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INTRODUCCION

Cuando, en el ano 80, recibi una beca del Gobierno francés para hacer una Tesis
Doctoral en Biologia Humana, el que fuera mi jefe y director de la Tesis, el Profesor
André Boué, puso unos papeles encima de mi mesa pidiéndome que los estudiara
porque ¢ése iba a ser el tema de mi Tesis. Era la primera vez que leia algo sobre el
Sindrome X Fragil (SXF).

Han pasado mas de 20 afios y todavia actualmente mucha gente desconoce este
Sindrome. Sin embargo, el SXF es la causa mas comin de Retraso Mental (RM)
hereditario y una de las enfermedades genéticas mas frecuentes. Su deteccion precoz
es por ello muy necesaria, no solo para el propio paciente, sino también para prevenir la
aparicion de mas casos en una misma familia. Como se puede ver, he empezado hace 20
afios y lo he hecho, porque quiero presentar esta ponencia desde un punto de vista
historico, para ver como ha ido evolucionando el tema a lo largo de los afios y darnos
cuenta de los grandes logros obtenidos.

1.- El Retraso Mental y sus causas.

En atencion primaria, el pediatra estd acostumbrado a ver niflos con RM, porque,
aproximadamente, el 3% de los nifios lo presentan (1) y, en general, un total del 10%
tiene dificultades en su aprendizaje. Entre las causas que originan RM se encuentran las
genéticas, las infecciosas, las ambientales y las traumaticas. En realidad, se considera
que existe RM cuando el Coeficiente de Inteligencia (CI) es menor o igual que 70 y por
ello, el diagnostico del RM requiere realizar este Test, que, por otra parte, no siempre
es facil en nifos pequefios. Pues bien, con el CI realizado, s6lo el 0.3-0.4% de todos los
niflos presentan un RM de moderado a profundo y, en estos, las causas genéticas se
encuentran en mas del 50% de los casos. Sin embargo, entre el 0.9-2.7% de los nifios
con RM ligero y/o moderado, no se puede identificar una causa genética mas que en el
13% de los casos. Entre estos se encuentran la mayoria de los casos con SXF (2).

Ya desde los primeros estudios realizados en personas con RM, se observé que habia un
exceso de varones, lo que hacia pensar en genes ligados al cromosoma X responsables
de esta entidad (3). La identificacion del Sindrome X Frégil en el afio 1977 (4) supuso la
primera comprobacion de esta teoria. Hoy dia, los recientes avances en el
desciframiento del Genoma Humano y el estudio de ligamiento de numerosas familias
que presentan RM ligado al X por el arbol familiar, han demostrado la presencia de mas
de 200 genes en el cromosoma X causantes de RM, entre los cuales, 33 de ellos han
sido ya identificados (5).

2.- Clinica del SXF.

No vamos a entrar en este tema por corresponder a la anterior ponencia, pero si creo
importante remarcar en este foro que la clinica clasica del SXF, descrita ya en 1943 por
Martin y Bell (6) y que asocia basicamente el RM en varones con la cara alargada, las



orejas grandes y despegadas y el macroorquidismo o aumento del tamafio testicular, es
la clinica del varén postpuberal Pero en el nifio por debajo de 14 afios, las
manifestaciones clinicas estan muy atenuadas, no pudiéndose diagnosticar clinicamente
por el fenotipo y mucho menos al nacimiento. El Pediatra debera fijarse por lo tanto en
que existe siempre un RM organico, de leve a moderado (muy raras veces severo),
con un cierto retraso en las adquisiciones (sedestacion hacia los 9 meses, deambulacion
hacia los 18 meses, lenguaje hacia los dos afos y medio o tres, muy pobre y repetitivo)
y sobre todo, con una hiperactividad que podriamos decir es el signo mas constante.
Por ultimo, no hay que olvidar ademas, que el SXF puede manifestarse también en
las nifias y mujeres, pero con una gran variabilidad. Son raros pero existen, los casos
con fenotipo semejantes a los nifios (7), pero lo mas frecuente es que no haya ningin
rasgo fisico caracteristico, manifestando s6lo un RM ligero, con trastornos de conducta
(aislamiento, angustia social, timidez) y problemas sobre todo en el lenguaje y en el area
de las matematicas.

