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Resumen

El síndrome X-frágil es una de las causas más

frecuentes de retardo mental en humanos y está

asociado con un sitio cromosómico frágil en Xq27.3.

Esta fragilidad se debe a la expansión de una

repetición 5¨-(CGG)n-3¨que ocurre naturalmente en

la región no traducida 5¨del gen FMR1. Se analizó

la distribución de los alelos normales, intermedios y

premutados para pacientes con desórdenes cognitivos

y de comportamiento y para individuos normales en

el Departamento de Risaralda usando técnicas de

PCR y Southern blot. La población con desórdenes

cognitivos y del comportamiento corresponde a casos

de autismo, conductas autistas, retardo mental

excluyendo el síndrome X-frágil, desórdenes del

aprendizaje y desórdenes de la atención. Comparamos

los resultados en las dos poblaciones utilizando

análisis estadístico. Para la población normal se

estudiaron 1171 alelos correspondientes a 364 mujeres

y 463 hombres y para la población con desórdenes

cognitivos y del comportamiento la muestra

correspondía a 284 alelos de 80 mujeres y 124 hombres.

Las proporciones de individuos normales, intermedios

y premutados en la muestra de la población normal

fueron 97.8%, 1.9% y 0.3% respectivamente. En la

población con desórdenes cognitivos y del

comportamiento los porcentajes de alelos normales,

intermedios y premutados fueron 97.5%, 1.4% y 0.4%

respectivamente. El caso más frecuente fue de 30

repeticiones CGG en ambos grupos, con 79.6% en la

población normal y 72.4% de los casos con desórdenes

cognitivos y del comportamiento. Se hizo una prueba

de diferencia de varianzas y se encontró que la
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diferencia no era estadísticamente significativa. Dada

varianzas iguales, los promedios se compararon y de

nuevo se encontró que no había diferencia

significativa. Finalmente se compararon las

proporciones de individuos normales, intermedios y

premutados, en ambas poblaciones y se encontró que

eran estadísticamente iguales.

PALABRAS CLAVES: Síndrome X frágil; Gen

FMR1; alelos normales, intermedios, premutados;

retardo mental; alteraciones del comportamiento.
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Introducción

E
l síndrome X- frágil A (FRAXA)

constituye una de las causas genéticas más

frecuentes de retardo mental en humanos. Su

frecuencia se calcula en 1 de 1400-4000 varones y de

1 por cada 2500-8000 mujeres (1). Se encuentra

asociado con un sitio folato sensitivo en el cromosoma

X en la región Xq27.3. Esta fragilidad es debida a la

expansión anormal de una repetición 5’-(CGG)
n
-3’

que ocurre naturalmente en el promotor y la región

5’ no traducida (5´UTR) del gen FMR1 (Fragile

Mental Retardation)(2) que codifica para la proteína

FMRP. Los individuos afectados tienen una

expansión de la tripleta CGG entre 200 y 2000

repeticiones CGG localizada en la región 5´del exon

1 del gen y un patrón de metilación anormal en la isla

CpG situada en una región proximal al gen (3,4). Esto

ocasiona una ausencia de la proteína que es la causa

del síndrome FRAXA. El gen FMR1 se expresa en

diferentes tejidos humanos y murinos como cerebro,

linfocitos, pulmón, riñón y placenta (5).

El alelo normal es polimórfico, tiene entre 0 y 40

repeticiones CGG y es heredado de una manera

estable (6). Esta repetición es críptica cuando está

interespaciada por repeticiones AGG encontradas

con frecuencia entre las repeticiones CGG 10 y

20 (3) y cada 8-12 repeticiones CGG en muchos

alelos normales (6). La variación en longitud de

la tripleta CGG se encuentra en el extremo 3´ de

la repetición y parece que las tripletas AGG

juegan un papel crucial para mantener la

estabilidad de las repeticiones CGG (7).

