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Acrénimo Definicion

_

“Composite cerebellar functional severity score (w: con test de escritura)”

DRPLA Atrofia dentorubropalidolusiana
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FAIS “Friedreich’s ataxia impact scale”
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SCAFI “Spinocerebellar ataxia composite index”




INTRODUCCION

Objetivo. Describimos las caracteristicas clinica y genéticas de una ataxia
cerebelosa (SCA) con alteracion precoz de los movimientos oculares verticales
ligada a un nuevo locus.

Métodos. Se han investigado 83 sujetos pertenecientes a dos familias
originarias de una pequefia poblacion en la provincia de Huelva y se ha
efectuado seguimiento clinico durante 10 afios. Se han detectado 15 enfermos
vivos al inicio del estudio, uno de ellos no pudo ser examinado pero su muestra
de ADN pudo ser incorporada al estudio y su estado clinico de enfermo fue
confirmado por dos fuentes independientes. En los otros 14 enfermos se ha
realizado examen neurolégico completo y se ha utilizado la escala SARA para
cuantificacion de su ataxia en 13 de ellos, ya que un sujeto fallecié antes de la
publicacion de la escala. En dos enfermos, identificados al inicio de los
sintomas, se ha efectuado un seguimiento clinico pormenorizado que ha
incluido analitica completa (AG), electrocardiograma (ECG), ecocardiograma,
audiometria, neurografia, electromiografia, resonancia magnética (RM)
encefalica, potenciales evocados auditivos, visuales y somestésicos, registro
oculo-grafico (ROG) y estimulacion magnética transcortical (EMT). Se han
estudiado con RM y ROG un total de 14 individuos asintomaticos en riesgo
pertenecientes a ambas familias del total de los 32 sujetos asintomaticos en
riesgo participantes en el proyecto. El conjunto de hallazgos en ROG se ha
comparado con los obtenidos en 18 controles sanos y 6 enfermos con otras
SCAs genéticamente definidas con menos de cinco afios de evolucion clinica.
Se han obtenido 56 muestras de sangre periférica. Se han descartado las
mutaciones mas comunes en nuestro medio para las SCAs dominantes. Doce
individuos fueron incluidos en los estudios de ligamiento iniciales que
posteriormente se ampliaron a la totalidad de las muestras.

Hipotesis. La entidad descrita constituye una nueva forma de SCA autosdémica
dominante con un comportamiento clinico de ataxia cerebelosa pura ligada a
un nuevo locus. Todos los enfermos presentan alteraciones de los movimientos

oculares en ambos ejes pero en las etapas iniciales estan limitadas al eje



vertical. Estas anomalias pueden ser un signo precoz o predominante en

algunos sujetos con esta SCA.



CUERPO DE TESIS

CAPITULO 1. ANTECEDENTES.

Las ataxias espinocerebelosas o SCAs, también llamadas ataxias autosémicas
dominantes, son un grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizan
fundamentalmente por la presencia de una ataxia cerebelosa progresiva. El
cuadro clinico puede asociar una constelacién de sintomas o signos como
oftalmoplegia, demencia, retinopatia, polineuropatia, signos piramidales y
extrapiramidales, todos ellos indicativos de la participacién de diferentes

estructuras del sistema nervioso central o periférico " 2.

Las SCAS se consideran enfermedades poco frecuentes ya que presentan una
prevalencia inferior al 5 por 10.000 habitantes en la poblacién europea
(regulacién Comunidad Europea n°® 141/2000 °) y la distribucién de cada

subtipo es variable entre los diferentes paises *(Figura1).

Figura 1. Distribucion de los diferentes tipos de SCA.
(Lancet Neurol 2004;. 3(5): 291-304).
Reproducido con permiso de Elsevier Limited. Copyright 2004.



Asi, SCA12 es poco comun excepto en la India y SCA10 se ha descrito
exclusivamente en Latinoamérica. Adicionalmente, algunos subtipos pueden
llegar a ser muy comunes en algunas areas geograficas > ® como ocurre con la
SCA2 en Holguin, Cuba " donde se aprecia un efecto fundador, o la SCA3,
también conocida como enfermedad de Machado-Joseph, en la mas cercana

Portugal &.

Inicialmente estas enfermedades se clasificaron desde el punto de vista
nosoldgico en dos grandes categorias, la degeneracidn espinocerebelosa y la
atrofia olivopontocerebelosa. Posteriormente, la Dra. Harding, introduce una
clasificacién clinica de las ataxias hereditarias ? de forma que designa como
tipo | las ataxias dominantes con manifestaciones piramidales,
extrapiramidales, amiotrofia 0 demencia, denomina tipo Il a aquellas que
asocian degeneracion retiniana y finalmente reserva la designacion de tipo |l
para las formas consideradas cerebelosas puras. A su vez incorpora el término

IDCA para referirse a las ataxias esporadicas del adulto.

En la actualidad, sin embargo, la clasificacién clinica ha sido reemplazada por
la clasificacion en base al genotipo, ésta ultima en continua expansion, y los
diferentes subtipos se han denominado secuencialmente segun la cronologia
de su descripcidn. Entre las ataxias cerebelosas autésomicas dominantes se
incluyen pues seis formas de ataxia episédica, una forma clinica compleja
como es la atrofia dentatorubropalidolusiana y un total de 36 subtipos de SCA.
Se excluyen de esta clasificacion otras enfermedades autosdémicas dominantes
poco frecuentes como las paraparesias espasticas hereditarias, la neuropatia
sensitivo-motora con ataxia o la leucodistrofia de inicio en el adulto que también
pueden debutar con ataxia pero cuyo cuadro clinico estd dominado por otros

sintomas y signos.

La primera mutacién asociada a estas enfermedades se describidé en 1993 para

la SCA1 ° y desde entonces se ha identificado el gen implicado en 26 de ellas y

el locus asociado en otras nueve %%,



El tipo de mutaciones descrito es heterogéneo. Se han reportado expansiones
CAG codificadoras de poliglutamina en SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7,
SCA17 y DRPLA, expansiones no codificadoras de tripletes y pentanucleétidos
(CTG, ATTCT, CAG y TGGAA) en SCA8, SCA10, SCA12, SCA31 y SCA36 y
mutaciones “missense”, en el marco de lectura, o deleciones, en los diferentes
genes identificados como el de la beta-espectrina en SCAS, la tubulin quinasa
en SCA11, el canal de potasio dependiente de voltaje KCNC3 en SCA13, la
protein quinasa c gamma en SCA14, el receptor del inositol trifosfato en SCA15
y SCA16, el regulador del desarrollo relacionado con el interferon 1 en SCA18,
la prodinorfina en SCA 23, el gen del factor de crecimiento de fibroblastos 14
en SCA 27, un gen de la familia de ATPasa para SCA28, la transglutaminasa
TGM6 en SCA35 y asi sucesivamente hasta completar la lista conocida en la
actualidad (Figura 2, reproducida con permiso de Corral-Juan °' y Anexo 1,
Tabla 1 %),

Figura 2. Distribucion de las mutaciones descritas en los diferentes subtipos de SCAs.
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En la mayoria de pacientes la clinica se inicia en la edad media, entre los 30 y
los 40 anos, aunque se han descrito pacientes de inicio en la infancia,
especialmente en SCA2 y SCA7, o de debut tardio, superados los 60 afios,

como ocurre en SCAG6. La enfermedad suele comenzar con alteracion del
10



equilibrio y dismetria de las extremidades, disartria, temblor postural y de
accién, acompanados de nistagmo u otras anomalias de los movimientos
oculares, como alteraciones de la persecucién o de los movimientos sacadicos.
Posteriormente, a lo largo de los afos, el desarrollo de una ataxia cerebelosa
progresiva conlleva la aparicion de caidas y, en los casos mas graves, la
necesidad de soportes externos para la deambulacién y silla de ruedas para los
desplazamientos. Sin embargo, las manifestaciones clinicas de las SCAs son
variables entre los diferentes subtipos descritos, incluso dentro de la misma
enfermedad o entre los diferentes miembros de la misma familia. En algunos
subtipos, como en SCA2, |a variabilidad fenotipica se ha explicado
parcialmente por la presencia de polimorfismos en el gen de la glutation-S-
transferasa omega 2 > mientras que algunos rasgos caracteristicos de la
enfermedad, como la marcada alteracion de la velocidad de los movimientos
sacadicos, se ha relacionado con el tamafio de la expansion poliglutaminica,

que es el defecto genético subyacente 3.

El fenotipo de “ataxia plus” o tipo | de Harding es el mas prevalente entre todas
las SCAs. Algunos sintomas o signos clinicos especificos, cuando aparecen,
pueden contribuir al diagndstico diferencial y sugerir el subtipo de SCA
causante de la ataxia. Asi, como hemos comentado con anterioridad, la
ralentizacion de los movimientos sacadicos horizontales es comin en SCA2, la
oftalmoparesia y las fasciculaciones faciales y linguales apuntan a SCAS3, la
retinopatia a SCA7, las crisis epilépticas a SCA10, el retraso mental a SCA13,
el mioclono axial precoz a SCA14, la neuropatia sensitiva a SCA4, SCA18 y
SCAZ25, la corea y la demencia a SCA17, la disfonia y la calcificacion precoz
del nucleo dentado a SCA20 y finalmente los signos de enfermedad de
neurona motora son sugestivos de SCA36. Teniendo en consideracién estos
rasgos clinicos, el diagndstico genético de las SCAs puede orientarse en
ocasiones de una forma eficiente, especialmente en familias con muchos
sujetos enfermos. Adicionalmente, las medidas cuantitativas de la funcion
neuroldgica, y entre ellas, el registro de los movimientos oculares, pueden

contribuir a definir mejor clinicamente las diferentes SCAs y ante la continua y

11



creciente descripcidon de defectos genéticos asociados a estas entidades,

orientar y limitar la investigacion genética en la practica clinica habitual ** °°.

En muchas ocasiones, sin embargo, la fenomenologia clinica no permite
orientar definitivamente los estudios genéticos. El paradigma que ejemplifica
esta situacion es el llamado fenotipo “puro” o tipo Ill, segun la clasificacion de la
Dra. Harding 2. Si bien este fenotipo se asoci6 inicialmente a expansiones
patolégicas de CAG en SCAB, posteriormente fue descrito en otros subtipos,
especialmente SCA5 *°, SCA11 ", SCA14 '"%® SCA15 °°, SCA16 **y SCA26
%8 SCA30 *y SCA31 .

Por lo tanto y teniendo en cuenta estas reflexiones, el estudio genético de las
SCAs debe basarse en un algoritmo que tenga en consideracion tanto el
conocimiento disponible sobre la prevalencia de los distintos subtipos de SCA
en la poblacién de origen del paciente como su fenotipo y sus asociaciones

genotipicas (Figura 3).
Figura 3. Prevalencia de los diferentes subtipos de

Sin embargo, incluso en estas SCA en nuestro medio. Cortesia del Dr. V. Volpini,
CDGM, IDIBELL, Hospitalet del Llobregat,

condiciones, un 30-50% 61,62 4e las Barcelona.*SCA12 se investiga pero no se ha
detectado ningun caso.

familias son genéticamente distintas

a los subtipos conocidos indicando aun mayor

heterogeneidad genética. u SCA1
mSCA2
m5SCA3
Las SCAs son enfermedades lentamente SCAS
. SCAT
progresivas y por ello se han desarrollado mSCAD
diversas escalas utiles tanto para cuantificar el SCA1Z
. = SCA17
efecto de la enfermedad en un paciente en CRBLA
particular como para establecer la historia natural

de la misma. Se han desarrollado escalas semicuantitativas como ICARS,
SARA, MICARS y BARS centradas en la ataxia; escalas semicuantitativas que
recogen signos ataxicos y no ataxicos como UMSARS, FARS, NESSCA,;
escalas semicuantitativas destinadas exclusivamente a los signos no ataxicos
como INAS; escalas cuantitativas como CATSYS 2000, AFCS, CCFS, CCFSw

y SCAFI y finalmente escalas autoadministradas como la FAIS (en el listado de
12



abreviaturas se definen los acronimos). No existe evidencia de la supremacia
de una escala sobre el resto pero ICARS (“International Cooperative Ataxia
Rating Scale”) y SARA (“Scale for the Assessment and Rating of Ataxia®) son
las dos escalas mejor estudiadas y validadas y son consideradas buenos
instrumentos de medida por cuanto incluyen subapartados especificos para la
evaluacion de la marcha. Este dato es relevante ya que la ataxia de la marcha
es habitualmente el signo mas invalidante para los pacientes, especialmente en
las llamadas formas puras, y su empeoramiento se traduce en un cambio
relevante en la autonomia para el cuidado personal y las actividades de la vida

cotidiana .

La escala ICARS ha sido la mas extensamente utilizada y presenta una buena
reproducibilidad y validez ®* pero presenta problemas de interdependencia

entre algunos de sus items °°.

La escala SARA, publicada en el afio 2006 ®°, aporta algunas ventajas respecto
a ICARS: no presenta redundancia y es mucho mas facil y rapida de
administrar, presentando buena validez, consistencia interna y reproducibilidad.
La escala otorga una puntuacion entre 0 y 40, representando 0 la ausencia de
ataxia y 40 el grado mas grave de la misma. De forma especifica parece ser
que SARA progresa mas rapidamente en SCA1 (2,18 £ 0,17) que en SCA 3
(1,61+0,12) y SCA2 (1,40+0,11) " y SCAB presenta una progresion aiin mas
lenta y no lineal. SARA pues se postula como una escala util para la
cuantificacion de la progresion de la enfermedad en estudios de historia
natural. Se desconoce sin embargo cual es el cambio minimo en SARA o en
cualquier otra escala para ataxias que traduce una diferencia clinica relevante
siendo éste un dato imprescindible en el disefio de ensayos clinicos

terapéuticos.

13



En referencia al sustrato patolégico de estas
enfermedades hay que destacar que los hallazgos

son variables y los estudios neuroanatémicos son

recientes y escasos (revisado por Taroni 68 y

Fratkin®®). - G\

La ataxia es el signo clinico mas prominente y va , .
Figura 4. Dibujo de las

asociado a: a) La degeneracion de las células de células de Purkinje (A) y
de las células granulares
Purkinje (células ilustradas en las figuras 4 y 5) (B) en el cerebelo de

paloma por S. Ramén y

ue se acompana de hiperplasia e hipertrofiade la  ¢@al 7899.
q P perp P Legado Cajal, Instituto

glia de Bergmann y b) La gliosis de los nucleos Cajal, CSIC, Madrid.
Reproducido con
grises del cerebelo "° como resultado de la pérdida ~ Permiso.
de las terminales de las células de Purkinje y de la
propia pérdida neuronal in situ. Sin embargo, muy
pocas mutaciones asocian un sindrome
cerebeloso puro con exclusiva degeneracion del
cortex cerebeloso.