3.- La Citogenética o el estudio del cariotipo en el SXF.

Los estudios citogenéticos en el SXF tienen su origen en el hallazgo que hizo Lubs en
1969, quien observo en una familia que los chicos con RM presentaban una posible
alteracion citogenética, que €l llamo un "cromosoma marcador" (8). No fue hasta casi
10 afios mas tarde cuando, los estudios de Sutherland sobre los "sitios fragiles' de los
cromosomas, demostraron que el sitio fragil situado en la banda q27.3 del cromosoma
X, so6lo se obtenia en chicos con un RM semejante al descrito por Martin y Bell y por
Lubs y que ademas, este sitio fragil no se observaba en el cariotipo convencional,
sino empleando cultivos de linfocitos en medios deficientes en acido folico (4). La
asociacion del Sindrome previamente descrito por Martin y Bell, con esa especie de
"fragilidad" en el cromosoma X, dio el nombre al Sindrome X Fragil. Esta asociacion
supuso ademads la primera e importante herramienta para el diagnéstico del mismo y
todos los laboratorios de citogenética del mundo se lanzaron a la busqueda de familias
transmisoras del SXF.

El estudio del cariotipo (no el convencional insisto, sino el especial en medios pobres de

acido folico como ya hemos visto) fue el método de diagnoéstico del Sindrome X Fragil

entre los afos 80 y 90 hasta que, en el afio 91 se descubre el gen responsable del

Sindrome. En esa década, los analisis pusieron de manifiesto:

e Una gran dificultad técnica con la imposibilidad de superar el 50% de células con la
fragilidad.

e La laboriosidad y coste del cariotipo por la necesidad de tener que contar hasta unas
100 mitosis en muchos casos.

e La dificultad de la interpretacion de los porcentajes entre el 1 y el 5%, sabiendo que
por lo tanto, se debian estar dando falsos positivos y negativos.

e La imposibilidad de poner de manifiesto la fragilidad en mujeres que eran
portadoras obligatorias por tener hijos con el Sindrome.

e En fin, la imposibilidad por todo ello de poder ofertar Diagndsticos Prenatales
fiables.

Hoy dia, el estudio del cariotipo para el SXF esta en desuso y es desaconsejable.
Desde hace diez afios, hemos pasado al nivel molecular.



LA ALTERACION MOLECULAR EN EL SXF: SU TRANSMISION.

1.- El gen FMRI1.

En 1991, tres grupos simultdneamente (9,10,11) describen el defecto molecular que
origina el SXF: Se trata de una alteracion en el gen FMRI1, situado en el locus FRAXA,
en la parte distal del brazo largo del cromosoma X. Este gen codifica en individuos
normales una proteina, llamada FMRP que en cambio, se encuentra ausente o muy
disminuida en los individuos afectados. Esto es debido a esa alteraciéon molecular, que
consiste en la expansion anomala de un triplete CGG, acompafiada de una
hipermetilacién de una isla CpG adyacente al gen FMR-1, lo que a su vez produce la
inactivacion del gen y por lo tanto la falta de sintesis de la proteina.

El mecanismo mutacional del SXF supuso, en el inicio de la década de los 90, un gran
descubrimiento, ya que fue la primera -de toda una serie de enfermedades genéticas que
hoy dia ya conocemos- en la que se observo la inestabilidad de tripletes. Pero esto que
nos puede parecer tan complejo, explicd sin embargo la mayoria de las lagunas que se
tenian sobre su modo de transmision.

2.- Su herencia.

