro clinico.

La edad de inicio en ambos grupos fue similar, siendo de 47 afos (D.E.=10.9 ; 30-63
anos) para los pacientes con FXTAS y de 46.18 afios (D.E.=8.48; 30-67 afnos) para los
pacientes sin alteracion en FMR1. El tiempo de evolucién también fue similar en los dos
grupos, reportandose de 8.38 anos (D.E.=5.9; 1-17 afos) en los pacientes con FXTAS
(exceptuando 3 casos donde no se conoce el estado actual) y de 12.5 afos (D.E.=8.65; 1-34

anos) en quienes no presentaron alteracion en FMR1.

Ningun paciente presentdé malformaciones congénitas que pudieran asociarse a otras

entidades clinicas sindromaticas que explicaran la sintomatologia de los pacientes.

Las caracteristicas oftalmoldgicas analizadas no mostraron diferencias en cuanto a los

grupos (Cuadro 12).

Cuadro 12. Frecuencia de alteraciones oftalmol6gicas en pacientes con
Temblor/ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS Grupo FXTAS

. - (n=95) (n=11)
Alteracion Oftalmolégica
% (n) % (n) p*
Ceguera 7.4 7 0 0 >0.05
Alteracion de nervio 6ptico  11.6 11 0 0 >0.05
Retinosis pigmentaria 2.1 1 0 0 >0.05
Alteracién de campo visual / 74 7 91 ” ~0.05

escotoma

* Prueba exacta de Fisher
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Al comparar las caracteristicas clinicas cerebelosas no se observaron diferencias
entre grupos (Cuadro 13), aunque la frecuencia individual de cada una fue muy alta en
ambos grupos y la ataxia se encontrd presente en todos los casos, se sobrentiende ya que
fue uno de los criterios de inclusién para el presente estudio. El temblor cerebeloso fue

analizado por separado junto con otros tipos de temblor.

Cuadro 13. Frecuencia de alteraciones cerebelosas en pacientes con Temblor/
ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS Grupo FXTAS
» (n=95) (n=11)
Alteracion Cerebelosa
% (n) % (n) p*

Dismetria 11.6 11 0 0 >0.05
Disdiadococinesia 20 19 36.4 4 >0.05
Nistagmo 55.8 53 36.4 4 >0.05
Sacadas lentas 36.8 35 18.2 2 >0.05
Disartria 71.6 68 455 5 >0.05
Ataxia de la marcha 100 95 100 11 >0.05

* Prueba exacta de Fisher

Las caracteristicas del sindrome parkinsonico observadas en cada grupo se muestran
a continuaciéon (Cuadro 14), llama la atencién que el signo de Romberg positivo fue mas
frecuente en los pacientes con FXTAS, sin embargo otras caracteristicas no mostraron
diferencia y solo se integr6é sindrome parkinsonico en 31 pacientes (4 pacientes con FXTAS y
27 sin alteracion en FMRT1), el temblor de reposo o parkinsonico se analizd por separado

junto con otros tipos de temblor.
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Los datos piramidales o de neurona motora superior registrados en la exploracion
fisica fueron muy frecuentes en ambos grupos, sin embargo, no mostraron diferencias, como

se muestra en el Cuadro 15.

Los datos extrapiramidales o de neurona motora inferior fueron menos frecuentes que
los datos de neurona motora superior, y al igual que éstos, no mostraron diferencias entre

grupos (Cuadro 16)

En cuanto al temblor, se analizaron en un apartado especifico todos los tipos de
temblor, ya que es un dato cardinal en el diagnéstico de FXTAS; cabe mencionar que varios
pacientes presentaban mas de un tipo de temblor de acuerdo a la valoracion realizada por el
médico especialista en movimientos anormales y el mas frecuente era el tipo parkinsénico o

de reposo, como se muestra en el Cuadro 17.

Cuadro 14. Frecuencia de signos de parkinsonismo en pacientes con Temblor/
ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS Grupo FXTAS

Signo parkinsoénico (n=95) (n=11)
% (n) % (n) p*

Rigidez muscular 28.4 27 36.4 4 >0.05
Bradicinecia 78.9 75 54.5 6 >0.05
Romberg positivo 31.6 30 63.6 7 0.047
Alteracion de la voz 30.5 29 18.2 2 >0.05
Micrografismo 66.3 66 63.6 7 >0.05
Sx Parkinsonico 28.4 27 36.4 4 >0.05

* Prueba exacta de Fisher

-74-



Cuadro 15. Frecuencia de datos piramidales o de neurona motora superior en
pacientes con Temblor/ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS

Grupo FXTAS

: o (n=95) (n=11)
Signo piramidal
% (n) % (n) p*

Debilidad muscular 8.4 8 27.3 3 >0.05
Paralisis o alteracion motora 9.5 9 0 0 >0.05
Espasticidad 26.3 25 45.5 5 >0.05
Hiperreflexia 70.5 67 72.7 8 >0.05
Babinski 17.9 17 9.1 1 >0.05

* Prueba exacta de Fisher
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Cuadro 16. Frecuencia de datos extapiramidales o de neurona motora inferior
en pacientes con Temblor/ataxia de etiologia desconocida y secundaria a

FXTAS.
Grupo no FXTAS Grupo FXTAS
Signo de neurona motora (n=95) (n=11)
inferior
% (n) % (n) p*

Atrofia muscular 8.4 8 27.3 3 >0.05
Hipotonia 31.6 30 27.3 3 >0.05
Fasciculaciones 22.1 21 36.4 7 >0.05
Hiporreflexia 5.3 5 9.1 1 >0.05

* Prueba exacta de Fisher

Cuadro 17. Frecuencia de tipos de templor en pacientes con Temblor/ataxia de

etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.
Grupo no FXTAS

Grupo FXTAS

Temblor (n=95) (n=11)
% (n) % (n) p*
Temblor de intencion 20 19 36.4 4 >0.05
Temblor de reposo 70.5 67 63.3 7 >0.05
Temblor fino distal 27.4 26 54.5 6 >0.05

* Prueba exacta de Fisher
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Finalmente, dentro de las caracteristicas clinicas se recabaron los diagnosticos

psiquiatricos que presentaban los pacientes y se compard entre grupos, individualmente no

se observaron diferencias por diagnésticos, sin embargo, la frecuencia combinada fue mayor

en los pacientes con FXTAS que en los pacientes con temblor / ataxia sin alteracion de

FMR1 como se muestra en el Cuadro 18.

Cuadro 18. Frecuencia de alteraciones psiquiatricas en pacientes con Temblor/

ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS

Grupo FXTAS

Diagnéstico (n=95) (=)
% (n) % (n) p*
Trastorno depresivo 36.8 35 45.5 5 >0.05
Trastorno de ansiedad 14.7 14 36.4 4 >0.05
Trasggmgucl’;iis“’o 5.3 5 0 0 005
Trastorno afectivo bipolar 0 0 9.1 1 >0.05
Diagnostico psiquiatrico 56.8 54 90.9 10 0.025

* Prueba exacta de Fisher
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d) Caracteristicas radiologicas y electrofisiologicas.

A todos los pacientes se les realizd velocidades de conduccidn nerviosa y potenciales
evocados somatosensoriales como minimo en busqueda de alteraciones neuropaticas, al
analizar la frecuencia de los hallazgos electrofisiologicos, no se encontraron diferencias entre
los grupos (Cuadro 19), sin embargo, llama la atencion su alta frecuencia, presentandose en
el 72.8% (n=8) pacientes con FXTAS y 53.6% (n=51) de los pacientes sin alteracion en
FMR1 (p>0.05).

Cuadro 19. Frecuencia de alteraciones electrofisiol6gicas en pacientes con
Temblor/ataxia de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

Grupo no FXTAS Grupo FXTAS

Diagnostico (n=95) 0=11)
% (n) % (n) p*
Neuropatia sensitiva** 6.3 6 9.1 1 >0.05
Neuropatia motora 10.5 10 18.2 2 >0.05
Neuropatia mixta 9.5 9 18.2 2 >0.05
Alteraciones 263 25 273 3 005

propioceptivas***

* Prueba exacta de Fisher
** Demostrado en estudio de electrofisiologia
***Referidas en exploracion fisica.

En cuanto a los hallazgos en IRM, se analizaron las secuencias de T1, T2 y Flair en
todos los pacientes, y los hallazgos fueron corroborados por un médico especialista en
imagenologia del servicio de Resonancia Magnética del INNN “MVS”. Llama la atencion que
no se encontrd un patrdon de lesiones propio de los pacientes con FXTAS, y el signo del
pedunculo cerebeloso medio (MPC) referido previamente como hallazgo caracteristico, solo

se encontr6 en un paciente (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Frecuencia de hallazgos por IRM en pacientes con Temblor/ataxia
de etiologia desconocida y secundaria a FXTAS.

G;;q%go Grupo FXTAS
Hallazgo en IRM (n=95) (n=11)
% (n) % (n) p**
Atrofia Cortical 45.3 43 45.5 5 >0.05
Atrofia Subcortical 21.1 20 18.2 2 >0.05
Lesiones glsladas en 95 9 9.1 y >0.05
sustancia blanca
>4 lesiones en sustancia 8.4 8 18.2 5 ~0.05
blanca

Atrofia de Cerebelo 71.6 68 545 6 >0.05

Hiperintensidad en
pedunculo cerebeloso 0 0 9.1 1 >0.05
medio (Signo MPC)

Hiperintensidades en

. 9.5 9 0 0 >0.05
sustancia blanca cebelosa

Lesiones de la sustancia
blanca en el esplenio del 0 0 0 0 ¥
cuerpo calloso

IRM Imagen por resonancia magnética (Secuencias T1, T2 y Flair)

* Prueba exacta de Fisher
T No se realiz6 prueba estadistica ya que es una constante en la muestra



Descripcion de la muestra bajo los Criterios Diagnésticos de FXTAS.

La distribucion de los pacientes de acuerdo a las categorias de los Criterios Diagnosticos
correspondientes, mostré que un paciente cumplidé los criterios para denominarse caso definitivo
(0.9%), 21.7% de los pacientes presentaban caracteristicas para integrarse al grupo de casos
probables (n = 23), el 34.9% (n = 37) para denominarse casos posibles y el 42.5% (n=45) restante

como improbables.

Al comparar ambos grupos, s6lo se observd que el deterioro cognitivo se presentaba
en el 36.4% (n=4) de los pacientes con FXTAS mientras que solo se present6 en el 7.4%
(n=7) de aquellos que no presentaron alteracibn en FMR1 (p=0.015), los demas criterios

clinicos y radiol6gicos no presentaron diferencias entre los grupos de estudio (cuadro 21).
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Cuadro 21. Hallazgos en la muestra de pacientes con temblor/ataxia y alteracion en
FMR1.respecto a los criterios diagnosticos.

Grupo
. o FXTAS  No FXTAS N
Evaluacion Calase Criterio (n=11) (n=95) p
Temblor de intencién 3644 % 21094’ 0.190
Mayor (4) (19)
, 100% 100%
Ataxia de la marcha (11) (95) 1
Parkinsonismo 3?4‘; A 2232"71)/° 0.407
Clinica . .
Neuropatia 45255; % 2(62'2)/° 0.163
Menor
Alteraciones en funciones 36.4% 7.4% 0.015
ejecutivas (4) (7) )
Déficit moderado a severo en 0% 4.2% 0.641
memoria a corto plazo 0 (4) '
Lesiones en pedunculo cerebelar  9.1% 0% 0.104
v medioy/ o tallo cerebral (1) 0 ;
ayor
Lesiones de la sustancia blanca 0% 0% r
en el esplenio del cuerpo calloso 0 0
Radioldgica
Lesiones en sustancia blanca 18.2% 8.4% 0.977
" cerebral (2 8 '
enor
Atrofia generalizada moderadaa  45.5% 42.1% 0.538
severa (5) (40) '

* Prueba Exacta de Fisher
¥ No se calcul6 prueba estadistica ya que es una constante
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Criterios Diagnosticos de FXTAS en pacientes con expansion en FMR1.