En realidad, actualmente la mayoria de las SCAs

se consideran enfermedades multisistémicas que

Figura 5. Micrografia
confocal de cerebelo de
ratén con fluorescencia
verde marcando un
promotor especifico de la
célula de Purkinje.

The Gene Expression
Nervous System Project,
NINDS.

asocian una gran variabilidad clinica y

neuropatoldgica.

El hallazgo anatomo-patoldgico mas frecuente en
el conjunto de las SCAs es la atrofia
olivopontocerebelosa si bien podemos encontrar patrones especificos segun el
subtipo de SCA 8 Es importante remarcar que los hallazgos son variables para

un mismo tipo de ataxia e incluso entre sujetos de la misma familia.

Los subtipos mas ampliamente estudiados son los mas comunes y conocidos:
SCA1, SCA2, SCA3, SCAB, SCA7 y DRPLA %, En SCA1 y SCA2 se observa
una extensa pérdida de células de Purkinje y granulares con degeneracion
asociada de los nucleos de la protuberancia, las olivas inferiores, el asta

anterior medular y la columna de Clark. La sustancia negra se encuentra
14



lesionada en SCA2 pero no en SCA1, lo que explicaria la falta de signos
parkinsonianos en los pacientes con SCA1, presentes en SCA2. La lesion
llamativa de multiples nucleos pontinos incluidos los 6culo-motores y la pérdida
neuronal de las raices dorsales explicaria las anomalias oculares y la pérdida
precoz de reflejos musculares profundos con polineuropatia asociada a SCA2.
En SCAZ3, por el contrario, los hallazgos patolégicos predominan en los nucleos
de la columna de Clarke, nucleos vestibulares y nucleos de la protuberancia,
con una relativa preservacion de las células de Purkinje y las olivas inferiores.
En estos pacientes la ataxia se considera mas relacionada con el deterioro de

los sistemas eferentes y aferente cerebelosos que con la pérdida de células de

Purkinje.

En SCAG6 (Figura 6) encontraremos una ; E.E.'Fif- .g
deplecion importante de células de M. mY. .Aﬁ ..
Purkinje, células granulares y de neuronas . r..a-‘-'-- e

del nucleo dentado pero el tronco del ' *-h “.‘ ;.
encéfalo y la médula espinal aparecen Jae- * .
generalmente respetados, hallazgos que ' 'L " "* h *

por lo general se relacionan con el fenotipo Figura 6P

células de Purkinje en SCAG6 en
corte de cerebelo tenido con H&E.
Obsérvese el nucleo deforme de la
célula de Purkinje (flecha roja).
Cortesia de Brian E. Moore, MD,
Springfield, lllinois.

puro o ADCA lll de la Dra. Harding que se
asocia a este subtipo de ataxia. Sin
embargo, hay descripciones mas recientes
que apuntan a que la extension de las
anomalias anatomo-patoldgicas mas alla del cerebelo incluso en este subtipo
clasicamente considerado “puro”. Asi, se ha observado pérdida neuronal en
pacientes con SCAG6 en la capa V de células piramidales de Betz de la corteza
motora primaria, en la capa pre-alpha de las regiones entorrinal y
transentorrinal, en algunas regiones del tronco del encéfalo, como la sustancia
negra, el nucleo rojo, el nucleo del motor ocular comun o tercer par craneal, los
nucleos vestibulares, el nucleo del motor ocular externo o sexto par craneal,
algunos nucleos auditivos (lemnisco lateral y oliva superior) y un conjunto de
nucleos relacionados con el proceso de la deglucion (nucleos trigeminal

mesencefalico, motor y espinal, reticular, facial, solitario, hipogloso y ambiguo).
15



En un paciente incluso se ha descrito pérdida neuronal en el nucleo sensitivo
ventroposterolateral del tdlamo y en los nucleos visuales del pulvinar ”'. Todos
los pacientes de SCAG con estas extensas anomalias presentaban unos
hemisferios y un tronco del encéfalo macroscépicamente normales. SCA7 se
caracteriza porque ademas de los hallazgos en células de Purkinje y las olivas
inferiores, el proceso se extiende a un gran numero de nucleos en el tronco del
encéfalo y a las células ganglionares de la retina, el tracto éptico, el talamo y la
corteza visual, en relacion con la marcada pérdida visual de estos pacientes. La
pérdida neuronal mesencefalica afecta principalmente a los nucleos intersticial
de Cajal, el 6culo-motor, el de Edinger-Westphal, y el intersticial rostral del
fasciculo longitudinal medial. En la protuberancia, los nucleos del rafe,
vestibulares, reticulo-tegmental y el nucleo del lemnisco lateral son los mas
gravemente dafados mientras que el nucleo vestibular espinal y el lateral
reticular son los mas afectados en el bulbo. Las areas talamicas reticular,
mediodorsal, ventral-anterior, ventral-lateral, el fasciculo talamico y el nucleo
subtalamico también presentan una clara pérdida neuronal, pero en contraste
con SCABG, el nucleo ventroposterolateral y el pulvinar se encuentran
relativamente preservados. Por ultimo, también se ha observado pérdida
neuronal en SCA7 en el cortex motor y entorrinal asi como entre la neuronas
motoras medulares. En la médula también se encuentran lesionadas las

columnas dorsales y la columna de Clarke.
En SCA17 la extensidn de los hallazgos patolégicos a la corteza cerebral es

comun lo que se ha relacionado con la demencia y la psicosis que pueden

presentar algunos de estos pacientes. 2
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Figura 7. Hallazgos patologicos en diferentes subtipos de SCA. Los
circulos de mayor tamario indican mayor pérdida neuronal. En color azul
se senala la pérdida neuronal de los ndcleos extrapiramidales; en verde
la participacion de nervios craneales. La degeneracion retiniana —RD- se

observa en SCA7. Reproducido con permiso de Macmillan Publishers
Ltd; Nature Reviews, 2004, vol 5, p.648. Copyright 2004.

Respecto a las posibilidades terapéuticas de estas entidades cabe mencionar
que no disponemos de ningun tratamiento farmacoldgico definitivamente
efectivo para evitar o retrasar la pérdida funcional progresiva des estos
pacientes. Sin embargo, las investigaciones en este campo son numerosas y
los buenos resultados en ensayos celulares y animales estan promoviendo el
desarrollo de ensayos en pacientes, habitualmente con farmacos ya
comercializados bajo otra indicacién ™. Asi, se han publicado resultados
esperanzadores en modelos celulares de SCA2 con acido valproico’™ que
fueron trasladados a Droséfila en el mismo estudio. También se ha obtenido un
efecto beneficioso en un modelo murino trangénico de SCA17 con el factor
estimulador del crecimiento de las colonias de granulocitos "° y en un modelo
murino de SCA1 con litio "® y con IGF-1 intranasal ”’. El litio, no obstante, no ha
mostrado beneficio en el ratdn transgénico de SCA3 , segun resultados

tltimamente publicados’.
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Recientemente, investigadores del equipo del Dr. Alexis Brice en CR-ICM,
Paris, tras demostrar que la ataxina 7 mutada se degrada en los cuerpos
nucleares gracias a la proteina de la leucemia promielocitica y que interferon
beta puede favorecer este proceso y proteger contra SCA7, demostraron una
clara mejoria en el movimiento y el equilibrio de un modelo murino de SCA7
tratado con interferén-beta ’°. Por su parte, el equipo de la Dra. Davidson, en la
Universidad de lowa, ha conseguido demostrar que silenciar tanto la forma
mutada como salvaje de ataxina-7 con ARN de interferencia inespecifico para
uno u otro alelo, utilizando como vectores AAV1/2, es una estrategia segura
que no altera la funcién retiniana en ratones BAC-Prp-SCA7-92Q , otro modelo
murino de SCA7%. Dado que este modelo no presenta enfermedad retiniana, el

estudio no estaba disefiado para demostrar eficacia.

Los estudios en humanos son sin embargo mas exiguos®'. Estudios de series
cortas sugerian un efecto beneficioso de la acetazolamida en SCA6 2 pero el
beneficio disminuia tras un ano de tratamiento. Posteriormente, un estudio
piloto con escaso numero de sujetos tratados, mostré que algunos pacientes
con SCA6 podrian beneficiarse del uso de gabapentina *°. En la actualidad, la
gabapentina se ha descartado definitivamente por su ineficacia. Se ha
propuesto como alternativa el ensayo con pregabalina gracias a sus efectos,
compartidos con gabapentina, sobre los canales de calcio voltaje dependientes
tipo P/Q, cuya subunidad alpha 1A se encuentra mutada en estos pacientes 8,
8 pero hasta la fecha sélo disponemos de los resultados en dos pacientes
diagnosticados con atrofia cortical cerebelosa . La pregabalina es una opcion
terapéutica atractiva por cuanto el farmaco se encuentra comercializado para el
tratamiento sintomatico del dolor y presenta efectos secundarios leves y poco
frecuentes. El estudio con vareniciclina en SCA3 # abrio una nueva linea de
actuacion en un ensayo fase Il, doble ciego, pero estos resultados aun no han
sido reproducidos. Con anterioridad se habia publicado un ensayo controlado
cruzado con cotrimoxazol que no consiguié mostrar beneficio tras un
seguimiento de 12 meses; también se han publicado estudios piloto con
tandospirona & y buspirona % (ambos agonistas del receptor 5HT1A),

hidroxitriptofano (precursor de serotonina que es a su vez el ligando de todos
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los receptores 5HT) y lamotrigina 8 bloqueador de los canales de sodio voltaje
dependientes, con beneficios esporadicos. Ultimamente, se han comunicado
resultados de un ensayo doble ciego con litio en SCA3 %. Si bien no se
demostrd un efecto significativo sobre la variable primaria, el beneficio
observado en las variables secundarias y en el analisis por segmentos de la
escala utilizada como variable primaria ha inducido a los investigadores a
plantear un nuevo ensayo con mejoras en su disefio, incluyendo las

herramientas de medida y la optimizacidn de litemia, principalmente.

Por ultimo se han reportado casos anecddticos de respuesta a tiamina °’ yala
estimulacion cerebral profunda en SCA2 *2 y un ensayo controlado ha mostrado
eficacia con suplementos orales de zinc *° en este subtipo de ataxia pero el

estudio durd solo seis meses.

Las series mas antiguas no distinguian entre los diferentes subtipos de ataxia e
incluian pacientes bajo el diagndstico genérico de ataxia espinocerebelosa,
entre algunos de los estudios asi disefiados se observé un efecto beneficioso

de la TRH (hormona liberadora de tirotropina) %.

Otros muchos farmacos como la fluoxetina o el clonacepam se han ensayado

sin éxito.

En definitiva y para la mayoria de SCAs, el tratamiento suele ser sintomatico y
centrado en la rehabilitacion de funciones. Entre los tratamientos sintomaticos
farmacoldgicos se ha propuesto el piracetam para el mioclono de SCA2 %, la
toxina botulinica para la espasticidad *° y L-dopa para la distonia ¥ en SCA3 y
la estimulacion taldmica para el temblor invalidante en cualquier degeneracion
espinocerebelosa *. Ademas el tratamiento rehabilitador ha adquirido en los
ultimos afos un peso especifico en el mantenimiento o incluso la recuperacion
de algunas funciones que pueden suponer pequefas mejoras clinicas pero
conllevan grandes y positivas repercusiones en la calidad de vida de estos

pacientes %°.
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En este proyecto describimos las caracteristicas clinicas de dos familias con
una nueva ataxia autosémica dominante, clinicamente pura y caracterizada por
una alteracion de los movimientos oculares. Los sujetos enfermos no son
portadores de ninguna de las mutaciones ligadas a las SCAs mas prevalentes
en nuestro medio y los estudios genéticos han demostrado ligamiento a un

nuevo locus.
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CAPITULO 2. MATERIAL Y METODOS.

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de la
Fundacion de Investigacion en Ciencias de la Salud Germans Trias y Pujol de
Badalona y por la Fundacié Unié Catalana d’Hospitals de Barcelona.

Todos los sujetos participantes firmaron un consentimiento informado
autorizando la investigacion clinica y genética. Asi mismo, todos los sujetos
participantes manifestaron verbalmente su deseo de conocer o ignorar los
hallazgos clinicos y genéticos resultados de la investigacion y asi se registro
durante la recogida de datos. Algunos sujetos firmaron el documento vigente en
Hospital de St. Joan de Déu de Martorell para la cesion de su imagen con fines

cientificos o divulgativos.

Apartado 2.1. Familia A. Investigaciones clinicas.

Tras la identificacion del caso indice en el afio 2003 en la provincia de
Barcelona se ha recogido informacion genealdgica y clinica de la familia A
durante los diez afios del periodo de la investigacién. Para ello y cuando ha
sido necesario, el examinador (doctorando) se ha desplazado por la geografia
espanola a los lugares de origen de los sujetos (Madrid, Huelva, y Salamanca).

La Figura 8 muestra el arbol genealdgico de la familia A.

En total, han sido investigados clinicamente 56 miembros en esta familia. La
informacion sobre los sujetos enfermos fallecidos se obtuvo de forma
retrospectiva y solo se ha utilizado en la investigacion aquella que ha podido
ser contrastada por dos miembros distintos de la familia. Se ha realizado
examen clinico en 38 sujetos: 9 enfermos (uno de los enfermos identificados al
inicio del estudio pudo incluirse en los estudios genéticos pero fallecio antes de
poder ser examinado), 8 consortes y otros 21 miembros del pedigri
considerados asintomaticos en riesgo. En concreto, la escala SARA se aplico
en todos los sujetos enfermos vivos al menos en dos ocasiones a lo largo del

estudio (afios 2010 y 2012), y una vez al aino en los sujetos IV.5y IV:6 a lo
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largo de los 10 afios de seguimiento. Estos sujetos (IV.5 y IV:6) han sido
investigados de una forma detallada y prospectiva utilizando un protocolo
clinico estandarizado que ademas de la escala SARA y el examen neuroldgico
incluye analitica completa (AG), electrocardiograma (ECG), ecocardiograma,
audiometria, neurografia, electromiografia, resonancia magnética (RM)
encefalica, potenciales evocados auditivos, visuales y somestésicos, registro
oculo-grafico (ROG) y estimulacion magnética transcortical (EMT).

Figura 8. Arbol genealdgico de la familia A.
En azul, las fechas en las que el doctorando explora los diferentes nucleos
familiares, de izquierda a derecha, en Barcelona, Madrid, Salamanca y Huelva.

