UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
ESPECIALIDAD EN GENETICA MEDICA

ESTUDIO DE PACIENTES CON PROBABLE SINDROME
DE X-FRAGIL: DESCRIPCION CLINICA Y ESTUDIO
MOLECULAR.

PARA OBTENER EL DIPLOMA DE MEDICO ESPECIALISTA EN:
GENETICA MEDICA

TESIS

PR ESENTA:
MARIANA REYES ROSALES

PROFESOR TITULAR:
DRA. MARGARITA VALDES FLORES

ASESORES DE TESIS:
DR. NORBERTO LEYVA GARCIA
DR. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE

0

I N R MEXICO D. F. FEBRERO 2015

1




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DRA. MATILDE L. ENRIQUEZ SANDOVAL
DIRECTORA DE EDUCACION EN SALUD

DRA. XOCHIQUETZAL HERNANDEZ LOPEZ
SUBDIRECTORA DE EDUCACION MEDICA

DR. ALBERTO UGALDE REYES RETANA
JEFE DE SERVICIO DE EDUCACION MEDICA



DRA. MARGARITA VALDES FLORES
PROFESOR TITULAR

DR. NORBERTO LEYVA GARCIA
ASESOR CLINICO

DR. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE
ASESOR METODOLOGICO



O
INR

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Medicina Gendmica del
Departamento de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) bajo la
Asesoria metodoldgica del Dr. Jonathan Javier Magafia Aguirre y la Asesoria

Clinica del Dr. Norberto Leyva Garcia

Este trabajo fue financiado por el proyecto registrado como PICSA 12-162 de |a
Secretaria de Ciencia, Tecnologia e Innovacién del Distrito Federal bajo la res-
ponsabilidad del Dr. Jonathan Javier Magafia Aguirre



Agradecimientos

A todos los pacientes que fueron y que serdn, porque ellos son la inspiracién para continuary
aprender cada dia mas.



Indice

1 INTRODUCCION ......covrtrrrreueueeensessssssssesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssenens 10
1.1 ASPECLOS RISEOIICOS vvvvvvveeeiieiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee ettt ettt aeeaeseaesaeeeeessssensennees 11
1.2 L o1 [o L=TaaT (o] o [ {o TR 15
1.3 L0 oo (o N 15

1.301 GEN FIMIRI .ottt ettt et ettt e st e bt e sb et e st e sreeennreeeas 16
1.3.2 Estructuradelaproteina FMRP.......ccooiiiiiiii 17
1.3.3 Bases genéticas del Sindrome de X-Fragil...........cccccciii 18
1.3.4 Bases moleculares del Sindrome de X-Fragil............cccccci 20
1.3.5 Bases moleculares del Sindrome de Tremor / Ataxia asociado a X Fragil (FXTAS)....... 24
1.3.6 Bases moleculares del Sindrome de Falla Ovarica Prematura asociado a X Fragil....... 26
14 CUAAIO ClINECO ...ttt e e e e 26
1.4.1 Hombres con mutacién completa ... 27
1.4.1.1 Fenotipo asociado: Prader Willi [IKe..........coiiiiiiiiiiiceccccccccc 29
1.4.2 Mujeres con mutacion completa.......cccooiiiiii 30
1.4.3 Individuos con premutacion........ccccceeiiiiiiiii 31
1.4.3.1 Sindrome de Tremor / Ataxia asociado a X Fragil (FXTAS) .......ccovveiiiireereeeeeiienns 32
1.4.3.2 Falla ovarica prematura (FXPOI) ........uuuuuuccecee s 33

1.5 Datos histopatoldgicos y de estudios de imagen .................uevuvevvvvvvevrrereenenennnnnnnnnnnnnnnnns 34
1.5.1 Hallazgos neuropatoldgicos FXS ... 34
1.5.2 Hallazgos neuropatoldgicos en FXTAS ... 35
1.5.3 Hallazgos de neuroimagen en FXS. ... 36
1.5.3.1 Hallazgos de neuroimagen €N FXS ... e 36
1.5.3.2 Hallazgos de neuroimagen €n FXTAS ........u i 37

O X 0 o To T4 o Y 1 [ole XSSP UU RS UUUURRSU 38
1.6.1 Diagnéstico de Sindrome de X Fragil ... 39
1.6.2 Diagndsticode FXTAS. ... 41
1.6.3 Diagndsticode FXPOl ..o 42
1.7 (XY (VLo [loXel[aele Tl g Tt Lol oo Ige I o €N 43
1.8 Pruebas moleculares para el diagnOStiCo .............ccoouiueeeiiiiiiiieeiieeeeee e 44



= 70 R Y 01U o ¢ 1= 0 T o] o] TR 44

1.8.2 PCR (Reaccidn en cadena de [a polimerasa)........cccuvueeeeeeeeiicciiieeieee e e eeciireeee e e e 45
1.8.2.1  PCR MELIHACION «.uuutitiii s 46
1.8.2.2 TP -PCR (Triplet repeat — primed PCR) .......cuvvviiiieee it 47

1.8.3 MS - MLPA (Methylation specific Multiplexed ligation probe amplification).............. 48

1.9 INMUNORISEOGUIITNICT ...ttt ssssasssnnnnnssnnanaaan 49
1.9.1 Inmunohistoquimica en liNfocitos .........ccoeeiiiiiiii 49
1.9.2 Inmunohistoquimica en raizde cabello..........cccciiiii 50

1.10  DiagnOStiCOS dIferE€NCIQIES. ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeeeeeas 51

O Y B XY-X Yo Yo T g TT=T g Lo M (=14 =1 1 (ol R 53

1.12  DiagnNOStiCO PrENQATAL .........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt et ettt et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeeeaeaaeaaaaaaaas 55

O T 1= s [0 T-1 [ 4 ol USSR SURSRUTPT 56

i S 1Y o 1 T (o DO PRSP OPTTUPPPRPPPPINN 57

1,15  PANOIAMA €1 MEXICO ...ttt et et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaeeaaeaaeaaaaaaaaaaas 58

JUSTIFICACION.......ccueveeereeeeraeeesessessesessesssessesessessssessensssesssessensssesssssssessesessensesessessessnsssens 62

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......cuuummiiiiiiiiinnnnnneeniineiissssssssnennsssssssssssssssssssssssssssssssssssns 63

OBJETIVO GENERAL ..cccetiiiiiiiiiiinntenniiiiissssssssssnnniississssssssessissssssssssssssssssssssssssssasasssssssssssssnnes 64

OBIJETIVOS PARTICULARES ......uuuueeeiiiiiiiiissnnnenniiiiiiisssssssesinissssssssssssssssssssssssssssasssssssssssnsans 64

METODOLOGIA ......ceveueueneneeesesessssssenesesssssssssssasassssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesenssssns 65

6.1 Seleccion de PACIENTES .............cccceeeeeeeeeeeeee e 65

6.1.1 Pacientes con déficit intelectual...........ovuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeee e, 65
6.1.1.1 Criterios de inclusion............coooeeii i 65
6.1.1.2 Criterios de exclusion ... 65
6.1.1.3 Criterios de eliminacion............ccccceeeii i 65

6.1.2 Familiares de primer y segundo grado ...........uceeiiiiiiiiiiiiiie e 66
6.1.2.1 Criterios de inclusion............ccoeeeii i 66
6.1.2.2 Criteriosde exclusion ..........ccoooeeii i 66
6.1.2.3 Criterios de eliminacion............ccccceeeii i 66

6.2 Caracterizacion clinica (Interrogatorio de los pacientes - ANexo 2) ...........uueeeeeeeeeeeeannn.. 66



6.3 [ (o (oo Tol (o Iy 13 (ol H S 67

6.4 Diagndstico molecular y asignacion de numero de repetidos CGG............ccceeeevevevvvnnn... 67
6.4.1 EXTracCion de DNA ......oeiiiiiiiiiieeeee ettt e ettt e e e e e e et e e e e e s s sabrreeeeaeeens 67
6.4.2 Identificacidn de la expansién anormal de los repetidos CGG del gen FMR1.............. 68

6.5  ANGIISIS @STAAISTICO. .....uvveeeiiieeeiiiiete ettt a e e e a e e e 69

6.6 CONSIAIACIONES BLICAS .......cocveeeeeiieieeeiee ettt e et e e ennee e 70

7 RESULTADOS ....coeiiiiunriiiisnrtiiiinetiiisustesissssessssssessisssstessssssesssssssessessassasssssssessssssnsesssssanens 71

7.1 Caracteristicas generales de 10 MUEStIQ ...........cccevvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeieieeeeeeeeeeeeaevaaaaa, 71

7.2 Estudio molecular de pacientes con diagndstico sugestivo de FXS .........cccceevvvvvcivinnnnnn. 76

7.3 Caracteristicas de PACIENTES FXS ......couuueeeeeeeiiieeiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeaveeaassaeanenes 82

7.4 Estudio de probables portadoras con la premutacion................ccccceeveeeeunnniiiiiiiiiiieinnns 84

7.5 EStUAIOS FOMUIIOIES .......coeoviiieieaiieee ettt 85
7.5. 1 FamMIlia Ao e s e e e e s 85
7.5.2 FAMIlia Boeeoeeieeeeeee e s e 86
7.5.3  FAMIlIa Correeeeeeee e e s e e s e e s 90

T o1 o[ UL [0 O 91

8.1 Sensibilidad de la técnica diagnostica ...............cccoeeeeeeeeeeeeeieeee e 92

8.2  Seleccion de pacientes con probable FXS...........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 93

8.3 ¢Coémo caracterizar finamente a los pacientes con probable FXS? ............ccccceeeeeeeee..... 96

8.4 Premutacion Y POrtAQOIQS ..............uuuuuuuuuuuuueeeesusssssssssssssssssssssssssssssssssssrsssnnsnssnnnnnnnnnnnnn 99

8.5  Sindrome de X — Frdgil vs Sindrome de Delecion 8p-..............ccccoeeeeeeeeeeeeciieeeeeieeeeeae. 100

O CONCLUSIONES.........cceeiiiuneiiiiiueeisiissessssssessssssasessesssessesssase s ssssase s sesssssesasssssessessssnessssnns 101
10  PERSPECTIVAS .....ciiiiiiiiiiiinitiessssiiss e sssaeessses st s s sasesssss s st e s s aasssssssssssesnssssssssssnssnnnnssnns 103
0 £ 1] =30 105

11.1 Anexo 1. Carta de consentimiento informado................cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn, 105



11.2 Anexo 2. Hoja de recoleccion de datos ..........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 106

11.3  Anexo 3. Puntuacion de HOGEeIMGN ........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeeens 108
11.4 Anexo 4. Formato de entrega de resultados (Negativo)...........cccceeeeeeccvvvevneeeeeeeecnnnne, 109
11.5 Anexo 5. Formato de entrega de resultados (Positivo Premutacion) ...............c............ 110
11.6 Anexo 6. Formato de entrega de resultados (Positivo Mutacion completa).................. 111
12 BIBLIOGRAFIA ......ocueeeeeereeeetereseetesesssesessesesssssessssesesssesssssssessssssssessesenssesessnssssnsssssnssesenes 112



1 INTRODUCCION

Dentro de los principales problemas de salud a nivel mundial se encuentra el déficit
intelectual (DI) y el desorden del espectro autista (ASD), los cuales son los principales
padecimientos que originan la discapacidad intelectual. La prevalencia del DI varia entre 1
- 3% en la poblacion general, mientras que para el ASD se ha reportado una frecuencia de
1/50 nifios en edad escolar (Srivastava, et al., 2014; Pereira et al., 2014). La incidencia en
Estados Unidos y Filandia de acuerdo a estudios epidemioldgicos realizados en estas
poblaciones es de 9.1y 12.6 / 1000 habitantes, respectivamente (Maulik, et al., 2011). El
DI se caracteriza por un coeficiente intelectual <70 en conjunto, con limitaciones en las
funciones adaptativas, esto puede ocurrir de forma aislada o asociado a malformaciones,
alteraciones neuroldgicas, crisis convulsivas y/o alteraciones en el desarrollo (Srivastava, et
al., 2014), mientras tanto, los individuos con ASD por lo general presentan retrasos
significativos en el desarrollo del lenguaje, problemas de socializacién y comunicacidn, asi
como conductas inusuales. Es importante mencionar que muchas personas con ASD

también presentan déficit intelectual.

La discapacidad intelectual en México y a nivel mundial es considerada como una condicién
de enorme impacto social y econémico (Pereira et al., 2014), ya que afecta directamente a
los individuos que la experimentan, a su familia y a la sociedad, de manera adicional
modifica la capacidad productiva de este conjunto de individuos, ademas de repercutir en
los costos directos para su atencién especializada. En México segun estimaciones del
INDESOL (Instituto Nacional de Desarrollo Social) hay 292,500 personas con algun tipo de
discapacidad intelectual (Consejo Nacional para prevenir la Discriminacidn, 2009). Segun
datos presentados por el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica)
hay 5,979,270 personas con algun tipo de discapacidad, esto representa 5.1% de la
poblacién mexicana, de la cual el 58.3% presenta discapacidad motriz, 27.2% tiene
discapacidad visual, 12.1% tiene discapacidad auditiva, 8.3% tienen dificultad para hablar o

comunicarse, 5.5% dificultad para el autocuidado, 4.4% presenta dificultad para poner
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atencién o aprender y el 8.5% del total presenta retraso mental, es importante mencionar
gue una persona puede tener mds de una discapacidad, ya que si se suman los porcentajes
anteriores superan el 100% (INEGI 2010; INEGI 2013); sin embargo muchos de estos
padecimientos pueden pasar inadvertidos y ser subdiagnésticados, por lo que los datos

epidemioldgicos actuales podrian presentar diversos sesgos.

Actualmente, dentro de estas entidades patoldgicas se reconoce al sindrome de X-Fragil
(FXS) (MIM #30955) como la primera causa de retraso mental de etiologia hereditaria a
nivel mundial y constituye la segunda causa de discapacidad intelectual después del
Sindrome de Down (Garcia et al.,, 2008). La mutacion de X Fragil es también la causa
monogénica mas comun de autismo, ocurre en 1 — 6% de nifos con desorden del espectro
autista (Bagni et al., 2012). FXS es causada por una mutacion en el gen FMR1 el cual se
localiza en Xq27.3 el cual coincide con un sitio fragil sensible a folatos, en el cual se produce
por la expansion de un repetido trinucledtido inestable de citosina-guanina-guanina (CGG)
al final del promotor 5’ de dicho gen (Gallagher et al., 2012). Esto resulta en la ausencia de
la proteina FMR1 (FMRP), que es importante para el desarrollo sinaptico y plasticidad
cerebral (Hagerman et al., 2013). Debido a suimportancia, el estudio de este padecimiento

es de gran importancia para el estudio de la discapacidad intelectual.

1.1 Aspectos historicos

El FXS fue descrito por primera vez por James Purdon Martin y Julia Bell en 1943. Dicho
estudio reporté una familia en la cual 11 hombres presentaban déficit intelectual en dos
generaciones (ver Fig. 1), asi mismo se identificaron dos mujeres con una deficiencia mental
menor. Estos pacientes fueron producto de madres con inteligencia normal, ademas los
afectados presentaron un grado severo de demencia, con una edad mental entre 2 y 4 afios,

pero con un estado afectivo normal. Posterior a una vigilancia por 17 afios, no fue posible
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realizar el estudio histopatolégico del cerebro de alguno de los pacientes (Martin & Bell,

1943) por lo que no se logré identificar la causa de la patologia.
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Figura 1. Arbol genealdgico de la primera familia reportado con FXS.
Tomado de J Neurol Psychiatry. 1943 Jul;6(3-4):154-7.

Afios después, en 1969 Herbert Lubs reporté la presencia de un cromosoma “X marcador”
anormal (que consistia en una constriccion cerca del final del brazo largo del cromosoma X)
en una familia que presentd hombres con retraso mental que seguian una herencia ligada
a X (Lubs, 1969). Posteriormente, en 1975 Turner et al., describieron dos familias en las
cuales los hombres afectados presentaron macroquidismo y retaso mental (ver Fig. 2)
(Turner et al, 1975), refiriendo un estudio previo de Escalante et al, donde una de estas
familias se caracterizé por sobrecrecimiento genital, tanto de pene, escroto y testiculos
(Escalante et al.,, 1971). A través de estos datos se logré concluir que ambas familias
presentaron un tipo de retraso mental ligado al X, por lo que se reporté la asociacion de la
patologia a un sobrecrecimiento testicular con un volumen entre 35y 45 mL, lo que equivale

a casi dos veces el tamafio de un individuo sano (Turner et al., 1975).

I Family L A

Fomily H

o

Figura 2. Arbol genealégico de las familias “L” y “H”. A. Arbol genealdgico de la Familia “L”. B. Individuos 111.32 y 111.36 de la
Familia “L”, donde se observa el macro-orquidismo. C. Arbol genealdgico de la familia H.

1

Mentally retarded-examined
Mentally retarded-not exomined

Tomado de Journal of Medical Genetics (1975). 12, 367.
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Fue hasta 1977 cuando Sutherland et al., demostraron que la expresién del cromosoma X
marcador estaba asociada a bajas concentraciones de folatos en el medio de cultivo celular
(Southerlan, 1977; McConkie-Rossel et al., 2005), asi mismo se confirmé la localizacion del
sitio fragil en la region cromosémica Xg27.3 (Southerland, 1977; Hersh et al., 2011).
Finalmente, en 1985 Sherman et al., reportaron un patrén inusual ligado al cromosoma X
en las familias con FXS, este trastorno incluia un mayor riesgo para la presentacion de FXS
en generaciones posteriores (anticipacién), mujeres afectadas y la identificacion de
hombres portadores no afectados (Sherman et al., 1984; Sherman et al., 1985; Abrams et
al., 2012), con lo que se pudo caracterizar esta patologia de manera mas adecuada (ver Fig
3). Estos hallazgos llevaron a Sherman a concluir que la herencia del FXS posee ciertas
caracteristicas que se pueden describir en diversos puntos (ver Tabla 1), denominados

actualmente como “la Paradoja de Sherman”.

Tabla 1 Paradoja de Sherman

e No existen mutaciones “de novo” (espontdneas)

e Todas las madres de varones afectados son portadoras

e 20% de varones portadores no expresan ningun tipo de sintoma

e Un porcentaje considerable de mujeres portadores presentan algun tipo de déficit
intelectual

o El riesgo de SXF en los descendientes dependia del sexo y el fenotipo del progenitor
portador:

- Las hijas de varones portadores asintomaticos, casi nunca tienen déficit intelectual,
mientras que las hijas de mujeres portadoras asintomaticas tienen un 30% de riesgo de
padecer el FXS.

- Las mujeres portadoras con déficit cognitivos presentaban un mayor riesgo de tener
hijos/as con FXS que las portadoras con inteligencia normal.

- El riesgo de tener un descendiente con FXS aumentaba en cada generacion. A este
fendmeno se le denomina “anticipacion genética”

Con el conocimiento general de la patologia y posteriormente con los avances de la biologia
molecular, en el afio 1991 el trastorno pudo ser ligado a un defecto genético
especificamente en el gen FMR1, la mutacién se adjudicé a la inestabilidad de los tripletes
CGG la cual se localiza en la regién X fragil. Hoy en dia, se define que la expansién anormal
del repetido CGG inestable conduce a mas casos de este sindrome con las generaciones

venideras (ver Fig 3). Desde esta perspectiva, el significado de la "premutacidon" se define

13



como un umbral de numero de repetidos que son cada vez mas inestables (favoreciendo

una mayor expansion) durante la transmisién (Hagerman et al., 2013).

Incremento de la

Figura 3. Penetrancia y anticipacion en el FXS. Representacién de un arbol genealdgico de
FXS, donde se observa un giro intergeneracional de premutacién a mutacién completa, con
iente aumento de la penetrancia y la gravedad (anticipacion), debido a la
inestabilidad de los repetidos CGG durante la transmisiéon. El nimero de debajo de cada
individuo representan el tamafio del repetido CGG (dos alelos para mujeres), puntos rojos
indican premutacion, y el relleno rojo indica mutacién completa. En el lado derecho de la
figura se observa como los alelos en premutacién se asocian con al menos uno de los cuatro

el consigu
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dominios fenotipicos.

Modificado de Acta Neuropathol (2013) 126:1-19

En 1991 Verker identificé el gen y fue nombrado FMR1 (fragil X mental retardation 1), el

cual codificaba para la proteina FMRP (Fragil X mental retardation protein), la cual fue

identificada en 1993 (Ramos-Fuentes et al., 2001). Estos eventos son considerados como

los eventos mds importantes en la identificacién de FXS, lo cual se muestra como una linea

del tiempo en el estudio de esta patologia (ver Fig.4).

Figura 4. Linea del tiempo de FXS.

Sindrome de Tratamiento??? Inhibidores

Martin - Bell mGIuRS en fase

2/3 de estudio 2012

Validaciéon de mGIuRS
como una opcién 2007
terapeutica

1991

1994 Ratén knockout
Fmrl

2002

Bases neurobiologicas

Modificado de Annu. Rev. Neurosci. 2012. 35:417-43
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1.2 Epidemiologia

En 1980, Herbst y Miller estimaron que la prevalencia del retraso mental ligado a X (RMLX)
era de 1,8/1000 individuos. Como se detalld en secciones anteriores el FXS es la causa
monogénica mas frecuente de RM, por lo que representa el 15-20% del total de RMLX
(Gillén-Navarro et al., 2006). Este padecimiento afecta tanto a hombres como mujeres, sin
embargo, el grado de afectacidon cognitiva es tipicamente mas severa en hombres
(Willemsen et al.,, 2011). Datos recientes sefalan que FXS tiene una frecuencia
aproximadamente de 1 en 2500 — 4000 hombres y 1 en 5000 - 8000 mujeres afectadas a
nivel mundial (Bagni et al., 2012), presentando una prevalencia de la premutacién de 1 de
251 hombres y 1 en 100 mujeres (Gallagher et al., 2012; Monaghan et al., 2013). Sin
embargo, existe una variacion en la prevalencia dependiendo a la poblacion o region
geografica reportada, por ejemplo se ha reportado en Israel una frecuencia de portadoras
de la premutacion de 1 en 130 con mutacion completa a 1 en 2500 mujeres; mientras en
Canada la prevalencia de la premutacién es de 1 en 800 hombres y 1 en 260 mujeres

(Gallagher et al., 2012).

Es interesante que los individuos con premutacion pueden presentar ciertas
manifestaciones clinicas sin expresar los rasgos tipicos del padecimiento; por ejemplo las
mujeres con premutacion pueden presentar falla ovarica. Considerando estas afecciones,
la prevalencia de la falla ovarica prematura en mujeres portadoras de la premutacion de
FMR1 se estima entre 13y 26 %. La premutacidn se ha identificado en 0.8 a 7.5% de las
mujeres con falla ovarica prematura esporadica y en mas del 13% de las mujeres con falla

ovdrica prematura familiar (Wittenberger et al., 2007).

1.3 Etiologia

El FXS es causado por una deficiencia o ausencia de la proteina conocida como FMRP (Fragil
X mental retardation protein). Tedricamente, puede ocurrir algun tipo de delecién o una
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mutacién inactivante, pero en mas del 99% de los casos, la causa de la patologia es la
expansiéon de un segmento de repetidos CGG en la region 5’ no traducida del gen FMR1. Las
expansiones grandes de CGG en esta regidn se asocian con hipermetilacién e inhibicién de
la transcripcion del gen (Monaghan et al.,, 2013). Sin embargo, a diferencia de otras
enfermedades producidas por expansiones de repetidos, el grado de afectacién fisica y

mental no guarda correlacion con el nimero de repetidos en el gen (Ramos-Fuentes, 2001).