Posteriormente se compararon las categorias diagnésticas de los casos positivos para
alteracion en FMR1 con los Criterios Diagnésticos [44, 87], observandose que el indice de
sospecha de la enfermedad seria bajo en la mayoria de los casos, incluso, en cuatro de los
11 casos diagnosticados, no se cumplieron los criterios necesarios para considerar FXTAS
como posible diagnostico diferencial (Cuadro 22). Debe considerarse que, en este estudio,
todos los pacientes presentaban ataxia, mientras que el temblor de intencion solo se
presentd en 4 pacientes con expansion en FMR1, aclarando que los demas presentaban
tipos diferentes de temblor, como temblor de reposo, temblor postural y temblor cerebeloso.
Solo un caso presentd diagnédstico clinico definitivo de FXTAS y se corroboré por estudio
molecular (caso 11), tres pacientes presentaron expandido en GZ y mientras uno no
presentaba criterios clinicos para sospechar FXTAS (caso 4) los otros dos presentaban
diagnoéstico clinico probable y posible (casos 6 y 7 respectivamente) llamé la atencién un
caso que no presentaba criterios diagnoésticos, pero por estudio molecular, se corrobor6

como portador de mutacién completa (caso 9).
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Cuadro 22. Hallazgos en la muestra de pacientes con temblor/ataxia y alteracion en
FMR1 respecto a los Criterios Diagnésticos de FXTAS

Caso
Evaluacion Calase Criterio 1 213|456 ]|7]8 9 |10
Numero de repetidos >20
CGG 124 | 48 |92 (48 | 56 | 52 | 44 | 56 0 87
Moleculalr
PIP|IG|P|G|GI|P P
Estatus PMMMZMZZMFMM
Mayor Temblor de intencién X X | X X
Ataxia de la marcha X X[ X[ X | X | X[ X]| X X X
Parkinsonismo X X X
Clinica Neuropatia X X X X
Menor Al_teraci0|_1es en X x | x
funciones ejecutivas
Déficit moderado a
severo en memoria a
corto plazo
Lesiones en
pedunculo cerebelar
medioy/ o tallo
cerebral
Mayor
Lesiones de la
sustancia blanca en el
Radiol6gica esplenio del cuerpo
calloso
Lesiones en sustancia
X X
blanca cerebral
Menor _ _
Atrofia generalizada X x | x X
moderada a severa
Categoria diagnéstica Po |Pr|Ilp|lp|Pr|Pr|Po|lIp | Ip | Pr
Definitivo (D) * Un criterio clinico mayor + Un criterio radiolégico mayor
Probable (Pr) * Un crltgrlg rad|9lgg|co mayor + Un criterio clinico menor
* Dos criterios clinicos mayores
Posible (Po) * Un criterio clinico mayor + un criterio radiol6gico menor
Improbable (Ip) * Ausencia de los criterios para denominarlo definitivo, probable o posible

GZ: Zona Gris (41-54 repetidos); PM: Premutacion (155-199 repetidos); FM: Mutacion completa (>200
repetidos)



Evaluacion de los Criterios Diagnosticos de FXTAS.

Dados los resultados previos, y como parte de los objetivos del presente estudio, se
evaluaron los Criterios Diagnésticos mediante evaluacion de prueba diagnostica de multiples
categorias empleando el método de Puntos de Wilson y curva ROC, para establecer su
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y

precision diagnéstica (PD) empleando el diagnéstico molecular como estandar de oro.

Se agrup6 a los pacientes en dos categorias, quienes no se esperaria que
presentaran alteracion en FMR1 ya que clinicamente fueron catalogados como casos
improbables, considerando que no ameritarian tamizaje molecular de FMR1, y quienes
previamente fueron catalogados como casos posibles, probables o definitivos de FXTAS,

calificados como candidatos para el tamizaje molecular.

Los resultados observados, asi como las respectivas curvas de sensibilidad,

epecificidad y la curva ROC se muestran a continuacion. (Cuadro 23; Figuras 23 y 24).

La precision diagnéstica de los criterios de Jacquemont es baja, de acuerdo al area
bajo la curva obtenida en las Curvas ROC, siendo esta precision menor al 50%. De igual
forma, los valores de sensibilidad y especificidad fueron inadecuados para la identificacion

del diagnéstico de FXTAS entre los pacientes de la muestra evaluada.
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Cuadro 23. Evaluacion de los Criterios Diagnosticos de FXTAS como indicacion para
prueba de tamizaje molecular de FMR1*.

Diagnéstico Molecular de FMR1

Evaluacion de Prueba Diagnéstica
(Puntos de Wilson)

Requiere
tamizaje

No requiere
Tamizaje

Positivo Negativo
% n(11) % n (95)
36.4% 4 56.8% 54
63.6% 7 43.2% 41

Sensibilidad 36.36%
(1.C. 95%) (D.E. 15.17-64.62)
" 43.16%
Especificdad
(1.C. 95%) (D.E. 33.66-53.19)
(0)
VPP 6.(%9|§A>
(1.C. 95%) 2.714-16.43)
VPN 85.42%
(1.C. 95%) (D.E. 72.83-92.75)
PD 42.45%
(1.C. 95%) D.E. (33.47-51.96)

VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo; PD: Presicion Diagnostica
Requiere tamizaje: Pacientes con diagndstico clinico Definitivo (Presencia de un signo
radioldgico mayor y un criterio clinico mayor), Probable (Presencia de un signo radioldgico
mayor y un criterio clinico menor o presencia de dos criterios clinicos mayores) y Posible
(Presencia de un signo radiolégico menor y un criterio clinico mayor) de acuerdo a los
Criterios Diagnodsticos de FXTAS.
No requiere tamizaje: Paciente que no presenta criterios radioldgicos ni criterio clinicos de
acuerdo a los Criterios Diagndsticos de FXTAS.
*p = 0.069 (prueba exacta de Fisher)
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Figura 22. Graficos de sensibilidad y especificiad de los Criterios diagndsticos de FXTAS,
aplicados como parametro para tamizaje molecualr del expandido CGG de FMR1 para el
diagndsitico de FXTAS.

Estudio de FMR1 positivo con >40 repetdos CGG (Punteada)

Estudio de FMR1 negativo con numero de repetidos CGG en rango normal (Continua)

Sensibilidad

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

Figura 23. Curva ROC (azul) de los Criterios Diagnésticos de FXTAS aplicados como
criterio para tamizaje molecular y hallazgos por estudio molecular de FMR1.
Area bajo la curva = 0.534 Desviacion = 0.091 1.C 95%. 0.355 - 0.731) p = 0.713
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Discusion

El objetivo del presente estudio fue describir las manifestaciones clinicas y
radioldégicas en pacientes mexicanos con temblor/ataxia con expandido CGG de FMR1 en

zona gris y de permutacion.

Aunque se conoce que la mayor parte de las caracteristicas sociodemograficas no
afectan en la incidencia, prevalencia y manifestaciones de las enfermedades hereditarias,
comprobandose que no habia diferencias entre los grupos al respecto; la exposicion
ambiental y laboral a insecticidas, pesticidas y solventes no presentd diferencias en los

grupos, apoyando la etiologia probablemente genética de los sintomas.

Si bien las toxicomanias pueden contribuir al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, los patrones de consumo de sustancias en ambos grupos resultdé muy
similar a lo reportado por la encuesta nacional de consumo de drogas, alcohol y tabaco
ENCODAT 2016-2017 [88].

Se encontr6 que la proporcion de pacientes con FXTAS, corroborado por estudio
molecular, sobrepasé al 5% esperado de acuerdo a Is series realizadas previamente [47, 74,

75], encontrando un 10.4% (correspondiente a 11 casos de los 106 analizados).

La mayor proporcion de pacientes con FXTAS puede atribuirse, en parte, al disefio de
la muestra, ya que fueron seleccionado sélo los casos con patron de herencia esporadica o
bien sugestiva de herencia ligada al cromosoma X, asi como sélo los considerados de inicio
tardio (a partir de los 30 afios de edad), con el objeto de disminuir la posibilidad de incluir
casos autosdmicos dominantes o autosdmicos recesivos, y al hecho de que la genoteca de
ataxias del Departamento de Genética del INNN “MVS” se inici6 en 1993, constituyendo un
acervo de material genético e informacion clinica de pacientes con ataxia que comprende

casi 25 anos.

No puede dejarse de lado que existen sesgos importantes, como el de atencion, ya
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que el 52,8% de los pacientes radicaban en la Ciudad de México y zona conurbada y por las
caracteristicas de la poblacion a la que estan dirigidos los servicios de los Instituto
Nacionales de Salud, ninguno de los participantes contaba con seguridad social (IMSS,
ISSSTE, CEDENA o similares) por lo que estos sectores no se encuentran considerados en
el presente estudio y no permiten establecer calculos de la incidencia y prevalencia de esta
patologia en nuestro pais, sin embargo, los resultados obtenidos pueden interpretarse como
indicador de que no es una patologia rara ni ajena a la practica médica diaria, especialmente
en centros especializados de neurologia donde deberia ser considerada como diagnéstico
diferencial en los pacientes con movimientos involuntarios, especificamente en pacientes con
ataxia. Estos sesgos pudieran también contribuir al hecho de que la proporcion de pacientes
con FXTAS masculinos y femeninos se aproximd al 50% contrario a lo esperado donde la
literatura clasicamente describe que hasta el 40% de los portadores de alelos alterados de
FMR1 presentan dicha sintomatologia en comparacion con un 8-16% de las mujeres [54, 55,
58]

Al comparar las distintas caracteristicas demograficas, sociales clinicas y radiologicas,
tanto en los pacientes con FXTAS como en los pacientes con temblor/ataxia de etiologia no
determinada, se observd una distribucion muy similar, lo que ocurrié de igual manera al
analizar las caracteristicas de los pacientes con FXTAS portadores de alelos en rangos

intermedios o de zona gris, alelos en premutacion y alelos en rango de mutacion completa.

Dentro de las caracteristicas que podrian alertar para el diagnostico de FXAS en los
pacientes con cuadro clinico de Temblor/Ataxia se encuentran los antecedentes familiares de
probable enfermedad de Parkinson, antecedentes de discapacidad intelectual, asi como un
cuadro clinico complicado con déficit de memoria moderado o severo. Sin embargo, no fue

posible establecer un perfil propio de los pacientes con expansién en FMR1.

Aunque la muestra de pacientes con diagnéstico de FXTAS es pequefa para
establecer un cuadro clinico especifico de esta patologia, nuestros hallazgos sugieren que el
cuadro clinico podria definirse mas como un espectro, donde en un extremo se encuentran
los casos severos, representados por el cuadro clinico de XFS y autismo, pasando por

cuadros moderados, representados por FXTAS, a cuadros de parkinsonismo y alteraciones
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ejecutivas hasta el otro extremo donde existen manifestaciones leves que podrian pasar
inadvertidas o bien la falta de penetrancia, llama la atencion la alta frecuencia de alteraciones
psiquiatricas que presentan los pacientes, dato reportado previamente, aunque no se

encontrd una patologia especifica o0 mas frecuente de este grupo de pacientes [54, 89, 90].

La neuropatia es un dato frecuente en los pacientes neurolégicos adultos,
especialmente en los pacientes con ataxia, tanto en el grupo de las SCAs, FRDA y en
FXTAS, como se observd en los resultados obtenidos, por lo que es necesario conocer mas
el componente electrofisiolégico de estas patologias con el fin de aumentar su utilidad

diagnostica en el abordaje de las ataxias [91-93].

No se encontraron casos de alteracion en la fertiidad o POF1 en las mujeres
afectadas, sin embargo, no puede negarse su asociacion debido a la abrumadora evidencia

que existe al respecto en la literatura [33, 46, 94].

Un hallazgo importante que llamé la atencién fue que al comparar ambos grupos
empleando los criterios clinicos para el diagnéstico de FXTAS propuestos por Jacquemont y
cols [44, 55] posteriormente reformados por Brich y cols en 2017 [50], no fue posible
diferenciar entre quienes mostraron un alelo expandido de FMR1 y quienes no presentaban
alteraciones en este gen, mostrando una sensibilidad y especificidad muy bajas que, en esta
serie de pacientes mostraron no ser de utilidad diagnéstica o como herramienta de tamizaje

para elegir a los pacientes candidatos a estudio molecular de FMR1.

La gran heterogeneidad en las caracteristicas clinicas de los pacientes con
alteraciones en FMR1 pueden explicarse en parte a lo descrito previamente en cuanto a la
fisiopatologia del gen, ya que se ha descrito que el expandido CGG aumenta la metilacion
del mismo, disminuyendo la transcripcion normal del gen y por tanto la funcion de FMRP, sin
embargo, también contribuye a la disregulacion del mismo, ocasionando transcripcion RAN
asi como produccién de proteina disfuncional que lleva a agregados intracitoplasmaticos y
secuestro de proteinas asociadas [37, 95], por lo que se esperaria que el cuadro clinico no

estuviera definido simplemente por la longitud del repetido CGG de FMR1, sino también por
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sus niveles de metilacion, los mosiaicismos asociados a este tipo de mutacion [39, 40] y la

posible participacion de genes modificadores [96, 97]
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Conclusiones

1. En la muestra analizada se demuestra la heterogeneidad de las manifestaciones
clinicas de FXTAS y la similitud que presenta con otros cuadros de temblor/ataxia,
apoyando el postulado que sefnala que posiblemente se trate de un amplio espectro de

manifestaciones y no de una patologia unica bien definida.

2. De acuerdo a los resultados presentes, el diagnostico de FXTAS debera tomarse en
cuenta como diagnostico diferencial en todos los casos de temblor/ataxia de etiologia

desconocida cuando se hallan descartado las causas mas frecuentes.

3. Los hallazgos obtenidos en este estudio no demuestran utilidad de los Criterios
Diagnésticos de en la practica clinica como criterios diagnésticos o de tamizaje para
FXTAS.

4. Es necesario realizar estudios epidemiolégicos con disefios metodoldgicos especificos
para determinar la incidencia y prevalencia de FXTAS en la poblaciébn mexicana, asi

como de las patologias relacionadas a expansiones en FMR1 (POF1 y FXS).

5. Considerando los sesgos propios de la muestra analizada y el numero de sujetos con
FXTAS diagnosticados por estudio molecular, es necesario aumentar el tamafo la
muestra con el fin de definir las caracteristicas clinicas del espectro de esta
enfermedad y su frecuencia para establecer mejores criterios que permitan optimizar
los esfuerzos para el diagnéstico de FXTAS y sus patologias asociadas en la

poblacion mexicana.
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OFICIO N° DIC/012/16

DR. DAVID JOSE DAVILA ORTIiZ DE MONTELLANO
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PRESENTE

La presente es para informarle que su protocolo de investigacion No. 118/15
intitulado: “DETERMINACION DE LA FRECUENCIA Y CORRELACION CLINICA
DEL EXPANDIDO CGG DE FMR1 EN PACIENTES MEXICANOS CON ATAXIA",
ha sido APROBADO por el Comité Cientifico. No obstante, el desarrollo del
protocolo queda sujeto a la aprobacion por el Comité de Etica en Investigacion.

