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    El síndrome del cromosoma Xfrágil 
(FXS) es la causa más frecuente de retraso 
mental hereditario. Este desorden es 
usualmente causado por la ausencia de la 
proteína FMR1. En el presente trabajo el 
Área de Medicina Genómica de Laboratorios 
MANLAB describen una nueva metodología 
que permite medir de forma precisa e 
identificar los alelos con mutación completa. 
La utilización de esta tecnología estanda-

rizada y validada para uso en diagnóstico in 
vitro (IVD) permite llegar a un diagnóstico 
acertado y confiable en un tiempo menor 
que los requeridos por las técnicas 
tradicionalmente utilizadas.
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más frecuente de retraso mental hereditario 
(1), que afecta aproximadamente a 1 de 4000 
hombres y 1 entre 5000 y 8000 mujeres.Este 
desorden es usualmente causado por la 
ausencia de la proteína FMR1. Se hereda 
como un trastorno mendeliano de �po 
dominante ligado al cromosoma X. Presenta 
además, una penetrancia incompleta (80% 
para varones y 30% para las mujeres).

FXS es causado por la expansión de 
la secuencia repe��va del triplete citosina-
guanina-guanina (CGG) en la región 5´ no 
codificante del gen FMR1 (retraso mental X 
frágil 1) (2).Los pacientes con FXS poseen un 
número mayor a 200 repe�ciones del 
triplete. Como resultado de la expansión, la 
secuencia repe��va CGG y la región cercana 
al promotor del gen FMR1 sufre una 
me�lación inhibiendo la transcripción de la 
proteína y causando la ausencia de la misma. 
La distribución subcelular de la proteína 
FMR1 es en gran parte citoplasmá�ca y su 
expresión es generalizada pero abundante en 
neuronas, par�cularmente en las dendritas. 
La función fisiológica de la proteína FMR1 
aún no está bien definida, sin embargo, 
dis�ntas inves�gaciones realizadas sugieren 
que cumple un rol en el transporte y/o 
traducción de los ARNm(3).

La evaluación del riesgo y la 
interpretación clínica del FXS y de los 
trastornos relacionados se determinan por el 
número de repe�ciones CGG y por el estado 
de me�lación del gen. Según el número de re-
pe�ciones CGG se dis�nguen cuatro �pos de 
alelos: alelos no afectados o normales, alelos 
intermedios (también llamados “zona gris”), 
alelos con premutación y alelos con mutación 
completa (Figura 1).

 En el caso de los alelos con pre-
mutación, el riesgo de expansión a una 
mutación completa aumenta con el tamaño. 
Por encima de 100 repe�ciones, existe un 
riesgo sistemá�co de expansión en la 
siguiente generación.

Muchos alelos del FMR1 con�e-
nen secuencias AGG que se intercalan entre 
las repe�ciones CGG. Se piensa que las 
“interrupciones” AGG confieren estabilidad 
al ADN y reducen el riesgo de expansión en la 
siguiente generación (6).

Dentro de los individuos con 
mutación completa se han encontrado 
algunos con mosaicismos de repe�ciones de 
diferentes tamaños en dis�ntas poblaciones 
celulares. El mosaicismo se observa como un 
chorreado en el rango de mutación completa 
en un Southern blot. También se han 
reportado casos de mosaicismo de tamaño 
con alelos premutados y con mutación 
completa. El rol del mosaicismo en la clínica 
del paciente aún no está claro (7).

Actualmente, la mayoría de las 
pruebas de diagnós�co molecular deFXSse 
basan en la PCR y posterior separación por 
tamaño mediante electroforesis capilar (CE), 
electroforesis en gel de agarosa (AGE), o gel 
de poliacrilamida (PAGE) para detección de 
hasta 100-150 repe�ciones CGG. El análisis 
de transferencia (southern blot) se u�liza 
para  caracterizar  muestras  con  un  número 
demasiado grande de repe�ciones CGG 
como para amplificarlas por PCR, y para 
determinar el estado de me�lación del gen.

Realizar un  southern blot  es 
costoso, se necesita �empo, mano de obra in-

-

tensiva y requiere grandes can�dades de 
ADN genómico (gDNA), lo cual dificulta el 
análisis de una gran can�dad de muestras o 
de estudios poblacionales.La técnica PCR 
�ene el potencial para hacer frente a cada 
una de estas limitaciones, sin embargo, el 
carácter de la secuencia repe��va altamente 
rica en GC de la región del gen ha dificultado 
históricamente la amplificación. Se han 
realizado innovaciones a la PCR, como el uso 
de adyuvantes osmolí�cos, nucleó�dos 
modificados, y condiciones específicas de 
ciclado que han mejorado la detección de 
hasta aproximadamente 300-500 repe-
�ciones CGG, sin embargo aún esta técnica 
podría no detectar la mayoría de los alelos 
que tengan una mutación completa. Es 
importante destacar que el análisis por PCR 
de las muestras premutadas y con mutación 
completa de pacientes femeninos es incluso 
más problemá�ca porque ocurre una 
amplificación preferencial de los alelos más 
pequeños(8). En consecuencia, más del 20% 
de las muestras de mujeres que son 
homocigotas deben estudiarse por southern 
blot para resolver la potencial ambigüedad 
de un alelo expandido no amplificado.

