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1. INTRODUCCION: EL SINDROME DE TEMBLOR Y
ATAXIA ASOCIADO AL SINDROME DEL CROMOSOMA
X FRAGIL (FXTAS)

1.1. Genética

El gen FMR1 es polimérfico, y en condiciones normales, contiene entre 5y 55
repeticiones del triplete CGG, con una media de 29-30 repeticiones. El gen
FMR1 codifica para una proteina ligadora de ARN, la FMRP, que se asocia a
poliribosomas y regula la transcripcion en las dendritas de las neuronas,
contribuyendo a su desarrollo. También se le ha atribuido funcién en la

sinaptogénesis y maduracion espinal.

La expansion del triplete CGG se considera una mutacion dinamica, existiendo
3 condiciones diferentes asociadas al gen FMR1: la mutacion completa, que
produce el Sindrome del X Fragil (FXS) cuando existen >200 repeticiones;
premutacion, que produce el FXTAS cuando existen entre 55 y 200
repeticiones; y el estado de normalidad, cuando el numero de repeticiones es
inferior a 55,. En la figura 1 se representa el modelo de patogénesis de la

premutacion y de la mutacion completa.
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Figura 1. Modelo de patogénesis del FXS y FXTAS (adaptado del trabajo de
Jacquemont et al., 2007)s. En sujetos normales, el receptor metabotropico
glutamaérgico (mGIuR) estimula la translacion de ARNm de FMR1 sintezando la
proteina FMRP, que es una proteina ligando del ARN que actua como inhibidora de la
traslacion en la sinapsis neuronal. Por otro lado, la proteina FMRP inhibe al receptor
mGIuR y, como feedback negativo de traslacion de ARNm, con lo que se autoregula la
produccién de FMRP. Cuando mGLUR esta muy activada, se estimula la traslacién de
diferentes proteinas relacionadas con la alteracion de la sinapsis neuronal, ademas de
la produccién de inclusiones intranucleares en diferentes regiones cerebrales. Esto es
lo que ocurre en la mutaciéon completa. Sin embargo, en un estado de premutacion, se
produce una sobreproduccion de ARNm de FMR1, y esto puede conducir a dos
situaciones, que los niveles de proteina FMRP sean normales o estén disminuidos.
Cuando los niveles de FMRP son normales, no se producira FXTAS, pero cuando
estén reducidos, existira un exceso de proteinas de ARNm. En este proceso también
existe una situacion de secuestro de ofras proteinas chaperonas,
ubiquitinas/proteasomas y proteinas ligadoras de CGG, que en consecuencia
conllevan a la formacién de inclusiones intranucleares y, finalmente, a la disfuncion
celular.

El rango en el cual el numero de repeticiones se encuentra entre 45 y 54 se
denomina “zona gris”. Esta zona gris en principio es considerada como dentro
de la normalidad, aunque condiciona alelos mas inestables en la transcripcion,

por lo que en siguientes generaciones puede desarrollar un alelo premutadoa.
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Recientemente se han descrito 3 casos de pacientes con clinica de FXTAS y
repeticiones de CGG dentro de la zona gris, por lo que realmente el limite de

repeticiones para considerar la premutacion podria ser ampliadoss,

El Sindrome del X-fragil es la causa hereditaria mas frecuente de retraso
mental en varonesg, cuya base molecular consiste en una expansion superior a
200 repeticiones del triplete CGG en el extremo 5 del gen FMR1 (mutacién
completa)7o. La mutacién completa causa hipermetilacion del gen FMR1 y, en
consecuencia, una ausencia de la expresion del gen (no se produce la proteina
FMR1)4o.

La expansion del triplete entre 55 y 200 repeticiones implica un estado de
premutacionq4, no existe metilacion del gen y se producen niveles normales o

ligeramente bajos de proteina FMRP (tabla 1).

Tabla 1. Extension (CGG)n, expresion de FMR1 y consecuencia clinica
para las dos situaciones en las que diferente extensién del triplete
condicionan transcripciones, traslaciones y fenotipos diferentes.

GENOTIPO PREMUTACION MUTACION COMPLETA
(CGG)n 55 <n<200 n>200
Transcripcion ﬁ Q

ARNm FMR1 T Ausencia
Translacion l 1l

FMRP I Ausencia
FENOTIPO FXTAS FXS

17
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Los portadores de Ila premutacion con FXTAS tienen un fenotipo
aparentemente normal, esto contribuy6é a que inicialmente se considerara que
todos los premutados eran asintomaticos y que solo representaban un riesgo
por la posible transmisién de la mutacibn completa en las siguientes
generaciones, debido a la inestabilidad de los alelos y la capacidad de

amplificacion generacional de una madre portadora a un progenitors,.

Posteriormente, diferentes estudios demostraron que algunos de los
premutados desarrollaban cuadros neuropsicolégicos y neuropsiquiatricos s,
fallo ovarico prematuro en mujeresq4, disfuncion autondmica, cuadros de
parkinsonismo y temblor/ataxiais e incluso demenciass. En 2001 se describieron
5 casos de varones premutados que padecian de temblor de intencion,
disfuncién ejecutiva y cerebelosa, deterioro cognitivo y parkinsonismo,
asociado a atrofia cerebrals;. También existia neuropatia periférica y disfuncién
autondmica. La degeneracidon del sistema nervioso se atribuyd a los niveles
elevados de ARNm de FMR1, dado que estudios previos ya se habia descrito
la existencia de niveles altos en linfocitos de ARNm de FMR7 en los

premutadosss.

Asi pues, el sindrome FXTAS se describié como tal por primera vez en 2001
por RJ y PJ Hagerman, como una enfermedad neurodegenerativa de
manifestacion tardia, principalmente afectando a los varones portadores de la

premutacionqg, (fig.2)
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FXS FXTAS
Trastorno del neurodesarrollo Trastorno neurodegenerativo
Origen congénito Inicio >50 afos
Curso estatico Curso progresivo
Mutacién completa FMR1; CGG>200 Premutacion FMR1; CGG 55-200

Causa: ausencia o reduccion de FMRP Causa: aumento de ARNm de FMR1

Figura 2. FXS vs. FXTAS. La figura 2 refleja que el FXS y el FXTAS son dos
procesos diferentes, cada uno de ellos como resultado de una extension de
tripletes diferente de un mismo gen (FMR1). Se muestran el ejemplo fenotipico
en 2 varones, ya que se afectan con mayor frecuencia que las mujeres, debido
a que la localizacién del gen (y por tanto, su posible mutacién) se encuentra en
el cromosoma Xy.

También se ha descrito el desarrollo de FXTAS en mujeres premutadas,
aunque ocurre con una frecuencia inferior y las manifestaciones clinicas son
mas moderadas y de establecimiento mas tardiozs.25. La explicacion radica en
la existencia de un segundo alelo normal y en la inactivacion aleatoria del
cromosoma X premutado. Ademas, parecen existir otras diferencias especificas

del sexo adicionales que justifican una penetrancia inferior en las mujeress.
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1.2. Epidemiologia

En la poblaciéon de América del Norte se describié que 1 de cada 813 varones y
1 de cada 259 mujeres eran portadores de la premutacidnyz2s. Un estudio de
Israel que incluyd a 40000 mujeres detectd una prevalencia de 1 premutada de
cada 154, sin existir diferencias de frecuencia si se tenia en cuenta la historia
familiar de retraso mental y de anomalias del desarrolloyg. Resulta evidente que
diferentes grupos étnicos muestran prevalencias diferentes de la premutacion,
siendo menor en poblaciones de Asiazxy y mayor en la regiéon del

Mediterraneos;.

El estudio realizado en Espafia de una serie de pacientes con ataxia de
aparicion tardia, revel6 una prevalencia estimada de FXTAS de alrededor de
1,15% en varones y de un 3% en mujeress,. De manera similar, se encontro
una frecuencia del 1,6% de FXTAS en pacientes adultos con trastornos de
movimiento que eran negativos para el gen de la enfermedad de Huntingtonss.
Se detectaron signos de FXTAS en un 16,5% de las mujeres premutadas, y en
un 45,5% de los varones premutados mayores de 50 afos. Ademas, en las
mujeres premutadas habia una penetrancia del 18,6% de fallo ovarico
prematuro, del 15,9% de patologia tiroidea y del 24,4% de dolor miopatico

cronicoss.

Asi pues, no todos los portadores de la premutacién desarrollan FXTAS, pero
multiples estudios coinciden en que la penetrancia de FXTAS en varones con la
premutacion es superior a un terciozi233s3s Siendo esta inferior en
mujeres,12325. La penetrancia aumenta cuanto mayor es el numero de
repeticiones de CGG, principalmente cuando es superior a 70, por lo que a
mayor expansioén, mayor riesgo de desarrollar FXTAS. Adicionalmente, la
penetrancia se incrementa con la edad, llegando a ser hasta del 50% para

hombres de entre los 70 y 90 afios.
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Dado que la premutacion es relativamente comun en varones en la poblacion
general y que los varones premutados de mayor edad son los que tienen mayor
riesgo de desarrollar FXTAS, ante un paciente de sexo masculino con ataxia y
temblor intencional, deberia de descartarse la mutacion del gen FMR1,
especialmente si se acompana de parkinsonismo, disfuncién autonémica o

deterioro cognitivo, independientemente de la historia familiar;.

1.3. Criterios diagnésticos

El diagnéstico de FXTAS frecuentemente pasa por alto. En primer lugar,
porque es un sindrome descrito hace relativamente pocos; y muchos
facultativos no estan familiarizados con él y, en segundo lugar, porque la forma
de presentacion inicial puede ser bastante variable (tabla 2). En fases iniciales
los pacientes pueden presentarse con un solo sintoma clinico, que suele ser el
temblor esencial, y esto puede sugerir multiples diagnésticosss, aunque se ha
descrito algun caso de FXTAS con clinica inicial de demencia y parkinsonismo,

sin temblor ni ataxias;.

Tabla 2. Formas de presentacion de FXTAS:

Manifestaciones clinicas asociadas

Disfuncién autonomica 3g 39

Neuropatia sensitiva de vias largas 4041,

Manifestaciones psiquiatricas: depresion, ansiedad, irritabilidad 4243
Deterioro cognitivo y demencia 44

Disfuncién 6culomotora 45

Distonia focal (extremidad, cervical, laringea) 46

Paraparesia espastica 47
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Presentaciones infrecuentes

Pseudo-temblor esencial 45

Pseudo-atrofia multisistémica 49

Demencia rapidamente progresiva s

Pseudo- neuropatia de Charcot-Marie-Tooth 4

Paraparesia espastica 47

Heterogeneidad clinica dentro de una misma familia 45 51

Los criterios diagndsticos

aceptados de manera generalizada son los

propuestos por Jacquemont y colaboradores. Para el diagndstico de FXTAS se

establecieron 3

categorias

diagndsticas:

“definitivo”,

‘probable” vy

“posible”’ss.Cada categoria refleja la combinacion de criterios clinicos vy

radiologicos (tabla 3):

Tabla 3 .Criterios diagndésticos de FXTAS en portadores de la premutacion

para el gen FMR1

CRITERIO OBLIGATORIO: n° repeticiones de CGG de 55-200.

Categorias
diagnésticas

Signos radioldgicos

Signos clinicos

“definitivo”
un signo radiolégico mayor
+

un signo clinico mayor

”posible”

un signo radiolégico mayor
+
un signo clinico menor
o
dos signos clinicos mayores

“probable”

un signo radiolégico menor
+

un signo clinico mayor

Mayor

-Lesiones en
pedunculos
cerebelosos
medios

ylo
en tronco
cerebral.

