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RESUMEN
El sindrome de X frigil estd caracterizado por retraso mental
(RM) de grado variable asociado con una anormalidad citogenética
inducible, un sitio fr&igil heredable en la porcién distal del
brazo largo del cromosoma X [fra(X)].
Su estudio resulta de gran interés. Por una parte, es la forma de
RM hereditario m&s comiin. Presenta un patrén de herencia tdnico y
estd asociado con una alteracién citogenética inducible. Por ctro
lado, el desarrolle tan importante que ha tenido la Biologia
Molecular, nos ha permitido conocer un poco mas de las
alteraciones que presenta el locus FRAXA a este nivel; aidn cuando
no se ha establecido la asociacién entre el mecanismo de

produccidén a nivel molecular y su relacién con el cuadro

clinico.
Con este estudio nos propusimos conocer, por medio de 1la
evaluacién citogenética, la frecuencia del sindrome de X fragil

en sujetos masculinos con RM, sin diagnéstico previo o causa que
lo justificara. Debido a que el sindrome de X frdgil puede estar
asociado con retraso en el desarrollo psicomotor sin otros datos
clinicos , sélo fueron incluidos pacientes con RM. Los resultados
demostraron una frecuencia de 6 %. Encontramos una frecuencia de
RM inespecifico ligado al X de 16%. Por lo tanto se concluye que
la frecuencia del sindrome en nuestra grupo de estudio fue
similar a 1la repoftada por otros autores, lo que subraya la
importancia de realizar la blisqueda de fra(X) en estos grupos,
permitiendo identificar a las portadoras asintomiticas de este

sindrome para ofrecer un consejo genético adecuado,



A.- ANTECEDENTES
1.- HISTORIA

En los dGltimos afios, se ha 1llegado al conocimiento de que el
sindrome de X frdagil, es la forma de retraso mental hereditario
mds comin (1). De acuerde a los astudios realizados con
anterioridad,se sabe que en la poblacién general existe una
proporeidn mayor de varones con retraso mental ( 25 %) con

respecto a las mujeres (2}.

Esta diferencia fue considerada inicialmente por Penrose en 1938
(3) y ha sido verificada posteriormente (4). Se ha sugerido por
varios autores que la explicacidn para ello podria estar dada por
la presencia de formas de retraso mental ligado al X no
diagnogticadas (5). Existen mas de S50 padecimientos ligadps al X
asocliados con retraso mental, pero sus frecuencias individuales
son bajas (6-11). En 1943, Martin y Bell describieron una gran
familia con retraso mental, que segregaba en forma ligada al X
{12} . Y en la que posteriormente se demostrd la presencia de X
frdagil (13). El sitio frigil en el cromosoma X inicialmente fue
observado por Lubs en 1969 (14), y fue descrito como un
cromosoma X marcador presente en los varcnes afectados y en las
mujeres portadoras obligadas de una familia con retraso mental
ligado al X. El marcador consistia en una constriccién o ruptura

en el extremo distal del brazo largo del X (14).

En 1977, Sutherland (15) descubre que el medioc de cultivo

deficiente en &cido f8lico es necesario para detectar el



cromosoma marcador . Este tipo de medio era de uso general a
finales de los afios Sesenta y fue el empleado por Lubs {14,15).
Posterior a este descubrimiento , el método es aplicado para el
estudio de retraso mental ligado al X, encontrando el marcador
citogenético en algunas familias, como ocurridé en la descrita
por Martin y Bell, en las que se confirmd el diagnéstico de
Sindrome de X Fr&gil (16,17). Debido al aspecto de constriccidn o
de ruptura del cromosoma X marcador, que da una apariencia de
ser susceptible a romperse, la anormalidad se identificé como un
sitio fr&gil y al cromosoma completo se le denominé X frdgil. El
sindrome de X - frdgil se refiere a la entidad clinica, y al
marcador citogenético constituido por el sitio frdgil en Xg27.3
se le llama X frédgil, y se utiliza el simbolo génico FRAXA para

designarlo (18,19),.
2.- ESTUDIOS DE POBLACION.

Desde de la observacidén de retraso mental asociado con el X
marcador en 1969 hasta el presente, han sido publicados cerca de
900 articulos acerca del retraso mental ligado al X en general y

del sindrome de X fragil en particular (20-22).

Actualmente se ha establecido, que las formas de retraso mental
ligadas al X son responsables de entre 25 y 50% de todos los
casos de retraso mental. Estos afectan 1 de 296 individuos y
constituyen un grupo heterogéneo pero muy importante de
padecimientos. Una proporcién gignificativa, alrededor de 40% de
todos los retrasos mentales ligados al X, corresponden a una sola

entidad clinica, identificada como sindrome de X fragil. El' cual



se define por un fenotipo somiticeo y neurolégico caracteristico,
aseciado a un sitio frigil inducible en el cromosoma X, en la

banda q27.3 (23-25).

A finales de los setenta y principio de los ochenta, varios
estudios reportaron que cerca de 40% de las familias con dos o
mis hermanos afectados con RM podrian presentar el cromosoma X
fragil, al efectuarse el estudio citogenético (8). De acuerdo a
ésto, 8i en la poblacidn general encontramos que existe 25% wmés
de varones con RM, de este grupo 40 % corresponden al sindrome
de X Fragil, entonces cerca de 10 % de los varones con RM tienen
un cromosoma X £ragil (24,26). Estudios citogenéticos realizados
a varones en instituciones para deficientes mentales han mostrado
rangos de prevalencia del sfindrome de X Frigil de 2 a 9% (27).
Bloomquist y cols (28) realizaron un estudio de frecuencia en
varones c<on retraso mental en una poblacién rural sueca,
encontrando una proporcién de afectados de 1 en 1 500. Un gran
estudio epidemiolégico en Inglaterra, de Webb y cols - (24)
demostraron una incidencia de 1 en 1 350 varones . Diferentes
autores han tratado de establecer la frecuencia del sindrome en
otras poblaciones de varones con retraso mental en Inglaterra
(23), Australia{(25), Italia (29), Suddfrica (30), Suecia (31) vy
Hawaii (32}, encontrando una incidencia de 1 a 7 % en pacientes
masculinos sin diagnéstico previo. Investigadores en Inglaterra y
Australia, aplicando la frecuencia de este padecimiento en nifios
con retraso mental, estimaron, gue es la causa mas comin, y se
pregenta en una proporcién de 1 a 2 en 2 600 para varones, y

de 1 a 2 en 4 100 mujeres. Considerdndose asi, la causa. de RM



hereditario més frecuente en el mundo (25).

3.~ FENOTIPO CLINICO.

El cuadro clinico de este sindrome presenta un espectro muy
amplio, gue en base a su expresidn fenotipica podemos dividirlo
en cuatro grupos: a) los varones transmisores, que no muestran
datos clinicos. b) los varones afectados, que es el grupo con
mayor nidmero de alteraciones fenotipicas. ¢} las mujeres
portadoras, quienes también cursan asintomiticas. d) las mujeres
afectadas, que pueden presentar s6lo dificultad para el
aprendizaje, hasta RM en grado variable. De acuerdo a lo que ha
sido reportado en la literatura, a continuacién se describen con

detalle estos grupos.
3.1.- VARONES.

3.1.1.- Fenotipo.- La ausencia de caracteristicas notables en
el perfiodo neonatal inmediato, dificulta la identificacién de
estos pacientes en este periodo. A excepcidén del peso al
nacimiento, que ha sido reportado como algo mayor al promedio,. en
los nifios con sindrome de X fr&Agil (33-37). Los datos clinicos se
instalan en forma progresiva, asi por ejemplo, el aumento del
perimetro cefdlico (>pc:75), el frontal y pabellones auriculares
prominentes, e hipotonia aparecen durante la infancia. Mientras
que, él prognatismo y’macro-orquidismo se presentan durante la
pubertad en m&s de 80% de los afectados. De 20 % a 60% de los

pacientes cursan con paladar alto, estrabismo, miopfa, pectus



excavatum, dilatacién de la base adrtica, prolapso de la védlvula
mitral, hiperlaxitud articular en manos y pie plano. Datos que se

correlacionan con displasia del tejido conectivo (35-42).

3.1.2.-Hallazgos neurolégicos. Las alteraciones neurolégicas
ocasionalmente se presentan asociadas a este padecimiento.
Dentro de las que se han reportado se enumeran: aumento de los
reflejos osteotendinesos, nistagmo y crisis convulsivas de curso
transitorio., Estas Gltimas, en sdlo 10% de los pacientes b

generalmente presentan buena respuesta al tratamiento (37).

3,1.3.- Alteraciones de la conducta.- En estos pacientes, el
retraso mental se presenta como un dato comiin (?0%), de severidad
variable, ain dentro de los miembros de una misma familia (43-
45) . El coeficiente intelectual (C.I) est& entre 20 y 60, con

una media entre 30 y 45 (46-49).

Existen alteraciones en la conducta, que pueden ser fitiles para
el diagnéstico., Tales como, movimientos estereotipados de manos,
y contacto visual pobre con una frecuencia de 60 y 90 %
respectivamente. Los pacientes con retraso mental meoderado, con
cierta frecuencia tienen callosidades en manos por mordeduras ,

pero es raro encontrar signos de automutilacién (48,49).

El patrén de lenguaje también se encuentra afectado en aquéllos
con retraso mental moderado o un C.I limitrofe. Este consiste en
tartamudeo, lenguaje rdpido, de escaso contenido, con frases
cortas, repetitivas y ecolalia. Los pacientes con retraso mental
severo o profundo, con frecuencia no desarrollan el lenguaje (49-

52).



Los problemas de atencién, en la mayoria de los casos, se asocian
con hiperactividad. Los nifos en edad escolar suelen ser
enviados por este motivo, aunque, después de un cuidadoso
interrogatorio, se encuentran también asociados retraso del .
lenguaje, estereotipias tales como aplausc iterativo o mordedura
de manos. La hiperactividad es wmwéds notable durante la etapa
prepuberal, interfiriendo con el aprendizaje escolar. En la etapa
postpuberal, la actividad disminuye, aunque persisten los

problemas de atencidén hasta la etapa adulta (37,46).

Los pacientes, usualmente son déciles y amables, sin embargo, en
una minorfa se han observado episodios de conducta violenta, que
han requerido de internamiento en instituciones para enfermos

mentales (37,49).

Existe una estrecha asociacién de este sindrome con autismo (53).
Esto ha sido demostrado por la presencia del sindrome de X fragil
en poblaciones de autistas. Entre los varones autistas varia la

positividad para fra(X) entre 5.3 y 15.7% {53-57).

Por otra parte, entre los varones con sindrome de X frégil,
tenemos un espectro de datos de autismo. Hagerman y cols (54)
reportaron una frecuencia de 16% con diagnéstico de autismo
infantil basados en los criterios de DSM-III ( American
Pgychiatric Association 1980)}. Que incluyen: ‘edad de inicio antes
de los 30 meses de edad, ausencia de respuesta hacia otras
personas, grandes deficiencias en el desarrollc del  lenguaje,
patrén de lex;guaje peculiar, respuestas bizarras a estimulos

ambientales y ausencia de alucinaciones. Sin embargo, la mayoria



de sus pacientes mostraron : pobre contacto visual y moderada
tendencia al aislamiento. Otros datos de tipo autista, reportados
con frecuencia son: estereotipias, fascinacién por algunes
objetos y reacciones violentas hacia los cambios ambientales

(57).
3.2.~- VARONES TRANSMISORES.

La mayoria de los varones hemicigotos para la mutacién de X
frigil presentan alguna de las anomalias deseritas. Sin
embargo, una minoria parece ser clinicamente normal y sin

expresidn del sitio fr&gil en el cromosoma X, (58-62).

Estos varones hemicigotos, clinicamente normales, han sido
denominados varones transmisores. Su existencia como portadores
obligados del gen, s6lo puede ser inferida por su posicién en el
drbol genealdégico, mis que por los datos clinicos o hallazgos
citogenéticos. Los andlisis de segregacién del sindrome de X
frigil en los descendientes de mujeres portadoras obligadas,
muestran que s6lo 40 % de los varones descendientes estén
afectados, en lugar de 50 % esperado para los  padecimientos
ligados al X con penetrancia completa (60,61). No existe
evidencia de letalidad para varones in dtero, ni alteracién en la
proporcién de sexos al nacimiento. Estos datos sugieren, que los
varones transmisores podrian constituir 20 % de todos los varones

que portan la mutacién (61).

3.3.- FENOTIPO CLINICO EN MUJERES.
Las pacientes femeninas heterocigotas, tienen un gran espectro de

10



alteraciones secundarias a la presencia del gen FRAXA. Pueden ser
normales, © cursar con retraso mental leve, moderado o éevero, o
bien, presentar autismo (37,63,64), Aproximadamente un tercio de
las mujeres heterocigotas cursan con retraso mental moderado,
pero un nimero importante de las mujeres heterocigotas con C.I.

normal presentan dificultad para el aprendizaje (63}.

El por qué de esta gran variabilidad clfnica, ain no ha sido
bien explicado. Existe una correlacién positiva entre la
proporcién del cromosoma marcador Fra(X) y retraso mental entre
las mujeres heterocigotas. Esto es, que las mujeres heterocigotas
con retraso mental, generalmente presentan un elevado porcentaje
de células con el cromosoma marcador, mientras gque las
heterocigotas no afectadas, lo presentan en baja proporcién (1 %)

(47) .

Sherman demostrd que 40 ¥ de heterocigotas no expresan el sitio

frégil, afin cuando son portadoras obligadas (43).

Algunos inveatigadores sugieren que existe correlacién entre el
retraso mental y el proceso de inactivacién del X frédgil. Las
heterocigotas normales o..no afectadas clinicamente, tienden a
tener una proporcién mayor de células con el cromosoma X frégil
inactivo . En cambio, las heterocigotas mis afectadas presehtan‘
mayor porcentaje de células con el cromosoma X frdgil activo
(59,63). Por lo que se considera que el patrdn de inactivacién
del cromosoma X en heterocigotas con el eindrqme, tiene gran
influencia sobre el desarrollo mental (63). )

Se aplicaron las escalas de inteligencia de Weschler para nifios

11



en nifias en etapa escolar, hermanas de varones afectados. Se
encontré pobre capacidad para la aritmética, empleo de numeros,

disefio de formas, pero con un C.I. dentro de lo -normal (65).

Frecuentemente presentan dificultad para el aprendizaje y reciben
ayuda especial, especialmente en aritmética., Estos datos también
se han reportado para las madres heterocigotas, clinicamennte

normales, con un C.I. normal { 63-66).

Un estudio reciente, de 7 nifias FRAXA (+) mostré como datos
clinicos constantes : sobrepeso desde el nacimiento y problemas
de conducta, tales como falta severa de atencidén , ansiedad y
timidez con tendencia al aislamiento. Estos parecerian ser los
criterios clinicos de seleccién mis importantes para la deteccién
del sindrome de X frégil, en mujeres en general y especialmente

en nifias prepdiberes (67).

