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1. RESUMEN

TITULO DEL PROYECTO: Estudio retrospectivo de la premutacion en el gen FMR1 en
poblacion residente en Aragén. Posibilidades de repercusion en la clinica.

RESUMEN: El gen FMR1 en estado mutado provoca el sindrome X Fragil, pero en su estado
premutado produce un amplio espectro de trastornos. Durante afios se pensé que los
portadores de la premutacién no presentaban ninguna manifestacion clinica, tan sélo el riesgo
de transmitir el sindrome X Fragil a sus descendientes. Pero en los Ultimos afios los estudios
realizados han demostrado claros riesgos de salud asociados con las expansiones FMRL1 en el
rango de la premutacién. Las alteraciones asociadas aceptadas actualmente y basadas en
estudios cientificos son: problemas emocionales y psicolégicos, insuficiencia ovarica prematura
(FXPOI) y sindrome de temblor-ataxia (FXTAS). Aunque todavia se siguen describiendo
fenotipos asociados a la premutacion. Estos trastornos existen en un subgrupo de los
individuos con premutacion, con trayectorias y sintomas especificos asociados. También se
han descrito varias dificultades médicas, emocionales y cognitivas que ocurren con mayor
frecuencia entre las personas con premutacion de lo que se esperaria en la poblacion general,
aunque la asociacion de la premutacién con muchas de estas condiciones esta peor
establecida.

Los objetivos que nos planteamos en este trabajo son determinar la frecuencia de la
premutacion entre las muestras analizadas para X Fragil en Aragon, precisar la proporcion en
adultos y en nifios, también la distribucion en hombres y mujeres, averiguar la prevalencia de
fallo ovarico precoz en mujeres premutadas, asi como de FXTAS en el total de pacientes
premutados, y estudiar la posibilidad de otras manifestaciones clinicas asociadas. También
gueremos estudiar la frecuencia de la mutacion C677T de MTHFR en las muestras con
premutacion. Y por ultimo, determinar el nimero de interrupciones AGG que se localizan en las
mujeres premutadas, ya que pueden intervenir en la probabilidad de expansion del alelo en la
siguiente generacion.

PROJECT TITLE: A retrospective study of the premutation in the FMR1 gene in population
resident in Aragon. Possibilities of impact in the clinic.

SUMMARY: The FMR1 gene mutated state causes Fragile X syndrome, but in its premutation
state produces a wide spectrum of disorders. For years it was thought that premutation carriers
showed no clinical manifestation, only the risk of transmitting Fragile X syndrome to their
offspring. But in recent years studies have shown clear health risks associated with expansions
in FMR1 premutation range. Associated alterations currently accepted and based on scientific
studies they are: emotional and psychological problems, premature ovarian failure (FXPOI) and
tremor-ataxia (FXTAS) syndrome. There's still describing phenotypes associated with the
premutation. These conditions exist in a subgroup of individuals with premutation, with paths
and specific symptoms associated. They have also described several medical, emotional and
cognitive difficulties occur more often among individuals with premutation of what would be
expected in the general population, although the association of the premutation with many of
these conditions is less well established.

The objectives we set in this work are to determine frequency of premutation among the
samples tested for Fragile X in Aragon, specify the proportion in adults and children, also the
distribution in men and women, to find out the prevalence of premature ovarian failure
premutated women, as well as FXTAS in total premutation patients and consider other
associated clinical manifestations. We also want to study the frequency of the C677T mutation
in MTHFR of samples with premutation. And finally, determine the number of AGG interruptions
that are located in the premutated women because it can intervene in the probability of allele
expansion in the next generation.
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2. INTRODUCCION

2.1. Elgen FMR1

El gen FMR1 (por sus siglas en inglés “Fragile X mental retardation 1”) se descubrio en 1991 y
se llamo asi por su papel como el gen causante del sindrome X fragil (SXF) [1]. La descripcién
inicial como sindrome X fragil (SXF) corresponde a Lubs en 1969 [2], que asocio al cuadro
clinico la presencia de un cromosoma X marcador. El cromosoma X mostraba una fragilidad en
su parte mas distal de los brazos largos, de ahi el nombre del sindrome. Ya en 1991 se
identifico la alteracion molecular que causaba el sindrome. Se trataba del primer sindrome
descrito causado por una mutacién dinamica: la expansion de un trinucledtido citosina-guanina-
guanina (CGG) localizado en la region 5’ no codificante del primer exén del gen FMRL1.

El gen FMR1 codifica para una proteina llamada FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein)
cuya ausencia es la responsable del SXF. El gen contiene 17 exones y genera diversos
transcritos alternativos. La expansion del trinucleétido CGG es la causante del sindrome en la
gran mayoria de los casos [3]. En un 1-2% de los casos, el SXF esta causado por otro tipo de
mutaciones, como deleciones o mutaciones puntuales, pero siempre que conlleven la pérdida
de funcién del gen [3].

En la poblacion general el nimero de repeticiones CGG es polimérfico, variando de 6 a 44,
siendo el alelo con 29-30 repeticiones el mas frecuente. Los alelos de este rango de
repeticiones se transmiten de forma mendeliana estable. Se pueden distinguir 4 rangos de
repeticiones del triplete CGG que se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de alelos en el gen FMR1 seguin su nimero de repeticiones

CGG.
N° repeticiones CGG Caracter de los alelos
6—44 Rango normal (sano)
45 -54 Zona gris - intermedio
55 -200 Premutacion (PM)
>200 Mutacion completa (MC)

Los alelos que contienen entre 45 y 54 repeticiones CGG se conocen como alelos intermedios
(o alelos en la “zona gris”). Estos alelos que constituyen el intervalo entre alelos normales y
premutados, pueden ser estables o inestables. Esta estabilidad se ha relacionado con la
presencia de tripletes adenina-guanina-guanina (AGG) que interrumpen la secuencia CGG y
que generalmente se presentan cada 9 ¢ 10 repeticiones CGG. Recientemente se ha resaltado
la necesidad de cuantificar el nimero de interrupciones AGG, especialmente en mujeres con
alelos en el rango de zona gris, para poder realizar una estimacion del riesgo de expansién del
triplete CGG en la descendencia y poder ofrecer un adecuado asesoramiento genético [4].

Las interrupciones AGG juegan un papel protector desestabilizando las estructuras secundarias
atipicas [5]. Dichas interrupciones tienen la capacidad de modular el comportamiento del tracto
repetido en el gen empaquetado, conteniendo la expansion y manteniendo la correcta
organizacion funcional del gen FMR1. Estas interrupciones AGG se presentan generalmente
cada 9 6 10 repeticiones CGG, de la siguiente manera:

-5 CGGyAGG CGGyAGG CGG, 3 —

Los alelos comprendidos entre 55 y 200 repeticiones del triplete CGG se denominan
premutados (PM). Los individuos portadores de estos alelos no manifiestan el SXF, pero
pueden transmitirlo ya que estos alelos son inestables al pasar de generacidn en generacion y
tienden a aumentar de tamafio. Ni la isla CpG adyacente ni el promotor tienen una metilacion
anormal.
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Las expansiones de mas de 200 repeticiones forman la llamada mutacién completa (MC), ver
Tabla 2; que causa el SXF. La patologia se debe a que el gen sufre una pérdida de funcion y
por lo tanto hay una ausencia de la proteina FMRP. La inactivacion del gen esta causada por
una hipermetilacion de las repeticiones CGG y de la region promotora del gen (isla CpG). Las
expansiones en el rango de la MC son inestables tanto en meiosis como en mitosis.

Desde su descubrimiento se han realizado avances importantes en la compresion de las
expresiones fenotipicas de los alelos mutados. El fenotipo de los individuos con SXF incluye
discapacidad intelectual, hiperactividad, dificultades sociales, ansiedad, agresividad y trastorno
del espectro autista (TEA) o rasgos autistas [6].

Tabla 2. Variacion del numero CGG en el gen FMR1

(CGG)n Isla CpG FMRP ESTATUS FENOTIPO

6-54 No metilada Positivo  Normal Normal

55 - 200 No metilada Positivo  Premutacion FXPOI, FXTAS, otros
Penetrancia reducida

> 200 Metilada Negativo Mutacion completa  SXF
Varones afectos, 50% mujeres
afectas

2.2. La proteina FMRP

La falta de la proteina FMRP codificada por el gen FMR1 [7] es la responsable de las
manifestaciones clinicas que presentan los afectados. Aunque no se conoce exactamente su
funcién, si se sabe que se trata de un factor de transcripcion que se une al mMRNA. Como todas
las proteinas, la FMRP es sintetizada en el citoplasma, pero parte de ella vuelve al nicleo. Se
expresa ubicuamente y durante toda la vida postnatal. Tiene un papel fundamental en la
sinapsis y en el normal desarrollo de las dendritas. Este papel como factor de transcripcion
explicaria la complejidad fenotipica del sindrome y la expresividad variable que muestra.

Por mecanismos todavia no bien conocidos, los alelos con MC se acompafan de
hipermetilacion de los propios CGG y del promotor, ocasionando el silenciamiento
transcripcional del gen FMR1 y el subsiguiente descenso o ausencia de la produccién de
FMRP.

2.3. Inestabilidad de las repeticiones CGG y herenc  ia

Las mutaciones que afectan a la region polimorfica CGG son dindmicas y pueden cambiar la
estabilidad de las repeticiones tanto en células somaticas como germinales, tras la proliferacién
mitética, favoreciendo asi la expansién de los alelos a lo largo de las generaciones.

Las premutaciones cuando son transmitidas por mujeres tienen riesgo de expandirse a MC. El
riesgo de transmisién es fuertemente dependiente del tamafio de la premutacién materna, y se
sitla alrededor del 98% para alelos con >100 repeticiones [8]. El alelo mas pequefio que se ha
expandido a MC en una sola generacién y sin ninguna interrupcién AGG es de 56 CGG [9].

En el rango bajo de la premutacion, para estimar el riesgo se tienen en cuenta la estructura
AGG vy la longitud de la secuencia CGG por el extremo 3’ que no se encuentra interrumpida.

2.4. Diagnéstico genético

La deteccién del ndmero de repeticiones se realiza mediante un analisis molecular que
determina el numero preciso de repeticiones del triplete CGG en el gen FMR1. Actualmente el
estudio citogenético no se acepta como prueba diagndstica.
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Anteriormente y debido a la falta de precisién de los métodos diagndsticos, no se consideraban
los mismos intervalos del estado de alteracién del gen FMR1, y no existia el rango “intermedio”
0 “gris”. Tampoco era obligatorio informar del nimero de repeticiones CGG cuando el alelo
detectado era “normal”. Pero las guias y recomendaciones elaboradas por las diferentes
sociedades cientificas para el analisis molecular se van actualizando y de esta manera se van
implementando los Gltimos avances en los laboratorios de diagnostico clinico [8].

A continuacion se explican las diferentes técnicas que se han ido implementando en los
laboratorios de diagndstico genético con el curso de los afios:

PCR: La metodologia mas rapida y precisa es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Este estudio, mediante la medida del tamafio del producto de PCR, permite determinar el
numero de repeticiones CGG. La limitacion de esta técnica es que no detecta expansiones de
mas de 200 repeticiones aproximadamente (segun el disefio utilizado), y por lo tanto no es
capaz de determinar MC. Tampoco da informacidn acerca de la metilacion y no permite
distinguir entre una mujer homocigota (20—-30% de la poblacién) y una mujer con un alelo en el
rango normal y otro expandido. Esta limitacion del método se debe a dos factores: 1. Los
tamafios de los alelos son en ocasiones muy largos y la enzima polimerasa no puede amplificar
fragmentos tales; 2. Debido al alto contenido en nuclettidos guanina y citosina (GC), la
molécula de ADN molde forma estructuras secundarias que son dificiles de desnaturalizar lo
gue impide el acceso de la enzima al sitio de elongacion. En varones, la ausencia de producto
de PCR indica la presencia de un alelo expandido patolégico. Una vez mas, la técnica no
ofrece maxima fiabilidad, ya que no es posible saber si la ausencia de amplificado se debe a la
presencia de dicho alelo, o al fallo de la propia técnica de PCR.

Southern Blot: Hasta hace poco el analisis por Southern Blot por doble digestién con enzimas
sensibles a la metilaciéon (EcoRI y Eagl) era el método de eleccion para muchos expertos para
determinar grandes expansiones y el estado de metilacion. El método combina una PCR con
una digestion ue utiliza enzimas sensibles a la metilacion y que permite obtener informacion
acerca del estado de metilacién de las repeticiones y de la isla CpG. Esta es una técnica
laboriosa que requiere de varios dias de trabajo y grandes cantidades de ADN. Ademas da
estimaciones imprecisas del nimero de repeticiones y al ser una técnica tan laboriosa la
variabilidad incluso intra-laboratorio es elevada. Sin embargo la aparicion en el mercado de
nuevos kits comerciales de diagnéstico, tanto de PCR fluorescente como de triplet repeat
primed PCR (TP-PCR), han simplificado mucho el trabajo y hecho que se vaya sustituyendo.

