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ORIGINAL

INTRODUCCIÓN

El síndrome X frágil (SXF) es la causa más común de retraso
mental hereditario, con una prevalencia aproximada de 1:4.000 en
varones y 1:8.000 en mujeres [1]. Los pacientes con SXF presentan
un retraso mental de leve a grave, asociado a un fenotipo caracte-
rístico: cara alargada, orejas grandes despegadas, macroorquidis-
mo, hiperactividad, lenguaje repetitivo, etc. [2]. Es una enfermedad
ligada al cromosoma X, dominante, con penetrancia incompleta,
que molecularmente se caracteriza por una expansión anormal de
un triplete CGG localizado en 5’del exón 1 del gen FMR1, descu-
bierto en 1991 [3,4]. En la población normal, el número de repeti-
ciones de este triplete CGG es polimórfico y varía entre 6 y 50; su
expansión hasta unas 200 repeticiones provoca una premutación,
llamada así porque los individuos no manifiestan el síndrome; a
partir de unas 200 repeticiones se da la llamada mutación completa,
debida a una hipermetilación de la región promotora del gen FMR1,
que implica la ausencia de expresión del gen con la consiguiente
falta de su proteína y la aparición del síndrome [5].

Debido a su pre valencia y a su importancia médica, desde los
años 70-80 se han desarrollado técnicas de diagnóstico prenatal (DP).
Al inicio, el único método del que disponíamos era el citogenético
[6], pero inmediatamente después de la puesta a punto de la tecno-
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logía molecular por Southern [7] se aplicó el método molecular
directo al DP [8,9]. Un poco más tarde, por lo laborioso del método
Southern , diversos autores se centraron en mejorar las técnicas de
amplificación del triplete CGG por reacción en cadena de la polime-
rasa (PCR), ya inicialmente descritas por Fu et al [4], y en aplicarlas
al DP [10,11]. También a veces para el DP es necesario utilizar
marcadores polimórficos del tipo microsatélite cercanos al gen FMR1.
Por ejemplo, el microsatélite DXS548 del tipo (CA)n, situado a 150
kb en dirección centromérica al gen, y del que se han descrito nueve
alelos distintos del mismo con una heterocigotidad del 70­80% [12],
aporta bastante información al respecto.

Aunque nadie pone en duda la validez de las técnicas mole-
culares, la mayoría de los autores están de acuerdo en la dificultad
técnica de las mismas: desde la ausencia de metilación, frecuente
en los tejidos extraembrionales como son las vellosidades coria-
les [13], hasta la falta de amplificación por PCR de las expansio-
nes grandes [10]. Desde el punto de vista de la interpretación
clínica, se plantea no sólo el gran dilema de los fetos femeninos,
debido a que el 59% de las mujeres con mutación completa pre-
sentan algún tipo de discapacidad mental [14], sino también de la
interpretación de los fetos masculinos premutados porque algu-
nos podrían presentar sintomatología o ser mosaicos [15].

En nuestra Unidad de Genética se diagnostica el SXF con méto-
dos moleculares desde el año 1992 [16]; el primer DP se realizó en
una portadora en 1994. Presentamos en este trabajo nuestros resul-
tados, los discutimos con los de la literatura y hacemos hincapié en
las ventajas del DP del SXF y en sus aspectos controvertidos.

PACIENTES Y MÉTODOS
Pacientes

Desde 1991, cuando se descubre el gen FMR1 y ponemos a punto el método
molecular directo de diagnóstico con la sonda StB12.3, la Unidad de Genética
del Hospital de Basurto recibe la mayoría de las peticiones para estudio
molecular del SXF que se generan en el norte de España (Asturias, Cantabria,
La Rioja, Navarra y País Vasco). Hasta la fecha, llevamos estudiadas 72
familias, de las que asumimos el DP en las portadoras que lo solicitan salvo
en verano, por problemas de infraestructura. El primer DP lo realizamos en
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Figura 2. Estudio del microsatélite DXS548 en el diagnóstico prenatal (DP)
del SXF del caso 1. Los dos alelos que se observan en esta foto se han
marcado en función del número de pares de bases que se obtienen (194
y 196), siendo C­194 un control de este valor. El alelo 194 subrayado es el
que va ligado al cromosoma X frágil en esta familia. Las líneas de la
electroforesis corresponden en vertical al pedigrí dibujado. Se observa
claramente que el resultado del DP es un feto femenino con dos alelos,
que ha heredado de su madre el de 196 pb, no ligado al SXF.

