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Anilisis genético de la ataxia de Friedreich en Ia
poblacion espafiola

F, Palau, E. Monros

Unidad de Genética, Hospital Universitario «La Fe». Valencia.

La ataxia de Friedreich (AF) es un trastorno neurodegenerativo autosémico recesivo,
caracterizado por la pérdida selectiva de las fibras mielinicas largas de las raices dorsales y
por la degeneracion de los tractos espinocerebelosos. Los criterios clinicos diagnésticos
incluyen la edad de inicio precoz (antes de los 25 afos), ataxia progresiva de la marcha y
de los miembros, arreflexia osteotendinosa, respuesta plantar flexora y disartria. El estudio
neurofisiologico de estos pacientes muestra una ausencia de los potenciales de accion
sensitivos, lo cual es un hecho importante en el diagnéstico. Por otra parte, un porcentaje
de pacientes, que podria ser mayor del 90 por cien, presenta una miocardiopatia, que si bien
no es especifica tan s6lo se ha encontrado en la AF'”. La AF tiene una prevalencia variable.
En Espafa se ha determinado en 4,7/100.000 en Cantabria®, y 3,97/100.000 en el Pais
Valenciano®. Se desconoce el defecto bioquimico subyacente, asi como la naturaleza de
las mutaciones genéticas causales.

El gen de la AF se localizé en el cromosoma 9 en 1988 por el grupo de la Dra. Sue
Chamberlain del Hospital St. Mary’s de Londres™. Se han descrito los loci marcadores -D9S5
y D9815- estrechamente ligados al locus AF en 9q13-21.17. En cada uno de estos loci se
han descrito varios polimorfismos de la molécula de ADN®. Por otra parte, se ha demostrado
que la AF es genéticamente homogénea en varias poblaciones (britdnica, francesa, italiana,
espanola, franco-canadiense)®'?, por lo que el gen AF del cromosoma 9 es el Gnico
causante de la enfermedad. Hasta el momento se han estudiado unas 200 familias con mas -
de un hijo afecto de AF mediante los marcadores polimérficos disponibles en el grupo de
ligamiento D9$5-D9S15, y tan s6lo se han encontrado 5 recombinantes genéticos. El andlisis
de ligamiento global de todas estas familias sugiere que el locus AF se encuentra a menos
de 1 megabase (1.000.000 de pares de bases nucleotidicas) de los marcadores D9S5y D9S15.
Ello implica que estos marcadores se puedan utilizar para el diagn6stico molecular con una
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certeza mayor del 99 por cien. A continuacién presentamos de un modo resumido los
resultados genéticos obtenidos en nuestro laboratorio en familias espanolas con AF, asi
como la aplicacion del andlisis de ligamiento al diagnéstico diferencial de las ataxias
espinocerebelosas de inicio precoz.

ANALISIS GENETICO DE LA POBLACION ESPANOLA
La poblacién espaiiola presenta homogeneidad genética para la AF

Actualmente, para demostrar que el gen causante de una enfermedad esta ligado -
genéticamente cercano— a unos determinados marcadores polimérficos, se emplea el
andlisis de ligamiento. En este andlisis, se calcula una serie de cocientes de probabilidad
para diferentes fracciones de recombinacion ©, que van desde © = 0,0 (no recombinacion
entre el locus de la enfermedad y los loci marcadores) hasta © = 0,5 (no ligamicento). La
probabilidad para un determinado valor de © es

probabilidad de que los loci estén ligados para ©

probabilidad de que los loci no estén ligados

Las probabilidades computadas se expresan normalmente como el logaritmo de este
cociente que se denomina en inglés dod score» (Z). Convencionalmente, se considera que
un valor positivo de 3 indica ligamiento (una probabilidad de 1000: 1 a favor del ligamiento),
mientras que un valor de - 2 rechaza totalmente el ligamiento. En la tabla 1 se muestra los
resultados obtenidos en 12 familias espanolas con mids de un afecto que hemos podido
estudiar. Los valores de Z= 3,72 (© = 0,05) para D9S15 y de Z = 8,62 (© = 0,00) para D9S5,
indican que la AF estd ligada a ambos marcadores en la muestra estudiada, corroborando
la homogeneidad genética en la poblacion espafiola, a pesar de la variabilidad clinica que
caracteriza a la AF.