TP-PCR: La TP-PCR es una modificacion de la PCR basica. EI método fue desarrollado por
Warner y col. [10] para detectar alelos expandidos en distrofia mioténica, pero también ha sido
implementado para el SXF y para otras enfermedades provocadas por expansion de
trinucledtidos. El ensayo utiliza 3 cebadores. Uno de ellos marcado con carboxifluoresceina
(FAM) flanquea la secuencia de trinucleotidos de longitud variable. Otro hibrida con la zona de
repeticiones CGG e incluye una secuencia en 5 comin al tercer primer, que amplifica la
mezcla de productos obtenida con los anteriores cebadores. De esta forma ocurre una
amplificacion desde multiples sitios, tantos como el nimero de repeticiones en el alelo. La
especificidad viene dada por el cebador locus-especifico, marcado fluorescentemente. El
resultado en el electroferograma es una escalera de picos fluorescentes muy caracteristica de
este tipo de PCR, en el que el nimero y morfologia del conjunto de picos es indicativo del
namero de tripletes detectado.

Este sistema permite una rapida identificacion de alelos largos que no pueden ser detectados
mediante el método tradicional de sélo primers flanqueantes. También permite distinguir entre
una mujer homocigota y una mujer heterocigota portadora de un alelo normal y otro expandido.
Ademas proporciona informacion sobre el nimero y situacion de las interrupciones AGG.

Se presentan a continuacion ejemplos de los patrones obtenidos en los electroferogramas
segun las diferentes posibilidades, ver Figuras 1 a 7.
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Figura 1. Electroferograma de un varén normal, con un alelo de 27 + 1 repeticiones CGG, y 2

interrupciones AGG.
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Figuré 2. 'Electroferogramé de una mujer normal, con dos alelos normalesde 29+1 y30+1

30 +/-1rep.CE6

repeticiones CGG, y 2 interrupciones AGG.

Figura 3. Electroferograma de un varon premutado, con un alelo de 94 + 3 repeticiones CGG,
dentro del rango de la premutacion, y sin interrupciones AGG.
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Figura 4. Elearoferograma de una mujer premutafda, condos alelosde29+1 y70+3

repeticiones CGG, y 2 interrupciones AGG.
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Figura 5. Electroferograma de un varén afecto del SXF, con un alelo por encima de las 20

repeticiones CGG, en el rango de la mutacion completa. Sin interrupciones AGG.
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Figura 6. Electroferograma de una mujer con la H]Jféicién completa del gen FMR1, con un alelo
sano de 31 + 1 repeticiones CGG y el expandido de aproximadamente 332 £ 10 repeticiones
CGG.
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Figura 7. Electroferograma de una mujér con varios alelos en mosaicismo en los rangogde
premutacién (PM) y mutacion completa (MC).

Todas estas técnicas pueden ser realizadas con ADN obtenido de cualquier tejido, mientras
cumpla ciertos requisitos de calidad, pureza e integridad. Sangre, liquido amniético, vellosidad
corial, saliva, etc. Si bien es la TP-PCR la técnica que mas se esta estandarizando en los
laboratorios de diagnostico genético por su versatilidad en el empleo de ADN de muestras de
sangre periférica, impregnada en papel de filtro (screening neonatal), vellosidad corial y/o
liqguido amnidtico (diagnosticos prenatales) y por poder disponer de resultados en 24-48 horas.

FMR1

Durante muchos afios se pensé que los portadores de la PM no presentaban ninguna
manifestacion clinica, tan sélo el riesgo de transmitir la enfermedad a sus descendientes. Sin
embargo, las investigaciones desarrolladas en la PM en los Ultimos afios han demostrado
claros riesgos de salud asociados con las expansiones en el gen FMR1 en el rango de la PM.
Dos trastornos estan ahora bien documentados [1, 11]. En la década de los 90 se empez6 a

2.5. Patologias asociadas a la premutacién del gen
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asociar un riesgo mayor a presentar fallo ovarico prematuro a las mujeres portadoras de la PM
[12], denominada insuficiencia ovarica prematura asociada a la PM del gen FMR1 (FXPOI —
Fragile X Primary Ovarian Insufficiency). En el afio 2001 una enfermedad neurodegenerativa de
aparicién tardia fue asociada a los portadores/portadoras de la PM [1], lo que se denominé
sindrome de temblor-ataxia asociado a la PM del gen FMR1 (FXTAS — Fragile X Tremor/Ataxia
Syndrome). Y finalmente y durante los afios siguientes 2007 — 2009 se han ido describiendo
una serie de fenotipos asociados a la PM [1].

Estos trastornos existen en un subgrupo de los individuos con PM, con trayectorias y sintomas
especificos asociados. También se han descrito varias alteraciones emocionales y cognitivas
gue ocurren con mayor frecuencia entre los individuos con PM de lo que se esperaria en la
poblacion general, aunque la asociacion de la PM con muchas de estas condiciones esta peor
establecida.

Actualmente se acepta que las manifestaciones clinicas diferentes al SXF y asociadas a la PM
del gen FMR1 constituyen formas alélicas completamente diferentes a las del SXF. Por lo
tanto, la mutacién genética dinamica, aumento del nimero de repeticiones del triplete CGG, en
el gen FMR1 (NM_002024.5) es responsable de tres sindromes de herencia mendeliana en el
hombre (OMIM) con fenotipo clinico bien diferenciado: SXF (#MIM300624); y dos patologias en
adultos portadores de la premutacion del gen FMR1 (55-200 repeticiones CGG): FXPOI
(MIM#311360) y FXTAS (MIM#300623).

Mientras que el SXF se produce por una pérdida de funciéon del gen FMR1, las patologias
asociadas a la PM se producen por una ganancia de funcién del mRNA (Tabla 3). Con el
aumento de la longitud se incrementa los niveles de transcripcion de FMR1 y disminuyen los de
FMRP. La toxicidad del mRNA de FMR1 puede provocar FXPOI y FXTAS [13]. Se sabe que
los portadores presentan niveles elevados de mRNA (entre 2 y 8 veces) y niveles ligeramente
disminuidos de FMRP.

Tabla 3. Correlacion fenotipo, funcion del mRNA, y expresion de la proteina FMRP con el
namero de repeticiones del triplete CGG.

N° repeticiones CGG MRNA FMRP Fenotipo
ggeggtg%ogs + + FXPOI/FXTAS
e et - -

Las alteraciones asociadas a la PM del gen FMR1 aceptadas actualmente y basadas en
estudios cientificos son: problemas emocionales y psicol6gicos, disfuncién tiroidea,
fibromialgia/dolor muscular crénico, trastornos del sistema inmunolégico, y neuropsiquiatricos,
insuficiencia ovérica prematura FXPOI (20%) y sindrome de temblor-ataxia FXTAS (varones
40% y mujeres 16%).

El por qué algunos individuos con la PM no son afectos y otros sin embargo presentan
sintomas puede estar relacionado con varios factores, incluyendo la longitud de las
repeticiones CGG y la magnitud de aumento del mRNA. También posiblemente estén
implicados los transcritos FMR1 antisense, bajos niveles de FMRP (especialmente en el rango
superior de PM), subproductos de la traduccién aberrante de la secuencia repetida incluyendo
péptidos que contienen glicina, polimorfismos genéticos en otras zonas del genoma y factores
medioambientales como toxinas u otras exposiciones que pueden ser dafinos para el cerebro,
o el estrés en familias con trastornos asociados al SXF. Hay indicios de la existencia de un
espectro que va desde sintomas leves de ansiedad o timidez en algunos nifios y adultos con la
PM, hasta problemas psiquiatricos mas graves, y con la edad, la aparicién de problemas
neurolégicos que en algunas ocasiones pueden resultar en FXTAS [11].
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El conocimiento del fenotipo asociado a la PM es importante desde la perspectiva de la sanidad
publica, dada su prevalencia. En tres estudios realizados en la poblaciéon de Estados Unidos se
observé una prevalencia de las expansiones CGG mayor que lo que se habia demostrado
anteriormente (1 de cada 151 mujeres y 1 de cada 468 hombres [11]; 1 de cada 209 mujeres y
1 de cada 430 hombres [14]; 1 de cada 148 mujeres y 1 de cada 290 hombres [15]). Esta
prevalencia se traduce en alrededor 1 millén de portadores premutados en Estados Unidos.

La literatura mundial revela una considerable variabilidad étnica de la prevalencia de la
mutacion, moviéndose entre 1 de cada 1674 hombres en Japén a 1 de cada 251 en Espafia.
En mujeres fluctda entre 0 portadoras detectadas en 324 individuos testados en Japén, a 1 de
cada 113 en Israel [11].

2.5.1. FXPOI

La insuficiencia ovarica primaria ligada a la PM del gen FMR1 es un fenébmeno por el que se
desarrolla una amenorrea con deficiencia de las hormonas sexuales y elevados niveles de
gonadotropinas en suero antes de los 40 afios. Esta condicion clinica, también conocida como
fallo ovéarico prematuro (FOP) ocurre en aproximadamente el 1% de la poblaciéon general,
mientras que su incidencia dentro de las portadoras de la PM en FMR1 es del 20%.
Actualmente esta condicién estd considerada la causa genética mas comuin de fallo ovarico
prematuro (=20 veces) [13].

El término insuficiencia ovarica primaria (IOP) incluye tanto el FOP como otros indicadores
ocultos de funcién ovarica, como los niveles elevados de hormona estimuladora del foliculo y
un nivel bajo de hormona antimilleriana. Como este espectro se ha observado entre las
mujeres con PM, también se acepta el término FXPOI.

No todas las mujeres premutadas manifiestan FOP y no esta claro si esto es debido a una
expresividad variable o a una reducida penetrancia. El hecho de que las mujeres con MC no
tengan un riesgo incrementado de disfuncion ovarica [13] indica que la reducciéon de FMRP no
provoca esta sintomatologia.

El motivo por el cual algunas portadoras de la PM desarrollan FXPOI y otras no, se desconoce.
Lo Unico que se sabe es que pequefios cambios en la expresion de la proteina FMRP afectan a
la funcién ovarica.

Se han analizado cuatro factores para intentar explicar la penetrancia incompleta del FOP: la
longitud de las repeticiones CGG, el sesgo en la inactivacion del cromosoma X, el tabaquismo
y otros genes. En primer lugar hay una fuerte asociacion no lineal de la penetrancia respecto al
namero de repeticiones: las mujeres en la zona intermedia del rango de la PM (80 — 100
repeticiones) tienen el riesgo mas alto de FOP. Las portadoras de alelos premutados por
encima o por debajo de ese intervalo también tienen un riesgo incrementado comparado con el
de la poblacion general, pero no del mismo alcance que entre 80 y 100 [16]. Segundo, se ha
estudiado la influencia de la inactivacion del cromosoma x en el riesgo a sufrir FXPOI, pero no
se han encontrado evidencias que las relacionen [17]. En tercer lugar, se sabe que el consumo
de tabaco es un factor que reduce de forma importante la edad de la menopausia. Y afecta de
igual modo a las mujeres con la PM [16]. Por ultimo hay evidencia indirecta de que el riesgo de
FOP depende no so6lo del alelo PM sino también de otros genes de fondo [16, 18 — 21]. El
conocimiento de las consecuencias moleculares y biologicas de la PM proporcionan una base
para la bisqueda de genes candidatos y vias en los que focalizar los estudios genéticos:
proteinas que se unen al tracto CGG en el mRNA o los genes de las vias que se encuentran
alteradas en modelos animales de FXPOI (p.ej. hormona luteinizante). A dia de hoy no existen
evidencias que permitan correlacionar la edad de aparicion del FXPOI con el numero de
repeticiones CCG.

En resumen, todavia se conoce poco sobre la etiologia del FXPOI. Si bien se ha observado
que las madres premutadas suelen presentar FXPOI cuando presentan un nimero de
repeticiones CGG comprendido entre 80-100 y en cambio en premutadas con mas de 100
repeticiones o en mujeres con MC no se observa FXPOI. El riesgo de presentar FXPOI es
mayor cuanto mayor es el nimero de repeticiones CGGs pero se ralentiza ese efecto al llegar a
las 100 repeticiones. Las mujeres con 80-100 repeticiones CGGs tienen mayor riesgo de
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presentar FXPOI, pero esto no implica que no se produzca el FXPOI en mujeres premutadas
con un namero de repeticiones comprendidas entre 55 y 79 CGGs.

Por todo ello, el asesoramiento genético a una mujer portadora debe incluir el tema de la
fertilidad y las opciones reproductivas. Deben saber que se aconseja tener hijos antes de los 35
afios ya que la menopausia puede avanzarse entre 4 y 6 afios. Por otra parte también es
necesario informar de que existen ovulaciones esporadicas, por lo que si no desean
descendencia deben tomar medidas anticonceptivas.

Existen varias opciones reproductivas segun quien sea el progenitor portador de la
premutacion:

« Donacién de gametos (6vulos o esperma): donantes de semen u ovocitos
« Diagndstico prenatal

« Diagnoéstico genético preimplantacional (estudio de blastémeros) o preconcepcional
(estudio del corpusculo polar).

2.5.2. FXTAS

El sindrome de temblor-ataxia asociado al X Fragil (FXTAS) es una alteracion neurolégica
multisistémica, con el temblor y la ataxia como signos principales.

La prevalencia de FXTAS entre varones de 50 afios es de 1 de cada 3000, lo cual sitla este
sindrome como una de las causas monogénicas mas frecuentes de temblor y ataxia entre la
poblacién general adulta. Por otra parte se estima que 1/3 de los portadores de la PM en las
familias de SXF desarrollardn un FXTAS.