1994 y, hasta la fecha, hemos efectuado 15 DP en 14 gestaciones de 13
gestantes: un embarazo fue de gemelos y otro DP se realizó a la misma
gestante al año siguiente. Las 13 gestantes pertenecían a las familias con SXF
estudiadas por nosotros, y todas ellas conocían su condición de portadoras:
nueve presentaban una premutación; dos, mutación completa, y otra era un
mosaico (parte premutación y parte mutación completa). El caso 8 merece
explicación aparte: aunque tía de un niño con SXF y hermana de portadoras,
la gestante no había heredado el cromosoma X frágil que se segregaba en su
familia, pero llevaba, de su padre, un alelo de 50 repeticiones. Dado que
cuando hicimos el estudio la paciente estaba ya en estado gestante, al entender
que ese alelo estaba en el inicio del riesgo (zona gris) aunque parecía trans-
mitirse de forma normal, nos exigió el DP. La tabla I describe cronológica-
mente los casos, años, familias y el tipo de portadoras que eran esas gestantes.

Muestras fetales

El caso 8 mencionado se estudió en células de cultivo de líquido amniótico porque,
cuando se tomó la decisión de realizar el DP, estaba ya de 16 semanas. Todos los
demás DP se realizaron en biopsias de vellosidades coriales. Salvo la primera, que
se tomó a las 11­12 semanas de gestación, todas las demás se realizaron a las 13­14
semanas de embarazo: siete se obtuvieron transcervicalmente y otras siete fueron
transabdominales en función de criterios ginecológicos.

Estudio citogenético

En todas las muestras se realizó el cariotipo para descartar también anomalías
cromosómicas y conocer el sexo fetal (Tabla I), pero no se realizaron técnicas
de inducción del sitio frágil.

Estudio molecular

Todos los casos se estudiaron con la sonda StB12.3 (cedida por el Dr. J.L.
Mandel), mediante el método molecular directo de Southern , blotting e hibri-

dación, después de digerir con EcoRI y EagI los ADN obtenidos de las vello-
sidades coriales y del líquido amniótico por métodos convencionales. La
técnica usada ha sido la descrita por Rousseau et al [7], pero utilizando un
marcaje no radioactivo con digoxigenina y la detección con CSPD, según
protocolos modificados de Boehringer Mannheim –actual Roche– (Fig. 1).

También en todos los casos se ha realizado una amplificación por PCR del
triplete CGG; en los seis primeros casos el estudio fue retrospectivo porque
hasta finales del año 1995 no implantamos de rutina el estudio del SXF por PCR.
Desde entonces, cada vez que realizamos un DP ponemos en marcha simultá-
neamente tres protocolos con el ADN extraído: el método directo por Southern
y, además, dos protocolos de PCR diferentes que hemos denominado de cribado
(detección por fluorescencia en geles de agarosa) y de cuantificación en geles
de poliacrilamida, los cuales han descrito ampliamente Durán et al [17].

En los 11 primeros casos se estudió de forma rutinaria el microsatélite
DXS548, siguiendo el protocolo descrito en Durán et al [17]. Desde el año
1998 sólo usamos esta técnica si la consideramos necesaria (Fig. 2), lo que no
ha sucedido en los cuatro últimos DP.

RESULTADOS

Todos los resultados de los diagnósticos prenatales realizados se encuentran
en la segunda mitad de la tabla I. Veremos con un poco más de detalle algunos
de ellos.

En el caso 1 obtuvimos una sola banda de 2,8 kb en el estudio por Southern, pero
habíamos obtenido un cariotipo fetal femenino (Fig. 1). El estudio del microsa-
télite DXS548, informativo en esta familia, mostró dos alelos, de 194 y 196 pb,
denotando que se trataba de un feto normal femenino (Fig. 2). Este resultado de
banda única lo interpretamos como un fallo de metilación de la isla CpG del gen
FMR1 en biopsia de vellosidades coriales, tejido que por ser extraembrionario
parece no metilar el ADN sin inactivar ninguno de los dos cromosomas X. Aunque
a partir de entonces decidimos retrasar la toma de vellosidades coriales a las
semanas 13 o 14 para evitar esa ausencia de metilación, la tabla I muestra que en
sólo tres casos hemos encontrado metilación en la muestra estudiada, y de forma
muy parcial (en un porcentaje muy bajo de sus células) en dos de ellos.