Inicialmente se consideraba que el SXF era una enfermedad recesiva ligada al X, o sea con
varones afectos y mujeres transmisoras. Sin embargo, pronto se observaron arboles
familiares en los que parecia que habia hombres transmisores, asi como mujeres que
padecian en mayor o menor grado la enfermedad. Pues bien, esto es debido a que la
expansion anémala del triplete CGG se desarrolla en dos etapas: Una primera que se
denomina ""Premutacion", en la que tanto mujeres como hombres son transmisores con
inteligencia normal, y una segunda denominada ""Mutacién completa”, en la que todos
los varones presentan RM, y aproximadamente un 59% de las mujeres (12). Por ello, hoy
dia se considera al SXF como una enfermedad dominante con penetrancia incompleta.

Vamos a explicar esto con mas detalle: ya de entrada, el nimero de repeticiones del
triplete CGG es polimorfico, es decir no siempre es el mismo en todos los individuos de
la poblacidn general, pudiéndose hacer tres grupos de individuos:

e En las personas normales, ese numero se encuentra dentro de ciertos limites, entre
6 y unas 50-60 repeticiones, entre los cuales el gen se comporta normalmente y
expresa proteina.

e Cuando el nimero de repeticiones se situa entre 50-60 y unas 200, la isla CpG
adyacente no se altera todavia, por lo que se sigue transcribiendo la proteina y el
individuo no manifiesta alteraciones fenotipicas. Sin embargo, ese niimero de
repeticiones adquiere una gran inestabilidad tanto a nivel meidtico como mitdtico,
de forma que, cada vez que las células se dividen, el nimero de repeticiones CGG
va aumentando. Este es el caso de los “premutados/as” o portadores que, siendo
sanos por producir proteina, tienen en cambio riesgo de tener descendencia con el
Sindrome. Pero hay una gran diferencia entre los hombres premutados (o
varones transmisores) y las mujeres premutadas: los hombres, al tener un so6lo
cromosoma X no presentan casi inestabilidad meidtica por lo que todas sus hijas
seran también portadoras premutadas y por lo tanto sanas, pero éstas, por tener dos



cromosomas X que se aparean en meiosis, el X con la premutacion sufre una gran
inestabilidad y pasa a su descendencia un nimero de repeticiones del triplete CGG
muy superior, pudiendo tener hijos/as que manifiesten el Sindrome.

e A partir de las 200 repeticiones, el gen pasa al estado de mutacion completa, sin
producir proteina y con las caracteristicas fenotipicas, tal como se ha explicado en el
primer parrafo de este apartado.

No podemos dejar de decir que, como en cualquier gen, también existen en el gen
FMR1 mutaciones puntuales y delecciones, que producen asimismo la ausencia de
proteina o una proteina andmala, y por lo tanto el Sindrome. Pero esto sucede sélo en un
5% de los casos. En el 90-95% de los casos de SXF, la causa ha sido la amplificacion
anomala del triplete CGG.

3.- La fisiopatologia del SXF.

(Qué funcioén tiene esa proteina para que su ausencia produzca tan importantes
manifestaciones clinicas? Pues bien, la FMRP es una proteina ubicuitaria, que se
expresa en diferentes tejidos, y, dentro de la célula, se localiza sobre todo en su
citoplasma. Su funcidn es el transporte del ARN y de otras proteinas desde el nucleo de
la célula al citoplasma.(13). De ahi que su ausencia logrard que otras proteinas no
lleguen a actuar en su sitio adecuado por lo que, aunque el gen mutado es uno solo, las
manifestaciones fenotipicas son diversas, variadas y heterogéneas.

Por ultimo, s6lo nos queda afiadir en este apartado como explicamos el que haya
mujeres con la mutacién completa que estén afectadas, cuando, ademas del gen mutado,
tienen un cromosoma X normal que expresa proteina. Pues bien ello se debe a que, en la
mujer, de los dos cromosomas X tan solo uno de ellos esta activo y por lo tanto
funcionante, y el otro se inactiva, inactivacion que se produce al azar. Dependiendo por
lo tanto de cual sea el cromosoma X que quede inactivo en los tejidos diana (por
ejemplo en el cerebro) la afectacion sera mayor o menor.

DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL SXF.

