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Resumen

RESUMEN

La principal causa hereditaria de trastornos del desarrollo infantil, que
cursa con discapacidad intelectual, es el Sindrome X fragil (SXF), afecta a 1 de
cada 2600 recién nacidos. A pesar de ser una de las enfermedades hereditarias
de la infancia mas frecuentes, es todavia un gran desconocido entre la
poblacion general e incluso entre los profesionales implicados en su atencién.
En este sindrome aparecen otras caracteristicas junto con la discapacidad
intelectual como, la hipotonia en la primera infancia, falta de interaccion con la
madre y el medio, retraso del desarrollo psicomotor, macroorquidismo, displasia
del tejido conjuntivo (hiperlaxitud articular, prolapso de la valvula mitral), otitis
recurrente en la infancia, anomalias faciales como cara alargada y orejas
grandes y evertidas de implantacion baja, estrabismo y convulsiones. En el
fenotipo conductual aparecen importantes problemas de comportamiento,
hiperactividad, rasgos autistas, agresividad, retraso en el lenguaje y problemas
de aprendizaje, asi como epilepsia.

En la actualidad solo se emplean en el SXF tratamientos sintomaticos sin existir
aun un enfoque especifico que evite la aparicion de los sintomas. Por todo ello
entendemos que es importante desarrollar nuevos enfoques terapéuticos
experimentales para comprobar la efectividad de compuestos que han resultado
positivos en el modelo en raton del SXF. Estudios preclinicos publicados en
marzo del 2009 avalan la hipotesis del exceso de radiales libres en cerebro del
modelo animal del SXF y plantean que un tratamiento antioxidante mejoraria la
sintomatologia y el pronéstico del Sindrome. Se ha comprobado que el
compuesto lipofilico antioxidante alfa-tocoferol (vitamina E) regula el estrés
oxidativo y mejoran el aprendizaje y comportamiento del modelo de raton del
sindrome X fragil

En la primera parte realizamos una valoracion del patron bioguimico especifico
en individuos con SXF en comparacion con sus hermanos sanos. Para ello se
tomaron muestras de 18 participantes con SXF y de 15 hermanos sanos con
edades comprendidas entre los 6 y los 30 afios. Se analizaron una serie de
metabolitos sanguineos relacionados con el eje HPA, el estado de estrés

oxidativo y el nivel de antioxidantes. Los niveles de hormonas suprarrenales
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adrenalina y noradrenalina estan significativamente elevados en muestras
sanguineas de pacientes afectados por SXF comparados con muestras de
controles sanos. Se aprecia también una reduccion de los niveles plasmaticos
de vitamina C en plasma y alteracion en niveles de otros antioxidantes. Estos
resultados avalan la importancia de suplementar la dieta con antioxidantes para
reducir el efecto de los radicales libres sobre las células.

En una segunda parte presentamos los resultados de un ensayo piloto que
comprueba la efectividad y seguridad del tratamiento con una combinacion de
dos antioxidantes, el acido ascoérbico y el tocoferol (vitaminas C y E) en
individuos con SXF entre 6-18 afos. Intentamos mejorar dos aspectos en los
participantes, por un lado las alteraciones bioquimicas del estrés oxidativo y
por otro lado los problemas cognitivos y de comportamiento observados en los
pacientes afectados por el SXF. El ensayo se ha realizado de manera
aleatorizada, con un estudio doble ciego controlado con placebo, manteniendo
el tratamiento durante 12 semanas. Hemos incluido un total de 30
participantes, todos afectados de SXF con sintomatologia conductual evidente.
15 recibieron el tratamiento y 15 el placebo. En cada grupo se realizaron
subgrupos para el andlisis de datos dividiéndolos en mayores y menores de 13
afios y entre los que tomaban o no algun psicofarmaco. Se administraron
vitamina C (&cido ascorbico 10 mg/kg) y vitamina E (d-alfa-tocoferol 10mg/kg).
Se comprueba descenso significativo de los niveles de adrenalina y acido
homovalinico en orina. A nivel conductual comprobamos la mejoria en los
resultados del cuestionario de Conner’s para padres y profesores en relacion
con hiperactividad, que es estadisticamente significativa en el grupo de
participantes de 6-13 afios. En la subescalas manipulativa y verbal de
inteligencia revisada para nifios de wechsler (WISC-R), los beneficios son
evidentes en los participantes mas jovenes que aun no han precisado
medicacion psicotropica. También se aprecia mejoria en el inventario de
comportamiento en el desarrollo. Se obtiene resultados favorables en la
valoracion del indice general del bienestar psicolégico (PWBGI) en los padres
de los participantes. Se comprobé la seguridad del tratamiento con un
seguimiento estrecho de los posibles efectos secundarios o mala tolerancia a

los farmacos. No se han observado efectos secundarios por lo que el uso de
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estos compuestos tiene un buen perfil de tolerabilidad y seguridad, factor que
aporta mas interés a los resultados de esta investigacion.

Estos resultados justifican la realizacion de un ensayo con mayor numero de
pacientes y un seguimiento a mas largo plazo lo que permitird conclusiones
mas fiables. También apoyan el interés por diagnosticos mas precoces que
permitirian instaurar las terapias en edades tempranas, en las que su

eficiencia parece mayor al valorar los resultados obtenidos en nuestra serie.
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Introduccion

1. ASPECTOS GENERALES DE LOS TRASTORNOS DEL
NEURODESARROLLO DE ORIGEN GENETICO

Las causas de discapacidad intelectual (DI) pueden ser
ambientales, genéticas o multifactoriales. En la actualidad se afirma
que, al menos, el 30% de los pacientes que presentan trastornos del
neurodesarrollo, como discapacidad intelectual, y un alto porcentaje de
los que presentan trastornos conductuales, como los trastornos del
espectro autista, tienen un origen genético. Se cree que las
alteraciones genéticas individuales podrian explicar la mayoria de los
casos. Desde anomalias cromosémicas o variantes en numero de
copias (CNV), que afectan a varios genes, a casos de mutaciones
puntuales en un gen. Estas formas monogénicas se caracterizan por
una heterogeneidad extrema, con mas de un centenar de genes
descritos que causan DI y estan ligados al cromosoma X (XLID), y
otros tantos asociados a formas autosdmicas recesivas o autosdmicas
dominantes. En total, se han propuesto en la literatura mas de 500
genes como causas de DI, con una gran heterogeneidad fenotipica en
la severidad y sintomas asociados (Redin y cols., 2014. Tzschach y
cols., 2015. Hu y cols., 2016). El Sindrome X-Fragil (causado por la
mutacidon del gen FMR1) representa el 30% de toda la discapacidad
intelectual ligada al cromosoma X.

Muchas de estas patologias son muy poco prevalentes perteneciendo al
grupo de las llamadas enfermedades raras. EI problema a la hora de
investigar en estas enfermedades surge a varios niveles. Uno de ellos
se asocia a las clasificaciones que usamos para aunar conceptos y
criterios diagndsticos como el “manual diagnostico y estadistico de los
trastornos mentales de la academia americana de psiquiatria” (DSM-
IV) y la clasificacidon internacional de enfermedades (CIE 10). Estas
clasificaciones presentan falta de validez ya que se basan Unicamente

en consensos sobre grupos de sintomas sin que se posean pruebas
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bioldgicas objetivables que sirvan para comprobar los diagndsticos de

manera objetiva (Bernstein CA y cols., 2011)

Otro problema surge en relacidon con la investigacién del tratamiento
de los trastornos del neurodesarrollo. Seria fundamental encontrar
factores comunes bioldgicos, genéticos y ambientales que pudieran
influir en el enfoque de dicha investigacién, y con ello en las posibles

alternativas terapéuticas (Artigas-Pallares J y cols., 2015)

Los trastornos del neurodesarrollo abarcan una serie de sintomas que
se solapan y que a veces se podrian encontrar también en la poblacion
general (no hay un limite preciso entre la normalidad y la patologia).
Ademas, como hemos comentado, en la mayoria de casos no existen
marcadores bioldgicos objetivos, por lo tanto el diagndstico se presta
a la subjetividad y a la aproximacién que podemos lograr a través de
los test psicométricos. Aun asi, hoy en dia existen pruebas genéticas
de ultima generacion para optimizar el diagndstico y, en algunos casos,
pruebas complementarias especificas que pueden ayudar a medir la

eficacia de las medidas de intervencion que queramos investigar.

Es muy dificil crear test validados que eliminen los posibles sesgos
originados por cada cultura, la subjetividad del entrevistador o el
ambiente social y familiar del paciente. Ademas debemos tener en
cuenta que trabajamos con nifios. En ellos encontramos dificultades
afadidas para realizar los test. Las pruebas psicosométricas para
valoracion de la capacidad intelectual, por ejemplo, duran
aproximadamente 1-2 h, valorando CI verbal, manipulativo y total.
Precisan colaboracion del individuo a entrevistar, un nivel minimo de
actitud proactiva y cierto nivel de empatia del entrevistador para

captar la atencion del menor.

Todos estos aspectos nos dan una idea de la dificultad que encuentra
la investigaciéon de la intervencién psicofarmacolégica en pacientes con
DI o cualquier otro trastorno del neurodesarrollo. También hace

evidente el interés que nos ofrecen ciertos sindromes sobre los que ya
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se ha trabajado ampliamente en experimentacién basica, como el SXF,
de los que tenemos un nivel elevado de conocimiento de las bases
neurobiolégicas y genéticas en los que se asienta toda su
sintomatologia. A través del trabajo con animales de experimentacién
y con voluntarios que presentan estas patologias podemos conocer
mas acerca de su condicion, pero también de los mecanismos que
rigen los trastornos del neurodesarrollo y, en concreto, de la DI y los

trastornos comportamentales.

2. ASPECTOS CLINICOS GENERALES DEL SINDROME X FRAGIL

2.1. SXF Antecedentes historicos:

El sindrome X fragil (SXF) es un trastorno del desarrollo
neuroldgico heredado. Se caracteriza por problemas conductuales, de
aprendizaje, y por un fenotipo especifico fisico y neuropsicoldgico.
Presenta una clara comorbilidad con autismo y otros trastornos del

neurodesarrollo.

Las Ultimas estimaciones apuntan que aproximadamente un 3% de la
poblacién mundial presenta algun grado de DI (Leonard H y cols.,
2002). La discapacidad intelectual podria ser definida como la
incapacidad para desarrollar habilidades y destrezas acordes a los
estandares normales establecidos por los analisis de inteligencia en la
poblacion general, dentro del rango de edad. Entre los procesos
sindrémicos asociados a alteraciones en el cromosoma X la principal
causa de trastornos hereditarios del desarrollo infantil que cursa con
discapacidad intelectual es el SXF (Hagerman PJ], 2008). Ademas, es la
principal enfermedad genética causante de autismo hereditario. El SXF,
al contrario que sindrome de Down en el que la mayoria de los casos
son de novo, siempre es heredado y afecta a varios integrantes de la

familia ya sea como portadores o afectados.
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El sindrome X fragil (SXF) fue descrito por primera vez por los doctores
Martin y Bell en 1943 (Martin JP y Bell J ,1943.). Observaron la
existencia de familias con varios varones afectados por discapacidad
intelectual, rasgos faciales caracteristicos y macroorquidismo. Con una
herencia ligada claramente al cromosoma sexual X. El perfil genético
se describié en 1969, al comprobar que existia en los cromosomas X
de estos pacientes la tendencia a mostrar un sitio fragil al observar la
preparacidon citogenética de células en metafase y sélo cuando el
cultivo celular se hacia en un medio pobre en acido félico. Esta zona
fragil, localizada al final del brazo largo del cromosoma X en la banda
Xqg27.3, se denomina FRAXA y sera la base de la nueva denominacion
del sindrome (Lubs HA y cols., 1969).

El SXF presenta una prevalencia de 1/2500-4000 en la poblacion
general. El hallazgo de la premutacion es mas comun, con porcentajes
que oscilan entre 1/130-250 mujeres y 1/250-810 hombres. (Turner G
y cols., 1996; Fernandez-Carvajal I y cols., 2009). El SXF podria ser
mas frecuente si se consideran como posibles candidatos a estudio los
varones con trastorno de conducta y DI leves (Crawford DC y cols.,
2002). Por otro lado, los resultados recientes de un meta-analisis que
recoge datos de publicaciones previas en la literatura indicarian que la
prevalencia del SXF seria menor de lo esperado, reduciéndose a un
varén de cada 7143 vy, en el caso de las mujeres, a una de cada 11110
(Hunter J y cols., 2014).

Por su relativa prevalencia en la poblacién y ante la falta de hallazgos
tipicos en la primera infancia, el estudio del gen FMR1 para
diagnosticar el SXF es actualmente uno de los test genéticos mas
solicitados a los laboratorios de genética molecular. Inicialmente el
estudio consistia en un cariotipo valorado en un medio pobre en acido
félico. Actualmente se realiza el estudio molecular (PCR o Southern
blot) que permite valorar el numero de trinucleétidos CGG en la zona

de mutacion dindmica descrita en esta patologia. Con las actuales

Rocio Calvo Medina. Tesis Doctoral Pagina 4



Introduccion

técnicas se detectan mas del 99% de los casos incluyendo a
portadores y permutados. Se han desarrollado también técnicas para
medir la expresidn de la proteina FMRP en sangre y en raiz de cabello.
Esta prueba es muy rapida y especifica para varones con la mutacion.
La principal aplicacién del test de expresion de FMRP seria el cribado
(screening) del SXF en varones en poblaciones de riesgo. (Artigas-
Pallares ] y cols., 2001). Las mas recientes técnicas de diagnostico
incluyen PCR para conocer en numero de repeticiones de la zona de los
tripletes, el grado de metilacion y el numero de intersecciones AGG
que pueden encontrarse distribuidas entre los tripletes CGG , lo que
completa el estudio de diagnédstico y ayuda sobremanera a la hora de

realizar un buen consejo genético familiar.

2.2 Fenotipo clinico de los individuos SXF:

Ademas de la asociacion con DI de moderada a grave, estos
individuos presentan caracteristicas que se hacen mas evidentes con la
edad. Los rasgos fisicos caracteristicos comprenden los recogidos en la
tabla 1.

Rocio Calvo Medina. Tesis Doctoral Pagina 5



Introduccion

CARACTERISTICAS Cara alargada, macrocefalia

FISICAS Frente amplia y ancha

Boca grande, labios gruesos

Paladar ojival con mala oclusién dentaria

Orejas grandes, prominentes y revertidas
Mandibula prominente

Macroorquidismo (generalmente tras la pubertad).

ALTERACION Estrabismo 25-50%
OFTALMOLOGICA Defectos de refraccion
ALTERACION DEL TEJIDO | Hiperlaxitud articular, sobretodo distal
CONECTIVO Luxaciones
Hernias

Peptum excavatum
Pies planos valgos
Hiperelasticidad cutanea

ALTERACIONES En mutacion completa:
ENDOCRINAS - Obesidad en fenotipo Prader-Willi
- Pubertad precoz

En premutados:

- Fallo ovarico precoz

- Hipotiroidismo

ALTERACION Dilatacién adrtica y Prolapso valvula mitral
CARDIOLOGICA Asociados a alteracion del tejido conectivo
ALTERACION Otitis de repeticion en la infancia

ORL Apneas obstructivas por adenoides

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas propias de SXF

Algunos rasgos como la hipotonia, la sintomatologia ORL vy la
hiperlaxitud articular, sobre todo a nivel distal, van disminuyendo con
la edad. Otras caracteristicas se hacen mas patentes con los afos
(cara alargada, boca grande, orejas evertidas de implantacién baja vy
grandes, macroorquidismo a partir de la pubertad). Los nifios SXF
suelen tener problemas visuales como estrabismo y, en ocasiones, son
derivados al neuropediatra por rasgos autistas, hiperactividad,

problemas escolares o convulsiones.
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En la infancia es mas evidente el fenotipo conductual vy
comportamental que el fisico. En los primeros afios de vida destaca por
encima de todo un decalaje en la adquisicion de hitos madurativos,
sobre todo a nivel del lenguaje. Posteriormente se va conformando un
cuadro sindrémico completo, que junto a las caracteristicas fisicas ya
descritas se hace mucho mas evidentes con la edad y mas aun en
varones que en mujeres. A partir de los 4-6 anos se conforma el
fenotipo conductual que es también muy caracteristico en este
sindrome (hiperactividad, comportamientos asociados al espectro
autista, estereotipias, lenguaje poco comunicativo y reiterativo,
hipersensibilidad a estimulos sensoriales) (De Vries BB y cols., 1997,
Hagerman RJ], 2002). Este fenotipo cognitivo conductual del SXF se

A\

define como “el patréon caracteristico a nivel motriz, cognitivo,
linglistico y de trastornos en el area social que se asocia de manera
consistente con este trastorno bioldgico” (Artigas J y cols., 2001; Flint
J y cols., 1994). Los nifios presentan ansiedad, timidez, tozudez vy
agresividad. Destaca la impulsividad, defensibilidad tactil, contacto
visual escaso y estereotipias frecuentes. Los problemas escolares
vienen dados por la discapacidad intelectual presente en casi todos los
pacientes, la hiperactividad y el déficit atencional, los problemas de
memoria y los de procesamiento visoespacial y linglistico. La
asociacion con ciertos rasgos de otros trastornos del neurodesarrollo
(TDHA, TEA, epilepsia) y la individualidad personal, familiar y genética
de cada individuo pueden condicionar comportamientos Unicos en
algunos pacientes, con menor o mayor sintomatologia. La gravedad es
altamente variable en los individuos afectos. Una de las variables
implicadas en este hecho puede ser el efecto de la mutacidon del gen
FMR1 en combinacion con el fondo o “background” genético de cada

familia (Hessl y cols., 2008).

Teniendo en cuenta que hasta un 30% de los nifios afectados no
presentan rasgos fisicos caracteristicos y que incluso pueden aparecer

fenotipos fisicos mas cercanos a otros sindromes como Sotos o Prader
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Willi, es posible que el diagndstico se retrase en ocasiones hasta la
adolescencia, principalmente en los casos de las nifias. Actualmente la
media de edad de diagndstico en Espana se sitla en torno a los 3-4
anos, lo que permitiria una actuacién precoz a nivel escolar, el consejo
genético a familiares y el seguimiento de portadores (Artigas J y cols.,
2001). Lo importante es realizar un diagnodstico precoz de la
enfermedad, ya que cuanto antes se implante un programa de
atencidon temprana y estimulacion sensorial, mejor sera el desarrollo
posterior del individuo afectado por el SXF. Aunque lo ideal seria
conseguirlo en edades mas tempranas y por ello se estan llevando a
cabo programas pilotos de inclusion del SXF en los cribados
neonatales, intentando incluir el estudio genético en la prueba del

talon realizada en todos los recién nacidos.

En mujeres con SXF la sintomatologia es mas leve, se observa mas
variabilidad y es menos frecuente la aparicion de las caracteristicas
fisicas o los problemas médicos. A veces presentan problemas de
atencion, impulsividad y déficit en la ejecucién de funciones incluso
cuando su CI esta dentro del rango normal (Hagerman RJ] y cols.,
2009; Berry-Kravis E, Potanos, 2004; De Vries y cols., 1996; Wang H
y cols., 2010). Respecto a los rasgos autistas, que son poco comunes
en las mujeres con SXF, puede aparecer timidez extrema, mutismo
selectivo, fobias especificas, ansiedad social y déficit en cuanto a la
socializacion. Las mujeres con la premutacion se presuponen
asintomaticas y trasmiten al 50% de su descendencia el gen,
generalmente con un incremento de tripletes CGG, pudiendo tener
hijos con permutacién o con la mutacién completa. Los varones
portadores de una premutacion tendran hijas que seran en todos los
casos portadoras de la premutacidon, heredando un numero de
repeticiones CGG muy similar a su padre o incluso un menor namero

de repeticiones (Hagerman RJ] ,2002).
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Se han descrito 2 nuevos subfenotipos asociados a los individuos
portadores de la premutacién. El fallo ovarico precoz, que aparece en
un porcentaje de mujeres portadoras (Sherman SL, 2000). Y la
asociacion de temblor intencional, ataxia cerebelosa, parkinsonismo,
deterioro cognitivo y atrofia generalizada en neuroimagen denominado
FXTAS (fragile X tremor/ataxia Syndrome), que se observa en un
porcentaje de individuos de ambos sexos mayores de 50 afios que son
portadores de premutacion (Hagerman RJ y cols., 2001). Ademas, se
observan alteraciones conductuales en individuos premutados en
mayor porcentaje que en la poblacidon general. La causa parece ser el
aumento de cantidad de ARNm del gen FMR1 a nivel cerebral que

conduce a neurotoxidad celular a nivel del sistema nervioso central.

Con respecto a la valoracién neuroanatémica el SXF tiene también
caracteristicas especificas que son evidenciadas en necropsias y
muestras de tejido cerebral de animales de investigacién. Es
caracteristica la presencia de neuronas con mayor numero de espinas
dendriticas alargadas, delgadas y tortuosas a nivel de la corteza
cerebral. También se evidencia un aumento de volumen intracraneal,
sobre todo a nivel selectivo en regiones de sustancia gris subcorticales,
y disminucién de volumen a nivel del vermix cerebeloso posterior
(Hoeft F y cols., 2010). Esta alteracion cerebelosa se aprecia en varios
estudios en los que se observa hipoplasia a nivel del vermix
cerebeloso, como hemos comentado, y aumento del tamano
ventricular en adultos con SXF (Koukoui SD y cols., 2006; Hoeft F y
cols. 2010). Se aprecia en estos individuos adultos también aumento
de volumen en el caudado, tdlamo y a nivel del giro fusiforme. Este
hallazgo se aprecia también en nifios de 1-3 afios con SXF, lo que hace
pensar que es una alteraciéon que aparece ya desde el nacimiento.
Otras regiones, que en un primer momento no presentan diferencias
con el grupo control, se alteran en el seguimiento de estos pacientes
(al realizar segundo control de RM en nifios de 3-5 afos) lo que parece

indicar que son cambios evolutivos asociados a la falta de la proteina
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FMRP (Tassone F y cols, 1999). Los estudios de tractografia también
indican cambios a nivel de la substancia blanca. La afectacién a nivel
cerebral en estos pacientes parece tener mucho que ver con las areas
mas ricas en la proteina FMRP y cambia durante el desarrollo del
paciente dependiendo del momento de maxima actividad mielinizante
y de la poda sindptica en cada area. Los avances a nivel del estudio de
neuroimagen podrian conducir a la creacién de un catalogo de
imagenes tipicas del cerebro en el SXF que serian Gtiles para valorar la
eficacia de posibles tratamientos futuros, y como biomarcador del
sindrome (Hall SS y cols., 2014)

2.3 Fenotipo cognitivo-conductual en la mutacion completa

PERFIL COGNITIVO:

Hasta el 80% de los ninos SXF tienen DI de diferente grado que
ademas se ve influenciada por los problemas conductuales. Al parecer
los estudios demuestran una relacion entre los niveles de proteina y el

desarrollo cognitivo (Tassone F y cols., 1999)

Se ha comprobado que muchos de estos niflos son capaces de superar
sin problemas test de inteligencia alcanzando un cociente intelectual
cercano a la normalidad, pero en realidad son incapaces de llevar una
vida social y escolar normal, presentando problemas en el aprendizaje
sobre todo en los conceptos abstractos, las matematicas y la ldgica.
Aun asi, la variabilidad de afectacidén intelectual es amplia, siendo
siempre menor en mujeres y en los pacientes con mosaicismos. La
capacidad de abstraccion y de comprender conceptos complejos marca

la diferencia.

ALTERACION EN LA MEMORIA:

A nivel del desarrollo de la memoria existen pocos datos en la

bibliografia acerca de los pacientes con SXF. Como ya sabemos la
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memoria a largo plazo comprende la memoria implicita, que se asocia
a habilidades aprendidas que realizamos automaticamente, y la

memoria explicita que almacena hechos, experiencias y conceptos.

La memoria operativa esta sustentada en areas frontales y forma parte
del complejo engranaje que nos permite resolver cuestiones en el
entorno, permitiendo integrar y procesar toda la informacién sensorial
y la aportada por la memoria. Esta memoria a corto plazo, cuya
eficiencia es fundamental para la vida diaria, esta alterada en los nifios
con SXF presentando mucha mayor afectacién de la memoria asociada
al bucle fonoldgico que a la agenda visoespacial. Estos hallazgos se
ven también en mujeres afectas y explican, en parte, los problemas de
comprension y lenguaje de estos individuos (Baker S y cols., 2011).
Por otro lado muestran facilidad para el procesamiento global y la
memoria a largo plazo, sobre todo para estimulos visuales. Retienen la
informacidén visual con mas facilidad que la auditiva, entre otras cosas

por ser estimulos mas persistentes.

DEFICIT DE ATENCION:

Una de las caracteristicas mas frecuentes en los nifios con SXF es la
triada inatencidn, exceso de actividad e impulsividad severa vy
persistente que se observa en el 80% de los varones y en un 35% de
las mujeres. Estos déficits no tienen que ver con el nivel intelectual del
paciente sino, sobre todo, con su incapacidad para la inhibicién de
estimulos, sus problemas con la blusqueda organizada y la planificacion
de respuestas y con la menor atencidon selectiva, dividida y sostenida
(comparando en estudios con otros individuos). Por tanto el problema
de base estara desde el punto de vista neuropsicoldgico en la funcién
ejecutiva (Cornish K y cols., 2001). De hecho, se ha demostrado que
las medicaciones que mejoran la impulsividad y la hiperactividad en los
ninos con TDHA pueden ser Utiles en estos nifios afectos de SXF
(Artigas-Pallares J, Brun —Gasco C, 2004).
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TRASTORNO DEL APRENDIZAJE:

La limitacién cognitiva y la forma en que procesan la informacién, con
déficits sobre todo a nivel verbal, va a limitar su aprendizaje. Su
capacidad de imitacion y orientacion espacial es buena. El aprendizaje
en muchas ocasiones se lograra por imitacidon de actos repetitivos. Les
cuesta aprender la relacién causa efecto, la resolucion de problemas vy
tienen dificultades para controlar el estrés que les produce no poder
resolver estas cuestiones. Todo esto limita su capacidad de aprendizaje
en edades tempranas y se vera mas acentuado aun en la edad escolar,
ya que el procesamiento de informacion y resolucién de tareas de
organizacion secuencial les cuesta mas. Ademas, la abstraccién, el
calculo matematico y el procesamiento de conceptos mas complejos
que se exigen a nivel escolar en cursos mas avanzados hacen que las
diferencias sean evidentes con nifios de su edad (Renda MM y cols.,
2014).

Aunque el cociente intelectual parece ser estable durante la edad
adulta, existe cierta preocupacion de que las personas con SXF pueden
experimentar una pérdida de habilidades cognitivas con el
envejecimiento que es mas dramatica que en la poblacion general. El
hallazgo de que FMRP regula también la expresion de proteina
precursora de amiloide hace pensar que podrian presentar una
variante de demencia o Alzheimer precoz (Westmark CJ y Malter ]S
2007).

ALTERACION EN LA PERCEPCION E INTEGRACION SENSORIAL:

La capacidad de fijacién de la mirada y la sonrisa social deben
apreciarse en los primeros 3 meses de vida. El interés por las
expresiones faciales y los objetos, un seguimiento visual normal y el
inicio de la manipulacion indicaran una buena interaccidon con el medio

y el desarrollo normal de Ilas capacidades visoespaciales vy
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visoperceptivas. Los nifos con SXF desarrollaran problemas para la
integracion sensorial con sintomas que van, desde hiper o
hiposensibilidad a los estimulos sensoriales, hasta la defensibilidad
tactil o la incapacidad para mantener el contacto visual o estar en
lugares muy estimulantes. Todo esto condiciona mucho el
comportamiento de estos niflos en lugares publicos y su relacién con el

entorno.