Los casos 2 y 3 correspondieron a un embarazo de gemelos, en el que se
obtuvieron un feto femenino normal y otro masculino, con una banda en forma

Figura 1. Diagnóstico prenatal del caso 1 del SXF. Patrón de hibridación por
Southern obtenido con la sonda StB12.3, después de digerir los ADN con
EcoRI y EagI. N: bandas de 2,8 kb de los cromosomas X normales y activos
(no metilado). PM: banda de unas 3 kb que corresponde a un cromosoma X
premutado activo. Ni: banda de 5,2 kb de los cromosomas X normales inac-
tivos o metilados. Se observa que, en la línea 3, la banda PM es ligeramente
superior a ese valor. FM: región en donde se observan los smear de la mu-
tación completa. C1: caso y control de niño normal. C2: caso y control de niño
con SXF. C3: caso y control de niña con mutación completa del SXF. C4: caso
y control de niña normal. Las líneas 1, 2 y 3 corresponden en vertical al pedigrí
dibujado. 1: abuelo portador premutado; 2: caso 1 de diagnóstico prenatal con
resultado de un feto femenino normal con una sola banda de 2,8 kb por
ausencia de metilación o inactivación de sus cromosomas X; 3: madre porta-
dora en la que, por azar, su cromosoma X premutado está completamente
metilado o inactivo en la muestra estudiada (sangre periférica).
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de smear de entre 3,5 y 4,2 kb, lo que correspondía
a un feto con la mutación completa que, sin embar-
go, también presentaba un fallo de metilación. La
gestante perdió ambos fetos al intentar el feticidio
del afectado.

En el caso 5, un feto femenino, por la PCR del
triplete CGG y por el DXS548, el feto parecía llevar
la mutación completa. Sin embargo, en la primera
placa que sacamos del Southern  se observaba sólo
una banda en 2,8 kb. Al sobrexponer la impresión,
nos encontramos con un amplísimo smear tanto en
la zona no metilada, digerida por Eag1 (entre 3,5 y
casi 5 kb), como en la zona metilada (> 6 kb), que
correspondía al feto afecto esperado.

El caso 8 se ha comentado ya con anterioridad.
Se obtuvo precisamente un feto masculino con el
alelo de 50 repeticiones, igual que el de su madre,
lo que demostraba que el alelo no era inestable en
esta familia.

En los casos 9 y 10 tuvimos que enfrentarnos al
hecho de no contar con un resultado por Southern ,
debido probablemente a haber utilizado un equipo
comercializado para la extracción del ADN que
inhibió las digestiones del mismo. El estudio del
triplete CGG, heterocigoto en ambos casos, fue
crucial para determinar que se trataba de dos fetos
femeninos normales.

En el caso 11, feto femenino, las técnicas de
PCR del triplete CGG y del microsatélite DXS548,
informativas en ambos casos, demostraban que el
feto había heredado el cromosoma X mutado de su
madre. Sin embargo, el patrón de Southern mostró
la banda normal de 2,8 kb y otra, también activa, de
2,2 kb, mostrando la existencia de una deleción en
el X mutado de la madre, en la región del FMR1 en donde se encuentra el
triplete CGG. A pesar de ser una niña, la gestante optó por interrumpir el
embarazo, sin esperar otras técnicas complementarias.

En el caso 12 nos encontramos con que el feto era masculino y llevaba una
premutación algo inferior a la de la madre, es decir, una regresión en el número
de repeticiones del triplete CGG. La gestante, hija de un varón sano, portador
premutado, optó por seguir el embarazo, aun conociendo que no podíamos
obviar la posibilidad de un mosaico en otros tejidos fetales. Hasta la fecha, el
niño es normal.

En el caso 13, un feto masculino, una parte de la muestra presentó una
contaminación materna: la vellosidad corial se había extraído por vía trans-
abdominal en dos tubos diferentes, por lo que se obtuvieron dos muestras de
ADN independientes. En la primera muestra, la técnica de cribado que detecta
banda si el feto es normal, la detectó, pero la técnica de cuantificación mostró
dos alelos idénticos a los de la madre. En el Southern de esta primera muestra,
así como en todas las técnicas realizadas en la segunda, el resultado correspon-
dió a un feto masculino con la mutación completa.

Salvo en este caso, como hemos visto parcialmente, en todos los DP ha habido
una total concordancia entre los resultados de las técnicas de Southern , las ampli-
ficaciones por PCR del triplete CGG, y el estudio del microsatélite DXS548.

De los 15 fetos estudiados, en total ocho fueron femeninos y siete mascu-
linos. Nueve tomaron el cromosoma X normal de la madre; cinco, el X frágil
(tres con mutación completa, uno con premutación y uno con deleción), y por
último, uno era el del alelo de 50. En el caso de los tres fetos con mutación
completa y en el de la deleción, se optó por la interrupción del embarazo.
Como además se perdió la niña normal del embarazo de gemelos, tenemos
como resultado nueve niños nacidos normales (incluyendo el premutado y el
alelo de 50) y una gestación que sigue normalmente su curso (caso 15). El
resumen de estos resultados se muestra en la tabla II.

