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Laprevencion del sindrome X fragil mediante el diagndstico
prenatal genético: ventajasy aspectos controvertidos

M.l. Tgada

PREVENTION OF FRAGILE X SYNDROME BY PRENATAL GENETIC DIAGNOS S
ADVANTAGES AND CONTROVERS AL ASPECTS

Summary. Introduction. Fragile X syndrome is the most common cause of hereditary mental retardation. Snce the molecular
mechanism causing it (anomal ous expansion of the CGG triplet in the FMR1 gene and hypermethylation of its CpG idand) was
identified exactly ten years ago, it has been possible to give families in whom the syndrome is transmitted completely reliable
prenatal genetic diagnosis of this. Objective. To report and discuss our experience in this field from 1994 to the present time.
Patients and methods. During thisperiod weperformed 15 prenatal diagnoses. 14insamplesof chorionicvilli from 13 pregnancies
(oneatwin pregnancy) and 1 usingammoticfluid. Inall caseswe used Southern blot molecular techniqueswith the SB12.3 probe,
the PCR of CGG triplet and DXS548 in some cases. Results. Nine foetuses were normal. Of the other six foetuses, three had full
mutation, one had deletion of the FMRL1 gene, another was premutated and another had an allelein the grey zone (50 repetitions).
Conclusions. Molecular prenatal diagnosis of SXF is fast and 100% reliable, although from the technical point of view it is
complicated and requires use of various molecular techniques. Fromthe clinical point of view, the low rate of mutations found
assures offspring, although molecular studies do not predict mental ‘status’ in either girls with complete mutation or children

with permutation. [REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S14-9]
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INTRODUCCION

El sindrome X fréagil (SXF) esla causa mas comun de retraso
mental hereditario, conunapreval enciaaproximadade1:4.000en
varonesy 1:8.000enmujeres[1]. L ospacientescon SX Fpresentan
unretrasomental deleveagrave, asociadoaunfenotipocaracte-
ristico: caraal argada, orejasgrandesdespegadas, macroorquidis-
mo, hiperactividad,|enguaj erepetitivo, etc.[ 2] . Esunaenfermedad
ligadaal cromosomaX, dominante, con penetranciaincompl eta,
guemolecularmentesecaracteri zapor unaexpansi onanormal de
untripleteCGGlocalizadoen5' del exdn 1del genFMRL,descu-
biertoen1991[3,4]. Enlapoblaciénnormal, el nimeroderepeti-
cionesdeestetriplete CGG espolimérficoy variaentre6y 50; su
expansi énhastaunas200repeti cionesprovocaunapremutaci on,
Ilamadaasi porquelosindividuosnomanifiestanel sindrome; a
partir deunas200repeticionessedal allamadamutacioncompl eta,
debidaaunahi permetil aciéndel aregion promotoradel genFMRY,
gueimplical aausenciadeexpresiéndel genconlaconsiguiente
faltadesuproteinay laaparicidndel sindrome[5].
Debidoasupreval enciay asuimportanciamédica, desdelos
anos70-80sehandesarrolladotécni casdediagndsticoprenatal (DP).
Alinicio, e inicométododel quedisponiamoserael citogenético
[6], peroinmediatamentedespuésdel apuestaapuntodel atecno-
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logiamolecular por Southern [ 7] seaplicd el método molecular
directoa DP[8,9]. Unpocoméstarde, porlolaboriosodel método
Southern, diversosautoressecentraronenmejorar lastécnicasde
amplificaciondel tripl eteCGG por reacci bnencadenadel apolime-
rasa(PCR), yainicialmentedescritaspor Fuetal [4],y enaplicarlas
al DP[10,11]. También aveces parael DP es necesario utilizar
marcadorespolimorficosde tipomicrosatdlitecercanosa gerFMRL
Por g emplo, e microsatélite DX S548dd tipo(CA)n, situadoal50
kbendirecciéncentroméricaal gen,y del quesehandescritonueve
alelosdistintosdel mismoconunaheterocigotidaddel 70-80%[12],
aportabastanteinformaci dnal respecto.
Aunquenadieponeendudalavalidez delastécnicasmole-
culares,|lamayoriadel osautoresestandeacuerdoenladificultad
técnicadel asmismas: desdelaausenciademetilacion, frecuente
enlostejidosextraembrional escomosonlasvellosidadescoria-
les[13], hastalafaltadeamplificaci6n por PCR delasexpansio-
nesgrandes[10]. Desdeel punto devistadelainterpretacion
clinica, seplanteano séloel grandilemadel osfetosfemeninos,
debidoaqueel 59% delasmujeresconmutaci 6ncompl etapre-
sentanalguntipodediscapacidadmental [ 14], sinotambiéndela
interpretaci 6n del osfetosmasculinospremutadosporqueal gu-
nospodrian presentar sintomatol ogiao ser mosaicos[15].
EnnuestraUnidaddeGenéticasedi agnosticael SXFconméto-
dosmolecularesdesded afio1992[16]; €l primer DPserealizéen
unaportadoraen 1994. Presentamosen estetrabaj o nuestrosresul -
tados, losdi scutimosconlosdelaliteraturay hacemoshincapiéen
lasventgjasdel DPdel SXFy ensusaspectoscontrovertidos.