El fenotipo de los afectados depende del número de

repeticiones CGG, del grado de metilación y del

sexo. En varones se presenta talla baja, macrocefalia,

pabellones auriculares prominentes, hiperlaxicidad

articular, macroorquidismo, retardo mental de grado

variable (de severo a moderado) y otras alteraciones

de la conducta como hiperactividad y conductas

autistas. Las mujeres con mutación completa tienen

un fenotipo menos severo que el masculino:

presentan talla baja, arcada dentaria mayor y retardo

mental de moderado a leve y otras alteraciones de

la conducta (8,9).
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El estado de premutación se presenta cuando el

número de repeticiones de la tripleta CGG se

encuentra entre 61 y 199 y generalmente no está

asociado con metilación anormal en la isla CpG

(10,11). Los individuos con la premutación

presentan algunos rasgos menores del síndrome y

alteraciones del comportamiento (12,13). Estos

varones transmiten la premutación a sus hijas las

cuales pueden ser normales o presentar alteraciones

cognitivas y de la conducta (14,15). También

presentan falla ovárica prematura (16). Los hijos

de estas portadoras pueden adquirir la mutación

completa con una probabilidad del 80% (15).

Los individuos con alelos intermedios, presentan

dificultades en el aprendizaje y alteraciones del

comportamiento semejantes a las manifestadas por

los portadores (17,18).

En familias con X Frágil la prevalencia de

premutaciones es más alta que la prevalencia de la

mutación completa (8). Algunos autores (19) han

propuesto que la prevalencia de mujeres portadoras

de premutación o mutación completa puede ser

tan alta como 1/250. Sin embargo hay una

variación significativa en el estimado de la

prevalencia de portadores de premutaciones del X-

Frágil: 1/163 -1/1538 (19-22).

Debido a que el síndrome FRAXA tiene una

incidencia alta y es la mayor causa de retardo

mental hereditario, algunos autores han

considerado la posibilidad de tamizar el carácter

portador o el estado de premutación para la

población en general o para mujeres en edad de

concebir (19). Sin embargo muchos autores opinan

que se requieren estimativos precisos de la

prevalencia de las mutaciones FRAXA antes de la

implementación de estos programas (19).

Muchos alelos con la premutación no tienen la

interrupción AGG o sólo una copia de ella en el

extremo 5´de la repetición CGG (23).

Aproximadamente 2/3 de los varones con la

premutación no tienen una AGG y

aproximadamente 1/3 de los varones tienen AGG

en el extremo 5' de la repetición (6,23). La pérdida

de estas interrupciones permiten que alelos con

tramos de la tripleta CGG mayores de 30 sin

interrupciones sean más susceptibles a expandirse

dentro de la premutación. En contraste con el alelo

normal, la premutación es inestable y tiende a

expandirse a mutación completa (10).

La zona límite o zona gris, llamada así porque se

superpone con los rangos del tamaño de la

repetición CGG del alelo normal y de la

premutación, se ha calculado entre 41y 60

repeticiones CGG y puede o no heredarse en una

forma inestable (24). Esta región se considera de

mayor riesgo para cambiar al estado de

premutación en la siguiente generación (25). En

las mujeres que portan un alelo intermedio es difícil

estimar el riesgo genético de tener transmisiones

inestables si solamente se considera la longitud total

del tamaño de repetición CGG (24). Estudiando

familias con alelos en la zona gris, sin previa historia

de variación en la estabilidad del alelo FRAXA,

no se encontró en ninguna de ellas expansión a

mutación completa en una generación. La

inestabilidad de la transmisión de los alelos en la

zona gris fué observada en el 25% de los alelos con

50-60 CGGs, pero menor a 8% de aquellos con 40-

49 CGG. El examen de la organización de los alelos

en la zona gris reveló que largos tramos de

repeticiones CGGs (mayores a 34) no son siempre

trasmitidas inestablemente. Estos resultados crean

nuevas preguntas relacionadas con los factores

familiares que pueden determinar la transmisión

de la expansión (26, 27).

Un estudio reciente con población afroamericana

mostró un nuevo factor responsable de la

inestabilidad de la repetición CGG (28). Los alelos

intermedios en la población caucásica se

encuentran entre 41 y 60 repeticiones. En la

población afroamericana el alelo intermedio se

encuentra entre 35 y 60 repeticiones y es mejor

definido por tener tramos puros de la repetición

CGG o la presencia de una sola interrrupción AGG.