Menor

-Lesiones en
sustancia
blanca
cerebral

-Atrofia
cerebral
generalizada

Mayor Menor
-Temblor -Parkinsonismo
intencional

-Alteracion de
-Ataxia memoria de
corto plazo
-Disfuncion
ejecutiva
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El diagndstico de FXTAS “definitivo” requiere de la existencia de una
premutacion en el gen FMR1 y de la presencia de hiperintensidad de sefial RM
en el tronco cerebral y/o pedunculos cerebrales medios (signos
neurorradioléogicos mayores), asociado a temblor intencional y/o ataxia
(sintoma clinicos mayores). Adicionalmente, pueden existir otros signos
neurorradiolégicos menores, que incluyen lesiones en sustancia blanca
cerebral o atrofia cerebral moderada; y otros signos clinicos menores, que
incluyen parkinsonismo, alteracion de memoria de moderada a severa, o

disfuncién ejecutiva.

El diagndstico de FXTAS “probable” requiere de la presencia de: o bien, un
signo neurorradiolégico mayor asociado a un signo clinico menor, o de dos

signos clinicos mayores.

El diagndstico de FXTAS “posible” requiere de un signo neurorradiolégico

menor y uno clinico mayor.

Un diagnéstico acertado es vital, tanto para el paciente como para su familia,
pues las generaciones siguientes estan en riesgo para el FXS. Por este motivo
el diagnéstico de FXTAS en un premutado requiere de consejo genético para él

y su familiag (tabla 4):
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Tabla 4. Indicaciones de despistaje de FXTAS

Ataxia
cerebelosa Causa desconocida en paciente = 50 afios
Temblor de Causa desconocida en paciente = 50 afos +
accion Ataxia cerebelosa, parkinsonismo o demencia
Demencia Causa desconocida en paciente = 50 anos +
Ataxia cerebelosa, parkinsonismo o temblor de accién
Hipersefial en pedunculo cerebelosos medios o
Signos de Historia familiar de fallo ovarico prematuro o
Historia familiar de enfermedad relacionada con el gen FMR1
FXTAS ria familar €e enier 9
Atrofia multisistémica, variante cerebelosa (AMS tipo C)*

*especialmente si el temblor de accion esta presente o la duraciéon de la enfermedad en mayor

del tiempo esperableyo.

La hipersefial en pedunculos cerebelosos medios se considera el marcador
mas especifico de FXTAS, ademas de la formacién de inclusiones
intranuclearess;. Sin embargo, la hipersefal en pedunculos cerebelosos medios
en realidad no es tan especifica de FXTAS como se describio inicialmentess. El
diagndstico diferencial principal debe establecerse con la AMS-C, donde se ha
descrito hipersenal en pedunculos cerebelosos medios hasta en el 42% de
pacientesss, aunque también se han descrito casos en formas de atrofia olivo-
pontocerebelosa, diferentes ataxias espinocerebelosas, enfermedades
metabdlicas (enfermedad de Wilson, hipoglucemia, cirrosis), algun tipo de
infarto (ej.: de territorio de las arterias cerebelosas antero-inferiores por
diseccién de la arteria vertebral), encefalopatia posterior reversible, paralisis
supranuclear progresiva, enfermedades inflamatorias desmielinizantes y en
neoplasias (linfoma, glioma, carcinomatosis meningea)ss. Incluso se ha descrito
este hallazgo en algunos individuos sanos, independientemente de su edadsg.

Por lo que siempre hay que tener en cuenta todos los hallazgos radiolégicos en
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su conjunto y en su contexto clinico especifico, para tener un correcto enfoque

de cada caso.

Recientemente, en un trabajo de 2012, se ha relacionado en FXTAS la
presencia de hipersefial en los nucleos dentados del cerebelo con una mayor
severidad en la escala de ataxia, y la hipersefial en el cuerpo calloso, como
marcador de progresion de FXTAS. Ademas, se ha sugerido incluir la
hipersefial del cuerpo calloso como criterio radiolégico mayor, dado que su
frecuencia de presentacion (68%) fue similar a la de los pedunculos

cerebelosos mediossy.

1.4. Asociacion clinico-patolégica

Greco y cols. (2002) fueron los primeros en describir la presencia de
inclusiones intranucleares en neuronas y astrocitos en tejido cerebral post-

mortem de varones con FXTASss

Estas inclusiones contenian ARNm de FMR1s9, ademas de otras proteinas

entre las cuales se incluian las proteinas ligando de ARNgo.

La mayoria de estudios sobre la patogénesis de FXTAS apoyan el modelo de
ganancia de funcién téxica (fig. 3), que justifica el origen del dafio neurolégico
en los premutados en el exceso de ARNm de FMR1, formando inclusiones
intranucleares, gliosis y atrofia cerebralgi. Esto es reforzado por el hecho de
que en los adultos con el SXF, en el cual no se produce neurodegeneracion,

no existen inclusiones intranuclearessg
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Figura 3. Representacion esquemética del mecanismo de toxicidad por
ganancia de funcion del ARN propuesta en la patogénesis del FXTAS
(adaptado del trabajo de Oostra et al., 2009);. E/ gen FMR1 se transcribe en el
nucleo y se transporta por los ribosomas. La expansion del triplete CGG
presente en el extremo 5UTR del gen FMR1 impide la translacion,
produciéndose menores niveles de FMRP. Al existir una alteracion en la
transcripcion, los niveles de ARNm aumentan, la célula atrae chaperonas y
elementos del sistema ubiquitina/proteasoma y se forman inclusiones
intranucleares. El secuestro de proteinas en la formacion de inclusiones
intranucleares parece ser la causa de la neurodegeneracion.

Asi pues, la clave neuropatolégica del FXTAS es la formacion de inclusiones
intranucleares en neuronas y astrocitos del sistema nervioso central (cerebro,
cerebelo y médula espinal). La afectacion cerebral predomina en el cértex, el
tronco cerebral y, con una mayor densidad de inclusiones, en el hipocamposs.
Los estudios neuropatolégicos muestran espongiosis en la sustancia blanca

subcortical y profunda, asi como en los pedunculos cerebelosos mediosegy.
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En el cerebelo se aprecia gliosis, degeneracion axonal, inclusiones
intranucleares en el nucleo dentado, y pérdida de células de purkinje, aunque
no se observan inclusiones en estas ultimasgs. También se han demostrado
inclusiones intranucleares en otros tejidos, como el hipofisario o el testiculars,.
Desafortunadamente, no se dispone de estudios neuropatolégicos en
premutados sin FXTAS fallecidos por otras causas. Estudios con modelos
animales han encontrado una menor viabilidad en las neuronas hipocampales
de ratones con la premutacion, las cuales expresan proteinas de estrés mas
elevadas a medida que crecen. La reduccién en la viabilidad resulta congruente
con la toxicidad producida por el exceso de ARNm y la neurodegeneracion
asociada al FXTASes, por lo que parece existir un cierto trastorno en el
neurodesarrollo también presente en los premutados del FMR1, y por tanto, no

exclusivo de los sujetos con la mutaciéon completa.

Los estudios neuropsicologicos en premutados muestran alteraciones en las
funciones ejecutivas y memoria a corto plazoes y parece ser que las
alteraciones neuropsicolégicas aparecen mas temprano que los propios
sintomas de FXTAS, sugiriendo que el proceso que finalmente desencadena

en FXTAS se desarrolla a una edad mucho mas tempranaey.

Diferentes estudios han demostrado en varones premutados una relacion
entre la extension de tripletes de CGG y: la alteracion en la memoria de corto
plazoes, la disfuncion motoragy, la severidad de la afectacién de sustancia
blanca, el grado de atrofia cerebralzo e hipocampal;4, la severidad de los signos
neuropaticosy,, el grado de neuropatia segun medidas de la conduccion
nerviosarzs, la reduccion del volumen cerebelosozy y con el numero de
inclusiones intranucleares, tanto en neuronas como en astrocitos. Ademas, en
varones premutados, la extension de los tripletes CGG se considera predictor

de la edad de debut de las alteraciones motoras de FXTAS74. Por todo esto, el
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numero de repeticiones de CGG se puede considerar un potente predictor de la
afectacion clinica y neuropatoldgica del sistema nervioso centralgs. A diferencia
de los varones, en las mujeres premutadas no se ha demostrado una relaciéon
tan clara entre la extension de las repeticiones del triplete CGG y algunos de
los hallazgos neurorradiolégicos, como es la reduccién del volumen

cerebeloso7y.

1.5. Asociacion neuropatolégica “in vivo”

Los estudios de RM cerebral permiten analizar los cambios estructurales y
diferencias macroscépicas en cuanto a la forma, tamafo y morfologia de
multiples regiones cerebrales o de todo el cerebro en su conjunto. Asimismo,
no solo aporta informacién subjetiva sobre el tamafo cerebral, si no que
permite obtener otro tipo de informacion objetivable, cuantificable y analizable
estadisticamente, tanto del volumen cerebral global como de determinadas
estructuras cerebrales, entre las cuales se puede considerar sustancia gris,
sustancia blanca, ganglios basales, cerebelo, regiones corticales de interés,
etc. Por este motivo, la RM representa una herramienta muy util para analizar
de forma indirecta el riesgo de desarrollar FXTAS vy, eventualmente, de

demencia.

1.5.1.Estudios de imagen anatémica

En el FXTAS, la RM cerebral muestra cambios de sefial en la sustancia blanca
cerebral subependimaria y profunda de predominio prefrontal, en la sustancia
blanca profunda de los hemisferios cerebelosos y adelgazamiento del cuerpo

calloso, cértex temporal inferior, amigdala-hipocampo y cerebeloss La
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presencia en los premutados de una hipersefial en secuencias T2 en los
pedunculos cerebelosos medios y en la sustancia blanca cerebral ya tiene valor
como criterio de diagnéstico de FXTAS7s. En 2004, el grupo de Jacquemont
propuso los criterios diagnosticos basandose en los hallazgos mas

caracteristicos clinico-radiolégicos comentados previamentezs.

En mujeres premutadas con FXTAS, el patron de las alteraciones
neurorradiologicas (la reduccion del volumen cerebeloso vy la alteracion de la
sefal en pedunculos cerebelosos medios) es similar, aunque la relevancia de
los hallazgos y su frecuencia son mas discretos que en los varonesyzs. Esto es
congruente con la diferencia fenotipica de FXTAS entre hombres y mujeres.
Sin embargo, en las mujeres no se ha encontrado una asociacion entre los
hallazgos neurorradiologicos y la genética, en concreto con la longitud de la

extension de tripletes de CGG, a diferencia de los varonesz1.

1.5.2.Estudios de imagen estructural

Con el desarrollo de las técnicas de procesado de la imagen han aparecido
multiples técnicas de enfoque, interpretacion y analisis de la morfologia
cerebral. Para ello, se dispone de técnicas volumétricas (Voxel-Based
Morphometry-VBM) para el estudio del volumen cerebral global o de
determinadas regiones de interés corticales o subcorticales, como puede ser
para el estudio de los ganglios basales o del hipocampo. También existen
técnicas de grosor cortical (FreeSurfer) que también puede ser global de
ambos hemisferios cerebrales o seleccionando una ROI (Regién de interés)
que permite analizar el grosor y/o volumen cortical de una region cortical
concreta, asi como también del volumen de estructuras subcorticales.
Recientemente se han desarrollado otras técnicas de analisis de superficie o
forma (SPHARM). Como ejemplo de este tipo de estudios cabe destacar el
cambio de forma del hipocampo entre pacientes con enfermedad de Alzheimer
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con respecto a los controleszs. Otros estudios en relaciéon con la enfermedad de
Parkinson, han descrito alteraciones en la forma de la zona central medial-
parafascicular, un area conocida por presentar una degeneracion selectivarg
Los resultados preliminares de un estudio realizado en nuestro centro muestran
alteraciones significativas en la forma hipocampal (sefialado en rojo) en
pacientes con enfermedad de Parkinson de larga evolucion con demencia
(PDD) comparado con pacientes con enfermedad de Parkinson sin deterioro
cognitivo (PD) (fig.4).

Figura 4. Anélisis de forma del hipocampo (software SPHARM-PDM
automatizado en web). Las areas en rojo representan zonas de alteracion
selectiva de la forma en pacientes dementes con Parkinson versus pacientes
con parkinson sin demencia. Se aprecia una alteracion en el cuerpo del
hipocampo (area CA1), mientras que practicamente no se observan
alteraciones en la cabeza del hipocampo.