PACIENTESY METODOS
Pacientes

Desde1991, cuando sedescubreel genFMR1y ponemosapunto el método
molecular directodediagndsticoconlasondaStB12.3, laUnidad deGenética
del Hospital de Basurto recibe lamayoriade las peticiones para estudio
molecular del SXFquesegeneranenel nortedeEspafia(Asturias, Cantabria,
LaRioja, Navarray Pais Vasco). Hastalafecha, llevamos estudiadas 72
familias, delasqueasumimosel DPenlasportadorasquelosolicitansalvo
enverano, por problemasdeinfraestructura. El primer DPlorealizamosen
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Figura 1. Diagnéstico prenatal del caso 1 del SXF. Patr6n de hibridacion por
Southern obtenido con la sonda StB12.3, después de digerir los ADN con
EcoRly Eagl. 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. N;: banda de 5,2 kb de los cromosomas X normales inac-
tivos o metilados. Se observa que, enlalinea 3, la banda PM es ligeramente
superior a ese valor. FM: region en donde se observan los smear de lamu-
tacion completa. C: casoy control de nifio normal. C,: casoy control de nifio
con SXF. C3: caso y control de nifia con mutacion completa del SXF. C,: caso
y control de nifianormal. Laslineas 1, 2y 3 corresponden en vertical al pedigri
dibujado. 1: abuelo portador premutado; 2: caso 1 de diagnéstico prenatal con
resultado de un feto femenino normal con una sola banda de 2,8 kb por
ausencia de metilacién o inactivacion de sus cromosomas X; 3: madre porta-
dora en la que, por azar, su cromosoma X premutado estd completamente
metilado o inactivo en la muestra estudiada (sangre periférica).

1994y, hastalafecha, hemos efectuado 15 DP en 14 gestaciones de 13
gestantes: un embarazo fue de gemelosy otro DP serealiz6 alamisma
gestanteal afiosiguiente. Las13gestantespertenecianalasfamiliascon SXF
estudiadaspor nosotros, y todasellas conocian su condi ci6n de portadoras:
nueve presentaban unapremutaci 6n; dos, mutacion completa, y otraeraun
mosai co (partepremutaci dny partemutaci 6ncompl eta). El caso8 merece
explicaciénaparte: aunquetiadeun nifio con SXFy hermanadeportadoras,
lagestanteno habiaheredado el cromosomaX frégil quesesegregabaensu
familia, perollevaba, de su padre, un alelo de 50 repeticiones. Dado que
cuando hicimosel estudiolapacienteestabayaen estado gestante, a entender
queeseaeloestabaenel iniciodel riesgo (zonagris) aunquepareciatrans-
mitirsedeformanormal, nosexigi6 el DP. Latablal describecronol 6gica-
menteloscasos, afios, familiasy € tipo deportadorasqueeran esasgestantes.

Muestrasfetales

El caso8mencionadoseestudidencél ulasdecultivodeliquidoamnidticoporque,

cuandosetoméladecisionderedizar el DP, estabayade 16 semanas. Todoslos
demésDPseredizaronenbiopsiasdevellosidadescorides. Savolaprimera, que
setomdalas11-12 semanasdegestacion, todaslasdemésseredizaronalas13-14
semanasdeembarazo: s eteseobtuvierontranscervicamentey otrassietefueron
transabdominalesenfunciondecriteriosginecol dgicos.

Estudio citogenético

Entodaslasmuestrasserealizo € cariotipo paradescartar tambiénanomalias
cromosdmicasy conocer el sexofetal (Tablal), peronoserealizarontécnicas
deinducciéndel sitiofragil.

Estudiomolecular

TodosloscasosseestudiaronconlasondaStB12.3 (cedidapor el Dr.J.L.
Mandel), medianteel métodomolecular directodeSouthern, blotting ehibri-
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Figura 2. Estudio del microsatélite DXS548 en el diagnéstico prenatal (DP)
del SXF del caso 1. Los dos alelos que se observan en esta foto se han
marcado en funcién del nGmero de pares de bases que se obtienen (194
y 196), siendo C-194 un control de este valor. El alelo 194 subrayado es el
que va ligado al cromosoma X fragil en esta familia. Las lineas de la
electroforesis corresponden en vertical al pedigri 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.

dacion, despuésdedigerir con EcoRl y Eagl losADN obtenidosdelasvello-
sidadescorialesy del liquido amniético por métodosconvencionales. La
técnicausadahasidoladescritapor Rousseau et al [7], pero utilizandoun
marcaj eno radioactivo condigoxigeninay ladeteccion con CSPD, segiin
protocolosmodificadosdeBoehringer Mannheim—actual Roche—(Fig. 1).

Tambiénentodosloscasosseharealizadounaamplificaciénpor PCRdel
triplete CGG; enlosseisprimeroscasosel estudiofueretrospectivo porque
hastafinal esdel aflo 1995noimplantamosderutinael estudiodel SXFpor PCR.
Desdeentonces, cadavez querealizamosun DP ponemosen marchasimulté&
neamentetresprotocolosconel ADN extraido: el métododirectopor Southern
y, ademés, dosprotocol osdePCR diferentesquehemosdenominado decribado
(deteccion por fluorescenciaen gelesdeagarosa) y decuantificacionengeles
depoliacrilamida, loscualeshandescritoampliamenteDuranetal [17].

Enlos 11 primeros casos se estudié deformarutinariael microsatélite
DX S548, siguiendoel protocolodescritoen Durénetal [17]. Desdeel afio
1998 solousamosestatécnicasi laconsideramosnecesaria(Fig. 2),loqueno
hasucedidoenloscuatro tltimosDP.

RESULTADOS

Todoslosresultadosdel osdiagndsti cosprenatal esrealizados seencuentran
enlasegundamitaddelatablal. Veremosconun poco masdedetal lealgunos
deellos.