A nivel molecular el FXTAS se asocia con un aumento de mRNA de FMR1. A este aumento de
MRNA en las células se le atribuye un efecto toxico que puede dar lugar a la formacion de
inclusiones intranucleares en el cerebro. De hecho, los estudios anatomopatologicos realizados
en cerebros de pacientes con FXTAS demostraron la presencia de eosindfilos e inclusiones
dentro del niicleo de neuronas y astrocitos [22].

El sindrome comienza con un temblor intencional y de forma progresiva y gradual van
apareciendo otras manifestaciones como la ataxia, problemas de memoria, pérdida de funcién
ejecutiva, demencia, impotencia, hipertensidn, incontinencia, signos parkinsonianos, ansiedad,
irritabilidad, cambios de humor, etc. No todos los pacientes presentan las mismas
manifestaciones, algunos de ellos s6lo muestran temblor.

La penetrancia del sindrome depende de la edad, el sexo y el nimero de repeticiones, siendo
el aumento de afios, el nimero elevado de repeticiones y el sexo varén los mayores factores
de riesgo. Puede aparecer en los individuos portadores de la PM a partir de los 50 afios, tanto
en varones como en mujeres. En general se habla de una penetrancia del 30% en hombres y
del 16% en mujeres [23 — 25].

El diagnéstico se hace en base a unos criterios clinicos y radiolégicos (Tabla 4), y por la
presencia de la PM. Se ha visto que los pacientes con FXTAS tienen sobreexpresion del gen,
lo cual lleva a una aparente toxicidad por exceso de su mRNA. Sin embargo, también se han
descrito algunos casos del sindrome en portadores dentro de la zona gris (45-54 repeticiones
de CGG) y en individuos con la MC (> 200 repeticiones de CGG) que tienen el gen parcial o
completamente desmetilado (“activo”).

La prevalencia del alelo mutado de FXTAS es comun entre la poblacién general y varia segin
el grupo poblacional que se esté evaluando. En Espafia se encontré una prevalencia de 1 en
130 mujeres y 1 en 250 hombres. En Israel la prevalencia en mujeres fue similar con datos de 1
en 113-157 mujeres. Seltzer et al., en 2012 [12], presentaron estudios realizados en una
poblacién estadounidense, en los que encontraron la PM del gen FMR1 con una frecuencia de
1 en 151 mujeres y 1 en 468 hombres de la poblacion general, es decir, a una razén de
prevalencia entre mujeres y hombres de 3,1:1 respectivamente. Ya que aproximadamente el
40% de los hombres portadores y del 8-16% de las mujeres portadoras desarrollaran FXTAS a
medida que avanza su edad, ello permite estimar una prevalencia aproximada de 1 en 3.000.
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Esta prevalencia de FXTAS es similar a la de otras enfermedades neurolégicas como la atrofia
multisistémica, la esclerosis lateral amiotréfica o la paralisis supranuclear progresiva. Para los
hombres, el FXTAS podria clasificarse como una de las enfermedades neurolégicas
progresivas de inicio tardio mas comunes asociadas a la mutacién de un gen unico.

Tabla 4. Clasificacion de los criterios clinicos y radioldgicos

Criterio Clinico Radioldgico
. . Hiperintensidades en T2 en sustancia blanca
Mayor Temblor de intencion
cerebral
Menor Ataxia Hiperintensidad T2 en p_edunculo cerebeloso
medio
Menor Parkinsonismo Atrofia cerebral generalizada moderada o grave

Menor Déficit de memoria a corto plazo -

Menor Disfuncion ejecutiva -

A pesar de que la prevalencia de la PM del gen FMR1 es tan elevada, la prevalencia del
FXTAS es menor de lo estimado, lo que podria indicar un posible subregistro de esta patologia.
Esto podria deberse a que el FXTAS presenta unas manifestaciones clinicas similares a otros
desordenes neurolégicos, lo que aumenta la probabilidad de hacer diagnostico equivocado,
acompafiado de la poca remisién a neurologia de estos pacientes. El porcentaje de penetrancia
va a variar segun la edad del portador, el cual incrementa su riesgo de desarrollar FXTAS a
medida que aumenta su edad. Jacquemont et al. [revisado en 1] estudiaron las familias
conocidas en California y encontraron que los signos de temblor y ataxia ocurrian en 17%,
38%, 47% y 75% de hombres portadores en edades entre los 50-59, 60-69, 70-79, y mayores
de 80 afios, respectivamente.

Manifestaciones clinicas y diagndstico de FXTAS

Las manifestaciones clinicas tienen un inicio tipico alrededor de los 60-65 afios de edad. El
FXTAS se caracteriza por la presentacion de temblor de intencién y ataxia cerebelosa, que son
los dos criterios clinicos mayores para su diagnéstico. También, y aunque estos sintomas
motores son usualmente encontrados, en ocasiones el FXTAS se presenta con detrimento
cognitivo aislado, que puede incluir posteriormente temblor y/o ataxia. FXTAS puede ocurrir
junto con enfermedad de Parkinson, patologia con la cual comparte caracteristicas clinicas
como temblor, ataxia, bradiquinesia, ansiedad, alteraciones del animo y cognitivas. No
obstante, la ataxia tipica de Parkinson no corresponde a la ataxia cerebelosa caracteristica del
FXTAS.

Las manifestaciones clinicas por si solas no permiten realizar un diagnostico certero de
FXTAS, el cual debe contar con la presencia de ciertos hallazgos radiolégicos especificos, tales
como la hiperintensidad del pedinculo cerebelar medio (MCP por las siglas en inglés de
Medium Cerebellar Peduncle) observada en imagen de resonancia magnética de cerebro,
aunque este no es patognomonico. Pese a ello, constituye un criterio radiolégico mayor que
debe ir acompafiado de los criterios clinicos no radiolégicos mencionados para constituir un
diagndstico. El signo de MCP solo se encuentra en el 60% de los hombres y el 13% de las
mujeres con FXTAS; estos pacientes presentan un déficit cognitivo mas severo y una historia
mas larga de sintomas de degeneracion neuroldgica que los individuos con FXTAS sin él.

Entre otros hallazgos neurol6égicos se incluyen criterios radiolégicos menores, también
identificados a través de RMN T2, como la hiperintensidad de la materia blanca en diferentes
zonas del sistema nervioso central como los ndcleos pontinos, la insula, el esplenio del cuerpo
calloso y la regidn periventricular. Por otro lado, el segundo criterio radiolégico menor seria la
atrofia cerebral severa generalizada. La atrofia se hace mas evidente en la parte frontal de la
corteza, incluyendo las areas dorsomediana y dorsolateral de la corteza prefrontal.
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Segun Hagerman et al. [11], para un diagnéstico definitivo de FXTAS se necesita la presencia
de un criterio clinico y radiol6gico mayor, o un criterio radiolégico mayor (Tabla 5) y la presencia
de inclusiones intranucleares redondeadas tipicas de FXTAS en neuronas y astrocitos. Estas
inclusiones tienen una distribucién amplia a través de todo el cerebro y el tallo cerebral. En el
caso de un diagndéstico probable, se debe presentar un criterio radioldgico mayor acomparnado
de un criterio clinico menor, o por el contrario, dos criterios clinicos mayores, es decir, la
presentacion conjunta de temblor de intencion y ataxia cerebelar que caracteristicamente se
pueden identificar en estos pacientes al examen clinico. Por Gltimo, un diagndstico posible de
FXTAS se constituye a partir de la presencia de un criterio radiolégico menor y un criterio
clinico mayor (Tabla 4 y Tabla 5). De manera que el diagnéstico de este sindrome se hace
mucho mas complicado que la observacion de temblor y ataxia en pacientes con la
premutacion del gen FMR1 identificada.

Tabla 5. Diagnostico de FXTAS en funcién de los criterios clinicos y radiolégicos

FXTAS Clinicos Radiol6gicos
DEFINITIVO 1 MAYOR 1 MAYOR (0 inclusiones)
2 MAYORES
PROBABLE
1 MENOR 1 MAYOR
POSIBLE 1 MAYOR 1 MENOR

Es claro que el mMRNA elevado del gen FMR1 cumple un papel importante en la patogenia del
FXTAS. La PM, sin embargo, puede, mediante de la toxicidad por RNA, causar a las neuronas
una vulnerabilidad a muerte celular temprana debida a golpes genéticos secundarios, como:
toxicidad ambiental, los efectos deletéreos de las convulsiones recurrentes o incluso niveles
disminuidos de FMRP que se han asociado a autismo y/o TDAH en algunos portadores de la
premutacion. Aunque el papel patogénico del mRNA puede estar restringido a los eventos
desencadenantes en el neurodesarrollo del paciente, son necesarias distintas injurias para que
este sindrome neurodegenerativo se consolide. Es posible que estas sean causadas por
alcoholismo crénico, abuso de opioides, tabaquismo, hipertensién no tratada, depresion,
hipotiroidismo o deficiencias vitaminicas, y exposicion a anestesia prolongada durante cirugia.

2.6. Caracteristicas clinicas de los trastornos aso  ciados a la premutacion en el gen FMR1

Ademas de los trastornos FXPOI y FXTAS que actualmente se aceptan como asociados a la
premutacion del gen FMR1, se estd investigando la relacién de otras manifestaciones clinicas,
ver Figura 8 y Figura 9 [1].

Trastornos inmunolégicos

Se encuentran problemas de tiroides en el 17,3% de las portadoras que no desarrollan FXTAS
pero también en el 50% de las mujeres con FXTAS, lo que es una frecuencia significativamente
mas alta que en los controles (10,1%) de la misma edad [26]. Por otra parte otros problemas
pueden incluir una historia de tiroiditis de Hashimoto dando lugar a hipotiroidismo o, en
ocasiones, la enfermedad de Graves. Estos problemas son trastornos autoinmunes. Winarni y
colaboradores encontraron en su estudio [27] que el 44,7% de las mujeres adultas portadoras
sufrian algun tipo de trastorno de este tipo, comparado con el 27,8% de los controles. El odds
ratio (OR) de sufrir un trastorno autoinmunes es de 5,5 en mujeres con FXTAS, y del 2,1 si ho
padecen FXTAS, en comparacion con los controles. En contraste, entre la poblacién general, la
prevalencia de hipotiroidismo en las mujeres menores de 30 afios es del 1,5%, subiendo hasta
el 7,5% en mujeres de 70 a 80 afios.

Segun un estudio de Rodriguez-Revenga y col. [28], las mujeres con la premutacién en FMR1
presentaban una penetrancia de enfermedad tiroidea del 15,9%. De las 14 premutadas con
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problemas tiroideos, 9 presentaban hipotiroidismo, uno sufria hipertiroidismo, otra un nédulo
tiroideo, una mas la enfermedad de Graves y las otras dos no tuvieron un diagnéstico
especifico.

La causa del alto indice de enfermedades tiroideas en mujeres con la premutacion,
especialmente en aquellas con FXTAS, no esta clara. Los problemas endocrinos parecen estar
directamente relacionados con la toxicidad del RNA en el eje hipotalamico-pituitario, o al efecto
directo del RNA tdxico en la tiroides, quizd a través de un mecanismo autoinmune o de la
induccion de apoptosis en las células tiroideas [26].

Fibromialgia

Otro problema encontrado en el 10,2% de las portadoras es la fibromialgia, segin Winarni [27].
Sin embargo, otros dos estudios mas recientes realizados en Espafia encontraron resultados
opuestos. Se estudiaba la mutacion FMR1 entre mujeres con fibromialgia. En uno de los
estudios [29] con 353 mujeres, se encontrd un ratio elevado de PM en gen FMR1. Sin embargo
en el segundo estudio [30], con 700 mujeres, no se encontrd asociacion.

Vs

Efectos
ambientales

Neurodesarrollo

ASD, ADHD, convulsiones

Desregulacion celular

Heat shock proteinas Psiguiatricos

T Ansiedad, estrés, depresion
Endocrines:
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Respuesta Inmune

RAN traduccion
Disfuncién mitocondrial
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Figura 8. Alteraciones asociadas con la premutacion (PM) en el gen FMR1: causas y
consecuencias.
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Figura 9. Posibles cuadros clinicos asociados a la premutacion (PM) en el gen FMR1

Migrafias

Las migrafias son comunes entre los portadores, tanto varones como mujeres. En un estudio
se observé que el diagnéstico de migrafas difiere de un 54,2% en mujeres portadoras, al
25,3% de controles [31]. Smith y col. [32] reportaron que los dolores de cabeza (no so6lo
migrafias) son significativamente mas frecuentes entre las portadoras de PM madres de nifios
con SXF (26,9%) que en los controles (13,6%) del mismo grupo de edad sin hijos enfermos. De
hecho la incidencia de las migrafias no es mayor en las portadoras que en la poblacién general,
lo que puede implicar una relacion entre esta clinica y el estrés en las familias con algun nifio
afectado por SXF.

A dia de hoy sabemos que las migrafias pueden estar asociadas con algunos sindromes
derivados de la disfuncion mitocondrial, como se ha observado en lineas celulares de
premutaciones [33, 34].

Neuropatia

Se reporté por primera vez en el estudio de un grupo de 5 mujeres portadoras de
premutaciones con FXTAS, de las que 4 mostraban indicios de neuropatia [1].

En su estudio [1] Wheeler y col. encontraron que las portadoras que comienzan a tener sefiales
de FXTAS desarrollaran con mayor probabilidad neuropatias que aquellas sin FXTAS.

