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Fenotipo y genotipo de once pacientes con Ataxia

de Friedreich

Friedreich’s Ataxia: Phenotype and Genotype in Eleven Patients

Elizabeth Vargas, Victoria Eugenia Villegas, Olga Lucia Pedraza, Clemencia Duran, Juan Carlos Prieto*

Resumen

Introduccién: La ataxia de Friedreich (FRDA)
es una enfermedad autosémica recesiva debida
a una mutacién en el gen X25. Dicho gen estd
localizado en el cromosoma 9 y codifica para la
proteina frataxina. La enfermedad es causada por
la repeticién del trinucle6tido Gaa. En indivi-
duos normales la secuencia GAA se encuentra re-
petida entre siete y veintidés veces, mientras
que, en pacientes con ataxia de Friedreich GAA
puede estar repetida cientos o miles de veces.

Objetivos: Evaluar si existe correlacion en-
tre el tamafio de la expansidn, la edad de inicio de
FRDA y su severidad en la muestra seleccionada.

Métodos:- Se estudiaron once pacientes con
fenotipo tipico de ataxia de Friedreich. El anali-
sis molecular por pcrR determiné la expansion
del trinucleétido GaA. Se analizd la correlacién
entre la edad de inicio de FrRDA y su progresion
con el nlimero de repeticiones GAA.

Resultados y conclusiones:- El anilisis
molecular por PCR mostré ocho pacientes
homocigotos para la expansion, y tres negativos.
El promedio del tamafio de las expansiones en
los alelos es 622+5 con un promedio correspon-
diente de la edad inicio de FrRDA 13£8. Para el ta-
mafio de la muestra no se observd una correlacién
estadistica significativa entre la edad de inicio de
la enfermedad y el niimero de repeticiones, pero
si una tendencia a correlacionarse de forma in-
versa (p<0.11). El diagndstico molecular de rrpa,

sumado a la comprensién de su fisiologia y a la
utilizacién de los criterios de inclusion de Har-
ding, constituye un paso importante en el logro
de un tratamiento dptimo de la enfermedad.

Palabras Claves: Friedreich ataxia, repeti-
ciones GAA, alelos de riesgo

Abstract

Introduction:- Friedreich’s ataxia is an
autosomal recessive disease due to a mutation
in gene X25. This gene codes for frataxin and it
is located on chromosome 9. The disease is
caused by a triplet particular sequence of bases
(GAA). Normally, the GAA sequence is repeated
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7 to 22 times, but in people with Friedreich’s
ataxia, it can be repeated hundreds or even over
thousand times.

Objectives:To determine if there is a corre-
lation between clinical and molecular findings
in our FRDA patients.

Methods: Eleven patients with the typical
Friedreich’s ataxia phenotype were studied by
pCR we determined the size of the Gaa expansions,
and analyzed the correlation of age at onset and
rate of disease progression with the number of
GAA repetitions.

Results and conclusions: Molecular analy-
sis by pcr showed eight homozygous patients

INTRODUCCION

La ataxia de Friedreich (FRDA) esté catalogada
como una enfermedad neurodegenerativa, siendo
la mds comtin de las ataxias. Antes de la disponibi-
lidad de diagndstico molecular, se estimaba que la
FRDA afectaba aproximadamente 1:50 000 indivi-
duos con una prevalencia de portadores de 1:110.
Los més recientes estudios estdn basados en datos
moleculares que hacen pensar en una prevalencia
mayor. Segtin un estudio realizado en Alemania, en
una muestra de 178 individuos sanos fue hallada
una prevalencia de portadores de 1/60 - 1/90 (1).

Las caracteristicas fisicas de los pacientes con
ataxia de Friedreich son: ataxia de la marcha,
arreflexia en los cuatro miembros asociada con
la disartria, pérdida distal tanto de la sensibili-
dad vibratoria como de la propioceptiva, con sig-
nos piramidales. El inicio de la sintomatologfa
ocurrente antes de veinte afios y las complicacio-
nes asociadas con la patologia incluyen cardio-
miopatia, atrofia dptica, hipoacusia y diabetes
mellitus. El criterio de diagndstico en pacientes
con FRDA estd basado en las manifestaciones clini-
cas establecidas por Harding en 1981 (2-4).