Se han realizado muy pocos estudios , para documentar la presencia
de datos clinicos tanto en mujeres heterocigotas no afectadas,
como en las afectadas con retraso mental (66). Reportes aislados
han demostrado la presencia de frontal alto, pabellones
auriculares prominentes, prolapsc de vilvula mitral e
hiperextensibilidad articular en ambos grupos de mujer‘es
heterocigotas (33,39,40). En otro estudio, de 144 mujeres
portadoras obligadas, 34% tuvieron deficiencia mental y més de
50% fueron citogenéticamente negativas (68). Reiss (69) estudié
clinicamente a 125 heterocigotas, en las cuales encontré que
28% presentaron cara grande, frontal prominente, aumento del

perimetro cefdlico y ocasionalmente pabellones auriculares

12



grandes y evertidos. En las heterocigotas con retraso mental son
mis notables estas alteraciones fenotipicas, estando presentes en
mids de 50 % de los casos . Problemas psiquidtricos incluyendo
psicosis fueron vistos en 10 % de las pacientes sin retraso
mental y 20% de aquéllas con retraso mental. En una. familita
afectada, se encontrd relacién entre trastornos afectivoes

mayores y estado de portadoras (69).

3.4.- ESTUDIOS HISTOLOGICOS.

El examen histolégico de los tejidos afectados, no ha permitido
unificar criterios para correlacionar los procesos bioquimicos o
fisiol6gicos que expliquen las anormalidades somdticas y la

disfuncién neuroldgica (70).

Un estudio realizado en cinco varones afectadbs, en biopsia de
piel del antebrazo, mostrdé elastina con arborizacién incompleta o
augente en la dermis papilar y aumento de la fragmentaciéﬁ de
las fibras de elastina en la dermis reticular profunda, comparada
con la de los controles (71). '

El teséiculo egtd caracterizado por un aumento de volumen
intersticial, con tejido conectivo en exceso, incluyendo aumento
en las fibraé de coldgeno peritubular (72).También ée han
reportado, alteraciones en la diferenciacién de espermitides,
tal vez debida a la presién existente en los tibulos seminiferos
por el edema (73). Los niveles de secrecibén hormonal de
gonadotropinas y esteroides han sido normales y no explican las

alteraciones en testiculo ({74).

13



En los varones prepiberes generalmente no sSe encuentran
alteraciones histolégicas, a este nivel (33), aunque se han

reportado anomalfas en fetos masculinos afectados (73,75) .

En las mujeres afectadas, se ha reportado crecimiento ovédrico
secundario a cambios quisticos,sugiriendo que, en mujeres al
igual que en los varones, las génadas podrian estar alteradas

{76) .

Existe s6lo un reporte de un estudio neuropatoldgico, realizado
en el cerebro de un hombre de 62 afios de edad, con diagndstico de
X frdgil, que mostré cambios degenerativos inespecificos menores
en dendritas espinales y estructuras sindpticas corticales (77).

Recientemente, se llevé a cabo la investigacién de alteraciones
anatémicas en el sistema nervioso central de pacientes femeninas
con sindrome de X frdgil por medio de resonancia magnética.
Se encontré disminucién en el tamafio del vérmix posterior y
aumento en el tamafio del cuarto ventriculo. Estos datos sugieren,
que las anormalidades en el neurodesarrocllo de esta regién,
podrian estar asociadas con funciones sensoriales y del lenguaje,

mds que con habilidades cognitivas generales (78).

Sin embargo, la patogénesis de las anormalidades encontradas en
este padecimiento atn no ha sido aclarada. '
4.~ SITIOS FRAGILES CROMOSOMICOS .

4.1.- DEFINICION.

Un sitio fragil es un punto especifico de un cromosoma,

14



susceptible de ruptura. Generalmente, se presenta como una
hendidura no tefiida o como una constriccién que puede incluir una
o ambas cromdtides de un cromosoma en metafase (79).
Ocasionalmente, este sitio puede presentar ruptura completa,
produciendo un fragmento acéntrico, el cual puede ser deletado o
duplicado por no disyuncién mitética { configuracién trirradial).
La mayoria de 1los sitios frdgiles no s8e presentan
esprmténeamerite bajo las condiciones de cultivo rutinarias, por
lo que deben ser inducidos por exposicién de las células a
alguna de las distintas condiciones del  medic de cultivo o
tratamientos con f4rmacos, durante la fase S (sintesis) previa a
mitosis. Todos los métodos de induccidédn para sitios fréagiles,
producen rupturas cromosdmicas al azar, asfi que, por definicidn,
un sitio £fr&gil es cualquier regién cromosémica ( mancha
caliente o "hot spot”) donde se produzca una ruptura cromosémica
con una frecuencia significativamente mayor que la observada por

un evento al azar {18,80).

Los estudios para sitios frdgiles, se realizan observando
cromosomas en metafase, empleando microscopio de luz. Existe s&lo
un reporte de andlisis en microgcopio electrénice, del sitio
frdgil en Xqg27 (81). Este estudio demostré que el fragmento
distal del sitio frdgil permanece unido al segmento.proximal del
cromosoma por una fibra de .25 nm, tamafio que coincide con el

didmetro aproximado de una sola fibra de cromatina normal.

4.2.- BITIOS PRAGILES RAROS Y COMUNES.

4.2.1.- Clasificacién.- Existen mis de 110 sitios frigiles  en

15



el genoma  humano, que han sido divididos en dos grandes
categorfas: raros y comunes (18). Un sitio frigil raro, es aquél
que encontramos en una minoria de la poblacién, generalmente en
menos de 1% (18}).

Por lo regular afecta sdlo un homélogo del par cromosémico, y es
heredado en forma mendeliana codominante. Se han reportado veinte
sitios fragiles raros, que han sido identificados en 13 autosomas

y en el cromosoma X (18,82,83).

La mayorfa de los sitios frdgiles raros son folato - sensibles,
y pueden ser inducidos por cualquiera de las siguientes tres
formas de cultivo: medio deficiente en &cido félico y timidina;
medio que contenga un antagonista del folato como metotrexate; o©
un medio con adicién de fluorodeoxiuridina (FUdR) como inhibidor
de la timidilato sintetasa. Tres sitios frégiles raros no son
folato-sensibles, de éal:os,. dos se expresan con frecuencia en
forma espontédnea, pero se inducen preferentemente con
distamicina A y compuestos relacionados y otro es inducido de

forma especifica por bromodeoxiuridina (BUdR) (Tabla I) (18).

Los sitios fr&giles comunes fueron descubiertos recientemente
{79,84-86). Como su nombre lo indica, estdn presentes en la
mayorfa de la poblacién y se encuentran en ambos homélogos del
par cromosémico. Hasta el momento, han sido reportados
aproximadamente 110 de estos sitios que estén presén!:es por todo
el genoma humano (TablaII) (18,19). La mayoria de estos sitios,
gon sensibles principalmente a la induccién con afidicolina

{APC) (85), aungue un pequefio nimero se induce por 5-azacitidina
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. TABLA T

BITIO8 FRAGILES RAROH

CONDICION DE CULTIVO NO. DE CROMOBOMA BANDA SIMBOLO®
SITIOS FRAGILES RAROS 1 g21.3  FRAIM
FOLATO SENSITIVO O 2 g11.2  FRA2A
POR ANTAGONISTAS DE AF qi3 FRA2B
(GRUPO 1) g22.3  FRA2K
6 p23 FRAGA
7 - pll.2  FRA7A
8 P22.3  FRABA
9 p21.1  FRA9A
q32s ~FRA9B
10 g23.3 "FRALOA
: g24.2  FRALOB
11 q13.3  FRAllA
- g23.3s FRA1l1B
12 q13.1  FRAl12A
Q24.13 FRA12D
16 pl2.3  FRA16A
19 p13 FRA19B
20 p11.23 FRA20A
22 gi13 FRA22A
X g27.3  FRAXA
TRATAMIENTO CON . 8 g24.ls FRABE
DISTAMICINA A 11 p15 FRA11I
(GRUFO 2) 16 g22.1m FRA16B
17 pl2 FRA17A
TRATAMIENTO CON 10 q25.2m FRA10B
BROMODESOXIURIDINA 12 q24.2  FRAl2C
(GRUPO 3) )
NO CLASIFICADO 8 qi3 FRABF

* SIMBOLOS ASIGANDDS EM EL OCTAVO TALLER INTERNACIOMAL DE
MAPEQ DEL GENONA HUBUANG (18).

» SF RAROS QUE COINCIDEN EN LOCALIZACION COK SF COMUMES.
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f TABLA i1
BITIOB FRAGILES COMUNES

CONDICION DE CULTIVO NO. DE CROMOSOMA BANDA BIMBOLOW

TRATAMIENTO CON 1 P36 FRAIA
AFIDILCOLINA p32 FRA1B
(GRUPO 1) p31.2  FRAlC
p22 FRA1D

p21.2  FRAIE

q21 FRALF

g25.1 FRALG

2 p24.2  FRA2C
pl6.2  FRA2D

p13 FRA2E

q21.3  FRA2F

q31 FRA2G

q32.1  FRA2H

q33 FRA2I

3 p24.2  FRA3A
pl4.2  FRA3B

g23 FRA3C

4 pl6.1  FRA4A
p1s FRA4D

q231 FRA4C

5 q15 FRASD
q31.1 FRA5C

6 p25.1  FRA6B
p22.2  FRAGC

q13 FRA6D

q21 FRA6F

q26 FRAGE

7 p22 FRA7B
pla.2  FRA7C

p13 FRA7D

g21.2  FRAZE

q22 FRA7F

§31.2  FRA7S
g32.3  FRA7H
q36 FRA7I

g24.1s FRASC
q24.3  FRASD
9 g22.1 FRASD
g32e FRASE
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TABLA IT (CONTINUACION)

TRATAMIENTO CON 10 q22.1  FRA1G0D
AFIDILCOLINA q25.2m  FRA10E
( GRUPO 1 ) q26 FRA1OF
11 pl5.1  FRAllC
pl4.2  FRA11D
pl3 FRA11E
q13 FRA11H
ql4.2  FRALLF
g23.3e  FRA11G
12 q21.3  FRA12B
q24 FRA12E
13 q13.2  FRA13A
Q21,2  FRA13C
14 q23 FRA14B
g24.1  FRA14C
15 q22 FRA1SA
16 g22.1m  FRA16C
q23.2  FRA16D
17 g23.1  FRA17B
18 Ggl2.2  FRA18A
q21.3  FRA18B
19 q13 FRA19A
20 pl2.2  FRA20B
22 ql2.2  FRA22B
X p22.31 FRAXB
q22.1  FRAXC
q27.2  FRAXD
TRATMIENTO CON 1 q12 FRALJ
5-AZACITIDINA q42 FRAIH
(GRUPO 2) 9 q12 FRASF
TRATAMIENTO CON 4 q12 FRA4B
BUdR 5 p13 FRASA
(GRUPO 3) q15 FRASB
[ p21 FRASC
10 q21 FRA10C
13 g21 FRA13B
NO CLASIFICADOS 4 q27 FRA4E
(GRUPO 4) Y q12 FRAYA

* SIMBOLOS ASIGNADOS EN EL OCTAVO TALLER INTERNACIONAL DEL
MAPEO DEL GENOMA HUMAND (18).

« SF COMUNES QUE COINCIDEN EN LOCALIZACION CON SF RAROS.

BUdR » BROMODESOXIURIDINA
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o BUdR (Tabla II) (87).

La posible relacidn entre sitios fragiles raros y comunes, ain no
ha ' sido dilucidada. La mayorfa de los sitios frégiles comunes son
inducidos débilmente por las condiciones que producen los sitios
folato-sensibles y los sitios raros folato-sensibles son
inducidos pobremencé por APC. Aungue los mecanismos de induccidn
parecerian distintos, resulta inexplicable porqué de los 27
sitios fréigiles raros, seis ocurren en la misma banda cromosémica
que un sitio fr&gil comin. Estos son: 8g22, 9p21,9932,
10925, 11g23, y 16g22 (18). Esta coincidencia en la localizacién,
permite suponer, que cuando menos algunos sitios fragiles raros
podrian representar mutaciones o alteraciones de sitios frégiles
comunes preexistentes (86,88). Por ejemplo, en las células
cancerosas encontramos correlacién entre la localizacién de
sitios frédgiles y puntos de ruptura de los rearreglos
cromosdémicos especificos, sugiriendo que &gtos podrian estar
participando en la carcinogénesis (88,89,90). Asi mismo, ha sido
propuesto que los sitios fragiles podrian estar conservados
evolutivamente y servir para un propbsito prActico (82): la
ruptura de los sitios fragiles podria promover recombinacidn de
exones y tener un significado en la evolucién (91). Al realizar
andlisis de recombinacién de marcadores que flanquean un sitio
fradgil en células sométicas hibridas, se observdéd que

efectivamente ocurre una ruptura en los sitios frigiles (92}.

4.2.,2.- Significado Clinico de los Sitios Frigiles. De todos
los sitios frdgiles, raros y comunes, solamente el sitio en

Xg27.3 ha sido asociado con una entidad clinica y retraso mental
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(48). Debido a que en los sitios fragiles pueden observarse
deleciones (79,80}, es obvic que en ellas ocurre una verdadera
ruptura, favoreciendo la formacién de rearreglos cromosémicos

(93).

De acuerdo con ésto, experimentos recientes han demostrado que
en ambos grupos de sitios frégiles pueden ser inducidos
rearreaglos cromosdmicos con medios de cultivo adecuados y
prolongando el periodo de crecimiento celular (88,94). Estos
datos sugieren la posibilidad de que los sitios fr&giles podrian
predisponer para deleciones constitutivas o translocaciones.
Estudios retrospectivos de la localizacidédn de los puntos de
ruptura de los rearreglos cromosémicos, nos indican que éstos se
ubican preferentemente en las bandas con sitios frAgiles (89,95).
Existen algunos reportes de casos de translocaciones de novo (96}
o deleciones asociados con un sitio fragil raro, originado en
alguno de los padres (90,97) . Sin embargo, existen pocos
reportes al respecto con correlacién clinica. Por ello resulta
prematuro considerar a los sitios fr&giles como factores de

riesgo para anormalidades cromosémicas.

Comparaciones retrospectivas similares acerca de la localizacidn
de los sitios frégiles raros y comunes con respecto a los puntos
de ruptura de las translocaciones observadas en leucemias y otros
tipos de neoplasias malignas, han sugerido gque existe correlacién
positiva entre éstos (98). En algunos casos han sido observados
los sitios frA&giles raros , en . células normales de individuos
con rearreglos cromosdmicos que implica dicha regifn, en células

malignas (98,99). Esta asociacién, se ha visto entre el sitio
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fragil raro en 16922 y el punto de ruptura en 16¢g22, ascciaéo con
inversiones, deleciones o translocaciones presentes en leucemia
mielomonocitica aguda. Sin embargo, recientemente se demostrd que
el sitio frégil y el punto de ruptura en cancer, no son idénticos
a nivel molecular, hecho gue disminuye la posibilidad de una
relacidn causal (100). Se requiere de an&lisis molecular, para
otros sitios fragiles y los puntos de ruptura en céncer, para que

cualquier asociacidén posible sea descartada o verificada.

4.3.~ INDUCCION DE LA EXPRESION DE SITIOS FRAGILES.

Debido a su importancia clinica el sitio frdgil Xg27.3 ha sido
el centro de atencién de numerosas investigaciones, para
determinar las condiciones Sptimas para su expresién y definir su
mecanismo bioquimico. Estas condiciones han sido idénticas, a las
requeridas para la expresidén de otros sitios fridgiles sensibles a
folato . También, éstas se han comparado con las caracteristicas
de induccién de los sitios frégiles comunes, gue requieren de APC

para su expresién (18,82).