En la Unidad de Genética del Hospital de Basurto, tuvimos la oportunidad de conseguir la
sonda para el estudio del locus FRAXA nada més se descubrio el gen (9) y, desde finales
de 1991 hasta la actualidad, se chequea rutinariamente la mutacion del triplete CGG en
todos los varones con RM no filiado que llegan a nuestro laboratorio. Gracias inicialmente
a diversas subvenciones de investigacion (FIS, Gobierno Vasco) recibimos la mayoria
de las peticiones para estudio molecular del SXF que se generan en el Norte de Espafia
(Asturias, Cantabria, La Rioja, Navarra y el Pais Vasco), y hemos podido abordar
ademas el estudio sistematico del Retraso Mental no filiado en dos asociaciones de
discapacitados mentales: GORABIDE en Bizkaia y ULIAZPI en Guipuzcoa.

Al inicio, la unica técnica molecular diagndstica utilizada, era el estudio directo de la
region del gen en donde se encuentra el triplete CGG por medio de la extraccion del
ADN seguida de una digestiéon del mismo, Southern Blot, hibridacién con la sonda
StB12.3 cedida por el Prof. Mandel (14) y deteccion por métodos quimioluminiscentes.
El anélisis de Southern consigue estudiar a la vez el tamafio de la expansion (CGG)n y



el estado de metilacion de la isla CpG adyacente al gen FMR1, permitiendo caracterizar
todas las clases de individuos relacionados con el sindrome que se han visto en el
anterior apartado (12,15). Esta técnica sigue siendo hoy en dia la mas precisa y exacta, y
es de obligada aplicacion para verificar los posibles casos positivos de SXF asi como
sus familiares y para el Consejo Genético y el Diagnostico Prenatal.

Pero el estudio por Southern es largo, costoso y laborioso, asi que para la rutina
diagnostica habia que buscar otros métodos. Gracias nuevamente a subvenciones de
investigacion del FIS y del Gobierno Vasco, estudiamos la puesta a punto de técnicas de
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (16), que son mucho mas rapidas y sencillas.
Fruto de estas investigaciones se leyd una Tesis Doctoral, cuyo resumen ha sido
recientemente publicado (17).

Basicamente, nuestro Protocolo de trabajo consta de tres partes o etapas con

diferentes indicaciones:

e La 1° técnica o de screening es una PCR que se utiliza s6lo en varones y cuyo
producto amplificado lo visualizamos directamente en un transiluminador. Tiene la
caracteristica de que solo amplifica bien en los individuos que no tienen la
expansion del SXF. En una palabra, descartamos rapidamente el SXF debido a la
expansion anomala del triplete CGG. Sus indicaciones son por lo tanto: a) nifios
con RM no filiado (insisto, nifios con CI<70) y b) varones postpuberales que
ademas tengan el fenotipo del Sindrome asociado.

e La 2 técnica, también por PCR, la llamamos de cuantificacion, porque con ella
obtenemos informacién sobre el nimero exacto de repeticiones de un individuo. Es
algo mas compleja que la anterior porque se hace correr el producto amplificado en
un gel de poliacrilamida, pero es la técnica de eleccion en el diagndstico de
mujeres porque discrimina bien los dos cromosomas X (salvo en el caso de
homocigosis). Ademas, tiene una gran importancia para el consejo genético de las
portadoras premutadas, ya que existe una relacion directa entre el numero de
repeticiones y la probabilidad de que se produzca el paso de premutacion a mutacion
completa en la siguiente generacion y por lo tanto la probabilidad de tener hijos
afectos. Pero es importante remarcar también, que debido a su laboriosidad y a la
menor incidencia de nifias con el SXF, no se puede ofrecer indiscriminadamente
a cualquier nifia con RM no filiado, sino que se necesita siempre la sospecha
clinica del SXF.

e La 3 técnica es finalmente la del Southern, que se aplica directamente a las
Familias transmisoras del SXF, en el Diagnostico Prenatal y a todos los casos
dudosos de las dos técnicas anteriores.

NUESTROS RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

He empezado esta ponencia diciendo que el SXF es la causa mas comin de RM
hereditario y una de las enfermedades genéticas mdas frecuentes. Logicamente,
deberiamos ilustrar ahora esta afirmacién con nuestros propios datos.