Han sido descritas dos variantes de FrDA: la
variante FARR o ataxia de Friedreich con reflejos
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for the expansion and three negative. The ave-
rage of the size of the expansions in the allele
was of 622+5 with an average in the age of
beginning of 13+8. For the sample size, there
was no significant statistical correlation between
the age of beginning of the disease and the
number of repetitions, although there was like
an inverse correlation.

Besides understanding of FrRpA physiology and
the Harding clinical inclusion criteria, molecular
diagnosis is an important step in the achievement
of an optimal therapeutic treatment.

Key words: Friedreich ataxia, GAA repeats,
risk allele.

conservados, y la forma LOFA o ataxia de
Friedreich de inicio tard{o a partir de los veinti-
cinco afos de edad (5-7).

El gen responsable de FrpA fue mapeado en
el cromosoma 9 por Chamberlain en 1988. Cons-
ta de siete exones 1, 2, 3, 4, 5a, que transcriben a
una proteina de 210 aminoécidos. El 5b funcio-
na como splicing alternativo en el 5a, mientras
que el ex6n 6 no codifica. Este gen fue llamado
x25 o frataxina ya que codifica para la proteina
del mismo nombre (1-8).

El papel de la frataxina no se conoce comple-
tamente. La mutacion mds comun en FRDA es la
expansion de la repeticidn del trinucleétido caa
en el intrén 1 del gen X25. Los individuos sanos
se caracterizan por tener entre siete y veintidds
repeticiones GAA, mientras que los pacientes de
FRDA tienen entre doscientas y novecientas repe-
ticiones. (8-9). Experimentos in vivo e in vitro
indican que la repeticion GaA interfiere con la
transcripcion. La base molecular de este resulta-
do corresponde a la conformacién de una molé-
cula de DNA con una estructura de triple hélice
(0-DNA). Este fendmeno ha sido llamado Sticky
DNA, donde hay una asociacién de dos purinas
y una pirimidina (R-R-Y). Esta tltima base in-
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fluye negativamente en el proceso de enrolla-
miento del N4, lo que provoca una supresién
en la expresion del gen y, por consiguiente, una
reduccidn en los niveles de proteina (10-11).

La frataxina, proteina localizada en la
mitocondria, es clave para el control del meta-
bolismo del hierro y de los radicales libres. Los
pacientes con FRDA sélo tienen una deficiencia
parcial de la proteina y no una carencia comple-
ta, lo que hace que la deficiencia esté asociada
con una disfuncién de la mitocondria, compati-
ble con las caracteristicas clinico-patoldgicas de
la enfermedad. Estas anomalias incluyen defi-
ciencia de las enzimas piruvato carboxilasa y
lipoamida deshidrogenasa, pertenecientes a la
cadena respiratoria (4).

Es probable que el papel primario de la
frataxina esté relacionado con la biosintesis de
Fe/S de las proteinas, mecanismo que llevaria a
la reduccién de la energfa celular y al aumento
de la produccion de radicales libres. Esto influi-
ria en las proteinas criticas de la cadena respira-
toria y en las subunidades de los complejos I, 11,
y III. Independientemente del mecanismo mito-
condrial involucrado, la acumulacién férrica
puede contribuir a la produccién de las especies
de oxigeno reactivo (R0S) y a la generacién de
radicales libres a través de la reaccion de Fenton.
El radical OH -en presencia de exceso de hierro-
permite que, tanto proteinas como carbohidratos
y lipidos reaccionen con el DNA y tanto, alteren
su estabilidad (1, 4, 10, 12).

Este eslabon entre la patologia y el estado
prooxidante, hace de la FRDA un excelente mode-
lo de enfermedad neurodegenerativa, en donde
los radicales reactivos y la tensién oxidante con-
tribuyen a la progresion de la enfermedad (13).
MATERIALES Y METODOS

Fueron analizados once pacientes remitidos

por la Unidad de Neurologia del Hospital Uni-
versitario de San Ignacio, debido a ataxia pro-
gresiva y a clinica compatible con la enfermedad
de FRDA.