Esto demuestra la existencia de diferentes alelos

susceptibles entre la población mundial y puede

explicar la prevalencia similar del síndrome

FRAXA comparada con la población caucásica,
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Diagnóstico CINDES1 INPE2 IQEE3 Total %
Casos con

Historia Familiar 4

  H   M   H   M   H  M

Retardo mental severo   8   2   4   2   6   8   30 14,85%  5

Retardo mental moderado 15   6 15 11 19   4   70 34,65%  7

Retardo mental leve   9   4   6   2   9   4   34 16,83%  3

Autismo   5   3   2   1   0   2   13   6,44%  0

Conductas autistas   2   2   0   2   2   0     8   3,96%  0

Dificultad en el aprendizaje   7   6   7   5   3   3   31 15,35%  8

Hiperactividad  déficit

de atención   1   4   2   6   1   2   16 7,92%  3

Subtotal 47 27 36 29 40 23 26

TOTAL 74 38 42  202

.

además de la baja frecuencia de alelos intermedios

en la población afroamericana. Se propone que la

carencia de una interrupción más proximal es un

factor nuevo involucrado en la inestabilidad de la

repetición CGG (28).

Nosotros estudiamos la distribución de estos

alelos en dos poblaciones, una de individuos

normales del Departamento de Risaralda y la otra

de individuos con alteraciones cognoscitivas. Este

trabajo compara las dos poblaciones usando

técnicas estadísticas. Contrariamente a lo que se

esperaba, se encontró que no hay diferencia

significativa entre las distribuciones de estados

premutados y estados asociados con la

enfermedad FRAXA en las dos poblaciones.

Materiales y Métodos

Se realizó el análisis molecular del sitio FRAXA en

807 individuos normales, 443 hombres (54.89%) y

364 mujeres (45.11%) en edades comprendidas entre

15 y 68 años quienes participaron voluntariamente

previo consentimiento informado y que procedían

de 11 municipios del Departamento de Risaralda

(Pereira, Dosquebradas, Santa Rosa, La Virginia,

Apía, Quinchia, Guática, Pueblo Rico, Santuario,

Balboa y Belén de Umbría); y en 204 pacientes, 124

(60.8%) hombres y 80 (39.2%) mujeres con edades

comprendidas entre los 5 y 32 años,

institucionalizados en 3 centros de Educación

Especial de las ciudades colombianas de Pereira y

Armenia, los cuales fueron clasificados de acuerdo

a sus alteraciones cognitivas con retardo mental

severo, moderado o leve, autismo, conductas

autistas, hiperactividad - déficit de atención y

dificultad en el aprendizaje (tabla1).

Para el análisis molecular se aisló el DNA de 5ml de

sangre recolectada en tubos con EDTA, utilizando

el PUREGENE DNA Isolation Kit de Gentra

Systems (Minneapolis, USA). Se realizó la detección

del sitio FRAXA por el método de amplificación

por PCR con los iniciadores FMR392 y FMR503

de acuerdo con los métodos de Brown y cols (29).

Se determinó la presencia de esta amplificación y el

nivel de metilación del mismo sitio por Southern

blot, realizando digestión genómica con las enzimas

sensibles a la metilación EcoR1 y Eag1 e

hibridización con la sonda StB12.3 de acuerdo con

las técnicas descritas por Rousseau y cols (12).

Para el análisis de estos datos se consideraron cuatro

poblaciones. Primero se dividieron los estados

heterozigóticos de las mujeres para consolidar una

población de alelos a los que se le añadieron los

alelos de los hombres en quienes se realizó un análisis

descriptivo. Más tarde se analizó la población de

Tabla 1. Distribución de pacientes estudiados para las mutaciones FRAXA y FRAXE según manifestaciones
clínicas, género e historia familiar (Pereira-Armenia 1998)

H: Hombres M: Mujeres, CINDES: Centro integral de educación especial. INPE: Instituto pedagógico de educación

especial. IQEE: Instituto Quindiano de educación especial.
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alelos de los hombres y finalmente se estudió la de

las mujeres de dos maneras: primero se consideraron

alelos en estados homocigóticos y heterocigóticos,

y luego se analizó la población de mujeres.

Para obtener los resultados estadísticos se realizó

una prueba de igualdad de varianzas, seguida de

una prueba de hipótesis de comparación de medias,

con un nivel de error de 5% y una confiabilidad del

95%. Finalmente, se hizo una comparación de las

proporciones de población en los estados normal,

intermedio y premutado.

