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Analisis molecular de la ataxia
de Friedreich en Colombia
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RESUMEN

Introduccion: la ataxia de Friedreich (FRDA),
enfermedad autosomica recesiva, estd asociada a una
expansion de trinucleotidos GAA en el primer intron del
gen X25. La severidad de la enfermedad se asocia al
numero de repeticiones.

Objetivos: evaluar si existe correlacion clinica y
molecular en nuestros pacientes con FRDA.

Material y métodos: se estudiaron 24 pacientes con
FRDA y 50 sujetos normales. Evaluamos la severidad
de la enfermedad utilizando la escala internacional
cooperativa de ataxia (EICA). Se tomaron muestras
de sangre en pacientes y controles y mediante técnica

de PCR se determino el numero de repeticiones GAA
del gen FRDA.

Resultados: documentamos consanguinidad en cinco
familias y herencia autosomica recesiva en siete. En 17
pacientes se observo la forma tipica de FRDA y en siete
la variante con reflejos conservados (FARR). La edad de
inicio oscilo entre los tres y 22 arios. Las repeticiones
GAA en la poblacion colombiana presentaron un rango
de 1-26 . Un paciente heterocigoto para la expansion
se considero portador de una mutacion en el otro alelo.
Veinte pacientes fueron homocigotos para la expansion
GAA, con repeticiones en un rango de 206 a 951.
El promedio en el menor y el mayor alelo fue 650 y
709 repeticiones GAA respectivamente. La expansion
es inestable durante la transmision, observandose
variabilidad en el nimero de repeticiones GAA en los
descendientes.

Encontramos una relacion inversa entre el tamario de
las expansiones y la edad de inicio de la enfermedad
(p<0.05) y una relacion directa entre la expansion y la
severidad de la enfermedad (p<0.0.1). El estudio del
polimorfismo FADI en los pacientes indico una fuerte
asociacion del alelo B con el cromosoma de FRDA.

Conclusiones: el espectro de la expansion en FRDA
es amplio en la poblacion colombiana. Puede existir
un efecto fundador de la mutacion asociandose al alelo
FADI_B o bien las mutaciones de FRDA se originan
en un alelo de riesgo.

El diagnostico molecular a través de la determinacion
de la expansion GAA es una herramienta esencial en la
prdctica clinica y en la consejeria genética en pacientes
con ataxia recesiva o espordadica (Acta Neurol Colomb
2004; 20: 7-12).

Palabras clave. Ataxia de Friedreich, trinucledtidos
GAA, genética poblacional, alelos de riesgo, herencia
autosomica recesiva.

SUMMARY

Introduction: Friedreich’s Ataxia (FRDA), an
autosomal recessive disorder, is associated with the
expansion of a GAA trinucleotide repeat in the first
intron of the X25 gene.

Objectives: to determine if there is a correlation
between clinical and molecular findings in our FRDA
patients.

Material and methods: we studied 24 patients with
FRDA and 50 controls. The severity of ataxia was
evaluated with the international cooperative ataxia
rating scale (ICARS). Molecular analysis by PCR, to
identify GAA repeats, was done in a blood sample in
patients and controls.

Results: consanguinity was documented in five families
and autosomal recessive inheritance in seven. 17 patients
have typical FRDA and seven FARR form. The patients
showed a range in the age of onset from 3-22 years. The
GAA repeats range in the normal Colombian individuals
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was 1-26. Expand GAA repeats were found on both alleles
of the frataxin geme in 20 patients. One patient was
heterozygous for the expansion mutation and was known
or expected carrier of a point mutation on the other allele.
In the 20 patients who were homozygous for the GAA
expansion, the repeats numbers ranged from 206 to 951.
The mean numbers of GAA repeats on the smaller and
the larger alleles were 650 and 709 respectively. The
expansion was unstable during transmission, accounting
for the variable number of GAA repeats among siblings.
An inverse relation was found between the size of GAA
expansion and age at onset (p?0.05) and direct relation
between smaller GAA expansion and several of disease
(p?0.01). The study of the single nucleotide polymorphism
FADI in patients, indicate a strong association of the rare
allele B to the FRDA chromosomes.