Debemos afadir la asociacion frecuente de déficits sensoriales. En un
estudio con 104 participantes el 43% presentaban algun problema
oftalmoldgico, estrabismo o defectos de refracciéon y hasta un 40%
presentaban otitis media de repeticién, que en edades tempranas se
considera la primera causa de hipoacusia de trasmisién (Artigas J y
cols., 2001). Estudios neuropsicoldogicos realizados en grupos de
voluntarios con SXF muestran un déficit importante a nivel visoespacial
y visoperceptivo que afectard a la habilidad para manipular objetos en
el espacio y para reproducir imagenes abstractas o concretas. Los
individuos SXF pueden realizar tareas visoperceptivas pero son menos
habiles en tareas visomotoras o visoconstructivas. Estas limitaciones
se han asociado con un correlato anatémico, al evidenciar niveles altos
de expresion del gen FMRP a nivel del nudcleo geniculado lateral
sobretodos en neuronas magnocelulares que tienen una funcidn
importante en la coordinacion de la informacién sensorial y su

integracion a nivel central (Koukoui SD y Chaudhuri A, 2007).

AFECTACION DEL LENGUAJE:

El trastorno en el lenguaje es una de las causas que originan las
primeras consultas y alarma familiar en estos nifios. Hay un retraso en
el inicio de las primeras palabras (nifos: 2.8 afios, nifas: 1.8 afios). La
mayoria terminan desarrollando el lenguaje, pero hay un porcentaje
del 10% aproximadamente que precisaran finalmente apoyo, con

lenguaje complementado con pictogramas o signos. Incluso existe un
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4 % de nifos con SXF que no llegan a desarrollar nunca un lenguaje
comunicativo. Entre los que lo logran durante la edad escolar destaca
un trastorno fonoldgico sintactico que posteriormente podrd pasar a
ser léxico sintactico y semantico pragmatico. Persistiendo en adultos

los problemas pragmaticos (Gross C y cols., 2015).

Caracteristicamente el lenguaje es estereotipado, acelerado y con
dificultades de entonacién y modulacién. Se ve interferido por los
trastornos de la conducta. Es muy habitual la repeticién de palabras,
preguntas y las ecolalias diferidas (repetir a menudo una frase de un
anuncio, frases hechas o frases que han dicho otras personas).
Presentan también articulacién pobre de los sonidos, asociado a

problemas con la planificacién motora de los movimientos del habla.

El aprendizaje de palabras nuevas se suele dar con relativa facilidad
una vez el nino ha iniciado el lenguaje oral. La memoria auditiva a
largo plazo y la capacidad de imitacién elevada favorecen este proceso,
asi como el de la correcta estructuracion de las frases que, a menudo,
es inadecuada a la edad mental de las personas con SXF (Ferrando
Lucas MT y cols., 2003).

Desde el punto de vista funcional fallan en la habilidad social para
comunicarse, la impulsividad les lleva a no respetar los turnos ni
escuchar con atencidn, la timidez extrema y la evitaciéon de la mirada
les convierte en unos interlocutores nada agradables. Ademas, les

cuesta mantener un tema concreto de conversacion.

AFECTACION DE LA CONDUCTA SOCIAL:

Muchas publicaciones hablan de la relacion del SXF con el autismo
(TEA). Se cree que hasta el 30% de los nifios con SXF desarrollan
comportamientos incluidos dentro del TEA. Es dificil dirimir si algunos
comportamientos propios del SXF como la evitacion de la mirada o las
estereotipias tienen que ver con el desarrollo de TEA. A pesar de estos

comportamientos los niflos con SXF suelen tener interés por
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relacionarse con el entorno y frustracién cuando no lo logran. La
ansiedad social, su extremada timidez y los problemas de percepcién
sensorial causan sus problemas de relacion con el entorno. Se
recomienda realizar estudios genéticos de SXF a nifios con autismo, ya
que en un 4% de los ninos catalogados de TEA se encontrara la

mutaciéon (Artigas-Pallares J y Brun Gasca C., 2004)

En los test basicos de screening de autismo un alto porcentaje de nifos
SXF presentan puntuaciones altas. Varios estudios han intentado
comparar grupos con SXF con grupos de TEA y otros trastornos del
desarrollo. En estos estudios los niflos catalogados de autismo
coincidia con pacientes con menor desarrollo del lenguaje, menor CI,
dificultad para la imitacién y un alto nivel de ansiedad. Esto hace que
quiza los criterios clasicos de autismo y los test mas habituales fallen
al catalogar a estos nifilos dentro del TEA (Garcia-Nonell E y cols.,
2006; Rogers S] y cols., 2001).

El fenotipo conductual del nifno con SXF, como ya hemos comentado,
asocia componentes de espectro autistico. Son caracteristicas las
rabietas, y en nifos mayores y, sobre todo en nifias, una timidez
extrema. Las estereotipias dificultan el juego y las relaciones sociales.
Son tipicas las estereotipias de aleteo en la infancia y posteriormente
fendmenos autolesivos, como rascado o morderse las manos. Ante
situaciones nuevas o desconocidas, o ante el enfrentamiento a la
mirada del otro se ha podido valorar la actividad simpatica con
controles de frecuencia cardiaca y tono vagal. Estos estudios
demuestran que la base de estos comportamientos es el nivel de
ansiedad y no el desinterés social como ocurre en los autistas (Hoeft F
y cols., 2010b).

Toleran mal la frustracion y son impacientes e impulsivos aunque
conscientes de las malas acciones y con sentimiento de
arrepentimiento. En la adolescencia y la adultez pueden aparecer

conductas agresivas en hasta en el 30% de los varones. Se asocian a
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ansiedad aguda o a la hiperexcitacion relacionada con la estimulacién
ambiental. Esto determina que las limitaciones sociales y de relacion
de estos pacientes tienen su fundamento en la incapacidad de control

del estrés y la ansiedad.

2.4. Patron de herencia del SXF

El SXF se transmite con una herencia dominante y con
penetrancia incompleta. Forma parte del grupo de enfermedades
causadas por mutaciones en el gen del retraso mental X fragil (FMR1),
denominadas trastornos asociados al X fragil (TASXF). Engloba al SXF,
el sindrome de tremor/ataxia asociado al X fragil (FXTAS) y el
sindrome de insuficiencia ovarica primaria asociada al X fragil (FXPOI)
(Rooms L, Kooy RF, 2011).

Presenta el fendmeno de anticipacion, que consiste en que la
enfermedad puede aparecer dentro de una misma familia con
manifestaciones clinicas mas severas en las siguientes generaciones y
gue varones normales pueden ser portadores y trasmitir la enfermedad
a todas sus hijas que seran portadoras. Estos riesgos estudiados por
Sherman aparecen en la figura 1, y a su discrepancia con lo esperado

se le denominé "paradoja de Sherman"

Se encontrd una nueva forma de mutacidén en este Sindrome, conocida
como mutacién dindmica. En la poblacion general se describié una
zona polimodrfica de repeticiones de tripletes (CGG)n, y un estadio de
premutacion inestable en el gen FMR1, que se origina cuando en esta
zona se encuentra una expansion de 55-200 del triplete CGGn. Esta
zona de repeticiones, debido a la perdida de tripletes AGG que hay
cada 9-11 repeticiones, sufre inestabilidad, con riesgo de cambiar el
numero de tripletes (CGG)n al pasar a la siguiente generacién familiar,
hasta expandirse a tamafos que duplican y hasta quintuplican el

numero de repeticiones. La prevalencia de portadores de premutacion
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en la poblacion general es muy alta, una de cada 113-259 mujeres y
uno de cada 260-813 varones (Hagerman PJ, 2008). El estado
premutado del gen no afecta sustancialmente a la expresién de la
proteina FMRP, sin embargo, aumenta la expresiéon del mRNA que
codifica el gen FMR1, lo que en determinadas circunstancias ocasiona
la aparicion de FXTAS (Tassone F y cols., 2000). La presencia de la
premutacion en el gen FMR1 no provoca manifestaciones fenotipicas
del SXF en los portadores (tanto varones como en mujeres), sin
embargo se ha descrito que la expansion de los alelos premutados sélo
se produce por via materna, y la probabilidad de que esto suceda
depende de la edad de la madre, del nimero de las repeticiones y del
nimero de interrupciones AGG presentes en el gen FMR1 con un

tamafio de premutaciéon de 55-200 tripletes (CGG) n.

Los alelos premutados suelen expandirse al pasar por la via materna a
su descendencia y si superan las 200 repeticiones de tripletes (CGG)n
y se metila la zona de tripletes, el individuo estara afectado por el
sindrome, manifestando algun grado de sintomatologia. Al existir un
estadio de premutacion hay una excepcidén a esta generalidad que son
los varones transmisores normales (VTN), que suelen ser los abuelos
maternos de estos nifios afectados. Los VTN son intelectualmente
normales, sin embargo transmitiran el gen FMR1 premutado a todas
sus hijas (que corresponderia al 50% de la descendencia total) y no
suele presentar sintomatologia neuropediatrica. Todos los hijos
varones de un VTN seran sanos pues del par de cromosomas sexuales
heredan el cromosoma Y del padre (Reyniers et al, 1993) Las mujeres
portadoras (hijas de un VTN) presentan riesgos diferentes de trasmitir
la enfermedad a su descendencia de los calculados para una portadora
con mutacién completa que expresa en algun grado la enfermedad y
que recibid el gen de la hija de un VTN (generacién III), esto es un
ejemplo del fendmeno de anticipacién genética, al que nos hemos

referido anteriormente (Fu YH y cols., 1991).
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50% 50%

Vardén sano= XNY E @ Premutacion= XPY; XPXN

O Mujer sana= XNXN . @ Mutacién Completa= XFY; XFXN

N=alelo normal F= mutacién completa
P=premutacién VTN= varén transmisor normal

Figura 1: Ejemplo de herencia del SXF. En la figura se aprecia la conocida como
“paradoja de Sherman”, fendmeno de anticipacién por el que las manifestaciones
clinicas pueden ser mas severas en las siguientes generaciones y varones sanos

(VTN) pueden trasmitir el gen mutado a todas sus hijas que seran portadoras

Las mujeres se caracterizan por poseer dos cromosomas sexuales X en
cada una de las células de su organismo, siendo portadoras si el gen
FMR1 presenta una expansidon en el rango de premutacion o mutacion
completa en uno de los dos cromosomas. Las diferencias fenotipicas
presentes entre una mujer portadora de una premutacion y otra con
mutacién completa se explica por los distintos niveles de expresion de
la proteina (FMRP) y por la inactivacion que ocurre normalmente al
azar entre el cromosoma X mutado y el normal, en cada célula del
organismo. Hay mujeres portadoras normales que no tienen los rasgos

caracteristicos del sindrome. Aunque 1/3 de mujeres portadoras de la
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mutacion completa pueden tener algun grado de DI, en la mayoria de
los casos la sintomatologia es leve. Excepcionalmente en algunos casos
los niveles bajos de FMRP provocan un fenotipo fisico vy
neuropsiquiatrico similar al observado en varones afectados. En las
mujeres portadoras la probabilidad de que su descendencia herede el
cromosoma alterado es del 50% (Reyniers et al, 1993, Dyer-Friedman
J et al, 2002, De Vries BB et al, 1996).

3 - MECANISMOS BIOQUIMICOS, ANATOMICOS Y GENETICOS
QUE SUBYACEN AL SINDROME

3.1. Elgen y la proteina

El SXF es una enfermedad monogénica causada por la mutacion
de un unico gen llamado FMR1, gen de retraso mental ligado al sitio
fragil X (del inglés Fragile X Mental Retardation; FMR1), que se localiza
en la regién de la fragilidad FRAXA situada al final de brazo largo del
cromosoma X en la banda g27.3, (Figura 2) lo que da nombre al
sindrome (Verkerk AJ y cols., 1991). La mutacidén responsable de la
enfermedad es la expansidén de los tripletes CGG en la zona 5" no
traducida (UTR) del primer exon del gen FMR1. La expansion de los
tripletes CGG por encima de 200 unidades conlleva finalmente la
metilacion del promotor y la falta de expresion y funcionalidad del gen
(mutacion completa) (Lim JH y cols., 2005; Pieretti M y cols., 1991;
Hansen RS y cols., 1992; Sutcliffe JS y cols., 1992; Verheij C y cols.,
1993).

Se asumen varios mecanismos como causa de la expansién de
tripletes. Se postula un inadecuado apareamiento de las cadenas de
ADN durante la replicacién del ADN (Schlétterer C y cols., 1992), o
bien durante su reparacion (Sinden RR y cols., 2001). La premutacion

(alelos que contienen entre 50-200 unidades de CGG) es inestable y
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puede ser transmitida a la siguiente generacion. Solo si lo trasmite la
madre esta premutacion puede expandirse hasta mutacién completa
(Devys D y cols., 1993; Feng Y y cols., 1995; Bat O y cols., 1997;
Tassone F y cols., 2000).

Existen individuos con células en diferente situaciéon (premutacion y
mutacion completa). Estas variantes se encuentran en el 20-40% de
los pacientes varones, y se la denomina “mosaicismo somatico” (Nolin
SL y cols., 1994; Rousseau F y cols., 1994). En estos pacientes el
coeficiente intelectual es similar a un varén con la mutaciéon completa
(Devys D y cols., 1993; Rousseau F y cols., 1994). También existen
individuos en los que a pesar de presentar la mutacion completa no se
produce la inactivacion total del gen por lo que existe expresion de
FMRP. Esto ocurre sobretodo en leucocitos y en estos pacientes el
fenotipo es menos severo, se conoce como “mosaicismo de metilacion”
(Smeets H] y cols., 1995; Wdhrle D y cols., 1996; Taylor AK y cols.,
1999). El nivel de ARNm en estos individuos es significativamente mas
elevado (Tassone F y cols., 2000). La posible explicacién del alto nivel
de expresiéon del ARNm del gen FMR1 podria estar relacionada con un
mecanismo compensatorio al existir dificultades en la traduccion
(Brouwer JR y cols., 2007).

La ausencia de FMRP tiene una relacion directa con el grado de
severidad de la afectacidon cognitiva en los individuos SXF. También se
relaciona con ella el nimero de tripletes de CGG y el exceso de
produccion de ARNm del gen FMR1 en la premutacion y en la mutacién
con metilacion parcial (Bailey DB y cols., 2001; Tassone F y cols.,
1999).
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Figura 2. Estructura del gen FMR1, sitios de interaccion con proteinas y
ubicacion de los dominios. Se distinguen los dominios KH1 y KH2, con el
ayustamiento de los exones 11 y 12. La caja RGG entre los exones 15 y 16, asi
como los dominios de localizacion nuclear (NLS) y exportacion (NES). Modificada
desde Bardoni B y cols, 2002

Conocer estos mecanismos puede servir para buscar alternativas
terapéuticas. Se ha demostrado in vitro la posibilidad de reactivar el
gen FMR1 desmetilando la mutaciéon completa (Chiurazzi P y cols.,
1999). También se estudia cual es la sefial de autorregulacion del gen
para caracterizarla y ver si se podria influir sobre ella artificialmente,
para conseguir transcribir el gen en las células de individuos afectados
y obtener asi proteina funcional, que pueda evitar la manifestaciéon del

sindrome (Tassone F y cols., 2001).

La proteina codificada por el gen FMR1 se nombra FMRP (Fragile X
Mental Retardation Protein) tiene una alta expresion en el cerebro, y
estd implicada en el transporte y traduccion de ARNms,

fundamentalmente en la funcién sinaptica (Jin P y Warren ST, 2000).
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Se encuentran niveles altos de expresién de FMRP en neuronas del
cerebro, en espermatogonias de los testiculos, y en el tejido conectivo,
particularmente en la capa epidérmica que se encuentra en activa
division (Devys D y cols., 1993). Estudios sobre la localizacién
intracelular muestran que FMRP se expresa predominantemente en el
citoplasma de las células (Verheij C y cols., 1993; Bakker CE y cols.,
2000; De Diego Otero Y y cols., 2000). En pacientes afectados, la
ausencia de la proteina se asocia a una morfologia anormal de las
espinas dendriticas (Hinton V] y cols., 1991; Rudelli RD y cols., 1985).

El ARNm de FMR1 se expresa en etapas tempranas del desarrollo
embrionario. En el ratéon adulto se expresa ARNm de FMR1 en el
cerebro, testiculos, ovarios, timo, esdfago y bazo (Hinds HL y cols.,
1993). A nivel cerebral se localiza sobre todo en hipocampo, en la
corteza cerebral, motoneuronas y células de Purkinje. Dentro del gen
FMR1 existen fragmentos que codifican proteinas que tienen relacion
con el trasporte desde el nucleo al citoplasma de ARNm para su
traduccion (Feng Y y cols., 1997).También se reconocen fragmentos
que tienen una funcidn en el crecimiento sinaptico y en la maduracién,
incluyendo NAP-22, que esta presente en los terminales axonicos y en
espinas dendriticas. Otras, incluyendo MAP1B, una proteina asociada a
microtubulos, tienen una funcién en el transporte dentro de neuronas
(de Diego Otero Y y cols. 2002, Zhang J y cols., 2001). FMRP también
puede suprimir la traduccion de ARNm en ensayos in vitro. Esto
sugiere que FMRP puede modular la traduccion y/o la estabilidad del
ARNm (Laggerbauer B y cols., 2001; Li Z y cols., 2001).

Han sido identificados dos genes homodlogos al gen FMR1, FXR1 que se
localiza en el cromosoma 3928 (Coy JF y cols., 1995) y FXR2 en el
cromosoma 17q13.1 (Zhang J y cols., 1995) (en inglés: Fragile X
Retardation gene 1 and 2). Juntas, estas tres proteinas forman una
pequefia familia de proteinas relacionadas al X fragil (FXR) (Kirkpatrick

LL y cols., 2001). Ambas contienen fragmentos con funciéon y un
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patréon de distribucion en los tejidos similar, con un 98% de homologia,
lo que podria conllevar una posible compensacion de funcién (Eberhart
DE y cols., 1996; Tamanini F y cols., 2000; Ramos A y cols., 2006).

3.2. Alteraciones bioquimicas

La proteina FMRP, deficiente o ausente por completo en los
pacientes con SXF, esta involucrada en la regulacidon de la estabilidad
del RNA, el transporte subcelular y la traduccion de mRNAs neurales
que codifican proteinas involucradas en el desarrollo de la sinapsis, la
plasticidad neuronal y el desarrollo cerebral (Sidorov MS y cols., 2013;
Brown V y cols., 2001; Chen E y cols., 2003).

En varias publicaciones se observa la asociacién de la falta de FMRP
con alteraciones de muchos mMRNAs neurales. Esto provoca un
aumento de las dismorfogénesis espinal y funcion alterada a nivel de la
sinapsis con desequilibrio entre la excitacion y la inhibicion, por
desaparicién o sobreexpresiéon de receptores Glutamato/GABA (Gatto
CL y cols., 2010). Estas alteraciones condicionan el fenotipo conductual
de los pacientes con SXF. El déficit de FMRP que existe en la
enfermedad provocaria alteraciones en la maduracidén de las sinapsis,
con aumento de la densidad de espinas dendriticas de morfologia
inmadura. De este modo existe un exceso de conexiones sinapticas v,
ademas, estas sinapsis no alcanzan un adecuado estado de madurez.
Se afectara por tanto la poda sinaptica y la seleccion de conexiones
Utiles. Esta puede ser la base de la fisiopatologia del fenotipo cognitivo
conductual en el SXF (He CX y cols., 2013). Aunque algunos articulos
demuestran como muchos de los genes cuya trascripcion podria estar
regulada por FMRP estan también alterados en pacientes con trastorno

del espectro autista (Iossifov I y cols., 2012).

La ausencia de FMRP produce una disregulacién de mdultiples sistemas

de neurotransmisores y se aumenta la produccidon de proteina ineficaz
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en el hipocampo y en todo el cerebro en general (Bagni M y cols.,
2012).

Dentro de la etiopatogenia del SXF se ha propuesto el exceso de senal
del receptor metabotropico de glutamato 5 (mGIuR5) como
responsable de parte de los sintomas neuroldgicos y psiquiatricos,
incluyendo el déficit cognitivo, las convulsiones, ansiedad,
estereotipias, y los problemas para la relacion social. En ensayos
experimentales en raton Fmr1-KO (manipulados genéticamente para
anular el gen y presentar fenotipo similar a los afectos de SXF) se ha
comprobado que la reduccién de la expresion de mGIuR5 reducia la
mayoria de la sintomatologia evidenciada en estos animales de
experimentacion. En las necropsias se encontraron diferencias con el
grupo control en aspectos como la densidad de espinas dendriticas en
neuronas de la corteza piramidal, aunque otros rasgos como el
macroorquidismo no se modificaron. Los resultados obtenidos con el
uso de antagonistas de mGIuR5 en modelos animales de SXF apoyan

aln mas esta teoria (Nakamoto My cols., 2007).

Otras teorias implican la via del glutamato en relacion con los
receptores de tipo AMPA (Pop AS y cols 2014.) por menor presencia
en tejido nervioso de estos receptores. También parece haber
posibilidad de disregulacién del sistema gabaérgico (GABA) (Berry-
Kravis EM, 2012).

Incluso el sistema endocannabinoide parece sufrir alteraciones (Tang
AH y cols., 2015).Mediante aproximaciones farmacoldgicas vy
genéticas, se ha observado que el bloqueo de los receptores
cannabinoides CB1 normaliza el déficit cognitivo, la falta de
sensibilizacidon ante estimulos dolorosos y la susceptibilidad a padecer
crisis epilépticas que aparecen en el modelo murino de SXF. Estas
mejoras a nivel conductual fueron acompafadas de cambios a nivel
bioquimico en la via de sefalizacion intracelular mTOR, clave en el

procesamiento cognitivo, asi como en la regularizacidon de la densidad
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y madurez de las espinas dendriticas neuronales. Por otro lado, el
blogueo farmacoldgico de receptores cannabinoides CB2 normalizé el
fenotipo de ansiedad reducida que presentan los ratones con este

sindrome.

Por otro lado, al parecer, la FMRP participa en la regulacion de la
estimulacion sinaptica por lo tanto, al estar ausente esta proteina en
SXF habria una sobreproduccién de la metalopeptidasa 9 (MMP9) en
respuesta a la estimulacién sinaptica normal, lo que se asocia con
varias condiciones patoldgicas, particularmente convulsiones vy
accidentes cerebro-vasculares. También parece asociarse con cambios
sindpticos en relacién con el aprendizaje y la memoria (Dziembowska
My cols., 2012).

3.3 Activacion del eje HPA y estrés oxidativo

La disminucién de la proteina FMRP parece estar relacionada también
con una expresidon mas pobre de otras sustancias, especialmente las
asociadas con la funcion Redox celular (el Bekay R y cols., 2007). Las
consecuencias de una alteracion del eje HPA pueden justificar parte del
fenotipo conductual del SXF como la inadecuada respuesta al estrés
ambiental y psiquico. En modelos animales Fmri1-KO se observan
exceso de radicales libres dependientes de NADPH-oxidasa y estrés
oxidativo elevado a nivel del SNC. Estas alteraciones podrian estar
relacionadas con la hiperactividad, el trastorno ansioso y el déficit

cognitivo (De Diego-Otero Y y cols., 2009).
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Figura 3. Interacciones de la proteina FMRP dentro de la neurona. Se puede ver que
FMRP esta regulada por Racl que a su vez regula a la produccion de radicales libres
desde la NADPH oxidasa. (Wang H y cols., 2015)

4. ENSAYOS EXPERIMENTALES DE TRATAMIENTO PARA SXF

Actualmente, el tratamiento farmacolégico usado para SXF es
Unicamente sintomatico y ademas tiene efectos limitados sobre los
sintomas observados en los pacientes. Estimulantes del sistema
nervioso central, como metilfenidato, se utilizan para tratar la
hiperactividad. Farmacos antipsicoticos, como la risperidona, para
tratar el comportamiento agresivo. Varios farmacos, sobretodo
benzodiacepinas, han sido utilizados para tratar la ansiedad. Cuando
aparecen comorbilidades como epilepsia se han prescrito farmacos
anticonvulsivantes. Algunos farmacos, como la clonidina o los
inhibidores de la recaptacién de serotonina, se emplean con éxito en

cohortes de nifios con SXF para tratamiento de la ansiedad o el
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trastorno comportamental (Berry-Kravis E y Potanos K, 2004). En
general, se utilizan combinaciones de farmacos o drogas para tratar los
sintomas clinicos, y no existen farmacos especificos que prevengan la
aparicion de estos. Todos estos tratamientos ademas, asocian efectos

secundarios multiples muchos de ellos neuroldgicos.

Los primeros intentos de tratamiento farmacoldgico buscando dianas
terapéuticas en SXF fueron con acido fdlico, por asociacién con la
fragilidad del cromosoma X en medios pobres en este sustrato. Hoy en
dia se sabe que el efecto beneficioso que pudo aportar se asocia mas a
su mediacidon en la sintesis de neurotransmisores que en un efecto

sobre la etiopatogenia (Sutherland GR y cols., 1977).

El conocimiento que se estd adquiriendo gracias a los avances en
genética y al estudio de la base fisiopatoldgica del sindrome ha
permitido comenzar a probar nuevas dianas terapéuticas y nuevos
tratamientos experimentales. EI hecho de que la mutacion fuera
descrita en 1991, y que el modelo de ratén Fmr1-KO se desarroll6 muy
pronto han convertido el SXF en lider en la busqueda de tratamientos
para los trastornos del desarrollo neurolégico (Hagerman RJ y cols.,
2014).

Actualmente no existe tratamiento curativo de la enfermedad. El
diagnostico precoz, el seguimiento médico adecuado y la intervencidn
psicologica y social permitiran mejorar la vida de los pacientes y sus
familias. Se benefician de terapia ocupacional y con la implantacion de
técnicas especificas tanto en el ambiente escolar como en el familiar

(Dyer-Friedman ] y cols., 2002).

A pesar de ello, las alteraciones del comportamiento y los problemas
de socializacién y escolares estan presentes en casi todos los
afectados. Existen bastantes ensayos clinicos en animales pero pocos
han sido aplicados a humanos y en menos aun se ha comprobado
eficacia de manera concluyente. Estas investigaciones han tenido

diferentes enfoques segun sus objetivos, ya sea la restauraciéon de la
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funcién del gen FMR1 o el tratamiento de los sintomas asociados a esta
enfermedad (Saldarriaga W vy cols., 2014). Comentamos a
continuacion los enfoques mas prometedores encontrados a través de

una revision de la literatura cientifica (figura 4).

Antagonistas de los receptores de mGIuR5

El clorhidrato de piridina 2-metil-6-feniletinil (MPEP) es un antagonista
potente y altamente selectivo de los receptores de mGIuR5. MPEP es
toxico para los seres humanos, por lo que otros antagonistas del
mGIuR5, tales como fenobam y mavoglurant (AFQ056), han sido

estudiados en SXF.

En modelos animales, se han realizado estudios con antagonistas
MGIuR5: MPEP, fenobam, AFQO056 (Mavoglurant; Novartis
pharmaceuticals), y R0491756 (Basimglurant; HoffmanLaRoche
pharmaceuticals) (Pop AS vy cols., 2014). En animales se ha
evidenciado una mejoria de la morfologia de las espinas dendriticas, de
la sintesis proteica, de la atrofia en el hipocampo, y parcialmente, del
macroorquidismo. Sin embargo no se han obtenido efectos
beneficiosos en ensayos con humanos y la investigacidn practicamente
se ha detenido en 2014.