Otro estudio preliminar ha analizado la forma del ventriculo en pacientes
gemelos mono y bicigéticos con esquizofrenia, con el objetivo de reducir la
variabilidad bioldgica, dado que estos sujetos muestran genes idénticos,
demostrando diferencias significativas en cuanto a la forma, sin alterar el

volumen total ventriculargg.
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En el caso de FXTAS, existe poca bibliografia especifica sobre las alteraciones
estructurales tales como el patron de pérdida de volumen cerebral y cerebeloso
y, especificamente en el caso del hipocampo, unicamente existe algun estudio
en el que se relaciona el volumen hipocampal con la sintomatologia psicolégica
(en premutados sin y con FXTAS)s1 También se han descrito, diferencias de
volumen hipocampal entre portadores de la premutaciénsggs e, incluso,
diferencias en la activacion hipocampal en RM funcionalgy. Sin embargo, hasta
la fecha, no se ha llevado a cabo ningun estudio de su forma ni en relaciéon con

la sintomatologia de FXTAS.

Los estudios de RM avanzada, que se basan en el analisis volumétrico de
diferentes estructuras cerebrales, han demostrado que los varones premutados
con FXTAS muestran una pérdida de volumen en la sustancia gris cerebelosa,
tronco cerebral, complejo amigdalo-hipocampal, caudado e insula
bilateralmente; ademas del cértex frontoparietal dorsomedialgs. También
demuestran afectacién de la sustancia blanca en cerebelo, tronco cerebral,
protuberancia, giro cingulado y rodilla del cuerpo calloso, y en los tractos del
I6bulo frontal y temporal. La correlacion negativa entre la densidad se sustancia
gris y blanca y el n° de repeticiones de CGG en algunas de estas
localizaciones, apoya el hecho de que la expansion del triplete CGG tiene
efectos bioldgicos y pueden modular el envejecimiento celular;o. En los
premutados sin FXTAS ya se aprecia una reduccion del volumen del tronco
cerebral comparado con los controles, aunque esta es similar a la existente
entre los premutados con FXTAS, apoyando la teoria de que los hallazgos

neurorradiologicos preceden a la sintomatologia de FXTAS.

En cuanto al volumen hipocampal se refiere, los resultados encontrados son
variables. En un estudio de Loesch y cols, se describe un aumento del volumen
hipocampal en premutados sin FXTAS, por lo que se ha sugerido la existencia
también de cambios del neurodesarrollo ademas de neurodegenerativos en los

pacientes premutados; hecho que seria congruente con los hallazgos

31



Correlacion entre los cambios estructurales cerebrales y el deterioro cognitivo
en el FXTAS

neuropatolodgicos descritosgs. Sin embargo, otras series o no han encontrado
diferencias de volumen significativass; 0 han encontrado tanto pérdida de
volumen del complejo amigadalo-hipocampalzs como del propio hipocamposs
entre premutados y controles, por lo que los resultados parecen ser
influenciados por diferentes factores como pueden ser la edad, el sexo, el

tiempo de evoluciodn de la sintomatologia o la repeticion de tripletes de CGG.

En cuanto a la influencia del sexo en el volumen hipocampal, se ha encontrado
una correlacion negativa entre la extension de la amplificacion de tripletes CGG
y el volumen hipocampal derecho, en mujeres premutadas, y el volumen
hipocampal izquierdo, en varonesgy. Asi pues, deberia de valorarse la muestra
en cada grupo para analizar e interpretar correctamente los resultados de cada
serie. Por ejemplo, en el trabajo de Selmeczy y cols. no se encontraron
diferencias significativas de volumen amigdalar entre controles y premutados
sin FXTAS, pero se encontré6 una correlacidon negativa entre el volumen
amigdalar y la extension de tripletes so6lo en el rango mas bajo de repeticiones
de CGG, por lo que este factor también puede influir en los resultadossgs. El
trabajo de Koldewyn y cols. no demostré diferencias en el volumen hipocampal;
sin embargo, en estudios de RM funcional si mostraron una reduccién de la
activacion del hipocampo izquierdo y un aumento de la activacion del cértex
parietal derecho, sugiriendo alteraciones de memoria inmediata ya presentes
en los premutados sin FXTAS. Ademas, se encontrd una correlacion negativa
entre la activacion hipocampal izquierda y los niveles de ARNm y la clinica

psiquiatricagy,

Otros estudios con RMf en varones premutados encontraron hipoactivacion
amigdalar y en otras regiones relacionadas con la cognicion socialgs, por lo que
la disfuncion hipocampal y amigdalar es consistente, no sdélo por las
alteraciones neuropatoldgicas, si no que también por las funcionales y
estructurales. Tanto los estudios neuropatologicos post-mortem, como los de
RM estructural sugieren una afectacion preferente del hipocampo en los

individuos afectados por la premutacion.
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La alteracion de la memoria, ademas de la disfuncidn ejecutiva también se ha
relacionado con una disfuncion en la activacion frontal presente en estudios de

RMf de premutados sin y con FXTASgs.

Ademas de los cambios descritos en los estudios de RM anatomica y funcional,
se han encontrado alteraciones en los estudios de espectroscopia por RM
(ERM). En estos se aprecia una reduccion de los niveles de N- Acetil-Aspartato
(NAA) en la protuberanciag; y una disminucion de la relacion NAA/Cr

(NAA/Creatina) en protuberancia, cerebelo y ganglios basalessgs.

1.6. Perfil cognitivo/demencia en FXTAS

A pesar de que lo sintomas de FXTAS predominantemente son motores, tales
como la ataxia y el temblor, los problemas psiquiatricos y el deterioro cognitivo
se manifiestan también con frecuencias;. Los estudios radioldgicos y
patolégicos se han centrado en los cambios neurodegenerativos presentes en
estructuras cerebrales especificas, con especial predileccién por el cerebelo y
el sistema limbicog,. Tal y como se ha comentado con anterioridad, la funcién
de la proteina FMRP es importante en el desarrollo de la sinapsis y en la
plasticidad neuronal. Dado que la funcidn cognitiva depende de la plasticidad
en la generacion de sinapsis, una mutacion que produzca un exceso o defecto
en la misma puede condicionar alteracion de la memoria y capacidad de
aprendizaje. Las regiones cerebrales implicadas en la cognicion y plasticidad
se encuentran moduladas por las proteinas LTD y FMRP, en el hipocampo y el

cerebelos.

Durante los ultimos anos, el deterioro cognitivo en pacientes con FXTAS se ha
investigado con un creciente interés. Los varones con FXTAS muestran
alteraciones en la inteligencia, funcioén ejecutiva, memoria a corto y largo plazo,

memoria declarativa y del aprendizaje, velocidad en el procesado de
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informacion, secuencia espacial y funcion visuoespacial. De forma similar, en
los portadores de la premutacion asintomaticos también se han observado
alteraciones en la memoria declarativa y de corto plazo. Algunos estudios en
premutados asintomaticos han descrito una relacién entre el n° de repeticiones
de CGG y la memoria de corto plazo, estando esta ultima mas alterada cuanto

mayor era la extension de repeticiones del triplete CGGgg.

Teniendo en cuenta que las manifestaciones clinicas fundamentales del
FXTAS son la ataxia cerebelosa y el temblor intencional,,, Un estudio reciente
de 2011 ha diferenciado 2 fenotipos dominantes: el primero, en el que
predomina la manifestacién de temblor y la aparicion de la ataxia es tardia; y el
segundo, en el que la ataxia es la manifestacion dominante. En ambos
subtipos, una vez aparece la ataxia, existe una tendencia al deterioro cognitivo
frontalgg, aunque realmente se desconoce cuando aparece el deterioro

cognitivo una vez se han establecido los signos neurolégicos de FXTAS.

El patrén de deterioro cognitivo se caracteriza por una demencia frontal
subcortical con disfuncidon ejecutivasz, cuyos déficits difieren de la demencia
tipo Alzheimer (EA) 43,

A pesar de que un estudio reciente describié una correlacion entre el volumen
del hipocampo derecho y la severidad de sintomas psicolégicos en mujeres con
FXTAS, no hay ningun estudio que haya investigado anomalias estructurales
en relacion con trastornos cognitivos y neuropsicoldgicos en sujetos

premutados con y sin FXTASgs.
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2. JUSTIFICACION

No todos los portadores premutados desarrollan FXTAS, y no todos los FXTAS
desarrollan deterioro cognitivo. A pesar de que se han descrito alteraciones
tipicas en RM convencional en los pacientes con FXTAS, existe evidencia de
que se producen cambios cerebrales en los estudios de RM en los portadores
premutados antes de que aparezca el Sindrome propiamente dicho. Por
ejemplo, en el trabajo de Brunberg y cols. se propone que la alteracion de la

sustancia blanca precede a la clinica de FXTAS7s.

La afectacion hipocampal esta demostrada en estudios neuropatoldgicos y en
modelos animales con ratones, pero el papel concreto y el patréon de la
afectacion del hipocampo en el FXTAS no es bien conocido. Es por ello, que
una caracterizacién precisa ayudaria a proporcionar marcadores predictivos y
pronosticos de la enfermedad, que permitirian diferenciar a aquellos portadores

que se beneficiarian de un potencial tratamiento neuroprotector precoz.
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3. OBJETIVOS

En el presente trabajo se pretende:

-Revisar y describir las alteraciones anatomicas visibles en RM craneal de alto

campo (3T) en portadores premutados con y sin FXTAS.

-Buscar marcadores de RM (alto campo, 3T) en portadores preclinicos de
FXTAS.

-Correlacionar los hallazgos anatdmicos mas relevantes con los valores
genéticos y bioquimicos obtenidos en el estudio especifico (repeticion de
tripletes CGG, niveles de ARNm y de proteina FMRP).

-Correlacionar las alteraciones anatomicas de RM con los hallazgos

neuropsiquiatricos/neuropsicolégicos mas relevantes.

Por tanto, el objetivo primordial es realizar un estudio de las posibles
alteraciones cerebrales globales y mas especificas, en concreto del volumen y
forma del hipocampo, asi como wuna correlacion con la clinica
neuropsicolégica/neuropsiquiatrica, y la genética. Asi pues, se pretende
establecer biomarcadores que puedan predecir el desarrollo de la enfermedad
en fases preclinicas, pudiendo asi propiciar la instauracion de medidas vy

tratamientos neuroprotectores en fases precoces.
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4. HIPOTESIS

La hipotesis de este trabajo es que a lo largo del perfil fenotipico de la
premutacion del gen FMR1 existen alteraciones en la neuroimagen (RM) que
pueden preceder a la clinica de FXTAS. Ademas, y de forma especifica,
existen alteraciones del volumen y forma del hipocampo que ya estarian
presentes en portadores premutados, aunque éstas serian mas notorias en
aquellos con criterios clinico-radiologicos de FXTAS. Estas alteraciones
estarian relacionadas con la neuropsicologia y con la genética. En el caso del
hipocampo, se esperaria que a mayor pérdida de volumen y/o alteracion de la
forma, existiera una mayor afectacién de la memoria, asi como un mayor
numero de repeticiones de tripletes, mayor cantidad de ARNm y menor
cantidad de proteina FMRP.
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5. METODOS

5.1. Muestra

Se incluyeron cuarenta y cinco sujetos, 31 premutados y 14 controles. Los
pacientes premutados para el gen FMR1, fueron diagnosticados
prospectivamente en el Departamento de Bioquimica y Genética Molecular
del Hospital Clinic de Barcelona (MM y LR). El Hospital Clinic es un hospital
terciario, centro de referencia para el diagnéstico genético del Sindrome del
X Fragil (SXF). Los familiares de los nifios con SXF fueron estudiados para
buscar la premutacion del FMR1. Aquellos que se encontraban con un n° de
CGG dentro del rango de la premutacion, fueron derivados al Departamento
de Trastornos del Movimiento del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau,

donde se realizaba su estudio neurolégico (JP) y neuropsicologico (OL).

Este estudio fue aprobado por el comité de ética de ambos hospitales. El
consentimiento informado fue obtenido en todos los sujetos tras la

explicacion de todos los procedimientos implicados en el mismo.