4.,3.1.- Sitios frégiles folato-sensibles.- Sutherland fue el
primero en demostrar que la expresién de los sitios fr&giles en
linfogitos de sangre periférica, es dependiente del tipo de medio
de cultivo empleado {17). La expresién del sitio fr&gil Xq27 era
inducida con el medio de cultivo M 199, pero noc con otros medios
de cultivo disponibles comercialmente (101). Estudios posteriores

permitieron reconocer gue las -caracteristicas principales del M
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199 eran las concentraciones relativamente bajas de dcido £6lico
Y timidina. Ademds, podia ser inducido con metotrexate por ser

antagonista de folatos (79).

Los sitios folato-sensibles son inducidos notablemente por FUdR,
Ya que su metabolito 5-fluorodeoxiuridil monofosfato (FAUMP) es
un potente inhibidor de la enzima timidilato sintetasa (TS)
(101,102) . La expresién del sitio fragil Xq27 también es
inducida en células hibridas deficientes en TS, cuando se depriva
la timidina exégena (92). Estas condiciones de induccién aeben
egtar presentes en la fase S previa a la mitosis, momento en el
que su expresidén es observada. La presencia de &cido félico o de
timidina pueden suprimir por completo la expresién del sitio
frdgil que habia sido inducido por deficiencia de folato © con
metotrexate (79), aunque solamente la timidina puede revertir los
efectos de la accién de FUdR (82). Asfi, la deplecién de
trifosfato timidina {dTTP} durante la fase S, ya sea por
inhibicién o ausencia de TS a través de la deplecidén de su
cofactor metilen-tetrahidrofolato, es un método efectivo, pero no
exclusivo para inducir el sitio frégil ‘en Xq27 (82,92, 101,102).

Recientemente, se ha observado que concentraciones elevadas de
timidina ( 1-2 mM) pueden inducir el sitio fr&gil en Xq27 en
forma efectiva (83,91,103). Este efecto paréce estar dado por
los niveles elevados de dTTP, los cuales inhiben la reduccidén de
citidina difosfato (CDP} por la ribonucleétido reductasa,
causando deficiencia de deoxicitidina trifosfato (dCTP) para la
sintesis de DNA (104). Este mecanismo para induccién del sitio

fridgil en Xq27, se apoya en el dato dé gque la adicién de
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deoxicitidina inhibe la induccidn por las elevadas
concentraciones de timidina (91,103). El mecanismo de produccién
de los sitios frigiles, esté de acuerdo al inductor empleado y al
nivel en que actia en la correspondiente via metabélica,
esquematizado en la Figura 1 (82,92,101,102).

El aporte de dTTP puede ser depletado por inhibicién directa de
TS con FJUMP, ¢ inhibiendo indirectamente a TS ya sea por
reduccién del &Acido f8lico con metotrexate o por limitacidn del
dcido félico en el medio. Elevadas concentraciones de timidina, a
través de su metabolito dTTP, disminuyen en forma importante el
aporte de dCTP por inhibicidén de la retroalimentacién alostérica,
por la reduccién de CDP a dCDP por accién de la ribonucleétido
reductasa. A partir de ésto, parecerfa que todas las condiciones
de induccidén tendrfian como via metabdlica comiin, la disminucién
del aporte celular de dTTP o dCTP disponibles para la sintesis de

DNA (7).

4.3.2.- Sitios frégiles comunes.- Estos sitios fragiles son
inducidoa débilmente por deficiencia de &cido f&lico, metotrexate
© FUdR. El empleo de 0.2uM de afidicolina (APC} los induce
fuertemente (85). APC es un inhibidor relativamente especifico
de la enzima DNA polimerasa a , la cual actda en la replicacién
del DNA , sin ser la Gnica enzima participante en este proceso
{(85) . APC inhibe a la DNA polimerasa por competencia con dCTP
{105) . Esta concentracién de APC es un inductor débil del sitio
frdgil en Xg27.3 (85,106). Como un dato interesante, se ha visto,
que la expresién del X fr&gil disminuye al utilizar APC,

combinada con deprivacién de timidilato (85).
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4.3.3.- Amplificacién de 1la expresién de sitios frégiles con
cafeina.- Yunis y Soreng {B6) recientemente han demostrado que
la cafeina en dosis de 2 mM, en conjunto con FUdR amplifica
significativamente los niveles de expresién de los sitios
fragiles comunes y del sitio frdgil raro en Xg27., Aungue otros
autores ne han legrado reproducir este hallazgo para X fridgil en
linfocitos o en linfoblastos (106-108), se ha demostrado que la
cafeina amplifica la expresién de X fragil en células somidticas
hibridas (108). La cafefna o su andlogo teofilina, también
ahplifican la expresién inducida por APC del sitio frégil Xg27 y
de los sitios fragiles comunes en linfocitos, linfoblastos Yy

células somidticas hibridas (108).

La cafefna tiene un efecto sinérgico con muchos agentes que dafian
al DNA (108). Su efecto es predominantemente indirecto,
disminuyendo el retraso mitét:lico asociado. Generalmente cuando
existe dafio al DNA Be presenta retraso mitdtico, 1la cafeina
disminuye éste, al permitir la terminacidén del ciclo atn cuando
exista dafio (110,111). En un sistema hibrido, deficiente en
timidilato sintetasa (TS), se demostrd directamente que a las 24
horas de deprivacién de timidina, existe un retraso de 3 a 4
horas en la aparicién de células mitdticas, después de
realimentarlas con timidina. La cafeina aminora este retraso en
el perfodo G 2, aumentando ademids la expresidn del sitio fragil

en Xg27 (108).

Los resultados con cafeina sugieren que, tanto para los sitios

fréagiles comunes como para los sitios raros folato-sensibles, su
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apariencia citogenética podria ser el resultado de una falla para
completar la replicacién del DNA o en la reparacién previa al

inicic de la mitosis (112).

4.4.-BASES MOLECULARES DE LOS SITIOS FRAGILES.

4.4.1,-Mecanismos de Induccién de Sitios Frégiles.- Las vias
metabdlicas de las cé&lulas en crecimiento que bajo ciertas
condiciones de inducecidén permiten la expresidn del sitio fragil
Xg27, asf{ como de otros sitios frégiles raros y comunes, son
desconocidas. Sin embargo, se tiene conocimiento de que los
sitios frédgiles raros son heredados de forma mendeliana
codominante; por lo que podrian ser resultade de una modificacién

especifica en la secuencia del DNA (18).

Las iinicas claves para conocer la naturaleza de estas secuencias
gson las condiciones de cultivo, que producen su expresién
citogenética. Sin embargo, las diferencias en la sensibilidad a
distintos métodos de induccién de los sitios frdgiles raros vy
comunes, no significan necesariamente que las bases moleculares
gean fundamentalmente distintas para ambas clases (82,101). Para
la expresiédn del sitio frédgil en Xq27, es necesaria la
deprivacién de desoxirribonucleésidos trifosfato de pirimidina
(82,91,103). La disminucién de los niveles de dTP de pirimidina,
disminuye la velocidad de replicacién del DNA (104).Adem&s,
cuando las concentraciones de dTTP o dCTP son muy limitadas para

la sintesis de DNA, pueden ocurrir marcados desbalances en las
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reservas de nucleétidos pirimidicos, permitiendo la incorporacidn
errénea de desoxiuridilato por timidilato, o timidilato por
desoxicitidilato (113,114)., Alternativamente, esta incorporacidn
errénea, podria dar lugar a un estado continuo e ineficiente de
reparacién para la excisién de las bases mal incorporadas, como
resultado de este severo desbalance en la reserva de nucleétidos
{101,115,116) . En tales casos una regidén de DNA parcialmente
reparada © mal replicada, puede tener una apariencia de
cromatina descondensada o de hendidura, cuando debe condensarse
para la mitosis (112). Finalmente, se ha sugerido que la
incorporacién de uracilo por timina, bajo condiciones de
deficiencia severa de dTTP, podria por si misma , interrumpir 1la
conformacién de la cromatina, por un mecanismo independiente de
replicacién o© reparacién del DNA y permitir la presencia

citogenética del sitio fragil (116,117).
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S$.- RELACION ENTRE EL FENOTIFO Y LA EXPRESION DEL SITIO FRAGIL
EN Xgq 27.3.
5.1.- VARONES .
Se ha estimado en base a andlisis de segregacién que solamente
80% de los varones que llevan la mutacién de X £rdgil, estén
afectados clinicamente (43,44). De estos varones afectados, sdélo

1% no tienen expresién citogenética del marcador.

Aldn cuando la mutacidén se presenta en cada una de las células, la
expresién del sitio fragil Xq27, s6lo es vista en una minoria de
las cé&lulas en metafase. Bajo condiciones 6ptimas de induccién la
presencia del sitio frégil no es mayor de 50 %, manteniendo un
rango de expresidén entre 10 y 50%. La frecuencia de expresién
para un individuo es relativamente constante, s8i el examen se
realiza en el mismo laboratoriec y bajo los mismos métodos de

induccién [ Tabla III)] (118,119).

Por otra parte , se encuentran diferencias significativas en el
nivel de expresién citogenética del fra kx) en los descendientes
afectados . Sin embargo, esta variacién es mayor entre individuos
no relacionados, que dentro de una misma familia afectada (120},
indicando la presencia de algunos factores familiares que

influyen en los niveles de expresién (43).

La mayoria de los estudios en varones no han demOstrado
correlacién entre el nivel de expresién de X frégil y el grado

de retraso mental (43).

Se ha estimado que 20% de los varones portadores de la mutacién X

fragil, son normales clinicamente, por lo que se les ha
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TABLA III,

CORRELACION DE NIVELES DE EXPRESION CITOGENETICA

~

53

SEXO
/
E.C Varén (%) Mujer (%)
RETRASO RETRASO
MENTAL NORMAL TOTAL MENTAL NORMAL TOTAL
(+) 79 Raro 79 27 26 53
{-) 1 20 21 3 44 47
T 80 20 100 30 70 100
\N—\

E.C= expresidn citogenética.

El porcentaje de varones X frégil negativo con un C.I normal,

un estimado tedSrico, basado en la falta de penetrancia del gen en
20 % de los descendientes de mujeres portadoras obligadas

(43,44) .
{44) .
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La frecuencia de varones normalaes portadores,
transmiten la mutacién a sus nietos afectados, es mencs frecuente
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denominado varones portadores (43} [Tabla III]. Estos
generalmente, son identificados por la posicién que ccupan dentro
del Arbol genealdgico, ya que no presentan el cromosoma marcador
{43,60,61). Sin embargo, datos recientes utilizando células
somdticas hibridas, demostraron una expresién de X frégil mayor
de 12 % en dos varones transmisores, no emparentados (120). Este
resultado es significativamente menor, que &l de los varones
afectados y mayor que €l de los controles normales. Datos, que
apoyan la evidencia de una mutacién parcial o premutacién en blos

varones transmisores {121,122).

5.2.- MUJERES.
La relacién entre expresién citogenética y fenotipo clinico en
mujeres heterocigotas, para la mutacién de X fragil es més
complicada. Existen cuatro categorias de mujeres portadoras: (1)
clinicamente normales, X fragil negativo; (2) clinicamente
normales, X fragil positivo; (3) con retraso mental, X fré&agil
positivo y (4) con retraso mental, X fré&gil negativo (Tabla IIX)

(43) .

Aproximadamente dos tercios de las mujeres portadoras obligadas,
son intelectualmente normales . De é&stas, la mayoria no tendré&
expresién citogenética del X frégil; pero una proporcidén menor de
5% lo expresa (43). Por ello, la deteccién de una portadora,
pfevia al nacimiento de un hijo afectado es imposible para cerca
de la mitad de las mujeres que llevan la mutacién. En aquéllas
con retraso mental, 90% son X fridgil positivo y la frecuencia

promedio de expresién es algo menor que para los varones
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afectados. En las mujeres a diferencia de los varones, si existe
una correlacién positiva entre el grado de retraso mental y el

nivel de expresién citogenética (43).

Las causas para esta variacidén tan amplia en la expresidén
fenotipica y citogenética en las mujeres heterocigotas, aiin no
son conocidas. Una posibilidad, seria que las mujeres portadoras
son el equivalente de los varones transmisores, y que como ellos,
portan alteraciones en Xqg27, sin ser aparentes fenotfpica ni
citogenéticamente. Sin embargo, un gran nimerc de mujeres,
clinicamente sanas y que no muestran e:;presibn citogenética del
marcador, no pueden ser consideradas como la contraparte femenina
de los varones transmisores. Otra explicacién complementaria,
alude a la variacién en el patrdn de inactivacién del cromosoma
‘%; entonces, mujeres clinicamente afectadas podrian tener una
proporcién mayor del cromosoma X activo que lleva la mutacién

{123,124).

Al respecto existe un reporte de particular interés, acerca de
unas gemelas heterdcigotas para X fragil, siendo una de ellas
intelectualmente normal y la otra con retraso mental (125). Ambas
mostraban una expresién citogenética del marcador de 7%, pero en
la gemela normal el X frégil era el cromosoma X activo en s6lo
30% de las células, mientras que en su hermana afectada, el
cromogoma con la mutacién estaba activo en 85% de sus células

(125) .

Se han realizado numerosos estudios en mujeres portadoras, para

lograr una correlacién entre su estado clinico y la expresién del
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marcador, con resultados contradictorios. Cuatro estudios
concluyeron que la inteligencia se correlaciona con el patrén de
inactivacién {126-129) y otros tres afirmaron que no hay tal

relacién (130-132).

Esgte tipo de estudios, son técnicamente dificiles de realizar, ya
que el método empleadc para marcar al cromosoma X de replicacién
tardfa, suprime la expresidn del X frigil. Aunque los resultados
experimentales no son concluyentes, permiten una explicacidn
atractiva en cuanto a que el patrén de inactivacién del X, tenga

un papel determinante en el estado intelectual de las portadoras.

6.- PATRON DE HERENCIA DEL SINDROME DE X FRAGIL.

Han sido reportadas numerosas familias, con sindrome de X fragil,
que presentaban un patrén de herencia ligado al X (24,32).
Actualmente se considera, como dominante ligado al X, de
penetrancia incompleta y modificado por el patrén de inactivacién

del X (124).

La existencia de varones transmisores y su tendencia para
agruparse de forma particular entre los descendientes de
familias afectadas, fue notada desde los primeros estudios (58-
61). El anélisia del &rbol genealsgico de una familia afectada
con este sindrome, fue hechg‘ de manera formal por Sherman y
colaboradores, quienes-af‘ii‘»m‘a‘ron que el patrén de he:énc,ia
representa una forma lnica, dentro de la genética humana (@é,“)i
Los principales datos de’ su an4lisis, est&n resumidos én uln'

4rbol genealégico hipoté‘t‘ico’,»’deacrito en la Figura 2-(43).
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Figura 2, ARBOL HIPOTETICO DE SHERMAN [43).
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El estado clinico de la madre que transmite la mutacién para el
sindrome de X fragil, parece afectar la penetrancia del rettraso
mental en los descendientes. Los descendientes de las mujeres
portadoras mentalmente normales, sus hijos (III-1) e hijas (III-
3) tienen una incidencia de retraso mental de 40 y 16 %
respectivamente. De ésto se deduce que, la penetrancia en varones
es de 80 ¥ y en mujeres de 32 %, cuando la mutacién es heredada
de una mujer portadora normal. Comparativamente, una mujer con
retraso mental (III-2) tiene una probabilidad de 50% de heredar
el retraso mental a sus hijos y de 28 % para sus hijas, con una
penetrancia de 100 % para los varones y 56 % para las mujeres

(43).