En un ensayo de dosis Unica en 12 adultos con SXF, Fenobam se
mostré como un farmaco seguro, sin efectos secundarios importantes.
Se apreciaron mejoras en la hiperactividad y la ansiedad, y el 50%
mostrd al menos una mejora del 20% en la inhibicion prepulso (Berry-
Kravis E y cols., 2009).En un reciente estudio aleatorizado, doble
ciego, comparado con placebo y cruzado de 30 participantes
masculinos SXF entre 18-35 afios, se intento valorar si un inhibidor
selectivo de un subtipo de receptor de mGIuR5, AFQ056, mejoraba los
sintomas conductuales de SXF. Los resultados no indican efectos
significativos al valorar los datos del listado de conductas aberrantes

(ABC-C; Aman y cols, 1995). Sorprendentemente 7 participantes con

Rocio Calvo Medina. Tesis Doctoral Pagina 28



Introduccion

metilacion completa del promotor FMR1 y sin mRNA FMR1 detectable,
presentaron mejoria significativa tras el tratamiento sobre los tratados
con placebo (p <0,001). 24 de los 30 participantes presentaron efectos
adversos, en su mayoria leves. Los problemas iban desde dolor de
cabeza a astenia de moderada a intensa (Jacquemont S y cols., 2011).
Los resultados de la fase III del ensayo con AFQ056 no han
demostrado la eficacia esperada por lo que la linea de desarrollo se ha

cerrado para esta patologia.

Reactivacion Genética

Uno de los grandes intereses de estudio y diana farmacoldgica para el
tratamiento de SXF es restaurar la actividad del gen FMR1,
disminuyendo la metilacion del ADN vy alterando la acetilacién de las
histonas H3 y H4. El uso del farmaco 5-azadC (inhibidor de
metiltransferasas), en conjunto con inhibidores de deacetilasas de
histonas (como TSA, butirato y 4-fenilbutirato) han probado actuar
sinérgicamente para este fin. Ambos farmacos se han utilizado
Unicamente in vitro, esto debido a que in vivo existe riesgo potencial

de inducir apoptosis celular (Bagni C y cols., 2012).

Memantina

Otro estudio experimental realizado en afectados por el sindrome fue
examinar la eficacia del tratamiento cronico con memantina en la
mejora del funcionamiento cognitivo y el comportamiento. Esta
sustancia actlia como antagonista de los receptores inotrépicos de
glutamato (NMDA). Las pruebas realizadas en este estudio no
muestran mejoras significativas en el comportamiento y la memoria de

estos pacientes (Erickson CA y cols., 2009).
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Litio

El litio también es un excelente estabilizador del animo en SXF. Se
realizd un ensayo piloto para evaluar la seguridad y eficacia del litio en
pacientes con SXF. Se sabe que el litio participa en la regulacién de la
traduccion del mGIuR activado y logra revertir en ratones la
sintomatologia. Los resultados indicaron que el litio es bien tolerado y
proporciona beneficios funcionales en SXF, posiblemente modificando

el defecto neural subyacente (Berry-Kravis E y cols., 2008).

Minociclina

Es un antibiético usado para control del acné en adolescentes. Su uso
en el SXF se asocia a su capacidad para bajar los niveles de MMP9 que
estan elevados en estos pacientes (Dziembowska M y cols., 2013). Un
ensayo clinico controlado demostré la eficacia de la minociclina (dosis
de 25 a 100 mg por dia) en la mejora del comportamiento, el animo vy

la ansiedad de los nifios entre 3.5 a 16 anos (Leigh MJ] y cols., 2013)

Los mejores efectos se observaron al aplicarlo a individuos mas
jovenes. Los efectos secundarios del tratamiento son conocidos y no
muy graves, excepto en relacion con elevacién de anticuerpos

antinucleares (ANA).

Lovastatina

Es un inhibidor de la HMG-coA reductasa que se usa para la
hipercolesterolemia. Su efecto parece asociarse a la correccién de la
excesiva actividad del gen RAS en el ratédn Fmr1-KO, asi como actuar
de antagonista de los receptores de mGIuRS5 y la actividad extracelular
excesiva de otras proteinas en las neuronas hipocampales del raton
Fmr1-KO. Estos resultados estdn estimulando los ensayos en
humanos, hay un ensayo en Canada que parece tener resultados

positivos a través de esta via terapéutica (Osterweil EK y cols., 2013).
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Sertralina

El uso de la sertralina en SXF es un tema de investigacién muy actual.
Algunos articulos han descrito su efecto positivo sobre el desarrollo del
lenguaje en nifios de 2 a 6 anos con SXF. (Indah Winarni T y cols.,
2015). No obstante, en un 20% de los casos los ISRS pueden
empeorar la agresividad de los pacientes debido a hiperactivacion,
especialmente si la dosis es alta. De manera que si se desarrolla
agresividad en estos pacientes secundario al uso de ISRS, la dosis
debe ser disminuida o descontinuada y reemplazado por un

estabilizador del animo como aripiprazol o risperidona.

Acamprosato

Es un agonista GABAa aprobado por la FDA para el control de la
abstinencia en adultos con dependencia alcohdlica. Parece también
tener efecto antagonista sobre los receptores m GIuR5 (Kiefer F y
cols., 2010).En pequefios ensayos se comprobd una inesperada
respuesta en el lenguaje. En nifos se ha ensayado en 12 pacientes con
SXF (6-17 afios) 9/12 mostraron una importante mejoria en los
resultados de CGI-1 y en escalas que valoraron la hiperactividad.
(Erickson CA y cols., 2013)

También mostraron la elevacion de biomarcadores cerebrales que
estan bajos en SXF (factor neurotropico cerebral) pero no hubo
correlacién entre esta elevacion y mejoria de las evaluaciones
(Erickson CA y cols., 2013). Actualmente se esta llevando a cabo un

ensayo multicéntrico controlado con este farmaco.

Cannabinoides

Mediante la administracion de rimonabant, un antagonista/agonista
inverso del receptor cannabinoide CB1 en ratones Fmrl-KO, se
modularon fenotipos conductuales caracteristicos como el déficit

cognitivo, la sensibilidad reducida al dolor o, a nivel neuroanatémico,
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la anormalidad en las espinas dendriticas (Busquets-Garcia A y cols.,
2013).

Omega 3 v otros compuestos dietéticos

En ratones Fmr1-KO se han probado antioxidantes como la vitamina E,
N acetil cisteina (NAC) o la melatonina. También hay ensayos con
acidos grasos de cadena larga (PUFAs u omega 3). En algunos casos
podrian mejorar algunos de las anormalidades fenotipicas. La dieta
enriquecida con PUFA en los ratones Fmr1-KO llevo a la mejora de la
relacién con las hembras, también en el autocuidado, cambios en
niveles de citoquinas y la normalizacion del déficit de proteinas como el
factor neurotréfico derivado del cerebro o FNDC que se aprecia en el
giro dentado de los ratones con Fmr1-KO, en comparaciéon con los
controles. Estas medicaciones tienen la ventaja de que son faciles de
recomendar, al ser bastante inocuas en cuanto a efectos adversos.
Aunque algunos de los estudios no estdan completos y no hay

evidencias en humanos (Pietropaolo S y cols., 2014).
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5- NUEVA DIANA TERAPEUTICA: NORMALIZAR EL ESTRES
OXIDATIVO COMO TRATAMIENTO EN POBLACION PEDIATRICA

5.1 Concepto de estrés oxidativo

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones
asociado a otro de captacion que llamamos reduccidon. El metabolismo
celular conlleva la oxidacién y reduccién de numerosas moléculas
presentes en las células. Esta oxidacién es fundamental para la vida
pues participa en los procesos de obtencién de la energia celular.
También tiene un papel en otros procesos fisiolégicos en el ser
humano, como la regulaciéon metabdlica, la activacion e inactivacion de
biomoléculas, la transduccién de sefales celulares, la obtencién de

energia, etc.

Durante estos procesos se generan moléculas con electrones
desapareados, denominadas especies reactivas de oxigeno (ROS) o
radicales libres, que son especies quimicas con una alta reactividad y
poder oxidante. En ocasiones se produce un desequilibrio a favor de
los procesos de oxidacidon; este desequilibrio ocurre por un excesiva
presencia de especies prooxidantes, por la disminucion de la actividad
de los sistemas antioxidantes o por ambas causas. Estas sustancias
(ROS) son capaces de generar dano celular, y han sido asociadas a
procesos fisioldgicos como el envejecimiento, y también a diferentes
patologias como aterosclerosis, cancer, enfermedades inflamatorias,
neuro degenerativas, Yy otras patologias. EI metabolismo aérobico
conlleva hasta un 10% de reduccién ineficiente del oxigeno, lo que
implica que hasta en sujetos sanos haya un riesgo de exposicion a la

accion perniciosa de estos elementos.
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5.2 Estrés oxidativo en el sistema nervioso central

El SNC es muy sensible al estrés oxidativo debido a su anatomia
especifica y fisiologia caracteristica. A pesar de representar solo el 2 %
del peso corporal, consume una quinta parte del oxigeno total y es rico
en acidos grasos poli-insaturados (PUFAs), que son particularmente
susceptibles al dano por ROS (Halliwell B, 2006). Radicales libres
relacionados con el oxigeno y el nitrogeno (ROS y RONS) estan
involucrados en la regulacion redox de varias funciones de las
proteinas a nivel cerebral, tales como transportadores de glutamato y
receptores de neurotransmisores. Si su regulacion no estad bien
controlada a largo plazo da lugar a procesos de excitotoxicidad que
puede danar indiscriminadamente la integridad estructural y funcional

del cerebro.

Sabemos que el estrés metabdlico agudo aumenta la produccién de
glucocorticoides y la activacion del eje adrenal. Esta actividad a nivel
de hipocampo y de otras estructuras cerebrales puede modificar la
creacion de recuerdos, la respuesta adecuada a un evento y la
adaptacion. En el estrés cronico se generan niveles elevados de
glucocorticoides de manera mantenida y exceso de proteinas
excitatorias. Si esta situacidén se prolonga en el tiempo llega a alterar
la funcidon y la estructura hipocampal, especialmente por el efecto
sobre los receptores de glucocorticoides y el glutamato, que deprimen
funciones fisioldgicas como la potenciacion sinaptica a largo plazo y su
interaccidn con otras areas cerebrales. Estas acciones son vitales en el
proceso de consolidar y evocar un evento. Dicho de otra manera, el
estrés crénico altera el eje HPA porque aumenta su funcionamiento
basal. Esta activacién podria implicar la participacion de ROS vy
aumento de estrés oxidativo (McEwen BS y cols., 1997; El Bekay R y
cols. 2007).
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Es bien sabido que la regulacién redox esta involucrada en muchos
mecanismos celulares importantes en las neuronas, astrocitos vy
microglia. Promueve la activacién de la proteinkinasa que activa la
mitogénesis (MAPK), la liberacion de Ca2™ y la puesta en marcha de
procesos de apoptosis (Marshall CJ, 1995; Rosen LB y cols., 1994).
ROS producidos por proteinas mitocondriales o de membrana (tales
como NADPH oxidasa activada por Racl) tienen un papel en la
plasticidad fisioldgica y pueden ser necesarios para las funciones

cognitivas normales (Kishida KT vy cols, 2007).

El contenido en elementos antioxidantes a nivel cerebral es mas bajo
que en otros organos. Un antioxidante enddgeno producido en la
glandula pineal, la melatonina (N acetyl-5-methoxytryptamine), es un
potente agente contra las ROS, pero su concentracién disminuye
marcadamente con la edad, lo cual podria ser de especial interés en el

envejecimiento del SNC (Reiter R] y cols., 1998).

Otro mecanismo mediante el cual las células se protegen de la
oxidacidon es la activacion del sistema glutation (GSH). El glutation se
sintetiza a partir de aminoacidos L-cisteina, L -glutamico y glicina. El
glutation desempefia un papel critico a nivel cerebral teniendo

multiples funciones:

- Es el mayor antioxidante enddgeno. Participa directamente en la
neutralizacidon de radicales libres y otros toxicos. Ademas participa
en el mantenimiento de los antioxidantes exdgenos, como las

vitaminas C y E en sus formas reducidas (activas).

- Participa como cofactor de multiples reacciones en el sistema
inmune, asi como neuromodulador al influir en el glutamato
extracelular y con ello en la sobreactivacion de N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Janaky R y cols., 1999).

-Es una forma de almacenamiento de cisteina. EI componente
sulfhidrilo de la cisteina es donador de electrones y responsable

de la actividad biolégica del glutatién.
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La cisteina es poco abundante en los alimentos por lo que su aporte es
limitante para la sintesis de glutatién dentro de las neuronas. La mayor
captacion neuronal de cisteina estd mediada por un sistema de
trasportadores de aminoacidos dependiente de sodio, conocido como
portador de aminoacido excitador 1 (EAAT). El estado redox influye
notablemente en la funcidon de este trasportador. El sistema glutatién
(GSH) también sirve como depdsito endégeno de 6xido nitrico para
formar glutation S-nitroso (GSNO). GSNO puede liberar NO en
determinadas condiciones con efecto tampdén de reacciones redox.
Ademas tiene un efecto protector en el cerebro en condiciones de
estrés oxidativo (Rauhala P y cols., 1998). Colabora en la proliferaciéon

celular y la diferenciacién neuronal (Poot M y cols., 1995).

El estrés oxidativo per se puede activar los genes que codifican las
enzimas de factores de defensa o de transcripciéon antioxidantes
(Factor nuclear kappa B, proteina activadora 1 y factor nuclear de de
células T activadas) y muchos otras proteinas estructurales. El
aumento de Ca2* en las neuronas puede activar otras enzimas,
incluyendo la proteina quinasa C (PKC), la fosfatasa, fosfolipasa, la
oxido nitrico sintasa neuronal, y la xantina oxidasa (Rosen LB y cols.,
1997; Kishida KT y cols, 2007).

La normalizacién de estrés oxidativo puede representar una nueva
diana experimental en el tratamiento de trastornos causados por la
producciéon excesiva de radicales libres. El estrés oxidativo como factor
patogénico se ha encontrado en multiples trastornos neuroldgicos,
incluyendo epilepsia, enfermedad de Parkinson, sindrome de Down,
sindrome de Rett, autismo y la enfermedad de Alzheimer (Sultana R y
cols., 2006). En ensayos clinicos se ha demostrado que el dafo
neuronal debido a estrés oxidativo y/o estados hiperadrenergicos se
puede prevenir mediante el tratamiento con compuestos que capten
radicales libres o prevengan su produccidon. Esta terapia neuro-

protectora impide dafio neuronal en enfermedades neurodegenerativas
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(Sano M y cols 1997; Di Matteo V y cols., 2003). En otros procesos
como el déficit de atencidn con hiperactividad (TDHA) o el trastorno del
espectro autista (TEA) se han evidenciado déficits de ciertos nutrientes
que tienen una funcién antioxidante. Multiples tratamientos con dietas
ricas en minerales, vitaminas, acidos grasos esenciales omega-3 vy
omega-6, bioflavonoides y fosfatidilserina se han postulado como
beneficiosos para estos pacientes. Aunque no existen muchos ensayos
clinicos correctamente sistematizados que permitan hacer

recomendaciones especificas en estos casos.

5.3 Radicales libres y sistemas de proteccién

Algunas fuentes endogenas de Radicales Libres del oxigeno
(ROS) son la cadena respiratoria, enzimas antioxidantes y las células
fagociticas (como los neutréfilos) (Figura 5). Ademas algunos
alimentos, la contaminacion ambiental, la luz ultravioleta y algunas
drogas pueden actuar como fuentes exdgenas de ROS. La mitocondria
es la fuente intracelular mas importante de formacién de ROS. Estas
especies reactivas son consideradas generalmente citotdxicos, porque
pueden causar dafno oxidativo a los distintos componentes celulares
(lipidos, proteinas, ADN). Sin embargo, a bajas concentraciones los
ROS pueden funcionar como mediadores fisioldgicos de las respuestas
celulares (Forman y cols., 2002), actuando como segundos mensajeros

naturales en algunas vias de sefializacion.

Las células poseen mecanismos intrinsecos para controlar que los
niveles de especies reactivas de oxigeno se encuentren en homeostasis
o equilibrio. Estos mecanismos de control son la presencia de
pequefias moléculas antioxidantes o enzimas que eliminan a los ROS.
Los sistemas antioxidantes del organismo se dividen en sistemas
enzimaticos, constituidos por enzimas tales como la superéxido

dismutasa (SOD), glutation peroxidasa y catalasa. Y sistemas no-
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enzimaticos, constituidos principalmente por la vitamina E (a-
tocoferol), vitamina C (acido ascérbico), vitamina A, carotenoides (8-
caroteno y licopeno), flavonoides, metales de transicién (Se, Zn, Mn,
Cu, Fe), glucosa, urato, glutatiéon reducido, bilirrubina y proteinas

como albumina, ceruloplasmina, ferritina y lactoferrina.

20, +2HY O H,0, + O3 SUPEROXIDO DISMUTASA
H,O0, O 2 H,0 + O, CATALASA
H,O0, + 2GSH O GS-SG+ 2H,0 GLUTATION PEROXIDASA

GSSG + NADPH + H* O 2GSH + NADP* GLUTATION REDUCTASA

Tabla 2: Mecanismos de defensa antioxidante enddgena.

La enzima SOD del complejo superoxido dismutasa cataliza el
paso del anidén superdxido a perdxido de hidrdogeno, y la glutation
peroxidasa rompe el peroxido de hidrogeno a agua y oxigeno durante
la conversion del glutatién reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG)
(Reiter R] y cols., 1998). La catalasa es capaz de romper también el
peroxido de hidrégeno a agua y oxigeno. Contienen un grupo ferro-
hemo. Generalmente estan localizadas en los peroxisomas, aunque
también se pueden encontrar en el citoplasma y mitocondrias. La
actividad de las catalasas es mayor cuanto mas cantidad de peroxido
de hidrégeno existe en las células (Gandhi S y Abramov AY, 2012).El
glutation se genera a partir de los aminoacidos glutamato, glicina y
cisteina, siendo un antioxidante y agente reductor que reacciona
directamente con los radicales libres. El glutation reducido (GSH) es el
principal antioxidante intracelular y la transformacién del GSSG a GSH
se realiza a través de la enzima glutation reductasa, dependiente de la

co-enzima nicotin adenin dinucleétido fosfato, forma reducida
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(NADPH).(Tabla 2) Cuando existe un desequilibrio entre los ROS y los
sistemas de defensa antioxidantes, formandose un exceso de radicales
libres, se alcanza un estado de estrés oxidativo, que es caracteristico
en algunas patologias, como el SXF (El Bekay R y cols., 2007). Los
pacientes afectados por el sindrome muestran un aumento de la
actividad adrenocortical y esto altera el eje HPA (Hessl D y cols.,
2002). Un exceso de hormonas adrenales esta involucrado en la

induccion del estrés oxidativo en el cerebro.
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Figura 5. Resumen de la produccion de ROS en las neuronas. Las fuentes de ROS
son muy diversas en las neuronas y su sobreproduccion puede tener un efecto
negativo sobre las células, siendo sobre esta via sobre lo que vamos a actuar para

regular la sintomatologia.

5.4 Estrés oxidativo en sxf

En el modelo de ratén Fmr1-KO se han encontrado alteraciones
en los niveles de expresién de proteinas que participan en el sistema
redox de las células nerviosas, como la superdxido dismutasa SOD, la
transferasa del glutatién, asi como la estearoil coenzima A desaturasa
(Miyashiro y cols., 2003). Estos cambios podrian indicar un mecanismo

Redox alterado a nivel de gasto del glutation. El consumo de
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antioxidantes es mas alto en estos ratones Fmr1-KO, lo que junto a los
altos niveles de radicales libres y proteinas oxidadas indicaria un
estado de mayor estrés oxidativo. En humanos se observa que los
pacientes afectados por el sindrome muestran un aumento de la
actividad adrenocortical y esto altera el eje HPA (de Diego Otero Y y
cols, 2000; Hessl D y cols., 2002, Hessl D y cols. 2006). El exceso de
activacion del eje HPA y el aumento de hormonas adrenales esta
involucrado en la induccidon de estrés cerebral, resultando en oxidacidn
de moléculas y gasto de antioxidante tales como el glutation (Herman
JP y Cullinan WE, 1997). El desequilibrio entre la formaciéon vy
neutralizacion de ROS produce una desregulacion en la fisiologia
celular, y por tanto, aumento del estrés oxidativo, que probablemente

participa en la patogénesis y/o fisiopatologia de la enfermedad.

Se han evidenciado anomalias en la secrecién de glucocorticoides vy
catecolaminas en personas con SXF y en el modelo de raton Fmri1-KO
(Markham JA y cols., 2006). Los datos indican una activacion de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa y altos
niveles de produccion de radicales libres en el cerebro de ratén Fmri-
KO (el Bekay R y cols., 2007). El nivel de glutation (GSH) también se
encuentra reducido en el cerebro del ratdén. La disregulacion redox a
nivel del SNC altera comportamientos relacionados con la emocidn,
pero deja las habilidades espaciales intactas. Por lo tanto, un déficit de
GSH puede afectar a la integridad y la sincronia neuronal en una
region y en un periodo de tiempo de una forma especifica, dando lugar
a fenotipos conductuales relacionados con los trastornos psiquiatricos
(Steullet P y cols., 2010). Estos ratones Fmrl-KO presentan una
respuesta conductual andmala, mostrando elevados niveles de
ansiedad ante eventos no muy estresantes (Eadie BD y cols., 2009;
McNaughton CH y cols., 2008). De hecho en estos animales se ha
evidenciado una elevacion prolongada en los niveles de corticoides tras
la exposicion a estrés (Lauterborn JC, 2004; Markham JA et al., 2006).

Este estrés mantenido puede alterar la funcidn cognitiva y el
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aprendizaje en los modelos animales comprobandose alteraciones en la
plasticidad sinaptica a nivel del hipocampo, que es especialmente
vulnerable al efecto del estrés (Kim 1] y Diamond DM, 2002; Ghilan M
y cols., 2015). En este sentido se han llevado a cabo estudios
preclinicos usando antioxidantes como a-tocoferol o melatonina. La
administracidon crénica de antioxidantes hacen que se reviertan ciertas
caracteristicas fenotipicas del ratdn con SXF (De Diego-Otero Y y cols.,
2009; Romero-Zerbo y cols, 2009).

5.5 Compuestos requladores del estrés oxidativo con posible

uso en ensayos clinicos

Vitamina E (Tocoferol)

La Vitamina E (a-Tocoferol) es un antioxidante liposoluble no

enzimatico, que puede funcionar como un indicador del estado

oxidativo celular (Kontush y
HO . cols., 2004). Limita Ia

Hz
| P R 2)—3 propagacion de la reaccion
o] . .7
en cadena de la peroxidacion
vitarnin E

de lipidos. Se dispone en la

parte lipidica de las membranas bioldgicas y protege los fosfolipidos de
las mismas del ataque de los radicales libres. Su accion consiste en
secuestrar los radicales libres reduciéndolos a metabolitos menos
activos. Es el antioxidante lipofilico principal del cerebro, donde los
niveles de lipidos son elevados. También muestra una proteccion
significativa contra la citotoxicidad inducida por la disminucion del
glutation intracelular (Osakada F y cols., 2003). Forma parte de un
conjunto de factores del sistema de defensa antioxidante celular. Este
sistema incluye enzimas como la superdoxido dismutasa, la glutation
peroxidasa, la catalasa, etc y otros factores no enzimaticos como el

acido urico o el glutation. Su uso en el tratamiento de enfermedades
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relacionadas con el estrés oxidativo, tales como la enfermedad de
Alzheimer, o la enfermedad de Parkinson (Sano M y cols., 1997;
Fariss MW y cols., 2003) ha mostrado que es capaz de retrasar el
deterioro mental asociado. En relacion con el Alzheimer precoz
observable en SXF, parece reducir el depdsito amiloide en los modelos
de raton Fmr1-KO (Sung y cols., 2004). Los niveles de vitamina E en
liquido cefalorraquideo estdn disminuidos en pacientes que sufren
enfermedad de Alzheimer y estos niveles se ven incrementados en

pacientes suplementados con vitamina E.

La vitamina E esta implicada en la funcidon inmunoldgica, la transmisién
intracelular de sefales, la regulacién de la expresion de los genes y
otros procesos metabdlicos. Asi, el a-tocoferol inhibe la actividad de la
proteina kinasa C, una enzima que modula la proliferaciéon celular y la
diferenciacion en las células lisas musculares. También esta presente
en las células epiteliales que tapizan la superficie interna de los vasos
sanguineos lo que reduce la adhesién de algunos de los componentes
de la sangre. Adicionalmente, aumenta la expresion de dos enzimas
gue inhiben la sintesis del acido araquidonico, lo que se traduce en un
aumento de la liberacién de prostaciclina del endotelio, con el
subsiguiente efecto antiagregante plaquetario y vasodilatador
(Bradford A y cols., 2003).

Se ha utilizado con seguridad en los nifios. Existen datos clinicos
disponibles sobre su uso seguro en forma de acetato de a-tocoferol. Su
uso en nifos esta bien documentado en patologias como
abetalipoproteinemia (Taketomo CK y cols.,2007), fibrosis quistica
(Feranchak AP y cols., 1999; Winklhofer-Roob BM y cols 1996), B-
talasemia, anemia de células falciformes (Wilfond BS y cols., 1994;
Brigelius-Flohé R y cols., 2002), errores innatos del metabolismo
(Moyano D vy cols, 1997), la epidermdlisis bullosa (Shirakata Y y cols.,
1993), Déficit de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Eldamhoughy S y

cols., 1988) y glomeruloesclerosis focal y segmentaria (Tahzib M y
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cols.,1999). En muchos de estos estudios no se recogen de manera
sistematica regimenes de dosificacion ni pautas estandarizadas de
tratamiento a largo plazo. Por ejemplo en los estudios sobre fibrosis
quistica en nifos las dosis han diferido entre los estudios: 5,5 a 47,4
Ul/kg /d de 5 a 10 mg/kg/d y de 50 a 100 UI/d (Lavine JE y cols.,
2000; Vajro P y cols., 2004).

Vitamina C (Acido Ascorbico)

La vitamina C (vit C) es una vitamina soluble en agua que
contribuye como donador de electrones en importantes reacciones
bioldgicas en el organismo. La forma activa de la vit C es el acido L-

ascorbico (Dhariwal KR et al., 1991). Esta
ascorbic acid/ascorbate vitamina precisa de su aporte en dieta.

Witamin C
HO.  CHOH Existen trasportadores especificos para su

o entrada en la célula mediante intercambio
L H con sodio. Tiene relacion con multitud de

0 procesos metabdlicos a nivel del sistema
H/ “ G nervioso central (SNQC). Muchos

experimentos han apoyado el papel

. "oy S L crucial de la vit C en el desarrollo
0 . .
™ cerebral. Como potente antioxidante vy
H
eliminador de ROS, asi como un
o} o]

importante factor en el reciclaje de los
derrydroascorbic o
acid antioxidantes del cerebro.