Resultados

Para la población normal se consideraron 1171

alelos, correspondientes a 364 mujeres (dos por cada

una) y 443 hombres. Los individuos provinieron de

once municipios del departamento de Risaralda.

Para la población con alteraciones cognitivas, se

tomaron 281 alelos correspondientes a 80 mujeres

(dos por cada una) y 124 hombres. Las distribuciones

de los alelos se describen en la tabla 2.

El dato más frecuente en ambas poblaciones fue el

de 30 repeticiones que se presentó en el 77.49% de

los casos entre los sujetos normales y en el 72.95%

de los casos entre los sujetos con alteraciones

cognitivas. Usando estos valores, se realizó una

prueba de igualdad de varianzas y se obtuvo que su

diferencia era estadísticamente significativa. Debido

a este hallazgo, se realizó una comparación de medias

y se encontró que estas eran iguales; por lo tanto se

concluyó que no hay diferencias significativas entre

las medias de las dos poblaciones.

Población con desordenes

cognitivos y del comportamiento Población normal

Repeticiones Frecuencia Porcentaje Repeticiones Frecuencia Porcentaje

18   1  0,36%  10   3  0,30%

20   4  1,42%  15   3  0,30%

22   2  0,71%  18 12  1,18%

25   9  3,20%  20 54  5,31%

26   6  2,14%  22   1  0,10%

28 20  7,12%  23   6  0,59%

29   4  1,42%  25 34  3,35%

30                      205 72,95%  27   1  0,10%

31   2  0,71%  28 39  3,84%

32 14  4,98%  30                     942 77,49%

33   1  0,36%  32  15  1,48%

34   1  0,36%  33   8  0,79%

35   1  0,36%  34   2  0,20%

37   2  0,71%  37 14  1,38%

38   1  0,36%  38   4  0,39%

39   2  0,71%  39   9  0,89%

40   1  0,36%  43   9  0,89%

43   2  0,71%  45   4  0,39%

52   2  0,71%  47   4  0,39%

82   1  0,36%  49   1  0,10%

 59   1  0,10%

 60   1  0,10%

 70   1  0,10%

 72   1  0,10%

114   1  0,10%

155   1  0,10%

.

Tabla 2. Distribución de los alelos FMR1 en una población con desórdenes cognitivos y del comportamiento y en

una población normal del Departamento de Risaralda
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Finalmente se compararon las proporciones de

población normal, intermedia y premutada, y se

obtuvo que las diferencias no fueron

estadísticamente significativas.

Discusión y conclusiones.

La presente investigación permitió concluir que la

única diferencia que fue significativa es la varianzas

entre las dos poblaciones. En particular, no hubo

diferencias significativas entre las distribuciones de

alelos en poblaciones normales y en poblaciones

con alteraciones cognitivas. Esto parece contradecir

la creencia de que el síndrome X frágil no es tan

importante en la proporción de alteraciones de la

conducta. Sin embargo, la estimación determinó

que en la población con alteraciones, la prevalencia

fue de 4/204=1/51 en lugar de 2/1011=1/506 en

la población normal; de modo que entre los

individuos con alteraciones cognitivas, la

prevalencia es diez veces más que entre los

individuos normales. Estos datos indican que el

síndrome, que es de difícil detección en una

población normal por su poca ocurrencia, se

concentra en la población con alteraciones

cognitivas aunque sigue siendo responsable solo de

un porcentaje menor al 2% de los casos.

Vale la pena mencionar que dos de los cuatro alelos

mutados corresponden a mujeres. Esta mutación

se detectó con la técnica de Southern Blot. La

razón por la cual es importante determinar la

proporción de casos premutados es que los varones

con premutación se consideran transmisores, tienen

inteligencia normal y transmiten la premutación a

sus hijas. Entre ellas la probabilidad de que

aparezcan síntomas del síndrome es del 50% y

estos son menores y se les considera portadores,

ya que los hijos de estas portadoras pueden adquirir

la mutación completa con una probabilidad del

80%, así que es importante como indicador de

salud pública determinar la proporción de

premutados y medir la posible incidencia del

síndrome en futuras generaciones.
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