DISCUSIÓN

La Unidad de Genética del Hospital de Basurto recibió la sonda
Stb12.3 del Dr. Mandel para estudiar molecularmente el SXF tan
pronto como se descubrió el gen en 1991. Al inicio se volvió a

estudiar a una serie de familias X frágil que ya se habían diagnos-
ticado previamente por métodos citogenéticos [16,18] y, con esa
experiencia y diversas subvenciones de investigación, se ofreció
el estudio a otros hospitales, convirtiéndose nuestro laboratorio
en poco tiempo en centro de referencia para el diagnóstico mole-
cular del SXF en gran parte del norte de España [17,19]. Desde
entonces hasta la fecha hemos estudiado a 72 familias transmiso-
ras del SXF, con un total de 570 individuos (datos cerrados el
30.06.2001), de los cuales 315 (120 varones y 195 mujeres) lle-
van el cromosoma X frágil en sus diversos estadios de premuta-
ción, mutación completa y mosaicos. Desde el año 1993 asumi-
mos el DP en las portadoras de las familias que lo solicitan salvo
en verano, por problemas de infraestructura. El primer DP lo
realizamos en 1994 y, hasta la actualidad, hemos realizado 15
diagnósticos prenatales en 13 gestantes (Tabla I). En todos estos
años sólo hemos tenido que derivar en verano cuatro DP a otros
laboratorios, lo que pone de manifiesto, como primer resultado en
nuestra muestra, la baja tasa de natalidad que se da entre las

Tabla I. Relación cronológica detallada de los diagnósticos prenatales del SXF realizados mediante
técnicas moleculares.

Caso Año Familia Mutación Cariotipo Stb12.3 Metilación (CGG)n
 
a Seguimienton.º en la gestante  a fetal (EcoRI/EagI) b

1 1994 31 PM (88/29) 46,XX 2,8 No 29/18 Niña normal

2 1995 19 PM (73/29) 46,XY 3,5­4,2 No NA IVE

3 1995 19 La misma que 2 46,XX 2,8 No 29/29 Pérdida fetal

4 1995 18 PM (78/29) 46,XX 2,8/5,2 (5%) Parcial 29/29 Niña normal

5 1995 11 PM (70/29) 46,XX 2,8/>3,5 y >6 Parcial NA/13 IVE

6 1995  3 FM (NA/29) 46,XY 2,8 No 29 Niño normal

7 1996 19 La misma que 2 46,XX 2,8 No 29/29 Niña normal

8 1996 45 PM ? (50/18) 46,XY 2,9 No 50 Niño normal

9 1997 13 PM (60/18) 46,XX Fallo digestión ? 29/18 Niña normal

10 1998  45 FM (NA/18) 46,XX Fallo digestión ? 29/18 Niña normal

11 1998  28 Mos. (NA/29) 46,XX 2,2/2,8 No NA/29 IVE

12 1998 56 PM (73/29) 46,XY 3 No 70 Niño normal

13 1999  52 PM (97/38) 46,XY >6 Si NA IVE

14 1999 57 PM (100/29) 46,XY 2,8 No 29 Niño normal

15 2001  11 PM (80/29) 46,XY 2,8 No 29 Gestación

a Los números entre paréntesis indican las repeticiones del triplete CGG; b Los números se expresan en
kilobases (kb); PM: premutado/a; FM: mutación completa; Mos.: mosaico (muestra con PM y FM); NA:
ausencia de amplificación; IVE: interrupción voluntaria de embarazo.

Tabla II. Resumen de los resultados obtenidos en los 15 diagnósticos
prenatales del SXF realizados en nuestro laboratorio.

FM Del. PM Zona Total X normal Total Nacidos
gris X frágil sanos

46,XX 1 1 0 0 2 6 8 5

46,XY 2 0 1 1 4 3 7 5 a

Total 3 1 1 1 6 9 15 10 a

FM: mutación completa; Del.: deleción del gen FMR1; PM: premutado; zona gris:
alelo de 50 repeticiones. a Un varón normal todavía en gestación (fecha probable
de parto: noviembre de 2001).
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portadoras (en total, 19 DP en casi 10 años, cuando más del 30%
de las 195 portadoras estudiadas están en edad fértil). Este núme-
ro tan bajo de embarazos no parece deberse a problemas de infer-
tilidad, sino más bien a la bajísima tasa de natalidad existente en
nuestra zona (en el País Vasco, la menor de Europa), unida a los
problemas socioeconómicos que supone, de por sí, la existencia
de varios chicos con SXF en esas familias.

Hemos subtitulado este artículo ‘ventajas y aspectos contro-
vertidos’ porque, no siendo muy numerosos los DP del SXF rea-
lizados en nuestro laboratorio, los resultados no son especialmen-
te originales desde el punto de vista de los patrones moleculares
obtenidos, pero sí creemos importante comunicar nuestra expe-
riencia para demostrar que, desde el punto de vista técnico, el DP
molecular del SXF no resulta sencillo, aunque sea fiable al 100%;
requiere a la vez la utilización de varias técnicas moleculares
diferentes y de un laboratorio con personal muy especializado.