El estudio, ademas, fue dotado con becas FIS PI07/770 (IP Beatriz Gémez-

Anson)y PI12/00879 (IP Montserrat Mila Recasens).
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5.2. Estudio genético, clinico y neuropsicologico

El estudio molecular de las repeticiones de CGG en el gen FMR1, se llevo a
cabo mediante PCR y/o Southern blotting. La amplificacion con PCR se realizé
primers f y ¢ marcados previamente con fluorescencia, segun lo decrito
previamente por Fu y cols. (1991). El producto de la reaccién fue analizado en
un ABI310 (Applied Biosystems, Foster City, CA). El tamafio de los alelos se
determind mediante el programa Seqaid I ™ version 3.81. Todos los
resultados de la muestra incluida en este trabajo fueron realizados en el mismo

centro, evitando la eventual variabilidad debido al proceso de cada centro.

Para la deteccion de ARNm de FMR1, el ARN total fue aislado a partir de 2.5
ml de sangre periférica mediante un método standard (Purescript kits, Gentra).
La reaccion de sintesis de ADNc se realiz6 mediante el Kit ADNc de alta
capacidad (Appield Biosystems, Foster City, CA) y siguiendo el protocolo
establecido. Se utilizaron tres concentraciones de ARN total (400ng, 200, ng,
and 100 ng, per 100 pl reaction) de cada muestra para asegurar la linearidad
de la respuesta del PCR-RT. La determinacién cuantitativa de PCR por
fluorescencia de los niveles relativos de ARNm de FMR1 se realizé mediante el
pack TagMan y Universal PCR master mix obtenido de Applied Biosystems
(Foster City, CA). Para cada muestra, la reaccién cuantitativa de PCR se
realizd por duplicado con el uso de una muestra estandar de ARN obtenida de
una muestra pareada por sexo perteneciente a un rango normal de repeticiones
CGG. Adicionalmente, la expresion de FMRP en raiz de cabello fue
determinada mediante el estudio inmunohistoquimico determinado Willemsen y
cols. (1999)q . El numero de FMRP positivos en raiz de cabello fue expresado
en porcentaje del total de cabellos examinados. Un control positivo fue incluido

en cada analisis.
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El diagndstico de FXTAS se realizé mediante la conjuncion de los criterios
clinicos y radiologicos, definidos previamentess. Los premutados sin FXTAS se
subdividieron en 2 grupos, dependiendo de su edad: premutados mayores
(preM) y jovenes (pred), segun si eran mayores o menores de 50 afos,
respectivamente. Las mujeres y cuidadores de los premutados sin enfermedad
ni clinica cardiovascular, neurolégica ni cardiolégica previa, se seleccionaron
como grupo control. Estos, a su vez, también se dividieron en controles

mayores (CM>50 anos) y controles jévenes (CJ<50 afios).

La valoracion clinica (realizado por JP) del sindrome rigido-acinético y de
temblor y ataxia se realiz6 mediante la escalas ICARS (International
Cooperative Ataxia Rating Scale), Fahn-Tolosa-Marin y la seccién motora de la
UPDRS-III (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale).

El estudio neuropsicolégico (realizado por OL) incluyé tests de funcion cognitiva
global y de tareas especificas para los diferentes dominios cognitivos. La
valoraciéon global de la funcién cognitiva se realizd mediante el Mini-Mental
Testyq1. El analisis de los dominios especificos incluyo: (i) funciones ejecutivas,
con el digit span forward and backward subtests del WAIS-Illg,, Stroop testos, y
el Frontal Assessment Batterygs; (ii) memoria verbal, con el Rey Auditory Verbal
learning Test (RAVLT; memoria inmediata y a largo plazo)gs; (iii) lenguaje con la
escala de Boston Naming testgs; (v) y habilidad visuoespacial con el test de las
lineas de orientacion de Bentong;. También se pasd un test para analizar
separadamente la funcion ejecutiva, la desinhibicion y la apatia con el Frontal
Systems and Behavior scalegs, que cuantifica la valoracion de los tres

parametros del comportamiento caracteristicos en una disfuncién frontal.

Por ultimo, se valoré la presencia de otros trastornos neuropsiquiatricos y del
humor mediante la Neuropsychiatric Inventory (NPl)gg y la Hospital Anxiety and

Depression Scale (HADS)1qo .
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5.3. Estudios de neuroimagen: Protocolo RM

Los estudios de neuroimagen se realizaron mediante una Resonancia
Magnética (RM) de alto campo, 3 Teslas (Philips) del Hospital de la Santa Creu

i Sant Pau.

El protocolo de estudio incluyd en primer lugar imagenes estructurales de alta
resolucion con secuencias especialmente disefiadas: T1 3D de todo el craneo
Turbo Field Echo, TR=6.7, TE=3.1, tamafo de voxel=1x1x1.2. También se
incluyeron otras secuencias: T2, FLAIR, difusion tensorial y espectroscopia con
voxel centrado en el cortex medial prefrontal y en ambos hipocampos. Todos
los estudios fueron anonimizados y almacenados en el Port d’Informacio
Cientifica (PIC) de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB), para ser

posteriormente postprocesados (con ayuda de YV).

5.3.1. Estudio morfolégico

El estudio anatémico y morfoloégico visual de los estudios de RM craneal se
centrd en las secuencias T1, con reconstrucciones en los 3 planos del espacio,
para la valoracion de la presencia o no de pérdida de volumen cerebral, del
cuerpo calloso, del tronco cerebral y del cerebelo. En el estudio morfolégico
visual también se valoré en la secuencia FLAIR 3D, con reconstrucciones en
los 3 planos, la presencia o no de hipersefial en los pedunculos cerebelosos
medios, el cuerpo calloso, el tronco cerebral y la sustancia blanca cerebral.

Posteriormente, se valord la presencia o no de hipersefial lateral putaminal.
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La cuantificacion, tanto de la pérdida de volumen como de la hipersenal, se

clasifico en ausente (-), ligera (+), moderada (+) o severa (+++). La hipersefal

de la sustancia blanca cerebral, ademas, se estudid6 de forma especifica

mediante la escala semicuantitativa de Scheltens 191 (tabla 5).

Tabla 5. Escala visual de Scheltens. Valoracidon semicuantitativa de la
hipersefal en regiones separadas. Rango de la escala entre paréntesis,
n=numero de lesiones, a=ausecia de hipersefal.

Hipersefial periventricular (0-6)

Copa occipital 0/1/2
Copa frontal 0/1/2
Banda lateral 0/1/2

0=a
1=5mm
22 5mmy <10 mm

Hipersefial en la sustancia blanca (0-24)

Frontal 0/1/2/3/4/5/6
Parietal 0/1/2/3/4/5/6
Occipital 0/1/2/3/4/5/6

Temporal 0/1/2/3/4/5/6

Hipersefial en ganglios basales (0-30)

0=a
1<3mm,n<5
2<3mm,n>6
3=4-10mm,n<5
4=4 mm,n>6
5=>11mm, n>1
6= confluente

Caudado 0/1/2/3/4/5/6
Putamen 0/1/2/3/4/5/6
Palido 0/1/2/3/4/5/6
Talamo 0/1/2/3/4/5/6
Capsula interna 0/1/2/3/4/5/6

Focos de hiperseial infratentorial (0-24)

Cerebelo 0/1/2/3/4/5/6
Mesencéfalo 0/1/2/3/4/5/6
Protuberancia 0/1/2/3/4/5/6
Bulbo 0/1/2/3/4/5/6
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5.3.2. Postprocesado de RM 3T

-Analisis de volumen: Freesurfer

Parar el estudio de la sustancia gris se utilizé una herramienta de cuantificacion
y conversion instalada en GRID (Freesurfer version 4.3.1; disponible en

http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/). Mediante esta herramienta se realizan

diferentes procesos: extraccion de todo el tejido no cerebralqg,, transformacion
de Talairach, normalizacion de intensidad, delimitacién entre la sustancia gris y
blanca, correcciones automaticasqs y deformacion de la superficie en funcién

de los bordes entre sustancia blanca, sustancia gris y liquido cefalorraquideo.

Posteriormente, se realiza un analisis visual y correcciones manuales de los
eventuales errores de la delimitacion automatica de los margenes entre
sustancia gris, blanca y liquido cefalorraquideo, mediante el mismo
investigador (EG). Finalmente, se produce la transformacion de Talairach, el
registro de atlas, mapas esféricos de superficie y parcelaciones, que permiten

realizar posteriores comparaciones con un analisis estadistico potenteqoa.

Las diferencias entre 2 grupos de sujetos se realizan mediante un modelo
general lineal que analiza con una t-student vertex por vertex. Los mapas son
suavizados mediante un modelo Gaussiano a lo largo de la superficie. Los
resultados se corrigen para comparaciones multiples, determinados con una p
de 0,05.

Mediante el Freesurfer (FS) se obtuvieron los volumenes hipocampales
(proceso automatizado), asi como el volumen intracraneal total. El grupo de
investigacion en neuroimagen tiene estandarizada esta metodologia,
habiéndola utilizado para otras enfermedades neurodegenerativas, como la

enfermedad de Parkinsonigs o la enfermedad de Alzheimerqgs.
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Para validar el procedimiento automatizado mediante FS, la segmentacion
manual del hipocampo se llevé a cabo también manualmente mediante el
programa ITK-SNAP por el mismo investigador (OL), ciego a la informacién
clinica, segun el método previamente descrito por Sanchez-Benavides y cols
en 2010497. Se seleccionaron 10 sujetos de forma aleatoria y se procesaron
dos veces (de forma automatica) por el mismo investigador (YV) para valorar la
variabilidad intraobservador. Posteriormente, otro investigador (OL) realizé 10
segmentaciones (manualmente) para evaluar la variabilidad interobservador. El
estudio resulté en un valor de coeficiente de correlacion intraclase de 0,92

interobservador y de 0,94 intraobservador.

- Analisis de forma hipocampal: SPHARM-PDM

Para el analisis de forma del hipocampo se utiliz6 una metodologia especifica
para analizar estructuras subcorticales, mediante el SPHARM.PDM (spherical
harmonic description — point distribution model). Esta herramienta permite
representar la superficie de la zona que se quiere analizar con diferentes

grados de detalle.

El procedimiento a seguir se puede dividir en 5 pasos (fig. 5):

- Pre-procesado de los datos - En primer lugar las resonancias
magnéticas se segmentan con un software automatico (FS), o bien semi-
automatico (ITK-SNAP).

- Extraccion de la estructura subcortical seleccionada, en este caso el
hipocampo, una vez estan las imagenes segmentadas.

- Topologia esférica (SPHARM) -> La superficie de la estructura
segmentada se convierte en una malla de puntos y a partir de esta se
realiza una parametrizacion esférica.

- Alineamiento, para poder establecer una correspondencia entre las

diferentes superficies.
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- SPHARM-PDM - EIl resultado se divide en superficies triangulares,
formada por icosaedros.

- Estadistica - Las diferencias entre los grupos se analizaron utilitzando
un método independiente de plantilla (template), el “Hotelling T2 two
sample metric”. Los resultados que se obtienen son ademas, mapas de
valores de p, corregidas o no con el Family Wise Error, y mapas de las

diferencias entre las medias de los grupos:

Figura 5. Esquema de las fases del proceso y ejemplo de analisis de la
forma hipocampal. En la figura 5a se muestran los diferentes pasos del
procesado de la imagen para obtener el analisis de forma del hipocampo, y asi
posteriormente realizar el estudio estadistico entre dos grupos. En las figuras
5b y 5¢ se muestran las diferentes formas en las que se puede representar el
resultado estadistico: mediante vectores donde se aprecia el sentido hacia
donde se produce dicho cambio de forma (5b), o con un mapa de colores de la
significacion estadistica (5c). En todos los casos se muestran ambos
hipocampos desde diferentes perspectivas, en su vision medial y lateral (5b),
inferior y superior (5c).