El sexo del padre normal, gque transmite la mutacién para X
fragil, tiene un gran efecto gobre la penetrancia del RM en los
descendientes. Por ejemplo, todas las hijas (III-4) de los
varones transmisores (II-4), heredan la mutacién para el
sindrome de X frdgil y por lo regular son clinicamente normales,
implicando una penetrancia de 0 %. En contraste, las hijas (III-
3) de mujeres portadoras normales (II-2), tienen 50 ¥ de riesgo
de heredar la mutacién Y en promedio s8dlo 16 % de ellas

muestran RM con una penetrancia de 32 % (43).

El riesgo de RM en los descendientes de una mujer pértadora
clinicamente normal, depende de‘ la presencia o ausencia de un>
varén transmisor entre ellos. E1 riesgo de RM en los hijos (III-
1) e hijas (III-3) de mujeres mentalmente normales ({II-2) es de
40 % y 16 % respectivamente, Sin embargo, los descendientes de

los varones transmisores (II-4), parecen tener un riesgo mucho
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mds bajo de RM. Solamente 9 % de los hijos (II-1) y § % de las

hijas (II-S) de madres portadoras (I-1) presentan RM (43}.

Estudios familiares detallados, incluyendo andlisis citogenético,
se han realizado en familias donde se presenta un caso esporiddico
de un varén con RM y sindrome de X fragil, detectado a través de
estudios de poblacién (43,133)., Estos estudios han descubierto,
de forma rutinaria, otros miembros de la familia que llevan la
mutacién para X frdagil. Esto indica que la mayoria de los casos
aislados son heredados y no resultado de una mutacidén de novo
en el probando (133). Una interpretacidén de estos datos, es que
una mutacién nueva en =21 locus de X fr&gil podria estar
ocurriendo en los descendientes de un varén transmisor, que no es
capaz por si misma de causar una manifestacién clinica como seria
el RM. Por lo tanto, el desarrollo de una entidad clinica podria
requerir de un segundo evento, que ocurre durante la subsecuente
herencia de la mutacién, para hacer clinicamente manifiesto el

RM en los descendientes (24, 121,134,135).

Aunque ain se desconoce la causa de esta mutacién, se han
propuesto numerosas hipbtesis para explicarla. La mds aceptable e
interesante es la de Laird (121). El sugiere que el fra (X},
resulta de una mutacién que localmente bloguea la reactivacién
completa de un cromosoma X inactivo. E1 evento normal de
inactivacién originalmente ocurre en mujeres, como parte de un
proceso de compensacién de dosis por tener dos cromososmas X,
fenémeno denominado Lyonizacién. Propeniendo que el sindrome de X

fragil , resulta de una inactividad transcripcional continua del
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gen o genes en Xqg27, inactividad que resulta por el bloqueoc local
de la reactivacién que normalmente ocurre, previa a la
ovogénesis. Los cromosomas fra (X) podrian ser distinguidos en su

nivel de mutacién (121).

Esto es: considerando que un cromosoma X tiene el potencial para
blogquear la reactivacién en Xq27 de un cromosoma X previamente
inactivado (121). Un cromesoma fra (X) mutado ha resultado a
través del paso de un ciclo de inactivacidén y de reactivacién
incompleta. El conocimiento de la variacidén en la secuencia o de
la mutacién no estd definido. Pero, se cree que ‘el patrénm de
metilacién del DNA estd implicado en la inactivacidn del X (121).
Una alteracién de la secuencia de bases a gran escala, podria ser
la base para los patrones alterados de metilacién. Laird, también
ha sugerido, que esto podria representar una mutacién en la

metilacién, sin requerir de variacidén en la secuencia (121,1359.

Esta hipétesis, tiene algunos componentes atractivos, y predice
con una exactitud sorprendente la proporcién de descendientes
afectados y no afectados. Sin emnhargo, como Se PpPropuso
originalmente, la teoria no explica las proporciones alteradas de
segregacién que han sido observadas. Esto dependiendo del sexo
del transmisor, se ha denominado paradoja de Sherman (43). Laird
ha sugerido, que en el ovario, las células progenitoras de las
cuales derivan los évulos es un mosaico natural. Y que, la mujer
portadora cuyo ovario ha sido poblado por estas células
progenitoras, podrian tener una frecuencia del cromoscma con la
impronta proporcionalmente mayor de 50%. Por lo que, Laird (122)

propone. gque la reserva de células progenitoras de las que se
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derivan ovocitos con el fra(X), es de solamente dos células. Esto
apoyarfa, la idea de que el indice de varones afectados nacidos
de mujeres portadoras, podria variar notablemente y explicaria la
paradoja de Sherman (122). Es claro que la metilacién del DNA y
la impronta del gen, son factores muy importantes, gque
influencian la expresién génica. El andlisis molecular directo de
la mutacidn fra (X), es necesario para determinar si el proceso
de metilacién y la impronta resultante, est&n implicados en la

mutacién fra (X) (122).

Los resultados de este andlisis serén descritos en el apartado de

biologia molecular del locus FRAXA.

7.~ DIAGNOSTICO.
7.1.,- DIAGNOSTICO CLINICO Y DIFERENCIAL.

El diagnéstico del sindrome de X fragil, puede sospecharse
inicialmente por el fenotipo clinico e historia familiar de
retrasc mental con patrdén de herencia ligado al X. Sin embargo,
en esta etapa del diagnéstico deben considerarse otras
posibilidades, vya que existen aproximadamente se.sem:a
padecimientos, con este patrén hereditario y cuyo dato clinico
mds prominente es el retraso mental (23,75,137). El diagnéstico
diferencial debe establecerse con un subgrupc de 18 sindromes
con RM ligado al X (Tabla 4) (21,130}.

Los datos clinicos més importantes para distinguir estos
sindromes del de X fragil son: microcefalia, espasticidad o

hipogenitalismo (136,137).
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TABLA IV,

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

DE RETRASO MENTAL LIGADD AL X.

RM INESFECIFICO.
ALLAN-HERNDON-
~DUDLEY.

JUBERG-MARSIDI

COFFIN-LOWRY

RETRASD MENTAL
DIFLEJIA ESPASTICA.

RM,EPILEPSIA,
SORDERA.

GOLABI-ITOD-HALL.
RM,HIPOTONIA
ALT GONADALES

Y ESRUELETICAS.
GAREIS-MASON
SCHMIKE.
SEEMANGVA

FI1TZSIMMONS

SINDROME DATOS CLINICOS

X FRAGIL Normal o macrocefalia. Macroorquidismo
Sitio fragil Xq27.3

RENPENNING Microcefalia. Testiculos normales.

Similar a Su. X fragil,pero sin el saitio
fragil Xq27.

Hipotonia, atrofia muscular,
contracturas.

Microcefalia. Fisuras palpebralaes
peguedas. Epicanto interna. Sordetra.
Retraso en el crecimiento postnatal.
Hipogenitalismo.

Defecto en el crecimiento. Facies tosca.
Alteraciones vertebrales. Escoliosis.
Falanges terminales en cona.

Retrasec mental. Degeneracidn progresiva
de SNC.

Microcefalia. Convulsiones. Espasticidad.
Testiculos normales.

Microcefalia. Maltiples anamalias
congénitas. Cabello quebradizo.

Microcefalia. Hipogenitalismo.
Hipatonia intrauterina.

Ausencia del extensor corto del pulgar
Microcefalia. Dftalmoplejia externa.
Corecatetosis. !

Microcefalia: Atrofia cerebral.Diplejia
espastica. Reflejos abdominales ausentes.

Diplejia espastica. Hiperqueratosis palmo-
—-plantanr.
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cont. “tabla Iv

DIAGNDSTICD DIFERENCIAL DE RETRASO MENTAL LIGADO AL X.

S INDROME

DATOS CLINICUS.

WIEACKER-WOLFF

ATKIN-FLAITZ

WAISMAN-LAXOVA

HOCKEY

LUJAN

Contracturas congénitas severas. Atrofia
muscular distal progresiva.

Macrocefalia, Facies tosca. Talla baja.
Macoorquidismo.

Megaencefalia. Anormalidades de ganglios
basales. Testiculos normales.

Tabcittad precos. Poeriactro cefilics
nurmal,

Habito marfanoide.

( Refs:121,130),
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Aqui, también se debe considerar el sindrome de retraso mental
inespecifico, gue clinicamente resulta indistinguible del
sindrome de X fr&gil. Excepto, porgue en este Ultimo encontramos
el marcador citogenético presente (137). Se han realizado
diferentes estudios tratando de correlacionar ambos
padecimientos, e incluso, se ha pensado que este‘sindrcme de
retrasc mental ineapecifico, representa una forma alélica del
padecimiento. Y que, debido a problemas técnicos en la induccién
del sitio fré&gil no se detectd el fra (X). Aln no ha sido posible
llegar a una conclusién , ya que también podria tratarse de una
mutacién en un locus completamente distinto. De tal forma que el
diagnéstico de X fr&gil no puede basarse solamente en los datos
fenotipicos, sBino que debe tratar de confirmarse la presencia
del sitio frdgil en Xq27.3 por andlisis citogenético o de 1la

mutacién por pruebas moleculares (122).

7.2.- DIAGNOSTICO CITOGENETICO EN VARONES X FRAGIL.

En la actualidad, existe una gran variedad de métodos para
inducir el sitio frégil vXq2'I en cultivo de linfocitos de sangre
periférica. Uno de los métodos més frecuentes ha sido el empleo
de medios deficientes en é;:ido félico y timidina, tales como el
medio 199. Sin embargo, se ha observado que este método es
sengible al aporte dietético de Acido £6lico (138,139). También
lo es al &cido fbélico y timidina presentes en el suero fetal de
ternera y el tiempo de duracién del cultive (140). También se han
encontrado resultados falso negativos, con el medio 199, 1los

cuales se positivizan después de la induccién con FUAR (140-142}.
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Con lo que se ha sugerido que el medio 199 no sea el Unico medio
de cultivo, para un paciente en el que se busca el sitio fragil
Xq27.3, sino que se cultive en paralelo con otro método de
induccién. Los métodos de induccién con FUAR y elevada
concentracién de timidina, han demostrado ser altamente

confiables (140-142}.

En los varones afectados existe un amplio rango de expresién
para el fra (X), aunque en un nimerc significativamente elevado
se encuentran porcentajes de expresién citogenética de 5 a
10% (43} . . Para evitar resultados falsos negativos debe
analizarse un nimerc adecuado de metafases, Por ejemplo, una
expresién de 6 ¥ o mayor en 50 metafases, dd un fndice de
confiablidad de 95 % (243). Este es el pardmetro que se ha
establecido en la mayoria de los laboratorios para un diagnéstico
adecuado. Debido a que 1% de los varones afectados pueden ser X
fragil negativos, es necesario estudiar més miembros de 1la

familia, antes de excluir el diagnéstico (43).

Cuando se tienen niveles de expresién de fra (X} muy bajos, por
ejemplo, 1 o 2 células en 50 o 100 metafases, se debe ser muy
precavido, ya que pareceria que pertenecen al indice de expresidn
que puede observarse en individuos sanos (144). En individuos
normales se ha reportade una frecuencia de 1/200 (144) a 1/300
(145) metafases observadas. De hecho, cuando menos una célula
FRAXA (+) fue observada en seis controles estudiados por Marlhens
(145). La expresién observada en individuos controles normales,

ha sido confirmada en estudios de células somaticas hibridas, en
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los que incluso se encontrd una expresién de 4 a 5 % en dos
varones controles sanoz {120}). Por lo tanto, un nivel bajo de
expresién del marcador citogenético en individuos con retraso
mental requiere de estudios repetidos bajo diferentes métodos de

inducecién para adquirir un significado diagnéstico (120).

La expresién del X fragil, también puede ser inducida en cultivo
de fibroblastos, aunque estas células no muestran expresién en
medios deficientes en dcido félico y timidina, sino gque requieren
de FUdR (101,146), metotrexate (147,148), o una elevada
concentracién de timidina (149,150). Los niveles de expresién en
fibroblastos (151), a pesar de las técnicas de induccién, tienden
a ser significativamente menores que en linfocitos, por lo que no
se considera el tejide 6ptimo para estudios diagnésticos. Las
lineas linfoblastoides transformadas con virus de Epstein-Barr no
muestran expresién en medios deficientes en dcido félico y
timidina, pero muestran niveles elevados de expresidén cuando son
tratadas con FUQR, que en ocasiones son mayores que én linfocitos
{152) . El cultivo de 1linfoblastos resulta muy dtil para
establecer lineas celulares permanentes de un paciente para

experimentacién in vitreo (152).

7.3.- INDICACIONES PARA DIAGNOSTICO CITOGENETICO.

7.3.1.- VARONES.- El andlisis citogenético pafa X fragil, en
general es poco utilizado como examen diagnéstico, en los
servic',;ios de genética. En vista de la elevada frecuencia que
tiene el sindrome de X fr&gil, y el gran riesgo de que lo

presenten otros miembros de la familia, el examen debe -ser
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realizado en cualquier vardn con RM, sin una causa que lo
justifique . La ausencia de historia familiar del padecimiento,
no lo excluye del estudio. Otros grupos que son particularmente
importantes para el estudio, son varones que tienen diagnéstico
de autismo severo mds que retraso mental, o incapacidad para el
aprendizaje. El sindrome de X fr&gil fue diagnosticado en 47
pacientes de un total de 614 varones autistas reportados en 12

estudios, que representan 7.7 ¥ de la muestra (54,55).

Sin embargo, como ya se mencioné, se debe ser precavido con
aguellos varones con RM y una frecuencia de expresién muy baja,
recomendandose nuevos cultivos con distintos métodos de induccién

para establecer un resultado definitivo (144).

La biusqueda del sitio frdgil Xg27.3, en todos los varones con RM
que carecen de un diagnéstico establecido, se justifica
fédcilmente, por su elevada frecuencia y por el riesgo de
recurrencia en otros miembros de la familia del probando. Por
ejemplo, al valorar el riesgo-beneficio se estimd que el costo de
identificar a una mujer portadora a través del estudio de los
familiares de los varones con RM FRAXA (+), representa saélo 3 %
del costo del cuidado institucional, de un nific afectado hijo de
una mujer portadora (25). Unicamente mediante la identificacién
adecuada de estas mujeres portadoras, se podrd ofrecer un
adecuado asesoramiento dgenético y‘ manejo apbropiado. Se han
reportado algunas familias con sindrome de X fr&gil, en las
cuales uno de los varones afectados tiene el fenotipo clinico

del sindrome de Martin - Bell, sin la evidencia citogenética del
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sitio frégil en Xqg27.3 {136). Se ha estimado que 1% de 1los
varones afectados podrian no expresar el sitio fr&gil , aln -
cuando se expresa en otros miembros de la familia (43) . Esta
falta de expresién del marcador citogenético, en un individuo
miembro de una familia con X fragil podria deberse a una
dificultad técnica para su induccidén, especialmente con los
medios de cultivo utilizados inicialmente como el medio 199. Sin
embargo, se ha reportado una familia en la cual a un varén con
fenotipo de sindrome de X fragil,se le practicé cultivo de
linfocitos bajo distintos métodos de induccién, sin mostrar
expresidén del cromosoma fra(X). Su madre y dos tios maternos
mostraron, tanto los datos clfinicos como citogenéticos del

sindrome (120).