Coffey [26] encontr6 que pocas veces se producia pérdida de sensibilidad o evidencia de
neuropatia en mujeres sin FXTAS. La neuropatia estaba aumentada en portadoras con FXTAS
respecto a los controles y a las portadoras sin FXTAS. Las portadoras sin FXTAS también
reportaron una historia de temblor intermitente en el 11% de los casos, frente al 1,5% de los
controles.

Problemas vestibulares

Las portadoras a menudo se quejan de sensacion de mareo y desequilibrio. Smith y col. [31]
reportaron altos indices de mareos en las portadoras madres de nifios con SXF (5%) que en
los controles (1,3%). Es la misma observacién que también hizo Seltzer [14] con un 18% de las
premutadas experimentando mareos y debilidad frente al 4% de los controles.
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Los problemas vestibulares parecen estar presentes en las premutadas que no cumplen los
criterios clinicos para FXTAS, pero también se sabe que estos déficits correlacionan con el
score de FXTAS y son mas graves en aquellas portadoras con FXTAS.

Problemas de fertilidad

La consecuencia mas inmediata y significativa de la IOP es una fertilidad reducida. Dados las
altas cifras de menopausia prematura, la dificultad para reproducirse es significante en las
mujeres con PM. Incluso entre las mujeres jovenes se ha reportado mayor dificultad para
guedarse embarazadas de lo esperado, necesitando en muchos casos ayuda de reproduccion
asistida.

Al igual que otros sintomas de la FXPOI, los problemas de fertilidad parecer ser mas
significativos en mujeres en el rango medio de la PM [1].

Dificultades obstétricas y perinatales

Se conoce poco sobre el potencial riesgo obstétrico y el riesgo perinatal en las portadoras de la
PM en el gen FMR1. En un estudio desarrollado en Finlandia [35] en el que se siguié a 63
mujeres portadoras de la PM, se encontré que el riesgo de sangrado en las Ultimas etapas del
embarazo es ligeramente superior. Pero no hubo ningln otro problema durante el curso o el
final del embarazo.

Deficiencia de estrégenos

En general, la deficiencia temprana de estrogenos que resulta de la IOP provoca un riesgo
aumentado de baja densidad ésea, aparicion temprana de osteoporosis y fracturas de huesos,
una funcién endotelial disminuida, aparicion temprana de enfermedad coronaria y riesgo
aumentado de mortalidad cardiovascular. En las mujeres premutadas se ha observado una
baja densidad de los huesos y osteoporosis con mayor frecuencia que en las no portadoras,
pero no se han visto otros trastornos relacionados con la deficiencia de estrogeno [1].

Por otra parte el hipoestrogenismo puede conllevar consecuencias conductuales y cognitivas.
Las mujeres en las que la menopausia aparece a una edad temprana presentan mas ansiedad,
depresidn, somatizacion, sensibilidad, hostilidad y sufrimiento psicologico que las mujeres con
una funcion ovarica normal. Algunos estudios han encontrado evidencias de que los sintomas
del FXPOI pueden en parte explicar el aumento de la vulnerabilidad a trastornos del humor y
ansiedad y depresion [1].

El estrogeno también juega un papel en la respuesta inmune y en la inflamacién, y se ha
asociado con la aparicién de trastornos autoinmunes [36], un grupo de enfermedades que se
han visto elevados entre las mujeres con PM. Recientemente se ha demostrado que el
estrogeno puede moderar el impacto del estrés crénico [1], punto que presenta mucho interés
dado que las mujeres premutadas a menudo experimentan niveles altos de estrés relacionado
con su papel de cuidadoras principales de nifios con SXF y de parientes mayores con FXTAS.

Caracteristicas neurocognitivas

Se sabe que varios dominios cognitivos estan afectados por la PM, incluso cuando no aparece
FXTAS. Entre ellos la funcion ejecutiva, la memoria de trabajo y la aritmética [1]. Estos déficits
pueden aparecer en los individuos jévenes y a menudo muestran un curso mas progresivo en
premutados que en la poblacidon general. Estas caracteristicas pueden ser un signo temprano
de deterioro cognitivo, principalmente en el ambito de la disfuncién ejecutiva que puede
acompafar al FXTAS. Sin embargo hay que destacar que otros estudios no han encontrado
problemas en esas areas. Muy probablemente haya un subgrupo de mujeres con la PM que
son mas vulnerables.

Estudio retrospectivo de la premutacion en el gen FMR1 en poblacion residente en Aragon. Posibilidades de repercusion en la
clinica

Pagina 16 de 47



Noelia Cuadrado Lasheras

Inteligencia general

Las habilidades cognitivas generales aparecen normales en las mujeres adultas sin
FXTAS [1]. Otro estudio reciente [37] también demostré que los valores (intelligence
quotient) (IQ) eran normales en portadoras por encima de los 50 afios. Por el contrario,
algunas publicaciones muestran bajas puntuaciones 1Q verbal (area del lenguaje) en
comparacion con los controles o con sus homdlogos varones [1].

Diversos estudios han mostrado tanto IQ bajos [38] como superiores [39] en chicas con la
premutacion. Myers y col. [40] examinaron a 14 nifios (7 eran mujeres) y encontraron una
tendencia hacia un IQ bajo.

También se han reportado dificultades aritméticas en mujeres con la PM [1].
Funcién ejecutiva

La funcién ejecutiva implica la capacidad de autorregulacién del comportamiento y la
atencidn, y consiste en multiples procesos incluyendo el mantenimiento y actualizacion de
informacién relevante en la memoria de trabajo, inhibicion de informacién irrelevante,
modificacién de metas y monitorizacién del cumplimiento [41]. Aunque la funcién ejecutiva
es el principal dominio cognitivo afectado en pacientes con FXTAS, algunos estudios
muestran que mujeres jovenes con la PM pero no FXTAS superan los tests de funcion
ejecutiva con puntuaciones normales [1].

Atencion

La atencién sostenida en una tarea de blsqueda visual entre mujeres con la PM no
FXTAS y varios grupos control es comparable [1]. En otro estudio, mujeres con PM auto-
reportaron mas déficits de atencion que en controles sanos [42].

Memoria

La memoria generalmente se mantiene intacta en portadoras sin FXTAS [37, 42]. Tanto el
recuerdo inmediato como el retardado de memoria visual estan afectados por la longitud
de las repeticiones CGG en esas portadoras [1].

Problemas de lenguaje

Las portadoras no afectadas por FXTAS muestran habilidades parecidas a las de los
controles [1]. En contraste, otros estudios muestran que el lenguaje funcional (o el uso del
lenguaje en contextos sociales, por ejemplo, la capacidad de conversacion) puede estar
afectado entre los portadores de PM [43]. En este estudio se revisaron los casos de 200
mujeres con la PM, en los que se observd la realizacién de afirmaciones incompletas,
discurso repetitivo, excesivas muletillas y la correccion o modificacion de una afirmacién
hecha anteriormente. Estas disfunciones pueden indicar problemas con las tareas
ejecutivas como planificaciéon y organizacion, y pueden interferir en una comunicacion
fluida. Los resultados revelaron valores elevados de todas estas disfunciones en las
premutadas, en comparacién con los de madres de nifios con autismo, asi como una
asociacioén significativa con la edad (a mas edad aumentan estos problemas de lenguaje).
No se vio ninguna asociacion entre la longitud de los CGG.

Caracteristicas psiquiatricas

Trastornos afectivos

Los trastornos relacionados con el estado de animo han sido una preocupacion en la
poblacion con la PM del SXF durante dos décadas. Algunos pequefios estudios iniciales
no pudieron demostrar de forma significativa diferencias entre portadores y controles en
trastornos depresivos [44]. Posteriormente se realizaron investigaciones a mayor escala
que si pudieron demostrar la relacion entre el nimero de repeticiones CGG vy la presencia
de depresion asi como la gravedad de los sintomas depresivos [45, 46].

Seltzer y col. [14] no encontraron evidencias de una elevada prevalencia de sintomas
depresivos, y Smith y col. [32] tampoco reportaron afectacion negativa en portadoras.
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Seltzer y col. en otro estudio de 2012 [47] vieron ratios mas altos de depresion y ansiedad
en mujeres portadoras de la PM, madres de nifios con la mutacion completa y SXF, bajo
ciertos condicionantes genéticos y ambientales: las madres que experimentaron eventos
estresantes en el afio anterior mostraron ratios mas altos de depresion y ansiedad si sus
repeticiones CGG estaban en el rango medio.

Trastornos del espectro autista

El SXF es uno de los trastornos explicado por un solo gen mas cominmente asociado con
autismo. Por este motivo es importante determinar cudl es el riesgo que confiere ser
portador de la PM. En un estudio de cribado en familias con SXF, un 14% de los chicos y
un 5% de las chicas con la PM mostraron también algin trastorno del espectro autista
TEA) [48]. Incluso en los portadores no diagnosticados con un trastorno de este tipo,
algunas caracteristicas relacionadas si son mas comunes que en los controles sin PM.

Lépez-Mourelo [49] evaluaron el autismo en un grupo de portadores de la PM en FMR1, a
través del cuestionario AQ (por sus siglas en inglés, Autism-Spectrum Quotient). El
resultado mostré diferencias entre pacientes FXTAS y no FXTAS. Los pacientes
diagnosticados de FXTAS mostraron un incremento significativo en 4 de los 5 subdominios
del AQ en comparacién con los controles, mientras que el grupo no FXTAS sélo presentd
diferencias significativas en 2 de los 5. Este resultado sugiere que los FXTAS presentan
un fenotipo autista mas amplio que los portadores de la PM sin FXTAS. El efecto del
género no fue tan evidente y so6lo se observé en el subdominio de habilidades sociales.
También los rasgos de comportamiento relacionados con trastorno del espectro autista
son mas comunes entre los portadores no diagnosticados de TEA que entre la poblacién
general. Este conjunto de sintomas se conocen como fenotipo autista extendido y son un
grupo de caracteristicas subclinicas a menudo presentes en familiares de pacientes
diagnosticados de TEA. En resumen, se demostré que los portadores de PM presentaban
un aumento de los rasgos autistas especialmente en pacientes FXTAS [49].

Ansiedad

En un amplio estudio [1] se compararon portadoras con y sin FXTAS en cuanto a la
prevalencia de desoérdenes de ansiedad. Considerando todos los desérdenes de ansiedad
en conjunto, solo los pacientes con FXTAS mostraron una prevalencia mas elevada. Al
separarlos, las cifras eran similares para trastorno del panico, estrés postraumatico y fobia
especifica. No pudieron demostrarse diferencias entre portadores y controles en trastorno
de ansiedad generalizada y desorden obsesivo compulsivo. Soélo la fobia social mostré
tener niveles mas elevados en portadoras de la PM sin FXTAS que en los controles con
los que se compararon.

El grupo de Lopez-Mourelo [49] evalué la ansiedad social en un grupo de portadores de la
PM en FMR1, a través del cuestionario SPIN (por sus siglas en inglés, Social Phobia
Inventory). Encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las mujeres pero
no entre los hombres portadores, en comparacion con los controles, independientemente
si tenian FXTAS o no. Este estudio se centr6 en poblacién adulta, mostrando que las
mujeres premutadas son mas susceptibles a la fobia social que los hombres premutados.
Los desdrdenes de ansiedad pueden estar favorecidos por factores ambientales, como las
implicaciones emocionales del FXPOI [50] o la carga de tener un hijo con discapacidad
intelectual [44].Todos estos factores pueden contribuir al aumento de sintomas de
ansiedad observados entre las mujeres premutadas.

Psicosis

Debido a la relativa rareza de la psicosis en la poblacion general, es un reto estudiarla en
los portadores premutados. Inicialmente no se encontré6 una clara relacion de la
esquizofrenia con el gen FMR1. Sin embargo hay varios casos reportados de
enfermedades psicéticas combinadas con la PM, incluyendo el trastorno esquizoafectivo y
un individuo con esquizofrenia y trastorno esquizoide de la personalidad combinados. Un
hecho interesante es que en lugar de trastornos psicéticos francos, se ha encontrado una
prevalencia elevada de rasgos esquizotipicos de la personalidad en la poblacién portadora

1.
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Trastorno de déficit de atencion/ hiperactividad

Las dificultades para regular la atencion se han manifestado como un problema en las
personas con la PM. De forma notable cuando se comparan con los controles, los
portadores de PM tienen méas problemas de atencion [51]. La falta de interés y la
impulsividad entre los portadores de FMR1 pueden ser problematicas durante la edad
adulta [42], aunque la prevalencia de la hiperactividad no se ha visto incrementada. La PM
actlia junto a otros loci genéticos para influenciar en la gravedad de los sintomas del
trastorno de déficit de atencion [52].

Problemas del suefio

Para estudiar los problemas de suefio se realizan mediciones como las del Pittsburgh
Sleep Quality Index y el Insomnia Severity Index. Estos pardmetros analizados en
portadores han resultado significativamente patol6égicos. Esto puede relacionarse con las
elevadas cifras del sindrome de las piernas inquietas y la apnea del suefio, cuyos casos
se han advertido multiplicados en poblacién premutada [53, 54]. La apnea del suefio es
comun en portadores mayores con FXTAS: se da en el 31,4% de portadores con FXTAS,
en el 8,6% de los portadores sin FXTAS, y en el 13,8% de los controles [53].

Estos problemas pueden contribuir al desarrollo de fatiga, que es una queja comin en los
pacientes portadores adultos [55].