1.3.1 GenFMRI

El gen FMR1 es un gen altamente conservado, se encuentra mapeado en Xg27.3, con una
longitud de alrededor de 40 Kb, esta conformado por 17 exones que producen un RNAm de
aproximadamente 4 kb de largo (Willemsen et al., 2011) (ver Fig. 5). Se compone de una
region 5’ no traducida de ~0.2 kb, una region codificante para proteina de 1.9 kb, y una
region 3’ no traducida de 1.8 kb (Terracciano et al., 2005; Bardoni et al., 2001). Los exones
12, 14, 15 y 17 pueden presentar procesamiento alternativo, lo que resulta en diferentes
RNAm que codifican para 12 isoformas de la proteina con un peso molecular de entre 70y

80 kDa (Willemsen et al., 2011; Bagni et al., 2013).
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Figura 5. Gen y locus de FMR1

Fuente: Genetic Home Reference

La proteina codificada por este gen se le conoce como “FMRP”, la cual es una proteina de
unién a RNA ampliamente expresada, involucrada en la regulacion del metabolismo del RNA

a nivel postranscripcional (ver Fig. 6) jugando un papel importante en la plasticidad
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sindptica, en el desarrollo de dendritas y axones, asi como en el aprendizaje y memoria

(Hersh et al., 2011; Maurin et al., 2014).

Incremento en el nimero de repetidos CGG
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Figura 6. Revision de la expresion del gen FMR1. Los niveles de mRNA-FMR1 aumentan al aumentar la longitud de los repetidos
CGG (amarillo) en todo el rango de premutacion, y experimentan una transicion considerable al disminuir los niveles de este en el
rango de premutacion, debido a la hipermetilacion de la region promotora de FMR1. En el rango de mutacion completa se
presenta un mosaicismo de metilacion, lo que ocasiona una produccién continua de niveles bajos a moderados de mRNA. En el
rango de premutacion existe una toxicidad, que se cree que deriva del secuestro de RNA, mediante la asociacion de una o mas
proteinas de unidn a los repetidos CGG del mRNA, que normalmente se asocian con otros mRNAs. El secuestro a su vez conduce a
la perdida de la funcién normal de estas proteinas, que pueden incluir modulacién de empalmen y la regulacion de la produccion
de los genes miRNA, entre otras funciones. La desregulacion del procesamiento del RNA se cree que conduce a multiples formas
de desregulacion celular corriente abajo.

Modificado de Tremor Other Hyperkinet Mov 2012;2: http://tremorjournal.org/article/view/63

1.3.2 Estructura de la proteina FMRP

La proteina FMRP (ver Fig. 7) puede ser dividida estructuralmente en tres regiones: region
N-terminal, region central y la region C-terminal (Bagni et al., 2013). La regién N-terminal
presenta dos dominios Tudor (TD); evidencia a partir de estudios in vitro han demostrado
su unién en forma de homopolimeros al RNA y a una pequena regidon no codificante BC1.
Se ha descrito la presencia de cuatro dominios de unién a RNA, que interactdan con
diversos mRNAs incluyendo su propio mensajero, también contiene una regién de sefial
para localizacién nuclear (NLS), sin embargo no ha sido descrita a la fecha su secuencia
motivo especifica. Es seguida de dos dominios KH (KH1y KH2), una sefal de exporte nuclear

(codificada en el exdn 14) y una caja RGG (arginina-glicina-glicina). La regién C-terminal es
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de gran importancia ya que tanto KH como la caja RGG cuenta con secuencias especificas
de unidén a diversas proteinas (Bardoni et al., 2001; Terracciano et al., 2005; Fernandez et
al., 2013).
R138Q 1304N $500
N | | ) 1BE
NLS KH1 KH2 NES RGG

Figura 7. Dominios funcionales de FMRP. FMRP humano tiene 632 aminoacidos (barra gris), tiene una
sefal de localizacion nuclear (NLS; azul), 2 dominios con homologia K (KH1 y KH2; amarillo), una caja
RGG (arginina-glicina-glicina, azul oscuro) y una secuencia de exportacion nuclear (NES; rojo). R138Qy
1304N son mutaciones que ocurren en pacientes con retraso desarrollo y una forma severa de FXS,
respectivamente.  1304N abole la asociacién con poliribosomas. S500 es un sitio de mayor
fosforilacion. N: amino terminal; C: carboxilo terminal.

Modificado de Annu Rev Neuroci 2012 35;417-443

FMRP es considerada como una proteina citoplasmatica, sin embargo tiene dominios
funcionales que permiten su paso entre el nucleo y el citoplasma. Se expresa en diferentes
tejidos, por ejemplo cerebro, espermatogonias y diversos tejidos epiteliales, pero es mas
abundante en los dos primeros; ademas funciona como una proteina de unidon a RNA que

es capaz de reconocer RNAs codificantes y no codificantes (Bagni et al., 2013).

1.3.3 Bases genéticas del Sindrome de X-Fragil

La mutacién de X Fragil es una expansién inestable del trinucleétido CGG (ver Fig. 5),
localizado en el primer exén (regién no codificante) del gen FMR1. La variabilidad en el
numero de tripletes define cuatro tipos de alelos (ver Fig. 8): Normal que va de 5 a 54
repetidos CGG, con un promedio de 30; premutacién (PM) de 55-200 repetidos CGG, este
tipo de alelos son inestables y tienen una alta tendencia a expandirse cuando hay
transmisién materna; alelos intermedios o zona gris que va de 45 a 54 repetidos CGG, estos
alelos son llamados asi porque aunque generalmente presentan una transmisidon estable,
se han reportado casos esporadicos en donde se ha incrementado el nimero de repetidos,
comportandose como alelos premutados en generaciones sucesivas (Hersh et al., 2011); y

finalmente, la mutacién con penetrancia completa (FM, del inglés full mutation) que
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presenta > 200 repetidos CGG. El riesgo de PM a FM depende del tamafiio de repetidos CGG,
a partir de la informacidn reportada a nivel mundial el riesgo de expansién es cercano al
100% para alelos >99 repetidos CGG, también conocidos como altamente inestables.
Algunos individuos con FXS pueden mostrar un patrén en mosaico (una mezcla entre alelos
con premutaciéon y mutacién completa), que puede estar causada comUnmente por una
inestabilidad somatica de la mutacién completa durante la embriogénesis temprana,

ocasionado una retraccién del expandido de repetidos CGG (Gallagher et al., 2012; Bagni et

al 2012).
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Figura 8. Los 4 alelos del gen FMR1 humano. De acuerdo al grado de expansion del triplete CGG y del nivel de
transcripcion del mRNA de FMR1 y los cambios postraduccionales, se generan 4 alelos: normal, PM, UPM y FM.

Modificada de J Clin Invest 2012; 122 (12):4313-4322

La expansion de los repetidos CGG es mitdticamente inestable favoreciéndose la
heterogeneidad somatica y la presencia de mutaciones en mosaico, esto quiere decir que
un individuo mosaico tiene alelos en mutacién completa y premutacién; de igual manera
también es posible que ocurra un mosaico de metilacién, esto significa que existen alelos
con FM hipermetilados y alelos desmetilados amplificados en el rango de PM y/o FM (6%
de los pacientes FXS) (Puig et al., 2014). Este patron en mosaico ocurre porque el numero
de expandidos del repetidos CGG es mayor de 200 en algunas células (mutacién completa),
mientras que en otras células el nimero de repetidos falla al incrementarse en un tamafio
de 200 CGG (premutacion). Este patrédn en mosaico ocurre aproximadamente en el 15% de
los casos, aunque se han observado cifras de hasta el 40% (Mandel et al., 2004). Un tipo

Ill

mas raro de mosaicismo es el “mosaicismo de metilacidon” y se asocia con individuos que
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tienen >200 repetidos CGG, pero con metilacidn incompleta del gen FMR1 y con reduccidn
de cantidad de FMRP. Por lo tanto, las mutaciones en mosaico permiten la expresiéon
disminuida de FMRP, lo que en algunos casos se han asociado con menores grados de

discapacidad intelectual (Gallagher et al., 2012; Bagni et al., 2012).

De manera general la trasmisiéon de una premutacién a una mutacidon completa se da por
transmision materna del alelo anormal, especificamente alelos con < 40 repetidos CGGs
presentan una mayor estabilidad y raramente expanden, alelos entre 40 y 54 CGGs
ocasionalmente expanden, y alelos mayores a 54 CGGs comunmente expanden en varios
cientos de repetidos causando FSX. (Gallagher et al.,, 2012; Latham et al.,, 2014).
Recientemente, se ha estudiado el papel de la interrupcién AGG intercalada en el repetido
CGG, lo cual ocurre en alelos normales, intermedios y premutados en un rango de cada 9 o
10 repetidos CGG ininterrumpidos [(CGG)sAGG(CGG)sAGG(CGG)n] (Dombrowski, et al.,
2002; Yriogollen et al., 2011), esta interrupcion AGG se ha visto que confiere estabilidad, en
comparacion con grandes repetidos donde no se intercala este triplete en los cuales hay un
mayor riesgo de expansion (Yrigollen et al., 2011; Abrams et al., 2012), se ha observado que
aproximadamente en el 95% de los individuos sanos presentan de 1 a 2 interrupciones AGG
(Latham et al., 2014). Por lo tanto, la constitucién de la secuencia y modificaciones en cis
son importantes directamente en la inestabilidad del repetido CGG, estos datos han sido de
gran relevancia en el estudio de diversas enfermedades producidas por expansiones de

trinucledtidos o tetranucledtidos (Pearson et al., 2005).

1.3.4 Bases moleculares del Sindrome de X-Fragil

El numero de repetidos influye directamente en la expresion del gen, los pacientes con
mutacidn completa presentan niveles de mRNA elevados, mientras en las personas con
premutacién se ha observado un decremento del mismo (Hersh et al., 2011), esto puede
estar asociado a que al ser FMRP una proteina transportadora de RNA, al faltar esta se
pueden acumular, sin embargo hay reportes que mencionan que aun con la falta de esta

proteina no se afecta el transporte de RNA, probablemente porque se lleve a cabo por otras
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proteinas transportadoras, asi que esto no estd bien determinado (Bagni et al., 2013). No
obstante, la mutacién completa ocasiona una pérdida de funcidn de la proteina FMRP. De
manera relevante a pesar de la presencia de diversas mutaciones que causan la pérdida de
la funcién de FMRP, el cuadro clinico es dependiente del tipo de mutacién, ya que la
expansién del repetido CGG presenta fenotipos diferentes al ocasionado por una delecién
o mutacion puntual. Se han reportado mas de 15 deleciones en hombres afectados, que
van de 1.6 kb a 13 Mb. Cuando la delecién es muy grande causa manifestaciones clinicas
adicionales. Solo se han reportado tres mutaciones puntuales patoldgicas en el gen FMR1;
I304N (cambio de isoleucina por asparagina en la posicién 304) una mutacién sin sentido
gue afecta el dominio de unidn a RNA KH2, que fue encontrada en un paciente con un
fenotipo inusualmente severo, lo que sugiere un efecto de dominancia negativa y dos

mutaciones de coddn de paro que ocasionan en la ausencia de FMRP (Bardoni et al., 2001).

Para comprender como las mutaciones del gen FMR1 produce diversos problemas a nivel
del sistema nervioso central, es fundamental conocer la funcién normal de la proteina
FMRP, la cual es abundante en neuronas, particularmente de la corteza cerebral, cerebelo
e hipocampo, asi mismo se presenta en otros tejidos incluidos la espermatogonia y varios
tejidos epiteliales (Gallagher et al., 2012). FMRP esta presente principalmente en el soma
celular de las neuronas y se empaqueta junto con otras proteinas y mRNAs en complejos de
ribonucleoproteinas (RNP). Importantes cantidades de estas RNP se trasportan a través de
la dendrita y durante el desarrollo una pequefia parte se localiza directamente en los

axones.

Usualmente una mutacidon completa resulta en una hipermetilacién de las islas CpG en la
region del promotor del gen FMR1. La metilacidon del promotor de secuencias de ADN se
asocia con el silenciamiento de genes y puede estar acompafado de una serie de
modificaciones en la histonas N-terminal, cuando el promotor inicia la transcripcion de
genes tipicamente esta desmetilado el ADN y se acetilan las lisinas en N-terminal de las

histonas H3 y H4. Pietrobono et al., mostraron que los primeros eventos en la cascada que
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conduce a la inactivacién de un gen FMR1 expandido parece ser la desacetilacién de
histonas y la metilacion de H3-K9, que son seguidos por la metilacion del ADN vy la
desmetilacién de H3-K4 (Terracciano et al., 2005; Willemsen et al., 2011). De igual forma
se ha visto que el silenciamiento del gen FMR1 se produce por su propio mRNA expandido
através de la hibridacién entre las porciones complementarias de repetidos CGG, formando
un complejo RNA-DNA e impidiendo su expresién (Pugin et al., 2014).

A nivel neuronal hay diferentes tipos de granulos citoplasmaticos: granulos estrés, cuerpos
P y granulos de RNA, en los cuales FMRP juega un papel fundamental. Los granulos
citoplasmaticos de estrés son focos donde se acumulan mRNAs no traducidos cuando la
célula se somete a varios factores ambientales estresantes. Por otro lado, los cuerpos P son
sitios donde se produce la degradacién de mRNA, son también importantes en el
procesamiento de microRNA y contienen el complejo de silenciamiento inducido por RNA
(RNP). Finalmente, los granulos de RNA se pueden dividir en dos tipos, los que contienen
subunidades ribosomales (particulas RNP) y los que no contienen subunidades ribosomales
(transporte de granulos). La funcién exacta del FMRP en los diferentes tipos de granulos no
se conoce, pero se ha observado su participacidon en la represion de la traduccion del mRNA
durante el trasporte dendritico y en la sinapsis (ver FIG 9). FMRP también se expresa en
astrocitos, durante su desarrollo y es esencial para la sinaptogénesis en estos. La expresion
de FMRP en astrocitos es importante para la formacién de las espinas dendriticas
neuronales en FXS. Debido a que FMRP se une a mRNAs y se encuentra en los granulos de
RNA se plantea la hipétesis de que éste es importante para el transporte de mRNAs diana

en las dendritas. (Willemsen et al., 2011)

FMRP es tipicamente conocida como un represor de la traduccién especificamente de
mMRNA y de la sintesis de proteinas en la sinapsis, y esto involucra un nimero significativo
de procesos celulares. El decremento de FMRP causa una sobre-regulacidn a la baja de los
efectos de los receptores de glutamato metabotrépicos (mGIluRs) y estos se asocian con una
morfologia anormal de las espinas dendriticas que son sugestivas de conexiones

insuficientes durante el desarrollo y a lo largo de la maduracién (Schneider et al., 2013).
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Figura 9. Modelo de la funcién de FMRP en las neuronas. FMRP se sintetiza en el citoplasma. Los dimeros de FMRP (hexagonos
amarillos) entran al nucleo a través de la sefial del dominio de localizacién nuclear (NLS). En el ntcleo, FMRP se une al mRNA dianay
otras proteinas, formando particulas de ribonucleoproteina (RNP). La particula FMRP - RNP se transporta de vuelta al citoplasma, a
través de la sefial de exportacién nuclear (NES) de FMRP. En el citoplasma, la particula FMRP - RNP puede interactuar con los
miembros del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC; circulo verde) y también se asocia con ribosomas (6valos rojos) .
Particulas FMRP - RNP regulan la sintesis de proteinas (cadena de circulos azules) en el cuerpo de la neurona. Una proporcién de las
particulas de FMRP - RNP se empaquetan en granulos de mRNA y se transporta en las dendritas. Durante el transporte, FMRP
cumple su papel principal como un represor de la traduccién de sus mRNA. Tras la estimulacién sinaptica del grupo | mGluRs, FMRP
permite la traduccién de sus mRNA . Las proteinas que se sintetizan parecen estar implicados en la internalizacion ciclica de los
receptores AMPA y otros procesos neuronales .

Modificado de Clin Genet 2011; 80:216

La teoria de mGIuR5 para FXS ha sido validada, no se entiende por completo como mGIluR5
(ver FIG 10) se une a la sintesis de proteinas y como este proceso se altera en la ausencia

de FMRP para la disfuncién sindptica (Bhakar et al., 2012).

La teoria del mGIuR ha contribuido a un cambio de paradigma en la forma de X fragil (FX) y
otros trastornos genéticos del desarrollo cerebral. Los datos indican ahora que una
constelacion de sintomas aparentemente no relacionados y complejos podria ser una
consecuencia de metabolismo sinaptico cerebral alterado —sintesis de proteinas en el caso
de FX-. FMR1 se expresa normalmente temprano en la embriogénesis y los pacientes con
mutacién completa no expresan FMRP. FMRP se requiere para la apropiada neurogénesis
prenatal y la diferenciacidén neuronal, por lo tanto el cerebro de los pacientes con FXS es

diferente al nacimiento, sin embargo la neurogénesis ocurre durante toda la vida en el giro
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dentado del hipocampo, sorprendentemente las alteraciones de la memoria dependientes
de hipocampo han sido rescatadas con la re-expresién del FMRP en células madre neurales
en el ratdn knockout Fmr1, en humanos esto puede observarse tras la administracion de un
inhibidor de la glucdégeno cinasa-sintasa3 (GSK3); la actividad de GSK3 es elevada en el
Fmri1KO corriente abajo de mGIuR5, lo que sugiere que la teoria mGIuR también puede ser
relevante a este aspecto de la fisiopatologia FXS. Estas caracteristicas moleculares podria
explicar los rasgos fenotipicas de la enfermedad, sin embargo, como se menciond
anteriormente, la premutacion puede estar acompanada de alteraciones fenotipicas, por lo
gue es importante explicar como un umbral de repetidos entre 55 y 200 puede originar

algunas modificaciones sistematicas.
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Figura 10. Via de sefalizacién mGIuR1/5 relevantes para la sintesis de proteinas. La unidon de glutamato a Gpl mGluRs
activa tres vias principales que acoplan los receptores a la regulacion de la traduccion: (a) la via PLC / calcio-calmodulina
(6valos anaranjados), (b) la via mTOR (évalos azules), y (c) la via ERK (6valos verdes). Componentes reguladores clave en la
traduccion implicados en estas vias se muestran en café. mGIluR1/5 también puede inhibir la funcién de FMRP (dvalo rojo)
para regular la traduccion a través de una cuarta via que requiere la estimulacion de PP2A (6valo amarillo). Los signos de
interrogacion indican asociaciones indeterminados. Las flechas indican una consecuencia positiva en los componentes aguas
abajo; lineas perpendiculares indican una consecuencia inhibitoria. Abreviaturas: [Ca?]i, la liberacién de calcio intracelular;
CaM: Calmodulina; ERK: Sefial extracelular reguladora cinasa; FMRP: Proteina retraso mental X fragil; (Gag, G6, Gy), proteinas G
heterotrimericas; InsP3: inositol-1,4,5-trifosfato; mGIuR, receptor de glutamato metabotrépico; Ptdins: Fosfoinositidos; PLC:
Fosfolipasa C; PP2A, proteina fosfatasa 2A; Raptor: Proteina reguladora asociado a mTOR.

Modificado Annu. Rev. Neurosci. 2012.35:417-443

1.3.5 Bases moleculares del Sindrome de Tremor / Ataxia asociado a X Fragil (FXTAS)
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Hay evidencia que sefiala que el mecanismo mediante el cual se produce FXTAS es por una
ganancia de funcién toxica del RNA (ver FIG 11), como lo que se ha observado en patologias
como la distrofia miotdnica tipo 1y tipo 2 (Magana JJ et al., 2009). El aumento de los niveles
de mRNA-FMR1, que contienen los repetidos CGG de PM vy la presencia de mRNA mutante
dentro de las inclusiones intranucleares son los primeros indicios de un mecanismo de
neurodegeneracién mediado por RNA. De hecho, la evidencia experimental mostrd la
acumulacién de una gran variedad de proteinas dentro de las inclusiones, esto utilizando
modelos in vitro e in vivo, incluyendo Pura, hnRNP A2/B1, CUGBP1y Sam68. El secuestro de
Sam68 y la proteina de unién al ARN que participan en la regulacion del corte y empalme
alternativo, resulta en la pérdida parcial del corte y empalme sensible a Sam68 sensible, y
por lo tanto hay una regulacién deficiente del corte y empalme del pre-ARNm diana en

pacientes FXTAS (Willemsen, 2011).
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Figura 11. Diagrama del modelo de secuestro de RNA para la toxicidad en los trastornos de
premutacién en X fragil, incluyendo FXTAS. Una o mas proteinas de unién de ARN se unen a los
repetidos CGG del RNA dependiendo de la longitud, de tal manera que se produce poca unién en los
repetidos CGG normales y mayor unidon en los repetidos CGG grandes. El exceso de unién de estas
proteinas conduce a una insuficiencia funcional para la funcién normal. Concentraciones disminuidas de
FMRP pueden contribuir a los fenotipos de premutacion en el caso de alelos grandes.

Modificado de Lancet Neurol2013; 12: 786-98

Portadores de premutacién con mas de 100 repetidos CGG es mas comuln que presenten
deficiencias leves en FMRP, problemas de desarrollo y manifestaciones por alteraciéon en la
funcién de la amigdala. Deficiencia en FMRP ocasionan una sobre regulacidn del sistema
mGIuR5 y una infraregulacién del sistema GABAa resultando en un desequilibrio de la
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excitacidn-inhibicidn que se observa en el modelo neuronal de premutacion en ratones. Las
alteraciones en GABAA pueden predisponer a los portadores a trastorno de déficit de
atencién e hiperactividad que se observa en el 30% de los hombres con la premutacién.

(Hagerman & Hagerman, 2013)

1.3.6 Bases moleculares del Sindrome de Falla Ovarica Prematura asociado a X Fragil

La cuestidon clave en los estudios para obtener conocimientos sobre la etiologia de la
insuficiencia ovarica en las mujeres con el PM es: ¢Cédmo un mRNA con PM puede producir
menopausia prematura?. La hipotesis de ovaricos se encuentra actualmente en estudio por
un examen detallado de los foliculos ovaricos de ratones KI hembras (R. Willemsen, datos
no publicados; Hagerman, 2013). Los datos preliminares muestran alta expresiéon de FMRP
en occitos y células de la granulosa en ovarios humanos durante la foliculogénesis. Quiza
la longitud promedio de los repetidos resulta en una mayor expresion de mRNA en lo
ovarios lo que produce una mayor toxicidad. Es posible que el tamafio de los repetidos
confiera una conformacion especifica a los mRNA, como horquillas, y después interactien
con diferentes proteinas u otros mRNA dependiendo del tamaio del repetido. Estudios
posteriores seran muy importantes para elucidar el/los mecanismos involucrados en este

tipo de alteraciones.

1.4 Cuadro clinico

En las secciones anteriores se ha analizado como los cambios genéticos y moleculares
inducen modificaciones tanto en sistema nervioso central como en otros tejidos, por lo
tanto estos cambios se reflejan con signos y sintomas especificos de FSX, asi como las
alteraciones observadas en la presencia de las premutaciones. De manera general el
diagnéstico de FSX temprano se da en nifios menores de 3 afios de edad, los cuales
presentan retraso o ausencia en el desarrollo de lenguaje. Antes de los 2 afios se ha
encontrado hipotonia, retraso en el desarrollo motor, aleteo de manos, poco contacto

visual, emesis constante y/o otitis media e irritabilidad. Los nifios presentan trastorno por
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déficit de atencidn e hiperactividad, impulsividad y ansiedad. Aproximadamente el 30% de
los nifios con FSX cumplen con criterios diagndsticos de autismo (Bagni et al., 2012). De
manera interesante, al ser una patologia ligada al cromosoma X, el fenotipo varia de

acuerdo al sexo del paciente y al nUmero de repetidos que presenten.

1.4.1 Hombres con mutacion completa

Los individuos con FSX se caracterizan clasicamente por alteraciones cognitivas y de
comportamiento, dismorfias faciales (ver Fig. 12), anormalidades en tejido conjuntivo y
macroorquidismo (Terracciano et al., 2005). El macroorquidismo (ver Fig. 13) se considera
cuando el volumen testicular es de aproximadamente 50 mL, siendo que el volumen normal
promedio es de <25 mL, este signo es el mas frecuente, presentandose en el 90% de los
nifos a la edad de 14 afos (pospuberes), pero es poco comun en nifios prepuberes
(Gallagher et al., 2012; Hersh et al., 2011). Mas del 5% de los hombres con FXS tienen un
coeficiente intelectual >70, tipicamente atribuible a mosaicismo (una combinacion entre
alelos metilados y no metilados) que resulta en la produccién de FMRP en una fraccién de
células (Abrams et al., 2012). Las caracteristicas generales de estos individuos se describen

en la tabla 2.