ATENTAMENTE

DRA. MA. LUCINDA AGUIRRE CRUZ
DIRECTORA DE INVESTIGACION

<

C.c.p. Dr. Daniel San Juan Orta - Jefe del Depto. de Investigacién Clinica

Insurgentes Sur # 3877 Col. La Fama 14269 México, D.F. Tel. (55) 56063822

Www.innn.salud.gob.mx

-99-



Egi
]

i
{

i e
1RIEL
[

:’;i
I
¥

F'!i
1
3

H
{
[

f

i
i1
g

il
-
|

il
]

INSTITUTO MACIOMAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA

MANUEL VELASCO SUAREZ

%

QFICIO N* CEMTME
ASUMTO: FROTOCOLO 118AS

Maxion, DF_ 10 de Febress del 2016

DR DAVID JOSE DAVILA ORTIZ DE MONTELLANO
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FRESENTE.

Estimado Dr. Davila Ortiz de Montellano:

Con facha 3 de febrero del 2016, recibimos o oficio No. DECO13M16, firmado por la
dociora Maria Lucinda Aguime Cruz, Directora de Investigacion, en que solicita la
valoracion de este Comité al Protocolo de Investigeciin Mo, 11815 intitulado:
“DETERMINACION DE LA FRECUENCIA Y CORRELACION CLINICA DEL
EXPANDIDO CGG DE FMR1 EN PACIENTES MEXICANODS CON ATAXIA", an vifud 2
que fue aprobado por &l Comité de Investigacion.

La opinidn de nuestios evaluadores concuerda en que el Prolocolo cumple con los
slementos indispensables desde a perspectiva Biobtica: su Vaidez Cientifica, Valor
Social, Consentimiento Informado, Seleccion Equitativa de la Muestra y Redacion de
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ANEXO II: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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IINSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA MANUEL VELASCO
SUAREZ

LIC. SANITARIA 04 AM 0913012
CONSENTIMIENTO INFORMADO: “Probable ataxia espinocerebelosa tipo 2, 3,7,17 o

ataxia de Friedreich”

DM-CI-AE23717F-1-1015

NOMBRE DEL PACIENTE FECHA HORA
REGISTRO INSTITUCION
NOMBRE DEL REPRESENTANTE LEGAL

Yo , en pleno uso

de mis facultades mentales y en mi calidad de paciente, o representante legal de éste:
DECLARO EN FORMA LIBRE Y VOLUNTARIA LO SIGUIENTE:

v He sido informado/a que es probable que padezca:

o Ataxiataxia espinocerebelosa tipo 2 ()

o Ataxiataxia espinocerebelosa tipo 3 ()

o Ataxiataxia espinocerebelosa tipo 7 ()

o Ataxiataxia espinocerebelosa tipo 17 ()

o Ataxia de Friedreich ()

V Estas enfermedades se caracterizan por alteraciones en la marcha y el lenguaje. Son
padecimientos hereditarios por lo que es frecuente que haya otros miembros de su familia
con la misma enfermedad.

v He sido informado/a que para poder determinar si padezco alguna de estas enfermedades,
en primera instancia se me realizard una historia clinica completa, la cual incluye la
elaboracién de arbol genealbgico, con la finalidad de identificar a otros familiares que
posiblemente estén afectados. A continuacion, se me tomara una muestra de sangre
periférica de la cual se extraera el DNA (material hereditario) y se estudiara el posible gen
responsable de la enfermedad.

v He sido informado/a que cuando la sangre es obtenida, podré experimentar un leve dolor

en el sitio de puncién. Raras veces ocurren infecciones o inflamacion local.
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v He sido informado/a que la identificacion del gen que causa alguna de estas
enfermedades, permitira establecer el riesgo que otros integrantes de la familia puedan
heredar y desarrollar el padecimiento. Es importante mencionar que a pesar de que ninguna
de estas enfermedades tiene tratamiento curativo, el tener un diagnéstico claro permitira a
los médicos tratantes proporcionar mejor tratamiento.

v He sido informado/a si soy paciente del Instituto el costo del estudio sera de acuerdo al
nivel socioecondmico asignado por trabajo social. En caso de que sea paciente externo, el
costo es de $1,935.00 y se debera cubrir mediante depdsito bancario en la cuenta HSBC
4043050087 a nombre de este Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

v He sido informado/a que mi DNA puede ser usado para este estudio y otros en los que se
estan analizando genes de la poblacibn mexicana, por tanto, acepto que mi muestra sea
usada en otros proyectos: Sl () NO ()

v He sido informado/a que si me surgen dudas durante el tiempo en el que le informaremos
su resultado, puede comunicarse con la Dra. Alejandra Camacho Molina, el Dr. David Davila
Ortiz de Montellano o la M. en C. Adriana Ochoa Morales del departamento de
Neurogenética y Biologia Molecular, al tel. 56 06 38 22 Ext. 2018 o0 1071.

v Después de haber leido detenidamente este documento y de que mis dudas han sido
aclaradas satisfactoriamente, acepto VOLUNTARIAMENTE que se me realice el estudio

molecular para determinar el tipo de ataxia espinocerebelosa que padezco.

Domicilio:

Teléfono:

Correo electrénico:

NOMBRE, FIRMA Y CEDULA DEL MEDICO NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGAL

NOMBRE Y FIRMA TESTIGO NOMBRE Y FIRMA TESTIGO
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NSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ
LIC. SANITARIA 04 AM 0913012

CONSENTIMIENTO INFORMADO: “Determinacion de la frecuencia y correlacién clinica del

expandido CGG de FMR1 en pacientes mexicanos con ataxia” 118/15

Nombre del paciente Fecha Hora
Registrp Fecha en que se realizara el procedimiento

Nombre del representante legal

Yo , en pleno uso

de mis facultades mentales y en mi calidad de paciente, o representante legal de éste:
DECLARO EN FORMA LIBRE Y VOLUNTARIA LO SIGUIENTE:

(1) He sido informado/a que es probable que padezca ataxia. Estas enfermedades se
caracterizan por alteraciones en la marcha y el lenguaje. Pudiera ser un padecimiento
hereditario por lo que es frecuente que haya otros miembros de su familia con la

misma enfermedad, aunque tenga distintas manifestaciones.

(2) He sido informado/a que se me ha invitado a participar en el protocolo de investigacion
“Determinacién de la frecuencia y correlacién clinica del expandido CGG de FMR1 en

pacientes mexicanos con ataxia”

(3) Si acepto participar, en primera instancia se revisara mi expediente clinico y se me
realizara una historia clinica completa, la cual incluye la elaboracion de arbol
genealdgico, con la finalidad de identificar a otros familiares que posiblemente estén
afectados. A continuacion se me tomara una muestra de sangre periférica de la cual
se extraera el DNA (material hereditario) y se estudiara el gen FMR1, posible
responsable de mi enfermedad. He sido informado/a que cuando la sangre es
obtenida, podré experimentar un leve dolor en el sitio de puncion. Raras veces

ocurren infecciones o inflamacion local.
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(4) He sido informado/a que a pesar de que se obtenga un resultado positivo, esta
enfermedad no tiene tratamiento curativo, pero el tener un diagnostico especifico
permitira a los médicos tratantes proporcionar mejor tratamiento e informacién mas

completa sobre la enfermedad y la posibilidad de manifestaciones en otros familiares.

(5) He sido informado/a que el presente estudio no tiene costo para mi.

(6) He sido informado/a que mi DNA puede ser usado para este estudio y otros en los que se
estan analizando genes de la poblacién mexicana, por tanto acepto que mi muestra

sea usada en otros proyectos:

SI() NO()

(7) He sido informado/a que si me surgen dudas durante el tiempo en el que le informaremos
su resultado, puede comunicarse con la Dra. Alejandra Camacho Molina o el Dr.
David José Davila Ortiz de Montellano en el departamento de Neurogenética y
Biologia Molecular, al tel. 56 06 38 22 Ext. 2018 o 1071.Después de haber leido
detenidamente este documento y de que mis dudas han sido aclaradas
satisfactoriamente, acepto VOLUNTARIAMENTE que se me realice el estudio
molecular del gen FMR1.

Domicilio:
Teléfono:
Correo electronico:
NOMBRE, FIRMA Y CEDULA DEL MEDICO NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE O

REPRESENTANTE LEGAL

NOMBRE Y FIRMA TESTIGO NOMBRE Y FIRMA TESTIGO
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ANEXO Illl: FORMATO DE CAPTURA DE DATOS CLINICOS
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ORIGINAL

Frecuencia de polimorfismos de nucleétido tinico y haplotipos
de alfa-sinucleina asociados con la enfermedad de Parkinson
esporadica en poblacion mexicana

David J. Davila-Ortiz de Montellano, Mayela Rodriguez-Violante, Ana Fresan, Nancy Monroy-Jaramillo,
Petra Yescas-Gomez

Introduccion. La enfermedad de Parkinson (EP) es una entidad neurodegenerativa comdn de inicio en la etapa adulta. Su
incidencia en México se estima en 40-50 casos por 100.000 habitantes/afio y constituye la cuarta causa de atencion mé-
dica en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. La proteina alfa-sinucleina, SNCA, es clave en la patologia de la

EP y sus polimorfismos se han asociado a un riesgo aumentado de desarrollarla.

Objetivo. Evaluar el riesgo que representan los polimorfismos rs2619364, rs2619363, 152736990, rs7684318, 1517016074,
rs356219, rs356220 y rs356203 de SNCA en una muestra de sujetos mexicanos para la EP.

Sujetos y métodos. Se evaluaron 171 pacientes con diagndstico de EP y 171 controles pareados por sexo y edad mediante
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real, y se realizé un analisis estadistico para determinar la asociacién de

los polimorfismos con la enfermedad.

Resultados. Las variantes rs356220, rs356203, rs7684318 y rs2736990 de SNCA estan asociadas a la enfermedad y for-
man dos haplotipos de riesgo elevado para desarrollar EP esporadica en la poblacién mexicana.

Conclusiones. Las variaciones en SNCA son un factor de riesgo para desarrollar EP y pueden ser biomarcadores genéticos
especificos para pacientes mestizos mexicanos como herramienta de apoyo diagndstico en la EP esporadica.

Palabras clave. Enfermedad de Parkinson. Haplotipos de riesgo. Poblacién mexicana. rs356203. rs356220. rs2736990.

rs7684318. SNCA.

Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno
neurodegenerativo de inicio en la etapa adulta que
consiste en bradicinesia, generalmente acompaiia-
da de rigidez muscular, temblor de reposo e ines-
tabilidad postural [1,2], aunque también presenta
otras manifestaciones [3] como alteraciones del es-
tado de dnimo, alteraciones del ciclo vigilia-sueiio
y alteraciones cognitivas, entre otras [4,5]. Su in-
cidencia en México se estima en 40-50 casos por
100.000 habitantes/aio [6], constituye la cuarta cau-
sa de atencién médica en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia en la Ciudad de México
y representa una causa importante de discapacidad
en el adulto mayor [3].

La mayor parte de los pacientes presenta un cua-
dro esporadico, sin que se pueda determinar un
agente causal especifico; la exposicion a neurotéxi-
cos (pesticidas e insecticidas), antecedentes de trau-
matismo craneoencefilico, alcoholismo y otras toxi-
comanias (uso de inhalantes, cannabinoides y co-
caina) son factores de riesgo ambiental bien carac-

www.neurologia.com  Rev Neurol 2016; 63 (8): 345-350

terizados, mientras que el tabaquismo se ha consi-
derado como un factor de proteccién [7,8]; sin em-
bargo, también se conoce que en la etiologia de la
EP existe un componente genético importante [8,9].

Mediante estudios de patologia post mortem en
pacientes con EDP, se ha identificado la presencia de
inclusiones eosinofilicas, redondeadas y con un
halo pdlido en las neuronas de la sustancia negra,
llamadas cuerpos de Lewy [9]. Estos agregados es-
tan constituidos por diversas proteinas, entre las
que destaca la a-sinucleina (SNCA) [5], que actual-
mente se ha identificado como clave en la patologia
de la EP. Se ha clonado el gen que la codifica (SNCA)
y se ha identificado como el primer gen causal de la
EP hereditaria (PARK1/PARK4) [10].

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo
no se han identificado mutaciones puntuales [11] ni
alteraciones estructurales mediante MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification) en SNCA
[11]. En contraste, hemos identificado una elevada
frecuencia de la mutacién p.L444P en la proteina
glucocerebrosidasa (GBA), factor de riesgo ya co-
nocido para desarrollar la EP [12]. En conjunto, es-
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tos hallazgos implican que la etiologia de la EP es-
poradica en nuestra poblacién debe continuar in-
vestigandose.

Aunque las mutaciones puntuales [13-15] y mul-
tiplicaciones en SNCA [16] son una causa rara de
EP hereditaria, varios estudios han documentado la
asociacion de sus polimorfismos de nucleétido tGni-
co (SNP) y la EP esporddica [17-19]. Dicha asocia-
cién ha sido replicada y corroborada mediante es-
tudios de asociacién de genoma completo [20,21].