Por tanto, vamos a discutir aquí las diversas dificultades con
que nos hemos encontrado, a aportar nuestras soluciones y a de-
mostrar la importancia de tener una amplia experiencia en el
manejo de pacientes y familias transmisoras del SXF para una
óptima interpretación de los resultados en un DP.

Con el protocolo de trabajo que hemos establecido en nues-
tro laboratorio, que combina las técnicas de Southern con dos
protocolos de PCR del triplete CGG diferentes [17] y con el
estudio del microsatélite DXS548, se puede dar a la gestante, en
un máximo de 10­12 días, un resultado molecular fiable al 100%.
Siendo la muestra de elección la biopsia de vellosidades coria-
les, y practicando aproximadamente a las 11­12 semanas de
gestación –no merece la pena hacerlas más tarde porque no
hemos encontrado mejoría en los fallos de metilación–, la ges-
tante tiene el resultado, a más tardar, a las 13 o 14 semanas, lo
que asegura una interrupción del embarazo –en caso de anorma-
lidad– bastante precoz y por lo tanto con menos riesgo. En nin-
gún caso hemos necesitado otra toma de muestra para aclarar el
resultado molecular; con el fin de optimizar la interpretación
clínica, propusimos el estudio de sangre fetal tanto a las pacien-
tes con la deleción como a la del feto varón premutado (casos 11
y 12), pero no se optó por este estudio complementario.

Pero, ¿por qué hemos decidido utilizar para DP este protocolo
con varias técnicas simultáneas? La técnica de PCR que utilizamos
de cribado –consistente simplemente en visualizar o no el fragmen-
to amplificado [17]– sólo detecta los fragmentos normales y las
premutaciones muy bajas. Como no discrimina los dos alelos y
siempre amplifica el alelo normal en un feto femenino, sólo sirve
para los masculinos, e incluso en éstos, a pesar de la sencillez de la
técnica, hay que tener mucha prudencia porque la PCR puede con-
taminarse fácilmente, bien por la persona que la manipula, bien en
un feto, de muestra materna. De los casos que presentamos, sólo en
uno (caso 13), y en una parte de la muestra de éste, este tipo de PCR
dio un falso negativo por contaminación materna. No es por tanto
una técnica que pueda utilizarse en solitario en el DP. Sin embargo,
como es muy rápida y económica, la utilizamos siempre porque
puede dar un primer indicio de lo que podremos encontrar y permite
manejar mejor las otras técnicas de mayor duración.

Con la técnica que llamamos de cuantificación –con la cual
desplazamos el producto amplificado en geles de poliacrilamida e
hibridamos con un oligo (CGG)5–, se discriminan perfectamente
todos los alelos (CGG)n hasta un margen de unas 120 repeticiones.
En nuestra experiencia con el estudio de las familias [17], esta
técnica ha mostrado una total concordancia con los patrones halla-
dos por Southern , y ha superado a éste en precisión, como por

ejemplo en las premutaciones pequeñas (menores de 65 repeticio-
nes). En nuestros DP hay que reseñar la importancia de este proto-
colo de PCR al detectar la contaminación materna en el caso 13 y,
en particular, al obtener el diagnóstico definitivo en los casos 9 y
10, en los que tuvimos problemas con las digestiones de los ADN
extraídos. Sin embargo, el problema de esta amplificación del tri-
plete CGG reside en la obtención de una sola banda normal en un
feto femenino, al no poder saber si se trata de un feto homocigoto
normal o heterocigoto para la mutación completa que no ha ampli-
ficado. En los casos de obtener fetos con la premutación tampoco
podemos saber si, en realidad, se trata de mosaicos en los que no se
amplifican sus células con mutación completa. Esta falta de ampli-
ficación de los alelos con muchas repeticiones ha sido descrita por
casi todos los autores que trabajan en el SXF [4,10,13], por lo que
se necesita siempre la realización de un Southern .

No obstante, el método directo de hibridación con sondas ge-
nómicas (como la StB12.3 en nuestro caso) a partir de un Southern ,
a pesar de ser el definitivo, también presenta dificultades técnicas
que lo hacen muy largo y laborioso, y sus dificultades de interpre-
tación requieren de profesionales expertos en el diagnóstico del
SXF. Entre las primeras dificultades se encuentran, por ejemplo,
los fallos de digestión y la ausencia de visibilidad de los smears
muy amplios. Así, en los casos 9 y 10, en donde tuvimos problemas
de digestión, es evidente que hubiéramos podido purificar el ADN
e intentar otra vez la digestión, pero en DP actuamos siempre contra
reloj y todo lo que signifique un adelanto en el diagnóstico será
siempre positivo. Con respecto a los smear, en el caso 5 tuvimos
que exponer tanto la placa para verlo, que al final esas bandas, que
son precisamente la confirmación definitiva del feto afecto, pueden
confundirse con los ruidos de fondo de la placa. Para obviar este
problema puede utilizarse el enzima BglII [20], pero una vez más
tendríamos que volver a empezar una nueva digestión, un Southern,
etc., con el consiguiente retraso en el diagnóstico.