Importancia del hallazgo de recombinantes genéticos para la localizacion
del gen AF

Un recombinante genético viene definido por la presencia de distintos alelos de un
marcador ligado a un locus en dos 0 mds individuos afectos de la misma mutacion en la
misma familia en dicho locus. La importancia que tiene el descubrimiento de estos
recombinantes es que nos permiten orientar la situacion del locus, en este caso del gen de
la AF, con respecto al marcador. Nosotros hemos encontrado dos de los cinco recombinantes
descritos hasta el momento en la AF en dos familias espanolas, una de ellas procedente de
la ciudad de Valencia (LF1) y-la otra originaria de Minglanilla, en la provincia de Cuenca
(LF2) (Fig. 1). El andlisis de marcadores del grupo de ligamiento D955-D9S15 nos ha
permitido descartar la region intermedia entre ambos marcadores como candidata a
contener el gen AF. Sin embargo, dado que la ligazén entre los marcadores y el gen AF es
menor de 1 megabase, éste debe estar flanqueando el grupo de ligamiento.
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Figura 1. Arboles genealogicos de las dos familias recombinantes con los haplotipos cromosomicos
construidos con los marcadores ligados a la AF. A) Familia LF1: s¢ observa que ¢l cromosoma portador de la
mutacion en el padre es distinto entre ambas hermanas afectas. B) Familia LF2: la hija 11-3 mucestra un
haplotipo materno distinto a sus hermanos 11-6 y 11-7, objetivado por un alelo distinto MS. MS= MCT112/
microsat¢lite; A= MCT112/Accl; M= MCT112/Mspl; B= 26P/BstXI.

Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento se define como la tendencia de que determinadas
combinaciones de alelos de dos o mis loci ligados entre si se produzcan con mayor
frecuencia de la que cabria esperar por el azar (Fig. 2). La importancia del anilisis de este
fenomeno genético radica en que la existencia del mismo sugiere dos posibilidades: bien
son pocas las mutaciones que han originado la enfermedad en la poblacién estudiada, bien
el marcador no s6lo estd ligado genéticamente al gen de la enfermedad, sino que ademds
estd fisicamente muy cercano a €l en el genoma.

En la AF se ha descrito tal desequilibrio de ligamiento en las poblaciones francesa,
italiana y franco-canadiense. Nosotros, en un primer estudio de 22 familias, 15 de ellas
valencianas, encontramos desequilibrio de ligamiento principalmente con el marcador 26P
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Figura 2. Esquema explicativo del desequilibrio de ligamiento entre el locus de una enfermedad y un locus
marcador estrechamente ligado. Las frecuencias de los alelos alcanzan el equilibrio si el locus marcador estd
suficientemente alejado del locus de la enfermedad, de modo que se hayan podido producir muchos
recombinantes a lo largo de la evolucién. En cambio, para los marcadores que estin muy cercanos se
producen con poca frecuencia estos fenémenos de recombinacion, con lo que la distribucion de alelos que se
observa en la poblacién que aporta cromosomas con la mutacion patolégica difiere de la observada en la
poblacion que tan s6lo lleva cromosomas normales.

del locus D9S5. Sin embargo, la ampliacién del nimero de familias hasta 31 ha hecho que
se haya perdido la significacion estadistica, aunque aiin se aprecia cierta tendencia hacia el
desequilibrio. Con todo, esta aparente falta de desequilibrio de ligamiento en la poblacién
espariola general sugiere que el nGmero de distintas mutaciones causales de la AF en Espana
es elevado.