Figura 12. Caracteristicas faciales de tres nifios con FXS. A. Presenta mas marcadas las caracteristicas
faciales como son orejas prominentes, frente amplia, cara alargada. B. Este nifio tiene la cara alargada
solamente. C. Este nifio es el que tiene las caracteristicas faciales menos marcadas pero sus hélices
tiene una configuracion simple.

Modificado de Am. J. Med. Genet. 92:229-236, 2000.
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Figura 13. Volumen testicular comparado con un orquidémetro de 25 mL

Modificado de Journal of Medical Genetics (1975). 12, 367

Tabla 2 Caracteristicas fisicas y psicoldgicas de pacientes masculinos con mutacién completa para FXS
(Gallagher et al., 2012; Pirozzi et al., 2011; Hersh et al., 2011)

Caracteristicas fisicas
Hipotonia muscular
generalizada
Frente ancha
Cara larga y estrecha
Orejas prominentes y grandes
Paladar alto y arqueado
Paladar hendido
Apifiamiento y mala oclusion
dental
Estrabismo
Nistagmos
Ptosis palpebral
Hiperlaxitud de pequefias
articulaciones
Piel delgada
Pie plano
Displasia congénita de cadera
Escoliosis
Pie equino varo
Pliegue palmar Unico
Macroorquidismo (90%)

Alteraciones cognitivas
Discapacidad intelectual moderada a
severa (Cl 40 aproximadamente)
Retraso en el lenguaje (inician 2-3 afios)
Déficit en el lenguaje conservado
Déficit funciones ejecutivas
Déficit de atencidn
Déficit en la memoria a corto plazo

Otras alteraciones

Otitis media (60-80%)

Otitis recurrente (23%)

Crisis convulsivas (13-18% &' y 5%% FM)

Problemas gastrointestinales

- Enfermedad por reflujo
gastroesofagico

Errores de refraccion (hiperopia,

astigmatismo) (23-50%)

Obesidad

Hipertension

Prolapso de la valvula mitral (adultos)

Alteraciones conductuales
Aislamiento social
Agresividad

Inquietud

Esparcimiento
Impulsividad
Hipersensibilidad a
estimulos sensitivos
Movimientos
estereotipados
Alteraciones psiquiatricas

Obsesivos

Desorden del espectro
autista (>30% 3y 20% @)
Déficit de atencién e
hiperactividad

Ansiedad

Labilidad emocional
Autolesién

Rabietas

Es importante tener en cuenta que aproximadamente un 30% de los casos de paciente con

FXS no presentan las caracteristicas fenotipicas clasicas, ni antecedentes familiares de DI,

y solamente se pueden manifestar como retraso del lenguaje o TDAH, lo que puede

dificultad y retrasar el diagndstico (Pugin et al., 2014).
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1.4.1.1 Fenotipo asociado: Prader Willi like

En algunos casos se han observado pacientes con caracteristicas inusuales, en menos del
10% de los individuos con FXS presentan un fenotipo asociado con obesidad severa,
hiperfagia, hipogonadismo o retraso puberal, el cual es denominado como fenotipo Prader-
Willi like (McLennan et al., 2011El fenotipo de Prader — Willi like (FIG 14) en FXS fue
reportado primero en cuatro hombres con obesidad extrema, talla baja, dedos de manos y

pies pequenos e hipogonadismo.

Figura 14. Fenotipo Prader - Willi like. Nifio de 9 afios con mutacién completa FXS con fenotipo
Prader-Willi. A. Cara redonda con orejas prominentes. B. Dedos pequefios. C. Obesidad troncal

Modificado de Current Genomics, 2011, Vol. 12, No. 3

La causa de este singular fenotipo ademas de presentar la mutacién completa (Hersh et al.,
2011), es la baja expresion del gen CYFIP1 (Cytoplasmic FMRP interacting protein 1) que se
localiza en la regién 15q11-q13 y codifica para un proteina CYFIP1, una proteina que trabaja
en conjunto con FMRP. FMRP se une a CYFIP1, juntas forman un complejo que se une a
elF4E, un factor de iniciacion de la traducciéon que participan en la direccién de los
ribosomas para la traduccién de RNAm. El complejo elF4E-CYFIP1-FMRP resultante es muy
importante a nivel del Sistema nervioso central, ya que se encuentra presente en las
sinapsis. La estimulacidn sindptica conduce a la liberacién de CYFIP1 de elF4E, lo que
permite que la traduccién se produzca. (McLennan et al., 2011). Se ha reportado que estos
pacientes presentan mayor frecuencia desorden del espectro autista que los individuos con
FXS sin el fenotipo de Prader-Willi. Las caracteristicas principales de este fenotipo se definen

en la tabla 3.
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Tabla 3 Fenotipo Prader Willi - Like (McLennan et al., 2011)

Caracteristicas faciales Caracteristicas del comportamiento
Cara redonda Retraso en el desarrollo
Ojos almendrados Problemas en la conducta alimentaria: Hiperfagia
Orejas pueden o no ser prominentes Dificultad para las transiciones o cambios
Caracteristicas fisicas Emesis
Obesidad Habla repetitiva
Retraso en la pubertad Problemas de conducta
Pene pequefio Aleteo de manos
Hipotonia Poco contacto visual
Macroorquidismo Desorden del espectro autista
Si, en la pubertad Trastorno obsesivo compulsivo

1.4.2  Mujeres con mutacion completa

Las diferencias fenotipicas observadas entre mujeres y hombres con mutacién completa, se
explican por los distintos niveles de expresién de FMRP y por una inactivacién no al azar del
cromosoma X mutado. Las mujeres con inactivacion preferencial del cromosoma X normal
presentan mayor DI y niveles bajos de FMRP, presentando un fenotipo fisico vy
neuropsiquiatrico similar al observado en hombres, pero mas leve (Puig et al., 2014),
teniendo en cuenta lo anterior sabemos que aproximadamente el 40% de las mujeres con
mutaciéon completa en FMR1 tienen discapacidad intelectual, otro 40% tiene dificultades
en el aprendizaje y en el comportamiento. Aproximadamente el 25% de la mujeres con
mutaciéon completa tienen un coeficiente intelectual dentro del rango normal (>85), pero

pueden tener alteraciones en las funciones ejecutivas y en la salud mental.

Tabla 4 Caracteristicas fisicas y psicoldgicas de pacientes femeninos con mutacidén completa para FXS
(Gallagher, 2012; Pirozzi, 2011; Hersh, et al., 2011)

Caracteristicas Alteraciones Alteraciones Alteraciones Otras
fisicas cognitivas psiquiatricos conductuales alteraciones
Usualmente no DI limitrofe Ansiedad Ansiedad social Crisis
hay evidencia o Inteligencia normal Incremento en Timidez convulsivas
caracteristicas Déficit en las obsesividad Aislamiento social
faciales muy leves  funciones ejecutivas TDAH Labilidad emocional
Depresion Abuso de alcohol

Se han identificado mujeres con mutacién completa posterior al nacimiento de un nifio

afectado, que presentan caracteristicas fisicas leves o no aparentes de FXS (Abrams et al,
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2012). Como se observa en la tabla 4 existen datos clinicos que difieren de los pacientes de

sexo masculino.

143

Individuos con premutacion

Por otro lado, los individuos con premutacién, ademds de ser un umbral inestable que

puede generar expansiones anormales en sucesivas generaciones, también pueden llegar a

presentar algunos datos clinicos y alteraciones que difieren de los pacientes que presentan

la mutacion con penetrancia completa. De manera general en la Tabla 5 se describen las

caracteristicas generales de estos individuos, las cuales se describen con mayor detalle en

las siguientes secciones.

Tabla 5 Caracteristicas fisicas y psicoldgicas de pacientes con premutacion para FXS

Caracteristicas
fisicas
4 Rasgos faciales
sutiles

Q Usualmente no
hay evidencia o
rasgos faciales
sutiles

- Pabellones
auriculares
prominentes

Hipermovilidad
de pequenias
articulaciones

Alteraciones
cognitivas

Inteligencia
normal
Déficit en las
funciones
ejecutivas
Déficit en la
memoria a corto
plazo

Inteligencia
normal
Deficiencia sutil
en las funciones
ejecutivas

(Gallagher, 2012; Pirozzi, 2011; Hersh, et al., 2011)

Alteraciones Alteraciones

psiquiatricos conductuales

Obsesivos Abuso de alcohol
Deterioro y drogas
cognitivo Desinhibicidn

Desordenes del
humor
(depresion)
TEA

TDAH

Incremento enla Abuso de alcohol

obsesividad Desinhibicion
Ansiedad
Depresion

Esquizotipia

Otras

alteraciones
Sindrome de
Tremor — Ataxia
asociado a X
Fragil (FXTAS)
Hipotensién
ortostatica
Incontinencia
Impotencia
Neurpatia
periférica
Parkinsonismo

FXTAS

Falla ovarica
prematura (antes
40 afios) (20%)
Enfermedad
tiroidea

Dolor muscular
crénico
Hipertension
Fibromialgia
Dolor muscular

31



1.4.3.1 Sindrome de Tremor / Ataxia asociado a X Frdgil (FXTAS)

Es una enfermedad neurodegenerativa de inicio tardio (por encima de los 50 afios),
principalmente se presenta en hombres (Leehey, 2009), producida por una premutacién
en el gen FMR1. Se describié inicialmente en los abuelos maternos de nifios con X-Fragil, es
decir, en portadores de la premutacidn que hasta ese momento se consideraban
asintomaticos. Afecta aproximadamente al 46% de los varones y del 8% al 17% de las
mujeres con premutacion. Se manifiesta por un cuadro de temblor intencional y ataxia,
acompafado de forma variable de parkinsonismo, deterioro cognitivo, neuropatia
periférica, sintomas psiquiatricos como ansiedad, depresién, incremento de la irritabilidad
y comportamiento compulsivo (Bagni et al., 2012; Cortés-Velarde, et al., 2012; Abrams et

al, 2012).

Se inicia en promedio a los 60 afios y existe una relacidn inversa entre la edad de inicioy la
longitud de la repeticion. (Cortés-Velarde et al, 2012). La penetrancia de FXTAS depende
de la edad, con aproximadamente 40% en hombres mayores de 50 afios y 8% de las mujeres
portadoras mayores de 40 afios (Leehey, 2009). El sintoma inicial suele ser el temblor
intencional y postural, suele iniciarse en la mano dominante para hacerse posteriormente
bilateral y puede ser incapacitante. La neuropatia periférica en miembros inferiores
aparece en mas de la mitad de los casos. En algunos pacientes también aparecen signos de
disfuncién autonédmica como hipotensién ortostatica, impotencia y pérdida del control de
esfinteres. El deterioro cognitivo se caracteriza inicialmente por un sindrome disejecutivo
y una alteracién de la memoria de trabajo, seguido de trastornos conductuales y cambios
de personalidad, también es frecuente la presencia de ansiedad y depresidn, se ha visto que
en las mujeres la sintomatologia es casi siempre mas leve que en los hombres (Cortés-
Velarde et al., 2012). En la tabla 6 se describen las caracteristicas principales de FXTAS, sin
embargo existe variabilidad dentro de este grupo de individuos, se han observado
diferentes presentaciones y caracteristicas clinicas reportadas en personas que presentan

un numero de repetidos CGG entre 55y 200 (Tabla 7).
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Tabla 6 Caracteristicas clinicas de FXTAS
(Hagerman & Hagerman, 2013; Leehey, 2009)

Problemas autonémicos Sintomas motores Alteraciones del sueiio
e Constipacion e Temblor e Insomnio
e Sindrome de intestino irritable - Intencién e Apnea del suefio
e Disfuncidn eréctil - Reposo e Suefio durante el dia
o Problemas de deglucién e Ataxia Alteraciones psiquiatricas
e Reflujo gastrointestinal - Disartria e Depresion
e Hipotensidn ortostatica - Dismetria e Ansiedad
e Hipertension - Anormalidades en la e Irritabilidad
e Incontinencia o  urgencia postura y marcha Alteraciones sensoriales
urinaria y/o fecal * Debilidad muscular e Disfuncion olfatoria
e Arritmia cardiaca e Parkinsonismo e Hipoacusia
* Vértigo o mareo - Leve bradicinesia « Neuropatia periférica

- Leverigidez de

Desordenes inmunolégicos Dolor crdénico

T extremidades . s
e Hipotiroidismo ] e Fibromialgia
. Lo - Signo de rueda dentada L.
e Fibromialgia e Dolor neuropatico

Tabla 7 Fenotipo clinico variable en FXTAS (Leehey, 2009)

Caracteristicas variables asociadas Presentaciones poco comunes

e Disfuncién autondmica e Sindrome de tremor esencial like
* Neuropatia sensorial de fibra grande e Sindrome MSA (Multiple System Atrophy) like
e Caracteristicas psiquiatricas

., e Demencia rapidamente progresiva

- Depresion

- Ansiedad e Neuropatia CMT like
- lrritabilidad

e Deterioro cognitivo y demencia

e Paraparesia espastica

e Disfuncién oculomotora
e Distonia focal (extremidades, cuello uterino,

laringe) Heterogeneidad clinica dentro de la misma familia

e Paraparesia espastica

1.4.3.2 Falla ovdrica prematura (FXPOI)

La falla ovarica prematura asociada a X Fragil (FXPOI) se caracteriza por una reserva ovarica
disminuida que conduce a menstruaciones irregulares, nivel de FSH elevado, disminucién

de lafertilidad y en el caso mas grave del espectro, insuficiencia ovdrica prematura (Abrams
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et al., 2012), que es el cese de la menstruacion, antes de la edad normal de menopausia
(Wittenberger et al., 2007), aproximadamente 5 afos antes que las mujeres no portadoras
(Willemsen et al., 2011). Este desorden se observa en aproximadamente 20% de las
mujeres portadoras de la premutacién (Abrams et al.,, 2012), en comparacién con
aproximadamente 1% de la poblacion general. La disfuncidn ovarica subclinica que muestra
los niveles elevados de hormona foliculo estimulante, se observa otro 25% de las mujeres

menores de 40 afios con premutacion (Hersh et al., 2011).

La gravedad y la edad de inicio de FXPOI se correlaciona de forma no lineal con el tamaio
del expandido de la premutacion, con un riesgo creciente exponencial en mujeres con 60 a
100 repetidos CGG y que disminuye en mujeres con premutaciones de 100 a 200 repetidos

CGG (Abrams et al, 2012).

1.5 Datos histopatolégicos y de estudios de imagen

1.5.1 Hallazgos neuropatoldgicos FXS

Se han reportado espinas dendriticas alargadas y delgadas en la mayoria de las sinapsis, lo
gue sugiere una posible desregulacién en su desarrollo y maduracion (ver FIG 15). FMRP

tiene un importante rol en la regulacién de la sintesis proteica a nivel de las dendritas

neuronales. La sintesis proteica es " 3
importante para la transmision

sindptica, plasticidad, aprendizaje y L— inmadura —  Madura
memoria. Un rol propuesto para
FMRP es que es un regulador

negativo de la sintesis proteica

estimulada por la activacion del
Figura 15. Ejemplo de la morfologia tipica de las dendritas impregnadas en
ANi Golgi. A. Esquema de la morfologia de las espinas dendriticas definidas como

grupo de receptores metabotroplcos maduras e inmaduras. B. Humano afectado por FXS. C. Control sano.

de glutamato 1 (mGIuR) [Irwing et al, Modificado de Cerebral Cortex Oct 2000; 10; 1038-1044
2000].
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FXS es parcialmente resultado de una respuesta exagerada de la respuesta de la
estimulaciéon mGIuR (Hersh, 2011). También se ha observado un incremento en el volumen
de la sustancia gris en nucleo caudado y giros fusiformes en adultos y jévenes (Nifios de 1 —

3 afios).

1.5.2 Hallazgos neuropatoldgicos en FXTAS

El marcador neuropatoldgico de FXTAS es la presencia difusa en neuronas y astrocitos de
todo el cerebro, mas numerosos en el hipocampo, talamo, ganglios basales (incluyendo la
sustancia negra), oliva inferior y nucleos dentados (Hall DA, O’Keefe JA, 2012) de inclusiones
intranucleares eosinofilicas (ver Fig 16), ubiquitina positivo, negativas para tau y alfa-
sinucleina, que contienen mRNA de FMR1. Otro hallazgo encontrado es la pérdida de
células de Purkinje, gliosis y afectacidon de la sustancia blanca con pérdida irregular cerebral
y cerebelosa, con un patrén diferente del vascular, y espongiosis, particularmente, en los
pedunculos cerebelosos medios. Se ha encontrado una fuerte asociacion entre la longitud
del repetido CGG y el numero de inclusiones intranucleares (Gallagher, 2012; Cortés-

Velarde, 2012; Hagerman, 2013).
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Figura 16. Imagenes histopatolégicas de FXTAS. (A) Secciones de cerebro con inclusiones
intranucleares eosinofilicas neuronales que van desde 2 —5 mm (H&E; 1000x) (B) Inclusiones
intranucleares tefiidas con anticuerpos anti-ubiquitina (1000x).

Modificada de Other Hyperkinet Mov 2012;2: http://tremorjournal.org/article/view/56

La médula espinal, ganglios autondmicos y el nucleo del nervio craneal Xll también

demuestran inclusiones intranucleares. Informes recientes muestran patologia nervioso no
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central extendida por érganos y sistemas, incluyendo inclusiones, en los érganos

endocrinos, el tracto gastrointestinal, el corazény los rifiones (ver Fig 17) (Hall et al., 2012;

- _i' i 4<%
Figura 17. Ejemplo representativo de las inclusiones intranucleares post-mortem, tejidos no SNC de pacientes
con FXTAS. En cada imagen hay puntas de flecha apuntando a las inclusiones. A. Miocardiocitos (ubiquitina;
x400); B. Células ganglionares autondmicas cardiacas (H & E, x 600); C. Pancreas (ubiquitina, x 1000); D. Pared
intestinal (H & E, x 400); E. Médula adrenal (H & E, x 600); F. Plexo mientérico estomacal (H & E, x 400); G.
Pituitaria anterior (H & E, x 400); H. Células de Leydig testicular (ubiquitina, x 400); Tubulo distal renal (ubiquitina,
x 400).

Maodificado de Acta Neuropathol (2013) 126:1-19

1.5.3 Hallazgos de neuroimagen en FXS

Se debe considerar que los métodos de neuroimagen no estdn indicados en pacientes con
FXS, sin embargo algunos pacientes puede contar con este estudio como parte del

protocolo de estudio de un paciente con retraso mental.

1.5.3.1 Hallazgos de neuroimagen en FXS

En la imagen por resonancia magnética (IRM) se han observado diferencias morfoldgicas en
la estructura del cerebro en individuos con FXS comparado con controles sanos. Los
hallazgos mds frecuentes incluyen incremento del volumen del ntcleo caudado, reduccién
del volumen del cerebelo comparado con sujetos sanos y con pacientes con trastorno del

espectro autista. Otros hallazgos encontrados son incremento del volumen de los
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ventriculos laterales, hipocampo, l6bulos parietales, tronco encefdlico y reduccion del

volumen del vermis cerebeloso (Gallagher et al., 2012).

1.5.3.2 Hallazgos de neuroimagen en FXTAS

En la IRM de pacientes con FXTAS se ha observado de forma muy caracteristica lesiones
hiperintensas en secuencias T2 y FLAIR (ver Fig 18) en pedunculos cerebelosos medios
(incremento de sefial en 60% de los hombres afectados y 13% de las mujeres afectadas), asi
como alteracion en la sustancia blanca periventricular y subcortical. También se ha
observado una reduccion del volumen cerebral y cerebeloso (hombres>mujeres) en
comparacion con controles sanos, asi mismo hay reduccién del volumen de varias regiones
qgue incluye el complejo amigdala-hipocampo bilateral, hipocampo izquierdo, talamo
izquierdo y tronco encefalico, cuerpo calloso y puente (Gallagher, 2012; Cortés-Velarde,
2012; Leehey, 2009). La sustancia blanca de cerebro y cerebelo presentan una intensidad
de senal aumentada en T2 y una disminucion en T1. Estos cambios en la sustancia blanca

asemejan imagenes que se ven por lo general en isquemia microvascular, a excepcién de

gue a menudo es subcortical y desigual (Leehey, 2009).

Figura 18. IRM de un paciente de 65 afios con premutacién en el gen FMR1 (95 repetidos). A. IRM Coronal: Hiperintensidad de
los pedunculos cerebelosos medios en secuencia FLAIR (Flecha). B. IRM corte sagital: Marcada atrofia frontal y parietal en
secuencia T1 (Flecha). C. IRM corte coronal: Hiperintensidades en la sustancia blanca en secuencia FLAIR (Flecha)

Modificada de Neurologia 2007;22(4):251-252

Algunos portadores asintomaticos presentan solamente atrofia cerebelosa. El volumen del
tronco cerebral fue significativamente menor en los hombres portadores no afectados en

comparacion con personas sanas (Leehey, 2009).
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1.6 Diagndstico

De acuerdo a la sintomatologia de la enfermedad y a las complicaciones de la misma, asi
como por la necesidad de implementar programas de asesoramiento, es prioritario
establecer el diagnéstico debido a que un diagnéstico genético favorece la necesaria y
adecuada intervencion educativa en los pacientes afectados y por otro lado, tras el
diagnéstico se podrian establecer los mecanismos oportunos de prevencién, ofreciendo un
adecuado consejo genético a las familias portadoras y de esta manera tratar de prevenir la
trasmision a la descendencia (Garcia, et al., 2008). Para un diagndstico verds es necesario
conjuntar un detallado analisis clinico, asi como un estudio molecular de los pacientes con
probables caracteristicas de la enfermedad (ver FIG 19). Es importante verificar diversos

aspectos para dirigir un diagndstico de FXS de las alteraciones ligadas a la pre-mutacion.

Paciente retraso en el
desarrollo, déficit intelectual
de etiologia desconocida o
autismo

Paciente con historia
familiar de sindrome de X -
Fragil

A

Hombres y mujeres > 50

afios con ataxia cerebelosa
progresiva y temblor de

Paciente con historia
familiar de sindrome de X -
Fragil

Mujeres con falla ovarica
prematura

intencion.

Determinacion de los
trinucledtidos repetidos /
estado de metilacién de
FMR1

|
v 4

Alelos con premutacion Alelos intermedios
(~55 a 200 repetidos) (~45 a 54 repetidos)

Alelos normales
(~5 a ~44 repetidos)

Alelo con mutacién
completa (>200 repetidos)

Paciente con FXS Paciente con afectacion leve Paciente que no tiene FXS
asociada a FXS

(FXTAS / FXPOI)

Paciente que no tiene FXS

Tipicamente, expansion
repetida y la metilacion
resultan en un
silenciamiento parcial o
completo del gen.

FMR1 usualmente no esta
alterado, pero grandes
premutaciones puede

disminuir la expresion del

gen.

Figura 19. Algoritmo diagndstico para Sindrome de X — Fragil y alteraciones relacionadas a FMR1.
Modificado de Pediatrics 2011; 127:994-1006.
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1.6.1 Diagnostico de Sindrome de X Fragil

Debido a que los nifos con FSX pueden no tener alguna manifestacion fisica, cualquier nifio
gue presente retraso en el desarrollo, habilidades intelectuales limitrofes, retraso mental o
diagnéstico de autismo sin una etiologia especifica debe someterse al estudio molecular
para FXS para determinar el numero de repetidos CGG. Aproximadamente del 2% — 6% de

esta poblacién de pacientes puede presentar la mutacién en FMR1 (Hersh et al., 2011).

En 1991 Hagerman desarrollé un puntaje con 13 apartados (anexo 3) en los cuales daba un
puntaje de 0 en caso de que la caracteristica no estuviera presente, 1 punto si la
caracteristica era cuestionable, dudosa o borderline y finalmente 2 puntos si la
caracteristica estd presente, se suman los puntos y una puntuacién total 216 resulta
significativo para un resultado positivo (> 45%) (Hagerman et al., 1991; Taboada, 2003) (Ver
Tabla 8).