En cuanto a las dificultades de interpretación nos encontramos
sobre todo con la ausencia de metilación o con las metilaciones
anormales que se observan al digerir con un enzima sensible a la
metilación, como el EagI. Normalmente, el método de Southern
tras digestión con doble enzima (EcoRI/EagI) aporta al mismo
tiempo información acerca del tamaño de la expansión y de la
metilación de la isla CpG, detectando dos bandas en mujeres nor-
males (de 2,8 y 5,2 kb) y cuatro en las premutadas, ya que tanto los
cromosomas X normales como los premutados sufren inactivación
al azar [7]. Sin embargo, a veces encontramos mujeres premutadas
con sólo dos bandas porque en el extremo de esa inactivación al
azar se hallan los casos que tienen todo el cromosoma X normal
activo y todo el cromosoma X premutado inactivo (o al revés). En
DP, lo que se encuentra muy a menudo es una sola banda de 2,8 kb
en las muestras de vellosidad corial de fetos femeninos normales,
tal como se observa en la tabla I. Estas dos posibilidades atípicas
las observamos por primera vez en la familia 31 (caso 1, Figs. 1
y 2), lo que en su momento nos pareció muy novedoso y fue la
razón por la cual presentamos el caso en un congreso [21].

Hoy día, las metilaciones parciales o ausentes en las vellosida-
des coriales se han documentado sobradamente [13,22,23]. En el
caso del SXF afectan también a los fetos con la mutación completa,
pues en ellos debería haber metilación y no la hay, o bien se da
parcialmente. Sin embargo, las diversas series publicadas presen-
tan diferencias en lo concerniente al porcentaje de manifestación de
este fenómeno: nuestros resultados indican que la mayoría de las
muestras de ADN de vellosidades coriales no están metiladas (sólo
tres, y dos muy parcialmente), lo cual concuerda con los resultados
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de Devys et al [24], pero no con los de Castellví­Bel et al [13], que
sólo encuentran un 32% de muestras sin metilación. También estos
últimos autores encuentran muestras fetales masculinas normales
para el SXF, aunque con dos bandas (de 5,2 y 2,8 kb), sugiriendo
que en estos casos también hay metilaciones anormales o digestio-
nes parciales. Nosotros no hemos encontrado este fenómeno en
ningún caso masculino, ni siquiera en el feto premutado (caso 12)
ni en el de la zona gris de 50 repeticiones (caso 8).

Para obviar este problema de los patrones anormales de me-
tilación, algunos autores aconsejaban tomar las muestras fetales
unas semanas de gestación más tarde; sin embargo, nosotros,
habiendo tomado las muestras de vellosidades coriales a las 13­14
semanas a partir del caso 2, no hemos encontrado ninguna mejo-
ra. Esto concuerda con lo hallado por Castellví­Bel et al [13]
acerca de la falta de correlación entre la metilación y las semanas
de gestación, y demuestra que los patrones anormales de metila-
ción constituyen un fenómeno frecuente en muestras extraem-
brionarias como las vellosidades coriales tomadas para DP. Como
podemos resolver este problema con otras técnicas (como la PCR
del triplete CGG) o interpretar los resultados en función del tama-
ño de la expansión [23], no nos parece adecuado retrasar la toma
de biopsias de vellosidades coriales, pues ello no conlleva más
que un retraso en el diagnóstico.

Con todo lo expuesto podemos observar que, para el DP del
SXF, sobre todo de fetos hembra, hay que ser muy cautos y en
caso de que tanto el Southern como la PCR del triplete CGG den
una sola banda, será necesario utilizar las técnicas de PCR de
microsatélites cercanos, como el DXS548 que nosotros utiliza-
mos. El estudio de este microsatélite es de gran utilidad diagnós-
tica: sencillo de estudiar, su amplificación no falla nunca y su
visualización es clarísima –puede diferenciar perfectamente aque-
llas mujeres heterocigotas cuyos alelos difieren en una sola repe-
tición (CA) (Fig. 2)–. Además, es un microsatélite muy informa-
tivo en nuestra población, con un índice de heterocigotidad del
71,42% [17]. Sin embargo, también en nuestra muestra [17] he-
mos encontrado un caso de recombinación entre éste y el triplete
CGG, por lo que debe considerarse una ayuda en el DP, pero no
una técnica diagnóstica en sí misma. Así, por ejemplo, nos ayudó
en el DP de la familia 31 (caso 1) cuando aún no habíamos puesto
a punto la PCR del triplete CGG (Fig. 2). Retrospectivamente,
supimos que esta niña era también heterocigota para el triplete
CGG –29/18 (Tabla I)–, pero esta experiencia sirvió para aplicar-
la en casos similares, pero con homocigosidad del triplete CGG.