El entender la falta de expresidn en un pequefic porcentaje de los
varones que pertenecen a familias con sindrome de X fréagil,
ayudaria a comprender la relacién entre el cuadro clinico y 1la

anormalidad citogenética {120).

7.3.2.- MUJERES.- El1 andlisis citogenético para mujeres con
frigil, realizade tanto para la deteccién de mujeres portadoras
normales intelectualmente , como para diagnéstico clfinico en
mujeres con retraso mental se somete a las mismas
consideraciones clinicas. Ademis presenta ..la dificultad de que el
rango promedio de expresién en mujeres es menor que en varcnes.
Es evidente, que todas las mujeres miembros de una familia con un
varén X frégil, deben ser estudiadas, especialmente si la mujer

tiene alteraciones de conducta o retraso mental. Sin embargo, los
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resultados falsos negativos son comunes en dos tercios de las
mujeres portadoras normales intelectualmente y en 10 % de las
mujeres gue cursan'con RM y diagnéstico de sindrome de X fré&gil.
Estos grupos no muestran expresién de fra (X) o tienen una
frecuencia de expresién menor de 5 % (43). Para disminuir estos
resultacios falsos negativos, los laboratorios necesitan analizar
100 células en metafase, considerdndose positividad con un indice
de expresidén de 3 % o mayor y un nivel de confiabilidad de 95%

{124) .

La deteccidn de portadoras y el diagnéstico de X frigil es atin
mas complicado, por la posibilidad de tener en 1los escudioé de
expresién resultados falsos positivos. Estos resultados, surgen
generalmente de los niveles bajos de expresién en las mujeres
heterocigotas para el sindrome de X frigil, lo que dificulta su

distincién de los niveles bajos vistos en individuos normales.

Estos resultados falsos positivos son de particular interés en
el caso aislado de una mujer con retraso mental, s::.n alteraciones
fenotipicas, porque el diagnéstico de X fragil tiene
implicaciones importantes para el resto de 1la familia. Los
laboratorios deben establecer criterios minimos para declarar a

un individuo FRAXA (+) (124).

Los niveles elevados de expresién, constituyen una evidencia
significativa para el sindrome de X fragil en mujeres, perxo una
expresién baja o ausente, serd de valor limitado tanto para
asegurar como para descartar el diagnéstico de sindrome de X

frdgil. El uso y la interpretacién del andlisis citogenético para
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fra (X), particularmente en mujeres, aiGn se considera
problemético 'y es necesario mejorar los métodos de estudio

(124,153).

7.3.3.- Diagnéstico Citogenético Prenatal.- La posibilidad de
diagnéstico citogenético prenatal del sindrome de X f£r&gil, fue
mostrada inicialmente en 1981-1982 (154,155). A partir de
entonces, un total de 147 embarazos en riesgo potencial han sido
estudiados prospectivamente, por medio de amniocentesis (76, 156).
Aunque, se han encontrado 31 afectados fra (X) (+} y varones como
mujeres han sido confirmados citogenéticamente, existen prcblemas

importantes con este estudio (156).

Al igual que los fibroblastos, les amniocitos no muestran una
expresidén elevada de fra (X) en medio deficiente en &cido £élico
y timidina, por 1lo gque se requiere inducecién con FUdR,

metotrexate, o elevada concentracién de timidina (156,157) .

El Indice de expresidém en amniocitos, usualmente menor gue en
linfocitos, varia notablemente de un laboratorio a otro e incluso

entre diferentes métodos de induccién con una misma muestra.

Muchos de los resultados po'sitivos en-los estudios ‘de .deteccién
prenatal se han basade en una frecuencia de expresién de 1 a 4%
{76,156), mientras gue otros autores han encontrado un nivel de
expresién de fra (X) de 1 a 2 % en cultivos de controles normales
{144,156). Varios casos podian haber sidoc resultados falso
negativos, con muestras estudiadas en un sélc laboratorio o
empleando un método Unico de induccién, Hasta el momento se

cuenta con dos reportes de diagnéstico incorrecto: uno falso
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negativo y el otro falso positivo (76,156).

Sutherland y Baker (149) demostraron gque, para aumentar 1la
expresidén de fra(X) en cultivo de fibroblastos, deben utilizarse
dosis elevadas de timidina, ya que resultd un método de induccién
mejor que con FUdR y metotrexate en amniocitos (157)}. Por otra
parte, se ha observado expresién del marcador en cultivos de
vellosidades coridnicas, al realizar en un feto masculino un
diagndstico prenatal acertado (158). Sin embargo, la experiencia
es muy limitada para determinar, si estas células son mejores que
los amniocitos, en la deteccidn del sindrome de X frégil

(124,157).

En una de las series de diagnéstico prenatal mids grande que se ha
publicado, se demostrd que los linfocitos de sangre periférica
son el tipo celular mis adecuado. Webb y colaboradores (142)
reportaron 19 embarazos, en los que se practicd deteccidn de fra
(X}, en muestras de sangre fetal obtenida por fetoscopia. En la
mayoria de los casos la amniocentesis fue realizada, para
determinar el sexo del producto, y un gran nimerc de éstas se
practicaron en productos masculinos . En sus resultados, como era
lo esperado, encontraron una expresién mayor en sangre, que en
lfquido amnidtico de muestras tomadas del mismo embarazo (142).

El diagnéstico prenatal fue hecho correctamente en 6 varones,
que estarfan afectados y en 5 varones que no estaban afectados.
Esto fue confirmado por estudios de expresién de X frégil, en las
muestras de sangre obtenidas de los varones recién nacidos o de

los abortos (142). Este estudio, tambié&n mostré que el medio 199
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como Gnico método de induccidn, no es apropiado para un examen de
deteccidén de fra (X). Por ejemplo, tres de los siete varones
FRAXA (+) en FUdR y metotrexate, fueron negativos en medio 199,

lo que podria llevarnos a predicciones falsas negativas (142).

Esto podria deberse, al folato exégeno por la prescripcidn
prenatal de vitaminas orales. Adem&s, en 12 fetos se didé un
resultado negativo, aunque en 8 de ellos se observé una
expresién citogenética menor de 2 % (142). Esto viene a
confirmar que la expresién de fra (X) puede ser observada en
frecuencias muy bajas en todos los cromosomas X, pero si el feto

o

estd afectado, tendremos un nivel de expresién mayor de 2 %

(124,142} .

La desventaja del diagnéstico prenatal empleando muestras de
sangre periférica, es que resulta limitado por el riesgo tan
elevado de pérdida fetal en la fetoscopia en comparacién con la
amniocentesis. Aunque la toma de muestra de sangre por fetoscopia
estd asociada con un riesgo de aborto -espontdneoc de 4 s %
(159}, en la actualidad se han tratado de implementar nuevos
métodos diagndsticos bajo gufa ultrasonografica directa, con un
margen menor de pérdida (160,161). Como estas técnicas resultan
mds accesibles, probablemente se convertir&n en el método de
eleccibn, para diagnéstico citogenético prenatal de X fréagil

{161).

En el momento actual, el diagnéstico citogenético prenatal para
fra (X) en varones, estd considerado como un procedimiento

experimental, disponible sélo en algunos centros de investigacién
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{76). S5i la muestra de sangre fetal estd disponible, se facilita
el estudio para diagnéstico prenatal. Si no se cuenta con ésto,
se podrd realizar en células de vellosidades coriales o en
amniocitos, considerando siempre que en estos tejidos el nivel de

expresién es muy bajo o negativo (124).

El diagndstico prenatal en un feto femenino, resulta mis dificil,
no sélo por las mismas dificultades técnicas que para los fetos
masculinos, sino por la incertidumbre adicional debida a la falta
de correlacién entre el estado clinico y la expresidn
citogenética. Considerando que, 10 % de las mujeres con RM y la
mayorfa de las portadoras intelectualmente normales, carecen de
expresién de fra(X) (43), un resultado prenatal negativo no
discrimina adecuadamente entre mujeres portadoras, afectadas y no
portadoras. Los niveles de expresién citogenética elevados son
sugestivos de una mujer afectada, pero un porcentaje
significativo de portadoras intelectualmente normales, pueden
tener también un nivel de expresidn elevado (43). Por lo que la
utilidad del diagnéstico prenatal para fetos femeninos, todavia

es cuestionable (124}.
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8.- ANALISIS DE LIGAMIENTO EN EL SINDROME DE X FRAGIL Y BIOLOGIA

MOLECULAR DEL LOCUS FRAXA.

En el sindrome de X £fragil, citogenéticamente se ha localizado
el sitio frdgil en Xg27, lo que sugiere que el locus para la
enfermedad también se encuentra aqui. Sin embargo, la mejor
evidencia para localizar el sfndrome de X frdgil en esta regidn,
fue obtenida a través de andlisis de ligamiento del sindrome con
marcadores genéticos en esta regién (162). E1 locus FRAXA esté
ligado con el de 1la Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PD),
localizado en Xg28, con una fraccién de recombinacién de 6 %
(163). Ademds empleando fragmentos de restriccién polimérfica
(RFLP’s) en esta regién , se confirmd que las mutaciones en el
locus de la enfermedad y las alteraciones del DNA responsables
del marcador citogenético estdn muy cercanamente ligadas

{164,165} .

En vista de. las dificultades para la deteccién de portadores
entre los varones transmisores Yy entre las mujeres heterocigotas
y 1la incertidumbre en el diagnéstico citogenético prenatal, se
ha intentado localizar marcadores mdsg cercanos al locus del
sindrome de X fr&gil para seguir la herencia de esta mutacién en
las familias. Para ello, se han utilizado numercsos RFLP's de
loci proximales y distales al de la enfermedad para estudiar la

recombinacién en esta regién del cromosoma X (7,164).

Algunos de los marcadores empleados con mayor frecuencia y su
localizacién con respecto al sitio frdgil Xg27.3 se presentan en

la Figura 3 (124,166-169). Los marcadores proximales al locus del
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BONDA DE DNA Locus LOCALIZACION

pXx4sa DX8100 Xg25
pHET30 HERT Xq26
s2a DX851 Xq26.2 - q26,3
©X38.1 pXs102 Xq26.2 - q27.1
pvIIX ®9 Xq26.3 - g27.1
X85, 7 DX8105 Xq27.1 - q27.2
aD-8 DX898 Xq27.2
RN1 DXB369 Xq27.2 - q27.3
VK21 DX8296 Xq27.3 - q28
VK16 DX8293

FRAXA xq27.3
poasisc 108 xq28
Us.2 DX8304 Xxq28
MN12 pXB3I3 Xxqz28
stid-1 axss2 Xq28

FIGUORA 3. EBQUEMA DE LA PORCION DISTAL DEL BRAZ0 LARGO DEL
CROMOSOMA X QUE MUESTRA . EL MAPA FISICO DE RESBTRICCION DEL
X-FRAGIL (124).
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sindrome de X £f£rdgil son el Factor 9 de la coagulacién y DXSS51
que estan fuertemente ligados uno con otro (170,171). Por otra
parte, los marcadores distales al locus, tales comoc Factor 8 de
la coagulacién, DXS52 y G6PD, también se encuentran fuertemente
ligados entre si (169,171,172). 5in embargo, como grupo estén
pobremente ligados con el grupo de marcadores proximales Yy todos
estos marcadores muestran una recombinacién de 5 a 15 % con el
locus de FRAXA (164). Estos resultados, sumados a la observacidn
de que la regidén Xg27-28 tiene un Indice de recombinacidén
promedio elevado en familias control (173), han permitido
suponer que no existe linealidad en la frecuencia de
recombinacién en Xg27-28. Esto se debe a la presencia de "una
mancha caliente" (hot spot) para la recombinacién, cercana o en
el 1locus FRAXA (174), por lo gue, quizd un aumento de
recombinacién estd implicado en la produccién de la mutacién

para el sindrome de X frdgil (175,176).

Considerande, que ninguno de los fragmentos de restriccidn
polimérfica (RFLP) estd ligado fuertemente al FRAXA, lo més
recomendable para propSsitos diagnésticos serd emplear aquéllos

que flanquean al sitio fragil (177,178) .

Desde el punto de vista clinico, es necesario contar con pruebas
de ligamiento que estén mis cercanas, para aplicarse tanto en
diagnéstico prenatal, como en el asesoramiento genético a los
portadores de la mutacién. Para ello, resultaria de gran utilidad
contar con RFLP's que egtén a 5 centimorgans o menos de
recombinacién, para reducir el indice de recombinacién,

manteniendo uniformidad en la prediccién del riesgo (179)
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Hasta 1988 las pruebas que habfan sido identificadas y bien
caracterizadas para detectar loci mis cercanos, presentaban un
promedio de recombinacién de 7 % proximalmente y de 12 ¥ en las
distales. Sin embargo, se tenfa gran dificultad para encontrar
nuevas sondas mis cercanas al FRAXA, lo que permitié llegar a la
conclusién de que las regiones adyacentes a fra(x)“'resultaban
dificiles de clonar, posiblemente por su elevado iIndice de

recombinacién (153).

Algo que no ha sido adn resuelto, es la razén para la
heterogeneidad de ligamiento genético en la regidén proximal, en
la que algunas familias fra(X) muestran iIndices elevados de
recombinacidén entre el locus FRAXA. y el del factor 9 (F9),
mientras que en otras este Indice es menor. Lo que sugiere, que
en esta regién la recombinacién ocurre en forma distinta

{(167,178) .

Posteriormente, con la finalidad de aislar el locus FRAXA, se
crearon células somiticas hibridas que contenfan la translocacién
del sitio fra (X) humano al cromosoma X de roedor (180). En 1987,
Warren y cols {180) aislaron varias células somééicas hibridas
que contenfan los cromosomas X con el rearreglo. Los estudios con
marcadores de DNA, demostraron que los rearreglos incluian una
regidén muy cercana o bien el sitio fra (X). Se observd fragilidad
en el sitio de unién de la translocacién X humano-roedor en dos
células hibridas, pero en una frecuencia comparativamente menor,

que en el cromosoma fra (X) intacto. Sugiriendo , el autor, que

la regi6n FRAXA podrfa c una ia repetitiva, que

resulta susceptible de recombinacién. Sin embargo, clonar estas
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uniones de la translocacién ha sido diffcil, posiblemente por 1la

naturaleza repetitiva del DNA en esta regién (153) .

En 1989, después de muchos esfuerzos se lograron mapear tres
sondas cercanas - RN1, VK21, U6.2 - y el locus de Iduronato
sulfatasa (IDS) dentro de la zona de 5 ¥ de recombinacién con fra
(X). La primera prueba identificada, U6.2 (locus DXS304) £fue
aislada por Dahl y cols (181i), detectando RFLPs c¢on numerosas
enzimas, en las que todas se encontraron en desequilibrio de
ligamiento. Este interesante locus, se localizé distal a fra (X)
con un indice de recombinacién de 3 ¥. La prueba U6.2 de 1,103-pb
fue secuenciada, encontrando que contiene un gran elemento
repetido directo de 121-pb y varios elementos repetidos
invertidos pequefios. La presencia de estas secuencias sugiere,
que promueven la recombinacién (153) . La prueba VK21 es la
primera de una serie de pruebas VK, localizadas cercanamente al

sitio FRAXA (178).