El mecanismo exacto por el cual los SNP de
SNCA modifican la susceptibilidad para la EP espo-
rddica aun no esté claro. Existe evidencia de que los
alelos asociados con un mayor riesgo de desarrollar
la enfermedad también se correlacionan con una
mayor expresion de la proteina SNCA in vitroy con
niveles elevados en plasma [17,22,23].

En la poblacién mexicana existen pocos estudios
encaminados a relacionar polimorfismos y haploti-
pos genéticos de SNCA con la EP esporadica. Sola-
mente se encontré un informe sobre el polimorfis-
mo IVS4+66A-G en SNCA, el cual no presenté aso-
ciacién con la enfermedad [24].

La variabilidad genética en la regién promotora
5'UTR vy la regién terminal 3'UTR del gen SNCA
puede ser la responsable de la modulacién de la ex-
presion de la proteina, y de hecho son las regiones
donde se notifican mds SNP asociados a un mayor
riesgo de EP esporadica en distintas poblaciones,
especialmente la noruega, alemana, china y japone-
sa [15,18,25-28].

De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se se-
leccionaron los siguientes SNP: rs2619364, rs2619363
[27], rs2736990, rs7684318 [29], rs17016074 (asocia-
do con un aumento en la tasa de transcripcién de
SNCA) [30], rs356219 [27], rs356220 y rs356203 [31]
para determinar si se encuentran también asociados
a la EP esporadica en la poblacién mexicana.

El presente estudio fue avalado por los comités
cientifico y de bioética locales de acuerdo con la nor-
mativa vigente [32].

Sujetos y métodos

Todos los participantes (pacientes y controles) pro-
venian de la Ciudad de México y su conurbacion,
identificados como mestizos mexicanos (considera-
dos como hijos y nietos de sujetos nacidos en Méxi-
o), seleccionados aleatoriamente.

Los pacientes fueron reclutados dentro de la cli-
nica de movimientos anormales del Instituto Na-
cional de Neurologia y Neurocirugia, teniendo en
cuenta que el diagnoéstico clinico de EP esporadica

fuera realizado por dos neurélogos especialistas en
movimientos anormales de acuerdo con los crite-
rios del banco de cerebros del Reino Unido [33].
Los controles fueron reclutados teniendo en cuenta
que no presentaran antecedentes familiares de EP y
que en la exploracion fisica y neuroldgica no pre-
sentaran alteraciones o datos de patologia neurolé-
gica. Todos los individuos participantes aceptaron
participar mediante consentimiento informado y
la informacion sensible ha sido tratada de acuerdo
con la confidencialidad requerida.

El tamano de la muestra fue calculado mediante
la férmula de Fleiss, segtn la frecuencia alélica de
los SNP seleccionados para el andlisis de acuerdo
con lo descrito en la bibliografia para los alelos de
riesgo (4%), con un intervalo de confianza al 95% y
un poder del 80% [34]. De acuerdo con esto, se esti-
mo6 una muestra de 172 pacientes y 172 controles
pareados por edad y sexo.

La informacién clinica y sociodemografica de
cada participante fue obtenida mediante interroga-
torio directo, exploracion fisica y revisién de expe-
diente clinico. Las variables que se registraron de
cada paciente fueron: edad cronoldgica del sujeto,
edad de inicio de la EP esporadica, exposiciéon a
neurotoxicos (pesticidas e insecticidas), anteceden-
tes de traumatismo craneoencefalico, tabaquismo,
alcoholismo y otras toxicomanias (uso de inhalan-
tes, cannabinoides y cocaina).

El ADN para el andlisis molecular se obtuvo a
partir de sangre periférica mediante técnicas con-
vencionales.

En todas las muestras se tamizaron previamente
los tres genes mds frecuentemente asociados a EP,
incluyendo los exones 31, 35 y 41 de LRRK2 [35], la
secuencia y dosis de PARK2 [35-37] y los exones
9-10 de GBA [12]. Sblo un paciente presenté la mu-
tacion L444P en GBA, por lo que se eliminé de la
muestra junto con su respectivo control.

La discriminacién alélica de los ocho SNP de
SNCA se realizé mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real utilizando sondas Taq-
Man ® en equipo Step One ® de acuerdo con las es-
pecificaciones del proveedor (Applied Biosystems).

Andlisis estadistico

La informacién obtenida se analiz6 mediante el pa-
quete informatico SPSS v. 20 y SNPstats [38] para
determinar el equilibrio de Hardy Weinberg y la
asociacion de los SNP y haplotipos de SNCA con la
EP esporddica mediante prueba de chi al cuadrado
con un intervalo de confianza al 95% y una signifi-
cacioén estadistica menor de 0,05.

www.neurologia.com Rev Neurol 2016; 63 (8): 345-350
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Resultados

En la muestra, el 65% (n = 111) de los individuos era
del sexo masculino y el 35% (n = 60) del femenino, y
la edad media fue de 51,6 + 13,4 afos (rango: 18-79
afios). Las caracteristicas sociodemograficas, de edad
y de sexo fueron similares a lo descrito en la pobla-
cién general [9].

En el andlisis de las variables, el antecedente de
traumatismo craneoencefédlico presenté una fre-
cuencia del 11,34% en los controles (7 = 19) y del
19,77% (n = 34) en los pacientes con EP esporadica;
la exposicién a neurotdxicos se observé en el 9,5%
de los controles (n = 16) y el 21,51% de pacientes
(n = 37), y mostr6 diferencias entre grupos (p < 0,05);
sin embargo, no se consideraron para el anlisis es-
tadistico debido a la falta de informacién propor-
cionada por los sujetos. Ninguna otra variable clini-
ca o sociodemografica mostré diferencias entre los
grupos de estudio (p > 0,05).

Las frecuencias alélicas de los SNP de SNCA re-
feridas al ambito mundial en el proyecto de los 1.000
genomas [39] se muestran en la tabla I y se compa-
ran con las frecuencias documentadas en mexica-
nos encontradas en este estudio. Cinco de los SNP
estudiados se hallaron en equilibrio de Hardy-Wein-
berg (rs356220, rs356203, rs7684318, rs2736990 y
1s2619364) y los polimorfismos rs2619363, rs17016074
y 1s356219 presentaron una distribucién fuera del
equilibrio, probablemente debido a deriva génica.
Por ello, estos tltimos tres SNP fueron omitidos del
andlisis de asociacién con la EP esporddica.

Los SNP que representaron asociacién a la EP
esporadica fueron rs356220, rs356203, rs7684318 y
rs2736990; el SNP rs2619364 no presenté diferen-
cias entre los pacientes y controles y, por tanto, no se
considerd para el andlisis de riesgo por haplotipos.

La asociacién encontrada en la poblacién mesti-
za mexicana de estos cinco SNP presenté una dis-
tribucién distinta a la notificada en otras poblacio-
nes [27,29,30,40-42] (Tabla II). El haplotipo deno-
minado ‘“TACT’ fue el mas comun, con una frecuen-
cia media del 30%, sin presentar asociacién con la
EP esporadica. Los haplotipos obtenidos de esta
combinaciéon de SNP que presentaron asociaciéon
con la EP esporadica se muestran en la tabla III.

De los haplotipos posibles, seis fueron identifi-
cados como factores de riesgo para la EP esporadi-
ca, presentes en el 35% de casos, lo que indica una
importante participacién de SNCA en la EP espora-
dica; sin embargo, no explica por completo la varia-
bilidad genética dentro de la enfermedad, que po-
dria deberse a interaccién y participacion con otros
genes de riesgo, como MAPT y GBA, por ejemplo.
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Tabla I. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de nucleétido tnico del gen SNCA seleccionados de
acuerdo con los 1.000 genomas [39] y lo encontrado en poblacién mexicana.

Posicion Cambio de 1.000 genomas, México,

cromosémica nucledtido AMF (n) AMF (n)
517016074 4:89726127 A/G 0,0503 (252) 0,0238 (252)
152619363 4:89837896 G/T 0,1074 (538) 0,1706 (252)
rs2619364 4:89838736 A/G 0,1094 (548) 0,1904 (252)
152736990 4:89757390 A/G 0,3934 (1.970) 0,4642 (252)
rs356203 4:89744890 c/T 0,4832 (2.420) 0,4920 (252)
s356219 4:89716450 A/G 0,4892 (2.450) 0,4801(252)
rs356220 4:89720189 c/T 0,4834 (2.421) 0,4920 (252)
157684318 4:89733852 /T 0,3287 (1.646) 0,4124 (252)

AMF: alelo de menor frecuencia; n: nimero de alelos analizados.

Discusion

Distintas variantes de SNCA se han reconocido co-
mo factores de riesgo para desarrollar EP esporadi-
ca. En este estudio se seleccionaron ocho SNP, pre-
viamente notificados como variantes asociadas a
riesgo de EP esporddica en diversas poblaciones,
para analizarlos en la poblacién mexicana.

Las frecuencias de los SNP de SNCA estudiados
presentan una distribucién similar a la observada
en las poblaciones asidtica y caucdsica. La distribu-
cién del SNP rs7684318 resulta similar a la notifica-
da en la poblacion afroamericana, lo que podria
deberse al mestizaje en nuestro pais. Es interesante
la observacion de que el SNP rs17016074 presenta
una distribucién distinta a otras poblaciones, pro-
bablemente debido al componente indigena mexi-
cano [39,43].

Las variantes rs356220, rs356203, rs7684318 y
rs2736990, reconocidas previamente como factores
de riesgo para la EP esporddica en diversas pobla-
ciones [15,18,19,25-28], se encontraron en la po-
blacién mestiza mexicana analizada, y seis haploti-
pos conformados por dichos SNP podrian también
representar un riesgo elevado de desarrollar EP es-
poradica.

Es importante mencionar que otras variantes de
SNCA, asi como las interacciones gen-gen y gen-
medio ambiente, pueden modificar el riesgo de pa-
decer EP esporddica, y describir un perfil genético
que pudiera usarse como biomarcador genético de

347



D.J. Davila-Ortiz de Montellano, et al

348

Tabla Il. Asociacién de los polimorfismos de nucledtido Unico del gen SNCA encontrados en equilibrio de Hardy-Weinberg en controles y pacientes
mestizos mexicanos con enfermedad de Parkinson esporadica y su comparacién con lo notificado en otras poblaciones.

México? Otras poblaciones®
Pacientes Controles  Odds ratio (IC 95%) p Poblacién n  0Odds ratio (IC 95%) p
15356220 83 (48,5%) 53(31,0%) 2,10 (1,35-3,27)  0,0024 Japonesa 175 1,48 (1,25-1,74) < 0,001
15356203 77 (45,0%) 58(33,9%) 1,60 (1,03-2,47) 0,035 Japonesa 175 1,48 (1,25-1,74)  <0,05
rs7684318 119 (69,6%) 32(18,7%) 9,94 (5,99-16,50) < 0,001  Noruega,alemana 175 1,54 (1,351,75)  <0,05

152736990 89 (52,0%) 53 (31,0%) 2,42 (1,553,76)

< 0,001  Noruega, alemana NN 1,30 (1,18-1,43) 0,01

152619364 122 (71,4%) 133 (77,8%)  0,71(0,44-1,16)

0,17 Noruega 236 1,45(1,012,11) 0,02

1C 95%: intervalo de confianza al 95%; NN: no notificado. 2 Presente estudio;  Otras poblaciones [27,29,30,40-42].

Tabla Ill. Haplotipos del gen SNCA conformados por los polimorfismos de
nucledtido tnico rs356220, rs356203, rs7684318 y rs2736990 asocia-
dos con enfermedad de Parkinson esporadica en poblacién mexicana.

Frecuencia 0dds ratio (IC 95%) p
CGTC 0,1978 1,92 (1,18-3,13) 0,009
CATC 0,0694 2,54 (1,37-4,72) 0,003
cGee 0,0258 14,51 (1,68-125,15) 0,016
TGTC 0,0251 8,97 (2,05-39,19) 0,003
TACC 0,0192 4,71 (1,16-19,15) 0,031
CACT 0,0178 16,18 (1,88-139,18) 0,012

1C 95%: intervalo de confianza al 95.

la enfermedad debera ser especifico para cada po-
blacidn, incluida la mestiza mexicana, para apoyar
el diagnéstico clinico certero de manera temprana.

Las implicaciones funcionales de estos hallazgos
no tienen una explicacién clara inmediata. Diversos
autores han hallado una fuerte asociacién de SNP
de SNCA so6lo con un riesgo incrementado para el
desarrollo de EP esporédica, pero no con progre-
sion o edad de inicio de la enfermedad.

Aunque no se conoce el mecanismo exacto, se
ha postulado que los SNP en regiones no codifican-
tes de SNCA podrian afectar la tasa de transcrip-
cién por mecanismos de regulacion en cis [44], al-
terando el splicing alternativo en el procesamiento
postranscripcional de las isoformas de SNCA. Asi,

las modificaciones postraduccionales favorecerian
su fosforilacion y agregacion, lo que afectaria la ho-
meostasis de SNCA y de otras proteinas relaciona-
das, e interferiria con la funcién de los receptores
dopaminérgicos, aumentando la citotoxicidad, el
estrés oxidativo, la autofagia y la exocitotoxicidad,
mecanismos propuestos para la génesis de la EP es-
porédica [45-47].