-

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS ATAXIAS CEREBELOSAS DE INICIO PRECOZ
MEDIANTE ANALISIS DE LIGAMIENTO

En 1983y 1984, Anita Harding propuso una clasificacion de las ataxias hereditarias con
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TABLA 1 -Lod scores» (Z) para pares de loci.

Pares de loct Fracciones de recombinacion O
0,00 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
D9SS-AF 8,62 8,60 7,66 6,54 4,31 2,24 0,63
D9S15-AF - o0 3,02 3,72 345 2,36 1,22 0,35
D9S5 Zmax = 8,62 (© = 0,00)

D9S15 Zmax = 3,72 (@ = 0,05)

TABLA 2 Caracteristicas clinicas y neurofisiol6gicas de los pacientes de las familias RS y CV

Familia RS Familia CV

11-1 I1-2 I1-3 11-4 11-2 I1-3
Sexo M M M M M M
Edad 42 38 34 26 28 24
Edad inicio 26 ? ? ? 5 ?
Marcha ataxica - - - - + +
Ataxia MMSS + + + + + +
Ataxia MMII + + + - + +
Disartria + + + + + +
MMIL:
Reflejos T l l d l
Sensibilidad vib y/opos | N l { l N
Respuesta plantar T T ) T T N
Temblor + ? ? ? + ?
Escoliosis = - - - & +
Pes cavus - - - - + +
ECG A* N N N N N
EcoCG ND ND ND ND N
ENG: N
VCM N ND N N N
Potenciales accion sensiti. N
TAC A# ND ND ND N N
RMN N ND ND ND ND ND
Otros ND A AQd)

Hipocinesia
Expresién en méscara
Distonias

+: presente; - ausente; N: normal; A: anormal; ?: no dispontble; ND: no determinado; * repolarizacién anémala;
#: leve atrofia cercbelosa; ): marcada atrofia cercbelosa; T aumentado; L disminuido

«

la intencion de identificar subgrupos de enfermedades en base a sus caracteristicas clinicas,
genéticas y patoldgicas. La autora distinguia dos subgrupos principales entre los sindromes
atéxicos de etiologia desconocida: 1) ataxias de inicio precoz (< 20 afios), que se suelen
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TABLA 3 <Lod scores» de la familia RS

Loci marcadores » Fracciones de recombinacion ©

0,00 0,05 0,10 0,20 0,30
MCT112/Mspl (D9S15) 0,90 0,81 0,72 0,51 0,29
26P/BstXI (D9S5) 1,82 1,62 1,44 1,03 0,59

TABLA 4 -Lod scores» de la familia CV

Loct marcadores Fracciones de recombinacion ©

0,00 0,05 0,10 0,20 0,30
MCT112/Mspl (9515) -0 -0,76 -0,47 -0,21 -0,08
26P/BstXI (D9S5) - o0 -1,49 -0,93 -0,41 -0,16

segregar con patréon autosémico recesivo, y 2) ataxias de inicio tardio (> 20 afos), que, por
el contrario, se suelen segregar con patron autosémico dominante. En el grupo de las ataxias
de inicio precoz destaca por su frecuencia la ataxia de Friedreich. Ademds, ¢l Lrupo esltd
constituido por un gran nimero de trastornos mds bien raros cada uno de ellos. Sin
embargo, los criterios diagnosticos son fundamentalmente clinicos y neurofisiologicos y no
hay ningtin marcador biol6gico que los diferencie. A pesar de ello, la gran mayoria tienen
un caricter genético y las bases moleculares tienen que ser diferentes. Por tanto, la
investigacion y el anilisis genético de estos procesos puede aportar marcadores genéticos
que permitan una mejor clasificacion y diagnéstico. El primer paso en este sentido ha sido
la localizacion del gen AF en 9q, como ya se ha mencionado anteriormente. La descripcion
de un gran nimero de marcadores estrechamente ligados al gen AF permite realizar
diagnosticos moleculares de confirmacion o de exclusion en relacion a uno o varios
pacientes que pertenezcan a la misma familia nuclear (padres e hijos afectos y sanos). El
hecho de que la AF sea la ataxia de inicio precoz mds frecuente nos permite utilizar estos
marcadores ligados al locus AF para el diagnéstico de dos situaciones clinicas: 1) ataxias de
Friedreich con variabilidad clinica intrafamiliar debido a que algin hermano presenta una
sintomatologia atipica y cuestiona el diagnostico de AF, y 2) ataxias cerebelares que
presentan un fenotipo Friedreich pero que no cumplen estrictamente los criterios diagn6sticos
de AF o presentan sintomas que son raros en la AF cldsica.