Ene caso 1 obtuvimosunasolabandade2,8kbend estudioporSouthern, pero
habiamosobtenidouncariotipofetal femenino(Fig. 1). El estudiodel microsa-
téliteDX S548, informativoenestafamilia, mostré dosalel os, de194y 196 pb,
denctandoquesetratabadeunfetonormal femenino(Fig. 2). Esteresultadode
bandanical ointerpretamoscomounfallodemetilacidndelaislaCpGdel gen
FMR1enbiopsiadevellosidadescorial es, tejido quepor ser extraembrionario
parecenometilarel ADN sininactivar ningunodel osdoscromosomasX. Aungue
apartir deentoncesdecidimosretrasar latomade vellosidades corialesalas
semanas13014 paraevitar esaausenciademetilacion, latablal muestraqueen
solotrescasoshemosencontrado metilaciénenlamuestraestudiada, y deforma
muy parcial (enunporcentajemuy bajodesuscélulas) endosdeellos.

Loscasos2y 3correspondieronaunembarazodegemel os, enel quese
obtuvieronunfetofemeninonormal y otromasculino, conunabandaenforma
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de smear deentre3,5y 4,2kb, loquecorrespondia
aunfeto conlamutaciéncompletaque, sinembar-
go, tambi én presentabaunfallodemetilacion. La

Tabla I. Relacion cronolégica detallada de los diagndsticos prenatales del SXF realizados mediante
técnicas moleculares.

gestanteperdidambosfetosal intentar el feticidio Caso Afio Familia Mutacion Cariotipo  St123 ol gon
del afectado. aso A0~ o enla gestante®  fetal  (EcoRI/Eagl)® etilacion  ( n eguimiento

Enel caso 5, unfetofemenino, por laPCR del —
triplete CGGY por &f DX S548, e fetopareciallevar 1 1994 31 PM(88/29) 46,XX 2,8 No 29/18 Nifia normal
lamutacioncompleta. Sinembargo,enlaprimera 2 1995 19 PM (73/29) 46, XY 3,5-4,2 No NA IVE
placaque sacamos del Southern seobservabasilo
unabandaen 2,8kb. Al sobrexponer laimpresion, 3 1995 19 Lamismaque2 46,XX 2,8 No 29/29  Pérdida fetal
nosencontramosconunamplismosmear tantoen 4 1905 18 PM (78/29) 46XX  2,8/52(5%) Parcial  29/29  Nifia normal
lazonano metilada, digeridapor Eagl (entre3,5y
casi 5kb),comoenlazonametilada(>6kb),que 5 1995 11  PM(70/29) 46,XX  2,8/>3,5y>6 Parcial NA/13 IVE
correspondiaal feto afecto esperado. —

El caso8sehacomentadoyaconanterioridad. 6 1995 3 FM(NA/29) 46,XY 2,8 No 29 Nifio normal
Seobtuvoprecisamenteunfetomasculinoconel 7 1996 19 Lamismaque2 46,XX 2,8 No 29/29  Nifia normal
alelode50repeticiones, igual queel desumadre, -
loquedemostrabaqueel alelonoerainestableen 8 1996 45 PM?(50/18) 46,XY 2,9 No 50 Nifio normal
estafamilia _ 9 1997 13 PM(60/18) 46XX  Fallodigestion 2 29/18  Nifia normal

Enloscasos9y 10tuvimosqueenfrentarnosal
hechodenocontar conunresultadopor Southern, 10 1998 45  FM (NA/18) 46,XX  Fallo digestion ? 29/18  Nifia normal
debido probablementeahaber utilizadoun equipo
comercidizadoparalaextracciondel ADNque L 1998 28 Mos. (NA/29) 46X 2,228 No NA/29  IVE
inhibidlasdigestionesdel mismo. El estudiodel 12 1998 56 PM (73/29) 46,XY 3 No 70 Nifio normal
triplete CGG, heterocigoto en ambos casos, fue -
crucial paradeterminar quesetratabadedosfetos 13 1999 52 PM(97/38) 46,XY >6 Si NA  IVE
femeninosnormales. . L 14 1999 57 PM(100/29) 46,XY 2,8 No 29 Nifio normal

En el caso 11, feto femenino, lastécnicasde
PCRdd triplete CGGy del microsatéliteDXS548, 15 2001 11  PM (80/29) 46,XY 2,8 No 29 Gestacion

informativasenamboscasos, demostrabanqueel
fetohabiaheredadoel cromosomaX mutadodesu
madre. Sinembargo, &l patrén de Southernmostré
labandanormal de2,8kby otra, tambiénactiva, de
2,2kb, mostrandolaexistenciadeunadel eciénen

2Los numeros entre paréntesis indican las repeticiones del triplete CGG; "Los nimeros se expresan en
kilobases (kb); PM: premutado/a; FM: mutacién completa; Mos.: mosaico (muestra con PM y FM); NA:
ausencia de amplificacion; IVE: interrupcién voluntaria de embarazo.

el X mutado delamadre, enlaregion del FMR1 endondeseencuentrael
triplete CGG. A pesar de ser unanifia, lagestante opt6 por interrumpir el
embarazo, sinesperar otrastécnicascomplementarias.

Enel caso 12 nosencontramosconqueel fetoeramasculinoy llevabauna
premutaciénalgoinferior aladelamadre, esdecir, unaregresiénenel nUmero
derepeticionesdel triplete CGG. L agestante, hijadeunvarén sano, portador
premutado, opt6 por seguir el embarazo, aun conociendo queno podiamos
obviar laposibilidad deun mosaico en otrostejidosfetal es. Hastalafecha, el
nifioesnormal.

En el caso 13, un feto masculino, una parte de lamuestra presentd una
contaminacién materna: lavellosidad corial sehabiaextraido por viatrans-
abdominal endostubosdiferentes, porloqueseobtuvierondosmuestrasde
ADN independientes. Enlaprimeramuestra, latécnicadecribado quedetecta
bandas el fetoesnormal, ladetecto, perolatécnicade cuantificacion mostré
dosalelosidénticosalosdelamadre. Enel Southern deestaprimeramuestra,
asi comoentodaslastécnicasrealizadasenlasegunda, el resultado correspon-
diéaunfetomasculino conlamutacion completa.