Tabla 8 Puntuacion de Hagerman (Hagerman et al., 1991)
O puntos 1punto 2 puntos

Retraso mental

Hiperactividad

Dificultad de atencidn

Defensa tactil

Aleteo de manos

Mordida de manos

Dificil contacto visual

Habla repetitiva

Hiperextensibilidad de la articulacion
metacarpo-falangica (doble articulacion)
Orejas grande y/o prominentes
Macroorquidismo

Pliegue palmar Unico o linea de Sydney

U000 0O OO00O0o0oO00Oo
U000 0O OO00O0o0oO0o0Oo
U000 0O OO00O0oDO0o0Oo

Historia familiar de retraso mental

0: No presente; 1: Cuestionable, dudoso o borderline; 2: Presente

En 2008 se publicd un estudio en el cual analizaron 285 varones en los centros de
discapacidad de Burgos, Espafia, utilizando el Test de Hagerman que se basé en el protocolo
propuesto por Hagerman en 1991, donde e valoran 13 parametros clinicos con puntuacién

de 0 a 2 para cada uno, que proporcionan un valor orientativo sobre el fenotipo del
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paciente. Una puntuacién por encima de 13 es un valor indicativo para realizar un estudio
genético del FXS (Mild M., et al, 1996). En este estudio comentan que las dificultades de
atencion, la conducta de defensa tactil, el aleteo de manos, la mordida de manos, el
macroorquidismo, la conducta hiperactiva, la dificultad en el contacto visual, el habla
repetitiva, la hiperextensibilidad, pliegue palmar Unico o linea de Sydney, las orejas grandes
o prominentes y la historia de retraso mental han obtenido puntuaciones que grupalmente
en los SXF manifiestan ser diferentes a los de la poblacién sin SXF, teniendo mayor
incidencia en los primeros (Garcia et al., 2008) (ver Fig 20). En la edad prepuberal los
parametros mads indicativos fueron: la hiperactividad y la hiperlaxitud articular, mientras
gue en la edad postpuberal fueron la evitacidén de la mirada y el macroorquidismo (Mila M.,

et al, 1996).

Checlist de Hagerman

Retraso mental 100%

Dificultades de atencion 96,2

Dificultad en el contacto ocular 85.5%
Habla repetitiva 85.5%

Historia familiar de retraso mental 73.1%
Hiperactividad 65.4%

Orejas grandes y/o prominentes 65.4%
Surco simiesco o linea de Sydney 61.5%
Defensa tactil 61.2%

Macroorquidismo 57.7%
Hiperextensibilidad Artic- metacarpo- falangica (o doble articulacion) 50%
Mordida de manos 34.6%

Aleteos de manos 27%

|

Figura 20. Test de Hagerman, donde se observa la frecuencia en la cual se puede encontrar en la
poblacién con FXS. Puntuacion: 0 Ausente, 1 Dudoso, cuestionable o borderlinde; 2 Presente.

Modificado de International Journal of Developmental and Educational Psychology, N2 1, 2008

En la tabla 9 de acuerdo con el Colegio Americano de Genética Medica y Gendmica (ACMG
por sus siglas en ingles) el diagndstico genético para FSX se debe considerar para diferentes

tipos de casos (Monaghan, 2013; Gallagher, 2012):
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Tabla 8 Criterios para el diagnéstico de genético de FXS (Monaghan et al., 2013)

Nifos Hombres Mujeres
e Retraso del desarrollo e Mayores de 50 afios con o Infertilidad inexplicable
incluyendo el especifico del inicio reciente de temblor, e Falla ovérica prematura
lenguaje. trastornos del equilibrio, o - Problemas de fertilidad o
e Retraso motor o del lenguaje. parkinsonimo sin reproductivos asociados a
e Discapacidad intelectual de diagndstico. niveles elevados de FSH
etiologia desconocida - Historia familia de falla
e Desorden del espectro autista ovarica prematura o FSX

e Individuos con historia familiar de FXS para determinar el estado de portadores y el riesgo de
recurrencia.

e Individuos con historia familiar de retraso mental o autismo de etiologia desconocida.

El diagnodstico de FXS es benéfico para el paciente y la familia, debido que se establece una
causa por la cual el nifio presenta déficit cognitivo y/o problemas de conducta. El
diagndstico ayuda a la familia a enfocar adecuadamente estrategias para el manejo del

paciente y asi maximizar su potencial.

1.6.2 Diagnostico de FXTAS

Existen diversas caracteristicas que pueden ayudar a decidir a qué paciente se le puede

sospechar de FXTAS como se especifica en la tabla 10.

Tabla 9 Directrices para decidir a quién hacer la prueba de FXTAS (Leehey, 2009)

Ataxia cerebelosa 50 afios 0 mas; Causa desconocida

Presencia de ataxia cerebelosa, parkinsonismo, demencia;

Temblor de intencion . ) .
50 afios 0 mas de edad, causa desconocida

Presencia de ataxia cerebelosa, parkinsonismo, temblor de

Demencia . L N i .
intension, 50 afios o mas de edad, causa desconocida
Signo del pedunculo cerebeloso medio; o historia familiar

Algunos signos de FXTAS o en el paciente de falla ovarica prematura; o historia

familiar de alteraciones asociadas a FMR1

Atrofia de multiples sistemas , subtipo cerebeloso*

* Sobre todo si tiene temblor de intencién o una duracién de la enfermedad mayor a lo esperado.
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Ademas, los criterios diagnosticos de FXTAS propuestos por Jaguemont se basan en criterios

clinicos y radiolégicos (Tabla 11), sin embargo es necesario la confirmacion de la

premutacién de FMR1 para establecer diagndstico (Cortés-Velarde, 2012).

Tabla 10 Criterios diagndsticos de Jaquemont para FXTAS (Hagerman, 2013, Cortés-Velarde, 2012)

Clinicos

Mayores

Menores

Radiologicos

Mayores

Menores

Neuropatologicos
Mayor

Criterios diagndsticos

Temblor de intencién

Ataxia de la marcha

Parkinsonismo

Afectacion de la memoria a corto plazo
Alteracion de funciones ejecutivas

Lesiones de sustancia blanca en
pedunculos cerebelosos medios o
tronco encefdlico

Lesiones de sustancia blanca cerebrales
Atrofia generalizada moderada - severa

Inclusiones FXTAS

1.6.3 Diagnostico de FXPOI

Se debe sospechar de FXPOI en el caso de:

Diagnéstico

Presencia de expansién del repetido
CGG

Definitivo:
1 mayor radioldgico + 1 mayor clinico
Inclusiones de FXTAS

Probable:
1 mayor radioldgico + 1 menor clinico
2 mayores clinicos

Posible:
1 mayor radioldgico + 1 menor clinico

e Mujer joven que pierde la regularidad de las menstruaciones durante tres o mas

meses consecutivos, con periodos largos sin menstruacion.

e Problemas reproductivos asociados con elevacién de los niveles de FSH,

especialmente si:

- Historia familiar de falla ovarica prematura

- Historia familiar de sindrome de X — Fragil

- Familiares masculinos y femeninos con retraso mental de etiologia no

especificada

- Familiares con FXTAS o desordenes del movimiento como temblor o ataxia

cerebelosa sin diagndstico
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Se debe realizar estudios hormonales: Prolactina en suero, FSH (rango de menopausia en
una mujer <40 afos). Estudio debe repetirse a los 2 meses, indicando ademas el estudio de
estradiol en suero (E2), para confirmar hipogonadismo y por consiguiente, el diagndstico de

falla ovérica prematura (GIRMOGEN, 2006).

1.7 Estudio citogenético para FXS

El sindrome de X — Frégil se caracteriza citogenéticamente (ver FIG 21) por la presencia de
una constriccion o rotura a nivel de la banda g27.3, la cual es visible sélo empleando cultivos

de linfocitos en medios pobres en acido folico (Lubs 1969; Mila M., et al., 1996).

(a) ' / ~(b)’5

= r& O A IC
g..
i !;‘

'y
=~
o
“0
L
=,
2
7
—-—mtc
2
5
J
e
L — Y
L2 ]
O™
233
2T
LS —
e = —
NIy
ﬁ'

" ) \ -
- \ >}y BN ¢8 2} ? ‘

e SRAS s - -,

Figura 21. Cariotipo con bandas G donde se observa el sitio fragil (Xq27.3) . Flecha negra indica el sitio fragil en
el brazo largo del cromosoma X: A. Metafase; B. Cariotipo 46,Y fra(X){q27.3)

Modificado de Clin Genet 2013: 84: 577-580

Durante mas de 10 afios (1979 — 1991), este fue el estudio de laboratorio de eleccién para
confirmar el diagndstico clinico, ya que cromosoma fragil en Xq27.3 puede detectarse en
practicamente todos los varones afectados, ya que se considera como un estudio positivo
cuando se analizan >4% de metafases con un cromosoma X Fragil, pero dificilmente en las
mujeres portadoras. Se ha visto que en las mujeres portadoras estudiadas, sélo el 20%
presentaban fragilidad del cromosoma Xg27.3 y generalmente al realizar el estudio
molecular se observa que estas mujeres son portadoras de la mutacién completa, por lo
tanto es dificil detectar mujeres y hombres portadores de la premutacidn, ya que se ha visto

gue es menos sensible y en ocasiones no se encuentra la fragilidad en ninguna metafase
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(Mild M., et al., 1996). En este estudio la especificidad y sensibilidad clinica y analitica son
insuficientes, en comparacion con las pruebas moleculares (Winarni et al.,, 2013;
Monaghan, et al., 2013), esto es debido a que el sitio fragil FRAXA en Xg27.3 se encuentra
cerca de otro sitio fragil en Xq27.2 conocido como FRAXD, que es un sitio que en
citogenética comunmente se confunde con FRAXA, solo que FRAXD no presenta ningun

significado patogénico (Debacker et al., 2007).

1.8 Pruebas moleculares para el diagnodstico

Se considera que la mayoria de los laboratorios necesitan usar mas de un método, ya que
un solo método no caracteriza todos los aspectos de la mutacion completa del FMR1, y es
preciso determinar el nUmero de repetidos con precisién, ya que al no diferenciar entre
mutacién, mosaicismo y premutacion puede modificar el asesoramiento genético que se
otorgue al paciente, por esto mismo la ACMG (American Collage of Medical Genetics and
Genomics) recomienda el Southern blot sobre la PCR, incluso mediante este ultimo se
puede determinar una premutacion. Sin embargo la utilizacién otros métodos como RT-
PCR o PCR sensible a metilacidn eliminan la necesidad de realizar un analisis de Southern
blot para comparar resultados (Monaghan et al., 2013), pero de cualquier manera cada

método presenta algunas ventajas y desventajas que es necesario conocer.

1.8.1 Southern blot

El método de Southern blot para el FMR1 es considerado como el estandar de oro para el
diagndstico de FXS. Se utiliza para caracterizar muestras con nimeros de repeticiones CGG
demasiado grandes para amplificarlas mediante la PCR, asi como para determinar el estado
de metilacion del gen (ver Fig 22). Esta técnica es costosa, requiere mucho tiempoy trabajo
de laboratorio, ademas necesita grandes cantidades de ADN gendmico y un marcaje
mediante radioistotopos radioactivos, por lo que no es adecuada para la identificacion

sistematica de la poblacion. Ademas para los casos limitrofes de normalidad, premutacién
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o mutaciones pequenas, puede originar controversias debido a la amplia difusion de las
bandas en un gel de agarosa (GIRMOGEN, 2006; Monaghan et al., 2013), esto es
considerado como una limitante de la técnica ya que no puede dar el nimero exacto de
repetidos CGG, cosa que es especialmente necesario para las portadoras y los alelos que se

encuentran en la llamada zona gris (Pandey et al., 2004).
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Figura 22. Southern blot usando digestion con EcoR1 y Eagl, sonda StB12.3, utilizando electroforesis
extendida para ilustrar varias muestras. 1. Femenino normal. 2. Hombre con mutacion completa. 3.
Femenino con 28 y 52 repetidos, con un alelo activo pequefio predominante. 4. Femenino con 28 y 52
repetidos, con un alelo activo predominantemente largo. 5. Femenino con 18 y ~80 repetidos, con una
inactivacion X igual. 6. Masculino normal. 7. Masculino normal. 8. Femenino normal. 9. Masculino
normal. 10. Masculino normal. 11. Masculino afectado (difusa). 12. Masculino con premutacion. 13.
Femenino con 20y 70 repetidos, con un aleleo pequefio virtualmente activo. 14. Femenino con 27y 42
repetidos, el alelo alargado activo.

Modificado de Genet Med 2013:15(7):575-586

1.8.2 PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Esta técnica se basa en la amplificacidon de la zona repetitiva y el posterior analisis del
fragmento amplificado para medir su tamafo. Proporciona informacién sobre el nimero
exacto de repeticiones por debajo de 100-120 CGG. No proporciona informacién sobre
expansiones mayores ni sobre el estado de metilacién de la isla CpG, por lo tanto esta
técnica nos permite realizar la confirmacién de normalidad en un individuo, y el diagndstico

de individuos con PM solo se haria en caso que se encuentre en el rango bajo, no permite
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el diagnodstico de afectados, ni de portadores en el rango alto de la premutacién. En un
cierto numero de mujeres (alrededor de un 30%), tan solo amplifica un solo alelo, debido a

gue son homocigotas por lo que tampoco da la informacidn suficiente (GIRMOGEN, 2006).

El hecho de realizar el estudio por PCR se debe a que es mas rapido, barato y proporciona
un numero exacto de repetidos CGG (con una variacién de +/-2), mientras que el Southern
es una técnica mas compleja, necesita mas tiempo y el nimero de repeticiones obtenido
no es tan exacto, pero si proporciona un resultado claro de alelos normales, premutados y
con mutacién completa (GIRMOGEN, 2006). Ante este panorama conociendo que los alelos
con un elevado numero de repeticiones (CGG)n son muy dificiles de amplificar, se han
realizado diversas modificaciones a las condiciones de PCR, uso de diferentes coadyuvantes
de reaccién, para incrementar el limite de deteccién de la técnica, sin embargo la
sensibilidad sigue siendo baja para expansiones muy grandes, ademas cabe la posibilidad
de originar falsos negativos en el estudio. Por lo tanto se han desarrollado técnicas
complementarias que pueden dar una alta sensibilidad para un diagndstico de inclusion y/o

exclusion de la enfermedad (GIRMOGEN, 2006).

1.8.2.1 PCR metilacion

Este método se utiliza para determinar la metilacién del ADN e implica el tratamiento del
ADN con la utilizaciéon de enzimas de restriccidén especificas para metilacién, seguida por
una PCR alelo-especifica y la utilizacion de electroforesis capilar para la determinacién del
tamafio de los productos. Este método no solo determina el estado de metilacion sino
también el tamano del FMR1 hasta de 250 repetidos, para determinar el tamafio de alelos
>250 repetidos es necesario el analisis de Southern blot (Monaghan et al., 2013). Un
problema de las técnicas basadas en metilacidon es que no detectan aproximadamente el
20% de las mujeres con mutacién completa, donde la expansion se presente en el otro

cromosoma X (Monaghan et al., 2013).
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Es importante mencionar que la técnica de PCR sensible a metilacién no es adecuada para
el diagnodstico prenatal temprano, ya que las pruebas se basan en la metilacidn del DNA, y
esta no se encuentra completa en los primeros meses de embarazo en las muestras de
vellosidades coridnicas y aun no ha sido evaluada la que tan eficaz es si se realiza en

amniocitos (Biancalana et al., 2006).

1.8.2.2 TP- PCR (Triplet repeat — primed PCR)

Como complemento de PCR que acota la regién de repetidos CGG, se ha desarrollado una
técnica conocida como TP-PCR, este nuevo método de biologia molecular se usa para
identificar rapidamente la presencia o ausencia de los expandidos CGG (Basehore et al.,

2014).
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Figura 23 PCR triple primer para los repetidos CGG en el gen FMR1. El primer sentido se localiza rio arriba de la region CGG
del gen FMR1, mientras que el primer antisentido que se encuentra marcado con fluorescencia se une al azar dentro de la
region de repetidos CGG en el gen FMR1. Estos primers generan amplicones de diferentes tamafios en funcién del nimero
de repetidos CGG presentes. La presencia o ausencia de una “escalera” de trinucleétidos que se extiende mas alléd de un
umbral 55 repetidos CGG puede reconocerse facilmente y se utiliza generalmente para identificar alelos expandidos de
FMR1. Ejemplo 1: Muestra el trazo en una mujer con ambos alelos normales, ninguno muestra el patréon de escalera
caracteristica de los alelos expandidos. Ejemplo 2: llustra un patrén tipico de una mujer con un alelos normal y un alelo
expandido, mientras que el Ejemplo 3: llustra el patrdn tipico de un hombre con amplificacién en el locus de FMR1.

Modificado de Curr. Protoc. Hum. Genet.80:9.5.1-9.5.19.

TP-PCR FMR1 (ver FIG 23) es una técnica de biologia molecular que se utiliza para
determinar el numero de repetidos CGG en el gen FMR1 utilizando la reacciéon en cadena
de la polimerasa y el andlisis de fragmentos mediante electroforesis capilar. El uso de esta

técnica permite medir de forma precisa los alelos de hasta 200 CGG, asi como identificar los
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alelos con mutaciéon completa con mas de 200 CGG y detectar un perfil de picos
caracteristico que resuelve la cigosidad en muestras de mujeres. Se basa en una reaccién
de PCR con tres primers; un primer sentido, un primer antisentido y un primer que se une
de forma aleatoria dentro de la region de repetidos CGG y genera amplicones de diferentes
tamafios dependiendo del tamafio de la expansidn del trinucledtido CGG (ver FIG 24). Una
limitante de esta técnica es que no se puede establecer el nimero de repetidos CGG
después de 200, sin embargo al no correlacionarse el nimero de repetidos con la severidad
de la enfermedad y ser mas importante saber si existe la mutacién completa esto puede
pasarse por alto. Otro inconveniente es que el grado de metilacién del promotor tampoco
puede detectarse por este método, por eso si queremos conocer el grado de metilacion y
el tamafio exacto después de 200 repetidos se debe hacer el estudio mediante Southern

blot (Monaghan et al., 2013; Basehore et al., 2014).

a 55 Repeats b 55 Repeats
140 180 220 260 300 340 380 420 l
10,000 170 210 250 230 330 aro 410 450
- 10,000 : . — Y .

s | 9,000 } ¢

2001 [ 8000 | ’ '

7,000 7000

6,000 Bwo

5000 | l 5000 | |

4,000 | ’ 4,000 ¢ ’

a0m “ ‘ “i aooo |

A [ o 1 1.000 AT | | '

o:f‘|,.,.\,u'}"' ‘],u"““.< s ol '“"Jn'-'W}”qulllal”.ul,”.UJUJ,WJ'!J Al ..........tL..........u.'l‘ ls
Cc 55 Repeats
260 340 \ 440 540 B4 740 840 940 1040

0000

9,000 |

8,000 | : ;

2000 | Figura 24. TP PCR (sistema de tres
6,000 | cebadores). (a) Hombre con 32 repetidos
5,000 | CGG. (b) Mujer con 22 y 64 repetidos CGG.
4,000 | © Mujer con 29y >200 repetidos CGG.

3,000 | §

1'003 { Mmm L AL A Modificado de Genet Med 2013:15(7):575-586

1.8.3 MS - MLPA (Methylation specific Multiplexed ligation probe amplification)

La sonda de MLPA ha sido descrita para identificar a los varones con alelos metilados con X

fragil (FIG. 24). En este método, la secuencia especifica de las sondas se hibrida con alelos
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metilados y con los no metilados. Las sondas que se ligaron, se digieren con una
endonucleasa de restriccidon sensible a metilacién simultaneamente. Un conjunto cebador
universal PCR amplifica sdélo las sondas que se ligan y no son digeridas, lo que indica alelos

metilados (Monaghan et al., 2013).
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Figura 25. Electroferogramas que muestran los resultados del analisis de MS-MLPA del gen FMR1: A, B = Hombre normall; C, D = Hombre con premutacién; E, F =
Hombre con mutacion completa. (Flechas: Sondas especificas para la metilacion de FMR1; Asteriscos: Sondas encargadas del control de la digestion)
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Modificado de Gattaet al. BMC Medical Genetics2013,14:79

1.9 Inmunohistoquimica

Willemsen et al, desarrollaron el protocolo para la deteccidn directa de la proteina FMRP,
por medio de Inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales de ratén, que permite la
identificacion de las posibles personas afectadas. El procedimiento puede ser aplicado para
el diagndstico posnatal, en frotis de sangre periférica y raices de cabello, y prenatalmente
en muestras de vellosidades coridnicas. El estudio consiste en la determinacion de la
expresion de la proteina, en forma de porcentaje. (Ramos-Fuentes, 2001; Vindas-Smith,

2011). Sin embargo este tipo de estudio presenta diversas limitaciones y sesgos.

1.9.1 Inmunohistoquimica en linfocitos

Consiste en la toma de una o dos gotas de sangre que se extendian en un portaobjetos, los
resultados pueden obtenerse en pocas horas, y esto supone un importante ahorro de
tiempo respecto a las técnicas con DNA. Willemsen et al., establecieron como puntos de
corte (porcentajes) de expresion de la proteina en varones 42% (por debajo=afectado; por
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encima=sano) y en mujeres 83% (por abajo=afectada; por encima=sana); estos valores
posen una sensibilidad del 100% en ambos sexos y una especificada del 100% en varones y
del 41% en mujeres, para esto es necesario examinar como minimo 80 linfocitos en varones

I”

y 50 en mujeres. Este test es “ideal” para el diagndstico en varones (ver Fig 26) por que
discrimina sin ningun solapamiento entre varones normales y afectados (mutacion
completa); sin embargo, este no es valido para la deteccidn de individuos con premutacion,
ya que el alelo portador tiene una transcripcion normal de la proteina. (Ramos-Fuentes,

2001; Vindas-Smith, 2011)
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Figura 26 Inmunohistoquimica en SP para FXS. A. Linfocitos de pacientes con FXS que muestran un

citoplasma limpio sin la proteina FMR1 (flechas). B. Linfocitos individuos sanos donde se muestra
intensamente coloreado el citoplasma donde se encuentra la proteina FMR1 (flechas).

Moadificado de Gentic Testing and Molecular Biomarkers, Vol. 14, No. 4, 2010

1.9.2 Inmunohistoquimica en raiz de cabello

En 1999 Willemsen et al., introdujeron esta forma de analisis de la expresidon del a FMRP en
el FXS, en raices de cabello (ver Fig 27). Ellos establecieron que un 77% es el intervalo
minimo en varones no afectados de FXS, mientras que los afectados muestran un nivel de
expresion maxima del 33% de cabello, cifras claramente separables y que no ofrecen ningin
problema de solapamiento, ni de resultados ambiguos. Para validar los resultados se
recomienda estudiar un minimo de 10 cabellos, y asegurarse de que todos posean la raiz en

uno de sus extremos (Ramos-Fuentes, 2001).
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Figura 27. Inmunohistoquimica en cabello para FXS. Cabello de un individuo sano en el que se ve (zona
oscura periférica — flechas-) la expresion de FMRP en la raiz y tallo del cabello. B. Cabello de individuo con FXS
en la que no hay expresion de la FMRP (tallo claro —flechas-).

Modificado de REV NEUROL 2001;33 (Supl 1): $9-513

Segun lo reportado por varios autores el estudio de la expresion de FMRP en raices de
cabello parece ser el estudio mas conveniente para el tamizaje poblacional y sobre todo
cuando hay que enviar muestras desde lugares mal comunicados y en los que el envio de
sangre pudiera verse afectado (GIRMOGEN 2006; Vindas-Smith et al., 2011). Sin embargo
su especificidad y sensibilidad no es del todo adecuada, ya que se considera que en hombres
en los que menos del 42% de los linfocitos expresan la proteina, hay una sensibilidad y una
especificidad del 100%, se ha visto que en las mujeres que requiere un umbral de 83% de
los linfocitos para obtener una sensibilidad y especificidad del 41% (Biancalana et al., 2006),
esto es lo que hace que esta técnica no pueda ser considerada como un estandar de oro
para el diagndstico, ya que es necesario confirmar el diagndstico con PCR o Southern blot,
ademads de que si no se cuenta con el observador adecuado y la muestra no esta bien

tomada el porcentaje de expresién de la proteina se vea afectada.