Estos estudios se han realizado en la visita basal y de forma seriada durante el
seguimiento (Tabla 1), asi el examen neurolégico y la escala SARA con una
periodicidad anual mientras que el resto de las exploraciones se han
administrado con una frecuencia variable segun la técnica. Cuando no se ha

podido cumplir el cronograma inicial propuesto, se han reajustado las
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exploraciones a la disponibilidad de los pacientes permitiendo una variabilidad

de 6 meses.

Tabla 1. Protocolo clinico final de seguimiento para los sujetos VI:5 y IV:6.
*NA: No aplicable, la escala SARA se utilizé tras su publicacion en el afio 2006.

Basal
Exploracion X X X X X X X X X X X
SARA NA* NA* NA* X X X X X X X X
Ecocardiograma X X
ECG X X X
P. Evocados X X
Audiometria X X
RM X X X X X
EMT X X X X
ROG X X X X
EMG X X X X
AG X X X X X

Respecto a los sujetos asintomaticos en riesgo han sido examinados entre una
y tres ocasiones a lo largo del estudio. Hemos realizado ROG (vide infra) y
estudio por RM encefalica en una ocasion a los sujetos 1V:3, 1V:13, V:8, V:12,
V:13, VI:6, VI.7 y VI:8 y en dos ocasiones a V:7 y V:10.

Apartado 2.2. Familia B. Investigaciones clinicas.

La Figura 9 muestra el arbol genealdgico de la familia B. Esta familia solicito
espontaneamente su inclusion en el estudio en el aio 2010, durante una de las
visitas del doctorando a la provincia de Huelva para el estudio de la familia A.
La familia B se incluyo en el estudio tras comprobar que padecian una ataxia
autosdmica dominante y que procedia de la misma poblacién que la familia A
cuyo censo no superaba los 3.000 habitantes en el afio 2010 (Instituto Nacional
de Estadistica). Ninguno de los sujetos en ambas familias podia establecer

consanguineidad entre ellas.

Se han investigado un total de 27 sujetos en esta familia y se han examinado
personalmente 18 de ellos: 5 enfermos, 2 consortes y 11 sujetos asintomaticos

en riesgo. En los sujetos enfermos vivos se ha aplicado la escala SARA en dos
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ocasiones a lo largo del estudio (afios 2010 y 2012) excepto para el sujeto
[11:10 de reciente incorporacion al proyecto (afio 2013) que ha sido explorado

en una unica ocasion.

b4 & 8 & ko § oo

Figura 9. Arbol genealégico de la familia B.
Todos los sujetos fueron examinados en la provincia de Huelva en los afios 2010 y 2012.

Los sujetos asintomaticos en riesgo se han examinado en una o dos ocasiones
a lo largo del estudio y se ha realizado ROG y RM encefalica en una ocasion a
1, IV:5, IV:6 y IV:9.

Todas las investigaciones se realizaron en ausencia de medicacion.

Apartado 2.3. Registro 6culo-grdfico en ambas familias y sujetos
controles.

En la familia A se ha realizado ROG en los sujetos enfermos IV:5 y IV:6 en tres
ocasiones durante el seguimiento. Los sujetos en riesgo V:7 y V:10 han sido
estudiados con ROG en dos ocasiones con un intervalo de dos afos entre cada
una de ellas y los sujetos en riesgo 1V:3, 1V:13, V:8, V:12, V:13, VI:6, VI.7 y VI.8

han realizado ROG en una ocasion.
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En la familia B se han estudiado con ROG los sujetos en riesgo llI:1, IV:5, IV:6,
y IV:9 en una sola ocasion. No se ha podido registrar ningun sujeto enfermo

perteneciente a esta familia.

Todos los estudios fueron realizados por el mismo experto de una forma
estandarizada (Dr. Roig, Servicio de Neurologia, Hospital de la Santa Creu i St.
Pau, Barcelona). El registro se realizé con un sistema de electronistagmografia
automatico y computarizado (Nystar, Nicolet Audiodiagnostics, Pittsburgh,

Pennsylvania) y la metodologia se ha descrito previamente '%.

Durante el registro el paciente permanece sentado con la cabeza fijada, en la
oscuridad, mientras que el estimulo visual aparece a la altura de la mirada. El
estimulo consiste en una diana visual luminosa de 0.1” x 0.25” (Nicolet light bar
visual stimulator, Nicolet Audiodiagnostics) reflejado en una pantalla curva de
80° con la finalidad de facilitar una visibn homogénea a una distancia de 91 cm.
La luz rota desde el eje horizontal al vertical para el registro de los movimientos
verticales. Los electrodos de registro (NF-50-K/EU “Ambu” Blue Sensor,
Copenhague; Dinamarca) se colocan en el angulo externo de ambos ojos para
los movimientos horizontales (canal A) y en la linea media del ojo izquierdo
(convencional), por encima y por debajo del mismo, para los movimientos
verticales (canal B). El electrodo de tierra se coloca en medio de la frente. Se
realiza la calibracién del registro con desplazamientos cuadrados de la diana
de 15° durante 5 segundos, desde el centro, tanto en el eje vertical como en el
horizontal. Los movimientos sacadicos aleatorios se registran solicitando al
sujeto que siga 28 apariciones de la diana visual en cada eje (14 hacia la
derecha, 14 hacia la izquierda, 14 hacia arriba y 14 hacia abajo). Dichos
estimulos aparecen de forma casual durante 40 segundos con un rango de

amplitud de 6° a 32° y con un intervalo de tiempo aleatorio.

El sistema proporciona de forma automatica los siguientes parametros:
a) Latencia: es el tiempo medio en milisegundos desde la diana al inicio del
movimiento sacéadico; b) indice de velocidad méaxima: es un célculo automatico

entre la velocidad registrada y la media esperada; c) Precision: es la diferencia
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entre el estimulo y la media de la amplitud del movimiento del paciente

expresado como un porcentaje '°'.

Para el registro de los movimientos sacadicos fijos se les solicita a los sujetos
que sigan 14 apariciones de la diana en cada eje (siete hacia la derecha, siete
hacia la izquierda, siete hacia arriba y siete hacia abajo) durante 40 segundos.
El estimulo aparece a una amplitud constante de 20° y en intervalos fijos de 2,5
segundos. Se analizan los mismos parametros (latencia, indice de velocidad
maxima y precision) que los analizados para los movimientos sacadicos

aleatorios.

Para el estudio del seguimiento ocular los sujetos deben seguir un estimulo
visual que realiza un movimiento sinusoidal en el plano horizontal y en el plano
vertical. Se estudian dos series de movimientos, ambos con una amplitud de
16°. La primera serie tiene una frecuencia de 0,4 Hz con una velocidad maxima
de 40°segundo. La segunda serie tiene una frecuencia de 0,2 Hz con una
velocidad maxima de 20°/segundo. Ambas series se realizan durante 20
segundos. Los parametros que se analizan en ambas series son: a) Velocidad
maxima; b) Ganancia: es la razén entre la velocidad del ojo y la del estimulo y

c) Numero de intrusiones sacadicas.

Para el estudio del nistagmo optocinético (NOC) se solicita a los sujetos que
miren a un punto medio de una fila de luces que se mueve a lo largo de la
pantalla. La velocidad del movimiento de las luces es de 20°/segundo y de
40°/segundo en cada direccion (arriba, abajo, derecha e izquierda). Se
registran dos series de NO durante 20 segundos con una distancia entre las
dianas de 10,24°. El parametro analizado es la velocidad media ocular de la

fase lenta.

Los resultados de estos estudios se compararon con los obtenidos de forma
paralela y prospectiva en 18 controles voluntarios sanos de edades
comprendidas entre los 18 y 75 afios y con los obtenidos en 6 sujetos enfermos

con diagnostico definitivo de otras SCAs de menos de cinco afos de evolucion
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(cuatro enfermos de SCAS3, un enfermo de SCA2 y un enfermo de SCAG,
edades comprendidas entre 33 y 59 afios). El reclutamiento de estos enfermos
se realiz6 con la colaboracion de la Associacié Catalana d’Ataxies Hereditaries

y de los Dres. Casasnovas y Pagola, del Hospital Universitari Bellvitge.

La comparacion inicial de los registros individuales se realiz6é con seis controles
sanos, agrupados en dos categorias por edades, y para un parametro dado se
consideré anémalo el valor superior o inferior a la media + dos desviaciones
estandar comprobado en dos registros independientes. Este requisito se
decidio en base a la conocida variabilidad intraindividual del ROG y al hecho
que la clasificacién clinica correcta de los sujetos en riesgo contribuiria de

forma fundamental a los estudios genéticos de ligamiento.

Posteriormente, los Dres. Monledn y Rios del Departamento de Estadistica de
la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona realizaron el estudio
estadistico de todos los ROG disponibles (46 casos). Se realizdé un analisis
discriminante que nos permite obtener funciones discriminantes de Fisher para
separar de manera eficiente los diferentes grupos de sujetos a partir de las
medidas oculares realizadas. A partir de n individuos clasificados en q grupos
{Gj; i=1,...,q} de tamarios {ng; g=1,...,q} que constituyen una particion de la
muestra de la poblacién de la que dichos individuos proceden . Sea Y=
(Y1,...,Yp) un conjunto de variables numeéricas observadas sobre dichos
individuos con el fin de realizar una nueva clasificacion entre los q grupos
anteriores. Mientras no se diga lo contrario, supondremos que las variables son

cuantitativas.

Los objetivos del andlisis discriminante pueden sintetizarse en dos: a) Analizar
si existen diferencias entre los grupos en cuanto a su comportamiento con
respecto a las variables consideradas y averiguar en qué sentido se dan dichas
diferencias y b) Elaborar procedimientos de clasificacion sistematica de
individuos de origen desconocido, en los grupos analizados.
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Los calculos se realizaron mediante el programa SPSS 21 (IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armond, NY:
IBM Corp.)

Apartado 2.4. Estudios genéticos.

Los estudios fueron realizados por los doctores Antoni Matilla en el IGTP y
Victor Volpini en el IDIBELL y sus respectivos equipos de investigacion. El
doctorando particip6 en los mismos obteniendo, custodiando y trasladando
todas las muestras bioldgicas y clasificando clinicamente a los sujetos de los
que se obtuvieron.
Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 38 sujetos en la familia A (10
enfermos) y 18 en la familia B (5 enfermos). El ADN se extrajo de los leucocitos
sanguineos utilizando un sistema de purificacion de ADN automatico
(Chemagen, Alemania) e inicialmente se estudiaron las mutaciones mas
comunes en nuestro medio para las SCAs dominantes: SCAT1, 2, 3, 6, 7, 8, 10,
12, 17 y DRPLA "% Se descarté ligamiento con SCA4 en el cromosoma 16 2%
193 y mutaciones en el gen KCND3 responsable del la SCA19/22 831,
Posteriormente se procedié a los estudios de ligamiento. Doce individuos, seis
sanos y seis enfermos, pertenecientes a la familia A fueron incluidos en los
estudios de ligamiento iniciales realizados con el panel de Infinium
HumanLinkage-12 Genotyping BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA). El
panel incluye 6.609 SNPs (“Single Nucleotide Polymorphism”). El estudio
inicial de ligamiento genético se realizd en colaboracion con los Profesores
Alexis Brice y Giovanni Stevanin del Hopital de la Salpetriere y del Institut
national de la santé et de la recherche médicale (INRS), ambos en Paris
(Francia), respectivamente. Los genotipos se asignaron con el software Bead
Studio genotyping module (lllumina Inc.) y el ligamiento se analizd con el
programa MERLIN "%, Se establecié una penetrancia del 80% para todos los
sujetos. Posteriormente para confirmar el ligamiento y redefinir el mapa, 10
muestras de enfermos y 23 de sujetos asintomaticos, pertenecientes a la
familia A, fueron investigadas con microsatélites localizados en el cromosoma 1
y SNPs (“Single nucleotide polymorphism”) utilizando el “Genome Wide Human
SNP Array” (Affyymetrix) que contiene 906.600 SNPs. Se realizaron analisis de
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ligamiento (dos puntos y “multipoint”) con los médulos MLINK y LINKMAP
(version 5.10) de FASTLINK (version 4.1P).Para el analisis “multipoint” se
utilizaron los mapas del Marshfield Medical Research Foundation '°°, deCODE
Genetics 1%, y el Geneton '%’. Se realizd secuenciacidon exémica completa en
dos sujetos enfermos de la familia A (IV:16 y V:15). La metodologia de esta
parte de la investigacion se describe en el Anexo 2. Los estudios de ligamiento

se reprodujeron utilizando la misma metodologia en la familia B.

Las variantes conocidas se descartaron para analisis posteriores utilizando la
informacion de la base de datos Ensembl version 62. Los genes candidatos se
priorizaron en base a las variantes potencialmente patolégicas, como se ha

descrito previamente '%.
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CAPITULO 3. RESULTADOS.

Apartado 3.1. Descripcion clinica. Familia A.

El caso indice (1V:7) fue visitado por primera vez a la edad de 54 afos en
nuestra consulta de neurologia general. Referia una historia de dos afios de
duracién, de caidas y anomalias en el lenguaje. Negaba sintomas sensitivos,
cognitivos o visuales. No referia antecedentes personales ni familiares de
migrafia o epilepsia. La exploracion neurolédgica evidencié una moderada
alteracion de los movimientos oculares sacadicos y de seguimiento en el eje
vertical, una disartria moderada con habla escandida, ataxia de tronco y
marcada dismetria en la maniobra talén-rodilla en las extremidades inferiores y
en la maniobra dedo-nariz en extremidad superior izquierda, con
disdiadococinesia en dicha extremidad. Los reflejos musculares profundos
fueron normales y un examen mas exhaustivo no encontré déficit cognitivo,
signos de afectacion motora o sensitiva de vias largas, mioclonias, temblor,

hipertonia en rueda dentada ni otros signos extrapiramidales.

El TC craneal revel6 atrofia de ambos hemisferios cerebelosos y del vermis

(Figura 10) con relativa preservacion de la protuberancia (Figura 11).

Oy

Figura 10. Imagen de TC craneal del
sujeto indice mostrando la atrofia de
cerebelo con un incremento de los
surcos en los hemisferios (imagen
izquierda) v el vermis (imagen derecha).

Figura 11. TC craneal del
sujeto indice donde se
observa la protuberancia de
tamafno normal.
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No se pudieron realizar exploraciones complementarias adicionales porque el

paciente fallecié de un adenocarcinoma diseminado a los 4 meses de la visita.