Salvoenestecaso, comohemosvistoparcid mente, entodoslosDPhahabido
unatotal concordanciaentrel osresultadosdel astécnicasdeSouthern ,lasampli-
ficacionespor PCR dd triplete CGG, y € estudiodel microsatélite DX S548.

Delos15fetosestudiados, entotal ochofueronfemeninosy sietemascu-
linos. Nuevetomaron el cromosomaX normal delamadre; cinco, el X fréagil
(trescon mutaci 6n compl eta, uno con premutaciony uno condelecion), y por
Gltimo, unoerael del alelode50. Enel casodelostresfetoscon mutacion
completay enel deladelecion, seoptd por lainterrupciéndel embarazo.
Comoademasseperdiélanifianormal del embarazo degemel os, tenemos
comoresultadonuevenifiosnacidosnormal es(incluyendoel premutadoy el
alelode50) y unagestaci 6n quesigue normalmentesu curso (caso 15). El
resumen deestosresultadossemuestraenlatablal .

DISCUSION

LaUnidad deGenéticadel Hospital deBasurtorecibiélasonda
Sth12.3del Dr. Mandel paraestudiar molecularmenteel SXFtan
prontocomosedescubridéel genen1991. Aliniciosevolvida
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Tabla Il. Resumen de los resultados obtenidos en los 15 diagndésticos
prenatales del SXF realizados en nuestro laboratorio.

FM Del. PM Zgor?sa xT?rgaén X normal | Total N:;:ri]doc;s
46,XX 1 1 0 0 2 6 8 5
46 XY 2 0 1 1 4 3 7 5
Total 3 1 1 1 6 9 15 10

FM: mutacién completa; Del.: delecién del gen FMR1; PM: premutado; zona gris:
alelo de 50 repeticiones.*Un varén normal todavia en gestacion (fecha probable
de parto: noviembre de 2001).

estudiar aunaseriedefamiliasX fréagil queyasehabiandiagnos-
ticadopreviamentepor métodoscitogenéticos[ 16,18] y,conesa
experienciay diversassubvencionesdeinvestigacion, seofrecio
el estudioaotroshospital es, convirtiéndosenuestrolaboratorio
enpocotiempoencentrodereferenciaparael diagnésticomole-
cular del SXFengranpartedel nortedeEspafia[17,19]. Desde
entonceshastal afechahemosestudiadoa72familiastransmiso-
rasdel SXF, conuntotal de570individuos (datoscerradosel

30.06.2001), deloscuales315(120varonesy 195mujeres) lle-
vanel cromosomaX frégil ensusdiversosestadiosdepremuta-
Ci6n, mutaci 6n compl etay mosai cos. Desdeel afio 1993 asumi-
mosel DPenlasportadorasdelasfamiliasquelosolicitansalvo
en verano, por problemas de infraestructura. El primer DP 1o
realizamosen 1994y, hastalaactualidad, hemosrealizado 15
diagndsticosprenatal esen 13gestantes(Tablal). Entodosestos
anossolohemostenidoquederivar enveranocuatroDPaotros
|aboratorios, |loqueponedemanifiesto, como primer resultadoen
nuestra muestra, labajatasa de natalidad que se daentrelas
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portadoras(entotal, 19 DPencasi 10afios, cuandomasdel 30%
delas195portadorasestudi adasestanenedadfértil). Estenime-
rotanbajodeembarazosno parecedeberseaproblemasdeinfer-
tilidad, sinomasbienalabajisimatasadenatalidadexistenteen
nuestrazona(enel PaisV asco, lamenor deEuropa), unidaalos
problemassoci oecondémi cosquesupone, depor si, laexistencia
devarioschicoscon SXFenesasfamilias.

Hemossubtituladoestearticul o’ ventaj asy aspectoscontro-
vertidos' porgque, nosiendo muy numerososlosDPdel SXFrea-
lizadosennuestrolaboratorio, | osresultadosnosonespecialmen-
teoriginalesdesdeel puntodevistadel ospatronesmol eculares
obtenidos, pero si creemosimportantecomunicar nuestraexpe-
rienciaparademostrar que, desdeel puntodevistatécnico, el DP
molecular del SXFnoresultasencillo, aunqueseafiableal 100%;
requierealavezlautilizacién devariastécnicasmoleculares
diferentesy deunlaboratorio con personal muy especializado.

Portanto, vamosadi scutir aqui lasdiversasdificultadescon
guenoshemosencontrado, aaportar nuestrassol ucionesy ade-
mostrar laimportanciadetener unaampliaexperienciaen el
manejo de pacientesy familiastransmisorasdel SXF parauna
Optimainterpretaciéndelosresultadosenun DP.

Conel protocol o detrabajo quehemosestabl ecidoen nues-
trolaboratorio, que combinalastécnicasdeSouthern condos
protocolosde PCR del triplete CGG diferentes[17] y con el
estudiodel microsatéliteDX S548, sepuededar alagestante, en
unmaximode10-12dias,unresultadomol ecul ar fiableal 100%.
Siendolamuestradeel eccidnlabiopsiadevell osidadescoria-
les, y practicando aproximadamentealas11-12 semanasde
gestacion —no merece la pena hacerlas mastarde porque no
hemosencontrado mejoriaenlosfallosdemetilacion—, lages-
tantetieneel resultado, améstardar,alas13 014 semanas, |0
gueaseguraunainterrupciondel embarazo—encasodeanorma-
lidad—bastanteprecozy por lotanto con menosriesgo. Ennin-
guncaso hemosnecesitado otratomademuestraparaaclarar el
resultado molecular; con el fin deoptimizar lainterpretacién
clinica, propusimosel estudiodesangrefetal tantoalaspacien-
tesconladelecioncomoaladel fetovarén premutado (casos1l
y 12), perono seoptd por esteestudi o complementario.