Dentro de lo que consideramos dificultades de interpretación
podemos incluir los casos 8, 11 y 12, puesto que los patrones
obtenidos que no se ajustan a los de normalidad o mutación com-
pleta requieren un tratamiento clínico y una casuística propia
importante, así como una consulta cauta de consejo genético. El
caso 8 se trataba de una mujer en su primer embarazo, tía de un
chico con SXF, que no portaba el cromosoma X frágil que se
segregaba en su familia, pero sí otro alelo de 50 repeticiones que
diversos autores han llamado ‘zona gris’ porque puede presentar
cierta inestabilidad [25], aunque parece que no lo suficiente como
para dar hijos con SXF [25-27]. Aun así, en nuestras familias
tenemos ocho portadoras de SXF en la zona gris (entre 50 y 60
repeticiones), tal como expusimos a la gestante, quien, a pesar de
nuestra insistencia sobre su bajo riesgo, solicitó un DP. Como se
ve en la tabla 1, el resultado fue precisamente de un feto varón de
50 repeticiones iguales que las que llevaba la madre. Posterior-
mente estudiamos la transmisión de este alelo en su familia a
través de varias generaciones y no encontramos variación alguna,

lo cual indicaba que no era un alelo inestable. De todas formas,
el asesoramiento genético en este intervalo de 50 a 60 repeticio-
nes es delicado al existir alelos normales o estables y alelos pre-
mutados inestables que podrían llegar incluso a pasar a mutación
completa; aunque no hemos encontrado en la literatura tales casos
[26,27], no puede despreciarse el riesgo y no podemos negar el
DP, si se solicita, en caso de hallar estos alelos en mujeres gestantes.

Todavía es más delicado el consejo genético cuando obtenemos
fetos masculinos con la premutación porque podrían ser mosaicos e
incluso mutaciones completas en tejidos fetales –estas posibilida-
des existen en todas las casuísticas publicadas [14,17]–. Strain et al
[15] aconsejan el estudio de sangre fetal, pero como recientemente
han aparecido casos publicados de chicos premutados –estudiados
después del parto en linfocitos de sangre– con sintomatología del
SXF [28], la práctica de la funiculocentesis no aclararía al 100% el
estado mental del futuro niño. Así lo creyó la pareja del caso 12, que
prefirió no someterse a ese riesgo añadido.

En este DP (caso 12) nos encontramos además con una pequeña
regresión madre-hijo de 73 a 70 repeticiones. Esta disminución del
tamaño del triplete CGG constituye un fenómeno poco frecuente
en general, pero en nuestra casuística familiar disponemos de otros
cuatro casos [17], y también ha sido descrito por otros autores [25].
Se han propuesto diversos mecanismos para explicarlo, como la
conversión génica, las recombinaciones anómalas o las deleciones,
lo que nos conduce al caso 11, en donde sí encontramos una autén-
tica deleción de unas 600 pb en el cromosoma X frágil heredado de
la madre. Tanto las deleciones como las regresiones se han descrito
como poco frecuentes, pero están bien documentadas [29,30] y
demuestran una vez más que la región del gen FMR1 en donde se
encuentra el triplete CGG es muy inestable, no sólo en cuanto a la
amplificación del triplete, sino también como un ‘punto caliente’
para las deleciones. Por tanto, debemos permanecer atentos al ha-
llazgo de estas posibilidades en DP.

A pesar de que lo hayan mencionado sobradamente todos los
autores que trabajan en DP del SXF [13,27,29], no podemos dejar de
comentar nuestro caso 5 de feto femenino con la mutación completa.
Desde el punto de vista de la interpretación clínica, con las técnicas
disponibles hoy día no puede predecirse si estas futuras niñas tendrán
algún tipo de discapacidad mental, puesto que en todas las series (y
también en la nuestra, datos aún no publicados) más del 50% de las
mujeres con mutación completa presentan sintomatología del SXF
[14]. Ésta es sin duda la gran laguna del DP del SXF, conjuntamente
con lo ya comentado acerca de los fetos masculinos premutados.