Susceptibilidad al estrés

Se han descrito dos hip6tesis para explicar los elevados sintomas psiquiatricos, cognitivos
y somaticos de los portadores de PM [56]: en primer lugar, que esos sintomas son
caracteristicas biolégicas primarias de las expansiones CGG en FMR1 en el rango de la
PM; segundo, que dichos sintomas pueden estar agravados por el estrés asociado con
tener un hijo con SXF.

Polimorfismos en el gen  MTHFR vy su posible asociacién con cuadros de depresién e n
pacientes premutados parael gen FMR1

El gen MTHFR es el codificante de la enzima Ns,Nio-metilentetrahidrofolato reductasa, que es
la encargada de sintetizar N5-metiltetrahidrofolato (cominmente abreviado FH4) a partir de
Ns,Nio-metilentetrahidrofolato. Esta enzima participa en el metabolismo del folato y la
homocisteina. El 5 metil-tetrahidrofolato es la forma predominante de folato en circulacion y el
principal donador de grupos metilo en la via de la remetilacion. Un defecto en esta enzima
ocasiona la acumulacion de homocisteina debido a la escasa cantidad de 5-
metiltetrahidrofolato que se encuentra disponible para que la homocisteina metiltransferasa, a
través de la ruta de remetilacion, transfiera un grupo metilo a la homocisteina dando origen a la
metionina.

Se ha visto que este sistema esta alterado en personas con cuadros de depresion. Por otro
lado, algunos de los pacientes con premutacion en el gen FMR1 del SFX presentan sintomas
de depresion, ansiedad y cambios en el estado de animo. Entre un 5 y un 15% de las personas
normales son homocigotas para la mutacién C677T en el gen MTHFR [57]. Esta variante esta
relacionada con un incremento de la homocisteina en el suero y una redistribucion de los
folatos, con aumento de los folatos en hematies, folato en plasma disminuido (en el limite bajo
del intervalo de normalidad), y concentraciones bajas de cisteina en plasma. Esta situacion
tiene como consecuencia un riesgo aumentado de padecer una enfermedad cardiovascular, un
riesgo de 3 a 7,2 veces mayor de tener descendencia afectada con defectos del tubo neural
[58], asi como su posible implicaciéon en enfermedades como la esquizofrenia, depresion y el
cancer [59].

En el polimorfismo C677T, las variantes homocigotas presentan un 30% de actividad
enziméatica en comparacion con los individuos homocigotos para el alelo C, mientras que en el
caso de los heterocigotos el porcentaje de actividad es del 65% [57].Conociendo la posible
implicacion de los polimorfismos en MTHFR con la depresion, y por otra parte sabiendo de los
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cuadros depresivos que sufren algunas pacientes premutadas para el SXF, podria plantearse
una asociacion entre ambos.

Diversos estudios realizados intentando determinar la relaciéon entre las variaciones genéticas
en el gen MTHFR y desoérdenes psiquiatricos han resultado en una serie de hallazgos no
concluyentes. Se ha estudiado ampliamente la relacion de MTHFR con la predisposicion a
depresion, ansiedad, cambios en el estado del animo, esquizofrenia y trastornos depresivos.
Se encontré asociaciéon del polimorfismo C677T con depresion unipolar [60] y con trastorno
depresivo mayor [57]. En un estudio de dicha relaciéon con los trastorno psiquiatricos mayores,
se encontré que el MTHFR C677T esta significativamente asociado con todos los desdrdenes
asociados: esquizofrenia, trastorno bipolar y desorden depresivo unipolar, con un OR = 1.26
para el genotipo TT frente a los portadores del CC [61]. Sin embargo en otro estudio no pudo
demostrarse la relacién C677T con trastorno depresivo mayor [62] y Permoda-Osip y col. [63]
tampoco pudieron confirmar la asociacién con el desorden bipolar.

Aleyasin y col. [64] estudiaron la posible asociacién entre 3 polimorfismos en las enzimas de la
ruta del folato, entre ellos el MTHFR C677T, y el SXF. Observaron una frecuencia
incrementada del alelo 677T en los pacientes de X fragil, en comparaciéon con el control
(OR=2,459), estadisticamente significativa, demostrando una correlacion entre ambos en
poblacion irani. En dicho estudio se incluyeron muestras con la mutacion completa determinada
por PCR y Southern Blot. Santa Maria y col. [65] se centré en el estudio de los polimorfismos
C677T y A1298C en las mujeres portadoras de la premutacion en FMR1 pero no obtuvieron
resultados concluyentes.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general es estudiar la repercusién clinica de la premutacion en el gen FMR1 en la
poblacion residente en Aragon.

Como objetivos especificos se establecen los siguientes:

- 1. Determinar la frecuencia de la premutacién de entre todas las muestras analizadas
(estudio genético) entre el periodo de 2011 a 2015.

- 2. Precisar qué proporcién del total de premutaciones se detectaron en nifios y en
adultos.

- 3. Definir la proporcion de la premutacion en el gen FMR1 en hombres y mujeres.

- 4. Sefialar cual es la prevalencia de las mujeres premutadas con fallo ovarico
prematuro (FOP) en el periodo de 2011 a 2015.

- 5. Estudiar cudl es la prevalencia del FXTAS en el total de individuos estudiados en el
periodo de 2011 a 2015.

- 6. Observar si existen manifestaciones clinicas asociadas a la presencia de la
premutacion en el gen FMR1.

- 7. Estimar y analizar el nimero de interrupciones AGG que se localizan en las mujeres
premutadas para el sindrome de X fragil.

- 8. Observar la frecuencia de la mutaciéon C677T del gen MTHFR en individuos con
premutacion en el gen FMR1.

- 9. Estudiar si los pacientes premutados presentan alteraciones del perfil tiroideo.
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4. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo es un estudio retrospectivo observacional. Los datos han sido obtenidos de las
bases recogidas en la seccién de Genética Clinica y Reproduccion Asistida del Hospital
Universitario Miguel Servet (H.U.M.S.) de Zaragoza.

La muestra del estudio la componen los individuos que fueron remitidos para estudio genético
del SXF, deteccion de la expansion del triplete CGG, a la seccion de Genética Clinica y
Reproduccion Asistida del H.U.M.S. En su momento las muestras biolégicas se analizaron
dentro de la rutina del laboratorio de diagnéstico genético, mediante técnicas de biologia
molecular, para estudiar el nimero de repeticiones del triplete CGG en el gen FMR1.

La muestra de partida para el analisis molecular es ADN, procedente principalmente de sangre
periférica con EDTA.

Se incluyeron en el estudio un total de 550 individuos, que fueron estudiados para
confirmar/descartar la expansion del triplete CGG en el gen FMR1 por diferentes indicaciones
clinicas, desde enero de 2011 hasta noviembre de 2015. Se eligié este periodo de tiempo,
porque en dichas fechas se realizaba el analisis del gen FMR1 con una técnica diagnéstica que
permite mayor precision que las usadas anteriormente. Asi, en dichas muestras se podia hacer
una cuantificacién precisa del nimero de repeticiones CGG y el nimero y posicion de las
interrupciones AGG. Dicho analisis se realizé con un kit comercial basado en una TP-PCR
fluorescente, con andlisis de fragmentos en secuenciador capilar. Este kit tiene un error
admisible de + 1 repeticion CGG en alelos normales (<55) y de + 3 en alelos premutados (=55)
y +5 en alelos premutados con > 100 repeticiones CGGs.

Algunas de las muestras estudiadas también fueron analizadas para la deteccion de la
presencia del polimorfismo C677T en el gen MTHFR. En esos casos estudiamos también si
existe alguna relacién entre el estado de mutacion del gen FMR1 y el polimorfismo del gen
MTHFR.

Se realizé una revision exhaustiva de la sintomatologia asi como anamnesis que presentaban
los pacientes con diagnéstico de premutacién en el gen FMR1. Se evaluaron y elaboraron los
arboles geneal6gicos (pedigrees) correspondientes a los individuos portadores de la
premutacion en el gen FMR1.
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5. RESULTADOS

Estudio de_ FMR1 sequn grupos poblacionales

El criterio para asignar una muestra como premutada es que contenga al menos un alelo en el
rango de la premutacion (55 a 200 repeticiones CGGs). En los posibles casos de mujeres con
dos alelos, si ademas de un alelo premutado tienen un alelo en el rango de mutacién completa,
la muestra se clasifica como mutada.

De las 550 muestras analizadas para el gen FMR1 el 87,27% (480) resultaron en el rango de
tamafio normal. Sélo el 6,73% (37) resultaron premutadas y el 4% (22) mutadas. Por dltimo se
localizaron en el estrecho intervalo de la zona gris el 2,00% (11) de las muestras (Figura 10).

M Sanos
B Zona gris
m Premutados

B Mutados

Figura 10. Clasificacién de las muestras analizadas para presencia de la expansion del triplete
CGG en el gen FMR1 segun los tipos de alelos.

Segun la edad de los pacientes remitidos, el 75,09% (413) fueron nifios (<15 afios) y el 24,91%
(137) eran adultos (=16). Nos basamos en la edad que tenian los pacientes en el momento en
el que se les realiz6 el estudio genético (Figura 11).

m Nifios

m Adultos

Figura 11. Clasificacion de las muestras analizadas segun el sexo del paciente.
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Segun el sexo de las muestras remitidas dentro del grupo de edad de los menores vemos que
el 38,50% (159) son nifias y el 61,50% (254) son nifios. Entre los adultos, el 77,36% de las
muestras pertenecen a mujeres (106) y solo el 22,53% (31) a hombres (Figura 12).

31
159 Nifios Hombres
Nifas Mujeres

254

106

Figura 12. Distribucién de las muestras por género dentro de cada grupo de poblacion
analizado.

Los resultados de las muestras cuyo diagnéstico fue la premutacién (55 a 200 repeticiones del
triplete CGG) en el gen FMR1 también se han clasificado en base a edad y género.

En el total de 39 muestras un 15,38% (6) pertenecen a nifios y el resto a adultos. De las
pertenecientes a nifios, son la mitad de cada sexo. En el caso de los adultos, la clasificacién
por sexo se desequilibra, habiendo un 69,70% (23) de muestras pertenecientes a mujeres, y
s6lo un 30,30% (10) de hombres (Tabla 6).

Analizando esta vez los resultados por sexo y luego por edad, vemos que la frecuencia de las
muestras femeninas entre el total de premutadas es del 66,67% (26). Dentro de ese grupo el
88,46% son de mujeres adultas y tan solo el 11,54% (3) son de nifias. En el grupo de varones,
el 76,92% (10) pertenecen a adultos y el 23,08% (3) a nifios (Tabla 7).

Tabla 6. Distribucién por edad y género dentro del grupo de premutados.

Clasificacion por edad N° frecuencia (%) Género N° frecuencia (%)
Nifios premutados 6 (15,38) ——ONeS 3 (50)
mujeres 3 (50)
Adultos premutados 33 (84,62) vargnes 10 (30,30)
mujeres 23 (69,70)

Tabla 7. Distribucion por género y edad dentro del grupo de premutados.

Clasificacion por sexo Ne frecuencia (%) Gélégg Ne frecuencia (%)
Varones premutados 13 (33,33) ninos 3 (23,08)
adultos 10 (76,92)
Hembras premutadas 26 (66,67) ninas 3 (11,54)
adultas 23 (88,46)
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Prevalencia de Fallo Ovarico Prematuro (FOP) en muj __eres premutadas

En el periodo 2011 — 2015 se analizaron un total de 26 mujeres premutadas para FMR1. Tres
de ellas sufrian indicios de insuficiencia ovarica prematura (IOP). Todas ellas pertenecen a la
misma familia (identificada como C). En la Tabla 8 se muestra su indicacion diagnéstica
(fenotipo/sintomatologia/clinica) para la solicitud del estudio genético de la deteccién de la
presencia de la expansion del triplete CGG en el gen FMR1 y el parentesco con el caso indice
(probando) que fue un varén que presentaba SXF. Hay otros miembros de esta familia
afectados por algun tipo de trastorno asociado a la presencia de la mutacion dinamica,
expansion del triplete CGG en el gen FMR1, que se detallan en el arbol genealdgico
correspondiente mas adelante (Familia C).

Tabla 8. Pacientes premutadas que presentaron sintomas de Fallo Ovarico Prematuro (FOP).

Edad (afios)

en el C Parentesco
ID Indicacion Alelo 1 Alelo 2
muestra momento diaanéstica con el caso (repeticiones  (repeticiones
diagnéstico 9 indice CGEG) CGEG)
genético
FOP a los 36 afios.
Epilepsia (ausencias) desde
PM12 53 la infancia. Tendencia a la TIA MATERNA 30 94
depresion. Orejas grandes.
Orejas grandes y PRIMA
PM14 45 despegadas. Depresion SEGUNDA 32 85
Orejas grandes y
despegadas/ tendencia a la PRIMA
PM15 50 depresién y cambios del SEGUNDA 33 87

estado del &nimo

Estas tres pacientes, a pesar de ser diagnosticadas de su condicion de premutadas y
portadoras del SXF con mas de 45 afios de FXPOI, reportaron haber sufrido desajustes en el
periodo antes de los 40 afios. Todas ellas presentan tamarfios de alelos en la parte intermedia
de la PM (de 80 a 100 repeticiones CGG). El resto de mujeres premutadas para el gen FMR1
mayores de 35 afios (13), no fueron diagnosticadas de FXPOI. Esto supone un 81,25% en la
muestra analizada en este trabajo (Tabla 9).