Pero, ¢por quéhemosdecididoutilizar paraDPesteprotocol o
convariastécni cassi multaneas?L atécnicadePCRqueutilizamos
decribado—consi stentesimplementeenvisualizar onoel fragmen-
toamplificado[17]—s0lodetectalosfragmentosnormalesy las
premutacionesmuy bajas. Como nodiscriminalosdosalel osy
siempreamplificael alelonormal enunfetofemenino, sblosirve
paral osmasculinos, einclusoenéstos, apesar delasencillezdela
técni ca, hay quetener muchaprudenciaporquelaPCR puedecon-
taminarsefécilmente, bienpor lapersonaquelamanipula, bienen
unfeto, demuestramaterna. Del oscasosquepresentamos, sloen
uno(caso13),y enunapartedelamuestradeéste, estetipodePCR
diounfal sonegativopor contaminacionmaterna. Noespor tanto
unatécni caquepuedautilizarseensolitarioenel DP. Sinembargo,
comoesmuy répiday econémica, |autilizamossiempreporque
puededar unprimerindiciodel oquepodremosencontrary permite
manejar mej or lasotrastécnicasdemayor duracién.

Conlatécnicaquellamamosdecuantificacion—conlacual
desplazamosé productoamplificadoengel esdepoliacrilamidae
hibridamosconunoligo (CGG)s—, sediscriminanperfectamente
todoslosa e os(CGG),, hastaunmargendeunas120repeticiones.
En nuestraexperienciacon €l estudio delasfamilias[17], esta
técnicahamostradounatotal concordanciaconlospatroneshalla
dos por Southern, y hasuperado a éste en precisién, como por

REV NEUROL 2001;33(Supl 1):S 14-S19

SXF.ASPECTOSCLINICO-DIAGNOSTICOS

gjemploenlaspremutaci onespeguefias(menoresde65repeti cio-
nes). EnnuestrosDPhay queresefiar|aimportanciadeesteproto-
colodePCRal detectar lacontaminacionmaternaenel caso 13y,
enparticular, al obtener el diagnésticodefinitivoenloscasos9y
10, enlosquetuvimosproblemasconl asdigestionesdel osADN
extraidos. Sinembargo, el problemadeestaamplificaciondel tri-
plete CGGresideenlaobtenciondeunasolabandanormal enun
fetofemenino, al nopoder saber si setratadeunfetohomocigoto
normal oheterocigoto paralamutaci 6ncompletaquenohaampli-
ficado. Enloscasosdeobtener fetosconlapremutaci Gntampoco
podemossaber si, enrealidad, setratademosai cosenlosquenose
amplificansuscélulasconmutaci oncompl eta. Estaf altadeampli-
ficaciondel osalel osconmuchasrepeti cioneshasi do descritapor
casi todoslosautoresquetrabajanenel SXF[4,10,13], porloque
senecesitasiemprelarealizaciondeunSouthern.

Noobstante, el métododirectodehibridaci onconsondasge-
némicas(comolaStB12.3ennuestro caso) apartir deunSouthern,
apesar deser el definitivo, también presentadifi cul tadestécnicas
quelohacenmuy largoy labori0so, y susdificultadesdeinterpre-
taciénrequierendeprofesional esexpertosenel diagndsticodel
SXF. Entrelasprimerasdificultadesseencuentran, por g emplo,
losfallosdedigestiony laausenciadevisibilidad delossmears
muy amplios. Asi,enloscasos9y 10, endondetuvimosproblemas
dedigestion, esevidentequehubiéramospodidopurificarel ADN
eintentar otravezladigesti 6n, peroen DPactuamossi emprecontra
reloj ytodoloquesignifiqueunadelantoenel diagndsticosera
siemprepositivo. Conrespectoalossmear, enel caso5tuvimos
gueexponertantolaplacaparaverlo,queal final esasbandas, que
sonprecisamentelaconfirmaci dndefinitivadel fetoafecto, pueden
confundirseconlosruidosdefondodelaplaca. Paraobviar este
problemapuedeutilizarseel enzimaBgll1[20], perounavezmés
tendriamosquevolver aempezar unanuevadigestion, unSouthern,
etc., conel consiguienteretrasoenel diagndstico.

Encuantoalasdificultadesdeinterpretacionnosencontramos
sobretodoconlaausenciademetilacionoconlasmetil aciones
anormalesquesecobservanal digerir conunenzimasensibleala
metilacion, comoel Eagl. Normal mente, el método deSouthern
trasdigestién con dobleenzima (EcoRI/Eagl) aportaal mismo
tiempo informacién acercadel tamafio delaexpansiony dela
metilaciéndelaislaCpG, detectandodosbandasenmujeresnor-
males(de2,8y5,2kb)y cuatroenlaspremutadas, yaquetantolos
cromosomasX normal escomol ospremutadossufreninactivacion
a azar[7]. Sinembargo, avecesencontramosmujerespremutadas
consolodosbandasporqueenel extremodeesainactivacional
azar sehallanloscasosquetienentodo el cromosomaXx normal
activoytodoel cromosomaX premutadoinactivo(oal revés).En
DP,loqueseencuentramuy amenudoesunasolabandade2,8kb
enlasmuestrasdevell osidad coria defetosfemeninosnormales,
tal comoseobservaenlatablal. Estasdosposibilidadesatipicas
lasobservamospor primeravez enlafamilia31 (caso 1, Figs. 1
y 2),loqueen sumomento nosparecio muy novedosoy fuela
razénpor lacual presentamosel casoenuncongreso[21].