Por medio de estudios de ligamiento y de células somiticas
hibridas se localizé6 el locus DXS296, por medio de VK21,
aproximadamente a 3 centimorgans - distal a fra (X) e
inmediatamente proximal al dei sindrome de Hunter (deficiencia de
Iduronato sulfatasa [IDS]). El mejor orden que ha podido ser
determinado es: fra (X)-DXS296-IDS-DXS304, cuando se ha empleado
una combinacién de andliais de 1igamiento,' células somiticas
hibridas e hibridacién in gitu . La prueba RN1 detecta el locus
DXS304, también localizado proximallmem:eA a fra » (X) con un indice
de 5 % 'de recombinacién (153,173).
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El primer paso hacia la comprensién de la naturaleza de la
mutacién, es el desarrollo de un mapa fisico que abarque el &rea
donde estd localizado FRAXA. Entonces, para mapear fragmentos
muy grandes de DNA, se empled la técnica de electroforesis en gel
en campos pulsados (PFGE= pulsed field gel electrophoresis)
permitiendo determinar su orientacién relativa. Esta técnica
emplea enzimas de restriccién especiales, tales como NotI, las
cuales reconocen secuencias de 12 pares de bases de longitud
aproximadamente, que se presentan raramente (182) . Con este
método se pudo realizar el mapa fisico de la regién distal del
cromosoma X localizada entre Stl4 (DXS52) y DX13 (DXS15) , gue
corresponde a una extensién de 470 Kb de DNA en la que se
encuentran distintos loci. En el extremo distal de la regién
DXS52, por medio de la técnica de PFGE se jdentificé una regién
de 1.7 Mb que contiene genes agrupados (cluster gene) que unen a
los genes responsables de la ceguera a los colores ligada al X
que son: RCP y GCP, ademés de: MDlE!, DX$254, G6PD, F8C, DXS115 Y

DXYS64 (153).

En el extremo proximal de fra(X) se ha reportado un mapa fisico
de 1.3 Mb de la regién que rodea el locus F9 (183). También, se
ha sugerido el ligamiento de 4D-8 (DXS98), cX55.7 (DXS105) Y
c©X33.2 (DXS105/DXS152) en un fragmento de 400 Kb, basados en el
andlisis por electroforesis en campos pulsados (PFGE). Otros
resultados muestran que DXS105 probablemente se loéaliza en una
regién de 600 Kb, que probablemente no esti ligada al fragmento
de 400 Kb detectado por 4D-8 (DXS98). Por lo tanto, tres regiones

fisicas de aproximadamente 2.3 Mb han sido. definidas en el
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extremo proximal de fra(X) (184).

A partir de 1990 se ha logrado un progreso ripido en 1la
caracterizacién de las secuencias adyacentes al locus FRAXA, con
lav aplicacién de nuevas pruebas para definir cuil es la
alteracién presente en la mutacién. MacKinnon y cols (177), han
aplicado y prefeccionado el método de clonacién de cromosomas
microdisecados en esta regién. Como lo indican sus reportes,
han logrado una biblioteca de 20,000 clonas que contienen
secuencias que incluyen las de la regién FRAXA. Ademds han
logrado un conjunto de 14 pruebas con células somiticas hibridas
que contienen puntos de ruptura cercanos a fra(X}. Las cuales han
sido utilizadas para localizar 16 pruebas nuevas en las series VK
dentro de una regién que debe ser muy cercana al locus fra(X)

(153,178) .

Asi mismo, se han encontrado patrones alterados en los fragmentos
de restriccién del DNA en los pacientes con X fragil con las
pruebas gque mapean cerca del sitio frigil Xq27.3. Estas
diferencias podrian ser el resultado del bloguec por 1la
metilacién de las secuencias de reconocimiento en estos sitios
raros de restriccién (182). Vincent y cols (185}, estudiaron los
patrones de metilacién empleando enzimas de restriccién que
reconocen gecuencias ricas en GC, pero que no pueden cortar el
DNA 8i el residuo de Citosina lleva un grupo metilo.

Demostrando que la prueba distal DX5465, con tres enzimas
diferentes que raramente cortan en el genoma - BssHII, EégI Y
SaclI- fallaron para producir bandas de tamafio normal en varones

afectados (185).



En los varones normales se encuentra una banda de 620 Kb
aplicando la enzima BssHII, que estd ausente en forma
caracteristica en los varones afectados y reemplazada por
material en los limites de resolucién. En 75 % de los varones
afectados, hubo pérdida completa de las bandas normales y en los
varones restantes se presentd una banda aparentemente normal de
intensidad reducida. Estos resultados mostraron también que los
varones transmisores tenfian un patrén de bandas normal, pero sus
nietos afectados presentaron un alto grado de metilacién. La
relacién entre metilacién y la observacién de fragilidad no es
inmediatamente obvia (185). La metilacidén de las islas ricas en
CpG en el cromosoma X, estin asociadas normalmente con la
condensacién e inactividad génica de cromatina (186). Ademds las
islas CpG son indicativas de la presencia de genes activos, lo
que muestra que un gen activo est& presente en la regién FRAXA.
Y que su efecto puede estar modificado por metilacién de la isla
CpG previa al promotor. Quiz4,la mutacién inicial interfiera con
la correcta disposicién del DNA en la arquitectura cromosémica
{187) . Esto, podria interferir con los cambioé subsecuentes en
la organizacién asociada con transiciones entre el estado activeo

e inactivo (153).

Investigaciones posteriores permitieron aislar especificamente la
regién metilada afectada, por medio de cromosomas artificiales
de levadura (YACs), logrando clonar pruebas mis cercanas. Oberlé
y cols (188), empleando esta metodologfa, encontraron que estas

diferencias en la metilacién podrfan estar determinadas por una
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‘gola isla de CpG, que reside en el extremo 5’ de un gene que
contiene un grupo de sitios de restriceidn raros (BssHII, SaclI,
Eagl), todos en la vecindad de la prueba Do33 y todos resistentes
a - la digestién en varones FRAXA (+). Posteriormente, de la
subclonacién del YAC que contiene esta isla CpG, obtuvieron un
fragmento de 7 Kb, que contenia un sitio metiladoc sensible a
Eagl. Este fue probado con DNA genémico digerido revelando no
solamente diferencias en la metilacidn, sino también alteraciones
en el tamafio del fragmento entre diferentes individuos. Sobre el
extremo distal del sitio Eagl, la prueba STB1l2 detectd variacién
en el tamafio de este fragmento en los varones FRAXA afectados.
FEste aumento en el tamafio del fragmento ha sido atribuido a una
secuencia de insercién o a la amplificacién de ésta presente en

los individuos FRAXA peositivo (153,187-189).

El anélisis de las familias, en las que se estd segregando el
sindrome de X fr&gil, ha permitido la identificacién de patrones
generales en la variacién del tamafio de la insercién. Los varones
transmisores y sus hijas tienen pequefias inserciones de 150-500
. pareg de bases (pb). Esto implica que la mutacién es heredada de
estos varones a sus hijas casi sin cambio, o con una pequefia
variacién de 200 pb . Sin embargo, en la siguiente generacién
80% de los varones FRAXA positivo, muestran un aumento’ de la
banda variante de entre 1.5 y 2.5 Kb . Estas bandas, tan grandes,
difieren en tamafio entre los hermanos, lo que da por resultado
un patrén heterogéneo atribuible al grado de mutacién somética

{184).
Recientemente, ha .sido posible la identificacién de 1las
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secuencias que muestran variabilidad en el tamafic (190). Se
emplearon secuencias repetitivas inestables del DNA de X fragil.
Verkerek y cols (190) aislaron un gen llamado FMR-1 empleando un
césmido subclonado de un YAC gque flanquea al sitio fragil. La
seleccidén del gen fue facilitada por el empleo de un RNA
mensajero de 4.8 Kb de cerebro humano. El1 fragmento de 7.4 Kb
obtenido con EcoRI contenfa al gen FMR-1 llevando secuencias
exénicas unidas al extremo distal de la isla CpG. En esta isla
ge habia demostrado previamente la presencia de metilacidén en
pacientes FRAXA (+); adem&s de fragmentos de restriccidn de
longitud variable, cuando el DNA es digerido con EcoRI y probado

con pE5.1 (190).

Un fragmento repetido y grande de CCG se une a la isla de CpG a
250 pb de su extremo distal y contiene un exén de FMR-1.
Empleando fragmentos de restriccidén Pstl para localizar la regién
inestable, Kremer y cols (191), la encontraron asociada con una
repeticién de p(CCG)n. Debido a que, las secuencias que flanqueah
esta repeticién son las mismas en todos los individuos y a que
los puntos de ruptura de FRAXA se unen dentro de la secuencia
repetitiva, ellos concluyen que la variacién en el nimero de
copias repetidas del tri-nucledtido, constituye la base
molecular para la inestabilidad y la fragilidad observadas en el
sindrome de X fragil {192).

En resumen, el sindrome de X frigil parece ser el resultado de
dos eventos: uno, el grado de repeticién de una secuencia

particular (CCG) y dos, el patrdn de metilacién presente (192).
Existen dos tipos de mutaciones a nivel molecular. Los varones
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transmisores y algunas mujeres portadoras (incluyendo a todas las
hijas de los varones transmisores) llevan una pequefla insercién
de 150-550 pb. Adyacente a esta regién se encuentra una isla de
CpG; la cual no estd metilada en el cromosoma X activo y si lo
estd en el X inactivo, exactamente como en las mujeres hormales
{(192).

En estos individuos no existe expresidn clinica de la enfermedad
Yy poca o nula induceién citogenética de FRAXA. En cambio, en los
individuos afectados la longitud del fragmento repetido
insertado es muchc mayor ( 1000-2000 pb o mis) y es heterogéneo
debido a las mutaciones somdticas. La isla de CpG permanece
metilada en el X activo de las mujeres afectadas y también en el
tnico X de los varones afectados, asi pues la transicién de 1la
premutacién a la mutacién completa requiere del paso a través de
una meiosis femenina para amplificar el fragmento y cambiar 1la

impronta (192).

La deteccién de fragmentos anormalemente grandes es indicacién
diagnéstica para el sindrome de X frigil. Tanto el tamafio del
fragmento, como la metilacién anormal estén relacionados con la
expresién citogenética y clinica del sindrome. Por lo que,
parecerfia que en un futuro, el diagnéstico por métodos

moleculares reemplazard al diagnéstico citogenético (191, 192).

9.- TRATAMIENTO
El manejo de los pacientes con X frdgil, requiere de una
intervencidén multidisciplinaria (193).

Todos los varones afectados requieren terapia del lenguaje y
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ocupacional, ademis de asistencia especial en su educacién. Ya
que sin la aplicacién de estas medidas, es posible que la

inteligencia presente decline (193).

Con un programa de rehabilitacién adecuado, algunos autores han
reportado mejorfa en la frecuencia y severidad de los rasgos
autistas y un mejor desarrollo en habilidades motoras finas. Los
problemas de atencién en el proceso de aprendizaje son criticos,
por lo que deben ser manejados al inicio de los programas de

terapia {76,194).

En lo que respecta a tratamiento medicamentoso, hasta el momento
no se dispone de uno especifico (194). Ya que la deplecién de
&cido fdlico induce 1la presentacidén del sitio frdgil en los
cultivos celulares. La suplementacidén de &cido félico ha sido
aplicada en una gran variedad de estudios , con el objetivo de
mejorar las alteraciones en la conducta y el déficit intelectual.
Sin embargo, los resultados han sido contradictorios. Estudios
realizados en estos pacientes para determinar el metabolismo del
&cido £f6lico, han mostrado que éste es normal. Por lo tanto,
algunos de los efectos de mejoria reportados, no se consideran

especificos para el tratamiento del sindrome (37,76,194).

Se inicidé un estudio controlado con cinco pacientes con sindrome
de X frégil, con edades entre los 5 y 25 afios de edad. A los que
se administrd fcido fbélico (250mg/dia) o placebo durante 3
meses, Seguidos por otros dos periodos cada uno de tres meses con
disefio cruzado {disefio ABA) con el medicamento o con el placebo.

En los resultados no se encontraron cambios consistentes de C.I
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o en la conducta, relacionados con la terapia (194). Hagerman y
cols (195}, realizaron un estudio doble-ciego con 25 pacientes.
Sin encontrar mejoria significativa en el C.I o en los estudios
psicolégicos aplicados al grupo. Sin embargo, algunos de los
varones prepuberales mostraron discreta mejoria en la conducta y

en los resultados de la valoracién psicolégica (195).

Rosenblatt y cols (196}, en un estudio controlado, de dos
hermanos gemelos idénticos, no demostraron efecto del 4&cido

£6lico en el estado clinico de los pacientes (194).

Por otra parte, la administracién de &cido E6lico' ‘podria afectar
el metabolismo de los neurotransmisores del sistema nervioso
central (SNC}, en forma similar al efecto de los estimulantes. Ya
que, reportes anecddticos sugieren que el trimetoprim, un
antibisdtico que altera el metabolismo dei &cido f6lico, podria
dar lugar a la exacerbacién de los problemas de conducta en
varones afectados, se deberd ser cauto al prescribir este
medicamento u otros que interfieran con el metabolismo de los
folatos (37).

Por lo anterior, actualmente se considera gue el tratamiento debe
estar enfocado hacia el control de la'sintomatologia y de la

disfuncidn neurolégica (37}.

B. OBJETIVOS

1.- Deteccién del sitio frdgil en Xg27.3 en varones con RM para

fines diagnéstigos .
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2.- Determinar indice de frecuencia del sindrome X fr&gil en el
grupo de pacientes en estudio.

3.- Identificacién de portadoras a través del diagnéstico de
certeza en los afectados.

4.- Proponer este estudio dentro de la valoracidn clinica de todo
paciente con RM sin diagndstico.

5.- Asesoramiento genético para las familias afectadas.

C.JUSTIFICACION

Con este estudio nos propusimos conocer, por medio de la
evaluacidn citogenética, la frecuencia del sindrome de X frégil
en sujetos masculinos con RM sin diagnéstico previo ni causa que
lo justificara. Debido a que el sindrome de X fré&gil puede estar
asociado con retrasa en el desarrollo psicomotor sin otros datos
clinicos, sdélo fueron incluidos pacientes con RM. Estos
resultados han sido comparados con estudios previos para
determinar si su frecuencia es similar o diferente a la réportada
por otros autores.

En base a su patrén de herencia ligado al X, en los casos fra(X)
positivo es posible identificar a las portadoras asintomdticas,
madres de los casos f{ndice, para ofrecer un diagndstico preciso y
por consiguiente un asesoramiento genético integral.

La oportunidad de prevenir casos posteriores por la
identificacién de portadoras entre las mujeres parientes de
aquéllos con fra{X)+, aflade importancia al diagnéstico de los
casos findice a través de la referencia clinica o bilsqueda

sistemdtica en todos los nifios con RM.
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Mds ain, evaluando el costo-beneficioc de la bisqueda de fra(X) en
varones con RM, se ha estimado que el costo de identificar una
mujer en riesgo de ser portadora a través del diagnéstico de un
varén fra(X) en su familia, fue solamente 3 % del costo del
cuidade institucional para un varén afectade hijo de esa mujer
portadora. Unicamente por la identificacién de las portadoras en
las familias de los casos indice puede ofrecerse un apropiado

consejo genético y manejo.
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II.- MATERIAL Y METODOS:

Se estudiaron 50 alumnos de la escuela de educacién especial
No.12, Coordinacién 1,SEP; de poblacidén mestiza mexicana, del
sexo masculino, cuyas edades fluctdan entre los 5 y 17 aflos de
edad, de estrato socioecondémico medio bajo, con deficiencia
mental diagnosticada por evaluacién psicolégica con
identificacién del Area cognitiva implicada , sin dafio orgdnico
cerebral. Se investigé el &rbol genealégico para reconocer

antecedentes familiares de RM hereditario ligado al "X".