Todos los pacientes fueron examinados
dlinicamente por el mismo neurdlogo, segun el cri-
terio de diagndstico de Harding (1981). Del total de
pacientes, ocho fueron diagnosticados con Ataxia
de Friedreich cldsica y tres mas con la variante FARR.

Andlisis en la repeticién Gaa

Las muestras de sangre fueron tomadas con
anticoagulante EpTA y extraidas por el método de
Fenol-Cloroformo. El andlisis de la repeticion Gaa
del primer intrén del gen X25 fue determinado con
los primers o cebadores disefiados por Campuzano
en 1996: GAAF5 ‘GGGATTGGTTGCCAGTGCTTAAAAGTTAGS Y
GAARD GATCTA AGGACCATCATGGCCACACTTGCC3. Estos
cebadores acttian en la expansion de la tripletaGaay
generan productos 457 + 3n pb (n = numero de
tripletas Gaa) (9). Para la amplificacién se utilizd el
Kit de Elongasa (Gibco) bajo las siguientes condi-
ciones: desnaturalizacién inicial de 94°C por tres
minutos, seguida de diez ciclos a 94°C por treinta
segundos, 59°C por treinta segundos, 68°C por tres
minutos, y veinte ciclos a 94°C por treinta segun-
dos, 62°C por treinta segundos y, finalmente, a 68°C
por tres minutos, con un incremento de veinte se-
gundos en cada ciclo. Los productos de pcr fueron
separados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% vy visualizados con bromuro de etidio en
camara con radiacién uv. El tamafio de los alelos de
cada paciente fue determinado mediante compara-
cién del marcador de peso 1Kb.

Como prueba estadistica se utilizé el coeficiente
de correlacién de Pearson para dos variables
predictorias: el tamafio de los alelos, y edad de
inicio y severidad de FrDA.

RESULTADOS Y DISCUSION
La determinacién del ndmero de repeticio-
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nes GAA por medio de la pcr permite confirmar
el diagndstico de FrDA (Ver Figura 1). En este
estudio fueron diagnosticados clinicamente ocho
pacientes con Ataxia de Friedreich cldsica y tres
con la variante rARR. En el 88% de los pacientes
se encontrd la repeticion Gaa 'y en el 12% res-
tante la expansion fue negativa.

La Tabla 1 muestra la comparacién clinica y
genética en los pacientes afectados: en un 46 %
se encontrd Ataxia clasica de FrDA, en el 27% la
variante FARR, y en el 27% ausencia de expan-
sién de la repeticion Gaa. Este tltimo resultado
puede deberse a una fenocopia de FrRDA 0 a una
deficiencia de vitamina E (Ver Figura 2).

Las dificultades para reconocer las diferen-
tes formas clinicas de ataxia hereditaria han exis-
tido desde el mismo momento en que diferentes
grupos de investigadores iniciaron el estudio
de las mismas. Por eso, es de gran importancia
efectuar el estudio molecular, especialmente en
los casos de FRDA y de déficit de vitamina E (14).

La relacion genotipo-fenotipo fue estudiada
en ocho pacientes homocigotos a la expansion
(no hubo ningtn paciente heterocigoto). Al alelo
corto se le llamé caal y al largo, Gaa2. La media
del tamafio de la expansion en los alelos fue
622+5 repeticiones, con un rango de 411-848
(DS = 140+2). En estos casos, la edad de inicio
tiene una media de 13+8 (rango 5-20). En razén
del pequefio tamafio de muestra, no se observé
una correlacién estadistica significativa entre la
edad de inicio de la enfermedad y el ndmero de
repeticiones, aunque si fue evidente una tenden-
cia a correlacionarse de forma inversa. A mayor
ntimero de repeticiones Gaa, fue menor la edad
de inicio de rrpa (p<0.11) (Ver Figura 3). Este
resultado es similar a los hallazgos de Diirr y
sus compafieros de investigacién, quienes en
1996 reportaron que el tamario de la expansion
de GAA menor presenta una correlacién impor-
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tante tanto con la edad de inicio de la enferme-
dad como con su severidad. El nimero de repe-
ticiones en el alelo de la expansién menor
corresponde aproximadamente al 50% de la va-
riabilidad en la edad de inicio de rrDA, compara-
do con menos del 20% para el alelo con la
expansién mas grande y 30% de la variacion
debida a factores desconocidos (2).