La Tabla 1 muestra nuestros hallazgos en estos 10 afios, desde mediados del 91 hasta el
30 de junio de 2001, y la Tabla 2 muestra la clasificacion de todos los individuos
estudiados en las familias X Fragil. Vemos por la tanto que llevamos estudiadas 72
Familias y, en ellas, 570 individuos, lo que nos da una media de casi 8§ familiares
estudiados por familia.



Uno de los datos mas importantes a afiadir en este foro de Pediatras y que no aparece en
esas tablas, es la media de edad de deteccion de los casos indice (C.I.) con SXF,
porque es nada menos que 16,34 afios. Esto quiere decir que la mayoria de estas
familias se han detectado por los adultos con RM, bien en los estudios que hemos
realizado en las Instituciones para discapacitados, bien en la Consulta de Consejo
Genético cuando las hermanas se asesoran para sus futuros embarazos, etc., pero en
menor proporcion (20/72) en las consultas de Pediatria. Pero al observar la Tabla 2,
vemos que hay mas de 2 individuos con la mutacion completa por familia (160/72), lo
que quiere decir que, si hubiéramos diagnosticado esos C.I. antes, hubiéramos podido
prevenir la aparicion de mas casos familiares.

Pero ademas, la Consulta de Pediatria va a tomar cada vez mas, un papel protagonista
en la deteccion del SXF: Si nos fijamos en la Tabla 1 en los porcentajes de deteccion a
lo largo de los afios, vemos que, con oscilaciones debidas a nuestros estudios en
Instituciones, actualmente en los dos ultimos afios, cada vez tenemos mas demanda de
este diagnostico, pero a su vez, baja bruscamente el porcentaje de deteccion, incluso
este afio llevamos solo el 1,86%. Esto podria ser debido a que estemos casi "tocando
techo" en el diagndstico, es decir, con la mayoria de las familias ya estudiadas y que por
lo tanto sélo nos quedaran siempre los casos nuevos, que lo ideal es que se detecten
precozmente en la Consulta de Pediatria. Sin embargo, los datos de Prevalencia no
corroboran el que estemos en el limite del nimero de diagndsticos.

Obviamente no se ha realizado en nuestra zona un estudio de Prevalencia, ni la podemos
estimar, porque incluso en las 5 Comunidades Auténomas que estudiamos hemos tenido
grandes diferencias de cobertura; pero universalmente se acepta desde hace unos afios
que el SXF afecta a 1 sobre 4000 o 5000 varones (18). Un excelente estudio realizado
en Valencia (19) estima la prevalencia en Espaiia entre 1/5000 y 1/6800 varones.
Segun esto, sobre unos dos millones de varones que existen en las 5 Comunidades del
Norte de Espafia, deberia haber unos 300 con el SXF y sin embargo, llevamos
estudiados 86 (Tabla 2) , o sea la tercera parte. No hay duda que por lo tanto nos
queda todavia un largo camino por recorrer, en el que, el papel de los Pediatras es
esencial para el pronto diagndstico, la mejora de estos nifios y la Prevencion.
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TABLAS.

TABLA 1: Distribucién por afios del nimero de casos indices estudiados y del numero de
Familias X Fragil encontradas.

ANOS 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 TO

TAL
N° de C.L sin 4 14 54 90 84 79 58 46 48 73 105 655
expansion

N° de C.I. con 11 4 9 9 11 3 6 4 8 5 2 72

SXF(Familias)

N°TOTAL DE 15 18 63 99 95 82 64 50 56 78 107 727

C.I. estudiados

% de SXF 73.3 22.2 14.2 9 115 36 93 8 142 64 186 9.9

sobre el
TOTAL




TABLA 2: Clasificacion de los 570 individuos estudiados de las 72 familias transmisoras
del SXF en funcion de la expansion del triplete CGG.

FM PM Mos Total Familiares TOTA
portadores Normales L

Varones| 8 15 19 120 119 239

Mujeres| 74 115 6 195 136 331

TOTAL | 160 130 25 315 255 570
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