El acido ascdrbico ha sido utilizado para atenuar la enfermedad de
Huntington (Rebec, G.V et al., 2003), como posible tratamiento en la
enfermedad de Alzheimer en asociacién con vitamina E (Heo JH vy
cols., 2013). Junto a estas dos enfermedades, la vit C se ha utilizado
para mejorar el estado de demencia de pacientes adultos (Gray SL y
cols., 2003).
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Una dosis oral de 2000 mg/m2/dia de acido ascorbico puede modular
la generacién de ROS y aumentar la apoptosis de los neutrdfilos, lo
que podria impedir procesos inflamatorios mediados por neutrofilos. En
la literatura se recogen articulos sobre tratamientos de prueba con
altas dosis de acido ascorbico (30mg/kg/dia) via oral durante periodos
de tiempo prolongados (hasta 12 meses) que parecen ser seguros y
bien tolerado en nifos de 2 a 16 anos (Burns J y cols., 2009). Su uso
en combinacion con el tocoferol se debe a que ademas de su accion
antioxidante favorece la regeneracion de la vitamina E oxidada (Chan
My cols. 1993).
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HIPOTESIS EXPERIMENTAL

Como hemos revisado en el marco tedrico, los pacientes con SXF
muestran alteraciones en la respuesta del eje HPA que podrian estar
directamente relacionados con manifestaciones patoldgicas como
hiperactividad y ansiedad, asi como con los problemas de aprendizaje.
Estas alteraciones se podrian objetivar con biomarcadores en muestras
sanguineas. Sabemos que la carencia de la proteina FMRP produce
estrés oxidativo y podria ser responsable del deterioro cognitivo y
comportamental de los pacientes. La mejoria del estrés oxidativo
mediante la administracion de productos antioxidantes puede
favorecer mejores resultados en valoraciones neuropsicoldgicas de
nuestros pacientes. Esto supone una mejora de la calidad de vida de

los nifios con SXF y sus familias.

Las conclusiones obtenidas en trabajos preclinicos realizados con
el modelo animal de Fmr1-KO han permitido evidenciar interesantes
hallazgos que podrian ser aplicables a la practica clinica diaria con
nuestros pacientes. El estudio de la base metabdlica y hormonal que
subyace al defecto genético puede ayudarnos también a explicar mejor
los mecanismos etiopatogénicos de la clinica en estos pacientes
(problemas comportamentales, mala tolerancia al estrés, trastorno del

neurodesarrollo) y que se observan también en otras patologias.

Este trabajo presenta algunos determinantes particulares vy

diferenciales respecto a los estudios anteriormente expuestos:

e El hecho de realizar estudios comparativos entre individuos afectos
y sus hermanos sanos, afade interés al haberse realizado pocas

veces antes en la literatura.

e La busqueda de biomarcadores en relacién con el estrés oxidativo
que sean diferenciadores en nuestros participantes con respecto a

la poblacion general puede servir para comprobar la eficiencia de
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las posibles terapias. No solo tendremos entonces resultados
clinicos y de los test neuropsicolégicos para avalar la eficacia, sino
también valores objetivos en sangre y no sujetos a interpretacion

individual o sesgos metodoldgcos.

e El ensayo de nuevas dianas terapéuticas, y el uso de sustancias

accesibles y seguras, como las vitaminas, es un valor afadido.

Los resultados previos obtenidos serviran de base para la segunda
parte de este trabajo en la que queremos evaluar la posibilidad de que
la administraciéon de productos antioxidantes pueda favorecer una
mejoria en el estado neuroldgico de nifios con SXF, como ya se ha

evidenciado en modelos animales.

OBJETIVOS

El objetivo de la primera parte del proyecto (PARTE A) es valorar el
nivel de estrés oxidativo evidenciado en individuos afectos de
SXF en comparacion con sus hermanos sanos. En estos pacientes
en condiciones basales, los niveles de sustancias prooxidantes deben
estar mas elevados y también se deberia apreciar menor disponibilidad
de sustancias antioxidantes. Esta hipodtesis, junto con los resultados
obtenidos por otros autores que evidencian que este estado de estrés
oxidativo excesivo puede participar de la etiopatogenia del fenotipo
conductual de los pacientes con SXF, nos servira para desarrollar la
segunda parte (PARTE B) que supone una aplicacidon practica de estas
evidencias y un abordaje terapéutico mediante la realizacion de
un ensayo experimental con participantes afectos de SXF. Por lo

tanto los objetivos de esta tesis seran:

» Desarrollar un estudio transversal comparativo de biomarcadores
sanguineos en un grupo de participantes con SXF y un grupo

control de hermanos sanos en situacion basal.
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> Analizar la relacién existente entre estrés oxidativo y diferentes

parametros clinicos y analiticos evaluados en estos participantes.

» Valorar la relacion de los resultados obtenidos en nuestros

participantes en comparacioén con sus hermanos sanos.

> Implementar un ensayo de tratamiento piloto con &cido
ascorbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina E) en un grupo de
30 participantes con SXF durante un periodo de 12 semanas.
Durante el ensayo, estudiaremos parametros bioquimicos en
relacion al estrés oxidativo y realizaremos un estudio cognitivo y

del comportamiento tras 12 semanas de tratamiento.

»  Evaluar la seguridad y ausencia de efectos adversos en nuestra

poblacion diana durante las 12 semanas de tratamiento.
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PARTE A: Patron bioquimico en individuos SXF comparado con

sus hermanos sanos

1. Diseino del estudio:

Estudio analitico de casos-controles, prospectivo, observacional.

1.1 Ambito de estudio:

Andlisis sanguineo de las muestras de participantes con SXF vy

controles.

1.2 Poblacién de estudio:

Los participantes fueron 18 individuos con SXF y 15 hermanos sanos.
En total 33 participantes que accedieron a la extraccion de la muestra

sanguinea sobre la que se ha realizado el trabajo.

Los participantes SXF y los controles sanos se reclutaron a través de la
asociacion de pacientes SXF espafiola. La intencidn inicial fue conseguir
20 individuos con SXF y 20 controles. 10 adultos y 10 preadolescentes
de cada grupo. Para participar en este trabajo los interesados debian
tener entre 3-30 anos de edad. Los requisitos asociados fueron en el
caso del grupo SXF aportar el documento con el diagndstico molecular
de SXF. El grupo control se seleccion6 entre los hermanos sanos de los
individuos incluidos, que también habian sido valorados genéticamente

con negatividad para la prueba diagndstica de SXF.

Se comprobd que los participantes, ademas de cumplir los criterios de
inclusion y exclusidon (referidos mas adelante en el texto), eran

colaboradores para la extraccidon de sangre.

El Comité Etico de Investigacion del Hospital Carlos Haya (Malaga)
aprobé el estudio. De acuerdo con sus recomendaciones, los

participantes recibieron informacién detallada por escrito y explicacion
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verbal sobre el estudio y se obtuvo un consentimiento informado de los
padres de todos los participantes SXFs y controles. Tras recibir la
informacion cada familia tuvo 2 semanas para cumplimentar el
documento de consentimiento. Ademas se les aseguro que recibirian
noticias de cualquier informacién sobre el proyecto que solicitaran o de

cualquier resultado relevante del analisis de la muestra sanguinea.

2. Recogida de datos y Procedimientos

La forma de solicitar su colaboracién fue mediante una carta a las
familias que pertenecen a la asociacion SXF en Espafia. Los analisis
sanguineos se realizaron en muestras obtenidas de los participantes
analizados por un laboratorio externo (L. Echevarne Barcelona). Para el
analisis estadistico de los resultados se dividieron en 2 grupos:

participantes X fragil y sus hermanos como controles

Cada uno de esos dos grupos se dividieron en otros 2 subgrupos,
separados por edad en pre puberes (menores de 13 afios) y post
puberes (mayores de esta edad), siguiendo en este caso la

clasificacidon propuesta por Hagerman en 2002

3. Variables e indicadores:

o Demograficas (variables cualitativas): sexo, edad.
o Variables clinicas y determinaciones analiticas:
Clinicas:

* resultados genéticos moleculares para SXF
» medicaciones concomitantes
= trastorno conductual: hiperactividad, fenotipo autista

Analiticas (variables cuantitativas): intentamos evaluar la mayor

0 menor presencia de estado oxidativo en nuestros participantes SXFs.
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Asi se evallan tanto algunos parametros propios de estrés, como la

presencia en sangre de sustancias antioxidantes.
- hemograma
- bioquimica:

* Glucosa

» Colesterol

» Transaminasas

*= Ac Urico

» Trasferrina

= Ceruloplasmina/ cobre

= Zinc

= Magnesio

» Selenio
- proteinas totales / seroalbumina
-inmunoglobulinas
-AA en suero
- hormonas

»= Tiroideas

= DHEA

»= Acth/cortisol

= H crecimiento (HG)/IGF1

» H sexuales ( LH, FSH)

= Serotonina

» Adrenalina / noradrenalina
- Antioxidantes y vitaminas:

= Vitamina A

= Vitamina E

= Vitamina C
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4. Analisis de las muestras en laboratorio

Las muestras de sangre para analisis bioquimicos y hormonales
se obtuvieron por puncidon venosa entre las 7: 30 y 11: 00 am,
después de un periodo de 12 horas de ayuno. El envio se realizé con el

plasma o suero separado, congelado a -80° C.

Todos los procedimientos realizados sobre la sangre y el andlisis final
de las muestras se contrataron con un servicio externo (laboratorio
Echevarne Barcelona, Espafia). Se realizaron todos los analitos de uso
comun en analisis sanguineos. También se midieron los niveles de
hormonas en muestras recién descongeladas. Se realizo también
control de las hormonas suprarrenales por RIA. Se ha analizado la
hormona corticotropa (ACTH). Y por cromatografia de alta resolucién

para catecolaminas: adrenalina (A), noradrenalina (NA)

Se realizo analisis (enzimoinmunoanalisis ) de las principales hormonas
sexuales, por ejemplo, la hormona Iluteinizante (LH); hormona

estimulante del foliculo (FSH).

Las muestras de sangre se centrifugaron durante 15 min a 2.500 rpm.
La glucosa se midi6 inmediatamente en tubo de sangre con EDTA -
plasma con uso de la reflexion fotometria (Reflotron Sprint, Roche,

Rotkreuz, Suiza).

Las concentraciones de HDL - colesterol y triglicéridos se midieron en
suero fresco con un Hitachi 917 (Triglycerides GPO/PAP y colesterol-
HDL plus directo, método de segunda generacién sin

desproteinizacién; Roche).

5. Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados usando el programa informatico
SPSS 15 for WINDOWS (SPSS Inc, Chicago, IL), estimando la media
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de los valores, la desviacion estandar, el error estandar de la media,
asi como las diferencias estadisticas entre los grupos de participantes
con SXF y hermanos sanos. Todo esto a través de los instrumentos
estadisticos para muestras no relacionadas que cumplen normalidad: t
de Student (para analizar dos grupos no relacionados) y el andlisis de
la varianza ANOVA (genotipo, tratamiento y ANOVA de medidas
repetidas) seguido por el test post hoc de Bonferroni. Se establecio
como diferencia significativa cuando *p<0.05 , ** p<0.01 y ** *p<
0.001

Las caracteristicas demograficas que podian representar sesgos en
ambos grupos se analizaron con t de Student para las variables

continuas y pruebas de Chi-cuadrado para las variables categéricas.
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PARTE B: ENSAYO CLINICO: TRATAMIENTO CON VITAMINAS
ANTIOXIDANTES PARA EL SINDROME X FRAGIL

1. Diseino del estudio

1.1. Tipo de estudio

Un ensayo clinico piloto de fase II aleatorizado, con un procedimiento

de control a doble ciego y comparado con placebo.

1.2 Ambito de estudio

Participantes de toda Espafa afectados por de SXF. Para su valoracion
el equipo de investigacion se trasladé a varias ciudades (Sevilla,
Madrid, Malaga) con el fin de realizar las entrevistas y la recogida de
datos inicial, asi como para realizar las pruebas psicométricas y
cuestionarios de evaluacion. Posteriormente se realizaron las
extracciones de sangre a los participantes SXF en su ciudad a través
de los centros de analisis de la empresa externa contratada por el

proyecto para tal fin.

1.3 Poblacion de estudio

El estudio incluye participantes con SXF con edades comprendidas
entre los 6 hasta los 18 afos atendidos en el Hospital Regional
Universitario de Malaga, asi como pacientes atendidos en otros
Hospitales de Andalucia que colaboraron derivando pacientes para el
ensayo. Los participantes reclutados fueron nifios y adolescentes
varones diagnosticado SXF, de acuerdo con una prueba de biologia
molecular estandarizada, que cumplieron con todos los criterios de

inclusidon y ninguno de los criterios de exclusién.

Seleccion de participantes. Consentimiento informado

Para la seleccién de participantes nos pusimos en contacto con las
asociaciones del SXF a nivel nacional. A cada participante cuyos padres

expresaron interés en el ensayo se le envid por correo informacion
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detallada del estudio. A todas las familias que querian participar se le
realizd0 una entrevista de seleccion en la que se les informd
verbalmente de todos los detalles del estudio, asi como de cada parte
del documento de consentimiento y del protocolo del estudio. Los
padres o tutores pudieron consultar todas sus dudas durante la
entrevista antes de decidir la participacion de sus hijos, que se

confirmo firmando el consentimiento informado correspondiente.

A las familias participantes se les facilitd una copia firmada del
documento de consentimiento que debian conservar y otra copia se
quedd en el registro del ensayo custodiado en el Hospital,
procedimiento establecido para dar el consentimiento para Ila
participacion de los nifios en el ensayo. Una vez que este formulario
estaba firmado se le adjuntaban informes previos asi como también
una copia del informe genético. Estos documentos que se entregaban
al equipo investigador cuando el participante asistia al hospital para la

evaluacion inicial (TO).

Criterios de inclusion

- Participantes varones de 6-18 afos. Este es el rango de edad en el
que los sintomas que queriamos evaluar estan mas exacerbados. Antes
de los 6 afios de edad es dificil un diagndstico certero de
hiperactividad. Después de los 18 afos los sintomas conductuales

tienden a estabilizarse.

- Firma del consentimiento informado debidamente cumplimentado por
los padres o tutores, o un consentimiento razonado y explicado para

participantes mayores de 12 afios con autonomia.

- Diagndstico previo certero de SXF por criterios de biologia molecular,
con mas de 200 repeticiones del triplete CGG y con hipermetilacion de
la region del promotor de gen FMR1.

- Hiperactividad y sintomas conductuales que puedan ser evaluados.
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Criterios de exclusion

- Condiciones neuroldgicas severas no clinicamente controladas.
- Trastornos neuroldgicos no relacionados.

- Alergia a alguno de los componentes de la formula (o excipiente

utilizado).

1.4 Aleatorizacion

Una vez seleccionado los casos que firmaron el consentimiento, y tras
comprobar que cumplian todos los criterios de inclusidén y ninguno de
los de exclusidon, se separaron los 30 participantes en 2 grupos: los
gue recibieron tratamiento activo y los que recibieron placebo durante

un periodo de 12 semanas.

Se utilizaron dos criterios de aleatorizacidn para la estratificacién: edad

y medicacién psicofarmacoldgica concomitante.

A fin de mantener el doble ciego, los participantes se asignaron de
manera aleatoria a uno de los 2 grupos de estudio sin que las familias
ni los médicos o personal investigador responsables supiesen a qué

grupo de intervencién pertenecia el participante.

Los participantes que cumplian estos criterios se distribuyeron al azar
a uno de los 2 grupos por parte del Servicio de Farmacia del Hospital
Virgen de las Nieves de Granada, respetando la asignacion de manera

ciega a grupo control o tratamiento durante todo el ensayo.

La asignacion se realizd inmediatamente después de la inclusion del
participante candidato. A través de un programa informatico se
aseguré la confidencialidad sobre qué participante fue asignado a cada
grupo. El cédigo de aleatorizacién se mantuvo oculto por el Servicio de
Farmacia del Hospital Virgen de las Nieves de Granada. Alli se fabricé
también la medicacidén correspondiente a cada participante, codificada,
y sin ningun detalle que permitiera conocer si se asignaba a placebo o

tratamiento. Se realizd una distribucion aleatoria por bloques vy

Rocio Calvo Medina. Tesis Doctoral Pagina 62



Material y métodos

estratificacion para evitar factores de confusién (edad, medicacion
concomitante) asi se intentd evitar sesgos. Este proceso solo se realizo
una vez que los participantes habian firmado el consentimiento y se
confirmaba que cumplian todas las caracteristicas de seleccion

exigidas.

2. Metodologia del protocolo del ensayo

En el momento inicial a todos los participantes se les realizd una
entrevista personal. Se recogieron para el estudio los datos clinicos,
demograficos, antecedentes de interés y caracteristicas fenotipicas de
los participantes. Entre los antecedentes se recogen datos de filiacion,
incidencias del embarazo y el parto. También caracteristicas fisicas y
antropométricas, comorbilidad con otras patologias y datos médicos
relevantes, antecedentes familiares, arbol genealdgico y situacion

médica de los progenitores.

Se realizaron encuestas para valorar el impacto del tratamiento en
casa y en ambiente académico, asi como la mejora o no de la calidad
de vida del participante y de la familia. Se mantuvo contacto telefdnico
mensual con las familias recogiendo posibles incidencias con el
tratamiento. Se evaluaron mediante entrevista los posibles eventos
adversos y se ofrecidé la opcién de notificar por teléfono de forma
urgente cualquier incidencia atribuible al uso de la combinacion de

antioxidantes.

La variable principal del estudio fue la valoracion del nivel de
inatencion e hiperactividad para lo que se aplicaron las diferentes
versiones largas del cuestionario de Conners revisado, para padres
(CPRS-R) y maestros (CTRS-R) (Conners CK, 1997).

Para describir los cambios conductuales se empled el inventario de
comportamiento en el desarrollo (DBC-P24) y para analizar los

cambios cognitivos la Escala de Inteligencia de Wechsler revisado para
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Nifios. Asi como la version adaptada al espafnol del indice general de
bienestar psicolégico (PGWBI-R), para describir posibles los cambios

en los familiares (Badia y col., 1996).

Para describir los cambios metabdlicos se realizaron analisis de sangre
y orina de 24 horas en el momento basal (TO) y tras 12 semanas de
inclusién en el ensayo (T1) La duracion minima del tratamiento y
seguimiento de estos participantes fue de 6 meses. Se ha evaluado la
presencia y gravedad de los sintomas conductuales, asi como la

tolerancia al tratamiento. Y los posibles efectos adversos a largo plazo.

2.1 Evaluaciones

Tras la inclusién de los participantes, se recogieron los resultados de
las pruebas neuropsicologicas y de los test cumplimentados por los
padres y profesores en el ambito escolar. Durante el seguimiento se
repitid toda la bateria de pruebas recogiendo los cambios significativos
(en TO, T1). También se repitieron los analisis de sangre y orina, y se

realizd la evaluacion del bienestar psicoldgico de la familia.

2.2 Abandono de participantes/ cese del estudio

Los participantes pudieron abandonar el estudio en cualquier
momento, por cualquier razén y sin ningun perjuicio para ellos. Los
profesionales colaboradores, previa consulta con el coordinador del
estudio, también tenian la libertad de interrumpir el programa de
tratamiento si el hecho de continuar, en su opinién, podia ser
perjudicial para la salud o el bienestar del participante. Si un
participante abandona el estudio o es retirado por problemas con el
tratamiento o rechazo del mismo, se realizd6 el seguimiento y las
evaluaciones hasta los 90 dias. Ante posibles retiradas de tratamiento
por problemas con la medicacién, se decidid continuar el seguimiento
hasta la resolucién del problema concomitante, o hasta que en opinion

de los profesionales médicos responsables del estudio fuera poco
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probable que se presentaran cambios en el estado de salud del
participante. El seguimiento telefénico a los 15, 30, 60, 90 dias fue
completado por todos los participantes que recibieron la medicacién

(incluido placebo).

Se suspenderia el estudio en caso de que se reportaran eventos
adversos severos en relacion directa o con sospecha de relacién con la
administracidon de la medicacién. La responsabilidad final de suspender
el estudio correspondia al promotor del estudio. Informando al comité
de ética y la Asociacion Espafola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS) de cualquier incidencia clinica relevante. Las
autoridades de salud debian ser informadas de las decisiones que
pudieran haber llevado a interrumpir, abandonar o continuar el

estudio.

2.3 Criterios éticos: normativa aplicada

El estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con los principios de la
declaracion de Helsinki, especificamente segun las ordenanzas del
Comité de la Agencia Europea del Medicamento (EMEA / CPMP) sobre
el uso de placebo en los ensayos clinicos y de acuerdo con la guia para
la buena practica clinica, (CPMP / ICH / 135 / 95, 17 de julio de 1996),

asi como respetando la normativa local.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de ensayos clinicos
regional, el Comité de ética del Hospital Regional de Malaga y la
AEMPS. EIl estudio se inici6é tras el visto bueno y la aprobacion formal

de las autoridades sanitarias espafiolas y de los comités ya referidos.

De acuerdo con la ley espainola en relacion con ensayos clinicos, el
ensayo ha contado con un seguro de responsabilidad civil para cubrir
cualquier problema derivado del uso de la medicacion durante el
estudio. También se informd de la participaciéon de los menores de

edad en el ensayo a la Fiscalia del menor correspondiente de la ciudad
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de residencia de cada participante, siguiendo las exigencias de la

legislacion vigente en Espaia.

2.4 Detalles del tratamiento

Dosificacion y administracion de medicacion

La medicacidon se administré via oral, bajo supervisidon de los padres o
tutores, en los domicilios de los participantes. Se suministré a las
familias acetato de tocoferol 10 mg/kg/dia, en dos dosis diarias, y
acido ascérbico 10 mg/kg/dia, también en dos dosis diarias, o

placebo.

La preparacion y el etiquetaje del tratamiento

La medicacion usada en el ensayo fue preparada, etiquetada,
almacenada y dispensada por el Servicio de farmacia en el Hospital
Virgen de las Nieves (Granada, Espana). Los principios activos se
obtuvieron por via comercial. El placebo usado fue silice coloidal
comercial encapsulada por el servicio de farmacia y emulaba el
volumen y apariencia del tratamiento. Conteniendo los mismos
excipientes que la medicacion experimental. El coordinador de estudio
supervisd todos los procedimientos aplicados. El doble ciego y la
ordenacion aleatoria de participantes en los dos grupos se realizaron
por el servicio de farmacia antes de la distribucidn de la medicacion del

ensayo.

Otras medicaciones autorizadas

Los participantes siguieron tomando su medicacion habitual para
controlar sintomas o patologias comorbidas asociadas, asi como

cualquier medicacién prescrita para cualquier otra enfermedad
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simultdnea antes de su entrada en el estudio. Ademads, siguieron

recibiendo cualquier terapia preexistente psicoldgica o educativa.

2.5. Métodos especificos de evaluacion

Evaluacion de efectividad a nivel conductual

La evaluacion clinica de los participantes se llevd a cabo a través
de la bateria de pruebas antes comentada. Se seleccionaron para
valoracion de nivel de inatencién e hiperactividad las escalas CRS-R
(Conners’ Rating Scales-Revises, Conners CK 1997), en su versidn
para padres: CPRS-R vy para profesores: CTRS-R. Ambas pruebas son
unos instrumentos de aplicacion individual o colectiva cuyo objetivo es
realizar una evaluacion conductual, de manera objetiva vy
estandarizada, de nifios con problemas de atencidn e hiperactividad.
Estas escalas evallan factores como: Negativismo, problemas
cognitivos/desatencién, hiperactividad, verglenza/ansiedad,
perfeccionismo, problemas sociales, psicosomaticos. Permite calcular
un indice global del cuestionario de Conners, asi como un indice por
subescalas: indice TDHA vy subescala DSM-IV segun perfil inatento o

hiperactivo.

La puntuacién del cuestionario de Conners se obtuvo mediante el
cuestionario estructurado con dos informadores (padres o tutores y
profesores) quienes evaluaron el comportamiento del nifio al inicio y a
las 12 semanas de tratamiento. El Conners es un cuestionario
traducido y validado en espafiol y adaptado a las condiciones
especificas de nuestro pais (Farré- Riba y cols, 1997). Recoge unas
puntuaciones en relacion con las respuesta de estos observadores al
cuestionario con una puntuacion entre 0 a 100 puntos. Una puntuacion
de 55 o mas en CPRS-R y CTRS-R en TO asociado a la hiperactividad
fue considerada punto de corte para la inclusidon de participantes en el
estudio (Tabla 3)
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T-score % Significacién

70 -> 98 Claramente atipico (problema significativo)

66-70 95-98 Moderadamente atipico (problema significativo)

61-66 86-94 Levemente Atipico (posiblemente problema significativo)
56-60 74-85 Ligeramente atipico (pone en alerta)

45-55 27-73 Media (no debe poner en alerta)

40-44 16-26 no alerta, valores bajos indican normalidad

35-39 6-15 no alerta, valores bajos indican normalidad

<30 <2 no alerta, valores bajos indican normalidad

Tabla 3: Valoracion de resultados del cuestionario de Conners (Conner CK, 1997)
donde se recoge: la puntuacién global de Conners, el porcentaje de poblacién y la

significacion clinica del resultado

La escala de Inteligencia de Wechsler para nifos revisada (WISC-R)
(1974; TEA 1993) mide inteligencia global. Constituida por 12 subtest,
6 en la escala verbal y 6 en la escala manipulativa. Todas ellos se

analizaron al inicio y a las 12 semanas de tratamiento

El test DBC-P24 (Taffe JR, 2007) es una forma corta de la prueba
original de 24 items que se completa por padres y cuidadores. Intenta
valorar una medida aproximada global del estado cognitivo vy
conductual de los participantes en el ensayo. Tiene un buen perfil de
sensibilidad y especificidad en relacion a test mas largos. Cada
descripcion conductual es anotada con 0, 1 o 2 puntos, donde 0 =
“segun su criterio no es cierto”, 1 = “a veces es cierto” y 2 = “muy
cierto”. La suma proporciona un valor total que se correspondera con

un nivel de afectacion conductual.

La versidon espafola de test PGWBI-R (Psychological General Well-
Being Index revised) (Badia X y cols. 1996) ha sido cumplimentada
con las respuestas de los padres al principio y a las 12 semanas del

estudio para evaluar las repercusiones psicoldgicas del tratamiento
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sobre la vida de la familia. Esta escala consta de un total de 22 items
que evaluan seis estados intrapersonales: ansiedad, vitalidad,
autocontrol, humor deprimido, salud general y estado psicofisico.
Puede ser utilizado en forma autoadministrada o heteroadministrada,
especialmente en el caso de personas con retraso mental leve,
psicosis, analfabetismo, etc. En caso de hetero-administraciéon, el
entrevistador ha de tener siempre presente que es el estado real, no el
que el entrevistador piense que el examinado deberia reflejar, el que
debe determinarse. El tiempo de administracion es corto, oscilando
entre 8 y 15 minutos (Gonzalez y cols, 1996). En cuanto a la version
castellana del PGWB, encontramos propuestas diferentes. Segun
Gonzalez y cols (1996), cada item puntia de 1 a 5 puntos en funcién
de la intensidad o frecuencia con que el sujeto experimenta cada uno
de los estados afectivos durante las tres ultimas semanas. De esta
forma, la puntuacién total oscila pues, entre 22 y 110 puntos; con una
lectura global ascendente, en la que, a mejor puntuacion obtenida,
mayor bienestar psicoldgico y viceversa. Con los datos que recoge
refleja sentimientos subjetivos y el bienestar psicoldgico (o malestar)

durante la semana anterior.

Evaluacion de muestras sanguineas

Con respecto al analisis del estado metabdlico y del estrés
oxidativo. Se obtuvieron muestras de sangre y orina que se evaluaron
en TO y T1 para anotar los cambios metabdlicos que pudieran estar
relacionados con la eficacia del tratamiento. Se valoraron cambios
cualitativos del metabolismo y niveles de antioxidantes. Esto ultimo
para comprobar la absorcién de la medicacién administrada en el caso

de los pacientes que tomaban la combinacién de antioxidantes.