Entre el nimero de repeticiones Gaay el gra-
do de severidad de la enfermedad se present6
también una tendencia a correlacionarse de ma-
nera inversa (Ver Figura 4). Teniendo en cuenta
el caracter recesivo de FrDA, se podria suponer -
segtn Filla et al (15)- que la severidad de la en-
fermedad se debe a una inusual inhibicién de la
transcripcién del gen. Por consiguiente, no es sor-
prendente que la severidad de la enfermedad ten-
ga una correlacién con el alelo més corto en
ntimero de repeticiones Gaa. Esta hipétesis es
también reportada por Prieto (16) quien sugirid
que las expansiones no inhiben totalmente la
transcripcién o la maduracién del RNAm, sino que
permiten una expresion residual de la proteina.

Tres pacientes con la variante FARR fueron
diagnosticados homocigotos a la expansion de
la repeticién GAA, con tamafios de alelos que no
diferian del genotipo de FrDA clésico. Sin em-
bargo, la edad de inicio de la enfermedad para
el grupo FARR fue mas avanzada que para el gru-
po FrDA, hallazgo contrario al reportado por
Lamont et al (6) quienes no encontraron una
diferencia significativa entre las edades de ini-
cio de los dos grupos.

En resumen, el anélisis molecular efectuado
en este estudio muestra la expansion de la repe-
ticion GAA descrita por Campuzano et al (9). En
los ocho pacientes homocigotos en los que se
confirmé que el niimero de repeticiones GAa, la
edad de inicio y la severidad de la enfermedad
presentaban tendencia a correlacionarse de for-
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ma inversa, la causa principal de la FrDA fue la
expansion de la repeticion GAA.

En este orden de ideas, la posibilidad de avan-
zar en el tratamiento terapéutico de la FrRDA de-
pende no s6lo de una mejor comprension de la
fisiopatologfa de la enfermedad que tome en cuen-
ta los criterios clinicos de inclusién de Harding,
sino también de un diagndstico molecular fun-
damentado en la determinacién del ndmero de
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Tabla 1. Comparacion clinica y genética en los pacientes con Friedreich

Pacientes
Parametros 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
GAAl 541 415 536 545 511 692 691 670 2 5 1
GAA2 790 415 536 751 511 839 848 670 2 5 1
Edad inicio 11 18 20 20 12 8 5 16 3 5 31
Edad actual 15 27 33 32 42 31 9 21 7 12 37
Severidad 2 1 1 3 2 3 1 1 1 2 1
Arreflexia + - - - + + + +
FRDA Clasico + - - - + + + + - - -
FAAR - + + + - - - - - - -
Negativo ) ) ) ) ) ) ) . . .

expansion GAA

Severidad 1: Marcha auténoma, 2: Marcha con apoyo, 3: Silla de ruedas.

Figura 1. Gel de agarosa 1.5%. Amplificacion de los productos pcr del intron 1 del gen X25,
donde se encuentra la expansion de la repeticion eaa del mismo paciente en dos ensayos diferen-
tes. Se incluye la estandarizacion de la técnica.
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Figura 2. Gel de agarosa 1.5%. Amplificacion pcr de pacientes diagnosticados clinicamente como
fRDA Y confirmados molecularmente como negativos para la expansion de la repeticion caa.

Figura 3
Correlacion entre la edad de inicio y el
numero de repeticiones GAA en el alelo corto
en pacientes con FRDA
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Figura 4
Correlacion entre la severidad y el numero de
repeticiones GAA del alelo corto en pacientes
con FRDA
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