Conclusions: we demonstrated that the spectrum of
FRDA is broader in the colombian population. A single
founder effect mutation associated with FADIB or the
alternative hypothesis is that the different FRDA mutations
have originated in an at risk allele. Direct molecular
diagnosis through determination of the size of the GAA
expansion should become an essential tool in clinical
practice and genetic counseling for patients with recessive
or sporadic cerebellar ataxias (Acta Neurol Colomb
2004; 20: 7-12)

Key words: Friederich’s ataxia, GAA repeats, risk
allele, colombian population genetic.

INTRODUCCION

La ataxia de Friedreich (FDRA) es la forma mas comun
de ataxia hereditaria. En Colombia constituye un 24% del
total de las ataxias degenerativas (1).

Es una enfermedad autosdmica recesiva, ocasionada
por una mutacion en el gen de FRDA, que codifica
para la proteina llamada frataxina (2, 3). Los estudios
sugieren que esta proteina esta involucrada en el trafico y
disponibilidad del hierro mitocondrial (4, 5).

Mas del 95% de los alelos de FRDA tienen una
expansion en el nimero de repeticiones del trinucledtido
GAA, en el primer intrén del gen de FRDA. Un pequeiio
porcentaje de pacientes son heterocigotos para la expansion
y portan simultdneamente una mutacion puntual en el
otro alelo (6, 7).

Los primeros criterios diagndsticos fueron propuestos
por Geoffrey en 1976 (8), luego Harding en 1981 (9)
hizo una propuesta modificada de estos criterios. Algunos
estudios han correlacionado el tamafio de la expansion
de las tripletas GAA con la severidad de la enfermedad

y sus complicaciones y han sugerido una relacion inversa
entre el nimero de expansiones y la edad de inicio
(5, 10-12).

A la luz de la heterogeneidad clinica y la posibilidad
del diagnostico a través de la evidencia de la expansion de
las tripletas GAA en el cromosoma 9, decidimos estudiar
un grupo de pacientes jovenes con ataxia que cumplieran
estrictamente o no los criterios de FRDA y analizar las
repeticiones en la poblacion normal colombiana. También
investigamos el polimorfismo FAD1 en los pacientes que
presentaron la expansion GAA.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron pacientes con ataxia que fueron remitidos
a la Unidad de neurologia del Hospital Universitario de
San Ignacio, entre enero de 1997 y diciembre de 2000,
siguiendo los criterios diagndsticos de Harding (9). Luego
de firmar el consentimiento informado, se colectaron
muestras de sangre de 24 pacientes con diagndsticos de
FRDA o ataxia de inicio en la adolescencia que provenian
de 19 familias y de 50 sujetos normales (sin ataxia
escogidos entre profesores y estudiantes de la Universidad
Javeriana). La severidad de la enfermedad se determind por
medio de la Escala Internacional Cooperativa de Ataxia
(EICA) luego de evaluar su confiabilidad (13).

El DNA se aisl6 de sangre periférica anticoagulada con
EDTA con el método fenol-cloroformo y proteinasa K
(14). La amplificacion de la expansion GAA para FRDA
se realiz6 mediante PCR XL (Kit Expand Long PCR
(Boehringher Mannheim) con los amplimeros GAA-F
y GAA-R (2). La amplificacion fue realizada en las
siguientes condiciones: una denaturalizacion a 96°C por
tres minutos y 10 ciclos compuestos de los siguientes
pasos: 94°C por 30 segundos, 68°C por 150 segundos,
seguidos de 20 ciclos en los que la duracion del paso de
los 68°C se aumentd por 20 segundos/ciclo. Los productos
del PCR fueron separados mediante electroforesis en gel
de agarosa 0,8% y visualizados mediante coloracion con
bromuro de etidio. El tamafio de los alelos se determind
por comparacion con un marcador Ladder DNA de
1Kb. Fueron calculadas las frecuencias alélicas y la
heterocigocidad para los alelos de los locus de FRDA y
de la poblacion control.

El polimorfismo para el segmento FAD1 fue amplificado
mediante PCR utilizando los amplimeros FAD1 S1y FAD1
S2 (14) aplicando la técnica SSCP para su determinacion.
Los productos fueron separados en gel de poliacrilamida
denaturante y los geles fueron tefiidos de plata.