>8 ? r;::.:{? Volumetric analysis
Shape analysis |
SPHARM-PDM Statistical
Analysis
-~

Binary Segmentation
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5.4. Analisis de datos
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Se utilizé el programa PASW Statistics 18, incluyendo correlaciones (Pearson)
para validar la volumetria manual mediante FS. La comparacion de los
parametros de alteracion de los volumenes hipocampales entre los diferentes
grupos se llevd a cabo mediante ANOVA, post-hoc (Tuckey B y Bonferroni), y
t-test. El analisis de correlacién de Pearson se realizo para evaluar la relacion
entre los datos genéticos y los volumenes hipocampales. La significaciéon
estadistica se definid en p<0,05. Se incluyé el estudio de las diferencias entre
las superficies de cada grupo mediante medidas de “Hotelling T2 two sample
metric”. Los valores estadisticos se corrigieron para comparaciones multiples

con FDR dando lugar a mapas de significacion estadistica.
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6.RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1. Epidemiologia

De los 31 pacientes premutados para el gen FMR1 que se incluyeron en este
estudio, 12 de ellos tenian criterios de FXTAS (& 50%, 67.1 £ 10 afios de edad,
4.9 + 3 anos de duracion de la enfermedad, 92 + 28 repeticiones de CGG), y 19
eran portadores de la premutacion (9 jovenes y 8 mayores), sin criterios
clinicos ni radiolégicos. Todos los sujetos fueron apareados por edad y
educacion. Los pacientes con FXTAS y los premutados fueron también

apareados segun las repeticiones del triplete CGG.

6.1.1 Estudio neuropsicolégico

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con FXTAS fueron similares a las
descritas en otras series (tabla 6). ElI temblor postural e intencional en las
extremidades superiores estaba presente en el 91.6%, el 8.3% de los pacientes
tenia temblor de reposo, el 66.7% ataxia, el 33.4% un sindrome rigido

acinético, y un 33.3% cumplian criterios clinicos DSM-IV de demencia.

Los pacientes con FXTAS, al compararlos con los premutados y los controles,
se caracterizaban por tener unas puntuaciones mas altas en la escala ICARS
(gait and kinetic substests), en la escala de temblor de Fahn-Tolosa-Marin y en
la escala de parkinsonismo UPDRS-IIl. Los premutados mayores y los

controles mayores, no diferian en los sintomas neurologicos (tabla 7).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y demogréficas en FXTAS, premutados
no FXTAS y controles.

FXTAS PreM Ccm Prel C)
(n=12) (n=10) (n=8) (n=9) (n=6)
Edad 67.1+10 |60.1+9 67.3+5 |454+3 40.2+7
Escolaridad, afios 7.1+2 87+3 7.8%3" 9.1%2 10.3+3
Hombres, % 50 % 25% 42.8% 20% 10 %
Duracion enf, afios +3 - - - -
N2 CGG 92 +28 77 £15 - 101429 -
ICARS
. total 126+11" | 09+18 0' 0.25+0.7 0
. ataxia 51%5" 05+1" 0' 0 0
. movimiento 6.1+4" 014035 | 0 0.42+0.7 0
. habla 06%1 0.3%0.7 0 0 0
. 6culomotor 0.5+0.7 0 0 0 0
Fahn-Tolosa-Marin | 7.5%4" 0.4%0.7" 0' 0.36+0.2 0
UPDRS-IlI 677" 071" 0' 0.25+0.8 0

Valores expresados en media * desviacidn tipica, o porcentaje de sujetos (%).

" Diferencias no significativas entre grupos (p>0.10)

+
FXTAS > Premutados mayores = Controles mayores (p<0.05)
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Se analizaron las diferencias neuropsicologicas de los pacientes con FXTAS,

PreM (premutados mayores) y CM (controles mayores).

One-Way ANOVA mostro diferencias significativas en el MMSE (p=0.009), Digit
Span forward (p<0.001) y backward (p<0.001), RAVLT inmediata (p=0.01) y de
largo plazo (p=0.001), Stroop test interference (p=0.02), FAB total (p=0.04),
series motoras (p=0.001), valores Go-noGo (p=0.006), FrSBe total (p=0.04), y
en las escalas de disfuncidn ejecutiva (p=0.03), y apatia (p=0.01). No se
encontraron diferencias significativas en las escalas de valoracién del lenguaje

(Boston Naming test; p=0.2) ni en la habilidad visuoespacial (JLOT; p=0.16).

En las comparaciones Post-hoc entre los pacientes con FXTAS, los
premutados y los controles mayores mostraron un patron de deterioro cognitivo
diferente en los dominios cognitivos evaluados. En todos ellos, sin embargo, el
analisis de los valores crudos mostré un deterioro progresivo con la edad,
siendo menor en los controles y mas importante en los premutados y en los
FXTAS. Los premutados unicamente mostraron peores valores en las escalas
digit span forward (p<0.001) and backward (p=0.05) comparado con los
controles, aunque existia una tendencia a la significacién en los valores de
FrSBe (p=0.07). Por otro lado, los pacientes con FXTAS mostraron diferencias
significativas con respecto a los controles en todos los dominios cognitivos
evaluados, (p<0.02), excepto en la escala de FAB total. Ademas, los FXTAS
puntuaron de forma significativamente peor que los premutados mayores en el
MMSE (p=0.03), RAVLT de memoria a largo plazo (p=0.02), FAB de series
motoras (p=0.001) y en FAB Go-noGo (p=0.01).

Al analizar las medias de ANOVA con box plots, los dominios cognitivos que
mostraron un patron mas claro de deterioro progresivo de controles a
premutados y a FXTAS, fueron la escala RAVLT de memoria inmediata y de
largo plazo, Stroop interference effect, la escala FrSBe total, y los valores de

apatia y disfuncion ejecutiva, mientras que aquellos que mostraron una
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reduccion abrupta en FXTAS con respecto a los premutados mayores fueron el

MMSE, FAB motor series y Go-noGo scores.

El andlisis de regresion logistica mostré unos valores de RAVLT-de memoria a
largo plazo (p=0.01) y FAB motor series (p=0.001) de prediccion independiente

de conversion a FXTAS.

No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos en las
escalas NPI ni en HADS.
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Tabla 7. Caracteristicas neuropsicolégicas de los pacientes con FXTAS,
premutados mayores (PreM) y controles mayores (CM).

FXTAS PreM cM p (One-way | Post-hoc (Tukey)
ANOVA)

(n=12) (n=10) (n=8)
MMSE 27+2 28.8+1 | 29.1+¥0.3 | 0.009 *0.03; **0.02; T NS
Digit Span Forward | 3.810.7 | 4.5t0.7 | 6.6t0.7 | <0.001 *NS; ** <0.001; T <0.001
Digit Span Backward | 3.1+0.6 | 3.7t1 5415 | <0.001 *NS; ** <0.001; T 0.005
RAVLT memoria 9.1+3 1242 13.1+1 0.01 *NS; **0.01; T NS
inmediata
RAVLT memoria 6.2+3 1043 11.5+1.5 | 0.001 *0.02; **0.002; T NS
largo plazo
Stroop, interference | 3647 43+8 49+7 0.02 *NS; **0.01; t NS
effect
FAB, total 13+4 16+2 16+1 0.04 *NS; **NS; T NS
FAB, motor series 16409 | 2.9+03 | 2.6+05 0.001 *0.001; **0.02; T NS
FAB, Go-noGo 1641 | 2.6+05 |2.7+05 |0.006 *0.01; **0.01; T NS
FrSBe, total 6318 5947 5045 0.02 *NS; ** 0.009; 1 0.07
FrSBe, disejecutivo 61+8 57+8 50+4 0.03 *NS; **0.02; T NS
FrSBe, apatia 69+15 58+7 5246 0.01 *NS; **0.02; T NS
FrSBe, desinhibicion | 57+18 57+11 47.12 0.08 NS
Boston Naming Test | 48+6 50+12 5642 0.2 -
JLoT 16.4+7 | 21.2#4 |20.3x4 |0.16 -

MMSE: Mini-Mental State Examination; RAVLT: Rey Auditory Verbal Learning Test; FAB: Frontal Assessment Battery;
FrSBe: Frontal Systems Behavior scale; JOLT: Judgemnt of Line Orientation Test.

*: FXTAS vs PreM; **: FXTAS vs CM; T: PReM vs CM; NS: no-significativo

57



Correlacion entre los cambios estructurales cerebrales y el deterioro cognitivo
en el FXTAS

6.2. Neuroimagen

6.2.1. Hallazgos en RM.

El analisis visual de los estudios de RM craneal en los pacientes premutados
con FXTAS evidencio, ademas de los tipicos hallazgos previamente descritos,
otros hallazgos adicionales. En cuanto a la pérdida de volumen cerebral, se
observé una mayor prominencia de los surcos frontales, temporales y, en
menor grado, parietales (fig. 6). La pérdida de volumen en el tronco cerebral y
los hemisferios cerebelosos era algo mas llamativa (fig. 7). Ademas de existir
pérdida de volumen, también se aprecié una alteracion de la sefal en la

sustancia blanca periventricular, en la protuberancia y en los pedunculos

cerebelosos medios (fig. 8).

Figura 6. Patron de pérdida de volumen en FXTAS. 6a. Corte coronal,
secuencia T1. Se observa un aumento de los surcos frontales, que son mas
prominentes de lo esperable para la edad. 6b. Corte axial, secuencia T1. La
pérdida de volumen frontal es mayor que la parietal. 6¢c. Corte coronal,
secuencia T1. También existe pérdida de volumen en los I6bulos temporales,
aunque es menos llamativa.
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Figura 7. Pérdida de volumen de tronco y cerebelo. Obsérvese, en ambos
casos, el aumento de las folias de ambos hemisferios cerebelosos, y de las
cisternas prepontina y del angulo pontocerebeloso, hallazgos que indican una
pérdida de volumen cerebeloso y del tronco cerebral.

Figura 8. Hipersefial en la sustancia blanca periventricular y en los
pedunculos cerebelosos medios. Se muestran imagenes en plano axial,
ponderadas en FLAIR. Se aprecian mdultiples focos de hipersenal en la
sustancia blanca periventricular (8a), en la protuberancia, asi como hipersenal
en los pedunculos cerebelosos medios (8b).
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En algunos casos, adicionalmente, llamaba la atencion la presencia de una
hipersefal putaminal lateral, a veces sutil, pero que se observé en casi la mitad
tanto de los premutados con FXTAS (fig. 9 a y b), como de los portadores sin
FXTAS (fig. 10 a y b). Este hallazgo observacional nuestro, hasta ahora no se

ha descrito en el contexto de la premutacion y no se asocié a una mayor clinica

de parkinsonismo, medida con la escala UPDRS.

Figura 9. Hipersefial lateral putaminal en un paciente con FXTAS. Corte
axial (9a) y coronal (9b) en secuencia FLAIR, centrados a la altura de los
ganglios basales.

Figura 10. Hipersefal lateral putaminal en un premutado sin FXTAS. Corte
axial (10a) y coronal (10b) en secuencia FLAIR, centrados a la altura de los
ganglios basales.
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También se encontr6 adelgazamiento e hipersefial en el cuerpo calloso,
hallazgo que fue visible en mas de la mitad de los pacientes con FXTAS (fig.11)

y en el 10% de los premutados asintomaticos mayores de 50 afos (fig.12).

Fig 11. Corte sagital en FLAIR, en un paciente con FXTAS, donde se aprecia
adelgazamiento del cuerpo calloso, asi como hipersefal en su interior.