En conclusién, las variaciones en SNCA constitu-
yen un factor de riesgo para desarrollar EP espora-
dica en distintas poblaciones, incluyendo la pobla-
cién mestiza mexicana, donde los SNP rs356220,
rs356203, rs7684318 y rs2736990 y por lo menos
seis de los haplotipos derivados de estos probable-
mente se relacionan con un riesgo incrementado de
desarrollar la enfermedad.

Estos hallazgos deberdn confirmarse mediante
estudios de asociacién en una muestra de mayor ta-
mailo, incorporando el andlisis de otros factores de
riesgo. Sin embargo, representan un comienzo alen-
tador en la bisqueda de biomarcadores genéticos es-
pecificos para pacientes mestizos mexicanos con EP
esporadica como herramienta de apoyo diagndstico.

Evidentemente, estos hallazgos motivan a estu-
diar el efecto de los polimorfismos de SNCA en un
contexto bioldgico en trabajos futuros mediante
modelos funcionales capaces de corroborar la aso-
ciacion de los SNP de SNCA y aclarar su mecanis-
mo fisiopatoldgico en la EP.
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Frequency of single nucleotide polymorphisms and alpha-synuclein haplotypes associated with sporadic
Parkinson's disease in the Mexican population

Introduction. Parkinson’s disease (PD) is a common neurodegenerative disease which begins in adulthood. Its incidence
in Mexico is estimated to be 40-50 cases per 100,000 inhabitants/year and is the fourth reason for medical care in the
National Institute of Neurology and Neurosurgery. The protein alpha-synuclein, SNCA, plays a key role in the pathology of
PD, and its polymorphisms have been associated with an increased risk of developing the disease.

Aim. To evaluate the risk of PD represented by the polymorphisms rs2619364, rs2619363, 152736990, 157684318, 1517016074,
rs356219, rs356220 and rs356203 of SNCA in a sample of Mexican subjects.

Subjects and methods. Altogether 171 patients diagnosed with PD and 171 gender- and age-paired controls were assessed
by means of real-time polymerase chain reaction, and a statistical analysis was performed to determine the association
between the polymorphisms and the disease.

Results. The SNCA variants rs356220, rs356203, rs7684318 and rs2736990 were associated with the disease and form
two haplotypes with a high risk of developing sporadic PD in the Mexican population.

Conclusions. Variations in SNCA are a risk factor for the development of PD and can act as specific genetic biomarkers as a
diagnostic support tool in sporadic PD for Mexican mestizo patients.

Key words. Mexican population. Parkinson’s disease. Risk haplotypes. rs2736990. rs356203. rs356220. rs7684318. SNCA.
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Resumen

Introduccién: Las enfermedades de la mielina han sido descritas desde el siglo XIX;
las leucodistrofias son un grupo heterogéneo de enfermedades, de curso progresivo,
que pueden manifestar una amplia gama de sintomas y complicaciones, en su
mayoria son de etiologia genética, siendo el Sindrome de Pelizaeuz Merzbacher, de
herencia ligada al cromosoma X, el mas frecuente de estos.

Objetivo: Brindar una panoradmica actualizada sobre las enfermedades
desmielinizantes en especial del sindrome de Pelizaeuz Merzbacher. Método: Se
seleccionaron los articulos considerados mas relevantes por los autores en PubMed;
EBSCO; Thomson Reuters y OvidSP.

Resultados: el Sindrome de Pelizaeuz Merzbacher presenta una heterogeneidad
clinica importante y desafortunadamente al momento no cuenta con un tratamiento
efectivo, sin embargo las nuevas tecnologias de células madres proporcionan
oportunidades para su tratamiento.

Palabras clave: Mielina, Enfermediades desmielinizantes,  Pelizaeuz-Merzbacher,
Leucopatias.
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Pelizaeus Merzbacher syndrome:

brief

review of the literature

Abstract

Introduction: Myelin diseases have been described since the 19th century,
leucodsitrophiaes are a heterogeneous group of diseases, of progressive course,
that can manifest a wide range of symptoms and complications, mostly of genetic
aetiology, being Syndrome of Pelizaeuz Merzbacher, of inheritance linked to the X
chromosome, the most frequent of these.

Objective: provide an up-to-date overview of  the epscial
demyelinating  diseases  of the  Pelizaeuz ~ Merzbacher  syndrome.
Material and method: the most relevant articles considered by the authors
were selected in PubMed; EBSCO; Thomson Reuters and OvidSP. Results:
Merzbacher Pelizaeuz Syndrome presents important clinical heterogeneity
and unfortunately at the moment does not have an effective treatment,
however new stem cell technologies provide opportunities for its treatment.

Keywords: Myelin, Demyelinating diseases, Pelizaeuz-Merzbacher, Leukopathies

Introducciéon

Las enfermedades de la mielina han sido
descritas desde el siglo XIX, y hasta la fecha,
comprenden un grupo cada vez mayor de
patologias con diversos mecanismos y factores
genéticos y ambientales involucrados en
estas entidades; pueden manifestarse en
cualquier edad desde la infancia hasta la
edad adulta, y revelan una gran variabilidad
en la progresion y presentacion clinica de la
enfermedad, que van desde el retraso del
desarrollo hasta convulsiones y espasticidad’.
El concepto “leucodistrofia” fue introducido
por primera vez por Bielschowski y Henneberg
en 1928 y su definicion, tanto clinica como
histopatoldgica, asfi como su clasificacion

ha cambiado de forma considerable en el
ultimo siglo, principalmente debido a los
estudios de imagen por resonancia magnética

y a la comprension de sus mecanismos
fisiopatoldgicos y la genética involucrada’.
Las  leucodistrofias  clasicas, como la

leucodistrofia metacromatica y la enfermedad
de Krabbe, representan sélo un pequefio
nimero de enfermedades hereditarias que
afectan a la sustancia blanca'.

Actualmente, el término leucoencefalopatia se
utiliza para reflejar un grupo heterogeneo de
enfermedades que cursan con cambios, primarios
0 secundarios, en el desarrollo de mielina.
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Las leucodsitrofias son un grupo heterogéneo
de enfermedades, de curso progresivo, que
pueden manifestar una amplia gama de
sintomas y complicaciones, en su mayoria
son de etiologla genética que afectan el
desarrollo o el mantenimiento de la mielina
del sistema nervioso central y en algunos
casos también involucran el sistema nervioso
periférico. Tienen una incidencia de 1/ 7,500 y
menos del 50% de los pacientes obtienen un
diagndstico especifico, estas pueden iniciar en
la infancia o en la edad adulta, con variabilidad
en la progresion y presentacion clinica desde
déficit cognitivo, convulsiones y espasticidad’.

El desarrollo de la mielina comienza en el 4°
mes de la gestacion y continua posnatalmente,
este complejo proceso bioldgico requiere de la
interaccion de células neuronales vy gliales, por
lo que su alteracion causa las leucodistrofias’ 2.

Estas se clasifican dentro de tres principales
categorias":

1. Hipomielinizacion donde hay ausencia o
disminucion de la producciéon de mielina.

2. Dismielinizaciéon donde el desarrollo de la
mielina es anormal.

3.Desmielinizacion donde hay pérdida
0 destruccién de la mielina antes formada.

Hay 30 padecimientos incluidos en el término de
leucodistrofia. Siendo el sindrome de Pelizaeuz
Merzbacherelmasfrecuentedeestos. Cabeaclarar
que la diferencia entre las leucoencefalopatias
y leucodistrofias es que las primeras pueden
presentar una etiologia secundaria, por lo que
algunos autores engloban las leucodistrofias
dentro de las leucoencefalopatias siendo estas de
etiologla genética’.

Sindrome de Pelizaeus Merzbacher

Tambiénllamado leucodistrofia hipomielinizante
tipo 1 (MIM #312080), fue reportado por
primera vez en 1885 por Friedrich Pelizaeus
quien describe el primer caso clinico mostro
un patrén de herencia ligado al cromosoma X,
25 afios después Ludwig Merzbacher, examina
la primera familia reportada (con 12 hombres
afectados) notando la alteracion de la sustancia
blanca cerebral, y en 1958 Tyler reporta la
entidad como Pelizaeuz-Merzbacher#®,

Es un trastorno dismielinizante con patrén de
herencia ligado al cromosoma X, que resulta de
la mutacion del gen PLP1 cuya incidencia varia
en Estados Unidos de 1/300,000 a 1/500,000,
En Japon 1.45 /100,000 Alemania 0.13/100
000. La mayoria de las veces la enfermedad
es subdiagnosticada como pardlisis cerebral’.

Se clasifica en subtipos de acuerdo a la
severidad existiendo un espectro desde una
forma pura de paraparesia espasticia 2 (SPG2
la cual con antelacién se consideré como una
entidad alélica al padecimiento) a la forma
mas severa del sindrome llamada neonatal®°.

Hay una gran variedad de hallazgos por
resonancia magnética en esta enfermedad; sin
embargo, la hiperintensidad del tallo encefalico
y del tracto corticoespinal de la capsula interna,
son las regiones mas representativas se
correlacionan con la gravedad y la progresion
clinica. Se debe tener en cuenta el espectro
de los hallazgos de la RM para diagnosticarla
y diferenciarse de otras leucodistrofias
desmielinizantes'. La atrofia en sustancia
blanca es el mayor determinante patoldgico
del compromiso clinico en esta condicion?.
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Existen diversas clasificaciones:

» Seiteber 1970; enfocada en los siguientes
hallazgos clinicos: edad deinicio, edad de muerte,
patron de herencia y hallazgos neuroquimicos.
» Renier, et al. quien la clasifica en connatal,
transicional, clasicoy SPG2 por hallazgos clinicos
y progresion.

» Calliox, et al. los clasifica en 5 formas de
acuerdo a la severidad'™.

Los primeros sintomas se presentan  al
nacimiento 0 a los pocos meses; nistagmo,
hipotonia, estridor, algunas veces puede haber
pardlisis de las cuerdas vocales, dificultad
para la alimentaciéon vy crisis convulsivas.
El retraso psicomotor es evidente a los 6 meses,
la ataxia en extremidades puede ser aparente
y agravarse durante los afios, la hipotonia de
extremidades es remplazada por espasticidad,
las  posturas distonicas y los movimientos
coreicos pueden estar presentes, el compromiso
cognitivo se manifiesta en la mayoria de los
nifios>'?. Existiendo también riesgo para la
anestesia general que puede correlacionarse con
complicaciones por crisis y dificultades de la via
aérea por pobre control de los musculos faringeos,
asi como la exacerbacion de la espasticidad'.

La forma neonatal

Se observa al nacimiento o en las 2 primeras
semanas de vida. Los pacientes no logran
desarrollar sus habilidades de caminar, hablar
0 el uso propositivo de las extremidades
superiores, aunque pueden  desarrollar
comprension del lenguaje verbal, algunos
presentan corta estatura y un peso disminuido
para la edad y generalmente requieren soporte
nutricional con gastrostomia, suelen fallecer
en la primera o segunda década de la vida.

El distress respiratorioy el estridor es una causa
importante de morbimortalidad>'°.

La forma clasica

Es el fenotipo mas comun, por lo general tienen
nistagmos en los dos primeros meses de vida,
aunque, no todos llegan a desarrollarlo. Con
frecuencia este resuelve delos 2 a 5 afios de edad,
también desarrollan movimientos titubeantes
de cabeza que llega a desaparecer, poseen
un lenguaje disartrico y tienen movimientos
propositivos de sus extremidades superiores,
pueden adquirir la marcha aunque requieren
asistencia por el grado de espasticidad, las
crisis no son comunes y la esperanza de
vida puede ser hasta la séptima década®.

El fenotipo por la proteina nula

Se desarrolla en los primeros 3 afios de vida, se
caracteriza por un retraso del desarrollo leve a
moderado, marcha espastica y leve neuropatia
periférica desmielinizante, la progresion de
los sintomas es tipica después de la pubertad,
dando lugar a una cuadriplejia espastica vy
pérdida de las habilidades de comunicacién, las
anormalidadesdesustanciablancasonmuyleves.

Se presenta neuropatia periférica  por
desmielinizacion con velocidades de
conduccion lentas. El dafio axonal es evidente,
puede haber atrofia de la sustancia blanca
incluyendo el cuerpo calloso*®. Los pacientes
con el fenotipo nulo no revelan nistagmus.

La forma complicada de paraparesia espastica
2 pura

Comienza a los 5 afios con nistagmo,
ataxia y disfuncion autondémica como vejiga
espastica, la marcha es espastica y el habla
es muy lenta, la expectativa de vida es normal®.
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Paraparesia Espastica 2 pura (SPG2)

Aparece alos 5 afios pero el comienzo puede ser
retrasado hasta la tercera década, los pacientes
presentan marcha espastica y conservan
lenguaje con habla lenta y una esperanza de
vida normal, pueden tener areas en parche de
hipomielinizacion®.