Tabla 9. Casos de mujeres premutadas mayores de 35 afios confirmadas mediante estudio
genético y su indicacién diagndstica.

Edad (afios) en

Alelo 1 Alelo 2
el momento del L - S T
ID muestra diaanéstico Indicacién diagnéstica (repeticiones  (repeticiones
gnos CGG) CGG)
genetlco
Familiares afectos y portadores
PM4 43 de SXF 30 70
PM6 62 Nieto afecto de SXF 29 70
PM7 65 Hermana porte}qlora de o8 60
premutacién
Madre de afecto de SXF.
PM8 44 Alteracion microdeleccién 29 122
1g21.1. Posible FOP 44 afos.
PM10 37 Madre de premutado 29 56
PM11 78 Abuela de afecto de SXF, hija 21 84
premutada
PM17 39 Madre de afecto de SXF 30 89
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PM18 46 Madre de afecta de SXF 30 106

Gestante portadora del SXF.
Confirmacién del estado de la
presencia de la expansion del
triplete CGG
Reevaluacion: en estudio previo
premutada sin saber el nimero
de repeticiones.
PM23 57 Madre de paciente con 30 79
mosaicismo.
2 sobrinos varones afectos de
SXF.
Reevaluacion de la condicion de
portadora /premutada por TP-
PM24 51 PCR. 29, 126, 180*
Madre de afecta de FRAXA 'y
otros antecedentes familiares.
Reevaluacion de la condicion de
PM25 46 portadora. 30 72
Madre de afecta de FRAXA.
Reevaluacién de estudio previo
en el aho 1997.

*Mosaicismos (mas de dos alelos en el rango de la premutacion en el gen FMR1, mosaico en el
rango premutacion, o alelos en el rango de la premutacion mas alelos en el rango de mutacion
completa, mosaico premutacién/mutacion completa)

PM19 35 34, 69, 112, 239*

PM26 86 30 65

De entre los 16 casos de mujeres premutadas analizadas se encontraron 2 muestras con
mosaicismos, que contienen alelos normales, premutados y/o mutados, en total mas de 2 (2
alelos seria lo normal para una mujer con dos copias del cromosoma X). Es relevante la
deteccion de alelos con diferentes tamafios del triplete CGG ya que esto puede tener mucha
repercusion a la hora de ver la correlacion del nimero de repeticiones con el cuadro clinico.
Por ejemplo las mujeres con mosaicismo premutacion/mutacién completa no presentarian
FXPOI. Gestantes con mosaicismo en premutacién/mutacion completa tendrian un mayor
riesgo de expansion del triplete CGG en la siguiente generacién. Ademas, en los mosaicos es
importante ver el porcentaje de metilacion de todos los alelos mutados completos y en el rango
de la PM.

Prevalencia de FXTAS en pacientes premutados

Entre todos los pacientes remitidos a la consultan para el estudio de la condicion de
premutacion en el gen FMR1, sélo un individuo mostr6 tener sintomas de FXTAS. Se trataba
de un hombre de 77 afios, que comenzo6 con temblores intencionales en manos y depresion a
los 62 afios. Este hombre es tio abuelo materno del probando (caso indice), diagnosticado con
SXF a los 10 afios (Familia C).

Posee un Unico alelo de unas 87 + 3 repeticiones CGG en el rango de la premutacién y una
sola interrupcién AGG.

Otras manifestaciones clinicas asociadas

Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes entre los nifios se encuentran el retraso
psicomotor y del lenguaje. Por su parte, los adultos muestran a menudo orejas grandes y
desplegadas, tendencia a la depresién y cambios del estado del animo.

En los arboles genealdgicos, pedigrees, cuya simbologia para correcta interpretacién se recoge
en la Figura 13, se describen con mayor detalle los trastornos descritos en las familias
estudiadas.
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Evaluacion de los arboles genealdgicos de las famil ias estudiadas

Se realiz6 un analisis de todas las indicaciones diagndsticas, sintomatologia y cuadros clinicos
que presentaban los pacientes y sus respectivos familiares.

[[] Varon ’ Caso indice/probando

O Mujer ~ Personas de la familia estudiadas
<> Sexo no especificado L Aborto
. . Afecto/ay Transmisor/a MC JZ[ Muerte en la adultez

@ @ Portador/a asintomético/a PM D—O Matrimonio
D=O Matrimonio cosanguineo

Figura 13. Leyenda de los arboles genealégicos

< Familia A (Figura 14)

Vs

Alelo PM: 59 + 3 €660 N
I P 4
R. psicomotory del lenguaje
20 a. 5a IE 3a Dificultad de comprensién
4 Alelo 1: 29 1 CGGs
31+/- 1 repeticiones C66s, l Alelo 2: 59 +3 C6Gs

2 interrupciones AGGs

Figura 14. Arbol genealdgico de la familia A.

El caso indice de este familia era una nifia de 3 afios que presentaba retraso psicomotor y del
lenguaje. En el estudio genético de la presencia de la expansion del triplete CGG en el gen
FMR1 se descubrié su condicion de premutada. A raiz de este hallazgo y recibiendo los
familiares el correspondiente asesoramiento genético se procedi6 a estudiar a uno de sus
hermanos ya que éste referia un cuadro clinico mas leve pero similar al que presentaba la
probando y a los progenitores.

La paciente probando hered6 su alelo premutado de su progenitor (rama paterna), que poseia
un alelo de unas 59 (+3) repeticiones CGG.
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« Familia B (Figura 15)

-
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Alelo1:31jrep. CGGs Alelo 1:28rep. CGGs Alelo 1:29rep. CGGs i Alelo1:27 rep. CGGs
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Nifia|con - - SXF SXF e

retrpso ) Discapacidad| 70 gjelo expandido 27/=200 CGGs

esedlar intelectual 70% | ~200 rep. CGGs

Hipotireidismeo
Aborto precoz SXF
L L [ alos2 meses ® . MC (=250 rep.)
2la. 16 afios 12 afios 10 afios / Afectoy transmisor

Figura 15. Arbol genealdgico de la familia B.

El caso indice en esta familia era un nifio de 2 afios que presentaba retraso psicomotor y
fenotipo peculiar: nariz plana, frente amplia, orejas grandes y desplegadas. Se indicaba que
existia un tio materno con discapacidad intelectual de origen no filiado en principio aunque en
la historia se justificaba por el hipotiroidismo congénito. Ademas, él presentaba testiculos de
tamafio grande en la pubertad, acompafiado de timidez y evitacion de la mirada. Se le
diagnostico afecto del sindrome de X Fréagil, con mas de 250 + 10 repeticiones CGG.

Se estudio a la madre del caso indice, que también resulté ser afecta del SXF. La paciente
manifestaba que presentaba tendencia a la depresion y fenotipicamente se evidenciaban
orejas grandes y despegadas. Se pudo confirmar que un hermano de la madre del paciente
probando también habia heredado el alelo mutado (> 200 repeticiones CGG) y por lo tanto se
le debia etiquetar como SXF. El cuadro clinico, fenotipo que presentaba el tio materno del
probando se justificaba por la presencia de la expansion del triplete CGG en el gen FMR1. Asi,
se confirmé que la discapacidad intelectual del paciente no era debida al hipotiroidismo sin
mas, sino a la presencia de un Unico alelo de mas de 200 repeticiones CGG (mutacién
completa) y completamente metilado. Se debe reflexionar que ante nifios con hipotiroidismo
congénito mas macroorquidismo y cierto retraso psicomotor habria que sospechar de SXF. El
tercer hermano, varén, tio del probando, fue analizado encontrandole que presentaba un alelo
en el rango normal, motivo por el cual sus dos hijos no fueron estudiados.

Ascendiendo en el arbol genealdgico se estudié a los abuelos del probando, resultado el
abuelo normal y la abuela premutada para el gen FMR1. A raiz de este descubrimiento se
estudio a sus dos hermanas, resultando ambas premutadas. Esto permiti6 recomendar un
adecuado asesoramiento genético para las tias abuelas del probando ya que una de ellas
tenia una hija de 29 afios que habia sufrido cierto retraso escolar/ discapacidad intelectual,
aunque no pudo ser confirmada su condicion de afecta para el SXF por residir en otra
comunidad autbnoma.

El origen al que nos pudimos remontar en esta familia fue la madre de las tres mujeres
premutadas y bisabuela del probando, que falleci6é a los 91 afios y sufria una ligera ataxia y
temblores desde los 70 por lo que aunque desgraciadamente no se pudo confirmar parecia que
dicha paciente podria ser un FXTAS.
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«» Familia C (Figura 16)
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Figura 16. Arbol genealdgico de la familia C.
J

El caso indice de esta familia fue un nifio de 10 afios, que presentaba fenotipo compatible con
SXF: frente amplia, orejas grandes y evertidas, cara alargada, retraso escolar, hiperactividad y
déficit de atencion. Al realizar el estudio genético se vio que poseia el alelo con la mutacion
completa (>250 repeticiones CGGs). Debia ser considerado afecto y transmisor del SXF.

A partir de este momento se estudid a sus familiares directos. Su madre presenta fallo ovarico
precoz (FOP) a los 44 afios, y molecularmente se descubre que es premutada, con un alelos
en el rango de la premutacién de unas 122 + 5 repeticiones CGGs (29/122 CGG), con dos
interrupciones AGG.

Los 4 hermanos de la madre son estudiados también. La hermana es una paciente de 53 afios
con epilepsia desde la infancia y tendencia a la depresion, FOP a los 36 afios y
fenotipicamente con orejas grandes, resulta premutada con una alelo en el rango de la
premutacion de unas 94 + 3 repeticiones CGGs (30/94 CGG); ésta tiene una hijo de 31 afios
asintomatico en principio, en el que se decide realizar el estudio molecular, hallandose un
mosaicismo PM/MC (153, 203, >200 repeticiones CGGs), destacando un alelo en el rango de la
premutacion de unas 153 * 5 repeticiones CGG y otro alelo justo en la frontera
premutacion/mutacion completa sin metilar.

Dos de los tios varones del paciente probando presentaban un ndmero de repeticiones CGGs
en el rango de la normalidad y el tercer varon posee un alelo de unas 107 + 5 repeticiones
CGGs y un fenotipo con orejas grandes. Este a su vez tiene una hija de 17 afios asintomatica y
sin estudiar, pero que obligatoriamente tiene que ser premutada para el gen FMR1 ya que su
progenitor (padre) le habra transmitido el cromosoma X con el alelo en el rango de la

Estudio retrospectivo de la premutacion en el gen FMR1 en poblacion residente en Aragon. Posibilidades de repercusion en la
clinica

Pagina 29 de 47



Noelia Cuadrado Lasheras

premutacion. Es importante confirmar la condicion de premutada en dicha paciente de cara a
ofrecerle un adecuado asesoramiento genético para planificar su futura descendencia.

La madre de los 5 pacientes descritos en el péarrafo anterior y abuela del paciente probando
presentaba orejas grandes y no tuvo FOP. Se le realiza el estudio molecular y resulta poseer la
premutacion, presentando un alelo de unas 84 + 3 repeticiones CGGs (21/84 CGG) sin
interrupciones AGG. En esta rama de la familia se observa el fendmeno de expansién del alelo
premutado segun avanzan las generaciones.

El tio abuelo, hermano de esta mujer es un anciano de 77 afios con depresion y temblores
intencionales en las manos que se iniciaron a los 62 afos. Dicho paciente estaba
erroneamente diagnosticado de parkinson. Resulta tener un alelo con 87 repeticiones CGG. Es
el tnico paciente de este estudio diagnosticado de FXTAS. Tuvo dos hijas, ambas premutadas,
actualmente en estudio y exploracién neurolédgica. La primera era una paciente de 50 afios con
FOP a los 42, con orejas grandes y despegadas, tendencia a la depresidon y cambios del
estado de animo, con un alelo en el rango de la premutacién de unas 87 + 3 repeticiones CGGs
(33/87 CGG); ésta tuvo una hija con mosaico con alelos en el rango de la premutacién, 100%
metilados con un cuadro clinico caracteristico de las mujeres portadoras del SXF; y también
una nifia que con 13 afios le detectaron la mutacion completa (30/>200) y poseia la clinica y
fenotipo caracteristicos (hiperactiva, orejas despegadas). La segunda hija del anciano con
FXTAS, también premutada, era una paciente de 45 afios con FOP a los 42 afios, al igual que
su hermana, con orejas grandes y despegadas y también depresién (32/85 CGG); tuvo una hija
gue con 9 afios mostraba déficit de atencidn, dificultad escolar especialmente en el area de las
matematicas, a la que también se le descubri6 la presencia de la mutacién completa (20/>200).
Ademas esta nifia tenia los pabellones auriculares grandes y algo despegados, la cara
alargada, abundante vello en las 4 extremidades y en el tronco, y se mostraba miedosa cuando
se encontraba en centros comerciales y a los ruidos. También sufria de rabietas y manias por
temporadas.
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«» Familia D (Figura 17)
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Figura 17. Arbol genealégico de la familia D.

El caso indice en esta familia fue un nifio de 10 afios con sintomatologia propia del SXF. Se
demostro que poseia un alelo mayor de 200 repeticiones CGG, 100% metilado.