Aplicamos el test t con un valor de significancia p<0,05
para la comparacion de las medias del tamafio de las
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expansiones GAA del alelo menor, la edad de inicio y la
severidad de la enfermedad de los pacientes con forma
clasica de FRDA y la variante FARR. Para determinar si
existia una correlacion entre las expansiones de tripletas
GAA con la edad de inicio y la severidad de la enfermedad,
se aplico el test de correlacion de Pearson.

RESULTADOS

Los 24 pacientes provenian de 19 grupos familiares.
En cinco familias existia consanguinidad entre los padres.
De los 24 pacientes, 17 tenian un FRDA clasico y siete
tenian la variante FARR. Veinte casos tenian expansion
de la repeticion de tripletas GAA en ambos alelos, en un
caso confirmamos la expansion GAA en un solo alelo
e inferimos la presencia de una mutacién puntual en
el segundo alelo y en tres casos no estaba presente la
expansion GAA (Tabla 1).

La heterocigocidad estimada en el locus FRDA
correspondid a 0.89, con un rango de tripletas GAA entre
1 y 26 en la poblaciéon normal colombiana y de 206 a
951 en los sujetos afectados (Figura 1). El promedio
de los alelos L (largos) y C (cortos) fue 790 y 650
respectivamente. De los 20 casos con expansion, 17
fueron FRDA clasicos y siete fueron variante FARR; el
promedio de las repeticiones GAA en los pacientes con
FARR fue 471.8 y 709.3 en FRDA clasica. La diferencia
en el promedio de la edad de inicio, la severidad y el
numero de expansiones de tripletas fue estadisticamente
significativa entre los dos tipo de FRDA (p<0.05, p<0.001
y p<0.05 respectivamente) (Figuras 2-4)

Se encontr6é una correlacion directa estadisticamente
significativa entre la severidad de la ataxia evaluada por
EICA vy la expansion de las tripletas GAA del alelo corto
(p<0.01), mientras que la correlacion entre la edad de
inicio de la enfermedad y las expansiones de tripletas

Tabla 1. Frecuencia (%) de hallazgos clinicos.

Parametros Grupo

1 2 3

n=21 n=3 n=24

Marcha atéxica 100 100 100
Dismetria 100 100 100
Sillas de ruedas 33 33 33
Hipotonfa 61 0 54
Ausencia de reflejos 63 66 71
Babinski 60 100 62
Disartria 80 100 83
Nistagmo 61 0 54
Oftalmopharesia 10 33 12
Pie cavo 42 33 41
Escoliosis 52 33 50
Anormal ECG/EKG 43 0 37
Neuropatfa axonal 60 100 62
Anormalia Neuroconducciones 81 33 75
Grupo 1: pacientes con expansion GAA.
Grupo 2: pacientes sin expansion GAA.
Grupo 3: todos los pacientes con FRDA (con y sin GAA)

GAA del alelo corto mostrd una relacion inversa (p<0.05)
(Figuras 5y 6).

El analisis de la diferencia de los promedios de
los alelos paternos y maternos en 12 casos no mostrd
diferencia significativa (751.43+/- 74.84 y 721.89+/-
97.05 respectivamente), asi como la diferencia entre
el numero de repeticiones GAA de padres y pacientes
(734.81+/- 86.56 y 708.75+/- 190.26). Respecto a
la dindmica intergeneracional de la expansion GAA,
observamos dos casos con expansion y cuatro con
contraccion sin permitirnos identificar la via de
transmision.

La frecuencia del alelo A del SNP FADI fue 0.858 en
la poblacion normal y 0.300 en individuos afectados, la
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Figura 1. Repeticiones CAA en poblacién normal colombiana y en pacientes con FRDA.
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Figura 2. Edades de inicio de la enfermedad en FRDA y FARR.
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Figura 3. Severidad de la enfermedad en FRDA y FAAR.
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Figura 4. Ndmero de expansiones en FRDA y FARR.

frecuencia del alelo B fue 0.142 en los controles y 0.700
en los pacientes; las dos poblaciones mostraron estar en
equilibrio Hardy-Weinberg (X2 controles = 0.002 p<0,1
y X? pacientes = 0.402 p<0,8). La frecuencia alélica
FADI1 en cromosomas de sujetos normales y en FRDA
indica una fuerte asociacion con el alelo comun A para
los cromosomas normales y para el poco frecuente alelo
B con el cromosoma FRDA de la poblacién colombiana
(Tabla 2).