Su hermana (1V:6) consultd por primera vez a los 59 anos, s6lo unas semanas
después. Aquejaba sensacion de inestabilidad al caminar de un afo de
evolucion. La exploracion neurolégica fue practicamente normal mostrando
unicamente una minima dificultad en la marcha en tdndem. El examen de los
movimientos oculares mostré movimientos sacadicos verticales imprecisos y el
seguimiento vertical era algo tosco, sin embargo ambos signos eran sutiles y
no se traducian en ninguna molestia para la paciente. Al afio del debut, la
disartria se hizo evidente y la marcha en tdndem resultaba muy dificil. A los
cinco anos del inicio de los sintomas, la exploracion neurologica convencional
detectd movimientos oculares horizontales sacadicos y de seguimiento
alterados. La disfagia aunque leve aparecio también en ese punto del curso de
la enfermedad. Durante los 10 afios de seguimiento se instauré un sindrome
cerebeloso completo con hipotonia, disdiadococinesia y dismetria de las
extremidades y ataxia de tronco, apareciendo caidas frecuentes. La paciente
ceso su actividad laboral a los tres anos del debut (62 afios) por sus
limitaciones motrices. En la actualidad se mantiene autbnoma para el cuidado
personal pero requiere ayuda para las
actividades de la vida cotidiana. Figura 12. RM encefalica del sujeto IV:6:
corte sagital en T1 que muestra la atrofia del
vermis cerebeloso (flecha blanca) con la

. i . preservacion del tronco del encéfalo (flecha
La RM encefalica basal mostro atrofia negra).

cerebelosa difusa. El tronco del
encéfalo no presentaba anomalias y
se ha mantenido sin cambios a los

largo del seguimiento (Figura 12).

El ECG, el ecocardiograma, la

audiometria, la neurografia, la

electromiografia, los potenciales
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evocados visuales, somestésicos y auditivos y la EMT no han mostrado
alteraciones en los estudios basales ni durante el seguimiento. Las anomalias

del ROG se detallan a continuacion.

El sujeto IV:5 se visité por primera vez a la edad de 64 afios. No referia
sintomas neuroldgicos pero estaba preocupado por la posibilidad de padecer la
misma enfermedad que sus hermanos. La exploracion neuroldgica resultd
normal excepto por una marcha en tandem algo torpe, sin embargo los
movimientos oculares sacadicos verticales eran muy imprecisos y el

seguimiento vertical ocular muy tosco.

Durante el seguimiento se ha instaurado un sindrome cerebeloso leve que se
ha manifestado con una marcha en tandem algo dificil, dismetria leve en
ambas extremidades inferiores y disdiadococinesia en las superiores.
Adicionalmente al afio del debut se apreciaba una ligera disartria que se ha
mantenido estable durante el seguimiento. A los cinco afos desde el inicio,
observamos un movimiento ocular de seguimiento horizontal alterado en la
exploracion convencional apareciendo nistagmo horizontal a los siete afios de

seguimiento.

Actualmente, tras diez afios de seguimiento, el sujeto IV:5 es autbnomo para el
cuidado personal y a diferencia de su hermana también lo es para todas las
actividades de la vida cotidiana lo que se refleja en una diferencia de dos
puntos en la escala SARA entre ambos sujetos para el mismo tiempo de
evolucion de la enfermedad y una pendiente de la recta con tendencia a cero

en el ultimo ano de seguimiento (Figura 13, pagina 35).
La RM encefalica mostré inicialmente atrofia del vermis del cerebelo que

evolucion6 a atrofia hemisférica en dos anos (Figura 14). No ha aparecido
atrofia de tronco del encéfalo durante el seguimiento.
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Figura 14. RM encefalica del sujeto IV:5. A la izquierda se presenta
un corte sagital en secuencia T1 donde se observa la atrofia del
vermis cerebeloso. A la derecha se muestra un corte coronal en
secuencia FLAIR donde se objetiva una atrofia cerebelosa que

incluye a los hemisferios.

i
Los potenciales evocados auditivos detectaron un déficit endococlear ligero y

bilateral, que se ha mantenido estable a lo largo del seguimiento, y las
anomalias detectadas en el ROG se detallan en el siguiente apartado. El resto
de las exploraciones complementarias del protocolo de la investigacion clinica

no mostraron anomalias.

Respecto al resto de sujetos enfermos, en la Tabla 2 se muestra un resumen
de los hallazgos clinicos en exploracién clinica convencional de todos los
sujetos enfermos examinados. La edad media del debut de la enfermedad es
de 48 anos (rango 35-64) y para su calculo incluimos informacion retrospectiva
procedente de dos sujetos enfermos fallecidos (l11:3, 111:5). No hemos
encontrado evidencia de anticipacion en las tres generaciones en las cuales se
conoce la edad de inicio de la enfermedad. El proceso no parece alterar la
esperanza de vida pues todos los fallecidos antes o durante el estudio (llI:3,
[11:5, IV:19) lo hicieron en la novena década de la vida (entre los 84 y 88 afios)
con una duracién media de la enfermedad de 36 anos. Se excluyé de este
calculo al sujeto IV:7 porque su fallecimiento fue debido a un adenocarcinoma
diseminado sin relacion aparente con la enfermedad neurolégica. El resto de
sujetos enfermos investigados no ha presentado ningun tipo de neoplasia

maligna.
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N2
Pedigri

IV:7

IV:5

IV:6

IV:10

IV:11

IV:16

1V:19

Iv:21

V:15

Status
2013,
edad

Fallecido,
55

74

71

83

79

Fallecido,
85

81

55

Edad,
debut

54

64

59

55

39

50

56

40

42

Primer
sintoma

Torpeza,
disartria

Torpeza

Caidas

Disartria

Torpeza

Torpeza,
disartria

Disartria

Disartria,

caidas

Disartria

Tabla 2. Datos clinicos relevantes de los sujetos enfermos examinados en la familia A.
ND: Informacién no disponible; alteracion MOE: hace referencia a los movimientos sacadicos y de seguimiento.

Ultima
SARA

NA*

5,5

10

25

30,5

21

20*

28

14

Afos
evolucion
Ultima
SARA

NA*

10

10

26

40

17

28

40

12

Silla ruedas
(edad/afios
evolucion)

No

No

Si (78/23)

Si (72/33)

Si, salidas (17/68)

Si (80/24)

Si (50/10)

No

Otros sintomas presentes en visita inicial (afios
desde el inicio de la enfermedad en visita inicial)

Alteracion moderada MOE vertical (2)

Alteracion grave MOE vertical (0)

Alteracion discreta MOE vertical (1)

Nistagmo, temblor, alteracién grave MOE ambos

ejes (18)

Disartria, temblor, alteracién MOE ambos ejes (36)

Disfagia, alteracién MOE ambos ejes (15)

Disfagia, alteracién MOE ambos ejes (26)

Disfagia, temblor, alteracion MOE ambos ejes (38)

Disfagia, alteracién MOE ambos ejes (10)

Otros sintomas durante el seguimiento (afios evolucién)

*Fallecido 2004

Alteracion seguimiento horizontal (5), disartria (6), nistagmo (7),
dismetria extremidad inferior (7), disdiadococinesia extremidad
superior (10)

Disartria (1), disfagia (5), clara alteracién MOE vertical (5) y
horizontal (7)

Intrusiones (26)

Intrusiones (40)

Temblor (17)

Fallecido 2012

Nistagmo (40), giro cefalico compensatorio (40), intrusiones (40)

Ninguno



Los sintomas iniciales incluyen caidas, disartria, torpeza o una combinacion de

los mismos. La progresion clinica es lenta aunque variable.

Las puntuaciones en la escala SARA de 8 sujetos enfermos se muestran en la
Figura 13. El caso indice no aparece en el grafico porque se estudio y fallecié

antes de la publicacion de la escala. Asi mismo, y de manera excepcional, solo
se dispone de una determinacion para el sujeto 1V:19, porque fallecié antes de

la segunda visita planificada a los dos afios de la primera.

Figura 13. Puntuacioén de la escala SARA en todos los sujetos vivos segun el tiempo de
evolucion de la enfermedad. Notese que el eje de abscisas no es lineal.
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ANOS DESDE EL INICIO

Cuatro sujetos vivos (1V:9, IV:11, IV:20 y 1V:22) quedaron confinados a la silla
de ruedas con un tiempo variable entre 10 y 33 afios desde el debut de la

enfermedad.

Los sujetos IV:5, IV:6 and IV:7 fueron examinados en los primeros dos afios del
inicio de los sintomas mientras que el resto de los sujetos enfermos llevaban un
tiempo de evolucién de la enfermedad variable, entre 10 y 38 afios, cuando

fueron visitados por primera vez.
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Por entonces, ademas de un sindrome cerebeloso completo con habla
escandida y ataxia de tronco y extremidades, todos ellos presentaban
movimientos oculares andémalos en la exploracion neurolégica convencional,
fundamentalmente en forma de movimientos sacadicos hipométricos y
seguimiento en rueda dentada en ambos ejes. La disfagia se recogio en cinco
de ocho sujetos enfermos (1V:6, 1V:16, IV:19, IV:21 y V:15) mientras que el
temblor cerebeloso se detecté unicamente en cuatro sujetos (IV:9, IV:11, IV:16
y IV:21). A pesar de las alteraciones oculares, el nistagmo parece ser un signo
poco frecuente soélo presente en tres sujetos (1V:5, IV:9 y IV:21). Observamos
intrusiones oculares en los movimientos sacadicos y de seguimiento en la
exploracion convencional en tres enfermos con largo tiempo de evolucién de su
enfermedad. En uno de ellos (IV:21), las intrusiones y las dificultades en la
realizacion de los movimientos sacadicos fueron tan llamativas que la enferma

intentaba compensar el déficit con el giro cefalico.

ElI TC craneal o la RM encefalica mostraron atrofia cerebelosa difusa en siete
enfermos con preservacion del tronco del encéfalo. En los sujetos enfermos
restantes no se dispone de neuroimagen. No se han detectado otros sintomas
o signos adicionales en ningun sujeto, especialmente ninguno referia sintomas

sensitivos o motores, fasciculaciones, crisis comiciales o deterioro cognitivo.

La exploracion neuroldgica en los sujetos en riesgo examinados fue
estrictamente normal excepto el examen de la motilidad ocular extrinseca. Se
observaron alteraciones en los movimientos de seguimiento del eje vertical en
la primera visita del sujeto V:10 (36 anos) que se confirmaron en todas las
visitas del seguimiento. Se detectaron anomalias de los movimientos verticales
en el sujeto V:7 (edad 32 afios), en forma de hipometria elevadora y depresora
y un seguimiento algo tosco, que se confirmaron dos afos mas tarde. Por
ultimo, en los hermanos VI:7 y VI.8 se detectd una hipometria depresora en los
movimientos sacadicos a los 22 y 17 afios de edad respectivamente que fue
confirmada dos afos mas tarde en la visita de seguimiento sin otros hallazgos

patolégicos. Se desestimaron los resultados del sujeto V:8 y su continuidad en
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el estudio por antecedente de consumo de toxicos y necesidad de tratamiento

continuado con farmacos psicotropos y antiepilépticos.

La RM encefalica no mostré anomalias en ninguno de los sujetos en riesgo a
excepcion del sujeto V:7 donde se observo una discreta dilatacion de los
surcos corticales cerebelosos asociada a un pequefio cavernoma en hemisferio
cerebeloso izquierdo. Ningun otro miembro de la familia ha presentado

malformaciones vasculares en ninguna localizacion.

Aparatado 3.2. Descripcion clinica. Familia B.

Fueron examinados cinco sujetos enfermos de la familia B con edades

comprendidas entre los 54 y 68 afios (Tabla 3).

La edad de debut en estos sujetos oscil6 entre 43 y 50 afios (edad media 46
afios). Los sintomas iniciales consistieron en disartria, caidas, torpeza o una
combinacion de los mismos. Los sujetos fueron evaluados por vez primera

entre los 7 y 19 afios del debut.

Se dispone de informacion del examen ocular basal en cuatro de ellos y todos
presentaron una alteracion difusa de los movimientos oculares sacadicos y de
seguimiento en ambos ejes. En el sujeto 111:11 no disponemos de esta
informacion inicial pero dichas anomalias se constataron en la visita de

seguimiento a los dos afos de la primera.

Los sujetos I1I:7 y Il1:11 empezaron a utilizar la silla de ruedas para los
desplazamientos exteriores a los 15 y 5 afnos del inicio de los sintomas,
respectivamente. En consonancia con este rapido deterioro de la situacion
funcional, el sujeto 111:11 presentd una puntuacion muy alta en SARA a pesar
del escaso tiempo de evolucién de su enfermedad. En la Figura 15 se recogen
las puntuaciones de la escala SARA en la familia B para todos los enfermos

examinados en dos ocasiones.
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Tabla 3. Datos clinicos relevantes de los sujetos enfermos examinados en la familia B.
ND: Informacién no disponible; alteracion MOE: hace referencia a los movimientos sacadicos y de seguimiento.

Afos . ~ Otros sintomas presentes en
NET . - ) Silla ruedas Afios T o ., ,
Primer Ultima | evolucién visita inicial (afos de evolucion Otros sintomas durante el

2013, , - edad/afios evolucion ., , . . ~ .
sintoma SARA Ultima ( /., e hasta la aparicidn del sintoma si seguimiento (afos evolucién)
edad evolucién) visita inicial
SARA se conoce)

Pedigri

Intrusiones en ambos ejes

. durante el seguimiento (21),
No, caminador g (21)

11:3 65 43 Disartria 11,5 21 (62/19) 19 Alteracion grave MOE vertical sacadicos horizontales alterados
(21), temblor (21)
, Alteracion grave MOE vertical,
No, baston en 4 . . .
, 7 sacdadicos horizontales Seguimiento horizontal alterado
111:5 55 45 Caidas 7 9 trayectos largos . .
alterados; disartria (2) (9)
(54/9)
11:7 68 50 Caidas 16,5 18 Si, salidas 16 AIteraC|or1 grave N_IOE v-ertlcal Y Temblor (18)
horizontal; disartria.
(65/15),
11:10 61 45 Disartria, 19,5 16 No, salidas con 16 Alteracion grave MOE vertical y ND
torpeza una persona horizontal
11 59 46 Disartria, 205 12 i salidas (51/5) 10 ND Alteracion grave MOE vertical y
R horizontal (12), temblor (12)
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Figura 15. Puntuacion de la escala SARA de los sujetos de la familia B examinados en
dos ocasiones. Nétese que las pendientes no son comparables entre ambas familias por
la construccion del grafico.
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Apartado 3.3. Registro 6culo-grdfico de sujetos enfermos (I1V:5y
1V:6) de la familia A.