Descripcién fenotipica de los individuos, en quienes se realizd
estudio citogenético. Por lo que se extrajeron 3 ml de sangre
periférica heparinizada, cultivando linfocitos con técnica

especifica para X Fragil.

2. PROCEDIMIENTO.

Técnica para cultivo de linfocitos para cariotipo especifica para

X FRAGIL,

a).- METODO : MEDIO DEFICIENTE EN ACIDO FOLICO.

I.- Medio 199 o RPMI-1640 deficiente en &cido f6lico 100ml
Suero Fetal Bovino Sml
Penicilina-Estreptomicina [10,000 UI/ml-10 mg/mll 1ml
L-Glutamina (29.2 mg/ml) iml

IL.-PROCEDIMIENTO.
- Adicionar 10 ml de medio suplementado por cada tubo.

- Agregar o.5 ml de Fitcohemaglutinina M ({ MICROLAB).
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- .Adicionar de 0.7 - 1,0 ml de sangre completa heparinizada.

- Incubar los tubos a 37.0°C por 96 horas ( 4 Dfas ).

-Adicionar colchicina a los tubos de cultivo, a una
concentracién de 0.1 ug. por cada ml de medio contenido en el
tubo, una hora antes de cosechar.

- Cosechar como en técnica habitual.

- Preparar laminillas, tefiir con Giemsa y revisar al microscopio.
-Contar 50 metafases, revisar s8i hay gaps o rupturas,
especificamente en los cromosomas del grupo C.

-~ En los casos que se sospecha presencia de X Fr&gil hacer bandas

GTG para confirmarlo.

b} .-OTROS MEDIOS DE INDUCCION.

(1) .-USANDO INHIBIDORES DE LA TIMIDILATO SINTETASA

I.- Medio RPMI-1640 o McCoy SA o TC 199 100 ml
Suero Fetal Bovino 25 n?l
Penicilina-Estreptomicina (10,000 UI/ml-10 mg/ml). 1.3 ml
L-Glutamina (29.2 mg/ml). 1.3 ml.

II.- PROCEDIMIENTO.

- Colocar 10 ml de medio suplementado a cada tubo.

- Agregar 0.5 ml de Fitohemaglutinina M (MICROLAB).

- Adicionar de 0.7 a 1.0 ml de sangre periférica heparinizada.

- Incubar a 37.0°C por 72 horas(3 dias).

- Agregar ©.1 ml de FUdR de una solucidn de trabajo de 1 x 10-5 M

a cada tubo que contenga 10 ml de medio de cultivo ( a una
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concentracién final de 1 x 10-7 M) o 0.4 ml de Metotrexate
(MTX) de la solucidn stock a concentracién de 0.25 mg/ml a cada
10 ml de medio de cultivo { para una concentracidén final de 10

ug/ml) .

~ Incubar en la obscuridad 24 horas adicionales a 37.0°C

- Adicionar colchicina una hora antes de cosechar.

- Cosecha como en técnica habitual.

- Preparar laminillas, tefiir con Giemsa y revisar al microscopio.
-Contar 50 metafases, revisar si hay rupturas o gaps
especificamente en los cromososmas del grupo C.

-En los casos que se sospeche la existencia de FRAXA se harén

bandas GTG para confirmarlo.

SOLUCION STOCK DE FUDR {8.124 X 10-5 M):
.FUAR 0.1 mg.

Sol. Hank's 5.0 ml,

SOLUCION DE TRABAJO DE FUdR (1 x 10 -5 M}:
FUAR (Sol. Stock) 1.0 ml.
Sol. Hank’'s 8.1 ml.

SOLUCION DE MTX STOCK (0.25 mg/ml) :
MTX (2.5 mg/ml) 0.1 ml.
Sol. Hank's 10.0 ml.
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3. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.

El estudio fue realizado con el consentimiento de los padres de
los pacientes y de las autoridades del plantel educativo. De
acuerdo a la Ley General en Salud, la investigacién esté
clasificada como riesgo minimo por puncién venosa, por lo que se

extendid carta de consentimiento informado (ANEXO 1}.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Por tratarse de un estudio descriptivo, s6lo fue calculada 1la
frecuencia de los individuos con el Sindrome de X £r&gil en
porcentaje, asi como el porcentaje de la expresién citogenética

del marcador.
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.
YO COMO EL PADRE O TUTOR DEL

N1fio , ACEPTO DE FORMA VOLUNTARIA

QUE MI HIJO PARTICIPE EN EL ESTUDIO FRECUENCIA DEL SINDROME DE X
FRAGIL EN UNA POBLACION DE VARONES CON DEFICIENCIA MENTAL , QUE
REALIZARA LA DRA ELIZABETH CADIVICH T EN EL SERVICIO DE GENETICA
DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO, SSa. CUYO OBJETIVO CONSISTE EN
CONOCER LA FRECUENCIA DE DICHO PADECIMIENTO YA QUE ESTO PERMITIRA
TENER UN MEJOR CONOCIMIENTO ACERCA DE UNA DE LAS CAUSAS DE LA
DEFICIENCIA MENTAL.

HEMOS SIDO CONVENIENTEMENTE INFORMADOS ACERCA DEL PROCEDIMIENTO
DEL ESTUDIO QUE CONSISTIRA EN LA OBTENCION DE S5 ml DE SANGRE CON
MOLESTIAS MINIMAS DEBIDAS A LA PUNCION VENOSA, COMO PUEDE SER LA
FORMACION DE UN PEQUENO HEMATOMA.

DE IGUAL FORMA ES DE MI CONOCIMIENTO QUE EL HECHO DE REHUSAR EL
ESTUDIO NO MODIFICARA LA ATENCION QUE MI HIJO RECIBE EN LA
INSTITUCION EDUCATIVA, NI EN EL CASO DE ACUDIR A SOLICITAR
ATENCION MEDICA POR MI PARTE EN EL MENCIONADO SERVICIO DE
GENETICA. ADEMAS PUEDO SOLICITAR INFORMACION ADICIONAL, ASI COMO
EL DERECHO DE RECIBIR INFORMACION ACERCA DE LOS RESULTADOS DE
ESTE ESTUDIO.

NOMBRE : .

FIRMA: .

DIRECCION: .

MEDICO RESPONSABLE: DRA E. CADIVICH T
MEXICO, D.F. A DE 1992



III.- RESULTADOS

De acuerdo a los datos obtenidos en los 50 pacientes estudiados

se describen los siguientes resultados:

- Las edades de los pacientes variaron entre 5 y 17 afios de edad,

con un promedic de 11 afios.

Con respectc a los antecedentes perinatales, 84 % nacieron por

parto eutébcico, 12 % por ceslrea y 4 % por parto distéceico.

Dentro de los antecedentes heredofamiliares para RM, encontramos
14 nifios (28%) con este antecedente positivo. De éatos, 8
casos (16 %) mostraron un patrén de herencia ligado al X
(Figuras 4: GCJ, CGV, JMB, MGO, IRP y Figura 5: RJM, FRS, MHF).
Mientras que 6 pacientes (12 %) (Figuras 4: GZC, IRL, JVD, DRG,
JOH, JMB), tuvieron hermanos afectados con RM de grado variable
y/o trastornos del aprendizaje, sin otro antecedente familiar

para estas alteraciones.

La informacién sobre coeficiente intelectual global {C.1} ¥y
‘Sreas cognitivas alteradas fue obtenida de los estudios
realizados en la Escuela de Educacién Especial, considerados de
acuerde a los criterios de la OMS,de 1985 como (197):

1) . RM superficial con un C.I de 50 - 70 (DS 2.0).

2). RM moderado con un C,I de 35 - 50 ( DS 3.3 ).

3}. RM severo con un C.I de 20 - 35 ( DS 4.3 ).

En los pacientes estudiados, 33 (66 %) cursan con RM superficial,
10 (20%) con RM moderado y 7 (14 %) con RM severo (Grafica
I).
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La frecuencia de las alteraciones psicolégicas fue la siguiente:
los trastornos del lenguaje estuvieron presentes en 25 pacientes
{50 %), 5 {10 %) cursan con hiperactividad, 19 {38 %) con

alteraciones en el aprendizaje y 1 (2 %) con autismo.

Se obtuvo la frecuencia de expresidn citogenética del cromosoma
marcador fra(X) en log individuos afectados , asi como la
frecuencia de presentacidn del sindrome de X frdgil en el grupo
de vAarones con RM estudiados.

El marcador citogenético fra(X) estuvo presente en 7 de los
pacientes (14 %). Se observd una expresidén citogenética mayor de
6 ¥ en sélo 3 de ellos (6 %); en los 4 varones restantes (8 %) la
expresién citogenética del marcador fue menor (2 %) (Tabla
vi.

De acuerdo al wmétodo de induccién empleado encontramos
diferencias en la frecuencia de expresién citogenética del
marcador fra(X), la cual fue mayor cuando se utilizé FUdR con un
porcentaje de 46 % y con medio RPMI deficiente en &cido f£8lico

fue de 18 % (Tabla VI)

Con respecto a la expresidn de otros sitios frédgiles, se
encontraron en 17 pacientes con fIndices variables de expresidn,
que se describen a continuacidén: FRAlAc , FRAl1Gc , FRA2Cc ,
FRASCc , FRA6Ec , FRA7Ec , FRA7Ic , FRA9Br , FRASDc , FRAlOEc ,
FRAL11lBr , FRAllDc , FRA12Dr , FRA14Cc (Tabla VII).

El sitio fr&gil més frecuente y con un nivel de expresién mayor
fue el sitio fr4gil comldn FRAGEc, en 6 pacientes, con un findice
de expresién que varié de 2 a 20 %. El siguiente en frecuencia

fue el sitio fragil raro FRA1llBr, que se observd en 4 individuos
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con indices de expresidn de 2 a 20 %. El resto de los sitios

frégiles reportados mantuve fndices bajos de expresidn (2%},

Con respecto al medio de cultivo empleado, se encontrd que el
indice de expresgidén citogenética de los sitios fragiles raros fue
mayor en cultivos con adicién de FUAR que en medio deficiente de

dcido £dlico (Tabla VII).

Los datos clinicos méis sobresalientes de los pacientes con el
marcador citogenético fra(X) se muestran en las Tablas VIII y
IX. Encontramos que 5 de los pacientes fueron obtenidos por parto
eutdecico y 2 por parto distécico. En ellos no se reportan

antecedentes de hipoxia neonatal.

El promedio del peso al nacimiento en estos pacientes, fue de
2,975 g, sin embargo, en los 3 pacientes con expresién mayor de

6% fue de 3,033 g (Tabla VIII}.

El perimetro cefdlico se encuentra dentro de los limites normales
reportados para sus edades, aungue los pacientes JAM, OLA, AMR Y

MHF estén entre la 3a. y 5a. percentilas ( Tabla IX).

En cuanto a los rasgos faciales dismérficos se observaron:
prognatismo en 4 (57.1 %), pabellones auriculares grandes en 2

(28.5 %) y mala implantacién dental en 1 (14.2 %) (Tabla IX),

Las alteraciones musculoesqueléticas presentes fueron: hipotonia
en 1 caso (14.2 %), hiperlordosis en 1 individuo (14.2 %),
hiperlordosis y escoliosis en 2 (28.5 %), arco longitudinal

bilateral ausente en 1 paciente (14.2 %), (Tabla IX).
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En todos los casos los genitales fueron normales, aln cuando en

este grupo 3 pacientes ya tenian 15 afios de edad ( Tabla IX).

En este subgrupoc considerande los antecedentes heredofamilisres,
3 de ellos tuvieron parientes afectados (Figura 5: RJIM, FRS y
MHF) .

El paciente RJM con un indice de expresidén de fra(X) de 30 %
tiene un hermano gemelo con RM y rasgos autistas que presentd el
marcador con una expresién citogenética de 10 %. También se
encontrd el marcador en la madre y en la abuela materna con una
expresién de 5 y 3 % respectivamente, aunque son clinicamente

normales {Figura S).

Los pacientes LCA, JAM, OLA y AMR no tuvieron antecedentes
familiares de RM (Figura 5). Desafortunadamente no fue posible
realizar el estudio citogenético en las madres de estos pacientes

para afirmar si eran o no portadoras.

El paciente FRS, que pertenece al subgrupo con expresién
citogenética de fra(X) de 2 % tiene el antecedente de 4 primos
hermanos por linea materna con RM, no obstante #£stos no

presentaron positividad para fra(X) (Figura 5).

El paciente MHF, con una frecuencia de expresién de fra(X) de 2%,
tiene ademds una hermana con antecedente de lento aprendizaje y
estereotipias y otra hermana con RM. La madre presenta tartamudeo
y refirié dificultad para el aprendizaje, sin embargo, el estudio

para fra(X} en todas ellas fue negativo (Figura S}.

Considerando los estudios de C.I realizados sdlo en estos
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pacientes, se encontrS: RM severo en 1 (14.2 %) con un C.I de 30;

RM moderado en 3 (42.8 %) y RM superficial en 3 (42.8 %).

Con respecto a las alteraciones de la conducta se reporta lo
siguiente: sdlo en el paciente RJM encontramos autismo {(14.2 %),
en los pacientes LCA, OLA y AMR {42.8 %) retraso severo ciel
lenguaje, en MHF (14.2 %) trastorno severo del lenguaje. Los
pacientes JAM y FRS cursan con deficiencia en el aprendizaje
(28.5 %), y los pacientes LCA y OLA (28.5 %) presentan

estereotipias (Tabla X).
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Figura 4, ARBOLES GENEALOGICOS DE
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FIGURA 4

11.1: M superiicial
H.2: RM superticial
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L3: Tertamudeo
iL1: AM superficial, hiperactividad
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IL. 3: Trastorno severo del aprendizaje.
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FIGURA 5
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TABLA V.

FRECUENCIA DE PRESENTACION DE FRA(X).

~

PACIENTES % EXPRESION
No % FRA (X) CITOGENETICA

43 86 (-) ..

4 8 (+) < 2

3 6 (+) > 2

TOTAL 50
\




TABLA VI.

PRESENTACION DE FRAXA DE ACUERDO AL METODO DE INDUCCION }
PACIENTE RPMI* FUAR* TOTAL EC
n.C n.c n.C %
f RJ 6 24 ao 30
LC 4 12 16 16
JA 4 4 8 8
oL 4 4 4
AM 2 2 2
Fﬁ 2 2 2
MH 2 2 2

n.C= ndmero de células FRAXA {+).

RPMI= medio deficiente en &cido félico.

EC %= porcentaje de expresién citogenética.

.- Se analizaron 50 células por método de induccién,
en total 100 por cada individuo.



TABLA VII.