1.10 Diagnosticos diferenciales

Condiciones que deben considerarse en el diagndstico diferencial se incluyen las siguientes

(GeneReviews, 2012; Saldarriaga et al., 2014):

e Sindrome de Sotos: Se caracteriza por la apariencia tipica facial, crecimiento excesivo, y
la discapacidad de aprendizaje que van de leves a severos. Se asocia con problemas de

conducta, anomalias cardiacas congénitas, ictericia neonatal, anomalias renales,
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escoliosis, convulsiones y un ligero aumento del riesgo de teratoma sacrococcigeo y
neuroblastoma. Aproximadamente el 80% -90% de las personas con sindrome de Sotos
tienen una mutacién demostrable o supresién de NSD1.

Sindrome de Prader-Willi (SPW): Un pequefio grupo de personas con el sindrome de X
fragil tienen la hiperfagia y obesidad caracteristicas de PWS. PWS se caracteriza por
hipotonia severa y dificultades de la alimentacién infantil, seguido por la aparicién de la
primera infancia de la alimentacidn y el desarrollo de la obesidad mdrbida excesiva a
menos controlada. Todas las personas que tienen retraso en el desarrollo y el deterioro
cognitivo. Las rabietas, terquedad, conductas manipuladoras y caracteristicas obsesivo-
compulsivas son comunes. El hipogonadismo (hipoplasia genital, la pubertad incompleta,
y, en la mayoria, infertilidad), baja estatura y apariencia facial caracteristica son
comunes. El diagndstico es mediante pruebas de metilacion basado en el ADN para
detectar la impronta anormal especificos del padre dentro de la region critica de Prader-
Willi en el cromosoma 15.

Autismo: Comportamiento similar al del autista se encuentra con frecuencia en las
personas con sindrome X fragil.

Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH): La hiperactividad se ve con
frecuencia en las personas con sindrome X fragil.

Sindrome XE Fragil (FRAXE): Discapacidad intelectual leve (no tan grave como que
normalmente se ve en el sindrome X fragil) sin caracteristicas fisicas consistentes ha sido
descrito en los hombres con expandido CCG repite en FMR2 en el sitio fragil FRAXE.
FRAXA y FRAXE son sitios fragiles distintos, aunque en estrecha proximidad en el
cromosoma X. Los genes que abarcan los dos sitios fragiles son designados FMR1 (FRAXA)
y FMR2 (FRAXE). Sin embargo, los genes no tienen ninguna similitud detectable a nivel
de ADN y las entidades clinicas asociadas son discretas.

Sindrome de Klinefelter: Talla alta, hipogonadismo, déficit intelectual (20%).

Déficit intelectual y otros sitios fragiles (FRAXD y FRAXF): Alteracion en FRAXD y

FAM11A respectivamente.
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Tabla 12. Diagnésticos diferenciales de FXS. (Saldarriaga et al. 2014)

, e ek Perimetro Tamaiio
Sindrome Déficit intelectual Talla - . Peso
cefalico testicular
FXS Leve a moderado +++ ++ +++ ++/+++
3 Leve a problemas de
Sindrome de Sotos P .. +++ +++ ++ ++
aprendizaje
Sindrome de Prader
e Leve a moderado + ++ + +4++
Willi
Klinefelter Ausente o leve +++ ++ + [+

+: Pequefio para la poblacién general; ++: Igual a la poblacién general; +++: Mayor que la poblacién general

1.11 Asesoramiento genético

El sindrome de X-Fragil y los desérdenes asociados a FMR1 (FXTAS y POI) tienen una

herencia dominante ligada al cromosoma X, con penetrancia reducida (Willemsen et al.,

2011). El asesoramiento genético se recomienda para todos los miembros de la familia que

podrian estar afectados, existiendo un riesgo de tener la premutacion y/o de heredarlo a

su descendencia; este aspecto es critico para proveer de informacidon sobre el tipo de

herencia, la variabilidad de las caracteristicas fenotipicas en personas afectadas con la

mutaciéon completa o la premutacion, y ofrecer opciones sobre el diagndstico molecular; se

puede informar sobre opciones de planificacidon familiar en el caso de pacientes con riesgo

de tener un hijo afectado (Hersh et al., 2011).

Tabla 13. Riesgo de transmision de la mutacidn a la descendencia segun el género del progenitor (Pugin

Progenitor Tipo de mutacion
; Premutacion
Vardn —
Mutacién completa
Premutacion
Mujer

Mutacién completa

et al., 2014)
Riesgo de hijo afectado
0%
0%

50% Mutacién completa o
premutacion*

50% Mutacién completa

Riesgo de hija afectada
100% Premutacion
100% Mutacién completa
50% Mutacién completa o
premutacion*

50% Mutacién completa

*El riesgo de que una premutacion se amplifique a mutacion completa dependera del tamafio de la premtuacion (Ver tabla 14)

El riesgo de transmitir la mutacién a la descendencia depende del género (Tabla 13) y del

numero de repetidos, asi mismo se puede ver modificado por el nimero de interrupciones

AGG que presente la madre con la premutacién, como se puede observar en la Tabla 14,

53



también en esta tabla se observa que el riesgo de expansion se ve ligeramente modificado
por la edad materna, la cual al ser mayor también favorece la expansién hacia FM del

repetido CGG, las interrupciones AGG también modifican esto ultimo.

Tabla 14 Riego de expansion a mutacidon completa en un vardn, en base al niimero de repetidos CGG,
las interrupciones AGG y la edad materna (Hersh, 2011; Yrigollen et al., 2012; Yrigollen et al., 2014;
Saldarriaga et al., 2014)

Numero de Edad % Riesgo de expansion 0 Interrupciones 1 Interrupcion 203
Interrupciones
repetidos CGG materna a mutacion completa AGG AGG
AGG
20 0.4 % 0.1% 0%-0.1%
55-59 30 3.7 1.6% 0.5% 0%-03%
40 6.5% 23% 0.1%
20 1.5-6.3% 0.5-22% 0-0.1%
60— 69 30 5.3 6.4-229% 22-9% 0.1-0.5%
40 23.1-56.6 % 9.1-30.2% 0.5-21%
20 22.7-56% 8.9-56% 0.5-21%
70-79 30 31.1 56.3-84.8% 30-84.7% 2.1-85%
40 85-96.1% 65.3-96.1% 8.9-28.9%
20 84.7-96 % 64.8 - 88.9 % 8.4 -28.4%
80 -89 30 57.8 96 -99.1 % 89-97.2% 28.7-63.6 %
40 99.199.8 % 97.2-99.4 % 63.8-88.4%
20 99 -99.8% 97.2-99.3 % 63.3-88.2%
90-99 30 80.1 99.8-99.9 % 99.3-99.8% 88.3-97%
40 100 % 99.8 —100 % 97.1-99.3%
20 99.9 —-100 % 99.8-100 % 97 — 100%
100 - 109 30 100 100 % 100 % 99.3 -100 %
40 100 % 100 % 99.8 —100 %
20 100 % 100 % 99.8 —100 %
2110 30 100 100 % 100 % 100 %
40 100 % 100 % 100 %

Un varon portador de una premutacion transmitira esta al 100% de sus hijas, el gen mutado
de estas mujeres heredado por el padre tendra un nimero de repeticiones CGG igual o
ligeramente expandido. Sin embargo el nimero de repetidos CGG puede cambiar a una
expansién, cuando una mujer portadora de la premutacion lo hereda a un varén, lo que

puede resultar en una mutacién completa y por lo tanto FXS en la descendencia. Una
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pequena expansién que resulta en premutacidn, o una expansiéon mayor que resulte en una
mutacion completa en sus hijos, como se puede observar en la tabla 13 (Hersh et al, 2011),
pudiendo existir cierta variacién. Una premutacién en un vardn no se transmitird a su

descendencia masculina, debido a que su hijo heredara el cromosoma Y de su padre.

El FMRP juega un rol importante en la espermatogénesis, en un estudio se encontré que los
hombres con FXS tienen un ndmero significativo de espermatozoides malformados y una
reduccién en el numero normal de las espermatides diferenciadas, lo que ocasiona una
disminucién de la fertilidad. Una mutaciéon completa no puede mantenerse durante la
espermatogénesis; por lo tanto, los espermas contienen solo FMR1 expandido con el

repetido CGG en el rango de premutacién (Hersh et al, 2011).

1.12 Diagnostico prenatal

Las opciones para diagndstico prenatal en FXS incluyen amniocentesis y biopsia de
vellosidades coriales cuando se conoce que los padres son portadores de la mutacion. La
amniocentesis es precisa y fiable cuando se utiliza en combinacién con los métodos de
Southern blot y PCR; también se puede determinar el estado de metilaciéon y el nUmero de
repetidos CGG en los amniocitos. La deteccién del nimero de repetidos CGG para el FXS es
correcta y fiable, sin embargo hay consideraciones especiales que deben tenerse en cuenta
en relacién con el grado de metilacién del tejido placentario, ya que el patrén de metilacidn
observado en el tejido placentario en las 10 a 12 semanas de gestacién es incompleta y no

siempre refleja la observada en el recién nacido (McConkie-Rossell et al., 2005).

Las personas con riesgo de trasmision a su descendencia de la mutacién de X Fragil tienen
una variedad de opciones pre y posconcepcionales disponibles. Algunas parejas pueden
considerar la adopcién con el fin de evitar el riesgo y la transmisiéon. El embarazo puede
lograrse en los portadores de mutaciones con la utilizacion de donadores de ovulo o

esperma respectivamente, dada la alta prevalencia del sindrome de X Fragil en la poblacién
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general, los posibles donantes de gametos deben ser examinados en busca de estas

mutaciones (McConkie-Rossell et al., 2005).

El diagndstico genético pre-implantacion (PGD) es posible, pero debe utilizarse con cautela.
El PGD se puede realizar ya sea en el cuerpo polar o en biopsia en los embriones. Se han
encontrado dificultades en la recuperacién de ovocitos, nUmero de embriones viables, la
capacidad de distinguir los alelos y la amplificacion del repetido CGG. En un estudio
realizado por Platteau et al en 2002 en un centro de PGD encontré que el volumen de los
ovocitos recuperado era reducido, y solo el 55% de los ovocitos fecundados llegd a la etapa
de biopsia, lo que reduce la oportunidad de lograr un embarazo, asi mismo dado que las
paciente con premutacion tienen riesgo de falla ovarica prematura, estas deben ser

evaluadas por subfertilidad antes de considerar el PGD (McConkie-Rossell et al., 2005).

1.13 Terapéutica

Hasta la fecha, no existe tratamiento farmacoldgico disponible que aminore el déficit
cognitivo en FXS. Hay una variedad de agentes que se han utilizado para las alteraciones
psicolégicas y del comportamiento como se puede observar en la tabla 15 (Gallagher et al.,

2012).

Tabla 15 Enfoque farmaco-terapéutico en FSX y las dreas potenciales de beneficio (Gallagher et al., 2012)

Dificultades = Aten- Conductas  Hiperac- Cognicion Inestabilidad del  Ansie-
del cion repetitivas tividad comportamiento dad
comporta- / depresion
miento
Estimulantes + + + + - - -
¢ Metilfenidato
e L-acetilcarnitina
Antidepresivos - - + - - + +
e SSRIs
e TCAs
Anticonvulsivos + - - -/+ - + +
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e Valproato de
sodio
e Carbamacepina
Antagonistas + + + + = - -
mGIuR5
o MPEP
e AFQO056
e Fenobam
Minociclina + - - - + - -

+: Beneficio potencial; -: No hay evidencia para el beneficio; -/+: Evidencia equivoca de beneficio; SSRIs: Inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina; TCAs: Antidepresivos triciclicos; mGIuR: Receptores de glutamato
metabotropicos; MPEP: 2-metil-6-feniletinil-piridina

1.14 Manejo

Las personas con sindrome de X — Fragil y los trastornos relacionados con FMR1 enfrentan
desafios a lo largo de su vida. Por lo tanto, la coordinacién de los servicios médicos,
vigilancia del desarrollo y comportamiento con los recursos disponibles en la comunidad
pueden maximizar el potencial de las personas afectadas y reducir al minimo los factores
de estrés enfrentando otros miembros de la familia, esto en base con la vigilancia de estos

pacientes mediante las acciones observadas en la tabla 16 (Hersh et al., 2011).

Tabla 16 FXS: Directrices para la vigilancia (Hersh, 2011)

Infancia a 1 afio Infancia Infancia Adolescencia
Recién 1-6 6-12 temprana tardia a adultez
nacido meses meses 1-5afios 5 - 12 aiios temprana,
213 a

Examen
Oftalmoldgico va v va v v v
Orejas, nariz, garganta S v'’b v'b v'b v 4
Esquelético ve - - - 4 e
Cardiaco - S 5 - yd yd
Medicién testicular - - - v 4 Y
Desarrollo v v ve v v Y
Neurolégico - - Vi v Y Ve
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Comportamiento vh vh vh vh v Vi

Normas de prevencion

Genética Vi 4 v 4 vk vk
Psicosocial v v v v e -

Grupos de soporte v v v v v v
Intervencién temprana, - v v v v v

terapias fisicas y otros
Comportamiento v v v v /mn s/mn
Educacion - - . Vo VP )

a. Estrabismo puede ocurrir en cualquier momento entro el nacimiento y los 4 afios de edad.

b. Otitis serosa puede ocurrir durante la infancia, y la pérdida de la audicidn resultante pueden deteriorar ain mas el desarrollo del
habla. Se pueden necesitar tubos de ventilacion.

. Laxitud articular, luxacion de cadera, pie equino varo.

. Prolapso de la valvula mitral es posible.

. Pueden comenzar a verse Irritabilidad, hipotonia, berrinches.
Las convulsiones ocurren con mayor frecuencia en este grupo de edad.

m S o Q O

. Evaluacién para las convulsiones atipicas, especialmente cuando existen sintomas neuroldgicos o si la funcidn intelectual
disminuye.

h. Los nifios con FXS a menudo se describen como rigido, irritable y puede alimentarse mal.

i. Arrebatos violentos pueden aparecer en este grupo de edad.

j. Revision de pruebas moleculares y discutir los riesgo dentro de la familia; asesoramiento genético es altamente recomendable.

k. Revision del riesgo de tener descendencia afectada.

|. Hablar sobre la necesidad del apoyo familiar y el que se va a decir a otras personas, al momento del diagndstico, aparte de la edad

del nifio.

m.Hablar sobre sexualidad

n. Preguntar a los padres sobre la presencia de arrebatos violentos

0. Revisar el programa preescolar con respecto a las necesidades educativas especiales y planeacién del futuro.

p. Discutir sobre la necesidad de planificar la formacién profesional.

1.15 Panorama en México

En México se han realizado algunos estudios sobre el sindrome de X Fragil, uno de los
primeros que se realizé fue el hecho por Diaz — Gallardo, et al., en 1995 en el cual incluian
58 individuos, 29 hombres y 29 mujeres de 10 familias con al menos un caso de FSX, en total
18 afectados fueron estudiados. Se utilizaron como grupos control a 39 hombres y 37
mujeres sanos sin antecedentes de retraso mental. En este estudio para la realizacién de la
prueba molecular recurrieron a PCRy a Southern blot, previamente a los pacientes con alta
sospecha FXS se les realizo el estudio citogenético en medio pobre en folatos para observar

el sitio fragil en Xg27.3. Con los datos encontrados en los casos y controles se pudo obtener
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lo siguiente, el rango de nimero de repetidos en los pacientes del grupo control fue de 26-
43, el de portadoras fue de 83-185 y de los pacientes afectados fue de 231-915 (Diaz-
Gallardo et al., 1995), uno de los principales problemas del estudio es que es costoso y fue
necesario la utilizacién de sondas radioactivas para la técnica de Southern blot, ademas que

solo se describe un nimero de repetidos aproximado.

En el afio 2000 Gonzalez — del Angel et al., realizé el estudio molecular a base de PCR y
confirmacién mediante Southern blot para FXS en pacientes con retraso mental de etiologia
desconocida, con 62 familias mexicanas no relacionadas, donde se estudiaron 53 hombres
y 9 mujeres, 20 pacientes tenian historia familiar de retraso mental, pero solo dos
compatibles con herencia ligada a X (Gonzélez-del Angel et al., 2000). Con el estudio de PCR
obtuvieron como resultado 2 pacientes positivos para la expansién del repetido CGG. El
primero de los pacientes presenta historia familiar de RM ligado a X y fenotipo sugestivo de
FXS. El segundo paciente no tenia un fenotipo especifico, pero presentaba crisis convulsivas
y retraso mental; sin embargo el hecho de que se incluyeran tantos pacientes de los cuales
pocos tenian datos clinicos sugestivos de FXS, ocasiona que al momento de obtener

resultados sean pocos los pacientes con un estudio positivo.

En 2005 Rosales —Reynoso, et al., reportaron la diversidad en la distribucién del nimero de
repetidos en el gen FMR1 en poblacién mexicana sana. Estudiaron 129 mexicanos mestizos
no relacionados de la regidn occidental de México, de los cuales 46 eran hombres FRAXA
negativos con retraso mental y 83 individuos sanos (38 hombres y 45 mujeres).
Encontrando que los individuos sanos tenian 16-40 repetidos CGG, en pacientes con
premutacidn el rango iba de 64-76, este paciente presentaban retraso mental leve sin otros
datos de FXS. Este estudio a pesar de no ser un estudio en pacientes, da una visién del
comportamiento de los repetidos en la poblacién mexicana, sin embargo al enfocarse a una
poblacidn del bajio, no representa de manera total el comportamiento de nuestra
poblacidn, ya que el background genético de la poblacion mexicana es muy diverso

(Rosales-Reynoso et al., 2005).
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Barros — Nufiez, et al., reportaron la diversidad en la distribuciéon de las variaciones
genéticas en el gen FMR1 en cuatro poblaciones mexicanas: Mestizo, huichol, purépecha y
tarahumara. Estudiaron 412 individuos sanos no relacionados: 157 individuos (107
hombres y 50 mujeres), 110 tarahumaras (80 hombres y 30 mujeres), 107 huicholes (76
hombres y 31 mujeres) y 38 purépechas (36 hombres y 2 mujeres). La distribucién de
repetidos del gen FMR1 fue el siguiente: Mestizos son 16 a 76 repetidos, con un promedio
de 32; tarahumaras de 15 a 59 repetidos, con un promedio de 32; huicholes de 19 a 87
repetidos, con un promedio de 30; purépechas de 25 a 55 repetidos con un promedio de 29
(Barros-Nunez et al., 2008). Con estos datos pudieron encontrar que el nimero repetidos
del triplete CGG de 32 es el mas frecuente en la poblacién mestiza, tarahumara y
purépecha, sin embargo la frecuencia de 30 repetidos en los huicholes no tiene
comparacion con otras etnias mexicanas u otros grupos poblacionales del mundo, y en ellos
se muestra una distribucion unimodal. La frecuencia de alelos premutados en la poblacién
mexicana es significativamente alta y esto contrasta con la baja frecuencia de alelos en Ia
zona gris, esto es compatible con lo que se ha observado en poblaciones asiaticas,
caucdsicas y brasilefias. La mayoria de los alelos se encuentras entre los 31 — 35 repetidos,
con un promedio de 32 repetidos, es posible suponer que este alelo podria tener una alta
predisposicidn para expandirse, alcanzar el estado premutacién que los situados en la zona
gris. Este estudio es importante ya que permite darnos una idea de cual es el promedio de
expandidos en la poblacidon nativa mexicana y podria ayudar a explicar por qué en los
estudios en pacientes con déficit intelectual, a pasear de ser el FXS una de las principales
causas de déficit intelectual a nivel mundial, en México tiene una baja incidencia, ya que al
tener en promedio alelos de 32 repetidos la probabilidad de que ese alelo expanda a una
mutacién completa es baja, sin embargo el hecho de que no se haga un estudio mas
representativo de toda la poblacién ocasiona que no se pueda generalizar, ya que la

mayoria de la poblacién ya no es nativa pura.
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En 2010 Romero-Espinoza et al., compararon la expresién de la proteina FMRP mediante
Inmunohistoquimica en linfocitos de sangre periférica en relacion con el estado de
metilacién del DNA de pacientes sanos y con FXS, como método de tamizaje previo a una
confirmacién mediante Southern blot, ellos influyeron 22 dos individuos de los cuales 11
eran masculinos con molecular positivo para FXS y 11 masculinos sanos como controles; se
tomaron tres gotas de sangre de cada paciente a las cuales se les agregd un anticuerpo
monoclonal para FMRP, y se leyeron 100 linfocitos, considerando una expresién de 0 a 10%
como negativa y por lo tanto un resultado positivo para FXS y en el caso de los controles
tomaban 73 a 94% de expresidon como positiva y confirmaba el hecho de que eran pacientes
sanos, ellos concluyen que es una técnica util como tamizaje, solo que al ser una prueba
cualitativa es necesario la confirmacidn mediante otras técnicas de biologia molecular,
ademas de ser operador dependiente, que en caso de tener un técnico adecuado se obtiene
una sensibilidad y especificidad del 100% en comparacién con el Southern blot, por lo que

es limitado su uso diagnéstico.
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2 JUSTIFICACION

El retraso mental es una de las principales causas de referencia pediatrica para la consulta
de neuro-pediatria y genética; en paises desarrollados se ha determinado una alta
prevalencia que va del 2 al 3%, siendo mas frecuente su aparicién en hombres, por lo que
la herencia ligada a X es mds comun. Se ha descrito ampliamente que el padecimiento mas
frecuente ligado a déficit intelectual de etiologia hereditaria es el Sindrome de X Fragil
(Ropers et al., 2005), con una prevalencia estimada entre 1/4000 a 1/8000 (Hagerman PJ.,

2004), por lo tanto es considerado como un problema importante de salud a nivel mundial.

Desafortunadamente en México no existen datos epidemioldgicos que indiquen la
prevalencia y/o incidencia de la enfermedad, por lo que su frecuencia se sigue estimando
conforme a los datos obtenidos en otras poblaciones. La falta de informacién en nuestra
poblacidn va de la mano con la ausencia de métodos diagndsticos eficaces a nivel de sector
salud, lo que complica un diagnéstico certero y eficaz. Por este motivo es muy importante
realizar un estudio que refleje el comportamiento de la patologia en nuestra poblacion, asi
como una mejor caracterizacion clinica de la enfermedad que logre estratificar con mayor
precision a los pacientes con probable diagndstico de FXS. Esto se reflejara en un
diagndstico mucho mas certero y rapido, y con ello se puede realizar estudios familiares
para poder brindar un mejor asesoramiento genético al paciente y a toda la familia. De
manera relevante, también se ha considerado como un padecimiento subdiagnosticado,
debido a que las caracteristicas clinicas en niflos prepuberes no son muy sugerentes de este
padecimiento, y si se retrasa el resultado hasta la pubertad puede haber mas miembros

afectados en la familia por falta de un diagndstico oportuno.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se realizé el estudio molecular a pacientes con discapacidad intelectual, que presentaron o
no historia familiar de retraso mental y/o caracteristicas fisicas que se asociaran a FXS, ya
obtenido el resultado se realizé una caracterizacién de los pacientes y se corroboré con lo
reportado en la literatura. La finalidad del estudio fue caracterizar a pacientes Mexicanos
con FXS y a los pacientes con DI negativos a FXS para determinar caracteristicas clinicas
sugerentes para una mejor indicacion del diagndstico molecular, esto nos llevd a considerar

como preguntas de investigacion:

a) ¢Existen caracteristicas clinicas indicativas para un mejor diagnodstico de FXS en nuestra

poblacidn vy si estas correlacionan con lo reportado en la literatura?

b) ¢la frecuencia de FXS reportada en la literatura es similar a la encontrada en este

estudio? Y con ello sugerir especificaciones para poder realizar un estudio poblacional

de mayor magnitud en nuestro pais.
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4 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de pacientes con sindrome de X—Frdagil en un grupo de pacientes
con déficit intelectual, asi como identificar las caracteristicas clinicas mas comunes en los

pacientes con resultado positivo.

5 OBIJETIVOS PARTICULARES

Identificar pacientes con caracteristicas clinicas compatibles con el sindrome de X-
Fragil, que sean candidatos para la realizacion de estudio molecular.

Realizar la caracterizacion fenotipica de todos los pacientes candidatos en base a lo
reportado en la literatura.

Identificar los pacientes con expansiones anormales del repetido CGG en el gen
FMR1.