DISCUSION

La determinacién del nimero de repeticiones GAA
permite confirmar el diagnoéstico de FRDA. Un 87,5%
de los casos fueron homocigotos para la expansion de
tripletas GAA, a diferencia de otros estudios que muestran
95% y 100% de pacientes FRDA homocigotos para
la expansion. Encontramos en nuestros pacientes una
correlacion negativa entre el nimero de tripletas del
alelo corto y la edad de inicio de la enfermedad y una

Tabla 2. Alelo de riesgo FAD.

Paciente  Control

Alelo A 11 52
Sin alelo A 9 1

Odds radio=0.02 (0.00<OR<0.22)
RR=0.19
X?=19.33 p<0.0000146.

Alelo B 19 14
Sin alelo B 1 39

Odds radio=52.93 (6.34<OR<1161.66)
RR= 23.03
X?=24.88 p<0.000006.

correlaciéon positiva con la severidad de la enfermedad
que estaria de acuerdo con lo descrito en estudios
previos (7).

Demostramos una diferencia significativa entre en
numero de tripletas GAAs, edad de inicio y severidad entre
los individuos con FRDA clasico y FARR, sugiriendo que
las expansiones no inhiben totalmente la transcripcion o
la maduracion de el mRNA frataxina, permitiendo una
expresion residual de la proteina (6, 15, 16).

La hipotonia no ha sido descrita en los criterios clinicos
propuestos (9), encontrandose en un 54% de nuestros
pacientes. La heterogeneidad genética se evidencio en
un 3.6% de los casos con hallazgos clinicos de FRDA
pero no presentaban expansion de las tripletas GAA. Por
las caracteristicas fenotipicas debe evaluarse el nivel
de vitamina E de estos pacientes, ya que el déficit de esta
vitamina comparte las caracteristicas clinicas de FRDA
(17) ; otra posibilidad seria que estos pacientes presentaran
mutaciones puntuales en sus dos alelos y por lo tanto se
haria necesario caracterizarlas mediante secuenciacion
directa del gen FRDA.

Nuestros datos sobre el marcador FAD1, de acuerdo con
lo reportado en Espaiia, proporcionaria una evidencia, en la
que el alelo B FADI estaria asociado a la mutacion GAA
0 podria ser un alelo de predisposicion a la expansion,
como un alelo de riesgo, mientras que el alelo A FAD1 se
comportaria como un alelo de proteccion (14).

Si entendemos el comportamiento clinico y molecular de
nuestros pacientes con ataxias degenerativas, conociendo
las caracteristicas genéticas poblacionales normales, y
consideramos otras alteraciones bioquimicas ya descritas
en estas patologias (18) lograremos sin duda avanzar
hacia una aproximacion terapéutica mas racional con los
resultados de los ensayos clinicos existentes y de los que
se encuentran en curso (19-21).
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Figura 5. Correlacion entre la severidad y el nimero de repeticiones GAA en el alelo corto (=20, r= 2.95 p <0.01).
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Figura 6. Correlacion entre la edad de inicio y el nimero de repeticiones GAA en el alelo corto en los 20 pacientes (n=20, r=

CONCLUSION

El espectro de la expansion en FRDA es amplio
en la poblacidon colombiana. Puede existir un efecto
fundador de la mutacion asociandose al alelo FAD1_B
o bien las mutaciones de FRDA se originan en un alelo
de riesgo.

En nuestro pais, muchos casos de ataxia degenerativa
se presentan de forma esporadica y ocurren en familias no
consanguineas, donde la herencia autosémica recesiva no
puede demostrarse; el diagndstico molecular a través de
la determinacién de la expansion GAA se constituye
como una herramienta esencial en la practica clinica y
en la consejeria genética en pacientes con ataxia recesiva
o esporadica.
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