Estudio #1 (dos arnos desde la visita basal)

Todos los movimientos verticales (sacadicos, seguimiento y NOC) estaban
alterados en ambos sujetos. IV:5 mostré alteraciones mas graves que 1V:6. IV:5
mostré unos movimientos sacadicos hipermétricos ascendentes y
descendentes mientras que IV:6 present6 sacadicos hipométricos ascendentes
e hipermétricos descendentes. La velocidad de estos movimientos fue normal
en |V:5 y discretamente disminuida en 1V:6. El seguimiento vertical estaba
alterado en ambos hermanos, tanto la velocidad como la ganancia,
especialmente en IV:5, y peor en sentido descendente. Estas anomalias se

ilustran en la Figura 16.
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Figura 16. Registro de los movimentos oculares sacadicos fijos verticales (20° amplitud) (A) y
durante el seguimiento vertical (0.4 Hz, 16° amplitd, velocidad maxima 40°seg, ganancia 0,20) (B)
en el sujeto IV:5. A. Se observa la hipermetria ascendente (estrellas) y la hipermetria descendente
(flechas) en el registro de los movimientos sacadicos. B. Sustitucién sacadica del seguimiento
vertical ascendente (flecha negra) y descendente (fecha gris).

El NOC vertical mostrd una velocidad de seguimiento disminuida en ambos
(inferior a 14°/s en el sujeto IV:5 e inferior a 16°/s en el sujeto 1V:6). Este

hallazgo se ilustra en la Figura 17.

Figura 17. Registro del NOC vertical a 40°s (elipse).
A.Sujeto IV:5. B.Sujeto IV:6. En cada uno de ellos la

Respecto a los movimientos linea superior corresponde al NOC ascendente y la
linea inferior al NOC descendente.

horizontales, fueron estrictamente

normales en el sujeto IV:6. El sujeto

IV:5 mostré como unico hallazgo

patoldgico en el eje horizontal un NO

alterado mientras que los movimientos

sacadicos y de seguimiento fueron - S B

normales en este eje. i i e

Estudio #2 (cinco afios desde la visita

basal

Los datos mas relevantes de este _
estudio han sido previamente reportados ' y los hallazgos mas relevantes se
muestran en el Anexo 1. Los movimientos en el eje vertical, que ya estaban
muy alterados en el estudio basal, permanecieron sin cambios en este estudio
para el sujeto IV:5. En su hermana, 1V:6, se observé un empeoramiento en

todos de los movimientos verticales especialmente en el sentido descendente
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(Anexo 1, Tabla 2). A destacar que la velocidad de los movimientos sacadicos

verticales es normal en ambos sujetos en este estudio.

Respecto a los hallazgos en el eje horizontal, se detectaron anomalias que no
estaban presentes en el estudio basal. En ambos sujetos se detectoé una
minima anomalia en la latencia de los movimientos sacadicos hacia la
izquierda que no se confirmd en estudios posteriores (datos no mostrados) y el
sujeto VI:6 empez6 a mostrar anomalias discretas en la precision de estos
movimientos (Anexo 1, Tabla 2). El seguimiento horizontal se alteré
marcadamente en ambos hermanos, predominantemente hacia la izquierda
(Anexo 1, Tabla 3) y el NOC horizontal mostré una velocidad de seguimiento
automatico patolégicamente disminuida en ambos, especialmente en IV:5 con
un registro de 19°segundo para un estimulo con una velocidad de 40°/segundo
(Anexo 1, Tabla 4).

Estudio # 3 (siete anios desde la visita basal)

En este estudio se confirma la progresion de las alteraciones descritas en los
afios previos. Adicionalmente, en el sujeto IV:5 se observa por primera vez
nistagmo horizontal y en su hermana, IV:6, aparecen intrusiones sacadicas
verticales (Figura 18). Es destacable que en el sujeto 1V:5, los movimientos
sacadicos horizontales se mantienen estrictamente normales tras siete afos
desde el debut.

Figura 18. Registro de los movimentos oculares sacadicos fijos verticales (20° amplitud) (A) y durante
el seguimiento vertical (0.4 Hz, 16° amplitd, velocidad maxima 40°/seg, ganancia 0,20) (B) en el sujeto
IV:6. A. Se observa la hipermetria descendente (flechas) y las intrusiones sacadicas (estrellas)
especialmente en el registro de los movimientos sacadicos descendentes. B. Sustitucion sacadica del
seguimiento vertical ascendente (flecha negra) y descendente (flecha gris).

A B
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Apartado 3.4. Estudio ROG de los sujetos en riesgo en ambas
familias.

Sujetos en riesgo de la familia A

El primer estudio del sujeto V:7 (edad 32 afos) mostré movimientos
estrictamente normales en el eje horizontal pero se observo una alteracion de
la precision de los movimientos sacadicos verticales, especialmente en los
movimientos sacadicos fijos a 20° en ambos sentidos, elevadores y
depresores. También presentd un seguimiento vertical alterado tanto en
velocidad como en ganancia y un NOC vertical con velocidad disminuida
fundamentalmente a 40° '%°. En el segundo estudio se confirmaron estos

hallazgos.

El sujeto V:10 mostré anomalias clinicas en la primera evaluacién a los 36 afos
de edad y fue estudiado posteriormente por ROG en dos ocasiones, a los 43 y
45 anos de edad (datos no publicados). Las anomalias mas consistentes
fueron la dismetria clara en los movimientos sacadicos fijos depresores a 20° y
en los movimientos sacadicos elevadores aleatorios con estimulos entre 6° y
32° y presentd un enlentecimiento muy grave en el seguimiento y en el NOC
verticales. Ambos movimientos en el eje horizontal fueron estrictamente

normales.

Los datos mas relevantes del ROG de ambos sujetos se recogen en las Tablas
2, 3 y 4 del Anexo 1 donde también se muestran los obtenidos en tres controles

sanos comparables por edad.

Respecto al resto de los sujetos en riesgo evaluados, de nuevo se
desestimaron los resultados del sujeto V:8 y su continuidad en el estudio por
antecedente de consumo de toxicos y necesidad de tratamiento continuado con
farmacos psicotropos y antiepilépticos. En 1V:3, IV:13, V:12, V:13 y VI:6, el
estudio fue estrictamente normal y en VI:7 y VI:8 present6 alguna anomalia
aislada, pero no permitié resultados concluyentes por cuanto estos sujetos sélo
han podido ser estudiados en una unica ocasion. A pesar de ello, la estricta

42



normalidad observada en los sujetos IV:3 y 1V:13 es especialmente relevante
para catalogar a ambos sujetos como sanos con alta probabilidad, por cuanto
el estudio se realizé a los 74 y 70 afos de edad, respectivamente. Para el resto
de los sujetos evaluados por ROG en los que el estudio fue normal o no
concluyente, la clasificacién clinica es incierta, ya que fueron examinados entre
los 22 y 41 afios de edad, y la edad media de debut de la enfermedad es de 46

anos.

Sujetos en riesqo de la familia B

En la familia B se han estudiado con ROG los sujetos en riesgo llI:1, IV:5, IV:6
y IV:10 en una ocasion. Todos los estudios resultaron normales (edades
comprendidas entre 36 y 67 afos). De nuevo, la normalidad del estudio en el
sujeto Ill:1 de 67 afos permite clasificarlo con alta probabilidad como sano;
para el resto de los sujetos con edades comprendidas entre los 36 y los 42

anos la clasificacion clinica es incierta.

Apartado 3.5. Hallazgos de ROG en otras SCAs.

Con el fin de aproximarnos a la especificidad de las anomalias oculares
precoces observadas en esta ataxia familiar dominante se estudiaron 4 sujetos
con SCA3, un sujeto con SCA6 y un sujeto con SCA2 en los primeros cinco
afios del curso de su enfermedad. El sujeto con SCA6 y uno de los sujetos con
SCAZ3 no tenian sintomas o signos de ataxia en el momento del estudio. Los
datos obtenidos se incluyeron en el andlisis estadistico global pero inicialmente
se compararon con los obtenidos en seis controles sanos agrupados en dos
categorias por edad de forma similar a como se trataron los datos de los
sujetos asintomaticos en riesgo de ambas familias. De forma general, los
enfermos presentaron las anomalias previamente descritas en los respectivos

subtipos de SCA pero con algunos matices.

Asi, los pacientes con SCA3, de edades comprendidas entre 35 y 59 afios de
edad, presentaron alteracién en la precision de los movimientos sacadicos en

ambos ejes, en un sujeto la latencia y el indice de velocidad de los movimientos
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sacadicos verticales también se vieron afectados, el seguimiento vertical fue
andmalo en todos menos en un sujeto mientras que el seguimiento horizontal
fue normal en todos ellos, comparado con controles. EI NOC vertical también
mostré velocidades enlentecidas en todos los sujetos y en dos de ellos esta

anomalia se observd también en el NOC horizontal.

El paciente con SCAG, de 33 afios, presentd anomalias discretas en la
precision de los sacadicos de ambos ejes, de caracter hipométrico en el eje
vertical, e hipermétricos en el horizontal, con marcada alteracién del

seguimiento vertical y del NOC vertical y horizontal.

El paciente con SCA2, de 36 afios de edad, ya tenia clinica ataxica y presento
una marcado enlentecimiento de los movimientos sacadicos horizontales con
un indice de velocidad entre 0,49 y 0,25 (u: 1,13; 06: 0,27 en controles, datos no
mostrados). Ademas los movimientos sacadicos horizontales resultaron muy
imprecisos en ambos sentidos con valores de precision entre 51 y 68
indicativos de hipometria (Anexo 1, Tabla 2, para valores en controles). Los
valores de la velocidad y la ganancia del movimiento de seguimiento horizontal
se encontraban en el limite bajo de la normalidad. EI NOC horizontal estaba
abolido. Respecto al eje vertical el estudio estuvo limitado por la practica
imposibilidad para seguir el estimulo visual debido a las conocidas y marcadas
alteraciones oculares que acompafan a este subtipo de SCA. No se obtuvieron

parametros analizables en ninguno de los movimientos estudiados en este eje.

Apartado 3.6. Estudios genéticos de las familias Ay B.

Inicialmente se descartaron las mutaciones mas comunes en nuestro medio
para las SCAs dominantes: SCAs 1, 2, 3, 6, 7, 8, 10, 12, 17 y DRPLA "% en
ambas familias. Posteriormente se excluyé ligamiento al locus SCA4 2 1% y |as
mutaciones en KCND3 en la familia A. Los estudios de ligamiento iniciales con
12 sujetos (seis sanos y seis enfermos de la familia A) revelaron un ligamiento
sugestivo a la regién cromosémica 1p32 (Zmax = 2,03 a una 6 = 0,00). Los
estudios de ligamiento posteriores con 21 muestras de la misma familia

revelaron un LOD score significativo entre el locus del rasgo y el marcador
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D1S2742 (Zmax=3, 83; 6=0,00). El analisis multipunto localizo6 el locus para la
enfermedad en un intervalo de 0,66 cM limitado por los marcadores D1S200 y
D1S2742 (Zmax=6,539; P<.0001). La familia B a su vez también obtuvo un
LOD score altamente sugestivo de ligamiento con los mismos marcadores en la
misma region (Zmaz=2,993; P<.0001). Los arboles genealdgicos con los
haplotipos se muestran en el Anexo 3.

Por ultimo, también se obtuvo un ligamiento significativo en el analisis exclusivo
de los 10 enfermos de la familia que evita cualquier influencia de las
consideraciones sobre la penetrancia de la enfermedad en los individuos
asintomaticos del pedigri. La secuenciacion exdomica completa en dos
individuos enfermos de la familia A (1V:16, V.15), tras el filtrado de las variantes
encontradas utilizando las bases de datos mencionadas en el apartado de
“Material y métodos”, identificd seis variantes en ambos, sin embargo ninguna
de ellas segregaba con la enfermedad en todos los individuos afectos. No
obstante una de ellas confirmé el ligamiento y delimité proximalmente la regién
critica en 1p32. El “Human Genome Nomenclature Committee” le ha asignado

a esta ataxia la denominacion de SCA37.

Apartado 3.7. Analisis global de los movimientos oculares en
ambas familias, comparacion con controles y con otros subtipos de
SCA y relacion con el haplotipo de riesgo.

En definitiva, todos los individuos enfermos de ambas familias presentaban
anomalias en el examen de los movimientos oculares verticales; tanto los
individuos clinicamente afectos de ataxia en el momento del primer examen
neurolégico como el sujeto 1V:5 de la familia A que desarrollé una leve ataxia a
posteriori. Adicionalmente, todos los enfermos con mas de cinco anos de
evolucion presentaban anomalias difusas en el eje horizontal excepto en el
mencionado sujeto IV:5 de la familia A que mantuvo normales los movimientos
horizontales sacadicos durante todo el seguimiento (10 anos). En aquellos
sujetos examinados al principio de la enfermedad (IV:5y IV: 6 en la familia A),
las anomalias de los movimientos verticales precedieron a la de los

movimientos horizontales.
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Respecto a los individuos en riesgo asintomaticos que heredaron el haplotipo
de riesgo se han observado anomalias clinicas en la exploracion de los
movimientos oculares verticales en cinco de ellos (V:7, V:10, VI:7 y VI:8 de la
familia A y IV:9 de la familia B) y han sido confirmadas por ROG en dos (V:7 y
V:10, familia A). Hay que remarcar que el sujeto V:10 hered6 solo parte del
haplotipo de riesgo (Anexo 3, figura 1). En VI:7 y VI:8 de la familia A, los
estudios resultaron normales o no concluyentes cuando se compararon con
tres controles sanos de su edad. El sujeto 1V:9 de la familia B no pudo ser
estudiado por ROG.

Las anomalias detectadas en V:7 y V:10, asi como los hallazgos iniciales de
IV:5y IV:6, en la familia A, se distinguen de las observadas en sujetos jovenes
afectos de otras SCAs pre-sintomaticos o con escaso tiempo de evolucién
clinica especialmente porque las anomalias precoces observadas en estos
sujetos de la familia A estan claramente limitadas al eje vertical y se
caracterizan por unos movimientos sacadicos imprecisos, pero de velocidad
normal, y un seguimiento y NOC verticales enlentecidos, mientras que en el
resto de SCAs examinadas las alteraciones se extienden al eje horizontal o

bien afectan marcadamente a la velocidad de los movimientos sacadicos.

Por su parte, todos los sujetos asintomaticos que no heredaron el haplotipo de
riesgo presentaron una exploracién neuroldgica estrictamente normal,
incluyendo los movimientos oculares, y el ROG confirmé esta normalidad en
seis de ellos (IV:3 y IV:13 de la familia Ay llIl:1, IV:5, IV.6 y IV:10 en la familia
B).