Puede haber expresividad variable intrafamiliar.
Dentro de esta variabilidad 3 caracteristicas son
consistentes; espasticidad, pérdida de mielina y
patron ligado al cromosoma X. Paraddjicamente
las mujeres heterocigotas para una mutacion
puntual menos severa, pueden mostrar
mas sintomas neuroldgicos que las mujeres
heterocigotas para mutaciones puntuales
mas severas, esto porgue las primeras no
condicionan la muerte del oligodendrocito y
se mantiene la presencia de la mielina anormal.
Mientras que en las otras pacientes donde se
condiciona la muerte del oligodendrocito la
mielina es remplazada por un oligdendrocito
donde lainactivacion del cromosoma X, portador
de la mutacion, le permite la formacion de una
mielina estable por el alelo no mutado. Otra de
las paradojas que presenta este padecimiento es
que en las familias de los pacientes masculinos
conformasleves,lasmujeresportadorassonmas
frecuentemente sintomaticas. En estas familias
por lo general revelan una leve diplejia espastica
y una leucodistrofia, lentamente progresiva
con desarrollo de demencia en la adultez. En
ellas se reportan potenciales auditivos de tallo
cerebral normales .Hay también reportes de
portadoras de delecion con disfagia® >0,
El gen PLP1 consta de 7 exones, que codifica
para las siguientes 2 isoformas; PLP1 es una
proteina de 277 aminodcidos, con 4 regiones
transmembranales predominantes que se
expresa en oligodendrocitos y representa mas
del 50% de la proteina de estos. DM20 consta

de 244 aminoacidos es la isoforma corta donde
se pierde la mitad del exdn 3. La cual codifica
para una porcion de un /oop intracelular que
contiene 2 sitios de acilacion, ver figura 1.5
El gen PLP1 expresa una regulacion espacio-
temporal, niveles altos se reproducen en los
oligodendrocitos durante mielinizacion activa,
algunas otras células del sistema nervioso
central lo expresa de manera periférica en
bajos niveles, excepto las células olfativas
donde los niveles de expresion son altos'™.

Extracelular SODSES Ty ~Unién de exones
» © I,

Y50C T, ‘m-.\\,‘,/’:‘"u.‘,,
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e O
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Dominio especifico

Figura 1. Estructura secundaria de PLP1 tomado de
Yamamoto T, Shimojima K. Pelizaeus-Merzbacher disease
as a chromosomal disorder. Congenit Anom 2013;53:3-8.

Se han detectado mutaciones puntuales,
duplicaciones y deleciones del gen, asi como
mutaciones de sentido erréneo en el segundo
dominio extracelular del gen, donde hay un
sitio de splicing alternativo el cual es requerido
para la formacion de la isoforma DM20, el
dominio especifico de este es esencial para
el mantenimiento de la integridad axonal.
Mutaciones en este dominio que se compone
de 35 aminoacidos causan una neuropatia
periférica y degeneracién axonal central®.
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Entre el 60 y 70% de las mutaciones son
duplicaciones submicroscépicas, 15% son
mutaciones puntuales. El tamafio de la region
duplicada va de 40 kpb a 5Mbp. La delecion
representa <1%, los métodos mas comunes de
deteccion son FISH y PCR cuantitativa®, y se
muestran en forma de repetidos directos en
tandem, también se han reportado segmentos
repetidos en Xg26, Xp, 19ptery en el cromosoma
Y. No se conoce que la adicion de genes en la
duplicacién tenga alguna correlacion con la
severidad clinica®.

No se reportan polimorfismos en este gen, y es
en extremo conservado entre los mamiferos.
Existen hot spots, el loop externo presenta el
50% de las mutaciones sin sentido ocurridas en
este gen*.

El espectro clinico es amplio por los diversos
mecanismos moleculares con un incremento
de severidad cuando acrecenta el nudmero
de copias del gen. El cual no se ve modificado
por el tamafio de la region duplicada. Las
duplicaciones del gen resultan con frecuencia en
la forma clasica, mientras que las triplicaciones
causan un fenotipo mas severo. Las deleciones
completas del gen y las mutaciones puntuales
que alteran el codén de metionina o causan
una proteina trunca, cerca de la regién amino
terminal resultan en un fenotipo nulo leve
y una longevidad casi cercana a lo normal'e.
Otras mutaciones puntuales e indels se han
reportado cruzando el espectro fenotipico® °.
Por lo general la forma connatal se manifiesta
por mutaciones en sentido erréneo, otras
causas implican translocaciones del cromosoma
X, triplicaciones y duplicaciones parciales.
Mutaciones de sentido erréneo en la region
tansmembranal dan un fenotipo severo,

mutaciones en el dominio extracelular o en
el dominio especifico dan un fenotipo leve.
La duplicacion parcial da una expresion nula®.
Mutaciones puntuales en el dominio altamente
conservado originan un severo fenotipo, se han
investigado mas de 100 mutaciones puntuales®.

Los roles de la proteina PLP1 y DM20,
median la adhesion intralaminar en la
mielina compacta, mediando el flujo idnico
que actla como un mitégeno precursor de
oligodendrocitos la deficiencia completa no
impide la desmielinizacién, sino que resulta en
un tardio comienzo de regeneraciéon axonal®.

El diagndstico se sospecha con los hallazgos
neuroldgicos, la progresién, un patrén de
herencia ligado al cormosoma X, un patrén
de mielinizacion anormal vy difuso, potenciales
evocados auditivos y  somatosensoriales,
son de gran ayuda para diferenciar entre las
otras leucodistrofias, mostrando una latencia
normal en el componente periférico, pero con
retraso y ausencia de componentes centrales
de las respuestas evocadas, no hay pruebas
bioquimicas especificas por eso el estudio
molecular es confirmatorio®. Asimismo con una
incidencia subestimada, es necesario sospechar
el diagndstico y confirmarlo con el estudio
molecular a fin de obtener una incidencia real
y poder brindar un manejo y asesoramiento
adecuado a los pacientes'”.

El oligodendrocito muere por una respuesta
a la proteina no plegada. Una sobredosis
perturba el transporte de la proteina por
lo que se acumula en los endosomas, ©
lisosomas, lo cual lleva a la induccién de
apoptosis. La pérdida de PLP1 resulta en la
formacién de mielina inmadura, ver figura 2.°
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Figura 2. Esquema que muestra la correlacién fenotipo-genotipo, asi como su fisiopatologfa. Adaptado de
Yamamoto T, Shimojima K. Pelizaeus-Merzbacher disease as a chromosomal disorder. Congenit Anom
2013;53:3-8.

La deteccién de la duplicacion se puede La secuenciacion permite la deteccidn en el 25% de
hacer por PCR cuantitativa, MLPA, aCGH, FISH.  los casos. Otros diferenciales a considerar, (Figura 3).
Cromosoma X

ER 1.BUsqueda de duplicaciones PLP1 por MLPA
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p22.2

p22.12 2.Andlisis por FISH en metafases

p21.13 / :

g Negativo Parg busqgeda de translocaciones del cromosoma X
3.Estudio de microarreglos del cromosoma X

pi1a Deteccion de regiones duplicadas

pi1.22
4.Andlisis de FISH- en hebra

a1z Para deteccién de microduplicaciones

q13.22

i \J
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q222 5.Secuenciacion tipo Sanger para busqueda de mutaciones puntuales

q23

s <«———— *Ejemplo de duplicacién de PLP1 por microarreglo de CGH

q26.2

q27.1

q27.3

Figura 3. Imagen que muestra un ejemplo de duplicacién detectada por aCGH, y los estudios moleculares
posibles para la detecciéon de mutaciones en este padecimiento. Modificado de: Yamamoto T, Shimojima K.
Pelizaeus-Merzbacher disease as a chromosomal disorder. Congenit Anom 2013; 53:3-8.
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Diagnésticos diferenciales

El 8% de los sindromes de Pelizaeuz
Merzbacher son causados por mutaciones en
el gen GJC2 quien pertenece a la familia de las
conexinas y codifica para Cx 47, la cual es una

proteina transmembranal con 2 dominios
extracelulares, y 3 dominios intracelulares,
causa la también llamada leucodistrofia

hipomielinizante 2 o SPG44, la cual se hereda
con un patrén autosémico recesivo, afectando
a ambos géneros con la misma frecuencia,
se reportan mutaciones puntuales e indels.
Mutaciones en este mismo gen han sido
reportadas como etioldgicas de linfedema
autosémico dominante .

Los siguientes son padecimientos que se deben
tener en cuenta como diagnosticos diferenciales

v Leucodistrofiahipomielinizantetipo3(HLD3)
con patréon de herencia autosémico recesivo
causada por mutaciones en el gen AIMP1°.

» Leucodistrofia hipomielinizante tipo 4 (HLD4)
tambiénllamada chaperonopatia. Mitocondrial
HSP60 o SPG13 causada por mutaciones en
genes que codifican las proteinas HSP60>'°,

v Leucodistrofia  hipomielinizante tipo 5
(HLD5) también llamada hipomielinizaciony
catarata congénita®.

» Leucodistrofia  hipomielinizante tipo 6
(HLD6) por mutaciones en el gen TUBBA4®.

» Leucodistrofia  hipomielinizante  tipo 7
(HLD7) por mutaciones en el gen POLR3A™.

» Leucodistrofia  hipomielinizante tipo 8
(HLD8) por mutaciones en el gen POLR3B™.

» Sindrome de Allan Herdon Dudley por deficiencia
del trasportador monocarboxilado 8 MCT8
gue se caracteriza por presentar resistencia
a hormonas tiroideas (TSH y T3) retraso
mental ligado al cromosoma X, hipotonia y
atrofia muscular®.

» Leucodistrofia desmielinizante de comienzo
en el adulto con herencia autosémico
dominante por duplicaciones en el gen de
LAMININA B1°.

» Enfermedad de Salla y su forma alélica
conocida como la forma infantil Sialura, una
enfermedad de atesoramiento con patrén
de herencia autosémico recesivo causada
por mutaciones en SLCT7A55,

» Otras formas severas de paraplejia espastica®.

» El nistagmo también ayuda a diferenciar
de otras leucodistrofias (metacromatica,
adrenoleucodistrofia, Krabbe, Canavan).

La resonancia magnética es una herramienta
que permite valorar el grado de mielinizacion,
las imagenes en T2 tienen una alta sensibilidad
para mostrar este proceso'. La ausencia de
cambios mielinizantes en el puente y el cerebelo
de un recién nacido, o ausencia de cambios
relacionados a la mielinizacion en el brazo
posterior de la capsula interna, el esplenio del
cuerpo calloso vy las radiaciones o&pticas en
un nifio de 3 meses de edad debe valorarse
en imagenes de T1 en resonancia magnética
sugieren leucodistrofia. Los hallazgos de imagen
pueden no ser notorios hasta los 2 afios de
edad. La atrofia de los hemisferios cerebrales
se puede observar en casos severos?, todos
los pacientes presentan datos de leucodistrofia
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difusa que se aprecia mejor en FLAIR o0 en T2,
se muestra incremento en la intensidad de la
sustancia blanca en hemisferios cerebrales,
cerebelo y tallo®. La severidad clinica correlaciona
con el grado de atrofia del cuerpo calloso y en la
sustancia blanca con el grado de mielinizacion?.
Lo que muestra mayor correlacién con la
severidad son las hiperintensidades difusas
en T2 de tallo cerebral’®. En algunos casos se
puede utilizar espectroscopia por resonancia
magnética como un patrén distintivo para
diferenciar de otras leucodistrofias como seria
el caso de SPG44 donde se han reportado
niveles de colina, NAA, creatina normales®.

Un estudio reporta la mediciéon de la distancia
entre nlcleos caudadosy el diametro transverso
del craneo, asi como el area del cuerpo calloso
y su correlacién al compromiso funcional,
Los potenciales auditivos evocados de
tallo cerebral son wuna herramienta Util
para diferenciar entre la forma clasica vy
otros padecimientos. Un estudio reporta
que las ondas lll, IV y V estan ausentes en
esta patologia. En un estudio reportan las

pruebas auditivas periféricas normales vy
estudios  auditivos  centrales  anormales,
las emisiones otoacusticas se reportan

normales, indicando funcidon coclear normal®.

Hay una escala estandarizada por 4 neurélogos
de la universidad del estado de Wayne que sirve
para estimar el compromiso funcional en estos
pacientes, haciendo 3 estadios segln el puntaje
0<10 severo, 10 <20 moderado, >20 leve™,

Hasta hoy el tratamiento es sintomatico®, los
trastornos de la formacién y mantenimiento
de la mielina central como la enfermedad de
Pelizaeus-Merzbacher, comparten una falta de

oligodendroglia normalmente mielinogénica
y una escasez de opciones de tratamiento
disponibles. Estos trastornos pueden servir
como pruebas en especial atractivas -principio
para establecer la eficacia clinica de la
terapia basada en células para la reparacion
de la mielina en el cerebro humano®.
Los estudios de ensayos clinicos reportan
seguridad posterior a un afio del trasplante
tanto en la evaluacion clinica y radioldgica
reportando cambios locales y durables en la
resonancia en las regiones trasplantadas’®.

La aproximacion terapéutica combina la
inmunomodulacion y terapia celular.

El papel de la neuroinflamacion en esta
enfermedad se ve reflejado en una
respuesta positiva a los corticoesteroides
desafortunadamente la neuroinflamaciéon se
reconoce Como una caracteristica de todas las
enfermedades neurodegenerativas?'.
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Resumen:

Introducciéon: El gen FMR1 presenta una zona de tripletes CGG cuyo numero es
variable en la poblacién. La mutacion completa de FMR1 resulta generalmente en
la hipermetilacion anormal del gen y la pérdida de su expresion se refleja
clinicamente en el Sindrome de X fragil y los estados intermedios en el expandido
CGG se han relacionado al Sindrome de Temblor / Ataxia relacionado a X Fragil y

a la Falla Ovarica Prematura.