Se midieron los siguientes parametros analiticos antes y después del

tratamiento:
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1. En sangre:

a. Hemoglobina, @ hematocrito, numero de hematies,
leucocitos, plaquetas

b. Bioquimica: glucosa, urea, creatinina, acido Urico, sodio,
potasio, calcio, fosforo, cloro, proteinas totales, albumina,
triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas de alta
densidad, bilirrubina total, transaminasas, fosfatasa
alcalina, cAMP, acido glutamico y piravico.

c. Eje hipotalamico: adrenalina, noradrenalina, dopamina,
cortisol, hormona corticotropa.

d. Hormonas sexuales, hormonal del crecimiento, hormonas
tiroideas

e. Neurotransmisores (serotonina, y-aminobutirico)

f. Antioxidantes exdgenos: vitamina A,Cy E

g. Antioxidantes endogenos: ceruloplasmina, albumina,
trasferrina.

h. Metales: selenio, zinc, cobre, y magnesio

i. Aminoacidos en suero

2-En Orina: densidad urinaria, PH, proteinas, glucosa, cuerpos
cetégenos, bilirrubina, nitritos, urobilindgeno, leucocitos, sedimento,
sodio, cloro y potasio. En muestra de orina de 24 horas conservada se
analizaron los parametros relacionados con el metabolismo de las

catecolaminas

Parametros médicos evaluados en los participantes:

1.Valoracién cardiolégica: sintomas o signos de cardiopatia,

auscultacion de soplos, valoracion de prolapso de la valvula mitral

2. Sintomas neuroldgicos: historia de epilepsia, signos o sintomas

de déficits o focalidad neuroldgica, hipotonia, retraso del desarrollo
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psicomotor, problemas para control motor fino y grueso, estereotipias,

contencidn de esfinteres.
3. Locomotor: Hiperlaxitud, escoliosis, alteraciones osteoarticulares.

4. Rasgos morfoldgicos: macroorquidismo, manchas o]

hiperpigmentacidon cutdnea, otitis de repeticion con o sin hipoacusia,
problemas visuales como estrabismo y macrocefalia, facies

dismorficas.

Recogida de efectos adversos:

Cualquier acontecimiento adverso relatado espontdaneamente por el
sujeto u observado por el investigador o el equipo de investigacion ha
sido registrado a través de un documento creado para estas
situaciones. El investigador clasificé la intensidad de dichos eventos

adversos conforme a la escala siguiente:

1. Suave: alguna incomodidad, pero no llega a interrumpir actividad

normal diaria.

2. Moderado: incomodidad suficiente para reducir o afectar

notablemente la actividad normal diaria.

3. Severo: causa incapacidad para trabajar o realizar actividades

normales diarias.

También se recogi6 la periodicidad del acontecimiento conforme a la

escala siguiente:
1. Evento Unico: solamente un acontecimiento de duracion limitada

2. Intermitente: varios episodios de un acontecimiento, cada uno de

duracion limitada

3. Persistente, ilimitado: un acontecimiento que ha persistido en el

tiempo y es de duracion indefinida.

Para cada acontecimiento adverso, se valord, en opinién del

investigador, la relacion con la toma de la medicacién (definitivo,
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probable, posible, improbable, ninguno). Se consideré como un evento
adverso severo aquel que provocara una hospitalizacidon prolongada, o
problemas graves de salud. O aquellos que tuvieran un desenlace fatal,

potencialmente fatal o incapacitante.

También se recogid cualquier medida tomada a raiz de esos eventos.
Los eventos adversos severos y las reacciones adversas inesperadas
asociadas a la medicacién, se debian notificar por los investigadores al
coordinador del estudio inmediatamente, dentro de las primeras 24

horas tras el evento.

Cualquier episodio adverso que se recogi6 fue observado y controlado
por los investigadores hasta la resolucidon o estabilizacién del cuadro.
Segun las circunstancias, llegado el caso, se solicitd la colaboracién de
los médicos de referencia del participante o de un especialista que

pudiera valorar de manera profesional el cuadro.

3. Procedimientos y control del ensayo

3.1 Seleccion de participantes

Todos los participantes diagnosticados de SXF podian ser
incluidos en un grupo inicial de “potenciales sujetos participantes”. Los
padres y tutores fueron debidamente informados verbalmente y con
documentacion por escrito del proposito del estudio y se contesto
cualquier duda que pudieron objetar. Tras esto se realizd firma del
consentimiento informado. Hay que destacar que los participantes
saben que tienen el derecho incondicional de retirarse del estudio en
cualquier momento sin ningun perjuicio para su atencion médico

sanitaria posterior.

3.2 Periodos de estudio

Primera visita (TO): En esta primera visita los padres o tutores

aportan la documentacién para entrar en la fase activa del estudio
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Una neuropsicologa experimentada realizé los test neuropsicoldgicos a
los participantes (WISC-R, DBC-24) y se recogieron los datos del
CPRS-R y CTRS- R que valoran los sintomas de hiperactividad e
inatencion de los participantes. La puntuacién en estos test debe ser
mayor de 55 como prerrequisito para que los participantes se
incluyeran en el estudio. También se valord la calidad de vida de los

participantes y sus familiares mediante el PGWBI.

Ademas se recogieron datos de filiacion, antecedentes familiares,
médicos y psicoldgicos de los participantes y sus padres. Se incluyé
también interrogatorio sobre el arbol genealdgico familiar. Se realiz6
una exploracion fisica y neuroldgica exhaustiva, asi como recogida de

datos antropométricos de los participantes.

Desde su domicilio se recogieron, en el centro de analisis concertado,

las analiticas sanguineas y las muestras de orina.

Tras todos los procedimientos y para iniciar la fase de ensayo, el
participante recibid medicaciéon para las 12 semanas de tratamiento

que tomd en su domicilio supervisado por sus padres o tutores.

Segunda visita (tras 12 semanas/T1): se realizaron de nuevo los
test neuropsicoldgicos por la misma persona que los realizé en la visita
TO. También se repitieron la valoracion del comportamiento, como el
cuestionario sobre la calidad de vida. Desde su domicilio de nuevo se
recogid, en el centro de analisis concertado, las segundas analiticas

sanguineas y las muestras de orina.

4. Analisis de los datos

4.1 Calculo del poder estadistico, el establecimiento del tamaino y

seqguridad de la muestra

El tamafo de la muestra se establecido por medio de un esquema
piloto basado en un ensayo de eficacia de fase II con 30 participantes

monitorizados durante un periodo de tiempo de 12 semanas. Se
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establecid un nivel de significacién estadistico de 0.05 y una potencia

estadistica de 0.8 en los casos mas desfavorables.

Teniendo en cuenta la prevalencia del SXF, eran necesarios 13
participantes por grupo de aleatorizacion (26 en total) para un minimo
poder estadistico de la muestra. Se decidid incluir a 30 participantes
(15 por grupo) para evitar problemas por posibles pérdidas de sujetos
durante el seguimiento que podian ocasionar menor calidad de los

resultados.

4.2. Estadisticos aplicados

Se dibujoé un diagrama de flujo para mostrar la secuencia desde
los participantes inicialmente seleccionados hasta los excluidos del
estudio (rechazos, abandonos, perdidos durante el seguimiento, etc)

de acuerdo con los criterios de la guia CONSORT.

Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo usando estadisticos de
tendencia central y dispersién para las variables cuantitativas vy
distribuciones de frecuencia para las variables categodricas. Se
realizaron estos analisis por separado para el grupo experimental y el
control. Las variables de partida se compararon usando estas técnicas.
Se realiz6 una comparacion de las diferencias en los resultados de las
pruebas neuropsicoldogicas entre el grupo experimental y control
comparando el inicio y el final del tratamiento a las 12 semanas
usando un ANOVA de medidas repetidas. Se analizaron los diferentes
parametros medidos en los test CPRS-R, CTRS-R, DBC-P24 y PGWBI,
para ello se usaron pruebas paramétricas o no paramétricas en el caso

de que los resultados no se ajustasen a una distribucion normal.
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PARTE A: PATRON BIOQUIMICO EN INDIVIDUOS SXF
COMPARADO CON SUS HERMANOS SANOS

1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

Finalmente se reclutaron 33 participantes. 18 eran nifos con
SXF y 15 controles sanos, hermanos de los participantes. Todos los
participantes son varones. La media de edad de los individuos afectos
de SXF fue de 14.88 +/- 2.64 anos y la de los controles 13.35+/- 1.97.
Para algunos de los datos analizados se dividié la poblacién entre pre y

post adolescentes con un punto de corte en 13 anos.

Se evaluaron valores descriptivos de la muestra: caracteristicas
clinicas y medicacion. Entre los farmacos empleados los mas usados
fueron (Tabla 4):

Antipsicéticos: risperidona y aripiprazol. 5 participantes. Mas usados

en pacientes postadolescentes en los que priman los trastornos del

comportamiento.

Ansioliticos: benzodiacepinas, 3 participantes.

Estimulantes: metilfenidato en 6 participantes. Mas frecuentes entre

los preadolescentes en los que, como se recoge en nuestra serie, son
mas importantes los trastornos en relacion con actitud hiperactiva e

inatencion y en los que es habitual el uso de este tipo de medicacion.

Se han analizado tanto los datos de todos los participantes, como los
resultados apareados de la sangre de los participantes SXF con los de

la sangre que aportaron sus hermanos sanos como controles.
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FENOTIPO
HIPERACTVIDAD ,
EDAD AUTISTA |MEDICACION
(numero
= (numero (numero de pacientes)
(EIE)) de pacientes SXF) i
pacientes)
anti
SI NO SI NO | NO L estimulante | ansiolitico
psicoticos

SXF

14.88 + 2.64 6 12 9 9 4 5 6 3
(n=18)
Control

13.35 £ 1.97 0 15 0 15 | 15 0 0 0
(n=15)
SXF
preadolescentes (7.4 + 1.6 6 4 6 4 4 1 5 0
(n=10)
Control-
preadolescentes |6.25 + 2.35 0 8 0 8 8 0 0 0
(n=8)
SXF
postadolescentes | 21.85 + 2.36 0 8 3 5 0 4 1 3
(n=8)
Control-
postadolescentes | 21.80 + 3.08 0 7 0 7 7 0 0 0
(n=7)

Tabla 4. Descripcion de la muestra en todos los participantes SXFs. Se recoge edad,

fenotipo conductual y consumo de farmacos en el momento del estudio.

2. Caracteristicas analiticas

HEMOGRAMA

Se observd en el grupo de participantes con SXF un descenso de la
hemoglobina corpuscular media y del volumen corpuscular medio.
Contrario a lo que, basandose en la posible relacion del SXF con
alteraciones en el metabolismo del folato, habia sido descrito antes en
un pequeno grupo de pacientes (Langenbeck U y col., 1984), pero que
no habia podido ser reproducido en animales de experimentacion

(Reyniers E. y cols., 1996). En nuestra poblacién este parametro se
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encuentra disminuido sélo en los participantes SXFs mayores de 13
afos (Figura 6 y 7) donde la diferencia de volumen y hemoglobina
corpuscular media es estadisticamente significativa (p< 0.05), aunque
en todos los casos estudiados los valores estan dentro del rango de
normalidad establecidos en estudios bioquimicos de la poblacion
general (Tabla 5). No se aprecian diferencias significativas en otros

parametros del hemograma.

ESTADISTICO GRUPO Y EDAD
MEDIA |MEDIO

HBCORP. | VOL. CORP.

SXF <13anos

Media 26,23 79,85

SEM 0,49 1,16

Control <13aiios

media 25,80 78,81
SEM 1,31 3,13
T test (p<0.05 significativo) 0,70 0,69

SXf > 13 afos

Media 28,08 83,85

SEM 0,51 1,13

Control>13 anos

media 30,01 89,14
SEM 0,51 1,26
T test (p<0.05 significativo) 0,035 0,014

Tabla 5. Valores de hemoglobina corpuscular media y volumen corpuscular medio.

Segun grupo de edad. Valores de la media y la desviacién estandar de la media
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Figura 6. Hemoglobina corpuscular media en los diferentes grupos.
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Figura 7. Volumen corpuscular medio en los diferentes grupos. La linea rayada

indica los valores normales en sangre en la poblacién general
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BIOQUIMICA

No se aprecian diferencias significativas en los niveles de glucemia,
colesterol, triglicéridos, perfil renal o hepatico analizados en los

grupos comparados, ni en relacién a la poblacion general.

PROTEINAS DE ALTO PESO MOLECULAR

La ceruloplasmina es la principal proteina transportadora de cobre en
la sangre. Su concentracion es abundante en plasma; se considera un
reactante de fase aguda y su funcion fisiolégica no se encuentra
fehacientemente establecida. Fundamentalmente se sintetiza en los
hepatocitos. La trasferrina es la proteina transportadora especifica
del hierro en el plasma. Es sintetizada en el sistema reticulo endotelial
pero principalmente en el higado. Ambas se consideran proteinas

relacionadas con la funcion antioxidante.

En relacién con la ceruloplasmina sus niveles fueron mas elevados en
nuestra muestra en los participantes con SXF que en sus hermanos
sanos. Este hallazgo es estadisticamente significativo en los
participantes SXF mayores de 13 afos (figura 8). Con respecto a la
transferrina también se encontraron diferencias en ambos grupos y
dependiendo de la edad de los participantes. En el rango de edad de
nuestros participantes los valores normales serian: 4-9 afos: 200-380
mg/dl; 10-19 afios: 220-440 mg/dl. En nuestros participantes con
SXF estos marcadores estan en niveles dentro del rango de normalidad
pero por debajo de sus hermanos sanos sobre todo en menores de 13
anos (figura 9). También se controlaron otras moléculas relacionadas
con la regulacién de la 6xido reduccidn y con las reacciones al estrés
como son el AMP ciclico (figura 10), que ya se habia descrito reducido

en pacientes con SXF (Berry-Kravis E. y cols. 1995), dato que
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corroboramos en las mediciones de nuestra poblacién, y la serotonina

que se habia detectado alterada en relacién a los comportamientos

autisticos de estos pacientes (Jackson A. y cols., 1984) y que esta

elevada en las mediciones sanguineas en nuestra poblacidn. Los datos

analizados se representan en la tabla 6 y en figuras 8-11 mostrando

los valores medios y el error estandar de la media.

AMPCc Ceruloplasmina | Transferrina Serotonina
(nmol/1) (mg/dl) (mg/dl) (ng/ml)
Sangre Plasma |suero suero Suero
(RIA) (Nefelometria) | (Nefelometria) (EIA)
SXF
31.81 £ 4.04 29.05 £ 1.22 |268.29 £9.41 138.88 + 14.81
(n=18)
Control
45.47 £5.36 * |27.18 £ 2.30 |277.11 £ 14.08 87.22+13.38 *
(n=15)
SXF-
preadolescente |43.25 + 5.37 30.89 £ 1.44 |272.70 £9.22 129.50£12.55
(n=10)
Control-
preadolescente |50.50 + 13.61 |32.00 = 3.47 |313.75% 14.81% |57.00+19.44 *
(n=8)
SXF-
postadolescente | 20.65 + 1.64 26.71 £ 0.77 |257.71 +£11.98 145.57 + 20.59
(n=8)
Control-post
adolescente 31.96 +£4.22 * | 23.14+1.04 * | 249.80 * 7.69 103.60 + 18.67
(n=7) * p<0,05 SXF vs. control
|

|
Tabla 6. Valores alterados con significacion estadistica de los metabolitos medidos

en nuestra muestra
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Figura 8. Representacién grafica de los valores de ceruloplasmina (mg/dl)
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Figura 9. Representacion grafica de los valores de trasferrina (mg/dl)
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Figura 10: Representacion grafica de los valores de AMP ciclico (nmol/I)
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Figura 11: Representacion grafica de los valores de serotonina (ng/ml)
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El AMP ciclico en general se encontré en mayor concentracidon en la
sangre de los controles sanos y de manera significativa reducido desde
el punto de vista estadistico en los participantes con SXF mayores de
13 afnos, en comparacion con sus controles sanos. La serotonina se
encontré en concentraciones mayores en la sangre de nifios con SXF
gue en controles (figura 11). Son los menores de 13 anos con SXF los
que presentaron una diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los controles sanos en relacidon con este neurotransmisor.
En ambos casos, menores y mayores de 13 anos, existen diferencias
claras en los niveles de este neurotransmisor a nivel sanguineo siendo
mayores sus concentraciones en sangre de nifilos con SXF en nuestra

muestra analizada.

NIVELES DE ANTIOXIDANTES EN SANGRE

Se ha buscado analizar en sangre posibles metabolitos relacionados
con la accién antioxidante que pudieran estar disminuidos en las

muestras de los participantes con SXF en relacidén con los controles.

En el grupo de antioxidantes de origen enddégeno como hemos visto ya
en la tabla 6 y en las figuras 8-11 se analizaron dentro del grupo de
proteinas de alto peso molecular: trasferrina, ceruloplasmina vy
albumina. Se encontraron diferencias destacables en las 2 primeras.
También se han valorado otros metabolitos como AMP ciclico y
serotonina. Entre los antioxidantes de origen exdgeno y de bajo peso
molecular se valoraron antioxidantes liposolubles como vitamina E,
vitamina A e hidrosolubles como la vitamina C. Se han estudiados
también minerales antioxidantes como Zinc y cobre. En la tabla 7
recogemos los datos referentes a vitaminas que fueron significativos.
Los datos analizados se representan mostrando los valores medios y el

error estandar de la media (figura 12-13).
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Tabla 7. Valores de tocoferol (Vit E) y acido ascérbico (Vit C) comparados y

estratificados. Grupos preadolescentes y post adolescentes

Tocoferol Acido ascoérbico (vit C)

(mg/l) (mg/dl)

Suero Plasma

(HPLC) (Espectrometria)
SXF

9.25 + 0.66 0.50 £ 0.11
(n=18)
Control

9.44 + 0.73 0.89 + 0.15 *
(n=15)
SXF-preadolescente

8.60 £ 0.63 0.69 £ 0.17
(n=10)
Control-
preadolescente 9.17 £ 0.80 0.50 = 0.28
(n=8)
SXF-postadolescente

10.20 £ 0.96 0.34 + 0.08
(n=8)
Control-
postadolescente 9.66 £ 1.15 1.16 + 0.28 **
(n=7)

* p<0,05 SXF vs. control
** p< 0,01 SXF vs. control
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Figura 12. Representacién grafica de los de los niveles de acido ascérbico (mg/dl)

en sangre.
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Figura 13. Representacion grafica de los niveles de tocoferol (mg /dl) en sangre.
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HORMONAS RELACIONADAS CON ESTRES:

Ante |la evidencia de que el estrés cronico es un elemento clave
en la sintomatologia de los pacientes SXF y, sabiendo que en la
literatura se aprecian alteraciones en la funcidn del eje hipotalamo
hipofisis adrenal (HPA) en pacientes sometidos a estrés (Hessl D. vy
cols., 2006; Roberts JE. y cols. 2009), hemos valorado algunos
parametros relacionados con la funcion del eje HPA y niveles de
hormonas que se encuentran elevadas en pacientes con un alto nivel

de estrés.

Se valoraron varios metabolitos con resultados discordantes entre el
grupo control y el grupo de participantes con SXF, en los siguientes
parametros: adrenalina, noradrenalina, Cortisol, ACTH vy

Hormona del crecimiento.

Excepto la medicion de la hormona del crecimiento que aparece
reducida en participantes SXF preadolescentes y aumentada en
postadolescentes, todos lo demas parametros estdan aumentados en
nuestra muestra de participantes con SXF preadolescentes, en relacion
con los controles sanos. Encontramos que la medicién de adrenalina y
ACTH también se encontrd6 mas elevada en pacientes SXF
postadolescentes comparados con sus hermanos sanos. Las
condiciones de extraccion de la muestra fueron idénticas en todos los
participantes, tanto en los afectos de SXF como en sus hermanos no
afectos. Los datos analizados se representan en la tabla 8 que muestra

los valores medios y el error estandar de la media.
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Tabla 8. Niveles de hormonas relacionados con estrés valorados en nuestra muestra

de sangre. Se valoran Adrenalina, noradrenalina, Cortisol, ACTH y H crecimiento.

Representamos valores medios y SEM

i Hormona
Adrenalina Noradrenalina Cortisol ACTH .
crecimiento
(ng/l) (ng/I) (mcg/dl) (pg/ml)
(ng/ml)
Suero
sangre sangre Plasma Suero (quimo
(quimo
(HPLC) (HPLC) (RIA) luminiscencia)
luminiscencia)
SXF
165.34 + 40.81 650.41 *+ 74.45 14.37 + 1.79 50.34 + 9.80 2.25 + 0.82
(n=18)
Control
71.06 £ 19.73 * | 418.88 * 50.65 * 12.02 + 1.69 25.82 + 1.02 * 2.40 £ 1.59
(n=15)
SXF
preadolescente |208.17 + 55.72 808.10 + 113.71 12.90 + 0.93 44.79 + 5.83 1.05 + 0.36
(n=10)
Control-
preadolescente |46.30 + 21.53 ** |319.21 + 56.37 * 8.58 + 1.40 * 23.82 % 1.94 * 3.86 * 0.69 **
(n=8)
SXF
postadolescente | 144.17 + 21.41 521.32 + 82.26 16.98 + 3.14 53.47 + 9.47 3.22 £ 0.75
(n=8)
Control-
postadolescente | 90.88 + 17.34* | 602.40 + 147.45 13.38 + 1.62 30.04 £ 5.28 * | 0.40 & 0.25 **

(n=7)

* p<0,05 SXF vs. control
** p< 0,01 SXF vs. control
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Figura 14. Niveles de adrenalina y noradrenalina indicando los valores

estadisticamente significativos.
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AMINOACIDOS (aa) EN SANGRE

Se evaluaron los resultados del analisis de aa en sangre comparando
también nuestra muestra de pacientes-SXF con los controles
hermanos-sanos. De todos los aminoacidos esenciales solo presentaron
diferencias destacables cinco aa. Acido aspéartico, glicina, arginina,
ornitina y lisina. En todos los casos las cantidades en sangre de estos
AA eran mayores en controles que en SXF. Estas diferencias ocurrieron
en todos los casos en participantes SXFs mayores de 13 anos y fueron
estadisticamente significativas con diferente grado de significacion. Los
datos analizados se representan en la tabla 9 que muestra los valores

medios y el error estandar de la media, y representado en la figura 16.

Tabla 9. Niveles plasmaticos de amino acidos en suero en los que hay diferencia
entre ambas muestras. Comparamos resultados de los participantes con SXF con los

de participantes sanos.

ACIDO
ASPARTICO

GLICINA ARGININA ORNITINA |LISINA

SXF <=13

8,00 £o0,85 [27,20+2.91 19,40 + 2.91 15,20 +1.84 24,20 + 1.74
(n=10)

Controles <=13
8,25 + 1,43 28,50 + 3.96 19,25 +4.49 15,00 +3.80 [25,25 +2.86
(n=8)

P <=13 afos 0,88 0,80 0,97 0,95 0,75

Controles>13
6,80 +0,34 27,20 £ 1.30 18,40 £ 1.71 18,8 +1.84 36,40 +3.10

(n=8)
SXF >13
5,0* x066 |17,14%* 226 |12,00% £1.02 |13,14%* +0.96|26,28%* +2.37
(n=9)
P> 13 afios 0,03 0,002 0,02 0,04 0,04

* p<0,05 SXF vs. control
** p< 0,01 SXF vs. control
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Figura 16. Niveles plasmaticos de amino acidos en los que hay diferencia entre los

grupos comparados.
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PARTE B: ENSAYO CLINICO: TRATAMIENTO CON
ANTIOXIDANTES PARA EL SINDROME DE X FRAGIL

e CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

La segunda parte de nuestro estudio recoge los resultados del
ensayo clinico autorizado para probar la eficacia de una combinacién
de antioxidantes (vitamina C y Vitamina E) en 30 participantes afectos
de SXF. Se analizaron 2 grupos de participantes separados por edad.
El grupo A (nifos de 6 hasta 13 anos) y el grupo B (mayores de 13y

hasta 18 anos)

La media general de edad fue de 11.67 (+/- 4.2 anos). Dentro del
subgrupo que recibié tratamiento la media de edad fue de 12.13 (+/-
3.44 anos) y dentro del subgrupo que recibié placebo 11.7 (+/- 4.86
anos). No existian diferencias significativas de peso entre ambos

grupos Yy todos los sujetos participantes eran varones.

En ambos grupos los valores de los test realizados al inicio del estudio
son similares (Tabla 10) y tampoco existian comorbilidades evidentes

gue pudieran suponer diferencias significativas.

En nuestra muestra, el 80% de los controles y el 75% de los tratados
mostraban un resultado del cuestionario de Conners dentro del rango
de hiperactividad de acuerdo con los criterios de DSM-IV. En el grupo
asignado a placebo el 45% de los participantes pertenece al rango
grave de hiperactividad, mientras que en el grupo de tratamiento un
porcentaje del 35% presenta hiperactividad grave, no estableciéndose
una diferencia estadisticamente significativa que pueda suponer
sesgos. En el grupo tratado uno de los participantes asociaba epilepsia
por lo que tomaba tratamiento antiepiléptico. Otras patologias también
presentes en los participantes y que se especifican fueron: asma,
trastorno obsesivo compulsivo y trastorno del espectro autista. La

tabla 10 recoge los datos analizados en la poblacion de estudio.
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Tabla 10. Datos sociodemograficos de la muestra analizada, puntuacion en la escala

de Conners y condiciones medicas asociadas.

CARACTERISTICAS TRATADOS PLACEBO TOTAL
DE LOS PARTICIPANTES (N =15) (N =15) (N =30)
Edad ( afios) (M / SD) 12,1 (3,4) 11,7 (4,8) 11,6 (4,2)
Grupos de edad. N (%)

6-13 afios 8 (53,3) 8 (53,3) 16 (50)
>13-18 afios 7 (46,6) 7 (46,6) 14 (50)
Sexo. n (%)

Varon 15 (50) 15 (50) 30 (100)
Peso (M / SD) 53.2 (6.6) 50.9 (6.6) 52.1 (4.6)
Tratamiento psicofarmacos. N (%) 9 (56.25) 7 (43.75) 16 (55)
Escala de Conners para padres (M / SD)

e Hiperactividad/ impulsividad

( DSM1V) 67.8 (12.1) 64.2 (12) 66 (12)
e Inatencion ( DSMIV) 63 (8.8) 62.2 (9.3) 61.3 (9)
Escala de Conners para profesores

(M / SD)

e Hiperactividad/ impulsividad 62.8 (10.3) | 64.7 (14.4) | 63.7 (12.3)
( DSM1V)

e Inatencion ( DSMIV) 64.6 (6.7) 67.6 (8,1) 66.1 (7.5)
Condiciones asociadas. N (%)

EPILEPSIA 1 (3,3) 0 (0) 1(3,3)
ASMA 2(6.6) 0 (0) 2 (6,6)
TEA 2 (6.6) 2 (6.6) 4 (13,2)
TOC 0 (0) 1(3,3) 1 (3.3)
Nota: DSM-IV=manual diagnostico estadistico de enfermedades mentales, 4th Edicion;

M=Media; SD=desviacién estandar;

n=nlimero de

participantes;

TEA=trastorno del espectro autista; TOC: Trastorno obsesivo compulsivo.
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« DISTRIBUCION DE GRUPOS DE ENSAYO Y ASIGNACION AL

AZAR

El modo de seleccion de participantes y su asignacion al azar se

puede ver en la figura 17. Para evitar sesgos asociados a la edad y a

factores como la toma de medicacion se estratificaron los grupos

teniendo en cuenta ambos factores de confusion a

la hora de

aleatorizar los participantes en los grupos de placebo y tratamiento.