Su hermana de 18 afios presentaba fenotipo tosco, prognatismo, orejas grandes, cara estrecha
y alargada,y mentén prominente. Ademas tenia pies planos, otitis de repeticidn, trastornos del
suefio (insomnio) y pequefas crisis epiléticas. En el area neurocognitiva presentaba problemas
de aprendizaje, retraso en el lenguaje, dificultad en matematicas y déficit de atencion, poniendo
de manifiesto una clara discapacidad intelectual. Tenia varios alelos en mosaicismo entre
premutaciéon y mutacion completa (30 = 1, 126 + 5, varios alelos de >200 + 10 repeticiones
CGGs). La paciente es afecta y transmisora del SXF.

La madre de ambos era borderline, timida, evitaba el contacto visual y sonreia nerviosa. Tenia
las orejas grandes, la cara estrecha y alargada, el mentén prominente y la frente amplia.
Resefa haber tenido 2 abortos. En el estudio molecular se vio que presentaba un alelo gris (54
CGG) y uno premutado (84), ademas de otros alelos en menor proporcién (125/>200 CGG).
Por lo que era un mosaicismo de premutacion/mutacion completa con los alelos en el rango de
la mutacion completa y en el rango de la premutacion casi 100% metilados, lo que justificaria la
clinica de la paciente.

Pudo estudiarse al abuelo del probando, un hombre de 85 afios que no presentaba temblores
ni ataxia. Poseia un alelo de 55 repeticiones CGG en el limite inferior del rango de la
premutacion, casi alelo intermedio, con 2 interrupciones AGG. Como la hija poseia dos alelos
intermedios sabemos que uno debi6 transmitirselo el padre y el otro la madre, a la que no se
pudo analizar por negacion de la hija aunque se pudo corroborar que presentaba temblores y
cierta demencia.

Se estudié la rama familiar de esta mujer. Tenia 4 hermanas y dos hermanos, todos ellos
fallecidos en el momento del estudio familiar. El primer de los varones tuvo descendencia: dos
niflos que murieron jévenes, uno de ellos con meningitis y encefalitis, y la mujer que prospero
tenia entonces 56 afios y alelos en el rango normal para el gen FMR1 (28/30 CGG). Por este
motivo, sus dos hijos no fueron estudiados genéticamente para el SXF dentro de la rutina del
laboratorio.
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< Familia E (Figura 18)
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Figura 18. Arbol genealdgico de la familia E.

.

En esta familia el caso indice fue un nifio de 4 afios con alteracidn en el desarrollo de todas las
areas, especialmente la del lenguaje. Poseia facies algo alargadas y resto del fenotipo anodino.
Se le hizo el analisis genético molecular y se vio que poseia la mutacion completa (alelo con
mas de 200 repeticiones CGG).Tenia un hermano recién nacido que fue estudiado y resulto
tener el alelo normal (30 £ 1 repeticiones CGG).

El alelo premutado del probando tenia que proceder de la madre, asi que fue analizada,
encontrandose un alelo en el rango de la premutacion de unas 86 *+ 3 repeticiones CGGs
(29/86) y con una sola interrupcion AGG.

La madre tenia un hermano con discapacidad intelectual, aunque ni él ni otros miembros de la
familia pudieron ser estudiados. El origen de esta familia era de Marruecos.
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Figura 19. Arbol genealdgico de la familia F.

Este estudio familiar comenzé con una nifia de 9 afios que presentaba trastorno del espectro
autista y fenotipo anodino. Se reportaron antecedentes familiares de retraso y discapacidad
intelectual por SXF (primo de la rama materna).

Se estudié a su madre que era la portadora de la premutacion, con 3 alelos, dos de ellos en
mosaicismo en el rango de la premutacion, unas 97 + 3 y unas 106 + 5, respectivamente (30,

97, 106 repeticiones CGG).

La tia materna del probando ya habia sido estudiada y diagnosticada como portadora de la
premutacion en un centro de otra comunidad auténoma, asi como el hijo de ésta, diagnosticado

como afecto de SXF.

Los demas miembros no pudieron ser estudiados genéticamente, pero el abuelo, ya fallecido,
presentaba ligeros temblores, lo que podria encajar con un posible FXTAS. Una hermana de
éste tenia discapacidad intelectual, pero no se pudo verificar con el estudio genético.
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« Familia G (Figura 20)
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Figura 20. Arbol genealégico de la familia G.

El caso indice en esta familia fue un nifio de 6 afios que presentaba retraso psicomotor y
fenotipo peculiar: orejas grandes y de baja implantacion, facies alargadas y pestafas largas.
Fue analizado molecularmente y diagnosticado de SXF con un alelo de 200 repeticiones (97%
metilado).

Su hermano de 9 afios presentaba muestras de hiperactividad y agresividad, y un 39% de
discapacidad intelectual. EIl analisis genético mostré un alelo de unas 101 + 5 repeticiones
CGG (0% metilacion), y un 2° alelo con mas de 200 repeticiones (100% metilado), sin
interrupciones AGG. Por lo que se trataba de un mosaicismo premutacion/mutacién completa
pero con clinica de SXF.

Analizando el pedigree se observaba que el caso indice tenia un hermano solo por parte de
padre que referia que tenia retraso en el area del lenguaje sin filiar pero no seria justificado por
la expansion del triplete CGG en el gen FMRL1.

La madre de estos nifios era una mujer de 39 afios, con orejas grandes y que sufria cambios
bruscos del estado del animo. Tenia baja reserva ovarica pero no presentaba FOP ni habia
tenido abortos. Se le detectaron dos alelos de unas 30 + 1 repeticiones CGGs, en el rango de
la normalidad (58% metilado) y unas 89 + 3 repeticiones CGGs en el rango de la premutacion
(97% metilado).

La madre tenia un hermano con retraso escolar pero normal desde el punto de vista de las
repeticiones CGGs con 30 repeticiones y dos valles AGG.

El estudio genético continué con los abuelos maternos: la mujer resulté normal y el hombre
premutado (76 + 3 repeticiones CGGs sin valles AGG). Por lo tanto este es el origen del alelo
inestable que fue expandiéndose de generacion en generacion.
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«» Familia H (Figura 21)
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Figura 21. Arbol genealdgico de la familia H.
\§

En esta familia el caso indice fue una nifia de 4 afios, que presentaba retraso cognitivo y del
lenguaje, con fenotipo peculiar: frente amplia. El origen de esta familia es Marruecos. Al ser
analizada genéticamente para detectar la presencia de expansién del triplete CGG en el gen
FMR1, se observd que poseia un mosaicismo premutacién/mutacion completa con alelos de
unas 31 +1, 68 =3, 94 +3 repeticiones CGGs, siendo este Ultimo alelo premutado 100%
metilado y un alelo en el rango de mutacion completa de >200 (~332+10, 51% metilacion)
repeticiones CGG.

Se analiz6 también a su hermano, un nifio de 8 afios con trastorno del espectro autista, retraso
mental y psicomotor, y un fenotipo caracteristico de manos toscas y oreja derecha displasica.
También evitaba la mirada de las personas que se dirigian a él. Fue diagnosticado de SXF por
presentar un Gnico alelo en el rango de la mutacién completa (333 CGG +10 repeticiones
CGGs).

El origen de la transmision de la expansion del triplete CGG en el caso indice y su hermano
debia ser materna. Por ello esta paciente fue estudiada genéticamente y se vié que poseia el
alelo premutado de unas 94 + 3 repeticiones CGGs (29/94 CGG). No habia tenido abortos
previos y era demasiado joven para poder pensar en un posible FXPOI. Su reserva ovarica era
buena tras los estudios hormonales pertinentes realizados.

Esta mujer tenia dos hermanas y tres hermanos que residen en Francia. Sélo una de sus
hermanas habia tenido descendencia en ese momento: dos nifias de 6 y 2 afios y medio. Que

desconocemos si presentaban alguna clinica.
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Figura 22. Arbol genealdgico de la familia I.
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Los dos primeros casos de esta familia, madre e hija, fueron analizadas genéticamente hace 17
afios mediante PCR convencional y Southern Blot. La nifia fue diagnosticada de SXF a los 2
afios, y su madre fue reportada como premutada.

Dos tias y dos tios de la nifia fueron diagnosticados como enfermos de SXF, un tio como
premutado y otras dos tias no eran portadoras de la premutacion. Ademas la abuela fue
confirmada de ser premutada para el SXF.

Ascendiendo en el arbol genealdgico, se detectaron 4 mujeres mas portadoras de la
premutacion, tias-abuelas de la nifia con SXF. Todos estos estudios genéticos se hicieron hace
afios mediante la técnica de PCR seguida de Southern Blot. Por este motivo se indica el
tamafio del fragmento obtenido y no el niUmero de repeticiones exacto, aunque entre paréntesis
detallamos el tipo de alelo correspondiente segun su longitud.

Algunos de los hijos e hijas de esa generacion resultaron normales y otros premutados o
mutados. En el primer caso su descendencia ya no fue estudiada, pero si cuando se
encontraba algin alelo patologico.

En todas las generaciones se encontraron casos de abortos, lo que indica que muchos de esos
fetos podrian tener una gran expansién del triplete CGG en el gen FMR1, con una patologia
que podria justificar que no llegaran al final de la gestacion.

Con el avance de la técnica, los dos primeros casos (madre e hija) fueron reevaluados. Las
muestras fueron analizadas mediante TP-PCR. Se confirmaron los diagnésticos dados afios
atras. La madre poseia una premutacion de alelos en mosaicismo premutacion/mutacion
completa (29, 126, 180, >200 CGG). La hija poseia la mutacion completa, con un alelo de unas
325 repeticiones CGG completamente metilado (29/325).
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Figura 23. Arbol genealdgico de la familia J.
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El caso indice de esta familia fue un varén de 12 afos, diagnosticado con SXF. A su hermano
de 10 afios se le encontré la mutacién completa. Su madre era la transmisora del alelo
patolégico, resultando ella ser premutada para el SXF.

La abuela materna del probando también presentaba la premutacion con un alelo de unas 65
repeticiones CGGs (30/65 CGG). De sus dos tios varones, uno era premutado (78 = 3
repeticiones CGG Yy sin interrupciones AGG) y el otro mutado completo y afecto, ambos sin
descendencia. De las tres tias maternas, una resulté presentar un alelo en el rango de la
normalidad y las otras dos eran premutadas El (inico hijo de esta Ultima fue analizado a los 33
afos y encontrado mosaico PM/MC (94/322 CGG), pero el paciente se mostraba asintomatico.
Por el contrario, la otra tia materna premutada tuvo 3 mujeres y 2 varones. Solo las mujeres
fueron evaluadas. Dos de ellas resultaron tener alelos sanos, y la tercera era premutada, por
eso tuvo que recurrir a la donacion de ovocitos para tener descendencia. Se observa una
expansion del nimero de repeticiones de generacién en generacion.
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Interrupciones AGG

Se analizaron 10 muestras premutadas y 5 mosaicos premutacion/mutacion completa con la
técnica TP-PCR, permitiendo asi la determinacion del nimero de interrupciones AGG a lo largo
de los alelos CGG (Figura 23).

En las muestras premutadas un 54,55% (6) resultaron contener 2 interrupciones AGG. Frente
al 9,09% (1) con una sola repeticion, y el 27,27% (3) con ninguna interrupcién (Figura 23).

En las muestras con mosaicismo premutacion/mutacién completa, observamos que un 40% (2)
tienen 2 AGGs, un 20% (1) tiene un sola interrupcion, y un 40% (2) presenta ausencia de
AGGs (Figura 23).

El andlisis de las interrupciones AGG en ambos tipos de muestra es importante para
determinar la posibilidad de expansion de los alelos premutados en la descendencia. A menor
namero de valles AGG, mayor es la probabilidad de expansién del alelo en la siguiente
generacion.

-

Mutada
Mosaico PM/MC
Premutada

* 2 AGG
*1AGG

* 0 AGG

Figura 23. Muestras del estudio analizadas para AGG.

MTHFR vy premutaciéon en el gen  FMR1

La condicion de portador del polimorfismo C677T en el gen MTHFR que se indica en estos
resultados significa tener una copia del alelo mutada (C677T) y otra normal, es decir, en
heterocigosis.

En un total de 27 de las muestras del estudio pudo analizarse el genotipo MTHFR presente.
Solo una de ellas era un mosaico de premutacion del gen FMR1, y su resultado fue de C677T.
Las otras 26, se clasificaron segun el estado de FMR1 y se analiz6 la condicién de portador de
C677T (Figura 24).

Estudio retrospectivo de la premutacion en el gen FMR1 en poblacion residente en Aragon. Posibilidades de repercusion en la
clinica

Pagina 38 de 47



Noelia Cuadrado Lasheras

3(27%) 4 (33%)
11
8 7
Mutados FMR1
Mosaicos FMR1 PM/FM
4 Premutados FMR1
(100%) - Portador MTHFR
0 * Normal MTHFR
Figura 24. Frecuencia de la mutacion MTHFR segun la condicion de FMR1.

La homocisteina soélo fue estudiada en 4 de los casos. En 3 se observé dentro del rango
normal, y en uno de los sujetos estaba baja.