EXPRESION DE OTROS SITIOS FRAGILES

A\
PACIENTE SITIO FRAGIL EC
No RARO COMUN (%)
1 FRA1A 2
2 FRAL1G 2
2 FRA2C 2
1 FRASC 2
6 FRAGE 2-20
1 FRA7TE 2
2 FRATI 2
1 FRABB 2
1 FRASD 2
1 FRA10E 2
4 FRA11B 2-20
1 FRA11D 2
1 FRA12D 2
1 FRAl4C 2
/
EC=expresién citogenética.
Localizacién cromosémica: {79)
FRALA: 1p36 FRASB: 9q32
- FRA1G: 1g25.1 FRA9D: 98qg22.1
FRA2C: 2p24.2 FRA1O0E: 10g25.2
FRASC: Sq3l1l.1 . FRAll1B: 11q23.3
FRA6E: 6q26 FRA11D: 11pl4.2
FRATE: 7q21.2 FRA12D: 12g24.13

FRA7I: 7936 FRA14C: 14g24.1



TABLA VIII.

VARONES FRAXA (+) Y ANTECEDENTES PERINATALES.
/-

/

PAC. EC % PARTO PN '
RJ 28 0 3,000
LC 16 0 2,900
Ja 8 0 3,200
oL 2 0 2,700
AM 2 1 2,500
FR 2 0 3,250
MH 2 1 3,250

\

PARTO: eutbcico=0; distécico= 1.
PN: peso al nacimiento en gramos.

TABLA IX.

DATOS CLINICOS EN VARONES FRAXA (+)

S EC¥ EDAD PC CLIN 1 CLIN 2 GENITALES
ANos

RJ 30 6 52 Prognatismo Hiperlordosis 0
Hipotonia

LC 16 15 54 PA grandes Hiperlordosis 1]

Baja impl Escoliosis

JA B 15 53 Prognatismo 0

oL 2 15 53 Prognatismo [}

AM 2 12 52 Hiperlordosis 0

FR 2 8 52 PA grandes Hiperlordosis 0
Escoliosis

MH 2 9 53 Prognatismo 4]

\ /
S= sujetos. PC= perimetro cefdlico

EC= expresidén citogenética. .
PA = pabellones auriculares Baja impl= baja implantacién.



TABLA X.

RELACION ENTRE E.C, C.I. Y ALTERACIONES PSICOLOGICAS

s E.C% c.I ALTERACIONES PSICOLOGICAS

RJ 30 37 AUTISMO

LC 16 45 ESTEREOTIPIAS.RETRASC SEVERO
DEL LENGUAJE.

JA 8 71 DEFICIENCIA EN APRENDIZAJE.

oL 2 46 ESTEREOTIPIAS. RETRASO
SEVERO DEL LENGUAJE.

AM 2 55 RETRASO SEVERO DEL
LENGUAJE.

FR 2 75 DEFICIENCIA EN APRENDIZAJE

MH 2 30 TRASTORNO SEVERO DEL
LENGUAJE .

S= sujetos
E.C= % expresién citogenética.
C.I= coeficiente intelectual.



IV.-~ DISCUSION.

Las formas de RM ligadas al cromosoma X sgon responsables de
aproximadamente 25 a 50 % de todos los casos de RM. Una
proporcién significativa, alrededor de 40 % de éstos,
corresponden al sindrome de X fragil, consideréndolo como la

forma de retraso mental hereditario mas comin (1, 23-25).

Desde 1938, Penrose (3) habfa sugerido la existencia de una
proporcién de 25 % mayor de varones con respecto a las mujeres
con RM, debido a la presencia de formas de RM ligadas al X no
reconocidas . De éstas, la forma de RM inespecifico ligade al X
(MRX) descrito por Lehrke (2) es la forma m&s frecuente. Esté
caracterizado por RM de moderado a severo, con un patrén de
herencia ligado al X y no muestra alteraciones fenotipicas
caracteristicas. Su frecuencia en la poblacién con RM es de 12 a
25 % , Por otra parte, existe una forma de RM con patrén de
herencia autosémico recesivo, sin otros datos clinicos asociados

que representa 8 % de los casos con RM (1}.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio 16 % de
los pacientes presentaron un patrén de herencia 1igad6 al X
(Figuras 4: GCJ, CGV, JMB, MGO, IRP ; 5: RJM, FRS y MHF). En 12 %
encontramos uno o varios hermanos afectados con RM y/o trastornos
del aprendizaje, sin antecedentes en generaciones previas, por lo
que no fue posible determinar con exactitud un patrén de herencia

especifico.

Los estudios citogenéticos para diagnéstico de X frédgil realizados

en varones en instituciones para deficientes mentales han
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mostrado indices de prevalencia de 2 a 9% (24,27). Varios autores
han tratado de establecer la frecuencia del sindrome en
diferentes poblaciones de varones con RM, como son en ingleses,
suecos, italianos, hawaiianos, sudafricanos v australianos,
encontrande una incidencia de 1 a 7 % en individuos sin
diagnéstico previo (24,27-32). La frecuencia del sindrome de X
frdgil en este grupo de 50 varones con RM fue de 6 %. Este
estudic concuerda con lo reportado por diferentes autores en
estudios realizados en otros grupos étnicos. En nuestro pais,
hasta el presente estudio, se desconocia cual era la frecuencia
del sindrome, por lo que resultan de interés los datos obtenidos
en esta poblacidén de individues, aln cuando el niGmero de
pacientes estudiados es pequefio con respecto a los estudios
realizados. Sin embargo, los datos obtenidos nos permiten inferir
que la frecuencia del sindrome en nuestra poblacién es similar a

la reportada para otros grupos,

La ausencia de caracteristicas clinicas del padecimiento en el
periodo neonatal inmediato, dificulta la identificacién de estos
pacientes tempranamente. S&lo se ha mencionado que el pesoc suele

ser algo mayor al promedio (33-37).

En nuestros datos, encontramos que el valor promedioc del peso al
nacimiento para todo el grupo fue de 3,040 g, mientras que en los
varones con fra{X) fue de 3,033 g. Considerando que el promedio
para varones en poblacién general es de 3,480+/- 4%0 g (198) , el
peso al nacimiento de los nifios afectados no fue mayor que el de

la poblacidn general.
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El fenotipo caracteristico se instala en forma progresiva, asi
por ejemplo, el aumento del perimetro cefdlico (»>pc:75), el
frontal y los pabellones auriculares prominentes e hipotonia
aparecen durante la primera infancia. En cambio, el prognatismo y
el macroorquidismo se presentan en la pubertad en mis de 80 % de
los afectados. Otras anomalias observadas en los pacientes tales
como : paladar alto, estrabismo, miopia, pectus excavatum,
dilatacién de la base adrtica, prolapso de la vilvula mitral,
hiperlaxitud articular de manos y pie plano, se cbservan en 20 a
60% (35-42). Sin embargo, existe un grupo de pacientes en quienes
las alteraciones fenotipicas caracteristicas, no estin presentes
y el diagnb6stico se realiza por un estudio citogenético al
demostrar el marcador fra (X) con un indice de expresién >6 %

(1).

En nuestros varones fra (X) el perimetro cefd&lico se encontrd
dentro del limite normal para sus edades, entre las percentilas 3
y 50.

Los datos clinicos caracteristicos del sindrome tales como:
prognatismo, pabellones auriculares grandes de implantacién baja,
hipotonia, escoliosis e hiperlordosis, estuvieron presentes con
mayor frecuencia en los pacientes con fra(X) que en el resto del
grupo. La hipotonia sdlo se observd en el par de gemelos

estudiados.
En los casos diagnosticados como sindrome de X frédgil en base a
su expresidn citogenética , encontramos correlacién positiva

entre dquellos con un mayor indice de expresién de fra (X)
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y mayor nimero de datos clinicos asociados (Casos RJIM y LCA).
Sin embargo en la mayoria de los estudios realizados en varones,
no se ha demostrado correlacién entre el nivel de expresidn

citogenética y el fenotipo del sindrome {43).

En el grupo estudiado no se observaron clinicamente alteraciones
neuroldgicas, debido en gran parte a que la mayoria reciben
tratamiento medicamentoso para manejar crisis de ausencia, crisis
convulsivas, conducta autista, hiperactividad y trastornos de 1la

atencidn .

En los pacientes con sindrome de X £rigil informados en 1la
literatura se encuentra como dato comin el retraso mental de
severidad variable ain dentro de los miembros de una misma
familia. El C.I estd entre 20-60, con una media de 30-45 (46-48}.
Existen alteraciones en la conducta, que se consideran idtiles en-
el diagnéstico tales como, movimientos estereotipados de manos y
contacto visual pobre con una frecuencia de 60 y 90 %
respectivamente., El patrén del lenguaje también se encuentra
alterado en dquellos con RM moderade o limitrofe. Presentando
tartamudeo, lenguaje rapide de escaso contenido, frases cortas,
repetitivas y ecolalia. Los pacientes con RM severo o profundo,
con frecuencia no desarrollan el lenguaje {(49-52). Los problemas
de atencién, en la mayoria d_e los casos se asocian con
hiperactividad, 1la cual es méis notable durante la etapa
prepuberal (37,46).

Existe una estrecha asociacidén entre este sindrome y el autismo,
habiéndose reconocido gque aproximadamente 5.3-15.7 % de los

pacientes autistas son positivos para fra(X) (53-57).
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En nuestro grupo, la evaluacién del C.I y alteraciones
psicolégicas demostrd mayor severidad en aquellos pacientes con

mayor expresidén citogenética del marcador fra(X) (Tabla X).

El patrSn de herencia del sindrome de X fr&gil se consgidera
actualmente como dominante ligado al X, de penetrancia incompleta
y modificado por el patrdén de inactivacidn del X (124). Sherman y
cols (43,44) afirmaron que el patrén de herencia representa una
forma idnica dentro de la genética humana. En el que se postula,
que los descendientes de las madres portadoras tienen una

incidencia de RM de 40 % para los varones y 16 % para las hijas.

De acuerde a los antecedentes heredofamiliares de RM, la familia
del paciente RJM (Figura 5), en la que fue posible estudiar al
hermano gemelo (III.S5), a la madre (II.4) y a la abuela materna
{I.2), se demuestra el patrdén de herencia propuesto por Sherman
(43) . Sin embargo, el tio maternoe (II.1) tiene tres hijos
aparentemente sanos (III.1,2,3), pero estos no fueron revisados.
Si considerdsemos este dato cierto, la condicién clinica de II.1
podria corresponder a la de un varén transmisor que hubiera
recibido la mutacién como una pequefia insercién del fragmento
repetido (CCG)}, que no es suficiente para lograr la expresién
clinica de la enfermedad (192). ¥ que a su vez, lo mismo esté
ocurriendo en sus hijas (III.2,3) quienes tendrian también la
condicién clinica .de portadoras. O bien, que II.1 hubiese
heredado de su madre el cromosoma X normal.

En los pacientes LCA y JAM el antecedente familiar de RM es

negativo (Figura 5), pero debido a las caracteristicas
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moleculares de fra{X) es posible que las madres de ambos sean
portadoras de esta alteracidn; desafortunadamente el estudio
citogenético no pudo ser realizado en ellas. Sin embargo, es
importante recordar que en estudios citogenéticos de £familias
donde se presenta un caso esporddico de un varén con sindrome de
X frdgil, se encuentran otros miembros de la familia que 1llevan
la mutacidén . Esto indica, que la mayoria de los casos aislados
son heredados y no resultado de una mutacién de novo en el
probando (133}, La interpretacidn que se ha dado a estos datos,
es que la mutacién inicial en el transmisor no es capaz de causar
RM. Por 1lo tanto, la expresidén clinica del padecimiento podria
requerir de un segundo evento, que ocurre durante la meiosis
femenina para hacer el RM clinicamente manifiesto en los
descendientes (24,127,134,135), Laird (121) ha propuesto una
hipétesis interesante para explicar esta mutacidn. El sugiere que
la mutacién fra{X), resulta de una mutacidén gue localmente
bloguea 1la reactivaciédn completa de un cromosoma X inactivo.
Propone que este sindrome resulta de una inactividad
transcripcional continua del gen o genes en Xg27, inactividad que
resulta por el bloqueo local de la reactivacién que normalmente
ocurre previa a la ovogénesis. Un cromosoma fra (X) mutade ha
resultado a través del paso de un ciclo de inactivacién y de
reactivacidn incompleta. Se sabe que el patrdn de metilacién del
DNA estd implicado en la inactivacién del X. Una alteracidén de
la secuencia de bases a gran escala, podria ser la base para los
patrones alterados de metilacién.

En este estudioc encontramos , cuatro pacientes con una expresidn

de fra(X) de 2 %, lo que no es suficiente para confirmar el
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diagnéstico de X fr&gil, por lo que serfa conveniente considerar
en los pacientes FRS y MHF los hallazgos del &rbol genealégico.
El paciente FRS (Figura 5), tiene 4 primos hermanos (III.1-5} por
linea materna afectados con RM y cariotipo normal. En este caso
se plantean dos posibilidades: uno, que se trate de un sindrome
de RM inespecifico ligado al X, o bien, que sea un sindrome de X
fridgil con baja expresién clfnica y citogenética, debido a 1la
heterogeneidad del padecimiento.

En el caso de la familia del paciente MHF (Figura 5), encontramos
RM en III.3 y deficiencia en el aprendizaje en III.2, tartamudeo
y dificultad para el aprendizaje en II,3 (Figura 5). Sin embargo,v
no encontramos expresién de fra(X}) en ellas, {nicamente en el
propésito, sin embargo, tampoco en este caso podemos descartar la

presencia del sindrome de X frégil.
V. CONCLUSIONES.

La frecuencia del sindrome de X fr&gil en nuestro estudic fue de
6 %, que es similiar a la reportada para otros grupos é&tnicos.
Este dato constituye un antecedente importante para el
diagn6stico de la enfermedad en nuestra poblacién y manejo
subsecuente de los pacientes y para la biisqueda intencionada de
portadores, ya que se puede inferir que su frecuencia en
poblacién general probablemente sea similar a la reportada en
otras. Su importancia se refuerza si consideramos la necesidad de
otorgar asesoramiento genético oportuno en las familias

afectadas a través de la deteccién de portadores.
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Analizando los resultados observamos que, la frecuencia de
pacientes con RM con antecedentes heredofamiljares es de 28 %,
de éstos 16% presentd un patrén de herencia ligado al X, lo que
concuerda con lo reportado en la literatura. Log datos subrayan
la importancia de realizar un estudio genético completo en todos

los casos de RM para determinar su diagndstico.

En el sindrome de X fragil la presencia de rasgos fenotipicos
caracteristicos sin el marcador citogenético y presencia de éste
sin los datos clinicos, nos permite sugerir la conveniencia de
incorporar este estudio en su evaluacién diagndstica. Por otra
parte deteccién oportuna de portadoras de fra(X) permitiri
ofrecer un asesoramiento genético adecuado. En los casos de los
pacientes que mostraron una expresidén citogenética de fra (X) de
2%, en quienes no se puede descartar la presencia del sindrome,
deberdn ser cultivados nuevamente bajo otras técnicas de
induccién para ¥ frdgil antes de emitir un diagnéstico

definitivo,

Los estudios de evaluacién clinica para diagnéstico en casos de
RM deben incluir: antecedentes heredofamiliares acerca de RM,
peso al nacimiento, desarrollo psicomotor, somatometria, tamafio
testicular, descripeién fenotfipica, pruebas de C.I, evaluacién
neurolégica 'y estudio citogenético con técnica habitual y con

técnica de induccién para X fragil.

El avance que en la actualidad han tenido las técnicas de

biologia molecular han permitido lograr un mayor conocimiento
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acerca de los mecanismos de produccién del sindrome de X fragil
entre el grupo de RM ligados al X , permitiendo la elaboracién
de estrategias mé&s eficientes para su comprensién vy

diagnéstico.
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