Figura 17. Diagrama de flujo del ensayo piloto.
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Como ya hemos comentado, se asignaron dos grupos segun la edad y
en los casos en los que parecia haber diferencias significativas, por
toma o no de psicofarmacos en el momento del inicio del ensayo
(figura 18). La divisién por edad se realizd siguiendo el ejemplo vy

recomendaciones de publicaciones previas (Hagerman RJ, 2002).

Figura 18. Criterios de aleatorizacidon por bloques y estratificacion por factores de

confusion (edad y medicacién concomitante)

Estratificaciéon asignacion al azar Grupos
(Edad y medicacion) (50% cada grupo)

Edad Medicacién

T
\ Tratamiento
T —>¥ (N=15)
2 6-13 No<: C

.
3 >13-18 SI<: C Placebo
(N=15)

.

4 >13-18 Noézc

Participantes
(N=30)

AN

e SEGUIMIENTO DE LOS PARTICIPANTES Y EFECTOS
ADVERSOS OBSERVADOS.

Durante el ensayo se comunicaron reacciones adversas leves y de
corta duracién: 8 en el grupo placebo y 5 en el grupo de tratamiento.
En 2 casos los participantes presentaron una reaccion recidivante o
intermitente y el resto fueron episodios Unicos (Tabla 11). Estos
eventos se comunicaron a través de contacto telefonico y fueron
supervisados por un médico especialista. Se mantuvo una actitud
vigilante en todos los casos y en ninguno de ellos estos problemas

obligaron a la interrupcion del tratamiento ni al abandono del ensayo.
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En ocasiones, los sintomas observados podian deberse a otras
circunstancias concomitantes pero se describen por su posible
asociacion a la toma de la medicacién. Por tanto podemos concluir que
para los participantes incluidos en nuestra muestra de tratamiento con
combinacién de antioxidantes, el tratamiento tiene muy buena
tolerancia y no presenta efectos adversos significativos en
comparacion con el placebo.

Tabla 11: Efectos adversos recogidos en ambas series

PLACEBO TRATADOS

(n = 15) (n = 15)
Diarrea 2 2
Nerviosismo 2 2
Vomitos 1 1
agresividad 1 0
irritabilidad 1 0
Erupcion cutanea 1 0

e RESULTADOS DE EVALUACIONES NEUROPSICOLOGICAS

Se realizd una evaluacion del cuestionario de Conners a padres vy
profesores al inicio y a las 12 semanas de inclusion en el estudio.
También se evalud en los participantes la Escala de Inteligencia de
Wechsler para nifios revisada (WISC-R) al inicio y tras esas 12
semanas. Como hemos comentado para la inclusion de los
participantes precisamos una puntuacién del cuestionario de Conners

mayor de 55 (considerado limite de la normalidad).
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1- Valoracion de escala de Conners

De acuerdo con los resultados de la escala del cuestionario de
Conners para padres, en relacién con los resultados para el indice total
de sintomatologia TDHA-DSM-IV, encontramos que un total de 22
participantes presentaban sintomas de hiperactividad moderada-grave
y el resto de hiperactividad leve. Si consideramos los casos de
hiperactividad moderada-grave encontramos 10 participantes en el
grupo tratado y 12 participantes en el grupo control. La respuesta al
tratamiento a las 12 semanas es significativa ya que hemos obtenido
resultados positivos en un 70 % de los participantes del grupo tratado
(7/10), estos participantes redujeron el grado de severidad en el indice
global de hiperactividad a un nivel inferior dentro de la clasificacion
antes resefada tras 12 semanas de tratamiento. En el grupo placebo
este porcentaje fue del 16.6 % (2/12) (p < 0.05). Estos resultados se
analizaron por el test X2. La tabla 12 recoge los resultados de los

analisis estadisticos de la poblacién estudiada.
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Tabla 12: Caracteristicas de los participantes y respondedores segun subgrupos. Los
resultados de los test de hiperactividad mejoran tras el tratamiento de 12 semanas
en el grupo tratado con antioxidantes tras un periodo de tratamiento de 12 semanas,
(Test estadistico X?).

Numero de respondedores en el ensayo de 12
semanas/ participantes con sintomas moderado a
grave
CARACTERISTICASDE | N | THRTAROS | FEICERD e
LOS PACIENTES
Total 30 11/15 4/15 0.04
Grupo de edad:
6-13 afios 16 7/8 1/8 0.04
>13-18 afos 14 4/7 3/7 ns
Escala de Conners para
padres
e Hiperactividad/
impulsividad (DSM- | 22 7/10 2/12 0.04
V)
e Inatencién ( DSM-
V) 21 5/9 4/12 ns
Escala de Conners para
profesores
e Hiperactividad/
impulsividad( DSM- | 23 5/12 2/11 ns
V)
e Inatencion ( DSM-
V) 26 8/13 2/13 ns

En la tabla 13 (subgrupo de 6 a 13 anos) y tabla 14 (subgrupo de >13
hasta 18 afos), se puede apreciar que la mejoria significativa en los
parametros de hiperactividad se observan sobre todo en el grupo de
participantes de 6 hasta 13 afos. Esta diferencia con el grupo al que se
le suministro placebo es estadisticamente significativa sélo en el
subgrupo de participantes mas jévenes. Los datos globales, aun sin
significacion estadistica, son favorables en el grupo tratado con

antioxidantes.
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Tabla 13: Datos de los analisis de resultados del indice total sintomatologia TDHA-
DSM-1IV en el cuestionario de Conners para padres en TO y T1 para placebo y

tratados, evaluacién subgrupo participantes de 6 a 13 afnos.

grupo Tiempo | Media Error Intervalo confianza 95%
tipico Limite sup  Limite inferior

PLACEBO |0 66.85 1.65 63.57 70.12

(n =8) 1 63.88 2.16 59.58 68.19

TRATADOS | O 68.70 1.75 65.23 72.18

(n =8) 1 60.25* | 2.30 55.68 66.81

Distribucion normal. Analisis de la varianza por ANOVA de medidas repetidas
comparando TO versus T1 en tratamiento y placebo. * p<0,05 tiempo 1

comparado con tiempo 0

Tabla 14: Datos de los andlisis de los resultados de las evaluaciones del Indice total
de sintomatologia TDHA-DSM-IV en el cuestionario de Conners para padres
comparando TO y T1 para placebo y tratados, evaluacion del subgrupo de

participantes mayores de 13 a 18 afios.

grupo Tiempo | Media | SEM Intervalo confianza 95%
Limite sup Limite inferior

PLACEBO |0 63.95 |[1.82 60.32 67.97

(n =7) 1 53.13 | 2.40 48.36 57.90

TRATADOS | 0 67.65 | 1.68 64.12 70.99

(n =7) 1 58.88 |2.21 54.86 63.27

Distribucion normal. Analisis de la varianza por ANOVA de medidas

repetidas comparando TO versus T1 en tratamiento y placebo.

En estas evaluaciones se valoran las respuestas de los padres.
Indicamos en la figura 19 los resultados segun las subescalas de indice
total de sintomatologia TDHA-DSM-IV separadas por edad. En edades
mas tempranas y, sobre todo, en el perfil hiperactivo se aprecia una
diferencia estadisticamente significativa en los menores de 13 afios

tras 12 semanas de tratamiento. En los resultados de los analisis para
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mayores de 13 afios se observa un marcado efecto placebo que
favorece el no obtener resultados estadisticamente significativos en
este subgrupo de edad. Se puede apreciar que la mejoria significativa
en los pardmetros de hiperactividad Indice total se observan sobre

todo en el grupo de participantes de 6 a 13 anos.

Figura 19: Grafica representativa de la valoracion tras 12 semanas de tratamiento
en la Escala de Conners para padres y profesores, indice total de
sintomatologia TDHA segin DSM-IV. Primer grupo participantes de 6 a 13 afios y
segundo grupo mayores de 13 a 18 afios. * p< 0.05 placebo vs. Tratamiento en T1.
ANOVA de medidas repetidas
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En la figura 20, mostramos la grafica de los resultados de las
subescalas de inatencion y de hiperactivo-Impulsivo segun DSM-IV
para padres separadas por grupos de edad. En edades mas tempranas
y, sobre todo, en la subescala de inatencién y en hiperactividad-
impulsividad se aprecia una diferencia estadisticamente significativa el
grupo de participantes de 6 a 13 anos tras 12 semanas de tratamiento.
En los resultados de los andlisis para mayores de 13 afios no se
observa diferencias estadisticamente significativas.

Figura 20: Grafica representativa de la valoracion tras 12 semanas de tratamiento
en la Escala de Conners para padres, indice de inatenciéon y el indice de
hiperactivo-impulsivo segiin DSM-IV. Primer grupo participantes de 6 a 13 afios
y segundo grupo mayores de 13 a 18 afios. * p< 0.05 placebo vs. Tratamiento en
T1.
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Indicamos, en la figura 21, los resultados segun las subescalas
inatencion y hiperactivo-impulsivo segun DSM-IV para profesores,
separadas por edad. En los resultados de los analisis estadisticos para
mayores de 13 afos no se observa diferencias estadisticamente
significativas en este subgrupo de edad. Se puede apreciar que la
mejoria es significativa en los parametros sobre todo en el grupo de

participantes de 6 a 13 anos

Figura 21: Grafica que representa la valoracion tras 12 semanas de tratamiento en
la Escala de Conner’s para profesores, indice inatencidon y el indice hiperactivo-
impulsivo segun DSM-IV. Primer grupo participantes de 6 a 13 afios y segundo grupo
mayores de 13 a 18 afios. * p< 0.05 placebo vs. Tratamiento en T1. Analisis ANOVA

medidas repetidas.
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2- Valoracion de Escala de WISC-R

La escala de WISC-R es una extensa bateria para valorar peffil
cognitivo de los individuos, esta validada y muy ampliamente usada en
discapacidad intelectual. La evaluacidén de los casos se realizé siempre
por el mismo examinador para evitar la variabilidad interjueces. Los
resultados de mejoria son evidentes en el grupo de participantes de 6
a 13 anos, a nivel de escala verbal (figura 22) y en la escala
manipulativa (Figura 23). Esta mejoria es evidente en aquellos sin
medicacién concomitante. En la escala manipulativa se obtienen
resultados estadisticamente significativos en ambos rangos de edad

solo en aquellos que no tenian medicacién concomitante.

Figura 22. Graficas de resultados de la escala verbal del test de WISC-R desples de

12 semanas de tratamiento, controladas con placebo, en los grupos de 6-12 afos

(superior) y de 13-18 anos (inferior). Estratificados segin tomen o no medicacion

concomitante.
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WISC-R Verbal >13-18 afios
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Figura 23. Resultados de la escala manipulativa del test de WISC-R desplies de 12
semanas de tratamiento, controlado con placebo, en los grupos de 6-13 afios
(superior) y de >13-18 afios (inferior). Estratificados segin tomen o no medicacién

concomitante.

WISC-R Manipulativo 6-13 aiios
150 -

Placebo (n=7)

120 - Tratamiento (n=8)

)

o

|
— %

60 - T
30 - M IP/JI
0 I T T _L T :L ]
TO T1 T0 T1 * p<0.05 Pla vs.Tment
Sin Medicacién Medicacion Psicoactiva

Rocio Calvo Medina. Tesis Doctoral Pagina 105



Resultados

WISC-R Manipulativo >13-18 afios
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3- Inventario de Comportamientos en el Desarrollo (DBC-P 24)

El test DBC-P24 (Taffe JR, 2007) es una forma corta de 24 items,
derivada del test original mas extenso, que se completa por padres vy
cuidadores. Intenta valorar una medida aproximada global del estado
cognitivo y conductual de los participantes en el ensayo. Tiene un buen

perfil de sensibilidad y especificidad en relacién a test mas largos.

Con respecto a los resultados de este test se observd una tendencia
clara sin llegar a ser estadisticamente significativa (p= 0.07) a la
mejoria, con una disminucién de los valores registrados en el
inventario tanto en el indice global como en la subescala de problemas
de comportamiento, cuando se compard el grupo de tratamiento al
inicio (basal TO) con la evaluacion a las 12 semanas del ensayo (T1)

en este grupo tratado con la combinacion de antioxidantes.

La escala global se ajusté con una distribuciéon normal, por lo que se
realizd un test ANOVA de medidas repetidas comparando TO versus T1

en tratamiento y placebo, los resultados se recogen en la tabla 15

Tabla 15: Resultados del analisis del indice global de escala DBC-P24 Distribucion

normal. ANOVA de medidas repetidas comparando TO versus T1 en tratamiento

Grupo de| Evaluacion | Media Error Intervalo de confianza 95%
intervencién tipico - -

Limite inferior |Limite superior
Placebo TO 36,91 |441 |27,86 45,96
N=15 T1 38,06 |4,62 |28,56 47,55
Tratamiento |TO 50,28 [4,40 [41,23 59,33
N=15 T1 43,73* |4,27 34,24 53,23

| * p<0,07
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En la subescala de problemas de relacién social la distribucién de los
resultados no se ajustaba a una distribucion normal por lo que se ha
realizado un analisis no paramétrico con la prueba U Mann-Whitney
comparando TO con T1 en los participantes con tratamiento. Se
observa una reduccién significativa (p< 0.05) de los problemas
sociales tras el tratamiento con vitaminas antioxidantes. Los
resultados pueden observarse en la tabla 16 que representa la media
en cada grupo junto al error estandar de la media y los intervalos de

confianza.

Tabla 16: Resultados de la Subescala “problemas de relacion social” de la
DBC-P24. Los datos no se ajustan a la distribucidn normal. Analisis no
paramétrico prueba U Mann-Whitney comparando TO versus T1 en

tratamiento

Grupo de| Evaluacion | Media Error Intervalo de confianza 95%
intervencion tipico Limite inferior | Limite superior
Placebo TO 4,25 0,84 2,34 5,16

N=15 T1 3,87 0,70 2,23 4,51
Tratamiento | TO 5,14 0,68 3,58 6,76

N=15 T1 3,03 * |0,54 2,37 5,10

* p<0,05
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4-indice general de bienestar psicolégico (PWBGI)

Para comprobar si el tratamiento de los participantes podria
repercutir de alguna forma en el bienestar de los padres, se recogié la
escala del Indice global de bienestar psicoldgico al inicio y a las 12
semanas de tratamiento. Los resultados pueden observarse en la
tabla 17 que representa la media en cada grupo junto al error
estandar de la media y los intervalos de confianza. Donde detectamos
una mejora significativa en el grupo de tratamiento en comparacion

con placebo.

Tabla 17: Resultados de la valoracidon de la escala de bienestar general psicoldgico

en familiares

Grupo de| Evaluacion | Media Error Intervalo de confianza 95%

intervencion estandar [ imite inferior | Limite superior
de media

Placebo TO 73,53 3,04 72,47 81,68

N=15 T1 75,53 3,03 71,48 80,68

Tratamiento |TO 67,55 2,76 61,99 73,10

N=15 T1 60,93* (2,76 55,380 66,48

*p< 0,05 ANOVA medidas repetidas comparando TO versus T1 en tratamiento
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¢ RESULTADOS ANALITICOS RELEVANTES

Durante el ensayo se han realizado dos determinaciones analiticas
completas incluyendo sangre y orina de todos los sujetos participantes.
No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en los
resultados analiticos mas generales de los parametros medidos para

analizar hematologia, funcionamiento hepatico, renal, etc.

Lo mas significativo se refleja a continuacion:

Niveles de antioxidantes en sangre

Destacamos la elevacion en sangre de las dos vitaminas administradas
lo que demuestra una buena biodisponibilidad de la medicacion con las
dosis administradas en el ensayo. Consiguiendo en sangre niveles
dentro del rango de la normalidad pero mayores que los basales con

12 semanas de tratamiento.

VITAMINA C:

Se observa el ascenso exponencial de niveles plasmaticos de Vit-
C en sangre de los participantes en el grupo tratado. Los niveles de
vitamina C en estadio basal estaban por debajo de la media normal
para la edad en los participantes con Sindrome X fragil en este ensayo,
al igual que los datos aportados en nuestro estudio previo. Los valores
aumentaron exponencialmente con la administracion del tratamiento,
que aportaba una dosis superior a las recomendaciones diarias de
ambas vitaminas segun la RDA. Los resultados pueden observarse en
la tabla 18 que representa la media en cada grupo junto al error

estandar de la media y los intervalos de confianza.
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Tabla 18: Resultados de los niveles de vit C en plasma en estadio basal y tras

completar el tratamiento o placebo durante 12 semanas.

Grupo Tiempo | Media Error Intervalo confianza
tratamiento Vit C estandar | 95%
(mg/1) de la | Limite Limite
media inferior | superior
Placebo TO 8,48 0,81 6,81 10,15
(N=15) T1 9,53 0,91 7,66 11,40
Tratamiento TO 8,80 0,81 7,13 10,48
(N=14) T1 13,06* | 0,91 11,19 14,93

*p< 0,05 ANOVA medidas repetidas comparando TO versus T1 en tratamiento
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Figura 24: Grafico de resultados de niveles de vit C en sangre en participantes SXF
tratados con medicacion o placebo. Grafico A diagrama de comparacién del analisis
ANOVA de medidas repetidas, representando los resultados; grupos A= tratado P=
placebo; evaluaciones 1= T0, 2=T1. Grafico B diagrama de cajas (A = tratamiento.

P= Placebo. Color morado=TO Color Naranja= T1).
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VITAMINA E:

Los niveles de vitamina E aumentaron exponencialmente con la

administracién del tratamiento durante 12 semanas, que aportaba

una dosis superior a las recomendaciones diarias de la vitamina

segun la RDA. Los resultados pueden observarse en la tabla 19 que

representa la media en cada grupo junto al error estandar de la

media y los intervalos de confianza.

Tabla 19: Niveles de Vit-E en plasma en estadio basal y tras completar 12 semanas

en tratamiento o placebo.

Grupo Evaluaciéon | Media Error Intervalo de
tratamiento Vit E estandar | confianza 95%
(mg/L) | de la | Limite Limite
media inferior superior
Placebo TO 10,63 0,51 9,57 11,68
(n=15) T1 10,39 1,01 8,30 12,47
Tratamiento TO 10,15 0,53 9,06 11,24
(n=14) T1 13,59* | 1,05 11,43 15,75

*p< 0,05 ANOVA medidas repetidas comparando TO versus T1 en tratamiento
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Figura 25: Grafico de resultados de niveles de vit E en sangre en participantes SXF
tratados con medicacién o placebo tras 12 semanas de tratamiento. Se observa el
ascenso exponencial de niveles plasmaticos de vitamina E en sangre de los
participantes en el grupo tratado. Grafico A diagrama de comparacion del andlisis
ANOVA de medidas repetidas, representando los resultados; grupos A= tratado
P= placebo; evaluaciones 1= TO, 2=T1. Grafico B diagrama de cajas (A =

tratamiento. P= Placebo. Color morado=T0 Color Naranja= T1).
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Niveles de metabolitos de estrés oxidativo y eje HPA

Dentro de todos los parametros analizados solo han resultado
significativos los cambios en niveles de dos metabolitos en orina.
Adrenalina, que como ya sabiamos de estudios previos puede estar
muy elevada en nuestros nifios con SXF, y el acido homovanilico. Este
ultimo es un metabolito del catabolismo de catecolaminas
(dopamina). Ambos han presentado un descenso significativo en orina
en relacidon con el estadio basal. Los niveles de ambas muestras en
estadio basal estaban elevados en TO vy, posteriormente, se
encontraban dentro del limite superior de la normalidad. Los
resultados que se estiman normales pueden observarse en la tabla 20

gue representa los rangos para cada valor.

Tabla 20: Catecolaminas en orina, niveles normales en nifos

3-8 anos 9-12 afios 13-17 afos Adultos

Dopamina (mcg/24 hr) 80-378 51-474 51-645 52-480
Adrenalina (mcg/24 hr) 1-7 <8 <11 2-14
Noradrenalina (mcg/24 hr) 5-41 5-50 12-88 15-100
acido Homovanilico (mg/24 hr) 0.5-6.7 1.1-6.8 1.4-7.2 1.6-7.5
acido Vanil mandelico (g/24 hr) <2.3 <3.4 <3.9 <6.0

(Extraido de Blondell R, y cols., 1999)
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ADRENALINA:

Los niveles de adrenalina en orina de 24 horas disminuyeron
significativamente en los participantes tratados en relacion con el
grupo control. En el estadio TO son superiores a los valores normales
en orina en nifos normales en todos los rangos de edades. En T1
entran dentro del limite superior de la normalidad en los rangos de
edad. No varian los niveles en los individuos dentro del grupo
placebo. Los resultados pueden observarse en la tabla 21 que
representa la media en cada grupo junto al error estandar de la
media y los intervalos de confianza. En este caso este descenso es

estadisticamente significativo.

Tabla 21 Valores de adrenalina en orina de 24 horas en la muestra de 30
participantes del ensayo. En situacion basal (TO) y tras 12 semanas de seguimiento

(T1) con medicacion o con placebo.

Grupo Media Error Intervalo de confianza 95%
tratamiento Mcg/dia tipico. Limite inferior Limite superior
TO 13,31 1,34 10,56 16,06
Tratados
T1 10,00 1,62 7,30 12,70
TO 13,83 1,27 11,08 16,58
Placebo
T1 13,89 1,03 11,19 16,59
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Figura 26: Grafica de resultados de niveles de adrenalina en orina en participantes
SXF tratados con medicacién o placebo tras 12 semanas de tratamiento. Se observa
el descenso exponencial de niveles de adrenalina en orina de los participantes en el
grupo tratado. Grafico A: diagrama de comparacién del andlisis ANOVA de medidas
repetidas, representando los resultados; grupos A= tratado P= placebo; evaluaciones

1= TO, 2=T1. Grafico B: diagrama de cajas.
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ACIDO HOMOVANILICO EN ORINA

Se observa una disminucion significativa del marcador acido
homovanilico en orina en los participantes en tratamiento del grupo
de edad de 6 a 13 afios cuando los resultados de la evaluacion al
inicio (basal=T0) se compararon con la evaluacién a las 12 semanas
del ensayo (T1), en participantes tratados con la combinacion de
antioxidantes. Los valores estaban elevados en todos los participantes
en estado basal por encima de los valores normales para la edad.
Tras las 12 semanas de tratamiento el descenso lleva a los valores al
limite superior de la normalidad. Presenta una distribucién normal por
lo que el analisis de la varianza se realizo por ANOVA de medidas
repetidas. Los resultados que se han encontrado pueden observarse
en la tabla 22 que representa la media en cada grupo junto al error

estandar de la media y los intervalos de confianza.

Tabla 22: Valores de acido homovanilico en orina de 24 horas en la muestra de 30
participantes. En situacion basal (TO) y tras 12 semanas de seguimiento (T1) con

medicacion o con placebo.

grupo de|grupo Error |Intervalo de confianza 95%
_ | evaluacién | Media o
edad intervencion tipIco [ | imite inferior | Limite superior
Placebo TO 10,50 |2,34 |4,289 13,919
6-13afios | N=8 T1 7,81 1,11 |4,516 9,104
N=16 Tratamiento | TO 12,84 |2,34 |10,229 19,859
N=8 T1 6,77 * (1,11 |5,477 10,065
Placebo TO 8,27 2,06 16,13 16,42
>13-18
N=7 T1 5,60 1,35 |3,14 8,05
afios
N=14 Tratamiento | TO 6,99 2,31 11,85 12,14
N=7 T1 5,38 1,19 12,93 7,84

Distribucion Normal. ANOVA de medidas repetidas. *p< 0,05. Grupo de edad 6-13
afios, comparando TO y T1 en participantes del grupo control y tratamiento.
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PARTE A. PATRON BIOQUIMICO EN INDIVIDUOS SXF
COMPARADO CON SUS HERMANOS SANOS

Como hemos ya comentado, para esta colaboraciéon finalmente
se reclutaron 33 participantes varones. 18 de ellos eran nifios con SXF
y 15 controles sanos, hermanos de los participantes. Se han analizado
tanto los datos de todos los participantes globales, como los resultados
apareados de los participantes y hermanos como controles. Finalmente
estos datos apareados no aparecen en el estudio por no aportar mayor
significacion estadistica. Son muy poco frecuentes los estudios que
comparan datos en SXF con hermanos sanos por lo que aumenta el
interés del estudio, a pesar de ser una muestra pequefia, como es

habitual en las enfermedades de baja prevalencia.

Inicialmente evaluamos datos epidemioldgicos y clinicos en nuestros
participantes, como la presencia o no de caracteristicas del fenotipo
conductual propias del SXF, que pueden estar relacionadas con un
aumento del estrés oxidativo (hiperactividad, fenotipo autista).
También se recogieron datos de la toma de medicacién. Ninguno de los
controles presentaba caracteristicas psicolégicas del sindrome vy
tampoco tomaban medicacién. Esto puede suponer un sesgo en
nuestros hallazgos ya que la toma de medicacién podria alterar
algunos de los marcadores en los resultados de la analitica. Sin
embargo, en la ficha técnica de ninguno de estos farmacos indica que
puedan alterar los valores analiticos que han resultado

estadisticamente significativos en nuestros participantes.

Entre los farmacos mas empleados en nuestra muestra se registraron
los Antipsicoticos (risperidona y aripiprazol) en 5 participantes, usados
en participantes postadolescentes en los que prima los trastornos del
comportamiento. Ansioliticos (benzodiacepinas) en 3 participantes.
Psicoestimulantes (metilfenidato) en 6 participantes, sobre todo, en

preadolescentes en los que, como se recoge en nuestra serie, son mas
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importantes los trastornos en relacion con actitud hiperactiva e

inatenta y en los que es habitual el uso de este tipo de medicacion.

El estimulante mas usado, metilfenidato no recoge en ficha técnica
alteraciones en parametros de la analitica. Actla sobre receptores
dopaminérgicos pero en ensayos clinicos no parece alterar el eje HHA
(Seibert J, y cols., 2014; Castellanos FX y cols., 2011). Con respecto a
los antipsicoticos, la risperidona, el mas usado por nuestros
participantes, puede alterar los valores de las siguientes
determinaciones analiticas: aldosterona y prolactina, pero no refiere
alteracién de los parametros que hemos estudiado en nuestra muestra.
Con respecto a los ansioliticos, las benzodiacepinas que tomaban los
participantes pueden descender niveles de adrenalina y noradrenalina,
efecto que no se ha tenido en cuenta en este estudio ya que el nimero
de participantes que tomaban ansioliticos era muy reducido solo 3
casos de los 18 participantes con SXF, por lo que entendemos que es
poco probable que el resultados alcanzado este sesgado por este

supuesto.

Hemos dividido a nuestra poblacidon en 2 grupos separados por edad,
segun las recomendaciones de trabajos previos. Se ha evidenciado en
multiples estudios que las caracteristicas fenotipicas y las respuestas
farmacoldgicas a ciertos tratamientos e intervenciones son diferentes
en preadolescentes y postadolescentes. La edad de corte se ha
decidido en 13 afos, similar a la referida en otras investigaciones.
(Hagerman RJ, 2002)

Con respecto al hemograma, nuestro grupo de participantes con SXF
muestra un descenso de la hemoglobina corpuscular media y del
volumen corpuscular medio contrario a lo que ya habian descrito antes
en pacientes con SXF (Langenbeck U. y cols. 1984), aunque este
hallazgo no ha podido ser reproducido en modelo animal para el SXF
(Reyniers E, y cols., 1996). Este hallazgo solo ocurre en nuestro caso

en los nifos mayores de 13 afios donde la diferencia de volumen y
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hemoglobina corpuscular media es estadisticamente significativa. No
se aprecian diferencias en otros parametros del hemograma, ni en la

serie blanca ni en plaquetas.