Casos Clincios: Se presentan 3 pacientes, pertenecientes a la misma familia en
quienes se realiz6 la determinacion del expandido CGG de FMR1 y su estado de

metilacidén, asi como una descripcién de los cuadros clinicos que presentaban.

Conclusién: En los pacientes con alteraciones en el expandido CGG de FMR1 las
manifestaciones clinicas parecen representar un espectro continuo que va desde
alteraciones de comportamiento hasta el tipico sindrome de X fragil, por lo que
siempre debera mantenerse un alto indice de sospecha en pacientes con

alteraciones neuropsiquiatricas de etiologia no definida.
Palabras Clave:

FMR1. FMRP. Sindrome de X Fragil. Sindrome de Temblor Ataxia asociado a X

Fragil. Discapacidad Intelectual ligada al X. Expandido CGG. Diagnéstico
Molecular.

Palabras de Cabecera:

Espectro clinico de X Fragil.



Introduccién

El gen FMR1 se identifico en el afio 1991 por clonacion posicional en el locus
FRAXA en el brazo largo del cromosoma X, (Xq27.3 OMIM * 309550) [1, 2]. Esta
compuesto por 17 exones y abarca aproximadamente 18 kilobases (kb) y su
producto transcripcional es un mRNA de 3.9 kb con distintos sitios de splicing. Se
ha sugerido que el pre-mRNA transcripcional del gen puede generar hasta 20

isoformas de mRNA transcripcionalmente activo [3].

La regiéon 5’ no codificante del gen FMR1 presenta una zona de tripletes CGG
cuyo numero es variable en la poblacion. En la poblacibn normal esta variacion
oscila entre 6 y 55 repeticiones, siendo la media de 29-30 repeticiones [4] aunque
esta frecuencia puede variar dependiendo de la poblacion analizada. En México,
el alelo normal de FMR1 mas frecuente es de 32 repetidos CGG, seguido de 30 y
34 repetidos (con un rango de entre 16 y 40 repetidos) [5, 6].

Al respecto, las Guias Practicas del Colegio Americano de Genética Médica,
definen a los alelos de FMR1 como normales normales cuando presentan hasta
40 repeticiones CGG, de 41 - 54 repetidos se consideran en “zona gris” o alelos
intermedios, la premutacién se considera entre 55 y 199 repetidos, mientras que

la mutacion completa es considerada cuando se encuentran 200 o mas repetidos

[7].

La mutacion completa de FMR1 resulta generalmente en la hipermetilacion
anormal de la region CpG del promotor del gen [8] e inhibe su expresion como
consecuencia de su metilacion anormal [9]. Asi, la ausencia de la proteina de
FMR1 (FMRP por sus siglas en inglés) es responsable del sindrome X fragil (FXS
por sus siglas en inglés; OMIM #300624), un trastorno del neurodesarrollo que
ocasiona discapacidad intelectual severa de etiologia hereditaria ligada al
cromosoma X y con fendmeno de anticipacion, la cual es la segunda causa
genética (después del sindrome de Down) y la causa mas frecuente de
discapacidad intelectual hereditaria en varones [4].



Se ha observado que el FXS es ocasionado por niveles de FMRP deficientes o
ausentes debidos al silenciamiento de FMR1: la metilacién del tracto de CGG,
inducida por la mutacién, aparentemente inhibe su funcion, la cual se cree es el
transporte dendritico de mRNAs, la regulacién de la traduccion y la plasticidad

sinaptica [10].

Aunque se considera que los niveles de mRNA de FMR1 y FMRP son normales
en el intervalo de premutacion y por tanto no causan alteraciones [10], se ha
demostrado que los niveles de mRNA de FMR1 en diversos tejidos son dos a
ocho veces superiores a lo normal, a pesar de un nivel normal o ligeramente bajo
de FMRP [11], por lo que se plantea que el exceso de mRNA FMR1 en los
portadores de premutacion ejerce un efecto de ganancia de funcién toxica, lo que
conduce a la desregulacion de varias proteinas, incluyendo Lamina A/C y varias

proteinas de choque térmico o respuesta al estrés [10].

En 2001 el Dr. Randi Hagerman informo6 sobre fenotipos patoldgicos, motores y
cognitivos en sujetos portadores de premutacion en FMR1, como son el sindrome
de insuficiencia ovarica primaria asociada a X fragil (FXPOI) y el sindrome de
Temblor / Ataxia asociado a X fragil (FXTAS), que en conjunto se denominan
Trastornos Asociados a X Fragil (FXAD) [12], generando criterios diagnésticos
especificos para estas entidades [13]. Sin embargo, al momento, existe evidencia
de que los fenotipos asociados a alteraciones en el expandido CGG de FMR1
pueden ser mas extensos, incluyendo una gran gama de manifestaciones, por lo
que se ha llegado a acuiar el término de “Espectro de alteraciones en X
fragil” [14] llegando a considerarse como diagnéstico diferencial en diversas

entidades neurologicas.

Actualmente se propone que la presencia de manifestaciones neurologicas en
sujetos portadores de a alelos largos de FMR1 (en rango de zona gris o
premutacion) puede ser mas diversa a lo antes reportado, incluyendo fenotipos
que se sobreponen con alteraciones psiquiatricas, alteraciones de

comportamiento, neurodesarrollo y neuropatias, entre otros [10, 14, 15].



En la poblacion general, la premutacion en FMR1 se observa en
aproximadamente 1/250 mujeres y 1/800 varones, mientras que la mutacion
completa es mucho menos frecuente (1/2500-4000), estos datos varian de
acuerdo a la poblacion estudiada; por ejemplo, en Espafia, la prevalencia
estimada de portadores de la premutacién es de 1/130 varones y 1/250 mujeres
[9] mientras que en México es desconocida, sin embargo se han observado
diferencias entre la longitud de los alelos normales en poblacién mestiza y e

indigena [6].

Casos Clinicos

A continuacién, se describen tres individuos pertenecientes a la misma familia
(Figura 1) que acudieron a la consulta al Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”, Ciudad de México, y fueron atendidos en
la clinica de Movimientos Anormales y el Departamento de Genética guardando

apego a la legislacion local vigente, asi como a la declaracion de Helsinki.

Para establecer el diagnéstico de certeza en los casos analizados, previo
consentimiento informado y aprobacién por los comités de Investigacion y Bioética
locales, se extrajo DNA leucocitario a partir de sangre periférica por métodos
estandarizados. En los tres casos se determind la longitud del expandido CGG de
FMR1 con el Kit comercial AmplideX© PCR/CE FMR1 y su nivel de metilacién con
el Kit comercial AmplideX© mPCR FMR1 (Asuragen®) respectivamente, de
acuerdo a lo descrito por la literatura y recomendaciones del proveedor [16, 17]
empleando los instrumentos MultiGene™ OptiMax Thermal Cycler (LabNet®,
USA) y Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer [18].

Las caracteristicas clinicas y hallazgos en imagen por resonancia magnética de

encéfalo (MRI) de los pacientes presentados se muestran en la Tabla 1.

La MRI en T2 Flair realizada en 116 y 1lI7 se encontr6 sin alteraciones y en 1115 se



observd atrofia generalizada, sin embargo, en los tres casos el pedunculo

cerebeloso medio se encontré sin alteraciones (Fig 2).

El estudio molecular mostr6é que el paciente |16 era portador de un alelo de FMR1
normal (32 repetidos CGG con un porcentaje de metilacion del 42%) y un alelo en
rango de premutacion (87 repetidos CGG con un porcentaje de metilacion del
78%). El paciente 1115 presenté un unico alelo en rango de mutacién (>200
repetidos CGG y 100% de metilacion), mientras que el paciente IlI7 present6é un
alelo normal (32 repetidos CGG con 12% de metilacion) y un alelo en rango de

mutaciéon completa (>200 repetidos CGG con solo 47% de metilacion) (Figura 3).

Las diferencias observadas entre las longitudes de los alelos en los tres
pacientes, asi como sus diferentes grados de metilacién, deben condicionar
distintos niveles de transcripcion del mRNA de FMR1 y diferentes grados de
expresion de FMRP en los pacientes |I6 y IlI7 que condicionan las evidentes
diferencias fenotipicas; de la misma forma, la mutacién con metilacion completa
en el paciente IlI5 debe condicionar una deficiencia completa de FMRP, lo que

explica su cuadro clinico tipico de FXS.
Discusion

Al comparar los hallazgos fenotipicos en los tres pacientes, asi como su
correlacion genotipica, es claro que, en las alteraciones del expandido CGG de
FMRP, mas que condicionar fenotipos distintos entre si, existe un espectro
continuo desde portadores de premutacidon sanos hasta pacientes con FXS,
incluyendo fenotipos caracterizados por neuropatia, alteraciones de movimientos,

alteraciones psiquiatricas y cognitivas, asi como los clasicamente descritos
(FXTAS tipico y FXPOI) [19].

De esta manera, en pacientes con alteraciones neuropsiquiatricas, con o sin
antecedentes familiares o hallazgos por MRI que orienten a alteraciones en

FMR1, debe mantenerse una alta sospecha como diagnéstico diferencial.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y hallazgos en resonancia magnética de encéfalo (MRI)

Suje
to

116

15

"z

Edad

65
anos

35
anos

40
anos

Clinica

Temblor de intencidbn en hemicuerpo derecho;
temblor de reposo en lengua marcha sin braceo;
bradicinecia; bradilalia, rigidez oromandibular.
Hipoacusia mixta leve. Menopausia 41 afos.

Discapacidad intelectual, facies alargada con
pabellones auriculares prominentes,
macrorquidismo, movimientos coreoatetésicos.

Bajo rendimiento escolar (Cl limitrofe); Facies
alargada, hipotonia generalizada con inestabilidad a
la marcha, Neuropatia sensitiva para via
propioceptiva de predominio derecho. Biopsia
muscular con cambios miopaticos inespecificos.

MRI

Normal

Atrofia
generalizada.

Normal
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Abstract:

Introduction: Fragile X associated tremor / ataxia syndrome (FXTAS) is a poorly recognized neurode-
generative disease, usually present in males above 50 years, caused by the premutation of the CGG
repeats in FMR1 gene, also responsible for the premature ovarian failure, one of the most common
causes of infertility in females, and X fragile syndrome, the most common cause of inherited intellec-
tual disability in male. FXTAS comprise approximately 5% of ataxia of unknown etiology. Currently, the
suspicion is based on clinical and radiological criteria, however, the constant expansion of its spectrum
makes its diagnosis challenging, losing the opportunity to diagnose affected patients and preventing
oportune genetic counseling, which includes information about the possibility of affected children with
intellectual disabilitie due to expanssion of CGG repeats from premutation to a full mutation range of
FMR1. Therefore, it is necessary to review the accuracy of the FXTAS diagnostic criteria as a basis to
improve them. Methods: A population with tremor / ataxia was studied. The length of the CGG repeats
of FMR1 was determined by TP-PCR, determining the cases that corresponded to FXTAS and those
of unknown etiology. The sensitivity and specificity of the clinical criteria of FXTAS was evaluated. Re-
sults/Discussion: Frequency of FXTAS in our population was higher than rexpected. The clinical cri-
teria showed low sensitivity and specificity, which translates into a limited utility, highlighting the need
for epidemiological studies aimed at defining the major clinical manifestations to develop a novel ap-

proach for clinical diagnostic of FXTAS and its associated phenotypes.



Introduction

The FMR1 gene is located at the FRAXA site on the long arm of chromosome X, at the Xg27.3
locus, it is composed of 17 exons and covers approximately 18 kilobases (kb). The 5'UTR region of
FMR1 presents a zone of CGG microsatellites that can be interrupted by AGG triplets. In the general
population, its length has an average of 29-30 repetitions with two to three interruptions AGG?'. The
Practical Guides of the American College of Medical Genetics define normal FMR1 alleles when they
present up to 40 CGG repeats, 41 - 54 repeats are considered in gray zone or intermediate alleles
(GZ); premutation is identified between 55 and 199 repeats (PM); and full mutation (FM), when 200 or
more repetitions are found2. The relationship between the complete state of mutation in FMR1 and
Fragile X Syndrome (FXS) has been known since the early 1990s3; it is also responsible for premature
ovarian failure (POF) and recent reports have present patients with other late-onset neurodegenerati-

ve symptoms# 5.

In 2001, Hagerman et al. reported tremor and cognitive phenotype in healthy PM carriers of
FMR1, relatives of subjects with XFS¢é. 7. Those phenotypes are currently known as fragile X-linked
tremor / ataxia syndrome (FXTAS OMIM # 300623), and are described as intention tremor and cere-
bellar ataxia in men older than 50 years,.In addition, there are isolated reports of individuals with addi-
tionally neurological and psychiatric feaures, males and females, carriers to GZ, PM or not methylated
FM alleles of FMR12.

Clinical and imaging criteria by magnetic resonance imaging (MRI) findings were developed to
aid the clinical diagnosis of FXTAS (Table 1)8 9. However, several additional manifestations have been
described, such as the presence of neuropathy'9, other abnormal movements such as dystonia' and
less severe symptoms?2 which were not considered initially. Conseuently, a broader spectrum of phe-
notypes associated with the expansion in FMR1 have been described, and the pathophysiology of the
disease is now better understood, nevertheless the clinical criteria described is insufficient for a com-

prehensive diagnosis of this syndrome13.

Various reports have pointed out the importance of reviewing and expanding the clinical and
radiological criteria to allow a better identification of FXTAS cases, and their implications in offspring

(POF and FXS)'4.15. A reviewed evaluation of current diagnostic criteria appears necessary.