Hoy dia, |lasmetilacionesparcia esoausentesenlasvellosida-
descorial essehandocumentado sobradamente[13,22,23]. Enel
casodel SXFafectantambiénal osfetosconlamutaciéncompleta,
puesen ellosdeberiahaber metilaciony nolahay, obienseda
parciamente. Sinembargo, | asdiversasseriespublicadaspresen-
tandiferenciasenl oconcernienteal porcentajedemanifestacionde
estefendmeno: nuestrosresul tadosindicanquelamayoriadelas
muestrasdeADN devell osidadescoria esnoestanmetiladas(sdlo
tres,y dosmuy parcia mente),locua concuerdaconlosresultados
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deDevysetal [24], peronoconlosdeCastellvi-Bel etal [ 13], que
soloencuentranun32%demuestrass nmetilaci on. Tambiénestos
Ultimosautoresencuentran muestrasfetal esmasculinasnormal es
parael SXF, aunquecondosbandas(deb,2y 2,8kb), sugiriendo
gueenestoscasostambiénhay metilacionesanormal esodigestio-
nesparcial es. Nosotrosno hemosencontrado estefendmenoen
ninguncasomasculino, ni siquieraenel fetopremutado (caso 12)
ni enel delazonagrisde50repeticiones(caso 8).

Paraobviar esteproblemadel ospatronesanormal esdeme-
tilacion, algunosautoresaconsejabantomar lasmuestrasfetal es
unas semanas de gestaci 6n mastarde; sin embargo, nosotros,
habiendotomadolasmuestrasdevellosidadescorialesalas13-14
semanasapartir del caso 2, nohemosencontrado ningunamejo-
ra. Esto concuerdacon lo hallado por Castellvi-Bel et al [13]
acercadelafaltadecorrelaciénentrelametilacidny lassemanas
degestacién,y demuestraquel ospatronesanormal esdemetila-
cioénconstituyenunfendmenofrecuenteen muestrasextraem-
brionariascomolasvell osidadescorial estomadasparaDP. Como
podemosresol ver esteproblemacon otrastécnicas(comolaPCR
del tripleteCGG) ointerpretar | osresultadosenfunciéndel tama-
fiodelaexpansién[23], nonospareceadecuadoretrasar latoma
debiopsiasdevellosidadescoriales, puesellono conllevamas
gueunretrasoenel diagnéstico.

Contodoloexpuesto podemosobservar que, parael DPdel
SXF, sobretodo defetoshembra, hay que ser muy cautosy en
caso dequetanto el Southern comolaPCRdel tripleteCGG den
unasolabanda, serdnecesario utilizar lastécnicasde PCR de
microsatélitescercanos, comoel DX S548quenosotrosutiliza-
mos. El estudiodeestemicrosatéliteesdegranutilidad diagnés-
tica: sencillodeestudiar, suamplificacionnofallanuncay su
visualizaciénesclaris ma—puedediferenciar perfectamenteaque-
Ilasmuj eresheterocigotascuyosal el osdifierenenunasolarepe-
ticién(CA) (Fig. 2)— Ademés, esunmicrosatélitemuy informa-
tivoennuestrapobl acién, conunindicedeheterocigotidad del
71,42%][17]. Sinembargo, tambiénennuestramuestra[17] he-
mosencontrado un caso derecombinacidnentreéstey €l triplete
CGG, por loquedebeconsiderarseunaayudaenel DP, perono
unatécnicadiagndsticaensi misma. Asi, por jempl o, nosayudo
enel DPdelafamilia31(caso 1) cuandoainnohabiamospuesto
apuntolaPCRdel triplete CGG (Fig. 2). Retrospectivamente,
supimosqueestanifiaeratambién heterocigotaparael triplete
CGG—29/18(Tablal)—, peroestaexperienciasirvidparaaplicar-
laencasossimilares, peroconhomocigosidad del triplete CGG.

Dentrodel oqueconsi deramosdificultadesdeinterpretacion
podemosincluir loscasos8, 11y 12, puesto quelospatrones
obteni dosquenoseajustanal osdenormalidad omutacioncom-
pletarequierenuntratamiento clinicoy unacasuisticapropia
importante, asi como unaconsultacautadeconsejogenético. El
caso 8 setratabade unamuijer en su primer embarazo, tiadeun
chico con SXF, que no portaba el cromosomaX fragil que se
segregabaensufamilia, perosi otroal el o de50repeticionesque
diversosautoreshanllamado’ zonagris' porquepuedepresentar
ciertainestabilidad [ 25], aunqueparecequenol o suficientecomo
paradar hijos con SXF[25-27]. Aun asi, en nuestrasfamilias
tenemosocho portadorasde SXFenlazonagris(entre50y 60
repeticiones), tal comoexpusimosalagestante, quien, apesar de
nuestrainsistenciasobresubajoriesgo, solicitdunDP. Comose
veenlatablal, el resultadofueprecisamentedeunfetovaronde
50repeticionesigual esquelasquellevabalamadre. Posterior-
mente estudiamoslatransmision de este alelo en su familiaa
travésdevariasgeneracionesy hoencontramosvariacionaguna,
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locual indicabaquenoeraunaleloinestable. Detodasformas,

el asesorami entogenéticoenesteintervalode50a60repeticio-
nesesdelicadoal existir alelosnormalesoestablesy al el ospre-
mutadosinestabl esquepodrian|legar inclusoapasar amutacién
compl eta; aunqueno hemosencontradoenlaliteraturatalescasos
[26,27], nopuededespreciarseel riesgoy no podemosnegar €l

DP,si sesolicita,encasodehal lar estosal €l osenmuj eresgestantes.