Fig 12. Corte sagital en FLAIR, en un sujeto premutado sin FXTAS, donde se

aprecia la hipersefal en el cuerpo calloso. En este caso no existe una pérdida
de volumen significativa en el mismo.
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El conjunto de los hallazgos radioldgicos tipicos son resumidos en la siguiente
tabla (tabla 8):

Tabla 8. Hallazgos RM presentes en sujetos premutados con y sin FXTAS.
(+++ severo, ++ moderado, + leve)

Hipersefal | Hipersefial Atrofia Atrofia Atrofia cerebral
PCM tronco cerebelosa tronco
FXTAS 83% 83% 100% 91,6% 100%

(3++,7+) (4 ++,6 +) (3+++,6++,3+) | (B++,6+) (3 +++,5++,4 +)

PreM 60% 40% 50% 40% 80%
(6 +) (4 +) (1 +++,4 %) (4+) (3++, 5+)
PreJ 88.8% 66,6% 88,8% 33,3% 77,77%
(1++,7+) | (6%) (8+) (3+) (7+)
Hipersenal | Atrofia | Hipersenal HIPERSENAL PUTAMINAL LATERAL:
Putaminal | cuerpo | cuerpo EXTAS > CM. b <<0 001
Lateral calloso | calloso P ’
FXTAS | 5/12 512 | 612 PreM > CM, p<<0,01
PreM | 4/10 1710 | 1/10 Pre (M+J)> C(M+J), p << 0,001
FXTAS vs pre (M+J), p=0,24
PreJ 5/9 0/9 0/9
Pred vs CJ, p=0,42
CM 3/8 0/8 0/8
HIPERSENAL y ATROFIA DEL CUERPO
CcJ 1/6 0/6 0/6 CALLOSO:
50% de FXTAS!! 10% preM

En cuanto a la alteraciéon de la sefal en la sustancia blanca cerebral, valorada
de forma semicuantitativa con la escala de Scheltens, se observaron
diferencias entre los controles mayores, premutados mayores y FXTAS (gréfica
1), cercanas al nivel de la significacion al comparar FXTAS y controles
mayores. No se apreciaron diferencias significativas entre FXTAS vy

premutados asintomaticos.
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N Media | Desviacion
tipica
FXTAS | 12 | 12,75 10,261
Escala de PreM 10 | 7,80 8,230
Scheltens
CM 8 | 3,38 3,926
Comparaciones multiples
HSD de Tukey
Variable GRUPOS | GRUPOS | Sig. Intervalo de confianza al 95%
dependiente
Limite inferior
FXTAS PreM 0,362 -3,90
Escala de CM 0,052 -,06
Scheltens PreM FXTAS 0,362 -13,80
CM 0,511 -5,38
CM FXTAS 0,052 -18,81
PreM 0,511 -14,23
HSD de Tukey®®
GRUPOS N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
CM 8 3,38
PreM 10 7,80 7,80
FXTAS 12 12,75
Sig. 0,480 0,402
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Grafica 1. Comparativa en la puntuacién de la escala de Scheltens entre
FXTAS, premutados mayores y controles mayores.

Los resultados en la puntuacion de la escala de Scheltens mostraron una
correlacién significativa con los siguientes tests neuropsicologicos: Mattis
Construccion (p=0,025), Mattis Conceptualizacion (p=0,025), Digitos Directos
(p=0,027), AVLT largo plazo (p=0,002), Boston (p=0,22), Fluencia fonémica
(p=0,035), FAB TOTAL (p<0,00’1), GO_NO GO FAB (p=0,002), Apatia-FrSBe
(p=0,004).
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6.2.2. Volumenes hipocampales: Comparacion entre los

grupos.

Se encontraron diferencias significativas entre los FXTAS y los premutados
mayores, con una pérdida de volumen hipocampal en los pacientes con
FXTAS, tanto para el hipocampo izquierdo (F=6.78, p=0.017), como para el
derecho (F=7.6, p=0.012).

Con respecto a los controles, los premutados mostraron mayor volumen
hipocampal, tanto los jovenes (hipocampo izq. F= 1.85, p= 0.197; dcho, F=
3.24, p= 0.095) como los mayores (izq., F= 0.893, p= 0.36; dcho, F= 0.518, p=
0.48). Aunque los premutados con FXTAS mostraban menor volumen
hipocampal que los controles, esta comparacion no alcanzé la significacion
estadistica (izg., F=2.03, p=0.171; dcho., F=2.773, p=0.113). Los valores

medios y desviaciones tipicas se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Valores de volumenes hipocampales, con media + desviacion
tipica (mm?®). HI: Hipocampo izquierdo. HD: Hipocampo derecho.

HI HD

FXTAS 31311013 3172+1026

PreM 4107 = 665 4212 = 660

CM 3712 + 662 3872 + 723
PJ 4910 = 1071 5174 + 924
CJ 4235 + 684 4411 + 563
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6.2.3. Correlaciones entre la neuroimagen, neuropsicologia y

genética.

6.2.3.1. Correlaciones entre los volimenes hipocampales y Ila

neuropsicologia.

Se realizaron correlaciones bivariadas (Pearson) entre los volumenes

hipocampales y los tests neuropsicoldgicos en todos los casos.

Para el hipocampo izquierdo, los cambios de volumen se correlacionaron
significativamente con la edad (R=-0.77; p<0.001), y con los siguientes tests
neuropsicolégicos: MMSE (R=0.65; p<0.001), RAVLT inmediata (R=0.77;
p<0.001) y largo plazo (R=0.71; p<0.001), FAB total (R=0.64; p=0.001),
Go/noGo (R=0.45; p=0.03) y FrSBe (R=-0.50; p=0.02).

Los volumenes del hipocampo derecho se correlacionaron con las mismas
variables que el hipocampo izquierdo, y con una significacion similar: edad (R=-
0.77; p<0.001), MMSE (R=0.68; p<0.001), RAVLT inmediata (R=0.77; p<0.001)
y largo plazo (R=0.74; p<0.001), FAB total (R=0.67; p=0.001), Go/noGo
(R=0.46; p=0.03), y FrSBe (R=-0.51; p=0.02).

No se encontraron correlaciones entre el volumen hipocampal y el nivel
educacional. El analisis de regresion logistica mostro que los valores de RAVLT
de memoria verbal inmediata eran predictores independientes de la pérdida de

volumen en ambos hipocampos (p=0.001; OR=0.76).
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6.2.3.2. Correlaciones entre los volimenes hipocampales y la genética.

Tomando todos los premutados, no se encontraron correlaciones entre los
volumenes hipocampales y los datos genéticos/bioquimicos: n° de repeticiones
de tripletes CGG en el gen FMR1, niveles de ARNm ni % de FMRP.

6.2.4. Analisis del volumen de las subregiones hipocampales.

Se estudiaron las subregiones hipocampales en los pacientes con FXTAS que
mostraban alteraciones en los tests de memoria verbal inmediata y se
compararon con los portadores premutados que tenian la memoria preservada,

y con controles de edad similar (>50 afos).

Los resultados obtenidos mostraron que los pacientes con FXTAS y memoria
alterada tenian menor volumen en las subregiones del presubiculum,
subiculum, CA2-3 y CA4-DG de ambos hipocampos, comparados con los
premutados con memoria normal y con los controles. Curiosamente, en los
portadores premutados con memoria normal, se encontré un mayor volumen en
todas las subregiones hipocampales de ambos lados y con respecto a los otros
dos grupos, excepto en la fimbria y en la fisura hipocampal (ver tablas 10y 11,

y grafica 2).
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Tabla 10. Volumen de las subregiones hipocampales (media y desviacion
tipica en mm3) . HI= Hipocampo Izquierdo, HD= Hipocampo Derecho.

FXTAS_memoria PreM_memoria ConM
alterada normal

HI HD HI HD HI HD
Cola hipocampal | 263172 227428 | 392+51 405432 367+72 | 35250
Presubiculum 297+117 | 269452 | 481162 | 459458 4164157 | 413150
CA1 287165 248433 | 353163 | 355450 320+41 331146
CA2-3 6794237 | 652+101 | 981+123 | 1039+157 | 944+163 | 1003+186
Fimbria 28423 21+17 54124 53+19 56+17 53114
Subiculum 458+118 | 41650 | 668+77 | 662+79 599+91 593+82
CA4-DG 383+136 | 364164 | 561+73 | 580482 531+88 | 55298
Fisura 16+12 25123 37423 37425 3949 3747
Hipocampal
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Grafica 2. Volumen de las subregiones hipocampales. Comparativa entre
el volumen de las subregiones del hipocampo derecho e izquierdo entre FXTAS
con memotria alterada, premutados con memoria normal y controles mayores.

(HI= Hipocampo Izquierdo, HD= Hipocampo Derecho).
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Tabla 11. Comparativa del volumen de cada subregién hipocampal, entre

FXTAS con memoria alterada y premutados con memoria normal.

(HI= Hipocampo Izquierdo, HD= Hipocampo Derecho).

FXTAS_memoria alterada vs

FXTAS_memoria alterada vs

PreM_memoria normal CM
HI HD HI HD
Hipocampo =-3.8 =-10.4 =-2.5 t=-5.1
p=0.003 p=6.86e-7 p=0.027 p=3.9e-4
Presubiculum | t=-3.7 t=-5.9 t=-2.5 t=-4.9
p=0.003 p=9.25e-5 p=0.030 p=4.3e-4
CA1 =-1.8 =-4.2 t=1.1 t=-3.5
p=0.096 p=0.0014 p=0.274 p=0.0051
CA2-3 t=-3.1 t=-4.8 t=-2.4 t=-3.8
p=0.011 p=4.73e-4 | p=0.035 p=0.0027
Fimbria t=-1.9 t=-3.1 t=-2.5 t=-3.8
p=0.08 p=0.01 p=0.029 p=0.0031
Subiculum t=-3.9 t=-6.1 t=-2.5 t=-4.3
p=0.002 p=6.9e-5 p=0.033 p=0.0012
CA4-DG t=-3.1 t=-4.9 t=-2.4 t=-3.8
p=0.1 p=4.1e-4 p=0.035 p=0.0029
Fisura t=-1.8 t=-0.86 t=-3.8 t=-1.4
hipocampal p=0.104 p=0.409 p=0.003 p=0.181
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6.2.5. Analisis de forma hipocampal

El analisis de forma hipocampal mostré diferencias significativas en el
subiculum y en la region CA2-3 del hipocampo izquierdo entre
FXTAS_memoria alterada y PreM_memoria normal, y entre los
FXTAS_memoria alterada y los controles. En cuanto al hipocampo derecho, las
diferencias significativas se encontraron en el presubiculum, subiculum, CA2-3,
region ventral de la region CA4-DG y en la cola del hipocampo, al comparar los
FXTAS_memoria alterada y PreM_memoria normal; y en el CA2-3,
presubiculum y subiculum al comparar los FXTAS memoria alterada y los

controles. Los resultados se muestran en la figuran 13:

Left Mippocampus Left Hippocampus

Yol

Right Hippocampus Rght Hippocampus

PR PN

Figura 13. Resultado estadistico con representacion de las diferentes
subregiones que mostraron una alteracion de la forma hipocampal. A la
izquierda se representa la comparativa entre FXTAS_memoria alterada y
PreM_memoria normal. A la derecha, se representa la comparativa entre
FXTAS_memoria alterada y CM (valores normalizados al volumen intracraneal
y corregidos con FDR).
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7. DISCUSION

Los cambios morfologicos presentes en este trabajo van siguiendo la linea a lo
previamente descritoss. Sin embargo, se encontraron hallazgos adicionales.
Uno de ellos fue la hipersefial en el margen lateral del putamen, cuya
interpretacion no es clara, dada la ausencia de estudios neuropatologicos

especificos en esta region en el contexto del FXTAS.