El analisis bioquimico basico tampoco refleja diferencias significativas
entre ambas muestras (participantes SXF y hermanos sanos) a pesar
de que en individuos que sufren estrés crénico, propio del fenotipo
SXF, es habitual encontrar alteraciones en glucemia y perfil lipidico
(Tsigos. Y cols., 2002).

En la busqueda de posibles dianas terapéuticas para mejorar la
sintomatologia de nuestros pacientes analizamos en nuestra serie
metabolitos que pueden modificar el estrés oxidativo o mejorar la
regulacion del eje HPA. La presencia de marcadores de estrés oxidativo
se puede valorar de tres maneras: midiendo directamente ROS,
midiendo el resultado del dafio sobre biomoléculas y midiendo los
niveles de antioxidantes. La medicién directa de ROS pareceria lo mas
adecuado pero son sustancias quimicamente muy inestables. Por eso
en ocasiones es preferible la medicién del dafio sobre proteinas, DNA,
RNA, lipidos u otras biomoléculas. Otra aproximacion es medir los
niveles de enzimas antioxidantes y otras moléculas redox que sirven

para contrarrestar el efecto de ROS (Hasnian BJ, 2004).

Entre los antioxidantes de origen enddgeno se analizaron varias
moléculas. Resefiamos aqui las que han resultado estadisticamente
significativas. Dentro del grupo de proteinas de alto peso molecular:
transferrina, ceruloplasmina. Entre los antioxidantes de origen
exdgeno y de bajo peso molecular se valoraron antioxidantes
liposolubles como vit E, vit A, hidrosolubles como la vit C. Minerales

antioxidantes como Zinc, cobre.

Los valores estandar de metabolitos como la ceruloplasmina vy la
trasferrina, aun dentro de los limites de la normalidad se encuentran
alterados con una diferencia estadisticamente significativa en nuestra

muestra. En relacion con la ceruloplasmina sus niveles son mas
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elevados en general en los nifios con SXF que en sus hermanos sanos.
Este hallazgo es estadisticamente significativo en los participantes
mayores de 13 anos. Se ha evidenciado en estudios recientes que
niveles elevados de ceruloplasmina se observan en patologia

neurodegenerativa como Alzheimer y esquizofrenia (Wolf TL y cols.

2006). También se encuentran articulos que relacionan el sindrome de
ataxia y temblor asociado a SXF (FXTAS) presente en portadores de la
premutacion con alteraciones del metabolismo del hierro, con niveles
bajos de ambos metabolitos, ceruloplasmina y transferrina (Ariza J,
2015). No hay articulos publicados sobre alteraciones en los niveles de
estos metabolitos en pacientes de corta edad con SXF. Aunque si
existe mucha literatura en torno a la relacion de ambos con el estrés y
la activacion del eje HPA (Halliwell B, 2006).

La trasferrina, glicoproteina trasportadora que une al hierro, junto a la
ceruloplasmina, pertenecen a los antioxidantes enddgenos dentro del
grupo de las proteinas de alto peso molecular. Son captadores de iones
metadlicos en el medio extracelular, junto con la Haptoglobina, y
Ferritina, evitando la formacion de Radical hidroxilo (OHe). En nuestros
participantes, los niveles de transferrina estan dentro del rango de
normalidad pero por debajo de sus hermanos sanos. Esto ocurre sobre
todo en menores de 13 afios, siendo estadisticamente significativo este
decalaje en nuestra muestra. El metabolismo del hierro esta siendo
ampliamente estudiado en patologias crénicas en relacion con estrés
oxidativo e inflamacidn (neuromielitis, diabetes, cardiopatias,
hepatopatias) (Aljwaid H y cols., 2015). Aun asi no hay ningun
articulo que describa alteraciones en el metabolismo del hierro en

pacientes con SXF.

Se han valorado otras moléculas relacionadas con la regulacién de la
oxido reduccidn y con la reaccién al estrés como son el AMP ciclico y
la serotonina. Respecto al AMP ciclico se encuentra en niveles mas

bajos en nuestros participantes con SXF, aunque dentro de los valores
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normales para la edad. Se ha documentado en varios articulos
descenso de niveles de AMPc en pacientes con SXF, aunque se aprecia
gran heterogeneidad en los valores reportados (Berry-Kravis E. y cols.,
1995). El AMPc es un segundo mensajero relacionado con muchos
procesos metabdlicos implicados por ejemplo con los procesos
ejecutivos como la memoria y la respuesta a la ansiedad. La cascada
de AMPc estd alterada en individuos con SXF y en diferentes modelos
experimentales, asi como en la valoracién de niveles en individuos
afectos. Esta reduccidon de los niveles de AMPc podria ser un buen
biomarcador de la enfermedad. Ademas parece tener relacidon directa
con las causas subyacentes de parte de la sintomatologia propia del
fenotipo conductual del SXF y del autismo. Los agentes farmacoldgicos
que actuan modulando la cascada de AMPc podrian ser una buena
diana terapéutica en pacientes SXF, complementando asi los esfuerzos
actuales centrados en la actuacion sobre la sefializacion de mGIuR
(Kelley D], y cols., 2008; Berry-Kravis E y cols., 1995).

La serotonina alcanza niveles mas elevados en nuestros participantes
con SXF y, sobre todo, en los mas pequefios Sabemos que la
produccién de serotonina esta alterada en los nifilos con SXF vy
trastorno del espectro autista (TEA) (Yang CJ y cols., 2014). En la
poblacién normal los niveles de serotonina estan relativamente
elevados en el cerebro en desarrollo con un pico entre los 2-5 afos
(duplicando a esa edad los niveles que aparecen en cerebro adulto).
Posteriormente, descienden hasta los 15 afios cuando llegan a niveles
de adulto (Chugani DC y cols., 1998). En nifios con autismo, y
también parece ocurrir en los nifios con SXF, este pico no se produce
por lo que los niveles en la primera infancia son mas bajos para luego
elevarse por encima de la norma en adolescentes y adultos. En nuestra
muestra, con participantes a partir de 6 afos, los niveles son mas
elevados que en el grupo control en ambos subgrupos de edad pero de
manera mas evidente en los menores de 13 afios. No existen muchos

estudios que valoren los niveles de serotonina en SXF pero si aparecen
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diferencias en el subtipo SXF con autismo (Jackson A. y cols., 1984).
Hessl en un estudio realizado en 2008 (Hessl D y cols., 2008) encontré
polimorfismos en los genes que codifican la recaptacién de serotonina
en individuos con SXF, en concreto en los que presentaban un fenotipo
conductual mas agresivo. Ademas, niveles bajos de precursores de
serotonina (triptéfano) han sido referidos en articulos en relacion con
TEA, que esta presente en al menos un tercio de los individuos con
SXF (Boccuto y cols., 2013). Un tercio de los nifnos autistas tienen
niveles incrementados de serotonina plasmatica y se ha evidenciado
que algunos sintomas autisticos mejoran mediante el consumo de
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina en SXF,
sobretodo en edades precoces (Hanson y cols., 2014). Los niveles de
serotonina estan ligeramente elevados en nuestra muestra en los nifios
SXF. Esto es mas propio de un evento estresante agudo que de la
activaciéon crénica del eje que se evidencia en los individuos con SXF.
Aun asi los niveles en toda la muestra son bajos con respecto a los

valores normales por lo que no permite extraer conclusiones.

Los niveles de antioxidantes no enddégenos como el tocoferol o el
acido ascorbico cobran interés en nuestro caso ante la posibilidad de
administraciéon exodgena de los mismos. Al analizar los resultados
apareados por hermanos, también eliminamos posibles sesgos
asociados a la dieta o el ambiente de los individuos participantes.
Presuponiendo que hermanos que comparten domicilio deben tener
unas condiciones vitales, una situacién familiar y entornos similares en
estos aspectos. También es mas facil que no haya diferencias en la
capacidad absortiva de elementos de la dieta u otras caracteristicas

fenotipicas que influyan en los niveles en sangre de estas vitaminas.

En los participantes afectos de X-fragil mayores de 13 afios se
evidencio una reduccion en plasma de los niveles de acido ascérbico de
manera estadisticamente significativa en relacién con las muestras

obtenidas de la sangre de sus hermanos sanos. Recordamos que el
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acido ascorbico o vitamina C es un antioxidante esencial que se
obtiene de la dieta. Por otro lado no se apreciaron diferencias

significativas en los niveles en suero de tocoferol en esta poblacién.

Algunas enfermedades neuroldgicas se acompafan con frecuencia de
una alteracion del eje HPA. Este eje controla la secrecién de distintas
hormonas, catecolaminas y glucocorticoides (GCs) que juegan un
importante papel en multiples funciones cerebrales superiores como
memoria, cognicidn, asi como en las emociones y reaccion ante
estimulos (Kim 1J y Diamond DM, 2002). En condiciones fisioldgicas,
los corticoides ayudan a la adaptacién y son beneficiosos. Sin
embargo, elevaciones prolongadas en el tiempo pueden ocasionar o
facilitar ciertas disfunciones cerebrales (Raber J, y cols., 1998). El
hipocampo tiene las mayores concentraciones de receptores para
glucocorticoides (McEwen y cols., 1986), y activaciones cronicas del
eje HPA e hipersecrecion de glucocorticoides se asocian con
alteraciones en la morfologia del hipocampo (Ghilan M y cols., 2015;

Lupien SJ y cols., 1998; Porter and Landfield, 1998) y su funcion.

Existen estudios en animales de experimentacion que muestran como
la deficiencia de proteina FMRP provocara una disregulacién del eje
HPA mediante un mecanismo que afecta a la secrecion de la glandula
adrenal y pituitaria (Beckel-Mitchener y cols., 2003) asi como un
aumento del estrés oxidativo (el Bekay R, y cols., 2007). La elevacion
prolongada de corticoides en el tiempo se puede observar en ratones
Fmr1-KO tras exposiciones prolongadas a estrés (Lauterborn JC, y
cols., 2004; Markham et al., y cols., 2006), asi como en los ratones

con la premutacion del gen FRM1 (Brouwer y cols., 2008).

Los ratones Fmr1-KO, que presentan un fenotipo conductual similar al
de los pacientes con SXF, tienen niveles anormalmente elevados de
corticosterona en plasma después de un evento de estrés. Mientras

gue los niveles de hormona adrenocorticotropa estan mas altos que en
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controles. A nivel adrenal estos ratones presentan niveles elevados de
adrenalina. Los pacientes con X-fragil, que como ya sabemos
presentan deficiencia de la proteina FMRP, muestran un incremento en
los niveles plasmaticos de adrenalina, noradrenalina, cortisol y ACTH al
presentar problemas para la regulacion del eje HPA (Hessl y cols.,
2006; Wisbeck y cols., 2000) lo que se asocia con mayor ansiedad y
problemas de aprendizaje (Garber y cols., 2008). En algunos estudios
se han comparado valores de metabolitos concretos en relacion con
estrés como cortisol (Hessl y cols., 2002; Hessl y cols., 2006) en
pacientes con SXF y sus hermanos sanos, pero no se han recogido en
la literatura analisis de analiticas completas de individuos SXF y sus

hermanos sanos en situacion basal.

Estos resultados apoyan la idea de que la proteina FMRP juega un
papel clave en la fisiologia inhibitoria de la glandula adrenal y en la
actividad del eje HPA. En estudios en el modelo animal se ha descrito
una expresion elevada de la proteina FMRP en la medula suprarrenal
en etapas iniciales del desarrollo, sin expresién concomitante de la
proteina FXR1 y FRX2 que tienen un 98% de homologia, por lo que se
entiende que FMRP tiene una funcion especifica en medula suprarrenal
que no puede ser compensanda por las otras dos proteinas de la
familia y su ausencia podria causar alteraciones en su fisiologia (de
Diego-Otero Y. y cols. 2000). Esto tiene importantes implicaciones en
el comportamiento y en el analisis del aprendizaje y podria ser una

diana potencial terapéutica del SXF.

Ante la evidencia de que el estrés crénico es un elemento clave en la
sintomatologia de los pacientes SXF, hemos valorado algunos
parametros relacionados con el eje HPA y hormonas que se encuentran
elevadas en individuos sometidos a un alto nivel de estrés crénico. En
nuestros participantes los niveles de hormonas de estrés como
adrenalina, noradrenalina, cortisol y ACTH estan elevados con

respecto a sus hermanos sanos. Con respecto a los niveles de
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adrenalina esta elevacion es estadisticamente significativa en todos los
rangos de edad. Con respecto a la noradrenalina, la elevacion es
estadisticamente significativa si consideramos todos los participantes
en conjunto pero no si separamos por rango de edad. El cortisol y el
ACTH también se han valorado para completar el estudio del eje HPA.
Ambos estan incrementados en nuestra poblacion con SXF en
comparacion con sus hermanos sanos, siendo evidente ese incremento
y estadisticamente significativo para ambas hormonas en los menores

de 13 anos.

Mencidn aparte requiere la Hormona del crecimiento, que en nuestra
muestra tiene un comportamiento diferente. Los participantes con SXF
del grupo de edad 6-13 afios presentan una disminucién significativa
de los valores sanguineos de hormona del crecimiento, contrariamente
a lo que ocurre en el grupo de participantes de edad mayor de 13 anos
gue tiene elevada significativamente esta hormona. Esto difiere de los
hallazgos sobre la curva de crecimiento de los individuos con SXF
(Loesch DZ y cols., 1995; Butler MG y cols., 1992; Kidds y cols.,
2014), el total de la ganancia de altura puberal se deteriora, mientras
que la tasa de crecimiento durante el periodo preadolescente se
incrementa, en comparacion con la tasa de crecimiento de los sujetos
sanos. Esta La hipotesis de la activacion prematura del eje HPA como

la causa del deterioro del crecimiento en los nifios y nifias de X fragil.

Ya sabemos, cdémo hemos comentado en la introduccidon, que el
fenotipo conductual de nuestros pacientes con SXF estd muy
determinado por el estado de activacion continua de los mecanismos
de estrés. El eje HPA presenta una regulacién aberrante en modelos de
ratdn pero también en pacientes con SXF en situacion basal. En
ratones se recogen elevacion de niveles de corticosterona en respuesta
a factores de estrés leve en varias publicaciones, evidenciandose
alteraciones de la homeostasis que podrian subyacer a la

psicopatologia de nuestros pacientes. También se han encontrado
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niveles altos de cortisol en niffios con SXF en comparacién con
hermanos sanos y en relacion directa con problemas severos de
comportamiento y alteracién en el comportamiento visual (evitacién de
la mirada propia de estos nifos (Hessl y cols., 2002; Hessl y cols.,
2006; Markham y cols., 2006). Tanto en ninos como en el modelo
animal se ha comprobado un decalaje en el retorno a niveles basales
de glucocorticoides tras una reaccién de estrés (Miyashiro y cols.,
2003).

Con respecto al perfil de aminoacidos encontrados en nuestra muestra
ya se ha valorado en la literatura alteraciones en estos perfiles y en
neurotransmisores entre el raton Fmr1-KO y el control. El perfil de
alteracién en estos estudios es diferente al encontrado en nuestra
muestra y no sugiere inicialmente ninguna hipotesis (Gruss M, y cols.,
2001). Parece existir una relacién entre algunos de estos aminoacidos
y el metabolismo del 6xido nitrico que podria, en individuos con SXF,
tener relacidon también con los mecanismos de estrés oxidativo. Existen
dos articulos que corrobaran y dan soporte a estos hallazgos, pero se
precisan mas estudios en relacion con este tema (Lima-Cabello E. y
cols. 2015; Lee J y cols., 2003).

PARTE B: ENSAYO CLINICO: TRATAMIENTO CON
ANTIOXIDANTES PARA EL SINDROME DE X FRAGIL

El SXF se considera actualmente dentro de los trastornos del
desarrollo neuroldgico infantil de origen genético y esta incluido en el
grupo de las llamadas enfermedades raras o minoritarias. En Espafa
existe aln una escasa prevalencia en la poblacién, que se debe en
muchas ocasiones al infradiagnéstico (Fernandez-Carvajal y cols.,
2009). La falta de conocimiento de las caracteristicas fenotipicas vy
conductuales de los pacientes ha provocado que, en general, solo se

diagnostiquen los casos mas graves, con importante sintomatologia
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conductual como trastorno de la capacidad intelectual grave y TEA
evidente. Actualmente, se estd tomando mas interés en todas estas
enfermedades de baja prevalencia. La mejora de las técnicas de
diagndstico genético por biologia molecular, unidas a este mayor
interés nos ha permitido reconocer pacientes con clinica mas sutil en
los que tratamientos que ayuden al control de los sintomas
conductuales permitiran su integracién de manera mas eficiente a nivel
socio-laboral y menor estrés a las familias, al evitar la incertidumbre

de la falta de diagnostico.

Hoy en dia se esta trabajando arduamente en la busqueda de posibles
tratamientos para SXF y otras enfermedades de las Illamadas
“enfermedades raras”. A pesar de ello, se realizan pocos ensayos
clinicos en pacientes afectos, y menos aun en nifos. En el caso de los
pacientes pediatricos se asocian las dificultades habituales para
trabajar con este tipo de pacientes afectos de enfermedades de baja
incidencia  (pocos casos, dispersion geografica, pérdida de
participantes) con los asociados a cualquier ensayo terapéutico
realizado en estas edades (consideraciones legales y éticas) Sabemos
por otro lado que estos estudios son claramente necesarios y se estan

[levando a cabo en todo el mundo.

Recordando lo ya descrito en la introduccién, FMRP es una proteina de
unidon al ARNm. Esta accion es importante ya que FMRP participa en el
trasporte del ARNm, su estabilizacion y la traduccion y regulacién de

este ARNm en proteinas en la sinapsis (Chen E, y cols., 2014).

FMRP actia también como cofactor en la regulacion del estrés
oxidativo cerebral por lo que, en ausencia de esta proteina, se produce
una hiperactivacion de una NADPH-oxidasa dependiente de RAC1-
GTPasa.Esto se traduce, en los pacientes con SXF, en un evidente
incremento del estrés oxidativo que se puede apreciar tanto en
necropsias de animales de experimentacion como el modelo de

ratdn.Fmr1-KOut presentard altos niveles de productos de
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peroxidacion lipidica, proteinas oxidadas, formacion de carbonilos y

alteracion oxidativa del sistema de glutation (el Bekay R y cols. 2007).

Estas alteraciones conducen a un exceso de la produccion de radicales
libres que, a largo plazo, provocan incremento del estrés oxidativo que
influye de manera crucial en la relacién entre los elementos del SNC
interfiriendo en la comunicacion natural entre la neurona, el astrocito y

la microglia (Joshep Bravo P y cols., 2007).

En nuestra experiencia con pacientes, y también en articulos
publicados por otros autores, se han recogido datos sobre el
comportamiento de algunos de estos productos de la oxidacién y de la
hiperactivacion del eje HPA en pacientes con SXF. Aunque en pocas
ocasiones se ha realizado en comparacién con sus hermanos sanos
como en nuestra serie. Los resultados en los pacientes con SXF son en
muchos casos similares a los obtenidos en experimentacién animal con
ratones Fmr1-KO. En estudios preclinicos metabolomicos se ha descrito
la presencia de metabolitos de estrés oxidativo en los ratones Fmril-
KO, asi como una alteracion en la expresién de enzimas que participan
de la detoxificacién de los radicales libres (Bechara EG. Y cols. 2009,
Davidovic L. y cols. 2011). En la muestra de sangre de nifilos con SXF
se obtienen valores de algunos de estos parametros mucho mas altos
que en sus hermanos sanos con significacion estadistica incluso en
muestras pequefias. Un ejemplo de ello son los resultados mostrados
en este trabajo de analisis previo al ensayo clinico. En trabajos previos
otros autores valoraron los niveles de cortisol en saliva en 90 nifios con
SXF y sus hermanos sanos en estado basal y durante una prueba de
estrés en el hogar. Sus resultados muestran niveles anormales en la
respuesta al estrés en los nifios afectos. Esta respuesta andmala
ademas se relacioné directamente con un comportamiento mas

inadecuado o patoldgico (Hessl D y cols., 2006).
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ENSAYOS CLINICOS EN PACIENTES

Desde 1983, se ha propuesto por multiples investigadores la
teoria de que las vitaminas pueden mejorar el estado cognitivo de los
pacientes SXF. La primera vitamina usada para el tratamiento del SXF
fue el acido fdlico. Varias publicaciones describen la eficacia y
seguridad del tratamiento con acido fdlico en las personas con SXF
(Brown WT vy cols., 1994, Carpenter y cols., NT 1983, Fisch y cols.,
1988; Strom y cols., 1992).

Dos ensayos doble ciego han evaluado la seguridad y eficacia de L-
acetilcarnitina (LAC) en los nifios con SXF y su comorbilidad con TDHA.
Ambos ensayos fueron estudios controlados y aleatorizados disefados
con placebo y un grupo control. El primer estudio incluyé a 20
pacientes y compard LAC con una dosis de 100 mg/kg/dia versus
placebo. En este estudio los investigadores no encontraron ninguna
diferencia significativa entre ambos grupos al valorar los datos
globales, basandose en los resultados de las pruebas de Bender-
Gestalt, WISC-R y los cuestionarios de Conners completados por los
profesores. Sin embargo, los resultados de los cuestionarios CTRS-R y
CPRS-R completado por los padres y maestros en la escuela mostraron
una significativa reduccion de comportamiento hiperactivo al final del
estudio (Hedges g = —3.94, SE = 0.91) en los sujetos tratados con
LAC (Torrioli MG, 1999).

En el segundo estudio, definido por los autores como un estudio de
fase II, participaron ocho centros en tres paises europeos. Los
investigadores compararon LAC en dosis de 20-50 mg/kg/dia frente a
placebo en 63 pacientes. Se aprecio una reduccion estadisticamente
significativa de la hiperactividad y mejoria de la conducta social
observada en pacientes tratados con LAC en comparacién con el grupo
placebo. Estos resultados se basaron en la comparacién de la bateria
de pruebas entre el grupo tratado y el control basado en los datos

obtenidos de los cuestionarios de Conners, el indice Global-Padres
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(CGI-P) y las Escalas Vineland adaptativa de Comportamiento.
También se recogid una tabla con efectos secundarios significativos en
el grupo LAC (Torrioli MG y cols., 2008).

En otro ensayo en fase II en paralelo, aleatorizado, doble ciego,
controlados con placebo de una duracion de 4 semanas, los
investigadores valoraron la eficacia y seguridad de ampakina
compuesta CX516 versus placebo en 49 pacientes con SXF, 27 de los
cuales estaban tomando otras medicaciones psicotropas
concomitantes. Estre los participantes, 25 tenian diagndstico adicional
de TEA. Los resultados de este estudio no mostraron una mejoria
significativa en la memoria ni en el lenguaje, funciones ejecutivas y
atencionales, comportamiento ni actividad general en los pacientes
tratados con CX516 en comparacién con placebo. Tampoco se
reportaron en estos pacientes efectos secundarios, ni reacciones

adversas graves (Berry-Kravis E y cols. 2006).

Otro trabajo fue un ensayo piloto para evaluar la seguridad y eficacia
del litio como posible tratamiento en los individuos con SXF.
Planteaban la hipdtesis de que la ausencia de FMRP interrumpe la
regulacion de proteinas de traduccion mGIuR- y mGluR5-dependiente
en dendritas. Se sabe que el litio participa en la regulacién de la
traduccion del mGIuR y logra revertir en ratones la sintomatologia. Los
resultados indicaron que el litio es bien tolerado y proporciona
beneficios funcionales en SXF, posiblemente modificando el defecto

neural subyacente (Berry-Kravis E, y cols. 2008).

También se han publicado resultados de un ensayo clinico con riluzol
en SXF. Este farmaco tiene un efecto inhibitorio en la liberacién de
glutamato, bloquea los efectos excitotoxicos de este y potencia la
funcidn del receptor postsinaptico de GABAa. Se sabe que la activacion
de la enzima ERK1 (participante en la cascada de la citogénesis) esta
reducida en humanos con SXF y en modelos animales.Se planteé que

la correccion de la activacidon de la enzima podria ser un biomarcador
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potencial de la respuesta a tratamientos ensayados para el SXF. Los
resultados de un ensayo abierto de 6 semanas en adultos con SXF
demostrd que el tratamiento con riluzol (100 mg/dia) no se asociaba
con una mejoria clinica significativa, con una correlacién uniforme de la

activacion periférica de ERK (Erickson CA, y cols. 2011).

El ensayo con acamprosato, un farmaco con posible antagonismo
mMGIuR5, se realizd en 12 pacientes con SXF. En los pacientes, el
tratamiento en abierto se asocid con mejoria de la comunicacion
linglistica. Segun se recoge en el articulo mostraron un beneficio
clinico global y una marcada mejoria en la comunicacion lo que podria
tener implicaciones potenciales para el tratamiento de SXF (Erickson
CA, y cols. 2013).

Dentro de la etiopatogenia del SXF se ha propuesto el exceso de sefal
del receptor metabotropico del glutamato 5 (mGIuR5) como
responsable de los sintomas neuroldgicos y psiquiatricos, incluyendo el
déficit cognitivo, las convulsiones, ansiedad, estereotipias, y los
problemas para la relacién social. En ensayos experimentales en raton
Fmri1-KO se ha comprobado como la reduccién de la expresion de
MGIuUR5 en estos animales reducia la mayoria de la sintomatologia
evidenciada en estos animales de experimentacion manipulados
genéticamente para presentar fenotipo similar a los afectos de SXF. En
las necropsias se encontraron diferencias con el grupo control en
aspectos como la densidad de espinas dendriticas en neuronas de la
corteza piramidal, aunque otros rasgos como el macroorquidismo no se
modificaron. Los resultados obtenidos con el uso de antagonistas de
MGIuUR5 en modelos animales de SXF apoya aun mas esta teoria. El
clorhidrato de piridina 2-metil-6-feniletinil (MPEP) es un antagonista
potente y altamente selectivo de los receptores de mGIuR5. MPEP es
toxico para los seres humanos, por lo que otros antagonistas del
mGIuR5, tales como fenobam y mavoglurant (AFQ056), han sido

estudiados en SXF. En un ensayo de dosis Unica en 12 adultos con SXF
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Fenobam se mostré como un farmaco seguro, sin efectos secundarios
importantes. Se apreciaron mejoras en la hiperactividad y la ansiedad,
y el 50% mostré al menos una mejora del 20% en la inhibicion de los

impulsos (Berry-Kravis E, y cols., 2009).

En un reciente estudio aleatorizado, doble ciego, comparado con
placebo y cruzado de 30 pacientes masculinos SXF entre 18-35 anos,
se valord si un inhibidor selectivo de un subtipo de receptor de
mGIuR5, AFQ056, mejoraba los sintomas conductuales de SXF. Los
resultados no indican efectos significativos del tratamiento al valorarlos
a los 20 dias de tratamiento. Sorprendentemente, debido a un efecto
epigenético, siete pacientes con metilacion completa del promotor
FMR1 y sin mRNA FMR1 detectable, presentaron mejoria significativa
tras el tratamiento en comparacién con placebo (p <0,001).
Veinticuatro de los treinta pacientes presentaron efectos adversos, en
su mayoria leves. Los problemas iban desde dolor de cabeza a astenia

de moderada a intensa (Jacquemont S y cols. 2011).