Determinar las caracteristicas clinicas mds comunes en pacientes con FXS en nuestra
poblacién.

Realizar el estudio familiar en pacientes con resultado positivo para FMR1.
Elaboracién de arboles genealdgicos y andlisis del patron de transmisién por via

materna.
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6 METODOLOGIA

6.1 Seleccion de pacientes

El presente estudio conjuntd a pacientes con diagndstico sugestivo para FSX, los cuales
presentaron déficit intelectual. Se reclutaron pacientes de cualquier sexo y edad, que hayan
aceptado su participacién en el estudio y que hayan firmado la carta de consentimiento
informado (ver anexo 1). Ademas se conjuntd un segundo grupo conformado por familiares
de primer y segundo grado de los pacientes indice, con la finalidad de realizar un estudio
familiar e identificar individuos con la presencia de pre-mutacién, expansion anormal de

repetidos CGG y/o portadoras de la patologia.

6.1.1 Pacientes con déficit intelectual

6.1.1.1 Criterios de inclusion
Todos aquellos individuos con fenotipo compatible con FXS, caracterizado por

déficit intelectual de etiologia desconocida, macroorquidismo y alteraciones del
tejido conjuntivo (Hiperlaxitud, piel delgada y laxa), caracteristicas faciales como
cara alargada y estrecha, con orejas grandes (Willemsen et al., 2011); asi como
pacientes con historia familiar de déficit intelectual y/o autismo de etiologia no

especificada.

6.1.1.2 Criterios de exclusion
Todos aquellos pacientes con déficit intelectual con etiologia ya conocida que

explique los datos clinicos del paciente, como son el sindrome de Prader Willi,
sindrome de Sotos, sindrome de déficit intelectual asociado a FRAXE, autismo o
TDAH asociado a otro sindrome genético.

6.1.1.3 Criterios de eliminacion
Todos aquellos casos en los cuales no fue posible realizar todos los procesos
requeridos en la investigacién, como la revisidon del paciente, toma de muestra,
firma del consentimiento informado, etc.

Pacientes que no aceptaron participar de manera voluntaria en el estudio.
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6.1.2 Familiares de primer y segundo grado

6.1.2.1 Criterios de inclusion
Familiares en primer y segundo grado en riesgo de heredar la mutacidn,

identificados por arbol genealdgico ya sean asintomadticos o con sintomatologia
dudosa que sea sugerente de FXS.

Madres de pacientes con déficit intelectual con o sin antecedentes familiares de
déficit intelectual en hombres.

Mujeres con falla ovarica prematura o historia familiar de falla ovarica prematura.

Pacientes con temblor distal o datos sugestivos de FXTAS.

6.1.2.2 Criterios de exclusion
Todos aquellos individuos con otro tipo de patologia que explique su cuadro clinico

y que descarte FXS, FXTAS o FXPOI.

Todos aquellos individuos que no sean familiares directos de algun afectado o que

no estén en riesgo de heredar la mutacion, por ejemplo hijos adoptivos.

6.1.2.3 Criterios de eliminacion
Todos aquellos casos en los cuales no fue posible realizar todos los procesos

requeridos en esta investigacion.

6.2 Caracterizacion clinica (Interrogatorio de los pacientes - Anexo 2)

Para realizar de manera correcta y ordenada recoleccidn de datos se diseiid un cuestionario
para la obtencién de la ficha de identificacién, antecedentes familiares (para identificar
familiares afectados y/o en riesgo) y datos clinicos sugerentes o asociados a FXS, todo esto
mediante interrogatorio directo o mixto en caso de pacientes con la capacidad para
contestar y de manera indirecta en los casos en los que los pacientes no pudieran responder

el cuestionario (Anexo 2).
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El interrogatorio fue dirigido a la busqueda en cada paciente de antecedentes personales

y/o familiares de déficit intelectual retraso en el desarrollo psicomotor, problemas de

aprendizaje y/o trastornos del lenguaje, hipotonia, poco contacto visual, estereotipias, falla

ovdrica prematura, ataxia, temblor distal, hipotension y alteraciones psiquiatricas, asi

mismo se interrogé intencionadamente a la madre en busca de FXPOI, FXTAS, déficit

intelectual, alteraciones psiquidtricas como depresién, ansiedad, obsesividad; antecedente

de toxicomanias, enfermedad tiroidea, mialgias o fibromialgia.

6.3

6.4

6.4.1

Exploracion fisica

Se realizé la exploracion fisica a cada paciente en compariia de uno o ambos padres
del mismo, haciendo especial énfasis en los datos clinicos reportados en pacientes
con FXS (Gallagher et al., 2012; Pirozzi et al., 2011; Hersh et al., 2011; McLennan et
al., 2011), como son los datos que se pueden observar en la hoja de recoleccién de
datos y en la puntuacién de Hagerman. (Anexo 2 y Anexo 3)

Se explord a la madre en busca de caracteristicas fisicas sugestivas como pabellones
auriculares grandes e hipermovilidad articular, temblor postural e intencional, datos
de neuropatia periférica, entre otros datos que se observan en el anexo 2 (Gallagher
et al., 2012; Pirozzi et al., 2011; Hersh et al., 2011).

A los familiares en riesgo que decidieron participar en el estudio se les realizd
exploracidn fisica en busca de datos sugestivos de sindrome de X-Fragil asociado a

premutacién (ver Tablas 5,6y 7)

Diagndstico molecular y asignacion de niumero de repetidos CGG
Extraccion de DNA
Se extrajeron 5 ml de sangre periférica en un tubo con EDTA como anticoagulante.

Se procedid a la extraccion de DNA gendmico a partir de leucocitos de sangre

periférica usando el “Gentra Puregene blood kit “(Quiagen, Hilden, NRW, Germany).
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6.4.2

Identificacion de la expansion anormal de los repetidos CGG del gen FMR1

Se utilizaron diluciones de las muestra problema a una concentracién de 40 ng/uL,
la cuantificacidn se realizé a través de un sistema NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Se realizé la reaccién de PCR usando el estuche diagndstico “kit AmplideX™ FMR1
PCR” (Asuragen, Austin, Texas, USA) con un volumen final de 15 pL empleando las
siguientes cantidades (los volumenes utilizados se consideraron conforme a las

concentraciones ya estas especificadas por el kit):

Componentes TP-PCR CGG
Solucién amortiguadora 11.45pl
Cebadores F,R FAM del FMR1 0.50 ul
Cebador CGG del FMR1 0.50 ul
Diluyente 1.50 pl
Mezcla de polimerasa 0.05 ul
Muestra de ADN [40 ng/ul] 1.00 pl
Volumen total por reaccion 15.00 pl

La mezcla se agitd en un vértex (MS 3 Digital S1, IKA), después se distribuyd la
muestra en tubos 0.2 mL (Axygen).
Cada tubo se agitdé en el vortex con suavidad y posteriormente se centrifugd
(MiniSpin, Eppendorf) para eliminar las burbujas que pudiera haberse formado (1
minuto a 1 600 rcf)
La reaccion de PCR se realizé en un termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), mediante el siguiente protocolo:
- Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 5 minutos
- 10 ciclos de desnaturalizacién a 97°C durante 35 segundos, de hibridacion a
62°C durante 35 segundos y finalmente de extensién a 68°C durante 4
minutos.
- 20 ciclos de desnaturalizacién a 97°C durante 35 segundos, de hibridacion a
62°C durante 35 segundos, y finalmente de extensién a 68°C durante 4

minutos + 20 segundos por ciclo.
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- Extension Final: 72°C durante 10 minutos

Posteriormente, una alicuota de la reaccion de PCR se mezclé con formamida
desionizada (Hi-Di™) y con el marcador de peso molecular interno (ROX 1000) el
cual es indispensable para la asignacion del tamaiio de los fragmentos debido a que
realiza una curva patron de pesos moleculares conocidos y dependiendo de la
migracién del fragmento analizado se le determina un peso especifico y por

consiguiente un niumero exacto de repeticiones (ver Figura 10).

Se calentdé la mezcla a una temperatura de 952C por 7 minutos y se transfirid
inmediatamente a hielo por otros 5 minutos, para disminuir la temperatura
rapidamente.

Las muestras fueron analizadas por medio de electroforesis capilar en el
secuenciador automatizado ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), utilizando una temperatura constante de 602C, un voltaje de 15 kV, con las

siguientes condiciones de corrida:

Condiciones de corrida de las muestras

Tiempo de inyeccion 20 segundos

Tiempo de corrida 70 minutos

Para el andlisis de los alelos y la genotipificacién se empled el programa GeneScan

Analysis Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

6.5 Analisis estadistico

El comportamiento de las distintas variables consideradas en el estudio se evaluaron

utilizando estadigrafos generales de tendencia central y de dispersion (media, moda,

minimo, mdximo, desviacidon estdndar, etc). Se calcularon las frecuencias absolutas y

relativas de las diferentes variables, para estos fines fue utilizado Microsoft Excel 2013

(Microsoft Corporation, Redmon, WA).
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6.6 Consideraciones éticas

La participacion de los pacientes fue voluntaria, bajo consentimiento informado, y previo
asesoramiento genético, en caso de haber sido menores de edad el estudio conté con la
autorizacion de ambos padres o tutores. El resultado fue informado a los padres y pacientes
para re-direccionar el manejo del paciente hacia el diagndstico segun haya sido el caso

(Anexo 4y 6).

Para el caso de los estudios familiares, los individuos asintomaticos fueron voluntarios y
sometidos a asesoramiento genético previo a la toma de muestra y durante su participacion
en el protocolo, se les entrego el resultado de manera confidencial y directo en el caso de
ser mayores de edad y con la capacidad intelectual de entender el resultado, en caso
contrario se entregaba el resultado al padre o tutor (Anexo 4, 5 y 6). Las muestras
procedentes de pacientes menores de edad fueron obtenidas Unica y exclusivamente con
fines de investigacidn, y se manejo los resultados con la mayor discrecién posible, previa

autorizacion por escrito de ambos padres.
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/7 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas generales de la muestra

Los pacientes de este estudio fueron reclutados de la consulta del servicio de genética del
Instituto Nacional de Rehabilitacién (19/26), Centro Médico Nacional Siglo XXI (2/26),
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre (4/26), Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubiran” (1/26) y Hospital Infantil de México “Dr. Federico Gémez”

(1/26) [ver Fig. 28].

Figura 28. Institucion de procedencia

= INR

= CMN 20 NOV

5 CMN SXXI
INCMNSZ

= HIMFG

El total de pacientes estudiados fue de 26, de los cuales 25 son hombres y solo se analizé
una mujer (ver Fig. 29); el rango de edad de los pacientes analizados mostré un intervalo de

5a 73 afios, con un promedio de 16 afios.

Figura. 29 Edad y sexo
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[44

Tabla 17. Datos clinicos de pacientes en estudio por probable Sindrome de X - Fragil

Datos clinicos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Sexo M M E M M M M M M M M M M M M M M M M M M M M M M M
Edad 10 | 17 | 7 b Y | e [ e S sy P | T B e B | A B B B e | 23| o [ O L (5 B 8 ) 0 B O s 0 8 5
Consanguinidad - - - - - + + = = - = - = = ¥ . = = 3 = = " » & = "
Endogamia - - - - - + + = - - = < - = z = = z + < " - - - - -
Historia familiar DI + + + + - + + - - + - + + - + - - - + + + + + + + +
Talla alta TN TN TA T TN TA TA TA - TN - - - T TA - TN TB TN TA TN - TN TN TN TN
Macrocefalia relativa - - - - - - - s = - = - = - + = - < < % & . = a = o
Cara alargada + + + + + + + + + - + + + - + + + + + + + + - + + -
Frente prominente + + + + - + - - - + + + + + + + + + + + + + - + + +
Pabellones auriculares grandes + + + + - + + + + + + + + + + + o + e o + i = = 3 +
Estrabismo - - - - - - - - - - + - - - - - - - - + - - - - - -
Paladar alto y arqueado + + + + - + + + - + - - + + - - + + + PH  + + + ¥ +
Malposicién o apifiamiento
i 4 + + + - + + + o+ + + + - + + - = + + + + + + - + + +
Macroorquidismo D + - D - - - - - - - - - - D - - - - + - - - D D £
Cardiopatia - - CIA | SC - - = = el - " ¢ - - - - - - - - - - - - - _
Hipotonia generalizada - + + - + - - + + + + + - - - = + = = = z = e = z
Pliegue palmar tinico - - - - - - - = a = = = = = ~ & = = " = = o - = = =
Hipermovilidad pequefias 3 . . D . . . . ) ) ) B N i b i N . . . . i i i i i
articulaciones
Escoliosis - - - - + - & N & 2 = = = = + = + + = & = = i 5 & -
Crisis convulsivas - - - - - - - - - - + + + - = = - - - - = = = + - +
Obesidad - - - - - + + = = = . & 2 < " » s = 5 . s + = = - =
Déficit intelectual (DI) + + + + + + + + + + + o+ + + + + + + + + + - + + + +
Retraso en el desarrollo
——— + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +
Ansiedad - - + - - + + + + + = = = = + = = = = = - = = = = =
Hiperactividad + + = - + - a + - + + + + + “ + + + = = + + +
Poco contacto visual + - - - - - - - + + + - + - + + + - = = = = - 3 T 3
Retraso o ausencia de lenguaje + - - + + + + + + + + + + + + + + = + + + + + + + +
Lenguaje preservado + - + + e + + - - = = = c = " = e + = + o = + . z 5
Movimientos estereotipados + + + - + = = = + + - = + = - + + = + = = + - = - +
Autismo - - + + - + + - + + + + + - + + + - + - + - + - - -

M: Masculino; F: Femenino; (-): Negativo; (+): Positivo; (D): Dudoso; TN: Talla Normal; TA: Talla alta; TB: Talla baja; CIA: Comunicacién interauricular; SC: Soplo cardiaco; PH: Paladar hendido



Los pacientes en estudio refirieron ser originarios de diferentes regiones del pais, a pesar
de que todos los hospitales sedes pertenecen al Distrito Federal, no obstante cada uno de
los centros son considerados como unidades médicas de tercer nivel, conformados por
Institutos Nacionales y Hospitales de Alta especialidad por lo tanto son centros de
referencia a nivel Nacional. Se analizaron 8 pacientes del Distrito Federal, 12 del estado de
México, 4 de Nuevo Ledn, 1 de San Luis Potosi y 1 de Tamaulipas (ver Fig. 30). La mayoria
de los pacientes son originarios del Estado de México de diversos municipios,
principalmente en la zona conurbada con un 46% de todos los casos, seguido del Distrito

Federal con un 31% vy en tercer lugar el estado de Nuevo Ledn con 15% de los pacientes.

Figura 30. Entidad federativa de origen

m Distrito Federal = Estado de México m Nuevo Ledn = San Luis Potosi = Tamaulipas

En la tabla 17 se especifican los datos clinicos de los pacientes con diagndstico sugestivo de
FXS analizados. A partir del interrogatorio dirigido a consanguinidad y endogamia se
determind que para los casos 6 y 7 sus padres presentaron consanguinidad (primos en 2°
grado), asi mismo para el caso 19 también los padres del probando refirieron ser primos en

2° grado.

De todos los datos clinicos estudiados los mas frecuentemente presentadas en nuestra serie
de pacientes fue el antecedente de retraso en el desarrollo psicomotor (RDPM) el cual
presentaron todos los pacientes, seguido del retraso o ausencia de lenguaje en el cual

presentaron 24/25 pacientes; la cara alargada, frente prominente y malposicién dental se
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presentd en 22/26 pacientes, el paladar alto y arqueado fue en 18/26 y uno presentd
paladar hendido que fue corregido quirdrgicamente, el antecedente de hipotonia
generalizada se presentd en 9 pacientes; la obesidad, macroorquidismo y la cardiopatia solo
se presentaron en 3 pacientes respectivamente, por lo que se puede observar
corroboramos que el cuadro clinico para FXS es muy amplio y variable y no necesariamente
todos los pacientes que pueden ser sugestivos de este diagndstico se puede corroborar,
existen caracteristicas que se presentaron en el 100% de los pacientes como se puede

observar mas adelante en la tabla 20.

Dentro de los estudios clinicos y paraclinicos, el cariotipo en sangre periférica con bandas G
se realizé en 16 pacientes, mientras que en 12 individuos el estudio se encuentra pendiente.
En los 16 pacientes con cariotipo, 13/16 casos presentaron un resultado normal con
presencia de diversos polimorfismos en algunos individuos; 3 paciente presentaron un
cariotipo anormal, uno presentd una inversidon en el cromosoma 9, un paciente con una
translocacion balanceada t(7;10) donde también se puede observar una constriccion en
Xq27.3 (ver figura 48) y la paciente femenina que presenta una delecién en el brazo corto

del cromosoma 8 (ver Fig. 47).

Figura 31. Cariotipo Sangre Periférica (Bandas G)
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Para descartar que el retraso en su desarrollo estd causado por una malformacién a nivel
de sistema nervioso central, o si presentan alguna alteracidon que pudiera asociarse algun
sindrome genético ya conocido, es importante la realizaciéon de resonancia magnética de
encéfalo (ver Fig. 32). A partir de nuestra serie de 26 pacientes, 11 individuos cuentan con
dicho estudio, de los cuales 5 tienen un estudio normal y 6 presentaron alteraciones. De
estos 6 pacientes con IRM anormal, el caso 5 presentd un quiste aracnoideo temporal
izquierdo, mientras que el caso 10 presenté paquigiria y atrofia cortical, para el caso 13 se
pudo identificar un quiste aracnoideo cerebeloso izquierdo y de cisterna peribulbar
derecha, asi como para el caso 16 se identificd leucomalacia periventricular de predominio
occipital con discreta atrofia cortical, para el caso 17 se presentd un reporte que indica
probable silla turca vacia y finalmente para el caso 18 presentd gliosis inespecifica
subcortical bifrontal.

Figura 32. Estudio de imagen por
resonancia magnética
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A partir de la evaluacidn clinica, se analizé las caracteristicas de los pacientes evaluando a
través de una escala mas objetiva, la afectacién de cada uno de los pacientes mediante la
“Puntuacién de Hagerman”, conforme a lo reportado en la literatura por Mila et al, una
puntuacién >13 es muy sugestiva de sindrome de X Fragil (Milda M., et al, 1996) y en base a
lo reportado por Hagerman et al., pacientes que presentan una puntuacién >16 es muy

indicativo de FXS (Hagerman et al., 1991), de los 26 pacientes estudiados 13 presentaron
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una puntuacion = 13 como se puede observar en la figura 33, lo cual se tomé como muy

sugestivo para estudio molecular de FRAXA.

Figura 33. Puntuacion de Hagerman
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7.2 Estudio molecular de pacientes con diagnodstico sugestivo de FXS

A los 26 pacientes se les realizé el estudio molecular basado en la técnica PCR acoplada con
una TP-PCR (ver seccion 6.4.2; de material y métodos), con el cual se pudo identificar y
clasificar a los pacientes en FRAXA positivos y FRAXA negativos como se puede ver en la
figura 35. De nuestro grupo de pacientes el 31% (8/26) tuvieron un diagnéstico positivo,
mientas que el 69% (18/26) pacientes a pesar de tener caracteristicas fenotipicas

sugerentes de FXS fueron negativos a la prueba.

Figura 35. Pacientes FRAXA / NO FRAXA
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Como parte complementaria de este estudio se decidié analizar a las madres de los
probandos a participar en este estudio con la finalidad de identificar portadoras y nimero

de repetidos presentes en poblacidn sana, como se vera mas adelante.

C66 NORMAL Gray. P Fi

2200 30 repetidos CGG

28000
Alelo normal
24000
20000
16000
12000

8000

4000

1118 O Y Y WY

150 190 230 270 310 350 390 430 470 510 550 530 630 670 870 910 350 990 1080

Figura 36 . Electroferograma de un hombre sin la mutacidon de FRAXA (caso 18), donde se puede observar
la presencia de un solo alelo normal. (Flecha naranja)

En la figura 36 se puede observar un electroferograma tipico para un estudio molecular
negativo. El caso 18 a pesar de presentar datos de déficit intelectual (Tabla 17), presenté
un solo alelo con 30 repetidos CGG, por lo que al ser un defecto ligado al cromosoma X, nos

determina que éste alelo se encuentra presente en el umbral de normalidad.
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Figura 37. Electroferograma de mujer sana heterocigota (Flechas naranja). Se puede observar las regiones
donde se presentan las interrupciones AGG intercalados entre los repetidos CGG (Flechas rojas).

De manera similar, en la figura 37 se observa un electroferograma de una mujer

heterocigota sana (tia del caso 26), donde se puede apreciar dos alelos de 29 y 30 repetidos

respectivamente, que presentan una diferencia en su tamafio de aproximadamente tres

pares de bases. De manera relevante, es evidente la regién de interrupcion de los repetidos

AGG intercalados en los repetidos CGG, lo que le da estabilidad al tracto de repetidos CGG.

Aunado a estos resultados, en la figura 38 se muestra un electroferograma de una mujer

homocigota, lo que significa que presentan el mismo nimero de repetidos en ambos alelos,

y el andlisis de TP-PCR no muestra el patrén caracteristico de una expansion de repetidos.
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Figura 38. Electroferograma de mujer sana (madre caso 18) homocigota para el alelo normal (Flecha
naranja), donde se observa la presencia de una sola sefal de fluorescencia que es compatible con un
estado de homocigocidad.

Por el contrario, en la figura 39 se observa un electroferograma de una mujer portadora de
la premutacion para la expansion del repetidos CGG en el gen FMR1, se pueden apreciar
dos alelos, uno que presenta un numero de repetidos dentro los rangos de normalidad (29
repetidos CGG) y el otro alelo que se encuentra en el rango de premutacion (113 repetidos

CGG), mostrando el patrén de escalera caracteristico.

En la figura 40 se observa el electroferograma de un hombre con mutacién completa (caso
2), donde se observa el patrén de escalera caracteristico de la presencia de repetidos de

trinucledtidos.
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Figura 39, Electroferograma de mujer heterocigota (madre del caso 2 y 3) para los alelos FMR1, en donde

se observa un alelo normal y el otro alelo con premutacion.
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Figura 40. Electroferograma del caso 2 que muestra una mutacion completa (Flecha verde). Se puede
apreciar la escalera tipica de la presencia de repetidos CGG.
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En la figura 41 se puede observar un electroferograma de una mujer heterocigota que en el
alelo 1 presenta un nimero de 33 repetidos CGG y en el alelo 2 una expansion 2200
repetidos CGG, es importante mencionar que esta paciente no presenta ningin dato clinico
sugestivo de FXS hasta el momento, sin embargo es la madre del caso 26. En la figura 41 se
observa un electroferograma de una mujer heterocigota con el alelo 1 normal de 30
repetidos y un segundo alelo con una mutacién completa con = 200 repetidos CGG. Si se
comparan las figura 41y 42, donde ambas pertenecen a mujeres con un alelo con mutacion
completa, se observa una diferencia entre los patrones de fluorescencia, lo que parece
corresponder con el hecho de que la paciente de la figura 41 tiene una expansién mayor de
200 repetidos CGG y que por peso molecular también resulta mucho mds grande que la

paciente de la figura 41.
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Figura 41. Electroferograma de mujer heterocigota (madre del caso 26) con un alelo normal y un alelo con
mutacion completa.
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Figura 42. Electroferograma de mujer heterocigota (caso 3) con un alelo normal y un alelo con mutacion
completa, en la cual la paciente se encuentra con datos clinicos de FXS.

7.3 Caracteristicas de pacientes FXS

A partir de los estudios moleculares se decidid identificar las caracteristicas clinicas
correspondientes al grupo de pacientes con FRAXA y comparar con el grupo de pacientes
negativos para FRAXA, con la finalidad de describir caracteristicas clinicas especificas para
nuestra cohorte de sujetos con FRAXA. Al analizar la puntuacién de Hagerman, se observé
que los pacientes que presentaron una puntuacidon >16 (ver Fig. 43, linea azul) todos
mostraron ser positivos para la expansion del repetido CGG. Se puede observar que 7 de 8
pacientes con resultado molecular positivo, cumplen con los criterios de Hagerman et al, y
solo 1 no alcanzd el puntaje sugerido. Por otro lado, si se compara con el punto de corte
reportado por Mila M., et al, en donde 13 puntos se establece como valor significativo para

un resultado positivo (ver Fig. 43 linea rosa), todos los pacientes con FRAXA cumplen este
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criterio, sin embargo existen algunos casos peculiares negativos que alcanzan esta

puntuacion (Hagerman et al., 1991; Mila et al., 1996).