La presencia de una hipersefial lateral putaminal es un hallazgo inicialmente
considerado como algo muy especifico e incluso patognomonico de la atrofia
multisistémica. Posteriormente, se relacioné con otras enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson o la degeneracion
corticobasal. Sin embargo, algun trabajo también lo describié en individuos
sanos de edad avanzada, principalmente mayores de 70 afos1gs, por lo que su
valor podria ser discutido. De cualquier modo, su presencia debe ser valorada
dentro del contexto clinico. La hipersefial putaminal lateral en individuos
asintomaticos de edad avanzada, se ha atribuido a la menor concentracién
relativa de hierro en forma de ferritina en la porcidon marginal lateral, comparado
con el resto del putamenig, mientras que en los pacientes con atrofia
multisistémica, la hipersefial es consecuencia de las inclusiones
citoplasmaticas en células gliales, que posteriormente conducen a una atrofia
putaminal y al acumulo de liquido extracelular en la capsula putaminalio7. Seria
interesante disponer de series mas largas donde se valore la presencia de
hipersefial putaminal lateral en el caso de la premutacion del gen FMR1, asi
como de estudios neuropatoldgicos, dado que hasta la fecha no se ha descrito

la existencia de inclusiones intranucleares en este nucleo que la justifiquen.
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Otro hallazgo llamativo adicional que hemos encontrado en este trabajo es la
presencia de hipersefal y adelgazamiento del cuerpo calloso. La hipersehial
parece predominante en la rodilla del cuerpo calloso y siguiendo, linealmente y
de forma continua, la porcion inferior periependimaria del cuerpo calloso,
diferenciandose de otras entidades, como puede ser la enfermedad de
Marchiafava Bignami, donde existe una desmielinizacion y/o necrosis del
cuerpo calloso que se inicia en el cuerpo y se extiende posteriormente a la
rodilla y esplenio afectando la capa central, pudiendo dar lugar al signo del
sandwich en una vision sagital de RM44o. El patron de afectacion del cuerpo
calloso en FXTAS también es diferente de la apariencia que muestran los focos
de desmielinizacion en la esclerosis multiple o de las pequefias lesiones
microangiopaticas del Sindrome de Susac, donde ademas, el contexto clinico
es muy diferenteq11. En los premutados con FXTAS, la hipersefial del cuerpo
calloso se describié recientemente en un trabajo reciente de Apartis y cols. s7,
donde su frecuencia de presentacién era similar a la de la hipersefal de los
pedunculos cerebelosos medios, por lo que se sugirid incluirlo como criterio
diagndstico radioldégico mayor. Sin embargo, no se ha descrito su presencia en
premutados asintomaticos. En nuestra serie hemos encontrado una frecuencia
de hipersenal y adelgazamiento del cuerpo calloso en el 50% de los FXTAS, y
en el 10% de los premutados, mientras que la presencia de hipersenal en los
pedunculos cerebelosos medios se ha encontrado en un 80% de FXTAS y 60%
de premutados. Nosotros hemos encontrado una frecuencia de presentacion de
de la afectacién del cuerpo calloso algo inferior a la de los pedunculos
cerebelosos medios, especialmente en los portadores premutados
asintomaticos; sin embargo, sigue siendo relevante y llamativa en los sujetos
con FXTAS, por lo que nos parece muy razonable proponerlo e incluirlo como

criterio radiolégico mayor de diagnéstico de FXTAS.
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Los cambios estructurales y neuropsicologicos observados en este trabajo
apuntan hacia un patrén de degeneracion cortical prefrontal y temporal.
Analizando las alteraciones neuropsicoldgicas entre los diferentes grupos, no
se encontraron diferencias relevantes entre los premutados jovenes y los
controles de su misma edad (<50 afios). Sin embargo, los premutados mayores
sin FXTAS, si que mostraron un empeoramiento en las tareas de memoria
(digit span forward and backward). Al comparar los premutados asintomaticos y
los que habian desarrollado FXTAS, se encontraron alteraciones en las tareas
ejecutivas relacionadas con el cortex frontal inferior y dorsomedial.
Especificamente, los FXTAS, mostraron peor habilidad para la capacidad de
inhibicion mental y motora (FAB motor series and Go-noGo items, Stroop
interference task). Mientras que las tareas de memoria de trabajo se han
asociado con el cortex prefrontal dorsolateral y el superiory12, la inhibicién de
funcién y de respuesta se han atribuido al cértex prefrontal inferior y prefrontal
dorsomedialy43, asi como con el cortex cingulado anteriory14. Las puntuaciones
en el test de apatia del FrSBe diferencian los premutados con y sin FXTAS,
apuntando a una alteracion cortical prefrontal inferior y dorsomedial. Ademas,
el test motor del FAB, se mostré como un factor predictor independiente para el
diagnodstico de FXTAS.

Las alteraciones de memoria verbal inmediata y de largo plazo se han
relacionado con la funcionalidad del coértex prefrontal (codificacidon de
informacion) y de la region temporal medial (retrieval defectes)q1s. En cuanto al
patréon de afectacion de las regiones inferomedial y lateral prefrontales, se
diferenciaba de forma significativa entre premutados con y sin FXTAS al afiadir
los defectos de memoria inmediata de largo plazo, algo que no estaba

presente al comparar los premutados asintomaticos y los controles.
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Al realizar correlaciones bivariadas, se encontr6 que las alteraciones de
memoria en FXTAS eran significativas y se asociaban de forma independiente
a una pérdida de volumen hipocampal bilateral. Finalmente, la alteracion en la
puntuacion global del MMSE no sélo caracterizaba al grupo de FXTAS, si no
que también se comportaba como predictor independiente, indicando que la
severidad de las alteraciones cognitivas prefrontales e hipocampales eran lo

suficientemente severas como para afectar al estado cognitivo global.

En este trabajo se han encontrado cambios en el volumen y forma del
hipocampo a lo largo del espectro clinico de la premutacion del X fragil,
hallazgos que se han relacionado con las alteraciones neuropsicologicas.
Mientras que los premutados asintomaticos mostraban un mayor volumen
hipocampal, los premutados con FXTAS tenian una pérdida de volumen en
ambos hipocampos, mas acusada en aquellos con memoria alterada. Ademas,
esta reduccion de volumen hipocampal en los FXTAS con memoria alterada
parecia ocurrir selectivamente y preferentemente en las subregiones
hipocampales del presubiculum, subiculum, CA2-3 y CA4-DG, areas que

también mostraban alteraciéon de su forma.

Existe evidencia en la literatura de alteraciones en el hipocampo relacionadas
con el gen FMR1. Estudios histopatologicos, demostraron la existencia de
niveles elevados de la proteina FRMP en las capas granulares del hipocampo,
ademas de las células piramidales del feto humanos. Ademas, en los sujetos
con el FXS, (mutacién completa del gen FMR1), se encontré un volumen
hipocampal mayor, a pesar del desarrollo retraso mental, y es por ello que se

consider6 que el FXS era un trastorno del neurodesarrolloq47.

Los resultados sobre la cuantificacion del volumen hipocampal en los
portadores asintomaticos de la premutaciéon del gen FMR1, han sido variables y
controvertidos. Se ha descrito tanto la existencia de un volumen hipocampal

mayorss4, COMO Menorz4, 0 similaryg, al comparar premutados y controles sanos.
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La heterogeneidad de estos resultados podria deberse a multiples factores, que
podrian explicarse por la intercurrencia, en un proceso dinamico en el tiempo,
dentro del espectro clinico de un trastorno del neurodesarrollo y
neurodegenerativo, ademas de otras eventuales diferencias entre las muestras
de cada serie, como puede ser la carga genética (ARNm de FRMP, FRMP,
repeticion de tripletes de CGG), la edad, la presencia de premutados con o sin
FXTAS vy, por supuesto, la distribucion por sexos, dado que es bien conocido
que las mujeres con la premutacibn muestran alteraciones mucho menos
severas que en los varones, tanto clinicas como radiologicas. Por ultimo, y no
por ello menos importante, estarian las diferencias entre las técnicas
empleadas para el analisis y post-procesado de la imagen para la obtencién del

volumen hipocampal.

En nuestro trabajo, hemos encontrado un patrén de U invertida en la progresion
del volumen hipocampal a lo largo del espectro clinico de la premutacion.
Parece ser que en fases preclinicas hay un aumento del volumen hipocampal,
mientras que este disminuye al desarrollar el FXTAS, especialmente cuando
existen alteraciones de memoria. EI aumento de volumen del hipocampo
también se ha descrito recientemente en fases preclinicas de otros trastornos

neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinsoniosy en Alzheimerige.

El analisis por subregiones hipocampales también mostr6 un aumento de
practicamente todas ellas en los sujetos premutados con memoria normal,
excepto en la fimbria y la fisura hipocampal, cosa que podria traducir una
pérdida inicial selectiva en estas dos subregiones previa al trastorno cognitivo
del FXTAS. En esta misma linea, estudios recientes han mostrado evidencia de
alteraciones en la fimbria/férnix hipocampal vy en la estria terminal en los

portadores premutadosi1s,119.

En el presente trabajo, los pacientes con FXTAS y memoria alterada,
mostraron una pérdida de volumen en todas las subregiones de ambos

hipocampos, no llegando a la significacion en el area CA1 del hipocampo
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izquierdo. El hecho de que esta subregién sea la menos afectada, marca una
diferencia mas, con la enfermedad de Alzheimer, donde es el area CA1 la que

se afecta de forma preferenteqy.

La regién ventral del hipocampo y, en concreto, la subregién DG, se ha
relacionado de forma estrecha con las emociones y la neurogénesis, asi como

el aprendizaje espacial y la memoriaiz1.

La atrofia preferente de subregiones hipocampales también se ha descrito en
otras enfermedades neurodegenerativas, como por ejemplo en la demencia por
cuerpos de Lewy o en el deterioro cognitivo leve, donde se afecta

selectivamente el area CA2-35.

La vulnerabilidad del area CA1 a la isquemia es bien conocida, mientras que
las areas CA3 y el DG son mas resistentes. Por otro lado, en estas existe una
plasticidad sinaptica importante, y las situaciones de estrés producen una
retraccién sinaptica, cosa que en el caso del FXTAS, podria explicar las
manifestaciones psiquiatricas y del neurodesarrollo. Las alteraciones
relacionadas con las areas CA3/DG también se han relacionado con déficits de

memoria episddica en el deterioro cognitivo leveq,s.

En el deterioro cognitivo leve, se describié también atrofia en el subiculum y
CA2-3 manteniendo volumenes hipocampales conservados con respecto a los
controlesqo 124, Y atrofia y alteraciones de la forma en el area CA1, que se
asociaron a un riesgo de conversion a enfermedad de Alzheimeriys 126.
Paralelamente, las alteraciones en la fimbria y la fisura hipocampal que hemos
encontrado en nuestro trabajo en premutados con memoria normal, podrian
preceder al deterioro cognitivo y comportarse como un biomarcador de
conversion a FXTAS. Seria interesante llevar a cabo estudios de seguimiento a

largo plazo para ver la evolucion clinica en estos sujetos.
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Este trabajo tiene algunas limitaciones. En primer lugar, la muestra es
relativamente pequena, dada la escasa prevalencia de FXTAS. Por otro lado,
se esta tratando de un proceso ligado al cromosoma X y que afecta con menor

severidad en las mujeres, por lo que la existencia de una heterogeneidad en la

distribucion por sexos podria influir en los resultados, a pesar de que en el
grupo de FXTAS el porcentaje entre hombres y mujeres es el mismo. Por
ultimo, los sistemas de procesado y postprocesado de la imagen deben tenerse
en cuenta dada su relevancia en la extraccion de todos los datos
neurorradioldgicos considerados en este trabajo. En este sentido, las técnicas
de segmentacion hipocampal mediante FS han sido ampliamente evaluadas y
validadas en la literatura. Aunque se sabe que mediante FS se sobreestima
ligeramente el volumen hipocampalqp7, su resultado es muy aproximado al del
trazado manual (0.75-0.8), y se considera la herramienta mas acertada con

respecto a otras técnicas automatizadas como son el FSL o el IBASPM.

En cuanto a la técnica de analisis de forma, no existe ningun trabajo que
incluya cambios en la morfologia hipocampal en FXTAS y su correlacion
neuropsicolédgica. Existen varios trabajos sobre analisis de forma hipocampal
en la enfermedad de Alzheimer en los cuales las técnicas de analisis de forma
aportan un mayor valor pronéstico al afiadirlas a las técnicas automatizadas de
medida volumétrica hipocampalizs. Estos mismos resultados se obtuvieron
también por Frisoni et al.1z4 utilizando técnicas de segmentacion manual del

hipocampo1o7.