Agonistas del receptor de GABAB tales como baclofeno inhiben tanto la
liberacion presinaptica de glutamato como la transmision postsinaptica
y/o intracelular de sefializacion de mGIuR5. Se realizé un ensayo
cruzado, doble ciego controlado con placebo con arbaclofen con la
colaboracién de varios centros. Se incluyeron mas de 150 individuos
con SXF (desde los 6 anos en adelante) El estudio preliminar de
seguridad y eficacia mostré buenos resultados con mejoria en la
sintomatologia. Los pacientes con los valores iniciales mas severos
mejoraron globalmente en todas las escalas pero el ensayo se finalizo
en 2013 por falta de financiacidon para continuar con la investigacion

(Berry-Kravis E, y cols. 2012).

El sistema GABAérgico también esta alterado en SXF. El GABA es un
neurotransmisor inhibidor muy importante a nivel del SNC, actuando
sobre receptores cerebrales que estd implicado en la ansiedad, la

depresién, la epilepsia, el insomnio, el aprendizaje y la memoria. La
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inhibicion mediada por GABA es importante en la prevencidon de las

crisis en los pacientes con SXF (Olmos-Serrano JL y cols. 2010).

En otro estudio se usdé Aacido valproico (VPA) en un intento de
identificar farmacos capaces de restaurar la actividad del gen FMR1.
VPA es un antiepiléptico bien conocido que se usa en ocasiones como
estabilizador del estado de animo. El tratamiento con VPA parece ser
capaz de producir mejoria en la conducta adaptativa, definida como
mejoria de desempefio de las actividades diarias requerido para la
competencia personal y social). Su efecto parace estribar en la

reduccidn de la hiperactividad (Torrioli M, y cols. 2010).

Con respecto a los ensayos con melatonina, un grupo de investigacion
puso en marcha un ensayo doble ciego, aleatorizado, cruzado vy
controlado con placebo de 4 semanas. En las primeras 2 semanas se
dividieron los pacientes en 2 grupos administrando 3 mg/dia de
melatonina o placebo y posteriormente alternando otras 2 semanas.
Los resultados de este estudio apoyan la eficacia y la tolerabilidad del
tratamiento con melatonina para problemas de suefo en nifnos con SXF
(Wirojanan J, y cols. 2009).

La minociclina, un antibiético ampliamente utilizado para tratar el acné
e infecciones cutaneas, es otro farmaco prometedor que puede actuar
sobre los sintomas centrales de SXF. Este farmaco inhibe la
metalopeptidasa 9 (MMP-9) y reduce la inflamacion en el sistema
nervioso central. En ratones Fmrl-KO tratados con minociclina se
apreci6¢ como las neuronas del hipocampo mostraron espinas
dendriticas maduras. A nivel comportamental, se aprecié disminucion
de la ansiedad y mejoria de habilidades de exploracion del entorno. Se
ha publicado cdmo el uso en abierto de minociclina en el tratamiento
de 50 personas con SXF dio como resultados una mejoria, segun la
observacién de los padres, del comportamiento y de la comunicacion
mientras durd el tratamiento. El efecto secundario mas comun referido

fueron problemas gastrointestinales, sobretodo pérdida de apetito
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(Utari A, y cols. 2010). En un ensayo con minociclina, que incluyo a 20
pacientes mayores de 13 afos, Paribello et al apreciaron efectos
beneficiosos que se cuantificaron con test neuropsicoldgicos: la Escala
de Impresiéon Clinica Global de comportamiento (CGI) y el listado de
conductas aberrantes (ABC-C) (Paribello C, y cols. 2010).

En un ensayo abierto de 12 semanas con aripiprazol en 12 pacientes
con SXF con edades comprendidas entre 6 a 25 anos (edad media,
14,3 anos), que no tomaban drogas psicoativas concomitantes, los
resultados indicaron una mejoria de mas de 25% en los resultados del
listado de conductas aberrantes (ABC-C) en 10 (87%) de los 12
pacientes. El aripiprazol es generalmente seguro y bien tolerado y esta
asociada es estes ensayo con mejoria estadisticamente significativa en

el comportamiento irritable (Erickson CA, y cols. 2011).

Recientemente se han publicado los resultados de la falta de eficacia
en dos estudios, uno fase II que ha realizado Novartis con la molécula
AFQ056 (Mavoglurant) en adolescentes y adultos, y uno fase III
realizado por Roche con la molécula (RO4917523), las dos son
antagonistas de receptores Glutamatérgicos, por lo que los fracasos de
estos ensayos junto al cese de los ensayos con la molecula STX107
(Arbaclofen) han derivado en mucho mayor interés en otras dianas

terapéuticas (Jacquemont S y cols., 2014).
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Tabla 23: Resumen de los ensayos clinicos, las moléculas y sus dianas, que se han

usado en la intervencion terapéutica experimental en humanos con el SXF

(Modificado del articulo de Diego Otero y col., 2014).

Numero de | Tipo/Fase en | Farmaco Poblacion Diana Estado Promotor Resultados

registro del [la que se

ensayo encuentra

NCT Multicentrico Varones Antagonis En marcha | Neuren

01894958 | -Fase II MNZ-2566 adolescentes ta NMDA sm_reclutar P_ha_rmaceutlcals Pendiente

y adultos pacientes Limited
NCT Unicentrico- Ganaxolona Adolescentes | Agonista Elr; p;?lftg?' Marinus Pendiente
01725152 Fase II y nifios GABA-A pacientes Pharmaceuticals
Inhibidor
de la ] .
) ) .. | En marcha | Universidad de
NTC Unicentrico- Sertalina Nifios recaptacio sin reclutar | California,Davis | Pendiente
01474746 Fase II n de . !
. pacientes (USA)
serotonin
a
Modulador Children's

NCT Multicentrico Adolescentes | del E_n marcha Hospital Medical ]

Acamprosato " sin reclutar Pendiente

01911455 -Fase I1I y nifos receptor acientes Center,

de NMDA | P Cincinnati
L Hospital Eficacia  cognicién
NCT Unicentrico | Vitamina C + ﬁgg:fec;i’entes ﬁ:et'SOX'da Finalizado Regional con una potencia
01329770 Fase II Vitamina E o universitario de | del 65%, lenguaje y
y nifios . -
Mélaga en comportamiento.

NCT Unicentrico- | Metadoxine Adultos y | Vitamina - .

02126995 | Fase II MGO1CI adolescentes | 6 Finalizado | Alcobra Ltd. Pendiente
Negativos, no hay
mejoria en el

NTC Multicentrico | Mavaglurant | Adolescentes ;Aantagoms Finalizado Novartis c;r?é?j?é)gtam::ir;‘to la

01357239 -Fase II (AFQO056) y nifos mMGIURS (Basilea, Suiza) escala ABC-C
(Jacquemont y col.
(2011))

) ) Antagonis
NTC Multicentrico . - Hoffman-La N
01015430 —Fase 11 Basimglurant | Adultos ta Finalizado Roche No hay eficacia
mGIuR5
Eficacia parcial,

NTC Multicentrico | Arbaclofeno Adultos y | Agonista Finalizado 'IS'Ii:f;?Jeeutics ;loe:ra e::altp;ogrargz

01013480 -Fase 11 (STX209) adolescentes | GABA-B Inc. financiacién por la
empresa.

Mejoria tanto en el
Universidad de placebo como en el
NTC Unicentrico- L Adolescentes | Antibiotic - . . .~ | tratamiento
Minociclina - Finalizado | California, Davis ]

01053156 Fase II y nifios o (USA) (Paribello 'y col.,
2010; Leigh y col.,
2013)

No hay mejoria en
Droga los test de

NTC Unicentrico- Donepezil Adolescentes colognér ic | Finalizado Universidad de |inteligencia y

01120626 Fase II P y nifios a 9 Stanford (USA) | comportamentales
(Sahu JK vy col,,
2013)

ENSAYO CON ANTIOXIDANTES CON 30 PARTICIPANTES DOBLE CIEGO
COMPARADO CON PLACEBO.

Como base de la segunda parte de este trabajo intentamos

valorar en la muestra de participantes SXF la seguridad y eficacia de la

administracion

de

cantidades

elevadas

de

antioxidantes

(una

combinacién de tocoferol y acido ascorbico) a dosis superiores a los
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requerimientos diarios recomendados (ver tablas 24 y 25). Las dosis
administradas correspondian a 10 mg/kg/dia de ambas vitaminas por

via oral.

En nuestra muestra los participantes se distribuyen en un rango
de edad desde los 6 a los 18 afios. Se seleccionaron estos limites de
edad ya que estan dentro del intervalo en el que los sintomas
asociados a la hiperactividad y los trastornos conductuales son muy
invalidantes y evidentes (Hustyi KM y cols. 2014). Los pacientes dentro
de este rango, ademas, pueden colaborar (dependiendo en parte de su
nivel de afectacion) en todos los test de evaluacién realizados. Un
porcentaje de nuestros participantes tomaban medicacién psicotropa
durante el ensayo. Estos tratamientos no se retiraron ni se modificaron
las dosis durante el periodo de seguimiento. Se ha intentado evitar el
sesgo haciendo una aleatorizacién por factores de confusiéon como la
edad y la toma de medicacion concomitante, aspectos que podrian

interferir en nuestras conclusiones.

Tabla 24: Recomendaciones de ingesta diaria de vit-C

RDA de vitamina C

Etapa de vida/ Edad Yarones Mujeres
condicion {afios) (mg/dia) {rg/dia)
Mifiez 1-3 245 15
Mifiez 4-3 25 25
Mifiez a-13 45 45
Adolescencia 14-18 75 65
Adultez 19 0 mas a0 75
Fumadores 19 0 mas 125 110
Embarazo 18 0 menos = B0
Embarazo 19 o mas = 8E
Lactancia 18 0 menos = 115
Lactancia 19 0 mas = 120
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Tabla 25: Recomendaciones de ingesta diaria de vit-E.

RDA para RRR-alfa-tocoferol {d-alfa-tocoferal)

Etapa de vida/ Edad Yarones Mujeres
condicidon {afos) {mg/dia) {mg/dia)
Mifiez 123 6 &
Mifiez 4-5 T 7
Mifigz 0-13 i1 ik
Adalescencia 14-18 15 15
Adultez 19 0 mas L5 3B
Embarazao todas las edades = i
Lactancia todas las edades i 19

Diversos antioxidantes administrados por via oral, y entre ellos los
empleados en este ensayo clinico (tocoferol y acido ascorbico), han
sido usados como suplemento nutricional y se consideran sustancias
seguras incluso para los nifios. Se han usado en ensayos clinicos de
forma sistematica para patologias como fibrosis quistica, Sindrome de

Down, problemas hepaticos (Mustafa Nachvak S. y cols., 2014).

La Food and Drug Administration of USA (FDA) recomienda una dosis
diaria de 10 mg/dia, pero la dosis de seguridad se considera que puede
llegar a ser hasta de 800 mg/dia. Estas recomendaciones son similares
en Europa y han sido recogidas por la comisidon europea de salud vy
consumo (Scientific Committee on Food, SCF) (SCF ,2003). En nuestro
ensayo la dosis maxima empleada es de 600mg/dia en los

participantes que tenian por encima de 60kg de peso.

La vitamina E (a-tocoferol) es una vitamina liposoluble con un amplio
margen terapéutico. En ensayos clinicos y farmacodinamicos, se ha
demostrado que tiene propiedades muy interesantes, participa en el
metabolismo oxidativo a través de desaminacidén, transaminacion y

descarboxilacion. También participa en la descarboxilacion de acido
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glutdmico a GABA, desde levodopamina a la dopamina y desde 5-
hydroxytrytophan a la serotonina. Presenta propiedades anti-
convulsivantes y parece ejercer un efecto neuroprotector y tampon
ante toxicos. Se puede administrar a los nifios y ha sido autorizado su
uso para el tratamiento de la prevencion primaria de problemas
cardiovasculares, en nifios con alteraciones en el caracter (TEA), el
lenguaje y el comportamiento; para individuos con dificultades de
aprendizaje; retraso motor; crisis convulsivas; intoxicacion del sistema
nervioso central; temblor; y la enfermedad de Parkinson. La
dosificacion administrada puede variar ampliamente. Al ser de
eliminacidn renal se asegura que su toxicidad es minima (Ogunmekan
AO, y cols.1989; Gregory J, y cols. 2000).

Ya existen estudios que han empleado combinaciones de antioxidantes
para otras patologias e la infancia (Barbosa E y cols 2009): Se disefio
un estudio piloto en Fibrosis quistica para evaluar la seguridad de una
nueva formulacion de micelas (CF-1) de nutrientes liposolubles y
antioxidantes y para determinar su eficacia en la mejoria de los niveles
plasmaticos de estos compuestos y la reduccion de marcadores
inflamatorios en el esputo. La nueva formulacién de CF-1 aumentd los
niveles plasmaticos de los nutrientes y antioxidantes liposolubles de
manera segura Yy efectiva. Ademas, las mejoras en los niveles
plasmaticos de antioxidantes se asociaron con reducciones en la
inflamacion de las vias respiratorias en pacientes con fibrosis quistica
(Papas KA, y cols. 2008). El efecto de a-tocoferol y acido ascérbico en
los niveles de transaminasas y resistencia a la insulina ha sido
evaluado en nifios con enfermedad del higado graso no alcohdlico
(Nobili V y cols. 2006).

Tomar estos ensayos como base nos permitié suponer que el uso de
los compuestos que empleamos en nuestro estudio no ocasionaria
problemas de tolerancia ni efectos adversos a sus posibles

participantes. Las dosis maximas recomendadas por la comisién
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europea SCF (Scientific Committee on Food 2003) y por la academia
americana (Institute of Medicine 2000) para las diferentes edades de

vitamina E y C se recogen en la siguiente tabla 26.

Tabla 26: Dosis Maximas diarias recomendadas de vit-C y Tocoferol.

Edad Vitamina C | a-Tocopherol
(mg/d) (mg/d)

0-12 meses ND ND

1- 3 afios 400 200

4 - 8 afnos 650 300

9 -13 afos 1,200 600

14-18 1,800 800

ND. No determinable debido a la falta de datos de efectos adversos en este
grupo de edad y la falta de capacidad para manejar las cantidades en
exceso. En estas edades la fuente de la ingesta debe ser a través de los
alimentos y evitando siempre niveles altos.

La dosis maxima diaria es el nivel mas alto de ingesta diaria de
nutrientes esenciales que es probable que no represente ningun riesgo
de efectos adversos para la salud a casi todos los individuos de la
poblacién general. A medida que aumenta la ingesta por encima de

estos valores, el riesgo de efectos adversos aumenta.

En el estudio que presentamos las dosis maximas administradas estan
por debajo de los limites de seguridad, con 600mg para tocoferol y
800mg para acido ascorbico. Ambos han sido bien tolerados y los
efectos secundarios minimos, leves y temporales. En ningln caso la
administracion de la medicacidon obligo a detener o retirar a ningun

participante del ensayo.

El periodo de seguimiento de 3 meses en nuestro caso se argumenta
en la informacion de ensayos anteriores y en la necesidad de un

periodo minimo de tiempo necesario para apreciar con claridad la
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mejoria de sintomas, tales como el comportamiento hiperactivo, la
inatencion y el estado antioxidante. Ademas se presupone un tiempo
suficiente para valorar posibles efectos secundarios. Aun asi algunos
parametros, sobre todo los analiticos, no se han modificado como
cabria esperar. Esto nos hace pensar que un periodo de seguimiento

mas amplio permitiria ver resultados con mas evidencia estadistica.

La aplicacién combinada de tres métodos de evaluacién, a saber, la
objetivacion de los sintomas de SXF y la valoracién de cambios en
evaluaciones neuropsicolégicas, la evaluacion de cambios en los
metabolitos relacionados con el estrés en sangre y orina y la
evaluacion de la situacién dentro de la familia nos permitira llegar a un

juicio objetivo de la eficacia del tratamiento que se ha probado.

EVALUACIONES NEUROPSICOLOGICAS

Con respecto a la aplicacion de los test y cuestionarios
psicolégicos hemos valorado los resultados de las evaluaciones que se
llevaron a cabo a todos los participantes en el momento de iniciar el
ensayo (TO) y a las 12 semanas (T1l) del inicio del mismo. Las
evaluaciones se realizaron a doble ciego sin conocer ni la familia ni el
entrevistador si el participante pertenecia al grupo placebo o tomaba el

tratamiento.

Como requisito inicial los participantes debian tener una puntuacién en
la escala de Conners mayor de 55. En nuestra opinion, es mas facil
identificar  diferencias significativas si el participante tiene
sintomatologia evidente, apreciando con mas facilidad como los
sintomas se van controlando en mayor medida y mas rapidamente en
el grupo experimental que en el control. En la muestra de 30 pacientes
22 participantes presentaban sintoma de hiperactividad moderada o
grave, y el resto, leve. En el caso de hiperactividad moderadas o grave
10 pacientes entraron en el grupo tratado y 12 pacientes en el grupo

control. La respuesta a las 12 semanas de asignacién al grupo tratado
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o control con placebo es significativa ya que un 70 % de los
participantes del grupo tratado redujeron el grado de afectacién dentro
de la subescala de hiperactividad a un nivel inferior dentro de la
clasificacion de la puntuacién escalar. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa. El descenso medio fue de 7.8 puntos
dentro de la escala lo que en algunos casos supone pasar de un

fenotipo claramente sintomatico a situaciones mas favorables.

Esta respuesta es similar a la que podria encontrarse con tratamiento
con psicoestimulantes como metilfenidato en nifios con TDHA (NICE,
2006).Como se aprecia en los resultados, se evidencia una mejoria
significativa de los sintomas globales de TDHA-DSM-IV dentro de la
evaluacion del cuestionario de Conners. Esta mejoria es mas
significativa en el grupo de participantes de 6 a 12 anos. Como ya
sabemos en edades mas precoces los sintomas de hiperactividad e
inatencion favorecen claramente problemas escolares y sociales y van
a determinar el funcionamiento social futuro de estos individuos
(Chromik LC, vy cols. 2015), por lo que estos resultados son

claramente beneficiosos para nuestros participantes.

Los resultados son similares en la escala de WISC-R. En este caso, a
nivel cognitivo parece haber una mejoria significativa en la escala
manipulativa y verbal sobretodo en los participantes de menor edad y
que no consumian previamente ninguna medicacion. En las escalas
manipulativas mejoran los participantes que tomaban el tratamiento
del ensayo en los dos grupos de edad en la valoracion que se realiza a

las 12 semanas.

Con respecto al Inventario de Comportamientos en el Desarrollo (DBC-
P) (Taffe JR, y cols. 2007) es una forma corta de 24 items, derivada
del test original mas extenso, que se completa por padres vy
cuidadores. Intenta valorar una medida aproximada global del estado
cognitivo y conductual de los participantes en el ensayo. Tiene un buen

perfil de sensibilidad y especificidad en relacion a test mas largos.
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Con respecto a los resultados de este test se observa una tendencia
clara sin llegar a ser estadisticamente significativa a la mejoria, con
una disminucion de los valores registrados en el inventario tanto en el
indice global, y siendo estadisticamente significativos en la subescala
de problemas de comportamiento, cuando se compara el grupo de
tratamiento al inicio (basal TO) con la evaluacién a las 12 semanas del

ensayo (T1) tratando con la combinacidon de antioxidantes.

RESULTADOS ANALITICOS RELEVANTES.:

La razon para la realizacion de extracciones de sangre y de orina de 24
horas en el grupo experimental en TO y T1 es corroborar la seguridad
general del tratamiento, comprobar que el compuesto administrado
logra niveles correctos en sangre y la mejora el estado antioxidante en
nuestros participantes. También nos interesaba revelar cualquier
alteracién que ocurriese en estos parametros como resultado de la
medicacidon administrada. Los parametros analiticos basicos no se han
modificado lo que indica buena tolerancia a la administracion de la

combinacion de antioxidantes.

Los niveles en sangre de ambos compuestos, tocoferol y acido
ascorbico se han elevado de manera exponencial en los participantes
tratados en relacién con los participantes que tomaban el placebo. Esto
corrobora que la mejoria que podamos apreciar en el resto de
parametros, a falta de otros elementos que pudieran interferir en los

resultados, se debe al uso de nuestra combinacién de antioxidantes.

Hemos encontrado cambios significativos en la excrecién en orina de
24 horas de acido homovanilico (metabolito del catabolismo de las
catecolaminas) asi como descensos significativos del nivel de
adrenalina en nuestra muestra. Ambos datos nos hablan de un
descenso de la actividad del eje HPA y del estrés oxidativo. A pesar de

ello no se han apreciado cambios estadisticamente resefables en el
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resto de parametros analiticos en nuestra muestra relacionados con el
estrés, lo que nos hace pensar que seria necesario un periodo de
seguimiento mayor o ampliar el niumero de participantes incluidos en

el estudio.

Como ya hemos referido, la situacién de estrés crénico que sufren los
individuos SXF ya ha sido reportada en algunas ocasiones en la
literatura. Bricout (Bricout VA y cols, 2008) controlé los niveles de
catecolaminas en sangre y orina de un adolescente con SXF durante
una prueba de esfuerzo moderado, apreciando niveles inusualmente
elevados de cortisol, adrenalina y noradrenalina. También Hessl (Hessl
y cols 2006) valora el cortisol en nifios con SXF y lo relaciona con

respuestas comportamentales anémalas.

La combinacidn de acido ascdrbico y tocoferol ha sido empleada en
varios ensayos en situaciones de estrés y se ha comprobado que
puede disminuir o evitar la elevacién de hormonas como adrenalina y
cortisol en muestras de modelo animal para SXF (Lodhi GM, y col
2014; Nur Azlina MF, y cols. 2008)

También en estudios preclinicos se evidencid una eficaz disminucién de
los parametros del eje HPA en el raton Fmr1-KO tratado con vit E de

forma crénica (de Diego Otero Y y cols. 1999).

En un reciente estudio se ha reportado el uso de tocoferol para control
del estrés oxidativo en Sindrome de Down, con resultados
significativos en comparacién con placebo y con acido lipdico, lo que
apoya nuestra hipdtesis de que este compuesto es un farmaco eficaz
para controlar los efectos perjudiciales del estrés oxidativo a nivel
fisioldgico (Mustafa Nachvak S. y cols. 2014). Otro trabajo publicado
comprueba en un ensayo piloto que la intervencidon en abierto para 21
pacientes pediatricos con Sindrome de Down con una combinacion de
400mg/dia de Tocoferol y 500mg/dia de Ascérbico demostraron una
mejoria significativa de los parametros de estrés oxidativo medidos

tras 6 meses de tratamiento (Parisotto EB y cols. 2014). Controles
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posteriores sobre estos pacientes demostraron que la atenuacion del
estrés oxidativo se mantuvo incluso 6 meses después de terminar el
ensayo de tratamiento (Parisotto EB, y cols. 2015) lo que permite
entender que los beneficios fisioldgicos del tratamiento pueden

perdurar en el tiempo.

Recientemente, se ha publicado un estudio preclinico con participantes
con el sindrome de Smith-Lemli-Opitz en el que se demuestra el
beneficio de una combinacion de vitaminas antioxidantes en la
normalizacion del pardmetro molecular 7-Dehidrocolesterol, lo que
significa avances en el conocimiento y tratamiento de este sindrome

que afecta al neurodesarrollo infantil (Korade Z. y cols. 2014).

Es también importante, en nuestra opinidn, la valoracidon del bienestar
de las familias durante el ensayo y la repercusion en la vida familiar
(que ha mejorado sustancialmente en algunos casos) tras el mejor
control de los sintomas de sus hijos. No tenemos ninguna duda de la
correlacion directa entre los sintomas de los niflos y el bienestar
psicolégico dentro del entorno familiar. La escala Psychological general
well-being (PGWB) index de Dupuy, (1984), en su version validada en
castellano (Gonzdalez MP y cols, 1996), es una escala que se basa en
las teorias de la evaluacidon del entorno doméstico, y es un medio
apropiado para la determinacién de la distorsién producida por SXF
dentro del hogar. Esta disefiada con el objetivo de obtener un indice
gque permita medir estados emocionales intrapersonales que expresen
un sentimiento subjetivo de bienestar o distrés. En este estudio los
resultados concuerdan con la mejoria del resto de parametros

evidenciados en los pacientes.

El tratamiento actual del SXF presenta claras deficiencias por lo que se
entiende que es necesario el desarrollo de ensayos clinicos para el SXF
ya que las posibilidades de tratamiento actuales para control de
sintomas en ocasiones son ineficaces o se asocian a importantes

efectos secundarios. El tratamiento durante 12 semanas con una
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combinacion de vitaminas con una conocida accién antioxidante,
hemos demostrado que reduce significativamente la sintomatologia del
sindrome, significando a su vez una mejora en el indice de bienestar
de los padres de los afectados. Su baja toxicidad y buena tolerancia
permite justificar nuevos ensayos en pacientes que corroboren estos
resultados preliminares y permitan tratar pacientes mas jovenes que
son los que parecen beneficiarse mas con este nuevo enfoque

experimental de tratamiento para el Sindrome X-fragil.
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PARTE A.

1. Existen alteraciones de parametros relacionados con el estrés
oxidativo y el eje HPA en en las muestras bioldgicas en situacién
basal de pacientes afectos de SXF en comparaciéon con sus

hermanos sanos.

2. Se evidencia una disminucion significativa en los niveles de
Vitamina C y AMPc, asi como unos valores mayores de
Ceruloplasmina en sangre de los participantes con SXF del

grupo de edad mayor de 13 anos.

3. Se aprecia unos valores mayores de Serotonina y menores de
Transferrina, asi como una alteracion de los parametros del eje
HPA (adrenalina y noradrenalina, ACTH, cortisol) en muestras
sanguineas de participantes con SXF comparadas con sus
hermanos sanos, con diferencias mayores en el grupo de edad

de 6-13 anos.

En los mayores de 13 afos se elevan los valores de adrenalina y

ACTH, no asi el resto de parametros.

4. Se observa una alteracién de varios aminoacidos en suero,
algunos de ellos relacionados con el metabolismo del oxido
nitrico como la arginina o la ornitina en los participantes con SXF

del grupo de edad mayor de 13 afnos.

5. Los participantes con SXF del grupo de edad 6-13 afos
presentan una disminucion de los valores sanguineos de
hormona del crecimiento, en relacion con los controles,
contrariamente a lo que ocurre en el grupo de participantes de
edad mayor de 13 afos que tiene elevada significativamente

esta hormona.
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PARTE B:

1.

El tratamiento actual del SXF presenta claras deficiencias y son

necesarios mas ensayos clinicos.

. Los resultados del ensayo utilizando acido ascérbico y a-tocoferol

proporcionan pruebas de eficacia en el control de Ila
hiperactividad medida por la escala Conners de padres y

Maestros, en los participantes del grupo de edad 6-13 afios.

. Los resultados del ensayo indican una mejora en parametros

cognitivos en participantes del grupo de edad 6-13 afos sin

tratamiento farmacoldgico concomitante.

No se han observado efectos secundarios por lo que el uso de
estos compuestos tiene un buen perfil de tolerabilidad vy
seguridad, factor anadido que aporta mas interés a los

resultados de esta investigacion.

. Los beneficios son sobre todo evidentes en los participantes mas

jovenes y que aun no han precisado medicacion psicotropica.
Esta evidencia hace aln mas necesario el diagndstico precoz en
este sindrome, ya que la intervencion a edades temprana puede

suponer un beneficio afadido.

. Estos resultados justifican la realizacién de un ensayo con mayor

numero de participantes y un seguimiento a mas largo plazo lo

que permitira conclusiones mas fiables.
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