Figura 43. Puntuacion de Hagerman en pacientes FRAXA y NO -
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En la tabla 18 se puede observar la distribucién promedio por edad de la puntuacién de

Hagerman divididos en pacientes FRAXA (estudio positivo) y No-FRAXA (estudio negativo),

y por sexo. Como se puede observar tanto en la tabla 18 como en la figura 42 los pacientes

FRAXA tienen una puntuacién mayor que los pacientes No-FRAXA, siendo el puntaje mds

bajo en los FRAXA de 15 puntos y el mayor de 20 puntos; los pacientes No-FRAXA tiene una

puntuacién maxima de 15y minima de 4 puntos; también en la divisién por edad y sexo se

puede ver la diferencia entre el promedio obtenido entre estos pacientes.

Tabla 18. Distribucidon promedio por edad de la puntuacion de Hagerman en pacientes FRAXA y NO-FRAXA

Intervalo de edad No. Pacientes ~ Puntuacion media  No. Pacientes  Puntuacion media
no-FRAXA + DE FRAXA + DE
Hombres
4 - 8 afios 6 12.8 +1.64 0 0
9-12 afios 3 9+1.83 4 18.25+£2.22
13 - 16 afios 6 10.2+4.21 2 16 +1.41
> 17 afios 3 9.6 £2.19 1 18
Mujeres
4 - 8 afios 0 12.8+1.64 1 18
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7.4 Estudio de probables portadoras con la premutacion

Como se menciond anteriormente se analizaron a las madres de todos los casos indices. Se
realizd el estudio para analizar el estado de portadoras de la madres donde como se puede
observar en la Figura 44, se corroboré el estado de portadoras de todas las madres con lo
cual se confirma lo estipulado en la paradoja de Sherman donde se menciona que no existen

casos de novo y que todas las madres de pacientes con la mutacién son portadoras.

Figura 44. Numero de repetidos CGG en cada alelo
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También se realizé la identificaciéon de nimero de repetidos del gen FMR1 en 11 madres de
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pacientes con déficit intelectual, para un estudio en total de 15 mujeres las cuales se
clasificaron como: homocigotas sanas, heterocigotas sanas y heterocigotas portadoras de
la premutacion (ver tabla 19). A cada uno de estos grupos se calculd el promedio y la
desviaciones estdndar como se puede observar en la tabla 19, con base a esto se puede
confirmar que el promedio de repetidos en nuestra poblacién sana es de 30 CGGs, esto es
compatible con lo publicado por Barros-Nuiiez et al en 2008, donde ellos reportan que en
la poblacién mexicana el numero de repetidos CGG se encuentra entre 31 y 35 repetidos,

con un promedio de 32 repetidos (Barros-Nuiez et al., 2008).
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Tabla 20. Distribucién media de repetidos CGG en madres de pacientes FRAXA y No-FRAXA

No. Pacientes # Repetidos promedio DE
Homocigotas 6 30 0.39
Heterocigotas 6 30 0.65
Heterocigotas Portadoras FRAXA 3 29/ 140 1/50.89

7.5 Estudios Familiares

Los pacientes positivos se conjuntaron en tres familias diferentes, denominadas A, By C
respectivamente; a estas familias se les ofrecio la realizacién del estudio genético familiar
para la identificacién de alguin desorden asociado a la mutacién en FMR1, a continuacién se

describen los hallazgos clinicos y moleculares encontrados en cada una de estas familias.

7.5.1 Familia A

La familia A es originaria de Monterrey, Nuevo Ledn, en la figura 45 se puede observar el
arbol genealodgico de esta familia. Se analizé al caso indice (I11.3) y posterior a la realizacion
de la historia clinica y al conocer que el paciente tiene historia familiar con caracteristicas
compatibles con FXS, se tomd muestra a los sujetos 1V.1, IV.2 y IV.3. Conforme a la tabla 16,
los pacientes presentaron caracteristicas clinicas particulares de la patologia, las cuales
pueden identificarse con el nUmero de caso 1, 24, 25y 26 respectivamente, en dicha tabla.
La puntuacion de Hagerman se puede analizar en la figura 43, en donde se observa que
todos los valores en la familia presentan cierto grado de similitud entre los valores

obtenidos.
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Figura 45. Arbol genealdgico de la Familia A. Se pueden observar a los individuos 1.7, IV.1, IV.2, IV.3 y IV.4 como portadores de la mutacién
completa. Los individuos II.1, 11.4, 111.1, 11.2 son portadoras de la premutacién. El individuo 1.3 se le realizo el estudio molecular y fue negativo.
E+: Estudio molecular positivo para FRAXA. E-: Estudio molecular negativo para FRAXA.

Aunado a estos datos se analizaron 2 familiares asintomaticos (II1.5 y 111.6), como se puede
observar en la figura 45, I11.6 resulté ser negativo (29/30 repetidos), mientras que III.5 es
portadora de la premutacién en uno de los alelos en el cual tiene >200 repetidos y en otro
alelo tiene 30 repetidos CGG. En el arbol genealdgico se sugiere la presencia de mas
mujeres portadoras, que conforme a lo estipulado por Sherman, se consideran como
portadoras obligadas. Asi mismo se observa que en la generacién Il, el nimero de repetidos
es de 70-73 CGG, estos alelos tienen un riesgo de expandir a mutacién completa del 65%
(Hersh et al., 2011), se desconoce el numero de repetidos en el individuo 1.4 pero se puede

ver que su descendencia cae dentro del riesgo antes mencionado.
7.5.2 Familia B

La familia B es originaria de Ciudad Nezahualcoyotl, estado de México, sin embargo la
madre proviene de Salvatierra, Guanajuato. El caso indice en esta familia es el individuo
1.6 y posteriormente se identificd a su hermano (l1l.5) como probable portador de la
mutacidn, ambos presentan déficit intelectual y sus datos clinicos se describen en la tabla
16 como casos 2y 3. El individuo II.7 es la madre de ambos casos, se interroga sobre datos

de FXPOI y FXTAS los cuales niega.
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Figura 46. Arbol genealdgico de la Familia B. Se puede observa a los individuos 111.5 y 111.6 como portadores de la mutacién completa.
1.7 portadora de la premutacién. E+: Estudio molecular positivo para FRAXA. E-: Estudio molecular negativo para FRAXA.

Al ser el individuo IIl.6 portadora de la mutacion completa y presentar datos clinicos
compatibles con FXS, se toma muestra para estudio de cariotipo en SP (ver FIG 47) para
descartar una alteracién en el cromosoma X que pudiera sugerir una inactivacion
preferencial del alelo sano y expresion del alterado y que por eso se manifestara el cuadro
clinico tan severo, ya que como se puede ver en la figura 43 tanto el caso 2 como 3 tienen
la misma puntuacién, y generalmente se espera que las mujeres presenten menos

afectacion.

Como se observa en la figura 46 el individuo II.6 tiene un caritotipo con una formula
cromosomica 46,XX,del(8)(p23.1), sin alteraciones estructurales en el cromosoma X. Al
revisar la literatura las deleciones en 8p23.1 se asocian con alteraciones del desarrollo,
retraso mental leve a moderado, microcefalia, cardiopatia congénita (defectos
atrioventriculares, defectos septo atrial y en ocasioens estenosis pulmonar), hernia
diafragmatica, hipospadias, pobre lenguaje y comportamiento particular con
hiperactividad e impulsividad, dismorfias faciales menores como frente amplia y estrecha,
puente nasal ancho, pliegue epicanto, paladar alto y arqueado y pabellones auriculares de
baja implatacidn con forma inusual (Ballarati et al., 2011), estas caracteristicas clinicas son

compatibles con las que presenta nuestra paciente como se puede observar en la tabla 17
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(caso 3) y en la Figura 48 asi que esto podria explicar lo severo del cuadro, ya que se pueden

estar sobrelapando ambos casos.
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Figura 47. Cariotipo en sangre periférica con bandas G. Formula cromosémica del individuo 11l.6 46,X,fra(X),del(8)(p23.1). Se
puede observar la fragilidad cromosdmica aun en un cariotipo convencional (flecha), y la delecion en el cromosoma 8p (corchete)
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Figura 48. A. Masculino de 18 afos con facies alargada con mentdn prominente, pabellones auriculares grandes, con estudio molecular
positivo para FXS. B. Femenino de 8 afios con cara ovalada con mentdn prominente, pabellones auriculares grandes de baja implantacion,
frente amplia y puente naszl alto con estudio molecular positivo para FXS y cariotipo con 46,XX,del(8)(p23.1). Cy D Vista frontal y lateral
de masculino de 6 afios 2 meses donde se observa la frente amplia, los ojos hundidos, puente nasal alto y pabellones auriculares de

implantacion baja con hipoplasia de anti-hélix con deleciaon 8p.
Imagenes C y D modificadas de Eurcpean Journal of Medical Genetics 54 (2011) 55-59
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Al individuo IlI.5 se le realizé el cariotipo bajo técnica convencional en el cual se encontré
una translocacién balanceada entre el cromosoma 7 y el 10, con puntos de ruptura en
t(7;10)(p10;924), en este se puede observar la fragilidad cromosomica X aun en una
cariotipo con técnica convencial y no con el cultivo pobre en folatos (ver figura 49), con este
antecedente se realizd el cariotipo a ambos padres para determinar si esta es una
translocacion heredada o de novo, y se encontro que el padre es portador de la misma
t(7;10)(p10;924), que al ser balanceada no tiene ninguna implicacién en el fenotipo del

paciente.
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Figura 49. Cariotipo en sangre periférica con bandas G del individuo I1.5: Formula cromosémica
46,Y,fra(X)(q27.3),t(7;10)(p13;924). Se puede observar la fragilidad cromosdmica aun en un cariotipo convencional (flecha)
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7.5.3 Familia C

Es originaria y residente de Ecatepec de Morelos, Estado de México, como se puede
observar en el arbol genealdgico de esta familia (ver Fig. 49) el caso indice fue el individuo
[11.30 (caso 20) y posterior a la realizacion de la historia clinica completa se decidié incluir al
individuo 111.31 (caso 21) que es hermano de nuestro probando, ya que ambos presenta
caracteristicas que son compatibles con FXS (ver tabla 17), como se puede ver el individuo
11.13 madre es portadora del premutacién con 111 repetidos CGG, el cual tiene un riesgo de
100% de expandir a mutacidon completa en la siguiente generacién (Hersh et al., 2012),

como se ve en el arbol genealdgico.
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Figura 50. Arbol genealdgico de la familia C. Individuos 11.30 y I11.31 portadores de la mutacion completa para FXS. Individuos 11139, 11.22 y 1.6 con problemas de aprendizaje. Individuos
111.40 con retraso en el desarrollo psicomotor; 11.13 portadora de la premutacion.
E+: Estudio molecular positivo para FRAXA. E-: Estudio molecular negativo para FRAXA.

Es importante mencionar que la madre de estos pacientes no presenta datos de FXPOI o

FXTAS.
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8 DISCUSION

El sindrome de X — Fragil es considerada como la principal causa de retraso mental de
etiologia hereditaria (Guillén-Navarro et al., 2008; Hagerman PJ, 2008; Garcia et al., 2008;
Pretto et al., 2014; Puig et al. 2014), sin embargo hasta la fecha existen diversos aspectos
clinicos y genéticos de la enfermedad que no han sido explorados, por lo que su estudio y
caracterizacion es de gran relevancia. FXS es una enfermedad genética que presenta un
patrén de herencia ligada al cromosoma X dominante con una penetrancia reducida, por lo
gue afecta de manera general a individuos de sexo masculino, sin embargo existen diversos
reportes de casos de mujeres afectadas (Willemsen et al, 2011), por lo tanto a nivel mundial
se ha reportado que la prevalencia para la mutaciéon completa en los hombres es de 1:4000

hombres, mientras que para las mujeres es de 1:8000.

El conocimiento de la sintomatologia y prondstico de la enfermedad va de la mano con el
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad, a pesar de que no se conoce de manera
completa los mecanismos que llevan al desarrollo de la patologia, a finales del siglo pasado
y principios del presente, se ha iniciado a dilucidar los principales mecanismos involucrados
en FXS. El FXS esta causado por un deficiencia o ausencia de la proteina FMRP, que en el
99% de los casos esta ocasionada por una expansion anormal de los repetidos CGG en la
regién 5’ UTR del gen FMR1, que se localiza en el locus Xg27.3 (Willemsen et al., 2014;
Hunter et al, 2014). Existe un rango de repetidos normales que contienen de 5 a 45
repetidos CGG que generalmente se presenta en la poblacidon general, mientras tanto la
presencia de alelos entre 45 y 200 repetidos CGG pueden presentar inestabilidad, lo que
produce expansiones en futuras generaciones. Dentro de este espectro de repetidos se han
definido como alelos intermedios (zona gris) a los alelos que contienen de 45-55 repetidos
CGG, ya que a pesar de presentar inestabilidad, nunca se han asociado con la aparicién de
algln sintoma, mientras que los alelos denominados como “premutacién” contienen de 55-
200 repetidos CGG y a pesar de no presentar el cuadro clinico cldsico de FXS, se relacionan

con la presencia fenotipica de FXPOI, que con el paso de una generacién a otra puede
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expandirse a niveles de una mutacién completa, principalmente por transmisién materna.
Finalmente, los alelos con mutacidn completa presentan mas de 200 repetidos CGG y se
asocian con la hipermetilacién del gen FMR1, que ocasiona la perdida de la expresion de la
proteina FMRP, que es la causa de este sindrome (Hersh et al., 2911; Hunter et al., 2014).
Por lo tanto es importante realizar el diagndstico molecular con técnicas sensibles y
especificas para determinar el nUmero de repetidos y con ello ayudar a identificar tanto a
pacientes afectados como a portadores asintomaticos, ya que de esta forma se puede
inferir el prondstico y el riesgo de cada individuo de transmitir la enfermedad a la

descendencia, y esto puede favorecer la disminucion de la aparicién de nuevos casos.

Hasta la fecha se sabe que son pocas las instituciones de salud que cuentan con un
diagndstico certero para esta patologia, principalmente debido a que los procesos
diagndsticos son costosos. Esto es muy relevante para nuestra poblacion, ya que como se
describié anteriormente es la causa mas importante de retraso mental, no obstante existen
algunos reportes en la literatura donde se describen muy pocos casos de FXS en nuestro
pais (Gonzalez-del Angel et al., 2000), por lo que también es importante obtener una mejor
estrategia de seleccidn de pacientes a través de un estudio clinico detallado. Ante este
escenario, se ha planteado caracterizar a la patologia desde el punto de vista genético y
clinico, con la finalidad de dirigir el diagndstico tanto en pacientes como a familiares, y
lograr tener un alcance para la mayor poblacién posible, y con ello tratar de reducir su
impacto en la salud publica que esto causa, asi como aplicar acciones tanto preventivas

como de seguimiento en base a lo que se conoce de la patologia.

8.1 Sensibilidad de la técnica diagndstica

Por mucho tiempo el diagndstico molecular certero de la patologia se realizé6 mediante la
implementacién de la técnica southern blot, sin embargo se sabe que puede presentar
algunas limitaciones para determinar el numero exacto de repetidos en rangos de

normalidad y premutacién, y en ciertos casos tener un bajo poder de discriminacién debido
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a la presencia de alelos conformados por mds de 1000 repetidos, ya que se corre el riesgo
de obtener un resultado falso negativo debido a la baja eficiencia de amplificacién de un

alelo tan grande conformado por repetidos CGG.

Por lo tanto, como primera fortaleza de nuestro estudio fue la confirmacion del diagnéstico
molecular basado en la técnica de PCRy TP-PCR acopladas a electroforesis capilar, el uso de
un estuche diagndstico que contemple la fusion de ambas técnicas proporciona una alta
sensibilidad para determinar el nUmero exacto de repetidos con un limite de detecciéon de
alrededor de 200 repeticiones CGG (Monaghan et al., 2013). Pero aun en el caso de alelos
mayores de 200 repetidos, dicha técnica no es un inconveniente ya que determina la
presencia de un alelo mutado y estima un nimero aproximado de repetidos, esto gracias a
gue se han implementado coadyuvantes de la reaccion que hacen mas eficiente la
amplificacién por PCR (Monaghan et al., 2013). Por lo tanto se puede determinar la
presencia de FXS, ya que el nimero de repeticiones por encima de 200 repetidos no
modifica fundamentalmente el cuadro clinico del paciente, en sentido contrario, en los
portadores con <200 repetidos el fenotipo si se puede ver modificado dependiendo el
numero de expandidos, por este motivo es mas valioso que sea sensible en este rango, ya
gue de esta manera se puede brindar un mejor asesoramiento genético. Aunado a estos
aspectos la eficiencia y su rapidez de implementacién hacen que éste método pueda ser

utilizado como un método de diagndstico rutinario a diferencia del Southern blot.

8.2 Seleccidn de pacientes con probable FXS

En este trabajo caracterizamos un grupo de 26 pacientes con déficit intelectual y
caracteristicas fenotipicas que se pueden asociar con el FXS, interesantemente en la
mayoria de los casos se observd una historia familiar que sugeria un patréon de herencia
ligado a X; por lo que se decidid realizar un estudio clinico para definir de forma mas
detallada los signos y sintomas asociados directamente a la patologia en pacientes de origen
Mexicano. Anteriormente, en nuestra poblacidén solo se cuenta con un reporte en el cual
se analizé clinica y molecularmente a pacientes con DI (Gonzélez-del Angel et al., 2000), en
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dicho estudio se reportd una muy baja frecuencia de FXS, muy por debajo a lo reportado en
la literatura. Por lo que la primera incégnita es “ési la presencia de FXS en nuestra poblacién
es diferencial a lo reportado a lo largo del mundo?”. Sin embargo, al realizar un analisis
detallado de lo reportado, una de las posibles causas de este resultado podria estar
cimentada en la seleccion de pacientes, ya que su andlisis clinico solo se basé de manera
general en la puntaciéon de Hagerman, refiriendo un rango de puntuacidon de sus pacientes
por debajo de los 16 puntos. Por ello, en nuestro estudio se analizd clinicamente a los
pacientes mediante la escala de Hagerman, ademas de la escala modificada de Mila para
definir de mejor manera como seleccionar a los pacientes y discriminar pacientes que no
cumplen con ciertos pardmetros para ser incluidos en un estudio molecular. Aunado a esto,
todos los pacientes con DI seleccionados se exploraron fisicamente y se interrogaron
intencionadamente en busca de caracteristicas clinicas como son macrocefalia relativa,
frente ancha, nistagmos, estrabismo, paladar alto o arqueado, malposicién dental, defectos
en la refraccion, talla alta, pie plano, piel delgada, pliegue palmar Unico, escoliosis,
alteraciones cardiacas, obesidad, retraso en el desarrollo psicomotor, ansiedad, rabietas,
desorden del espectro autista entre otras manifestaciones, en base a las principales
caracteristicas clinicas reportadas por Gallagher et al., 2012; Pirozzi et al., 2011; Hersh et
al., 2011; McLennan et al., 2011; Hagerman & Hagerman 2013; Leehey, 2009. Todo ello con

la finalidad de establecer una mejor seleccion de los pacientes.

Tabla 20. Estudios de FXS en pacientes con DI en México

Gonzalez-del Angel et al., 2000 Nuestro estudio
Total 62 26
FRAXA 3% 31%
No FRAXA 97% 69%

Tomando en cuenta estos aspectos, en nuestro estudio los casos positivos para FXS
mostraron un valores hasta de 20 puntos en la escala de Hagerman muy por encima de los

reportado por Gonzalez et al., lo que refleja una mayor identificacion de casos de FXS (tabla
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20), por lo tanto es de gran relevancia tener un estudio clinico mucho mas detallado para

poder filtrar un mayor de casos negativos.

Para mostrar esta hipdtesis seleccionamos diversos trabajos reportados en la literatura
(Tabla 21), en los cuales no existen criterios estrictos en la seleccién de pacientes y solo se
basa en que los pacientes deben presentar como signo caracteristico el déficit intelectual.
Ademads en los estudios realizados por Butler et al., y Turner et al.,, en 1991 y 1996
respectivamente el diagndstico no fue mediante técnicas de biologia molecular, sino por la
realizacién de un diagndstico citogenético, y esto ultimo puede favorecer la presencia de
falsos negativos. Como se puede observar en la tabla 21, los resultados muestran que en

esos trabajos el porcentaje de pacientes positivos es muy bajo.

Tabla 21. Diagnostico de FXS en pacientes con DI

: . G alez —
Butler et Mortonet De Vrieset Crawfordet Igbaletal., Gurujuet p nga e? i
el Angel e
al., 1991*  al., 1997 al., 1997 al., 1999 2000 al., 2009 g
al., 2000*
Total 188 163 1519 1979 305 327 62
FRAXA 10% 7% 3% 0.25% 9% 8% 3%
No FRAXA 90% 93% 97% 99.75% 91% 92% 97%
Turner et Arvioetal., Elbazetal.,, Patsaliset Al Husain .
Nuestro estudio*
al., 1996 1997 1998 al., 1999 et al., 2000
Total 472 344 219 611 94 26
FRAXA 2% 11% 3% 1% 6% 31%
No FRAXA 98% 97% 97% 99% 94% 69%

*Utilizacién de la puntacién de Hagerman para caracterizar a los pacientes.

Por lo que los resultados del presente trabajo sugieren que a partir de una mayor
sensibilidad de la técnica diagndstica y/o una caracterizacion detallada de los pacientes se
puede dirigir de manera mas adecuada el diagndstico de FXS. Sin embargo, también es
importante considerar que el tamafio de muestra de nuestro estudio aun es limitado, y que
4 casos también resultaron surgir de un caso familiar, por lo que es importante aumentar

el nimero de individuos analizados para tener conclusiones finales.
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8.3 ¢Cdomo caracterizar finamente a los pacientes con probable FXS?

Ante los datos sugestivos que nos llevan a realizar un diagnéstico clinico detallado para
dirigir de manera mas adecuada al diagndstico de FXS, decidimos analizar diferencias entre
los pacientes confirmados con FXS y los pacientes confirmados como negativos para la

mutacion en el gen FMR1.

Datos clinicos 1 2 3 20 21 24 25 26
Sexo M M F M M M M M
Edad 10 17 7 15 12 11 15 11
Consanguinidad = = = & i
Endogamia = = = = 5 = Z =
Historia familiar DI + + + + % + 5 +
Talla alta TN N TA TA TN TN N N
Macrocefalia relativa = = = = - u
Cara alargada + + + + + +
Frente prominente + + + + + + + +
Pabellones auriculares grandes + + + + & +
Estrabismo - = < + = _
Paladar alto y arqueado + + + + PH + T
Malposicién o apifiamiento dental + + + + + + + +
Macroorquidismo D + - + = D +
Cardiopatia - - CIA - - - - _
Hipotonia generalizada - + + < = z 2 =
Pliegue palmar tinico - - - # = 2 - _
Hipermovilidad pequefias articulaciones - + + + + = - -
Escoliosis = = = = = x . "
Crisis convulsivas < = . N - 5 - ¥
Obesidad - - - - - - - -
Déficit intelectual (DI) + + + + + + + T
Retraso en el desarrollo psicomotor + + + + + + + +
Ansiedad = B + - - _
Hiperactividad + + + + + + + +
Poco contacto visual + - - = + 1 A
Retraso o ausencia de lenguaje + + + + + + + +
Lenguaje preservado + - S + + ¥
Movimientos estereotipados + + + - - - + +
Autismo - = + - i - - _
M: Masculino; F: Femenino; (-): Negativo; (+): Positivo; (D): Dudoso; TN: Talla Normal; TA: Talla alta; TB: Talla baja; CIA: Comunicacion

interauricular; PH: Paladar hendido

Como se puede observar en la Tabla 20 hay datos clinicos que se pudieron observar en el
100% de los pacientes con FXS como es el caso del déficit intelectual, el antecedente de
retraso en el desarrollo psicomotor e historia familiar de déficit intelectual, la cara alargada,
frente prominente, pabellones auriculares grandes, inadecuada posicion dental e
hiperactividad, finalmente otras caracteristicas importantes que el 100% de los pacientes
no presentaron fue la ausencia de consanguinidad, macrocefalia relativa, pliegue palmar

Unico y escoliosis, que a pesar de ser caracteristicas reportadas en pacientes con FXS en
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nuestros pacientes no se presentaron. Aunado a esto, se han tratado de establecer

pardmetros para definir a pacientes candidatos para el diagnéstico molecular de FXS.