En el resumen de la tabla II observamos que sólo ha habido
interrupciones de embarazo en cuatro de las 14 gestaciones estu-
diadas, lo que demuestra una ligera segregación selectiva contra
los alelos con la mutación del SXF. Otros autores [26,27] han
observado este mismo fenómeno, aunque para las premutaciones
bajas, y sin embargo nuestras gestantes abarcan todos los interva-
los de la expansión del triplete CGG, por ello probablemente
nuestros resultados pueden considerarse como un sesgo de baja
casuística. Aun así, estos datos nos reafirman en la convicción de
que el DP es un procedimiento clínico que, en la mayoría de los
casos, sirve para asegurar y ratificar los embarazos normales y
favorecer el futuro reproductivo de las portadoras.

El DP molecular del SXF es rápido y fiable al 100%, aunque
desde el punto de vista técnico no resulta sencillo y requiere la
utilización simultánea de varias técnicas moleculares. Clínicamente,
la baja tasa de mutaciones encontradas asegura la procreación pese
a que el estudio molecular no pueda predecir el estado mental en las
niñas con mutación completa ni en los niños premutados.
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LA PREVENCIÓN DEL SÍNDROME X FRÁGIL
MEDIANTE EL DIAGNÓSTICO PRENATAL GENÉTICO:
VENTAJAS Y ASPECTOS CONTROVERTIDOS

Resumen. Introducción. El síndrome X frágil es la causa más común
de retraso mental hereditario. Desde el descubrimiento, hace justo diez
años, del mecanismo molecular que lo produce (expansión anómala
del triplete CGG en el gen FMR1 e hipermetilación de su isla CpG), el
diagnóstico prenatal genético se ha podido ofertar con total fiabilidad
a las familias que transmiten el síndrome. Objetivo. Presentar y discu-
tir nuestra experiencia en este campo, desde el año 1994 hasta la
actualidad. Pacientes y métodos. Hemos realizado en este período 15
diagnósticos prenatales: 14 en muestras de vellosidades coriales de 13
gestaciones (una de ellas gemelar) y uno en líquido amniótico. En todos
ellos hemos utilizado las técnicas moleculares de Southern blotting con
la sonda StB12.3, la PCR del triplete CGG y el DXS548 en algunos.
Resultados. Nueve fetos fueron normales y, de los otros seis, tres por-
taban la mutación completa, uno llevaba una deleción del gen FMR1,
otro era premutado, y el último llevaba un alelo en la zona gris (50
repeticiones). Conclusiones. El diagnóstico prenatal molecular del
SXF es rápido y fiable al 100%, aunque, desde el punto de vista técnico
no es sencillo, y requiere a la vez la utilización de varias técnicas
moleculares. Desde el punto de vista clínico, la baja tasa de mutaciones
encontradas asegura la procreación, aunque el estudio molecular no
predice el estado mental, ni en las niñas con la mutación completa, ni
en los niños premutados. [REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S14-9]
Palabras clave. Diagnóstico prenatal. FRAXA. Microsatélite DXS548.
PCR. Síndrome X frágil. Triplete CGG.

A PREVENÇÃO DA SÍNDROMA X FRÁGIL MEDIANTE
O DIAGNÓSTICO PRÉ-NATAL GENÉTICO:
VANTAGENS E ASPECTOS CONTROVERSOS

Resumo. Introdução. A síndroma X frágil é a causa mais comum de
atraso mental hereditário. Desde a descoberta, há sensivelmente dez
anos, do mecanismo molecular que o produz (expansão anómala do
tripleto CGG no gene FMR1 e hipermetilação da sua ilha CpG), o
diagnóstico pré-natal genético pode ser disponibilizado com toda a
confiança às famílias em que existe transmissão desta síndroma. Objectivo.
Apresentar e discutir a nossa experiência neste campo, desde o ano de
1994 até à data. Doentes e métodos. Realizámos neste período 15
diagnósticos pré-natais: 14 em amostras de vilosidades coriais de 13
gestações (uma das quais gemelar) e 1 em líquido amniótico. Em todos
utilizámos as técnicas moleculares de Southern blotting com a sonda
StB12.3, a PCR do tripleto CGG e o DXS548 em alguns. Resultados.
Nove fetos foram normais e dos 6 restantes, três traziam a mutação
completa, um apresentava uma deleção do gene FMR1, outro era
permutado, e o último apresentava um alelo na zona cinzenta (50
repetições). Conclusões. O diagnóstico pré-natal molecular da SXF é
rápido e fiável a 100%, embora sob o ponto de vista técnico não seja
simples, uma vez que requer a utilização de várias técnicas moleculares.
Sob o ponto de vista clínico, o baixo índice da taxa de mutações encontradas
assegura a procriação, embora o estado molecular não faça a predição
do ‘status’ mental, nem nas meninas com a mutação completa, nem nas
crianças prematuras. [REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S14-9]
Palavras chave. Diagnóstico pré-natal. FRAXA. Microsatélite DZS 548.
PCR. Síndroma X frágil. Tripleto CGG.