Todaviaesmésdelicadoel consgj ogenéticocuandoobtenemos
fetosmasculinosconlapremutaci onporquepodrianser mosai cose
inclusomutaci onescompl etasenteji dosfetal es—estasposibilida-
desexistenentodasl ascasuisticaspublicadas| 14,17]— Straineta
[15] aconsgjanel estudiodesangrefetal, perocomoreci entemente
hanaparecido casospublicadosdechi cospremutados—estudiados
despuésdel partoenlinfocitosdesangre—consintomatol ogiadel
SXF[28],lapracticadelafuniculocentesisnoaclarariaal 100%el
estadomental del futuronifio. Asilocreydlaparejadel caso 12, que
prefiribnosometerseaeseriesgoariadido.

EnesteDP(caso 12) nosencontramosademéasconunapequefia
regresionmadre-hijode73a70repeticiones. Estadisminuciéndel
tamafiodel triplete CGG constituyeunfenémenopocofrecuente
engeneral, peroennuestracasuisticafamiliar disponemosdeotros
cuatrocasos[17],ytambiénhasidodescritopor otrosautores[ 25].
Sehan propuestodiversosmecanismosparaexplicarlo,comola
conversiéngénica, lasrecombinaci onesanémal asol asdel eciones,
loquenosconduceal caso11, endondesi encontramosunaautén-
ticadel eciéndeunas600pbenel cromosomaX frégil heredadode
lamadre. Tantol asdel ecionescomol asregresi onessehandescrito
como poco frecuentes, pero estan bien documentadas[29,30] y
demuestran unavez masquelaregiondel genFMR1endondese
encuentrael triplete CGG esmuy inestable, nosdloencuantoala
amplificaciondel triplete, sinotambiéncomoun’ puntocaliente’
paral asdel eciones. Portanto, debemospermanecer atentosal ha-
[lazgodeestasposibilidadesenDP.

A pesar dequelohayan mencionado sobradamentetodosl os
autoresquetrabajanenDPdel SXF[13,27,29], nopodemosdgjarde
comentar nuestrocaso5defetofemeninoconlamutaci oncompl eta.
Desdeel puntodevistadelainterpretacionclinica, conlastécnicas
disponibleshoy dianopuedepredecirses estasfuturasnifiastendran
al gunti podedi scapacidad mental , puestoqueentodasl asseries(y
tambiénenlanuestra, datosalinnopublicados) masdel 50%delas
mujeresconmutaci 6ncompl etapresentansintomatol ogiadel SXF
[14]. Estaessindudal agranl agunadel DPdel SXF, conjuntamente
conloyacomentado acercadel osfetosmasculinospremutados.

Enel resumendelatablall observamosquestlohahabido
interrupcionesdeembarazo en cuatrodelas14 gestacionesestu-
diadas, |oquedemuestraunaligerasegregaci on sel ectivacontra
losaleloscon lamutacién del SXF. Otrosautores[26,27] han
observado estemi smofendmeno, aunqueparal aspremutaciones
bajas, y sinembargo nuestrasgestantesabarcantodoslosinterva-
losdelaexpansiondel triplete CGG, por ello probablemente
nuestrosresultadospueden considerarsecomounsesgodebaja
casuistica. Aunasi, estosdatosnosreafirmanenlaconviccionde
gueel DPesun procedi mientoclinicoque, enlamayoriadelos
casos, sirveparaasegurar y ratificar losembarazosnormalesy
favorecer el futuroreproductivodel asportadoras.

El DPmolecular del SXFesrapidoy fiableal 100%, aungque
desdeel punto devistatécniconoresultasencilloy requierela
utilizacionsa multéneadevari astécnicasmol ecul ares. Clinicamente,
labgjatasademutaci onesencontradasasegural aprocreaci onpese
aqued estudiomolecul ar nopuedapredecir el estadomenta enlas
ni fiasconmutaci 6ncompl etani enlosnifiospremutados.
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LAPREVENCION DEL SNDROME XFRAGIL
MEDIANTE EL DIAGNOSTICOPRENATAL GENETICO:
VENTAJASYASPECTOSCONTROVERTIDOS

Resumen. Introduccion. El sindrome X fragil esla causa mas comin
deretrasomental hereditario. Desdeel descubrimiento, hacejustodiez
afios, del mecanismo molecular que lo produce (expansion anémala
del triplete CGG en & gen FMR1 e hipermetilacion de suida CpG),
diagndstico prenatal genético se ha podido ofertar con total fiabilidad
alasfamiliasquetransmiten el sindrome. Objetivo. Presentar y discu-
tir nuestra experiencia en este campo, desde d afio 1994 hadta la
actualidad. Pacientes y métodos. Hemos realizado en este periodo 15
diagndsticosprenatales: 14 enmuestrasdevellosidadescorialesde 13
gestaciones(unadeellasgemelar) y uno enliquido amniético. Entodos
elloshemosutilizado lastécnicasmol ecul ar esde Southern blotting con
la sonda SB12.3, la PCR dd triplete CGG y & DXS548 en algunos.
Resultados. Nueve fetos fueron normalesy, delosotros sais, tres por-
taban la mutacion completa, uno llevaba una delecion del gen FMR1,
otro era premutado, y el Ultimo Ilevaba un alelo en la zona gris (50
repeticiones). Conclusiones. El diagnéstico prenatal molecular del
SXF esrépidoyfiableal 100%, aunque, desde el punto devista técnico
no es sencillo, y requiere a la vez la utilizacién de varias técnicas
moleculares. Desde el puntodevistaclinico, labajatasa demutaciones
encontradas asegura la procreacion, aunque e estudio molecular no
predice d estado mental, ni en las nifias con la mutacion completa, ni
en los nifios premutados. [REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S14-9]
Palabrasclave. Diagnostico prenatal . FRAXA. Microsatélite DXS548.
PCR. Sindrome X fragil. Triplete CGG.