In individuals with tremor / ataxia the prevalence of altered alleles (GZ, PM or FM) in FMR1

varies from 0-4%, but increases (up to 5%) when the most frequent causes of hereditary ataxia



(SCA2, SCAS and Friedreich's Ataxia) have been ruled out'é. Ataxia, along with kinetic or intention

tremor, are frequent symptoms in subjects with FXTAS17.

At the National Institute of Neurology and Neurosurgery (NINN), a tertiary referral centerin Me-
xico City, over 1400 patients with tremor / ataxia have been detected in the last two decades. In about
60% of the cases (560 patients) a definitive diagnosis has not been established; extrapolating from

other series reports, up to 5% of them could correspond to FXTAS cases’s.

The objective of the present study was to determine the proportion of FXTAS cases by molecu-
lar analysis of FMR1 in a sample of Mexican patients diagnosed with tremor / ataxia of unknown etio-
logy, and assess the proposed diagnostic criteria in terms of sensitivity, specificity and diagnostic ac-

curacy.

Methods

The present study was approved by Research Ethics Committee, all patients signed the infor-
med consent to participate in the study®. 20, An observational, cross-sectional, comparative study of
cases was performed using the record and DNA samples of patients seen in the Departments of Ge-

netics and the Movement Disorders Clinic of the NINN.

Patients with tremor / ataxia whose symptoms began after the age of 30 were included. In ad-
dition, the most frequent causes of hereditary ataxia in Mexico (SCA 2, 3, 7 and Friedreich's ataxia)
were previously ruled out in all cases?!. We excluded patients with chorea and dementia (suggestive
of SCA 17), as well as those with seizures (frequent in SCA 10). Patients in whom sufficient genetic
material could not be obtained, had diagnosis other than FXTAS, or who didn’t gave written informed

consent were also excluded.

The following variables were included in the analysis: socio-demographic characteristics (age
at diagnosis, current age, gender and socioeconomic level); clinical features of interest (intention tre-
mor, ataxia, parkinsonism, moderate or severe cognitive impairment and deficit in executive functions).
MRI findings associated with FXTAS (white matter lesions of the middle cerebellar peduncles, scatte-
red white matter lesions and moderate to severe generalized atrophy) were also collected. Data from

the, neuropsychiatry, neuroimaging and neurogenetics evalautions were recorded.

The DNA was obtained by standard methods from a peripheral blood sample. Allelic discrimi-



nation was performed by fragment methodology by TP-PCR with the commercial kit AmplideX® PCR /
CE FMR1 according to the supplier's specifications (PC-0164ENv6). Samples from patients were
classificated into the expanded alleles of FMR1- 40 or more Repeated CGG - (FXTAS Group) and

those with normal length alleles (Non FXTS Group)22 23

Statistical analysis

Tests used: We used as non parametric tests the Fisher's Exact Test for categorical variables
and the Mann—-Whitney U test for continuous variables, to contrast FXTAS and non-FXTAS groups.
The molecular study of FMR1 was used as "gold standard" to evaluate diagnostic accuracy, sensitivity
and specificity of the diagnostic criteria using Wilson's point method. ROC curve (receiver operating
characteristic) was plotted to determine the area under the curve (AUC). Statistical significance was
set at <0.05.

Results

The study included 106 patients, mean age was 58 years (S.D. = 10.07, range 39-78 years).

The mean age at symptom onset was 46 years (S.D. = 8.70, range 30 - 67 years); 49% (n = 52) were

men and 51% (n = 54) women. A total of 160 alleles of FMR1 were analyzed.

From the 160 alleles, 149 were found within the normal range with a mean extension of 29
CGG repeats (S.D. = 3, range 19 - 39) of which, 39% had 29 repeats CGG (n = 58), 34% of 30 re-
peats (n = 51); the remaining 27% (n = 35) were found in a range of 19 to 39 CGG repeats with low
frequencies (0.9 - 8.5%). Regarding its length, 90% (n = 95) of the patients carried alleles within nor-
mal range and 10% (n = 11) had expansion, distributed as follows: 27% (n = 3 from all patients with
expansion) had one allele in the range of GZ, 64% (n = 7 form all patients with expansion) in the range
of PM and one patient with FXTAS (9%) carrying an allele with a complete mutation. In consequence,
the two groups were: FXTAS patients (n = 11) and non FXTAS patients (n = 95). Between both groups
no statistical differences were found regarding age of onset, current age and tender (p> 0.05), where-

as high socioeconomic level was more frequent in the group of FXTAS patients (p = 0.008) (Table 2).

Cognitive impairment occurred more frequently in patients with FXTAS (p <0.05), while the

other clinical and imaging findings showed no differences between groups (Table 3).

Finally, patients were regrouped according to clinical criteria in: molecular screening required
(cases with possible, probable and definitive diagnosis of FXTAS), considered likely to have abnormal

FMR1 allele, and those that would not require molecular study (unlikely cases of FXTAS). Sensitivity,



specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV) and diagnostic accuracy
(AD) using the molecular diagnosis (expansion of FMR1> 40 repetitions CGG) as gold standard were
calculated. The results obtained showed that the diagnostic accuracy of the criteria was low, according
sensitivity, specificity and the area under the curve were non-reliable either for diagnostic suspicion or
for definitive diagnosis of FXTAS in sample evaluated (Table 4, Figure 1).

Discussion

The aim of the present study was to determine the proportion of FXTAS cases by molecular
analysis of FMR1 in a sample of Mexican patients and to assess the accuracy of the diagnostic criteria
for FXTAS 8 9.24, |t was noted that the proportion of patients with FXTAS, corroborated by molecular
study, surpassed the expected 5% according to previous reports 16.17.25_ This could be partly attributed
to the study design; as only cases in whom common causes of ataxia were ruled out, that had spora-
dic inheritance pattern or were suggestive of inheritance linked to the chromosome X, and a late onset
(onset of symptoms after 30 years of age) were included. These criteria was used in order to decrease
the possibility of including autosomal dominant or autosomal recessive cases. In addition, he NINN is
a national reference center for adult movement disorders (referral bias). On the other hand, the num-
ber of cases obtained could also be interpreted as indicator that FXTAS is not a rare pathology, parti-
cularly in specialized neurological centers where it should be included as differential diagnosis in pa-
tients with abnormal movements, specifically in patients with ataxia, in whom it seems to be under-

diagnosed.

Another interesting observation is that the proportion of male and female patients with FXTAS
was close to 50%, in contrast to that reported in the literature, which classically describes that up to
40% of male carriers of altered alleles of FMR1 present symptoms in comparison to 8-16% of women
12,24,26 Although our population of patients diagnosed with FXTAS is relatively small, our findings sug-
gest that the clinical picture could be defined as a spectrum, where at one extreme are severe cases,
represented by the clinical picture of XFS and autism, through moderate forms, represented by FX-
TAS, ataxia, parkinsonism and executive alterations to the other extreme where there are isolated mild
manifestations. This cases may go unnoticed or present lack of penetrance 2729, These observations
on the frequency and distribution of FXTAS should not be interpreted as population indicators, since
the present study was conducted in a simple of patients from a reference center and does not directly
reflect the scope of the pathology in our country.

As hypothesized, the current clinical criteria for diagnosis of FXTAS 8.9.24 had a very low sensi-



tivity and specificity in our sample; suggesting a limited utility for diagnosis or for screening purposes

for further molecular studies.

The high heterogeneity of clinical characteristics in patients with alterations of FMR1 was an
important limitation to the study, and could be explained by an increase in methylation of the gene in
the presence of expanded CGG, decreasing the normal transcription of the gene and therefore the
function of FMRP. However, it may also deregulate it, causing RAN transcription as well as production
of dysfunctional proteins that lead to intracytoplasmic aggregates and sequestration of associated pro-
teins30. 31, Thus, it would be expected that the clinical picture will not be defined only by the length of
the repeated CGG of FMR1, but also by its levels of methylation, as well as by the mosaicisms asso-
ciated with this type of mutation, the presence of antisense transcripts with posible toxic function 32. 33,

the kidnapping of other functional proteins, and by the possible involvement of modifier genes 34. 35,

The diverse clinical characteristics described in patients with alterations in FMR1, besides of
the typical image of FXS or FXTAS, such as the presence of dystonia, behavioral and neuropathic al-
terations make it necessary to design specific clinical and epidemiological studies to integrate the
spectrum of this pathology, improve its index of clinic suspicion, have a timely diagnosis, encourage
interventions such as genetic counseling and avoid limiting FXTAS to a determined clinical picture,

expanding its phenotype to a broad clinical spectrum 29. 36-38,

Our study had limitations. Despite the fact that the number of patients with FXTAS exceeded
our expectations, not enough were found to denote a common pattern, due to the multiple manifesta-
tions of this syndrome. In addition, the design of the present study was not adequate to stablish the

prevalence of each symptom and to determine the incidence of the disease in our population.

Our results indicate that patients with FXTAS are not properly diagnosed, or are underdiagno-
sed with the actual clinic criteria, so it is necessary to conduct clinical and epidemiological studies to

improve diagnostic criteria.



Table 1. Diagnostic criteria of FXTAS

Evaluation Class Criteria
Intent tremor
Major
Gait ataxia
Parkinsonism
Clinical
Neuropathy
Minor
Alterations in executive functions
Moderate to severe deficit in short-term memory
Lesions in medial cerebellar peduncle and / or
brainstem
Major
Lesions of white substance in the splenium of
Radiological corpus callosum
Lesions in cerebral white matter
Minor
Moderate to severe generalized cerebral atrophy
Diagnostic category
a) A mayor clinical criterion + A mayor radiological criterion
- b) A mayor clinical criterion + presence of inclusions
Definitive (D) neuronal and astrocytic in the post mortem-examination of brain
tissue
(a) A major radiological criterion + a minor clinical criterion
Probable (Pr) (b) Two major clinical criteria
Possible (Po) A major clinical criterion + a minor radiological criterion
Absence of the criteria to name the case as definitive, probable or
Improbable (Ip)

possible



Table 2. Comparison of sociodemographic characteristics between FXTAS and non-FRXT

patients
FXTAS Group Non FXTAS
(n=11) Group (n =95) p
% (n) % (n)
Male 45.5% (5) 49.5% (47)
Gender >1.00*
Female 54.5% (6) 50.5% (48)
Low 9.1% (1) 20% (19)
Socioeconomic Médium 36.4% (4) 66.3% (63) 0.004*
level
High 54.5% (6) 13.7% (13)
Mean (S.D.) Mean (S.D.)
Onset of ataxia ~ 47.00 yr (10.9) 46.18 yr (8.45) >(.756%*
Age
Current 53.73 yr (10.27)  58.68 yr (9.93) >(.222%%*

*Fisher's Exact Test
**Mann—-Whitney U test
S.D. Standard Deviation.



Table 3. Findings in the sample of patients with tremor / ataxia and alteration in FMR1 respect to

the diagnostic criteria.

Grupo
FXTAS No FXTAS
Evaluation Class Criteria (n=11) (n=95) p*
% (n) % (n)
Intent tremor 36.4% (4) 20% (19) 0.190
Major
Gait ataxia 100% (11) 100% (95) 1
Parkinsonism 36.4% (4) 28.4% (27) 0.407
Clinical Neuropathy 45.5% (5) 26.3% (25) 0.163
Minor Alterations ip executive 36.4% (4) 7.4% (7) 0.015
functions
Moderate to severe
deficit in short-term 0% 0 4.2% (4) 0.641
memory
Lesions in cerebellar
peduncle medium and/  9.1% (1) 0% 0 0.104
or brainstem
Major Lesions of the white
substance in the o .
splenium of the corpus 0%0 0%0 I
Radiological callosum
Lesions in cerebral
0 0
white matter 18.2% (2) 8.4% (8) 0.277
Minor Moderate to severe
generalized cerebral 45.5% (5) 42.1% (40)  0.538

atrophy

* Fisher's Exact Test

1 No statistical test was calculated since it is a constant



Table 4. Evaluation of the FXTAS Diagnostic Criteria as an indication for molecular

screening test of FMRI *.

Molecular diagnosis of FMR1

Diagnostic Test Evaluation

(Wilson points)
. . Sensitivity 36.36%
Posit Negat
ositive ceatve 95% CI  (S.D. 15.17-64.62)
Specificity 43.16%
0 0
% n(dh) % n@®5) 95%CI  (C.L 33.66-53.19)
PPV 6.897%
- 95% CI (C.I 2.714-16.43)
Requires 56400 4 568% 54
screening NPV 85.42%
95% CI (C.I. 72.83-92.75)
Does not
: DA 42.45%
require  63.6% 7 432% 41 05%Cl  (C.L3347-51.96)
0 Jd. . - .

screening

PPV: Positive Predictive Value; NPV: Negative Predictive Value; DP: Diagnostic accuracy
Requires screening: Patients with a clinical diagnosis of Definitive, Probable and Possible

FXTAS.

Does not require screening: Does not meet diagnostic criteria of FXTAS

*p=0.069 (Fisher's exact test)
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Figure 1. ROC curve (blue) of the FXTAS Diagnostic Criteria applied as a criterion for molecular
screening and findings by molecular study of FMR1.

Area under the curve = 0.534 Deviation = 0.091 I.C 95%. 0.355 - 0.731) p = 0.713
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