En este trabajo no se han encontrado correlaciones significativas entre los
volumenes hipocampales, el numero de repeticiones de tripletes CGG, el nivel
de proteina o de ARNm de la FMRP. En parte, podria deberse al tamafo de la
muestra y a la inclusion de hombres y mujeres en la misma, ya que en algunas
series la relacion entre los hallazgos de imagen en mujeres no ha sido tan
consistente como en los varones. Por tanto, este hallazgo no contradice la

literatura previa, que ha sido algo variable al respectoz.

79



Correlacion entre los cambios estructurales cerebrales y el deterioro cognitivo
en el FXTAS

8. RESUMEN y FUTURAS LINEAS DE
TRABAJO

80



Correlacion entre los cambios estructurales cerebrales y el deterioro cognitivo
en el FXTAS

8. RESUMEN Y FUTURAS LINEAS DE TRABAJO

El presente trabajo se ha centrado en la busqueda de biomarcadores de
Resonancia Magnética y funcién cerebral (RM de alto campo, 3T) en
portadores preclinicos de una enfermedad neurodegenerativa que muestra una
alteracién del movimiento: el Sindrome de temblor y ataxia asociado al
cromosoma del sindrome X fragil (FXTAS). Para ello se reclutaron portadores
premutados del gen FMR1 (con y sin clinica de FXTAS) y se valoro la clinica,
los estudios de imagen de RM, las alteraciones
neuropsicolégicas/neuropsiquiatricas, y la genética (repeticiones de ftripletes
CGG, ARNm vy cantidad de proteina FMR1). Ademas, se incluyeron sujetos
sanos como grupo control. Con este objetivo, se ha pretendido establecer
biomarcadores que puedan predecir el desarrollo de la enfermedad, pudiendo
asi propiciar la instauracion de medidas y tratamientos neuroprotectores en

fases preclinicas.

Los hallazgos de neuroimagen, clinica y neuropsicologia en los pacientes

premutados del gen FMR1 han sido publicados en:

Laia Rodriguez-Revenga, Beatriz Gomez-Ansén, Esther Granell Moreno, Javier
Pagonabarraga and Montserrat Mila (2012). Neuroimaging in Fragile X-
Associated, Neuroimaging-Clinical Applications, Prof.Peter Bright (Ed.), ISBN:
978-953-51-0200-7, InTech, Available from:
http://www.intechopen.com/books/neuroimaging-clinical-applications/

neuroimagin-in-fragile-x-associated-tremor-ataxia-syndrome-fxtas-

Por otro lado, las alteraciones hipocampales y su correlacion con las
alteraciones clinicas, neuropsicolégicas/neuropsiquiatricas y con la genética,

esta en proceso de publicacion.
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El estudio de las alteraciones de la sustancia blanca es la siguiente linea en proceso
de desarrollo, pues ademas de las alteraciones de la sefial que son visibles en las
secuencias convencionales de un estudio basico de resonancia magnética cerebral,
se incluyeron secuencias de difusion tensorial que permiten un postprocesado y
analisis de los diferentes parametros relacionados con la difusion del agua y la
integridad axonal y de las vainas de mielina. Esto nos permite un estudio estructural
mas profundo de las alteraciones de la sustancia blanca existentes en los pacientes
portadores de la premutacion, las cuales parecen existir ya en fases preclinicas de la
enfermedad. Asimismo, parece que existe una correlacion muy alta entre las

alteraciones de la sustancia blanca y la neuropsicologia.

Los tests neuropsicologicos que se correlacionaban con dichas alteraciones de la
sefal de la sustancia blanca fueron: FAB Total, MMSE, AVLT largo plazo y

fluencia.

Ejemplo de la Correlacién entre las alteraciones en os resultados del FAB Total
y el aumento Anisotropia Fraccional (AF) y la reduccion de las Difusividades
Media (DM), Axial (DA) y Radial (DR):

AF:
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Tal y como se aprecia en las figuras, a mayor alteracion del test neuropsicoldgico,
mayor aumento de los valores de FA, cosa que se correlacionaria con un mayor
grado de dano tisular. Por otro lado, tanto la DM del agua como la DR y DA quedan
aumentadas. El hecho de que aumente la difusividad media puede ser debido a dafio
axonal (dando lugar a un aumento de los valores de DA) o por desmielinizacion
(dando lugar a un aumento de la DR). En el caso de los pacientes con alteraciones
neuropsicolégicas relacionadas con una disfuncién frontal, parece secundario a una
afectacion mas importante de la vaina de mielina, dado que las zonas de aumento de

la DR que se correlacionan con el test se concentran mas en l6bulos frontales.

Otras lineas de trabajo en las que hemos trabajado han sido:

-Las alteraciones en el grosor cortical en los pacientes premutados con y sin FXTAS,
que ya han sido publicadas previamente en diferentes congresos nacionales e

internacionales.

A continuacién, se muestra un ejemplo de las areas de adelgazamiento cortical que
predominan en Iébulos frontales, existentes en los pacientes con FXTAS comparado
con los pacientes premutados (postprocesado con FreeSurfer). Se marca de color

azul aquellas areasg aalsy -

. gn una p<0,01).
6-FXTAS vs PreM
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-Las alteraciones volumeétricas cerebrales (postprocesado con Voxel Based
Morphometry-VBM):

Se muestra un ejemplo en la comparativa entre los premutados y los controles sanos,
todos ellos mayores de 50 afios. Los pacientes premutados muestran una reduccion
de volumen significativa en tronco cerebral, correspondiendo a los pedunculos
cerebelosos, asi como una pérdida de volumen en los hemisferios cerebelosos
(p<0,001).

eldelry control > elderly premuted

contrast{s)

1 : ’ L]
- . - .
. o ' ’ . E

SPM(T, }

2 4 6
Design matrix

Statistics: p-vafues adjusted for search vofume

setlevel cluster level peak-level
mm mm mm
o ¢ Dl'ﬂb:)' QFJNZJ' I"’! DJ'I:" Dfﬂb:" QPJ“:" l:Zl] DJ!:J'
0.2053 0.124 0.231 19750.058 0.298 0.860 4.05 3.73 0.000 4 -63 -40
0.665 0.860 3.60 3.36 0,000 -8 -S50 -41
0.679 0.860 3.5% 3.35 0.000 -17 -50 -39
0.518 0.636 503 0.318 0.600 0.860 3.67 3.42 0.000 -8 -54 -20
0.784 0.888 106 0.666 0.790 0.872 3.45 3.24 0.001 -1 -51 -23
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-Las alteraciones en la espectroscopia con RM presentes en el cortex prefrontal

medial y en los hipocampos.

La comparativa entre los diferentes metabolitos del estudio espectroscdpico por RM
mostraron una reduccién de la ratio Inositol/Creatina (p=0,23) y de la ratio N-Acetil-
Aspartato/Creatina (p=0,10) en el cortex prefontal al comparar los sujetos con FXTAS
vs controles sanos, lo que traduce gliosis y pérdida de la integridad neuronal a este
nivel. Ambas ratios se correlacionaban con los resultados en el test de Boston. No se
observaron otras correlaciones significativas entre las concentraciones del resto de

metabolitos y la neuropsicologia.

De entre todas las técnicas de postprocesado de imagen realizadas (analisis del
grosor cortical, volumetria cerebral, analisis de la sustancia blanca, etc) hemos
focalizado el estudio y la presente tesis en las alteraciones morfologicas y de la sefal
globales del estudio RM craneal convencional, y posteriormente, de forma especifica,
en las alteraciones morfoldgicas y estructurales del hipocampo, dado que es donde
hemos encontrado las diferencias mas interesantes entre premutados con y sin

FXTAS y los controles sanos.

Los estudios de RM muestran un patron de pérdida de volumen cerebral, cerebeloso
y del tronco cerebral, ademas de alteracién de la sehal en la sustancia blanca
periventricular, en pedunculos cerebelosos medios y en el tronco. Adicionalmente, se
ha observado una alteracion del cuerpo calloso tanto por la pérdida de volumen como
por la hipersefial que puede presentarse en los sujetos premutados asintomaticos,
aunque con una frecuencia que parece superar el 50% en los pacientes con FXTAS.
También se ha encontrado la presencia de una ligera hipersefial lateral putaminal,

inespecifica y de dudoso significado.
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En cuanto a la neuropsicologia, el dominio cognitivo que mostré un patron mas
claro de deterioro cognitivo de controles mayores a premutados y FXTAS fue el
test de Rey de memoria verbal inmediata y de largo plazo. Ademas, el test de
memoria de largo plazo se comportd6 como predictor independiente de

diagnostico de FXTAS y de pérdida de volumen hipocampal.

Los estudios volumétricos hipocampales en los sujetos premutados con
memoria normal mostraron un aumento del volumen hipocampal global en
todas las subregiones hipocampales, excepto en la fimbria y la fisura
hipocampal, por lo esto podria indicar la existencia de una pérdida de volumen

en ambas subregiones en fases preclinicas.

Los pacientes con FXTAS, mostraban una pérdida de volumen hipocampal
global con respecto a los premutados y controles, aunque esta no llegaba al
nivel de significacion cuando se comparaban FXTAS y controles. Esto parece
ser debido a que la progresion del volumen a lo largo del espectro clinico de la
premutacion sigue un patrén en forma de U invertida, en la cual existe un
aumento de volumen previo a la pérdida, que también podria traducir un
mecanismo plastico de compensacion funcional. Sin embargo, entre FXTAS y
controles, el analisis de forma si que mostraba diferencias en la superficie
hipocampal que predominan en las subregiones CA2-3, CA4-DG, presubiculum
y el subiculum de ambos lados, tanto al compararla con premutados y
controles, por lo que la alteracion de la forma hipocampal precede a los

cambios de volumen.

El conjunto de alteraciones tempranas previas al deterioro cognitivo en FXTAS,
probablemente podrian ser debidas a la intercurrencia de un proceso

neurodegenerativo y del neurodesarrollo.

No se encontraron correlaciones entre los volumenes hipocampales, las

repeticiones de tripletes, la cantidad de ARNm ni de FRMP.
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9. CONCLUSIONES

Las conclusiones de nuestro trabajo son las siguientes:

En cuanto a la valoracion clinica, neurolégica y neuropsicologica, el dominio
que mostrd un patréon mas claro de deterioro cognitivo de controles mayores a
premutados y FXTAS fue el RAVLT inmediata y de largo plazo. El test de
memoria a largo plazo se comporté como predictor independiente de

diagnostico de FXTAS y de pérdida de volumen hipocampal.

El andlisis visual de los estudios RM craneales muestra alteraciones
inespecificas, pero que, en su conjunto y un contexto clinico adecuado, pueden
sugerir la enfermedad. Se destaca la presencia de hipersefial y adelgazamiento
del cuerpo calloso como nuevo criterio propuesto para incluir dentro de los
criterios radiolégicos mayores de FXTAS y se describe la presencia de
hipersefal putaminal lateral como otro hallazgo no relacionado hasta la fecha

con la enfermedad.

Los estudios volumétricos hipocampales en los sujetos premutados con
memoria normal mostraron un aumento de volumen hipocampal global de
todas las subregiones hipocampales, excepto en la fimbria y la fisura
hipocampal, por lo que en estas dos subregiones podrian sufrir una pérdida de
volumen hipocampal en fases preclinicas, considerandolas como

biomarcadores de conversion a FXTAS.

Los pacientes con FXTAS, mostraban una pérdida de volumen hipocampal con
respecto a los premutados y controles, aunque no significativa con respecto a
los controles. Sin embargo, el analisis de forma si que mostraba diferencias en
la superficie hipocampal que predominan en las subregiones CA2-3, CA4-DG,
presubiculum y el subiculum de ambos lados, tanto al compararla con los
premutados como con los controles, por lo que parece plausible que la

alteracién de la forma precede a la pérdida de volumen.
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El volumen hipocampal a lo largo del espectro clinico de la premutacion parece
seqguir un patron en U invertida. Las alteraciones tempranas previas al deterioro
cognitivo en FXTAS, probablemente podrian ser debidas a la intercurrencia de

un proceso neurodegenerativo y del neurodesarrollo.

No se encontraron correlaciones entre los volumenes hipocampales, las

repeticiones de tripletes, la cantidad de ARNm ni de FRMP.
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