La metodologia a emplear se basa en un modelo restringido: se pucde aplicar el andlisis
de los marcadores AF a familias con dos o mis afectos de la enfermedad. El hallazgo de
idénticos genotipos (alelos de un marcador iguales) o haplotipos (conjunto de alelos de
varios marcadores) ¢n dos hermanos afectos sugiere que el cuadro es una AF con
variaciones clinicas intrafamiliares. Dado que se ha demostrado que la AF se debe a un solo
gen en 9q, el cleulo de un dod scores de 1 0 mayor corroboraria el diagnostico. Por contra,
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Figura 3. S¢ muestra ¢l dirbol genealogico de la famila CV con los haplotipos construidos con los marcadores
MCT112/Mspl y 26P/BstX1. Ambas hermanas alectas han heredado los dos haplotipos, paterno y materno,
completamente distintos, lo que aboga porque el gen causante de su ataxia cerebelosa no es ¢l gen AF,

la diferencia de genotipos o haplotipos sugeriria la presencia de uno o varios recombinantes
genéticos entre los marcadores y el locus de la enfermedad en cuestion, debido, a priori, a
la distancia genética entre ambos, por lo que se inferiria un diagnéstico distinto a AF.

Nosotros hemos podido estudiar 9 familias en las que se planteaba dudas diagn6sticas
en los sentidos expresados arriba. A continuacion se presentan los resultados de dos de ellas
los cuales demuestran las posibilidades de esta estrategia metodolégica.

Familia RS: Se trata de una familia de IrGn, originaria de la provincia de Caceres,
estudiada en colaboracion con el Dr. M. Urtasun del Hospital «<Nuestra Sefiora de Ardnzazu-
de San Sebastidn. La familia estd constituida por 4 hermanas afectas de un sindrome
espinocerebeloso similar a la AF. En la tabla 2 se resumen los datos clinicos més relevantes.
Destaca entre ellos, la edad de inicio tardia -en el limite de lo que se considera inicio precoz-, la
heterogeneidad en la respuesta refleja profunda, las diferencias electrocardiogrificas y las
diferencias sensitivas vibratoria y posicional. La hermana mayor cumple los criterios clinicos
y neurofisiologicos de AF excepto que presenta hiperreflexia osteotendinosa. '

El estudio de ligamiento mostré que no habia ningin recombinante entre las cuatro
hermanas para ningGn marcador analizado. El marcador 26P era totalmente informativo en
ambos padres. Para dicho marcador se obtuvo un «od score- de 1,82 (Tabla 3), con lo que
se inferia que ¢l gen causante de la enfermedad era el gen AF.
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Familia CV: Se trataba de una familia, estudiada en colaboracién con el Dr. J. Vilchez de
nuestro hospital, con dos hijas afectas de un sindrome espinocerebeloso y dos hijos sanos
(patrén recesivo) sin consanguinidad paterna. En la tabla 2 se exponen las caracteristicas
clinicas y neurofisiol6gicas. Destaca la facies progresivamente poco expresiva y la marcada
atrofia cerebelosa revelada por la RMN, muy notable en la hermana mayor.

El andlisis de ligamiento mostré6 un nimero de 3 recombinantes genéticos con los
marcadores ligados al locus AF (Fig. 3). El cilculo de los <od scores- dio valores negativos
(Tabla 4) por lo que se descarté definitivamente el diagnéstico de AF.
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