S e  h a  d e s c r i p to  u n a  n u e va 
metodología que permite resolver muchos 
de los desa�os tecnológicos que en la 
actualidad limitan la ru�na de estudio de la 
fragilidad del cromosoma X. La misma se basa 
en una reacción de PCR con tres primers,uno 
que pega en la zona de repe�ción CGG 
(primer repe�do CGG), y dos primers 
específicos, a par�r de ADN genómico 
purificado y medición de fragmentos en una 
plataforma validada de electroforesis capilar. 
Esto permite medir de forma precisa los 
alelos de hasta 200 CGG, así como iden�ficar 
los alelos con mutación completa con más de 
200 CGG y detectar un perfil de picos 
caracterís�co que resuelve la cigosidad en 
muestras de mujeresy la presencia de la 
secuencia AGG intercalada.

 La PCR con primersrepe�dos CGG 
se dife-rencia de la PCR específica por la 
adic ión de un tercer  primer  que es 
complementario a la región de repe�ciones 
d e l  t r i p l e t e  e n  e l  g e n  F M R 1 .  E l 
electroferograma resultante incluye los 
productos de PCR de longitud completa 
generados a par�r de los primers específicos 
que abarcan la región de repe�ciones CGG y 
los picos de repe�ciones CGG obtenidos por 
la PCR con primers repe�dos CGG (Figura 2).
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Figura 1:Relación entre las longitudes de las repe�ciones CGG y los feno�po correspondientes 
(FXTAS: síndrome de temblor/ ataxia asociado al X frágil. FXPOI: insuficiencia ovárica primaria 
asociada al X frágil) (Extraída del manual del kit: Asuragen Kit AmplideXTMFMR1 PCR) (5).
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Figura 2: Metodología de PCR para FMR1 
con primers específicos y repe�dos (Extraída 
d e l  m a n u a l  d e l  k i t :  A s u r a g e n  K i t 

TMAmplideX FMR1 PCR) (4).

Por encima de 200 CGG, el tamaño 
del producto de la PCR supera el umbral de 
resolución del gel polímero POP-7. Los 
fragmentos de PCR que superan este umbral 
�enen un índice de migración equivalente 
independiente del tamaño del producto. De 
este modo, los productos de PCR del FMR1 
que superan 200 CGG se iden�fican en la 
categoría >200 CGG.

La tecnología descripta permite  
a m p l i fi c a r  d e  f o r m a  r e p r o d u c i b l e 
mutaciones completas en muestras de 
pac ientes  mascul inos  y  femeninos, 
incluyendo alelos de hasta por lo menos 
1300 repe�ciones CGG. También permite 
detectar mosaicismos de alelos con 
premutación y con mutación completa.

Por lo tanto, esta tecnología 
resuelve muchos de los problemas clave que 
históricamente limitaron la u�lidad de la 
PCR para FMR1 y como consecuencia 
reducir en gran medida el número de 
muestras que deben ser estudiadas por 
Southern blot.

Actualmente, muchos labora-
torios procesan las muestras clínicas por PCR 
y las muestras “sospechosas” por Southern 
blot. Las muestras “sospechosas” pueden 
incluir muestras de hombres que fallaron al 
amplificarse por PCR  y muestras de mujeres 
en las que se ob�ene sólo un producto de 
P C R .  E n  e l  ú l � m o  c a s o ,  m u e s t ra s 
homocigotas que representan más del 20% 
de todas las muestras de mujeres, no 
pueden dis�nguirse de las heterocigotas en 
las cuales no se pudo amplificar un alelo 
mutado debido a su extensión. La capacidad 
de estos nuevos reac�vos sugiere que 
solamente las muestras sobre las cuales se 
requiera información sobre el estado de 
me�lación del A D N necesitarían ser 
estudiadas mediante la técnica de Southern 
blot que generalmente son menos del 2% de 
las muestras procesadas por laboratorios 
clínicos de referencia (9).

De este modo la u�lización de esta 
tecnología estandarizada y validada para uso 
en diagnós�co in vitro (IVD) hoy disponible 
en los laboratorios de Medicina Genómica 
permite llegar a un diagnós�co acertado y 
confiable en un �empo menor que los 
requeridos por las técnicas tradicionalmente 
u�lizadas.

Los avances tecnológicos en el 
área de diagnós�co gené�co acortan 
�empos y aumentan la exac�tud de los 
diagnós�cos moleculares en patologías con 
alteraciones gené�cas.
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