Debido a esto Hagerman et al en 1991 desarrollaron una lista con 13 elementos (anexo 3)
gue fueron las caracteristicas mas representativas en una cohorte de 15 pacientes con FXS
en comparacion con 91 controles (Lachiewicz et al., 2000). En base a este estudio decidimos
buscar estos rasgos en nuestros pacientes para identificar si nuestra poblacién comparte
las caracteristicas clinicas y psicoldgicas reportadas como mas frecuentes en la literatura,
de igual forma hicimos una revisién exhaustiva de todos los datos reportados que pueden
presentarse en un paciente con FXS (tabla2 y tabla 16), para identificar si habia alguna
caracteristica aparte de las 13 principales, como se puede observar en la figura 42. A los
pacientes se les aplico la puntuacién de Hagerman y se encontré que 7/8 pacientes
presentaron un puntaje igual o mayor a 16 puntos, lo cual es altamente sugestivo de FXS
segun lo reportado por Hagerman et al., 1991; para reforzar estos parametros también se
utilizé el punto de cohorte reportado por Mild et al, en el cual con una puntuacién de 13 o
mas considera que el cuadro clinico es muy sugestivo de FXS, ya que de los pacientes totales
estudiados 12 quedaron dentro del rango establecido por Mila et al., de estos 12, 8 tuvieron
un diagndstico molecular positivo para FXS. Los pacientes negativos tuvieron un puntaje

promedio de 11 puntos (rango de 7 a 15).

En base a esto podemos decir que si se utiliza la puntuacién de Hagerman et al., es muy
probable que al realizar el estudio molecular este sea positivo, sin embargo se pueden
presentar pacientes que no alcancen el puntaje requerido debido a la edad o que como el
cuadro clinico de esta enfermedad es variable no presenten todos los datos clinicos
esperados. Por lo cual es importante considerar la modificacidn establecida por Mila et al,
para abarcar con mayor seguridad a un nimero mayor de pacientes positivos para la
patologia (ver Fig 43). El uso de ambas escalas nos lleva a tener un mayor control en la

seleccion de pacientes para referirlo a un estudio molecular.
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Nuestros resultados sugieren utilizar conjuntamente la escala definida por Hagerman, asi
como la escala modificada por Mila (Mila et al., 1996). En base a los resultados de ambos
investigadores y conforme a lo analizado en nuestra cohorte de pacientes, los pacientes que
presenten valores por encima de 13 puntos son candidatos a diagndstico molecular. Esta
practica debe ser importante en los servicios de salud, ya que generalmente en nuestro
entorno no son tomados en consideracién. La realizacion de un andlisis clinico detallado es
fundamental para no exceder el nimero de estudios moleculares especificos para FXS, lo
cual repercute directamente en la economia del paciente y del sector publico de salud,
ademas esta practica puede garantizar agilizar el diagndstico de patologias relacionadas y
no entorpecer la busqueda de otras posibles causas asociadas al DI. Sera responsabilidad
del médico especialista determinar a través de las caracteristicas clinicas de los pacientes
gue se encuentren en el umbral cercano a 13 puntos, si es posible que se les pueda realizar
dicho estudio. Por otro lado, en pacientes con valores por debajo de 11 puntos no serian
candidatos al diagndstico molecular, por lo cual el diagnéstico se debe enfocar alguno de
los diagnosticos diferenciales. Los resultados de este trabajo nos pueden sugerir una mejor

manera de dirigir el diagndstico de pacientes con probable FXS.

La edad promedio de diagndstico de nuestros pacientes fue de 13 afios para los hombres y
7 anos para la mujer, lo que en el caso de los hombres es mayor a lo reportado en la
literatura donde se establece que la edad promedio de diagndstico del FXS es de 5 a 7 afios
para los hombres y 9 afios para las mujeres, el retraso en el diagnostico puede estar
atribuido a la falta del diagndstico molecular disponible para todos los paciente, ya que la
mayoria de los pacientes tenian el diagnostico probable de FXS desde tres afios antes de su
confirmacién molecular. En el caso de las mujeres su diagndstico estuvo ligeramente por
debajo de lo esperado, este Ultimo puede estar atribuido a que al ser una enfermedad ligada
al X no es comun encontrar mujeres afectadas, en el caso de nuestra paciente algo que
ayudo para su diagndstico fue el antecedente de un hermano con datos clinicos de FXS
(Mandel et al., 2004; Bailey et al., 2009); el retraso en el diagndstico es un punto importante

a tener en cuenta, ya que al no existir estudios disponibles para todos los pacientes que
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presente datos clinicos compatibles no es facil comprobar el diagndstico clinico y al suceder
esto no se puede brindar un adecuado asesoramiento genético, lo que puede favorecer que
pueda existir varios afectados en una sola familia. Todo lo anterior ilustra la importancia de
este estudio ya que se pudo demostrar que la técnica de biologia molecular utilizada por
nosotros es de facil aplicacion, y puede ayudar a un diagndstico tanto de pacientes con FM

como de las madres portadoras.

8.4 Premutaciony portadoras

Segun lo reportado por Wittenberg et al., 2007; Willemsen et al., 2011; Pirozzi et al., 2011;
Hersh et al., 2011; Abrams et al., 2012; Gallagher et al, 2012, aproximadamente el 20% de
las mujeres portadoras de la premutacién presentan FXPOI, en comparacién con el 1% de
la poblacién general, sin embargo en nuestro estudio de las mujeres en las familias con
resultado positivo para FXS, se investigd el antecedente de FXPIO, y se ofrecié el estudio
molecular, el cual se realizd a 6 mujeres de las cuales 5 fueron positivas para la premutacion,
de estas 6 mujeres, 4 son madres de nifios con FSX, y 2 son hermanas de dos de estas
mujeres. Entre las 5 mujeres con premutacion encontramos que solamente una presento
FXPIO, lo que equivale 20% de nuestra poblacion, lo que es congruente con lo reportad en

la literatura.

Se realizo el estudio molecular para busqueda de la premutacion a todas las madres de los
pacientes que sometimos al estudio (ver Fig. 44), de los 8 pacientes con estudio molecular
positivo se corroboro que las madres son portadoras de la premutacién, lo que es
corresponde con lo reportado por diversos autores (Hagerman et al., etc), asi mismo por lo
postulado por Sherman en lo que se denominé como “Paradoja de Sherman” (ver Tabla 1)
donde dice que todas las madres de los pacientes con FM son portadoras de la premutacién
y que no existen casos de novo (Sherman et al., 1984; Sherman et al., 1985; Abrams et al.,

2012).
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En las mujeres estudiadas que no presentaron la premutacion el rango de repetidos fue de
29 a 31 repetidos CGG, con un promedio de 30 repetidos CGG, lo que concuerda con lo
reportado por Nufiez et al. en 2008 donde publica que en la poblacion mexicana el rango
de repetidos CGG es de 31 a 35 con un promedio de 32 repetidos CGG, ya que nuestro
resultado cae en este rango, sin embargo es importante tener en cuenta que la mayoria de
nuestra poblacion es del centro del pais, y el promedio de repetidos puede cambiar

dependiendo de la regidn del pais de donde provenga.

Es importante que a los pacientes que se encuentran en el rango de premutacién se les dé un
asesoramiento genético adecuado y para esto es importante conocer el nimero exacto de repetidos
CGG, cuestion que el tipo de técnica molecular utilizada en este estudio permite. El asesoramiento
genético debe ser personalizado ya que esto se puede ver modificado dependiendo de cual de los
padres sea el portador de la premutacién, siendo mds comun que la mujer sea la que herede la
enfermedad, asi como del nimero de repetidos CGG que tenga el portador. Para proporcionar un
riesgo de recurrencia mas adecuado durante el asesoramiento genético podemos basarnos en las
tablas publicadas por Yrigollen et al., 2014 (ver secciéon de asesoramiento genético) donde por
estudios realizados en varias mujeres portadoras nos permite dar un porcentaje de riesgo de la
expansion de la premutacidn dependiendo del nimero de repetidos, la edad maternay en caso de
conocer el nimero de interrupciones AGG, ya que todos estos factores pueden modificar el riesgo
de expansion, al conocer este riesgo es importante conocer que opciones reproductivas se le
pueden ofrecer a nuestra paciente. Ademas la adecuada intervencidn de estos pacientes nos lleva
a fortalecer el apoyo psicolégico de los pacientes y familiares e implementar técnicas de tratamiento
via diferentes especialidades para dar un tratamiento integral del paciente y mejorar su calidad de

vida.

8.5 Sindrome de X — Fragil vs Sindrome de Delecion 8p-

Finalmente, dentro de los hallazgos que se obtuvieron de éste trabajo fue la descripcion de un caso

familiar de FXS peculiar, donde encontramos un paciente que aparte presentar la mutacion
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completa para FXS presentd un cariotipo en sangre periférica donde se observa una delecién en el
brazo corto del cromosoma 8, donde las caracteristicas clinicas que presenta nuestra paciente se
pueden confundir el diagndstico, ya que las principales caracteristicas clinicas reportadas en el
sindrome por delecién 8p- son microcefalia, la presencia de cardiopatia congénita, hernia
diafragmatica, hipospadias en varones, déficit intelectual de leve a moderado, alteraciones en el
comportamiento como TDAH, hiperactividad e impulsividad y problemas de atencién (Ballarati et
al., 2011). Sin embargo mostré tener una expansion de >200 repetidos CGG en el gen FMR1 en
uno de sus cromosomas X, de manera similar a su hermano quien muestra también la expansién de
>200 repetidos CGG presentando un fenotipo mas franco para FXS. Considerando las caracteristicas
clinicas y facies de la paciente y de los reportados en la literatura (FIG 48), parecerian que son
sugestivos de FXS. Este caso nos sugiere que ambos datos clinicos se sobrelapan por lo que se
sugiere probablemente exista un efecto sinérgico entre ambas entidades o que al presentar
caracteristicas similares y tan frecuentes ambas entidades no se pueda diferenciar entre ambas. De
acuerdo a nuestro conocimiento éste seria el primer caso en la literatura que presente estas

caracteristicas en una misma familia analizada.

En resumen, el presente estudio nos ayudd a lograr una mejor manera de como dirigir el
diagnostico de pacientes con FXS, ya que se observo que con las escalas utilizadas y los datos clinicos
que se buscaron en los pacientes, se logrd obtener y definir mejor los datos clinicos que son mas

importantes buscar en los pacientes que se consideran como candidatos para el estudio molecular.

9 CONCLUSIONES

a. Se demostré que un adecuado andlisis clinico, considerando las caracteristicas

especificas de la patologia a través de una exploracidn fisica detallada y el uso de las
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escalas clinicas de manera adecuada considerando el puntaje obtenido con la escala
de Hagerman y la escala modificada por Mild, ayuda a dirigir de manera mas
adecuada hacia el diagndstico de FXS, incrementando la posibilidad de obtener un
resultado positivo a través del diagndstico molecular, lo cual hace mas eficiente y

menos costoso su implementacion en los sistemas de salud a nivel nacional.

Los pacientes con FXS presentan una puntuacién en la escala de Hagerman 215
puntos, mientras que los casos negativos en promedio tienen un puntaje de 11.
Ademas el uso complementario de la escala de Mild provee una mayor eficiencia
para descartar pacientes negativos para FXS considerando como un valor de corte

adecuado de 13 puntos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestra cohorte de trabajo la frecuencia
de FXS fue de 30.7% con respecto a pacientes que presentan DI con caracteristicas
clinicas compatibles con los pacientes de FXS. Por lo tanto no debe considerarse

exclusivamente la presencia de DI para realizar descartar diagndstico de FXS.

La Unica estrategia para determinar si un paciente es positivo para FXS es el
diagndstico molecular. En este sentido el diagndstico molecular basado en PCRy TP-
PCR acoplado a electroforesis capilar es muy confiable y permite obtener
eficientemente el nimero exacto de repetidos en el rango de premutacién, por lo

cual se puede utilizar como un diagnédstico de uso rutinario.

La implementacidn del estudio molecular sustentado en un detallado analisis clinico
favorece el asesoramiento genético adecuado y especifico para cada caso. Y por
ende se optimiza el tratamiento en cada uno de los pacientes, eliminando costos

innecesarios en su seguimiento.
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f. Laidentificacién de mujeres portadoras puede contribuir a la planificacién familiar,
gracias a un asesoramiento genético apropiado y sugiriendo programas de

diagndstico pre-natal y pre-implantacion.

10 PERSPECTIVAS
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Realizar el estudio a mayor escala para conocer la prevalencia de la patologia en

nuestro entorno.

Formular una guia para el diagndstico de FXS mas detallada y que pueda ser

utilizada e implementada en diversos sistemas de salud a lo largo de la republica

Realizar estudios familiares, para identificar transmisién de la enfermedad

Reportar los cambios fenotipicos en los pacientes, para caracterizar mas finamente

la patologia, desde un punto de vista clinico y molecular

Analizar a la poblacién general representativa del pais para determinar promedio

de repetidos y prevalencia de portadores.
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11 ANEXOS

11.1 Anexo 1. Carta de consentimiento informado

SALUD | Instituto Nacional

de Rehabilitacién

INR] Servicio Genética y
Medicina Gendmica

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Meéxico D.F. a de de20

A Quién Corresponda:

Por medio de la presente hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento en forma libre, voluntaria y sin
presiones para participar en el proyecto de investigacion "Desarrollo de nuevos métodos diagnosticos para
enfermedades neurodegenerativas producidas por expansiones de tripletes repetidos” a cargo del D. EN C.
JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE con n® de registro PICSA 12-162, que se realizard en el servicio de Genética del
Instituto Nacional de Rehabilitacion.

He sido informado que el estudio consiste en la implementacion de un mejor método diagndstico del Sindrome de X Fragil
analizando los factores hereditarios que provocan mi enfermedad. Esto se realiza tomando una muestra de sangre de la
vena del brazo para obtener una muestra de mi material hereditario (DNA), existiendo una minima posibilidad de que se
forme un moreton.

Estoy en el entendimiento que de este estudio se obtendrin como beneficios el desarrollo de mejores formas de
diagnosticar la enfermedad, un mejor entendimiento, asi como establecer de manera mas adecuada el riesgo de
transmision a la descendencia y distinguir entre esta enfermedad y otros padecimientos hereditarios.

Es de mi conocimiento que este estudio no tiene ningun costo para mi. También se me explicd que es posible que se
guarde una parte del material hereditario que se obtenga de la sangre, ya que posteriormente se podria estudiar otros
factores que en este momento es imposible analizar y que la informacién obtenida sera confidencial. Asi mismo, se me ha
explicado que puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion y que estoy en
libertad de negarme a participar en el estudio, sin que esto modifique la calidad de atencion médica que reciba en el
Instituto. Finalmente autorizo que se tomen fotografias clinicas que podran ser utilizadas con fines de publicacion en
revistas cientificas de difusion, para conocimiento de mi enfermedad.

NOMBRE DEL PACIENTE: Edad

Fecha de nacimiento: N° exp:

FIRMA DEL PACIENTE, PADRE O TUTOR:

JEFE DEL SERVICIO: RESPONSABLE DEL PROYECTO:

DR. NORBERTO LEYVA GARCIA D. EN C. JONATHAN JAVIER MAGANA AGUIRRE

Tel: (55) 5999 1000 wwwinr.gob.ms
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11.2 Anexo 2. Hoja de recoleccion de datos

Sindrome de X-Fragil

Nombre:
Edad: Fecha de nacimiento: Registro:

Toma de muestra: Teléfono:

Direccion:

Tutores:

ARBOL GENEALOGICO

ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES:
O Falla ovarica prematura O Ataxia O  Déficit intelectual O Hipotensién

Madre:

[0  Pabellones auriculares grandes FOP

FXTAS
Enfermedad tiroidea
Cl:

Depresion
O  Hipermovilidad de pequefias Toxicomanias
Mialgias

Fibromialgia

articulaciones
O  Ansiedad
O Obsesiva

oooo

ooooo

Hipertension
ANTECEDENTES DEL PACIENTE:

Menores de 3 afios:
O Retraso/ausencia del lenguaje O RDPM O Poco contacto visual
0 Hipotonia O Aleteo en manos [0 Emesis constante

Desarrollo psicomotor:
Succidn: Sostén cefalico: Denticion: Ablactacion :

Sedestacion: Bipedestacion: Gateo: Marcha asistida:
Marcha independiente: Control de esfinteres: Balbuceo: Monosilabos:

Palabras: Frases:

CARACTERISTICAS FISICAS Y PSICOLOGICAS DEL PACIENTE:

Caracteristicas faciales
Macrocefalia relativa Ptosis palpebral [0 Paladar alto / arqueado O Malposicion /
Nistagmus O Hiperopia apifiamiento dental

Estrabisma O Astigmatismo

Frente ancha
Cara larga y estrecha

oood
oooo

Orejas prominentes Paladar hendide
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Caracteristicas fisicas

O Talla alta O PEV O Hiperlaxitud OO0 ERGE

0 Macro-orguidismo O Pliegue palmar dnico [0 Crisis convulsivas I Otitis media repeticion
O Piel delgada O Dpbc O Prolapso véalvula mitral [0 Hipertension

0 Pie plano O Escoliosis

Caracteristicas psicoldgicas

O Déficit intelectual O  Ansiedad O Labilidad emocional O Déficit funciones ejecutivas
O Obsesividad O Retraso en el lenguaje [0 TDAH

Trastorno del espectro autista

O Autolesion O Irritabilidad [0 Poca atencidn [0 Hipersensibilidad a estimulos
O Agresividad [0 Distraido [0 Movimientos estereotipadaos sensitivos

O  Impulsividad O Apaticos [0 Resistente al contacto fisico

[0 Rabietas O Aislamiento [0 Poco cooperador

ESTUDIOS:

Coeficiente intelectual:

Cariotipo:

E. Mol:

EEG:

IRM:

USG Testicular:

107



11.3 Anexo 3. Puntuacion de Hagerman

Puntuacion de Hagerman (Hagerman et al., 1991)

0 puntos 1 punto 2 puntos

Retraso mental a (W u
Hiperactividad a a a
Dificultad de atencidn a a u
Defensa tactil a a u
Aleteo de manos a a u
Mordida de manos a a a
Dificil contacto visual a a a
Habla repetitiva a a a
Hiperextensibilidad de la articulacion metacarpo-

falangica (doble articulacién) Q Q Q
Orejas grande y/o prominentes a a a
Macroorquidismo a a a
Pliegue palmar uUnico o linea de Sydney a a a
Historia familiar de retraso mental a a d

0: No presente; 1: Cuestionable, dudoso o borderline; 2: Presente
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11.4 Anexo 4. Formato de entrega de resultados (Negativo)

SALUD i Instituto Nacional
MRIATE A [ de Rehabilitacion

INR/| servicio Genéticay
Medicina Genémica

RESULTADO.

México D.F. a 12 de Diciembre de 2014

Se realiz6 la deteccion del numero de repeticiones del trinuclettido Citosina-Guanina-Guanina
(CGQG) en la regidn 5°no traducida del gen asociado al Sindrome de X fragil (FMR1) al paciente
BERNARDINO MARTINEZ COSME RODRIGO con fecha de nacimiento 1/01/08.

La prueba consta de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN genémico
purificado de sangre completa, andlizada a travésde electroforesis capilar en un analizador

genético.
HEBERSBE TIPO DE ALELO FENOTIPO
CGG
<45 Normal
Normal

46 - 54 Intermedio

55 - 200 Premutacion FX-TAS / FX-POI
> 200 Mutacién Completa FXS

(FX-TAS: Sindrome de Temblor/Ataxia, FX-POI: Insuficiencia Ovarica Primaria,
FXS:Sindrome del X fragll)

Resultado: El nimero de repeticiones CGG en el gen FMR1 se encontré por debajo de los 45
tripletes.

DIAGNOSTICO NEGATIVO PARA EL SINDROME DEL X FRAGIL (FXS)..
e 7,

Dr. en C. Jofiathdn Javier Magaiia Aguirre
Especialista en Genética Médica Genética y.Biologia Molecular

REG.ESP. 3815378 CMG : n° 146 Ced Prof: 5357811

Dy ! wion Otopédica - .
27, Hispal Con ?). . L OPSAOMS pars A Comiads ECMX 05400
\ o 5 fad Cienier W i lmves blatas iom Médica A0 1NO W] 2008
= 212 M5 RIS Mt 2012.201¢
Cale Meésun Noxchumiko No. 289, Coll Arenal de Guadalupe, ( 1 14389, Delegacnmn l:"l an, Meévwn, D F
Tel (351 3999 100D www inr.gob.my

109



11.5 Anexo 5. Formato de entrega de resultados (Positivo Premutacion)

SALUD & ‘ A Instituto Nacional

SECRETARIA DE SALUD L= ,_"‘ dc Rchﬂbi]itﬂcidn

) INR Servicio Genética y
' Medicina Genémica

RESULTADO.
México D.F. a 4 de Diembre de 2014

Se realizé la deteccién del nimero de repeticiones del trinucleétido Citosina-Guanina-Guanina
(CGG) en la regién 5° no traducida del gen asociado al Sindrome de X fragil (FMR1) al paciente
SANCHEZ GONZALEZ MARICELA con fecha de nacimiento 13/11/1968.

La prueba consta de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN gendmico
purificado de sangre completa, analizada a través de electroforesis capilar en un analizador

geneético.
NUMERO DE TIPO DE ALELO FENOTIPO
CGG
< 45 Normal
Normal

46 - 54 Intermedio

55 - 200 Premutacion FX-TAS / FX-POI
> 200 Mutacion Completa FXS

(FX-TAS: Sindrome de Temblor/Ataxia, FX-POI: Insuficiencia Ovarica Primaria,
FXS:Sindrome del X fragll)

Resultado: El nimero de repeticiones CGG en el gen FMR1 se encontré por encima de los 55
tripletes, alelo premutado.

DIAGNOSTICO PREMUTACION EN EL GEN ASOCIADO AL SINDROME DE X FRAGIL
(FXS).

B A /ﬁ%@dﬁ

Dr. en C. Jonathan Javier Magaiia Aguirre
Genética y Biologia Molecular
REG.ESP. 3815378 CMG : n° 146 Ced Prof: 5357811
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11.6 Anexo 6. Formato de entrega de resultados (Positivo Mutacién completa)

SALUD : Instituto Nacional

SECRETARIA DE SALUD \‘_I 70N " dC RChﬂbiIirﬂCién

IN R| servicio Genética y
Medicina Genémica
RESULTADO.

México D.F. a9 de Enero de 2015

Se realizé la deteccion del nimero de repeticiones del trinucleétido Citosina-Guanina-Guanina

(CGG) en la region 5° no traducida del gen asociado al Sindrome de X fragil (FMR1) al paciente
ERICK DANIEL HERNADEZ LEDEZMA con fecha de nacimiento 01/08/2003.

La prueba consta de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN gendmico

purificado de sangre completa, andlizada a través de electroforesis capilar en un analizador
genético.

HUMERG DE TIPO DE ALELO FENOTIPO
CGG
< 45 Normal
Normal
46 - 54 Intermedio
55-200 Premutacion FX-TAS | FX-POI
> 200 Mutacion Completa FXS

(FX-TAS: Sindrome de Temblor/Ataxia, FX-POI: Insuficiencia Ovarica Primaria, FXS:
Sindrome del X fragll)

Resultado: El numero de repeticiones CGG en el gen FMR1 se encontrd por encima de los 200
tripletes CGG.

DIAGNOSTICO POSITIVO PARA EL SINDROME DEL X FRAGIL (FX$).

Se extiendeyel presente como documento clinico probatorio.

Dr. Norberto Leyva Garcia Dr. en Cdpnathan Javier Magaiia Aguirre
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