El analisis de todos los ROG disponibles (n=46) segun la funcion discriminante
lineal de Fisher sefial6 la precision de los movimientos sacadicos verticales
como la funcién capaz de clasificar correctamente el 100% de los registros
correspondientes a los sujetos enfermos con SCA37, el 100% de los registros
correspondientes a los sujetos asintomaticos que habian heredado el haplotipo

de riesgo para SCA37 y el 100% de los sujetos con otras SCAs. Los controles y
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los sujetos asintomaticos que no habian heredado el haplotipo de riesgo para
SCAZ37 se clasificaron correctamente en el 86,7% y el 87,5% de los casos,
respectivamente. La variable que de forma aislada clasificaba mejor los grupos
era la precision de los movimientos sacadicos depresores a 20°. De hecho esta
variable por si sola clasificaba correctamente el 100% de los enfermos con
SCA37 y el 52,9% de los controles. Cuando los grupos fueron fusionados en
dos categorias clinicamente relevantes (a saber: enfermos y asintomaticos que
habian heredado el haplotipo de riesgo para SCA37 en un solo grupo; controles
y asintomaticos sin el haplotipo de riesgo para SCA37 en un segundo grupo)
de nuevo el 100% de los sujetos del primer grupo fueron correctamente
clasificados mientras que en el segundo grupo fueron clasificados
correctamente el 91,3% de los casos. En total pues, el analisis global de la
precision del ROG permitié una clasificacion correcta del 93,5% de los sujetos
investigados. Este analisis incluyé a los ROG en los que todos los datos sobre
la precision de los sacadicos estaban disponibles. En concreto se incluyeron 36
ROG y se analizo la precision de los movimientos sacadicos fijos a 20°y 30° y
aleatorios (entre 6° y 32°) en ambos ejes. Al analizar el resto de los parametros
obtenidos (latencias e indice de velocidad de los movimientos sacadicos
descritos, velocidad y ganancia del movimiento de seguimiento en ambos ejes
a 20°y 40° y velocidad del NOC en ambos ejes a 20° y 40°) no se mejoraba la

clasificacion.
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CAPITULO 4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Describimos un nuevo tipo de ataxia espinocerebelosa tardia, con fenotipo
puro, sin defecto genético conocido, y con ligamiento a la region cromosomica
1p32. El “Human Genome Nomenclature Committee” le ha asignado a esta

ataxia la denominacion de SCA37 '

El fenotipo se caracteriza por una ataxia cerebelosa progresiva, de debut en la
edad media (47 afios como promedio), a la que se afiade disfagia, temblor y/o
nistagmo durante el seguimiento, correspondiendo por lo tanto a un fenotipo Ill
segun la clasificacion de Harding 2. La progresion clinica es lenta, aunque
variable, y las puntuaciones en la escala SARA siguieron un patroén lineal, como
era de esperar segun observaciones previas en otras SCAs %3 En las etapas
iniciales de la enfermedad, la escala no resulté util para medir la progresiéon de
la misma, porque el sindrome cerebeloso no estaba completamente
desarrollado y SARA no esta disefiada como herramienta diagnostica. En ese
punto de la enfermedad, sin embargo, ya detectamos movimientos oculares
andmalos con dismetria de los movimientos sacadicos y enlentecimiento de la
persecucion y del NOC, todo ello en el eje vertical, con posterior extension al
eje horizontal, por lo que el examen clinico de los movimientos oculares y el
ROG fueron esenciales para determinar la progresién clinica cuando SARA era

poco informativa.

La deteccién exclusiva de anomalias precoces en el eje vertical fue inicialmente
interpretada con cautela debido a las dificultades inherentes a este tipo de
exploracion, pero los ROG seriados confirmaron la observacion clinica inicial,
incluso teniendo en consideracion las dificultades inherentes a los registros
verticales (interferencia del movimiento del tarso, sensibilidad de la técnica ''°).
Adicionalmente, las anomalias en el eje vertical fueron universales para todos
los enfermos de mas de cinco afnos de evolucién, se hallaron en sujetos

jévenes asintomaticos que habian heredado el haplotipo de riesgo, no se
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observaron en aquellos que no habian heredado dicho haplotipo y por ultimo,
se detectaron en un sujeto enfermo afios antes de la aparicion de la ataxia, e
incluso cuando ésta aparecio, los movimientos sacadicos en el eje horizontal se

mantuvieron estrictamente normales.

Asi, postulamos que los movimientos oculares verticales anomalos podian
constituir un endofenotipo, como los descritos en SCA1 """, SCA2 "'? y SCA7
"3 orientar hacia los fenomenos patolégicos iniciales de esta enfermedad y
tener un valor diagndstico en SCA37, particularmente en la fase pre-

sintomatica o precoz de la misma.

Como en toda enfermedad neurodegenerativa, la identificacion de sujetos pre-
sintomaticos es extremadamente relevante en SCA37, por cuanto permite
estudiar la historia natural de la enfermedad en dicho periodo del proceso
nosoldgico y, en caso que finalmente se trate de una enfermedad monogénica
como se hipotetiza, ofrecer consejo genético. Asimismo, en un futuro, permitiria
un tratamiento precoz antes de la aparicion de la ataxia. En esta investigacion,
adicionalmente, la correcta clasificacion clinica de los sujetos de las
generaciones mas jovenes era fundamental para facilitar e interpretar los
estudios genéticos de ligamiento. Dicha clasificacion parecia a priori dificil

puesto que la edad media de debut de la ataxia resulto ser la quinta década.

En consecuencia, se planted la investigacion con ROG de la presencia y
especificidad de posibles anomalias oculares en sujetos asintomaticos de
ambas familias como signo precoz de enfermedad. Los hallazgos se
compararon con controles y con sujetos pre-sintomaticos o con escaso tiempo
de evolucidn clinica (maximo cinco anos) portadores de mutaciones para otras
SCAs y se relacionaron con el genotipo. Se determiné un limite de cinco afios
de evolucién de la ataxia en la seleccion de sujetos con otras SCAs porque ese
es el tiempo durante el cual las anomalias oculares estaban restringidas al eje
vertical en SCA37.
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Encontramos anomalias clinicas en los movimientos oculares en cinco sujetos
jévenes, asintomaticos, que resultaron portadores del haplotipo de riesgo para
SCAZ37, asi que dado el caracter autosémico dominante de la entidad, podian
considerarse pre-sintomaticos. Cuatro de ellos pudieron ser estudiados con
ROG. En dos, los resultados, a falta de un segundo estudio, no fueron
concluyentes. En los otros dos, las anomalias detectadas en los estudios
iniciales se confirmaron en un segundo registro y consistieron en anomalias
difusas de los movimientos del eje vertical, pero con ciertas diferencias entre
ambos, pues en un sujeto predominaron las anomalias de la precision de los

sacadicos y en el otro las alteraciones del seguimiento y del NOC verticales.

Este patron de anomalias no se observo en los sujetos pre-sintomaticos con
otras SCAs (SCAB, SCA3 y SCA2) investigados por nosotros ni en los

previamente reportados.

En concreto, en SCAG6 las manifestaciones oculares descritas en sujetos pre-
sintomaticos han sido heterogéneas '"*. Asi, destacan la dismetria y la
disminucién de la velocidad de los movimientos sacadicos, la alteracion de la
velocidad del seguimiento y el nistagmo en las miradas laterales. Estos
hallazgos afectan principalmente al eje horizontal pues las alteraciones
verticales se limitaron solo a tres parametros en dos sujetos de los cuatro
investigados en el estudio citado: un sujeto mostré enlentecimiento de los
movimientos sacadicos verticales elevadores con dismetria depresora y otro
sujeto mostré enlentecimiento del seguimiento elevador. El sujeto con SCA6
investigado por nosotros encaja en esta descripcion pues aunque la velocidad
de los movimientos sacadicos fue normal, también mostrd dismetria en ambos
ejes y un seguimiento vertical enlentecido. Adicionalmente, el NOC vertical y el

NOC horizontal también se encontraron alterados.

En lo que respecta a SCA3 se ha propuesto el nistagmo en las miradas
laterales como un signo precoz, tras su deteccion en el 17% de los portadores
5 ya que este es un signo frecuente en sujetos con SCA3 y ataxia establecida

(75%) "° sin embargo nosotros no observamos nistagmo en los sujetos pre-
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sintomaticos con SCAS3 investigados, que por otra parte mostraron todo tipo de
anomalias afectando a ambos ejes, similares a las descritas en sujetos con

SCA3 con mayor tiempo de evolucién clinica '°.

En el sujeto investigado con SCA2, la anomalia mas marcada fue el grave
enlentecimiento de la velocidad de los movimientos sacadicos horizontales.
Este signo ha sido extensamente identificado previamente en SCA2, tanto en

sujetos pre-sintomaticos ''” como sintomaticos °* "2 118

y contrasta con la
estricta y persistente normalidad de este parametro en ambos ejes en SCA37.
El enlentecimiento de la velocidad de los movimientos sacadicos se considera
un signo de afectacion protuberancial y de hecho en SCA7 se asocia a la

atrofia macroscopica de esta estructura ''* 1%

y en la propia SCA2 a la pérdida
de las neuronas excitatorias del nticleo reticular de la protuberancia '?'. La
normalidad de la velocidad sacadica pues en SCA37 sugiere que la
protuberancia se encuentra preservada en esta entidad. Esta observacién
concuerda con el aspecto normal de la misma en los estudios seriados de RM
realizados en nuestros pacientes, aunque son los estudios necropsicos los que

definitivamente pueden confirmar su estricta normalidad.

Existen investigaciones previas en sujetos pre-sintomaticos con otras SCAs y
alteraciones oculares, como son SCA1 %2, SCA7 "* y SCA17 ' pero los
hallazgos también difieren de los observados en SCA37 ya que las anomalias
descritas se centran en el eje horizontal y consisten de nuevo en disminucion
de la velocidad de los movimientos sacadicos (SCA1 %2 y SCA7 '3),
acompanados en algunos subtipos de dismetria, nistagmo en las miradas
laterales, y marcada alteracion del NOC (SCA1 '%?) o enlentecimiento de la
persecucion (SCA1 '?2y SCA17 ). Ninguno de los autores describe
anomalias aisladas o difusas del eje vertical como las observadas en los
sujetos pre-sintomaticos con SCA37.

Por lo tanto, y considerando los hallazgos en los sujetos pre-sintomaticos de
nuestro estudio en conjunto con los previamente reportados, SCA37 parece

tener un comportamiento ocular en la fase pre-clinica o precoz de la
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enfermedad distinto al resto de SCAs. Las diferencias sin embargo no pueden
considerarse definitivas por cuanto la muestra de sujetos pre-sintomaticos
estudiados para cualquier subtipo de SCA, incluida SCA37, es pequeia. El
tamano de estas muestras es dificil de mejorar, no solo porque nos
enfrentamos a enfermedades poco prevalentes sino que se precisan de forma

especifica sujetos pre-sintomaticos lo que limita aun mas la seleccion.

Respecto a otros sintomas y signos detectados en sujetos pre-sintomaticos con
otras SCAs como rampas, sintomas sensitivos y discretas anomalias en la
neurografia del nervio mediano '?*, con alteraciones en la morfometria por RM

del tronco del encéfalo y cerebelo en SCA2 '?°

o discretas puntuaciones en la
escala SARA y otras escalas para la cuantificacion de la funcién cerebelosa en
SCA1y SCA2 ', debemos mencionar que ninguno de los sujetos
asintomaticos portadores del haplotipo de riesgo para SCA37 presentd
alteraciones en la exploracion neuroldgica, excepto las oculares mencionadas,
y todos ellos puntuaron 0 en la escala SARA, que fue la unica utilizada en este
estudio. Nosotros no realizamos morfometria de RM por lo que esta variable no

es comparable '?° con los estudios previos.

Ciertamente, a lo largo del proyecto y del seguimiento clinico, percibimos que
no todas las anomalias en el ROG vertical iban a tener la misma trascendencia
en SCA37. Asi, frente a la mencionada y persistente normalidad de la velocidad
de los movimientos sacadicos en ambos ejes, la precision de los movimientos
sacadicos verticales aparece universalmente alterada en SCA37, incluso al
inicio de la clinica ataxica y empeora a lo largo del curso de la enfermedad. De
hecho, el analisis de la precisién de todos los movimientos sacadicos fue capaz
de clasificar correctamente los sujetos enfermos o pre-sintomaticos
(asintomaticos que habian heredado el haplotipo de riesgo) diferenciandoles de
los sujetos controles y de aquellos sujetos asintomaticos que no habian
heredado dicho haplotipo. La mejor variable clasificatoria aislada fue la

precision de los movimientos sacadicos depresores a 20°.
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Disponemos de escasa informacién previa sobre las anomalias en la precision
de los movimientos sacadicos verticales en las diferentes SCAs incluso cuando
la clinica ataxica ya esta totalmente establecida. Como ocurria con los sujetos
pre-sintomaticos, las alteraciones descritas en la precision afectan
fundamentalmente al eje horizontal (SCA1 "2, SCA2 3, SCA3 "¢, sCA4 1%,
SCA5 *¢, scA6 "'+ 1% SCA7 ' SCA8 ¥ y SCA17 '?). Por el contrario, el eje
vertical ha sido raramente investigado y por ello, en parte, son menos
abundantes las anomalias reportadas. Las limitadas descripciones se centran
en SCA6 y SCA30. Conocemos que la precisién de los movimientos sacadicos
verticales puede verse alterada en SCA6 ''* '?°_ Esta anomalia, sin embargo,
suele acompafiarse de un marcado enlentecimiento de los movimientos
sacadicos verticales, especialmente depresores, y del seguimiento vertical
depresor ''* o bien de nistamo, también basicamente depresor '?°. Ademas, las
intrusiones y el nistagmo pueden ser tan llamativos que interfieren en el
desarrollo de los movimientos sacadicos. Este patrén de alteraciones oculares,
y tal y como ocurria con los sujetos pre-sintomaticos, es heterogéneo y
presenta marcadas diferencias con SCA37, especialmente en lo que respecta a
la velocidad de los sacadicos y la presencia frecuente de nistagmo depresor.
En SCA37, el nistagmo aparece en la mirada lateral y es un signo tardio y poco
habitual. También se ha reportado dismetria elevadora en la SCA30 *. Storey y
colaboradores * estudiaron una familia australiana con una ataxia de seis afios
de evolucién y encontraron dismetria horizontal y depresora con preservacion
de la velocidad de los movimientos sacadicos. El seguimiento fue normal. Los
autores no especifican si algun paciente presenté dismetria depresora aislada o

si este parametro precedié a las anomalias horizontales.