REV NEUROL 2001;33(Supl 1):S 14-S19

Med Genet 1992; 43: 282-90.

17. Durén M, Moalina M, Ferndndez-Toral J, Martinez T, Lopez-Ariztegui MA,
Alvarez Al, et a. Diagnostico molecular por reaccion en cadena de la
polimerasa del sindrome X frégil: aplicacion de un protocolo diagndstico
en 50 familias del norte de Espafia. An Esp Pediatr 2001; 54: 331-9.

18. TgadaMI, Mornet E, Tizzano E, MolinaM, Baiget M, Boue A. ldentification
by molecular diagnosis of mosaic Turner’s syndrome in an obligate carrier
female for fragile X syndrome. J Med Genet 1994; 31: 76-8.

19. Tejada MI. Screening molecular de FRAXA y FRAXE en pacientes con
retraso mental. Gac Med Bilbao 1998; 95: 77-80.

20. Grasso M, Perroni L, Colella S, Piombo G, Argusti A, Lituania M, et a.
Prenatal diagnosis of 30 fetuses at risk for fragile X syndrome. Am J Med
Genet 1996; 64: 187-90.

21. Tejada MI, Durdn M, Alvarez Al, Onaindia ML, Molina M. Prenatal
diagnosis of fragile X syndrome: abnorma methylation in a premutated
mother and in her female normal fetus in chorionic villi [abstract].
Medizinische Genetik 1995; 2: 152.

22. Sutcliffe JS, Nelson DL, Zhang F, Pieretti M, Caskey CT, Saxe D, et al.
DNA methylation represses FMRL transcription in fragile X syndrome.
Hum Mol Genet 1992; 1: 397-400.

23. Sutherland GR, Gedeon A, Kornman L, Donnelly A, Byard RW, Mulley
JC, et al. Prenatal diagnosis of fragile X syndrome by direct detection of
the unstable DNA sequence. N Engl J Med 1991; 325: 1720-2.

24. DevysD, BiancalanaV, Rousseau F, Boué J, Mandel JL, Oberlé|. Analysis
of full fragile X mutations in fetal tissues and monozygotic twins indicates
that abnormal methylation and somatic heterogeneity are established early
in development. Am J Med Genet 1992; 43: 208-16.

25. Murray A, Macpherson JN, Pound MC, Sharrock A, Youings SA, Dennis
NR, et a. Therole of size, sequence and haplotype in the stability of FRAXA
and FRAXE dleles during transmission. Hum Molec Genet 1997; 6: 173-84.

26. Pesso R, Berkenstadt M, Cuckle H, Gak E, Peleg L, Frydman M, et al.
Screening for fragile X syndrome in women of reproductive age. Prenat
Diagn 2000; 20: 611-4.

27. Kallinen J, Heinonen S, Mannermaa A, Ryynénen M. Prenatal diagnosis
of fragile X syndrome and the risk of expansion of a premutation. Clin
Genet 2000; 58: 111-5.

28. Teague JW, Morton NE, Dennis NR. FRAXA and FRAXE: evidence
against segregation distortion and for an effect of intermediate aleles on
learning disability. Proc Natl Acad Sci U SA 1998; 95: 719-24.

29. De Graaff E, Rouillard P, Willems PJ, Smits APT, Rousseau F, Oostra
BA. Hotspot for deletions in the CGG repesat region of FMRL in fragile X
patients. Hum Molec Genet 1995; 4: 45-9.

30. Van den Ouweland A, Dedlen WH, Kunst CB, Giovannucci-Uzielli ML,
Nelson D, Warren ST, et a. Loss of mutation at the FMR1 locus through
multiple exchanges between maternal X chromosomes. Hum Molec Genet
1994; 3: 1823-7.

A PREVENCAO DA SNDROMA X FRAGIL MEDIANTE
O DIAGNOSTICO PRE-NATAL GENETICO:
VANTAGENS E ASPECTOS CONTROVERSOS

Resumo. Introduggo. A sindroma X fragil é a causa mais comum de
atraso mental hereditario. Desde a descoberta, ha sensivelmente dez
anos, do mecanismo molecular que o produz (expansdo anémala do
tripleto CGG no gene FMR1 e hipermetilacdo da sua ilha CpG), o
diagndstico pré-natal genético pode ser disponibilizado com toda a
confiancaasfamiliasemqueexistetranamissdodestasindroma. Objectivo.
Apresentar e discutir a nossa experiéncia neste campo, desde 0 ano de
1994 até a data. Doentes e métodos. Realizdmos neste periodo 15
diagnésticos pré-natais: 14 em amostras de vilosdades coriais de 13
gestaces (uma das quaisgemelar) e 1 emliquido amnidtico. Emtodos
utilizamos as técnicas moleculares de Southern blotting com a sonda
SB12.3, a PCR do tripleto CGG e 0 DXS548 em alguns. Resultados.
Nove fetos foram normais e dos 6 restantes, trés traziam a mutagéo
completa, um apresentava uma delegdo do gene FMR1, outro era
permutado, e o Ultimo apresentava um alelo na zona cinzenta (50
repeticdes). Conclusdes. O diagndstico pré-natal molecular da SXF é
répido e fiavel a 100%, embora sob o0 ponto de vista técnico ndo sga
simples, umavezquerequer a utilizagdo devariastécnicasmoleculares.
Sobopontodevistaclinico, obaixoindicedataxademutagBesencontradas
asseguraa procriacdo, embora o estado molecular ndofacaapredico
do‘ status’ mental, nemnasmeninascoma mutagéo completa, nemnas
criangas prematuras. [ REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S14-9]
Palavras chave. Diagndstico pré-natal. FRAXA. Microsatélite DZS548.
PCR. Sindroma X fragil. Tripleto CGG.
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