No se encontrd ninguna asociacion significativa entre la presencia del polimorfismo C677T en
el gen MTHFR vy los individuos premutados para el gen FMR1 con trastornos del estado del
animo y tendencia a la depresién. Si bien como dato curioso se observd que todos los
mosaicismos a los que se analiz6 su condicion de portadores del polimorfismo C677T eran
portadores del mismo y todos ellos si referian alteraciones del estado del animo y
especialmente las mujeres tendencia a la depresion.

Analisis bioguimico. Perfil tiroideo

La hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la tiroxina (T4) pudo ser estudiada en 11 de los
pacientes premutados. Sélo 2 de ellos mostraban hipotiroidismo, uno tenia normales la T4 y
TSH pero su estudio de T3 mostré un nivel ligeramente elevado. En las otras 8 muestras no se
encontraron anormalidades en dichas hormonas. Recordar que por otro lado, uno de los
pacientes adultos estudiados afecto de SXF result6 tener un hipotiroidismo congénito.
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES
Discusion

La indicacién diagnéstica de los pacientes remitidos a la seccién de Genética Clinica y
Reproduccién Asistida del H.U.M.S. para el estudio genético del SXF es variable. Esto provoca
que sélo una pequefia parte de las muestras analizadas resulten premutadas (6,73%) o
mutadas (4%) para el gen FMR1.

Es mas comun el analisis de muestras de nifios (75,09%), ya que actualmente el consenso en
pediatria y neuropediatria es remitir a todos los nifios con retraso en el desarrollo y/o
psicomotor para el estudio genético [66]. Existe un protocolo actualmente para actuar de esta
manera, mientras que hace aflos muchos de los nifios con premutacion pasaban
desapercibidos por no conocer bien la clinica asociada a este trastorno genético.

También se reciben mas casos de niflos (61,50%) que de niflas, ya que la incidencia de
cualquier manifestacién clinica temprana asociada a la mutaciéon o premutacion es menor en
nifias por poseer dos cromosomas X que pueden compensarse mutuamente. La proporcién
entre géneros cambia en la edad adulta, cuando hay un mayor nimero de mujeres remitidas
(77,36%) debido principalmente a la incidencia de FXPOI.

Solo el 15,38% de los diagndsticos de premutacion se dan en nifios (ambos géneros), aunque
la mayor parte de casos indice son nifios, y tras estudiar a su familia el descubrimiento de
adultos premutados aumenta. El 69,70% de los adultos premutados son mujeres mostrando la
variedad de motivos por el que las mujeres son remitidas al analisis genético, y que al tratarse
de una alteracion ligada al X las portadoras y transmisoras son mas a menudo mujeres.

Los estudios recientes en las patologias asociadas a la alteracion del gen FMR1 han resultado
en la descripciéon de un fenotipo emergente asociado a los portadores de la premutacion.
Ademas de FXPOI y FXTAS, una serie de nuevos trastornos han sido descritos en estos
pacientes. Hay una fuerte evidencia que sugiere que las mujeres con premutaciéon en FMR1
pueden estar en un riesgo variable de sufrir diversas alteraciones médicas, reproductivas,
cognitivas y psiquiatricas, como enfermedades de la tiroides, hipertension, neuropatia periférica
y fibromialgia.

Estos fenotipos se presentan en penetrancia variable y aunque todavia no esté ampliamente
definida su asociacién con la premutacion de FMR1, estas manifestaciones clinicas deberian
considerarse siempre que se estudie un paciente premutado. Publicaciones recientes
describen la importancia y amplitud de esos trastornos relacionados con la premutacion [11,
28].

Esta bien documentado que entre el 12 y el 20% de las portadoras de premutacion tienen FOP
[13, 28]. A pesar del reducido tamafio de nuestra muestra, hemos detectado 3 mujeres con
FOP antes de los 40 afios de edad, entre un total de 16 (18,75%). Por otro lado, también
acorde con lo que se describe en la literatura, hemos encontrado una asociacion no lineal del
FXPOI entre las premutadas. Los tres casos de fallo ovarico precoz los encontramos en
mujeres en el rango intermedio de la premutacion (80-100 repeticiones CGG), intervalo en el
gue se documenta en la bibliografia una mayor prevalencia de la enfermedad [1, 16]. Lo mismo
ocurre con la edad de aparicion, donde nuestros resultados coinciden con los de otros estudios
[13].

Por otra parte, se ha estimado que el FXTAS afecta a un tercio de los hombres con
premutaciéon mayores de 50 afios, y a un 16% de las mujeres, aunque la penetrancia aumenta
con la edad, superando el 50% para hombres de 70 — 90 afios [1]. A pesar de contar en
nuestro estudio con 7 hombres y 8 mujeres mayores de 50 afios, sélo un varon de 77 afios
tiene un diagndstico de FXTAS. En algunas de las familias estudiadas si se han detectado en
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la parte superior de sus arboles genealdgicos ancianos con sintomas compatibles con FXTAS:
un hombre que con 70 afios presentaba una ligera ataxia y temblores no pudo ser estudiado
por haber fallecido anteriormente; y otro varén que fallecié a los 76 afios presentaba ligeros
temblores. Es importante notar que no en todas las familias ha podido hacerse un estudio
completo de los miembros mas mayores, y por tanto es normal que no hayamos encontrado
mas casos de FXTAS.

En estudios previos se han observado determinadas caracteristicas psiquiatricas y de
comportamiento en sujetos con la premutacion, especialmente en mujeres. Coffey y col. [26]
apuntaron que las mujeres portadoras de premutacion tienen un riesgo incrementado de
desarrollar este tipo de trastornos en comparacion con individuos control. Como estos
trastornos son dificiles de catalogar cuando la muestra es pequefia, como en nuestro caso, los
valores de penetrancia son dificiles de establecer. Si hemos observado al estudiar los arboles
genealdgicos de las familias, que varios pacientes portadores de la premutacién presentaban
depresion y/o cambios del estado del &nimo (4 casos). Dos pacientes presentaron TEA y otros
dos déficit de atencion. Ademas una mujer premutada habia padecido crisis de epilepsia desde
la infancia.

En cuanto a los dominios cognitivos, numerosos pacientes portadores de la premutacion
presentaban retraso psicomotor y/o del lenguaje (7 casos). Una mujer presentaba ademas
dislexia. En muchos de los casos estas caracteristicas fueron el motivo de remitir a los sujetos
a la consulta (clinica detectada en la infancia).

Un fenotipo caracteristico que se repite en todas las familias, tanto en sujetos portadores de la
premutacion en FMR1 como los diagnosticados con la mutacién completa, es el de orejas
grandes y despegadas, a veces con las facies alargadas.

Otro desorden que se reitera en varias de las mujeres portadoras es la sucesion de abortos, lo
gue podria indicar la presencia de una gran expansion del triplete CGG en el gen FMR1
impidiendo que el embarazo llegue a término.

Todas estas manifestaciones clinicas encajan con las descripciones hechas en la literatura
sobre personas portadoras de la premutacién en el gen FMR1, que van mas alla del FOP y el
FXTAS.

La observacion del numero y distribucion de tripletes AGG interrupiendo las secuencias de
CGG permite predecir la probabilidad de expansion del alelo en la siguiente generacion. En
nuestro estudio, un 54,55% de las muestras premutadas contenian dos interrupciones AGG, el
9,09% mostraban una sola repeticion, y el 27,27% no tenia ninguna interrupcion.

En las muestras con mosaicismo PM/MC la frecuencia de una sola interrupcion AGG sube
hasta el 20%, y la ausencia de interrupciones representa el 40%. Aunque el analisis de los
valles AGG pudo realizarse en muy pocas de las muestras, vemos que si hay una
correspondencia con la literatura previa en este aspecto [4, 5]. Estos autores demostraron que
las secuencias AGG modulan fuertemente el riesgo de inestabilidad alélica: 100/103 alelos sin
AGGs fueron inestables (aumentaron al menos en una repeticion al pasar de generacion), en
comparacion con los 31 inestables de 159 con 2 AGGs. Los alelos con 55-59 repeticiones CGG
pero con 0 AGG se expandian con una probabilidad aumentada 19 veces respecto a aquellos
con 2 AGG. Por este motivo, en el rango bajo de la premutacién, para estimar el riesgo se
tienen en cuenta la estructura AGG vy la longitud de la secuencia CGG por el extremo 3’ que no
se encuentra interrumpida.

Aunque el significado de las interrupciones AGG permanece todavia en el nivel de la
investigacién, se espera que su determinacién se vaya incorporando poco a poco a la practica
clinica y que permitan dar un riesgo cuantificable de transmitir la premutacion a la
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descendencia, gracias en parte a la estandarizacion de las técnicas de PCR que permiten su
correcta delimitacion.

El resultado mas llamativo es el hallazgo de un paciente de 31 afios en la familia C
presentando un alelo en el rango de mutacién completa y sin discapacidad intelectual. La
explicacion es que dicho alelo no estaba metilado con lo que se podria expresar el FMR1 y
producir la FMRP que justifica el no presentar un cuadro clinico de retraso cognitivo [7].

El analisis del genotipo C677T en el gen MTHFR de las muestras de este estudio estuvo sujeto
a la disponibilidad de muestra, habiendo sido realizado en sélo 27 de las muestras.

No encontramos ninguna asociacion significativa entre un determinado polimorfismo C677T y
trastornos del estado del &nimo/depresién en los individuos premutados para el gen FMR1. No
obstante se observé que todos los mosaicismos estudiados resultaron portadores de la variante
C677T en heterocigosis y todos ellos referian alteraciones del estado del animo, y
especialmente las mujeres tendencia a la depresion.

De cualquier forma el tamafio muestral no es representativo y no permite sacar conclusiones
sélidas. La literatura presenta resultados contradictorios en el estudio de C677T y dichas
manifestaciones clinicas [57, 60-63].

Solo hemos encontrado dos estudios que se centren en muestras con premutacion o mutacion
completa [65 y 64 respectivamente] siendo los resultados no concluyentes por tener un tamafio
muestral pequefio o por no haber obtenido resultados con significancia estadistica.

El perfil tiroideo en los casos de premutacion en que pudo ser realizado presentaba algunas
anomalias: 2 casos de hipotiroidismo (con TSH y T4 bajas) y uno de hipertiroidismo por T3
elevada. Estos resultados estan en la linea de los obtenidos en investigaciones previas, en los
que las mujeres adultas portadoras de la premutacion sufren algin trastorno de este tipo en
comparacion con los controles [26 — 28].

En los casos de nifios con hipotiroidismo congénito junto a macroorquidismo y cierto retraso
psicomotor hay que sospechar de SXF, y realizar el estudio genético.

La funcion tiroidea deberia analizarse de forma rutinaria en mujeres portadoras, asi como sus
posibles sintomas neuroldgicos y emaocionales. Un hipotiroidismo no diagnosticado en
portadoras puede agravar los problemas emocionales, especialmente ansiedad y depresion,
gue son comunes en estas mujeres.
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Conclusiones

La frecuencia de premutacion entre todas las muestras analizadas en el periodo de
2011 a 2015 es el 6,73% (n= 37), la frecuencia de mutacion es el 4% (n= 22). La
frecuencia de muestras en el intervalo de la zona gris es el 2,00% (n= 11).

El nimero total de premutaciones en las muestras fue de 39 de ellas un 15,38% (n=6)
pertenecen a nifios y el resto a adultos. De las premutaciones pertenecientes a nifos,
son la mitad de cada sexo. En el caso de los adultos, un 69,70% (n= 23) de las
muestras con premutaciones pertenecen a mujeres, y un 30,30% (10) pertenecen a
varones.

La proporcion de la premutacion de las muestras femeninas del gen FMR1 es del
66,67% (n= 26). Dentro de ese grupo el 88,46% son de mujeres adultas y tan sélo el
11,54% (n= 3) son de nifias. La proporcién de premutacion en el grupo de varones, es
el 33,33% (n= 13) de ellas el 76,92% (n= 10) pertenecen a adultos y el 23,08% (n= 3)
a nifios.

La prevalencia de las mujeres premutadas con fallo ovarico prematuro (FOP) en el
periodo de 2011 a 2015 fue el 18,75% (n= 3). Todas ellas presentan tamafios de alelos
en la parte intermedia de la PM (de 80 a 100 repeticiones CGG). El resto de mujeres
premutadas para el gen FMR1 mayores de 35 afios 81,25% (n= 13), no fueron
diagnosticadas de FXPOI.

Solo un paciente fue diagnosticado de FXTAS en el total de pacientes estudiados en el
periodo de 2011 a 2015. La prevalencia seria del 2,56%.

Entre las manifestaciones clinicas asociadas a la presencia de la premutacion en el
gen FMRL1 las mas frecuentes en los nifios son el retraso del lenguaje y el retraso
psicomotor. En los adultos la tendencia a la depresion y los cambios en el estado de
animo.

El nimero de interrupciones AGG mas comin en nuestra muestra poblacional de
Aragon es de dos en el 54,55% de los casos (n= 6), una interrupcion de observa en el
9,09% de los casos (n= 1) y el 27,27% de los casos no presenta ninguna interrupcion
(n=3).

De las 11 muestras premutadas en las que se estudio el gen MTHFR, en 3 se encontrd
la mutacién C677T, lo que supone un 27%. Se observd que todas las muestras
mosaicos para FMR1 con PM/MC resultaron heterocigotas para C677T

Se encontré una alta incidencia de alteraciones en las hormonas tiroideas, 27,27%
aunque el numero de muestras que pudo estudiarse (n= 11) no es representativo y no
pueden obtenerse conclusiones fiables.
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