Respecto al resto de la anomalias oculares detectadas en los enfermos con
SCA37, el enlentecimiento de los movimientos de seguimiento que inicialmente
s6lo afectaba al eje vertical, también se ha observado en SCA6 ''* %y SCA26
8 mientras que la posterior extension al eje horizontal es un dato poco
especifico, presente en muchos subtipos de SCAs, indicativo unicamente de

degeneracion cerebelosa y relacionado con el enlentecimiento del NOC "
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En definitiva, el patrén de anomalias observado en enfermos de SCA37 con
alteracién de la precision de los movimientos sacadicos, preservacion de la
velocidad de los mismos, enlentecimiento del seguimiento y del NOC, e inicio
en el eje vertical, no se repite hasta el momento en otro subtipo de SCA, segun
las descripciones previas. No obstante, de nuevo se hace necesario ampliar
este estudio a un mayor numero de pacientes con SCA37 y otros tipos de SCA,
para definir la verdadera sensibilidad y especificidad de nuestros hallazgos,

utilizando la misma metodologia y condiciones.

Desconocemos el sustrato patolégico subyacente a las anomalias especificas
del eje vertical detectadas, pero si disponemos de conocimiento sobre el
control anatomico y funcional de la mayoria de los movimientos estudiados. La
normalidad de la motilidad ocular depende no solo de la integridad de las
neuronas motoras oculares sino del correcto funcionamiento de las estructuras
premotoras y sus aferentes, incluido el cerebelo. Las estructuras premotoras
son la formacion reticular paramediana pontina (FRPP) para la mirada
horizontal y los nucleos intersticial de Cajal e intersticial superior de la cintilla
longitudinal medial para la mirada vertical. Estas estructuras, aunque
anatémicamente separadas, presentan conexiones cruzadas que aseguran una
correcta coordinacion y participan en la generacion de los movimientos
sacadicos en los respectivos ejes y en el mantenimiento de la mirada en
posicion ocular excéntrica durante los mismos. Las principales aferencias que
estas estructuras premotoras reciben para el control de la mirada conjugada
proceden del sistema visual y de los nucleos vestibulares. Las vias
descendentes visuales proceden del cértex visual primario, y sus conexiones
frontales y parietales, asi como del sistema visual accesorio, y alcanzan las
estructuras premotoras directamente a través del tubérculo cuadrigémino
superior o indirectamente a través de los ganglios basales (por la via directa del
nucleo caudado-sustancia negra-tubérculo cuadrigémino superior o por la via
indirecta del globo palido externo-nucleo subtalamico-sustancia negra-tubérculo
cuadrigémino superior). El tubérculo cuadrigémino superior se convierte asi en
un centro crucial para la codificacion de la magnitud y direccion del sacadico

pues, a través del nucleo reticular tegmentis ponti, inhibe el nacleo intersticial
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del rafe y su accion sobre las estructuras premotoras mencionadas (FRPP y
nucleo intersticial de la cintilla longitudinal medial). Por su parte, los nucleos
vestibulares emiten proyecciones directas a todos los subgrupos de neuronas
motoras oculares lo que permite, por ejemplo, inducir la desviacion de la mirada
con la rotacion pasiva de la cabeza incluso ante la presencia de lesion de la
FRPP. La generacion del NOC sin embargo requiere la integridad tanto de las
estructuras premotoras, de las que depende la fase rapida, como del sistema
vestibular. Por ultimo, se conoce que diversas partes del cerebelo, como el
vermis posterior (I6bulos VI 'y VII), el nicleo fastigial, el floculo y el parafléculo
ventral, estan intimamente ligadas a algunas funciones 6culo-motoras y reciben
informacion del tubérculo cuadrigémino superior, de nuevo a través de fibras
procedentes del nucleo reticular tegmentis ponti, y del tronco del encéfalo, a
través de fibras procedentes de la oliva inferior. Las funciones especificamente
controladas por el cerebelo son la precision de los movimientos sacadicos
guiados por estimulos visuales, el seguimiento a velocidad lenta, el NOC a
velocidad rapida, y la supresion visual del nistagmo vestibular.
Caracteristicamente ninguna de estas funciones desaparece en las lesiones
cerebelosas pero su precision o velocidad puede verse marcadamente

alteradas "%,

En definitiva, y a pesar de que no se puede construir un diagrama funcional
simple, el conocimiento anatomico acumulado y las descripciones previas en

otras SCAs y procesos cerebelosos neurodegenerativos '’

, permiten inferir
con caracter general que la mayoria de las anomalias detectadas en nuestros
pacientes se relacionan precisamente con patologia especifica del cerebelo, en
concreto, con las estructuras mencionadas. El vermis posterior controla
especificamente la precision de los movimientos sacadicos mediante un circuito
neuronal que incluye a las células P de los I6bulos VI y VIl y sus proyecciones
inhibitorias hacia las neuronas caudales del ntcleo fastigial subyacente '"".
Estas neuronas son especificamente sensibles al movimiento ocular en
contraste con las neuronas de la porcion rostral del nucleo fastigial que son
moduladas por estimulos vestibulares. La velocidad de los movimientos

sacadicos permanece normal en nuestros pacientes porque no es un
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parametro dependiente de estructuras cerebelosas. De hecho su normalidad
sugiere una probable preservacion de la protuberancia, como ya hemos
mencionado y se ha descrito previamente en SCA17 2. Las anomalias del
seguimiento y el NOC por su parte son inespecificas y se correlacionan con
patologia del nucleo fastigial caudal, fléculo y parafléculo. De hecho, el fléculo
interviene practicamente en todos los movimientos oculares en respuesta a un
estimulo visual incluyendo no solo el seguimiento sino también el NOC '%. Se
conoce que las lesiones del fléculo, parafléculo y nucleo fastigial en primates
reducen el seguimiento en diferentes porcentajes ' y la cerebelectomia lo

elimina completamente "*°.

Nos parece interesante desde el punto de vista de la patogénesis de las
anomalias oculares, que las alteraciones en el eje vertical, ademas de
presentarse de forma precoz en sujetos pre-sintomaticos y preceder a las
alteraciones en el eje horizontal al menos para los dos sujetos estudiados en
las fases iniciales de la enfermedad, no siempre se sigan de las
correspondientes anomalias en el eje horizontal, lo que sugiere que el proceso
afecta de forma claramente distinta a una y otra funcién. Clasicamente, sin
embargo, se ha considerado que el control de los movimientos verticales y
horizontales lo ejercen las mismas estructuras cerebelosas ya mencionadas %
131 Creemos que tal vez, en humanos, las células P de los nucleos cerebelosos
profundos presentan un comportamiento de descarga diferente durante los
estimulos verticales y horizontales, tal y como se ha demostrado previamente
en primates "*? y este comportamiento podria alterarse de una manera
particular y concreta en los inicios del proceso patoldgico que dara lugar a la
SCA3Y7. La informacion de los estudios post-mortem, esencialmente los
hallazgos en el vermis posterior y floculo, puede resultar de gran ayuda para
entender este hallazgo clinico y la topografia anatémica diferenciada de estos

movimientos en humanos.

Los andlisis genéticos mostraron un ligamiento sugestivo en el cromosoma
1p32. Otras SCAs se han relacionado previamente con el mismo cromosoma 1.

En concreto, la SCA19 en 1p21-g21 ** y la SCA22 en 1p21-g23 "*3. Ademas se
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ha descrito una ataxia autosémica recesiva con intrusiones sacadicas ligada a
1p36 "4,

SCA19 y SCA22 presentan fenotipos distintos entre si y difieren también de
SCAZ37, sin embargo las dos primeras han sido consideradas recientemente la
misma entidad y relacionadas con mutaciones en el canal de potasio KCND3 18,
31 Desde el punto de vista fenotipico, SCA19 fue descrita en una familia
holandesa y se caracteriza por ataxia, seguimiento en rueda dentada en los
movimientos oculares, dismetria ocular, nistagmo horizontal, neuropatia axonal
periférica y disminucion de la capacidad ejecutiva . Por lo tanto, se trata de
un fenotipo de “ataxia plus” o tipo | segln la nosologia de Harding ? mientras
que SCA37 presenta un fenotipo relativamente puro (tipo Ill por Harding). En la
ataxia que describimos, los estudios de conduccién nerviosa realizados (un
total de dos estudios en cada sujeto del protocolo a lo largo de los siete afios
de seguimiento) han sido repetidamente normales y ninguno de los otros
miembros de la familia ha referido sintomas ni ha presentado signos sugestivos
de lesion del sistema nervioso periférico. Nuestro protocolo no incluyé un
estudio neuropsicoldégico pero ningun sujeto ni sus familiares refirieron déficits
de memoria o de sus capacidades ejecutivas ni siquiera los mas longevos. Por
ultimo, SCA19, y a diferencia de SCA37, presenta variabilidad de la edad de
debut con fendmeno de anticipacion, temblor cefalico con mioclono ocasional e
incremento de los tiempos de conduccion central en algunos pacientes.

SCAZ22 fue descrita con posterioridad a SCA19 en una familia de origen chino
con un fenotipo puro 'y se asemeja clinicamente a SCA37, con ataxia
progresiva y disfagia, pero la informacion clinica disponible es limitada por
cuanto sélo un sujeto perteneciente a la familia china original fue
exhaustivamente investigado. Otra familia francesa y una familia judia Askenazi
norteamericana fueron identificadas como SCA22 pero los detalles clinicos no
se reportaron *'. En consonancia con SCA19, SCA22 presenta fendmeno de
anticipacion e incremento de los tiempos de conduccion central pero como
ocurre en SCA37, no se observo temblor cefalico, mioclono, neuropatia o
alteraciones ejecutivas. En cuanto a los movimientos oculares y tras 23 anos

de evolucion de la enfermedad, el paciente con SCA22 presentaba unos
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movimientos horizontales sacadicos precisos, con velocidad normales, un
seguimiento horizontal alterado por microsacadicos intermitentes y nistagmo

horizontal. No se hace mencion de anomalias en el eje vertical.

Tras la descripcion de SCA22, y a pesar de las diferencias clinicas con SCA19,
se generd una marcada controversia respecto a la posibilidad de que se tratase
de diferentes formas alélicas de la misma enfermedad ya que el locus se

localizaba en la misma region del cromosoma 1 136 y finalmente, a principios del

afio 2013, se demostré que la mutacion se hallaba en el mismo gen &3

y la
variabilidad clinica entre las familias se relacionaba con mutaciones
especificas. Por el contrario, SCA37 no se asocia a mutaciones en el canal de
potasio KCND3 y el locus candidato para la familia que nosotros describimos

se estima situado a una distancia de 29,3 Mb distal a 1p21.

Finalmente, se describié una familia de origen esloveno con ataxia recesiva e
intrusiones sacadicas (SCASI) ligada a 1p36 . El fenotipo clinico incluye
ataxia progresiva, neuropatia sensitivo-motora axonal, y una alteracion de la
capacidad de fijacion visual con intrusiones sacadicas. La mayoria de los
pacientes descritos refieren un inicio de los sintomas sobre los 20 afios,
cuando las intrusiones sacadicas son tan graves que dificultan la lectura porque
obligan al paciente a saltar de linea de forma involuntaria. Nosotros hemos
detectado intrusiones subclinicas por ROG sdlo en una enferma con siete afios
de evolucidn e intrusiones clinicas en otros tres enfermos de larga evolucion
(mas de 20 afos). Ademas el fenotipo de SCASI es un fenotipo de “ataxia plus”
pues todos los pacientes presentan neuropatia periférica grave confirmada por
neurografia, signos de lesion de la via cortico-espinal y, en algunos casos,

mioclonias, lo que les diferencia clinicamente de nuestros pacientes.

Respecto a la posible mutacién subyacente en SCA37 se desconoce. Los
sujetos con SCA37 no sufren enfermedades sistémicas que orienten hacia un
tipo de mutacién especifica. La ausencia de anticipacion no descarta un
expansion patolégica de poliglutamina por tripletes CAG, pues si bien la

longitud de la expansion inestable inicialmente se relacionaba con la edad de
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debut y la gravedad de la enfermedad esto solo es cierto para algunas SCAs
como SCA1, SCA2 y SCA3, mientras que en otras, como SCAG, las edades de
debut pueden variar entre 24 y 63 afos a pesar de un numero uniforme de
repeticiones '?°. Sin embargo, la preservacion de la velocidad de los
movimientos sacadicos en SCA37 hace poco probable este tipo de mutacion
por cuanto suele asociarse al enlentecimiento grave de los mismos (SCA1,
SCA2, SCA3, enfermedad de Huntington...) y el fenotipo cerebeloso puro de
lenta progresion clinica con atrofia cerebelosa aislada de SCA37 se aleja del
asociado a las SCAs con expansiones poliglutaminicas'’. Por otro lado, la
normalidad obtenida de la secuenciacion exdmica indicaria que la mutacion se
encuentra en una region no codificante o que consiste en otro tipo de

expansion patologica o en una variante estructural de la regidn diana.

En definitiva, hemos investigado dos familias con una ataxia autosémica
dominante tardia, sin evidencia de anticipacién y con una alteracion precoz y
peculiar de los movimientos oculares en el eje vertical. Este fenotipo ha
presentado un ligamiento sugestivo a la region gendmica 1p32 y los datos
clinicos y genéticos lo distinguen de las SCAs previamente descritas ligadas al
cromosoma 1 por lo que ha sido designada como SCA37. Se precisan estudios
adicionales para definir la especificidad y sensibilidad de las anomalias
detectadas en los movimientos oculares verticales lo que permitiria establecer
su posible papel como biomarcador pre-clinico y como caracteristica fenotipica
objetiva en la evaluacién de la progresion de la enfermedad. Los estudios post-
mortem, ya en curso, aportaran informacion sobre las estructuras implicadas en
la génesis de este signo clinico. A pesar de que conocemos la regiéon de
ligamiento, se precisan nuevos y extensos estudios moleculares para definir el
gen implicado. La identificacién de dicho gen permitird un diagndstico genético
definitivo, evaluar los hallazgos oculares como marcador de dafio genético,
realizar consejo genético en la quinta y sexta generaciones y conocer los
mecanismos moleculares implicados en la degeneracion cerebelosa que
subyace a esta SCA, lo que en definitiva redundara en el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas.
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ANEXO 1. TABLAS.



Anexo 1. Tabla 1. Genotipos en SCAs. Modificada de Matilla-Duefias, A. *2

Localizacid .
Gendmica

SCA1
SCA2
SCA3/MID
SCA4
SCA5
SCA6
SCA7
SCAS8
SCA9

SCA10

SCA11
SCA12
SCA13
SCA14
SCA15/16
SCA17/HDL4
SCA18
SCA19/22
SCA20
SCA21

6p22.3
12924.12
14932.12
16g22.1
11q13.2
19p13.2
3p14.1
13921
Reservado

22¢13.31

15q15.2
5932
19913.33
19913.42
3p26.1
6927
7922-q32
1p21-g21
11912.2-11913.3
7p21.3-p15.1

ATXN1
ATXN2
ATXN3
SCA4
SPTBN2
CACNA1A
ATXN7
ATXN8OS/ATXNS
Desconocido

ATXN10

TTBK2
PPP2R2B
KCNC3
PRKCG
ITPR1
TBP
IFRD1
KCND3
Desconocido
TMEM240

Ataxina 1

Ataxina 2

Ataxina 3
Desconocida

R-spectrina, no eritrocitica 2

CACNA1A

Ataxina 7

Ataxina 8
Desconocido

Ataxina 10

Tau tubulin quinasa 2

PPP2R2B
KCNC3
PRKCG

Receptor inositol 1,4,5-trifosfato

TBP
IFRD1

Canal potasio dep. voltaje Kv4.3

Desconocido

Proteina transmembrana TMEM240

Regulacidn transcripcion
Metabolismo ARN
De-ubiquitinacion, regulacion transcripcion
Desconocida
Esqueleto de membrana neuronal
Sefializacion/homeostasis de Ca2+
Regulacidn transcripcion
Desconocido
Desconocido

Neuritogénesis

Implicada en la fosforilacion de tau
Regulacién de actividad PP2, regulacidn transcripcion
Sefializacion K+
Fosforilacion, senalizacién celular
Senalizacion inositol 1,4,5-trifosfato calcio
Transcripcién general (complejo)
Desconocido
Excitabilidad neuronal
Duplicacién cromosdmica
Desconocido

(CAG)n
(CAG)n
(CAG)n
Desconocida
1,D, MM
(CAG)n
(CAG)n
(CUG/CAG)n
Desconocido
Intrénica
(ATTCT)n
FM, MM
5’-UTR (CAG)n
MM
1,D, MM
D,MM
(CAG)n
MM
MM
Desconocido
MM, stop
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(continua de Tabla 1)

SCA23
SCA24
SCA25
SCA26
SCA27
SCA28
SCA29*
SCA30
SCA31

SCA32
SCA33
SCA34
SCA35
SCA36
SCA37
SCA38
SCA40

DRPLA

20p13
Desconocido
2p21-p15
19p13.3
13g33.1
18p11.21
3p26
4934.3-g35.1
16g21-q22

7932-33
Desconocido
6q
20p13
20p13
1p32
6p

12p13.31

PDYN
Desconocido
Desconocido
Desconocido

FGF14

AFG3L2
Desconocido

Desconocido
BEAN/TK2

Desconocido
Desconocido
Desconocido
TGM6
NOP56
Desconocido
ELOVL5
CCDC88C

ATN1

Prodynorfina
Desconocido
Desconocido
Desconocido
FGF14

Gen familia ATPasa 3-like 2

Desconocido
Desconocido
BEAN/TK2

Desconocido
Desconocido
Desconocido

Transglutaminasa 6
Homologo ribonucleoproteina

Desconocido

Elongasa ELOVL5
CCDC88C o DAPLE

Atrofina 1

Transmisidn sinaptica
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Transduccion de seial, regulacion canales Nay
Actividad proteasa dependiente ATP
Desconocido
Desconocido
Desconocido

Desconocido
Desconocido
Desconocido
“Cross-linking” proteico
Procesamiento pre-rARN
Desconocido
Sintesis de acidos grasos poliinsaturados
Interactda con la protein Dishevelled,
regula negativamente la via de sefializacion Wnt
Represion transcripcion

MM
Desconocido
Desconocido
Desconocido

FM, MM

MM
Desconocido
Desconocido

Intrénica
(TGGAA)n
Desconocido
Desconocido
Desconocido
MM

Desconocido
MM
MM

(CAG)n

MM: mutacion “missense” o con cambio de sentido; D: delecion; FM: mutacion con desplazamiento del marco de lectura, I: insercion

Intrénica (GGCCTC)n
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Anexo 1. Tabla 2. Registro de la precision de los movimientos sacadicos en dos sujetos jovenes pre-sintométicos de la
familia A, dos sujetos enfermos de la familia A y seis controles sanos. Se muestran en negrita los valores anémalos. En
cursiva valores andémalos segun controles pero cercanos al valor estandar esperable (100).

Sujetos (edad)

Sujeto V:7 (32 afios)

Sujeto V:10 (45 afios)
Sujeto 1V:5 (69 afos)
Sujeto IV:6 (64 afios)

Controles

(n: 3:, edad: 40-44, promedio,
DS)

Controles

(n: 3:, edad: 65-74, promedio,
DS)

Sacadicos fijos verticales

202
Arriba  Abajo
77 81
94 95
89 123
118 155
101,0 93,5

(0,1)  (49)
97,7 88,0
(35  (69)

309
Arriba Abajo
92 92
91 88
91 124
94 109
102,5 106

(49 (28
93,0 96,3
(8,6) (10,1)

Sacadicos
aleatorios
verticales 6-32°
Arriba  Abajo

89 98

88 100

93 125

102 113
102,5 106,5
(0,7) (5,7)
98,7 92,5
(6,4) (3,5)

202
Derecha lzquierda
85 92
89 96
93 92
112 114

85,3 82,7
(51) (5,5)
83,3 82,7
(8,1) (7,0)

Sacadicos fijos horizontales

Derecha

83
99
85
114

83,3
(6,0)

81,7
(6,1)

30¢

Izquierda

88
107
89
111

79,7
(6,0)

80,7
(6,0)

Sacadicos aleatorios
horizontales 6-32°

Derecha

85
98
89
115

89,7
(6,7)

83,7
(11,9)

Izquierda

86
103
90
113

89,7
(2,0)

85,3
(5,0)

69



Anexo 1. Tabla 3. Registro de los movimientos de seguimientos vertical y horizontal en dos sujetos jévenes pre-
sintomaticos de la familia A, dos sujetos enfermos de la familia A y seis controles sanos. Se muestran en negrita los valores
anomalos.

Sujetos (edad) Seguimiento vertical Seguimiento vertical Seguimiento horizontal
) 20°/sec 40°/sec 40°/sec
Velocidad . Velocidad . Velocidad .
[ Ganancia . e Ganancia . e Ganancia
pico (°/sec) pico (°/sec) pico (°/sec)
Sujeto V:7 (32 afios) 13,7 0,68 19 0,47 33,2 0,83
Sujeto V:10 (45 afios) 2,93 0,14 3,66 0,09 24,51 0,61
Sujeto IV:5 (69 afios) 4,2 0,20 8,1 0,20 20 0,5
Sujeto IV:6 (64 afios) 9,5 0,47 8,3 0,20 26 0,65
Controles
(n: 3:, edad: 40-44 afios, promedio, DS] 21,7 (3,2) 1,08 (0,2) 36,8 (4,4) 0,9 (0,1) 29,5 (4,9) 0,7 (0,1)
Controles 17,9 (3,7) 0,9 (0,2) 28,7 (2,2) 0,7 (0,1) 26,8 (6,0) 0,7 (0,1)

(n: 3:, edad: 65-74, promedio, DS)
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Anexo 1. Tabla 4. Registro del nistagmo optocinético en dos sujetos jovenes pre-sintoméaticos de la familia A, dos sujetos
enfermos de la familia A y seis controles sanos. Se muestran en negrita los valores anémalos.

Sujetos (edad)

Sujeto V:7 (32 afos)

Sujeto V:10 (45 afos)
Sujeto IV:5 (69 afos)
Sujeto IV:6 (64 afios)

Controles

(n: 3:, edad: 40-44 afios, promedio, DS)
Controles

(n: 3:, edad: 65-74, promedio, DS)

Nistagmo optocinético

Nistagmo optocinético vertical vertical
20°/seg 40°/seg
Velocidad Velocidad Velocidad Velocidad
arriba abajo arriba abajo
derecha izquierda derecha izquierda
(°/seg) (°/seg) (°/seg) (°/seg)
19 20 21 41
11 17 9 13
11 12 0 9
13 14 14 14
19,0 (0,0) 21,5 (2,1) 34,5 (6,4) 40,0 (0,0)
20,7 (1,1) 20,6 (1,5) 28,0 (0,0) 27,5 (3,5)

Nistagmo optocinético
horizontal 20°/seg

Velocidad
arriba
derecha

(°/seg)
17
19

13
16

19,5 (0,7)

19,3 (1,1)

Velocidad
abajo
izquierda
(°/seg)
17
20

15
16

19,0 (1,4)

19,6 (0,6)

Nistagmo optocinético

horizontal
40°/seg
Velocidad Velocidad
arriba abajo
derecha izquierda
(WAL (°/seg)
33 29
27 31
19 19
20 15
34,0 (4,2) 31,0 (8,5)
34,0 (3,0) 35,3 (1,2)
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ANEXO 2. ESTUDIOS GENETICOS. METODOLOGIA.



Estudios genéticos

Se establecidé una incidencia para SCA de 1/200.000. Se asignaron doce clases
de penetrancia segun un baremo que atribuye la edad de aparicién de la
enfermedad de los individuos en riesgo clinicamente asintomaticos en base a la
de edad de inicio de la ataxia de los individuos enfermos de la familia A. Las
clases de penetrancia se construyeron asumiendo una distribucién normal de la
edad de inicio, con una media de p = 48.36 afios y una desviacion estandar de
o = 9.89. Se construy6 una funcion de densidad normal segun los valores de la
variable normalizada (Z) de la edad de debut (X) en un total de 10 individuos
enfermos (N= 10) pertenecientes a la familia A (Z = (X—u)/ 0). El valor de la
penetrancia para cada individuo se calculé como la probabilidad de estar
enfermo, con un genotipo heterocigoto (+/m) o homocigoto (m/m), en las
respectivas edades actuales, y de acuerdo con la distribucion normal de los
datos normalizados. Utilizando las tablas de probabilidad de la funciéon normal
referenciadas en (1), asignamos la probablidad de estar enfermos para cada
uno de los 22 individuos clinicamente asintomaticos del pedigri y
posteriormente los reagrupamos segun los rangos de sus edades actuales en
doce clases de susceptibilidad (“liability”, LC) de la siguiente forma:
LC1=0.9999 (hasta 83 afnos); LC2 = 0.9962 (72 -78 afos); LC3 = 0.9522 (66 -
67 afos); LC4 =0.8732 (59 — 61 anos); LC5 = 0.6057 (50 — 53 anos); LC6 =
0.4248 (46 — 47 anos); LC7 = 0.2454 (41 — 42 afos); LC8 = 0.1977 (40 afios);
LC9 =0.1360 (37 — 38 afos); LC10 = 0.0495 (32 afos); LC11 =0.0137 (26
afos); LC12 = 0.0028 (21 anos). Utilizamos nueve marcadores microsatélites
en el cromosoma 1p32: D1S319, D1S2661, D1S417, D1S2652, D1S475,
D1S200, D1S2742, D1S2690, y D1S2867, y calculamos las frecuencias
respectivas de los alelos para los cuatro marcadores mas cercanos obtenidos
en 100 cromosomas procedentes de la poblacidon general. Para los marcadores
mas cercanos ligados genéticamente, las frecuencias alélicas fueron: D1S475
(1, 0.2976; 2, 0.3929; 3, 0.0119; 4, 0.0238; 5, 0.0238; 6, 0.1310; 7, 0.0119; 8,
0.0476; 9, 0.0119; 10, 0.0238; 11, 0.0238); D1S200 (1, 0.2083; 2, 0.1563; 3,
0.3333; 4, 0.1042; 5, 0.1354; 6, 0.0313; 7, 0.0104; 8, 0.0104; 9, 0.0104);
D1S2742 (1, 0.0213; 2, 0.0532; 3, 0.0425; 4, 0.1809; 5, 0.0851; 6, 0.2128; 7,
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0.1170; 8, 0.0106; 9, 0.0638; 10, 0.0851; 11, 0.1064; 12, 0.0213); D1S2690 (1,
0.5; 2, 0.4667; 3, 0.0111; 4, 0.0000; 5, 0.0111; 6, 0.0111). Se estudio la
influencia del modelo de penetrancia en el resultado del estudio de ligamiento
realizando un analisis en individuos afectos exclusivamente, este analisis basa
el estudio de ligamiento unicamente en el genotipo de marcadores de los 10
enfermos del pedigri, sin considerar ninguna informacién genotipica o
fenotipica de los individuos asintomaticos. Utilizamos las funciones de mapeo
de Haldane y Kosambi en el analisis “multipoint” para transformar la distancia
genética en fraccion de recombinacion (2). En el analisis “multipoint”, obtuvimos
el valor de P en un analisis simulado del pedigri con 1.000 repeticiones con los
datos fenotipicos reales y utilizando una asignacion pseudo-aleatoria del
numero del genotipo con el método Monte Carlo incorporado en el programa
SLINK (LSIM function), el cual calcula el valor de P como la probabilidad de
obtener un valor de “LOD score” igual o superior al “LOD score” estimado para
los datos observados, asumiendo la hipétesis de no ligamiento (6 = 0.5) entre
el locus del rasgo y el conjunto de marcadores (hipétesis nula, HO). Para la
secuenciacion exomica el ADN se enriquecié con SureSelect All Human Exome
v.2 (50 Mb) siguiendo el protocolo del fabricante (Agilent, CA). EI ADN
enriquecido se secuencio por estrategia “paired-end” en un ABI SOLID v4 (Life

Technologies, CA).

Las lecturas se contrastaron con el genoma humano de referencia (UCSC
hg19) con Bioscope v1.3 (solidsoftwaretools.com) utilizando los parametros
establecidos por defecto. La busqueda de variantes e inserciones-deleciones
se realiz6 utilizando una combinacion de Genome Analysis Toolkit (3) y
SAMtools v0.16 (4). Basandonos en la hipotesis que la mutacion subyacente en
esta enfermedad familiar rara no esta presente en la poblacion general, las
variantes conocidas se desestimaron en los analisis ulteriores segun la
informacién de la base de datos Ensembl v62, la cual contiene datos
procedentes de las fuentes de datos sobre variaciones humanas mas
importantes como son 1000 Genomes, dbSNP o HapMap entre otras.
Posteriormente, se descartaron las variantes que no estaban siendo

compartidas por dos enfermos. Los cambios sindnimos se identificaron y se
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filtraron con CONsensus Deleteriousness score of missense SNVs (Condel)

(bg.upf.edu/condel/analysis) (5). Llegados a este punto de la investigacion, los

genes candidatos se han priorizado para estudios posteriores en base a las

variantes potencialmente patoldgicas (6).
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ANEXO 3. PEDIGRIS CON HAPLOTIPOS.



Anexo 3. Figura 1. Pedigri de la familia A con haplotipos
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