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Casos Clinicos
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RESUMEN

Introduccion: El sindrome de X fragil (SXF) es la primera causa heredable de discapacidad intelectual y autismo.
Mujeres con la premutacion del gen FMR1, relacionado con SXF, suelen ser asintomaticas, pero pueden tener
hijos afectados. Se reporta un caso de SXF producto de fecundacion in vitro con évulos de una donante
portadora de la premutacion del FMR1.

Descripcion del caso: Pareja que requirid reproduccion asistida dado que la mujer tenia antecedente de
hipofisectomia; se realiz6 fecundacion in vitro con évulo donado, lograndose un embarazo gemelar. El gemelo
femenino fue diagnosticado a los 2 afios de edad con mutacion completa del gen FMR1y SXF, y la donante de
ovulos, quien era asintomatica, fue posteriormente confirmada como portadora de la premutacion del FMR1.
Discusion: El protocolo de evaluacion del riesgo de heredar enfermedades genéticas para donantes de 6vulos
se limita al cariotipo bandas G. Esta prueba no analiza alteraciones genéticas de herencia recesiva. Mediante
secuenciacion de nueva generacion se podrian identificar portadoras de variantes alélicas patogénicas en
estado de heterocigosis. Las mujeres con premutacion del FMR1, tienen un riesgo del 50% de transmitir el alelo
anormal a sus descendientes en cada embarazo, y estos de ser afectados por el SXF; por tanto, la asesoria
genética es requerida en estos casos.

Conclusion: Los donantes de gametos deberian ser evaluados mediante pruebas moleculares para deteccion
de variantes alélicas que pudieran ser transmitidas a sus gametos, y que pudieran generar enfermedades
genéticas en los embarazos a partir de ellos.

Palabras claves: Fragile X Syndrome; Fertilization in Vitro, Prevalence, Reproductive Techniques, Genetic
Testing.

ABSTRACT

Introduction: Fragile X syndrome (SXF) is the lead hereditary cause of intellectual disability and autism. Women
with premutation in FMR1 gene, related to SXF, are usually asymptomatic, but they could have affected children.
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We report a case of SXF, product of an in vitro fertilization, secondary to an egg donation from a carrier of the
premutation in the FMR1 gene.

Description of the case: A couple required assisted reproduction because the woman had antecedent of
hypophysectomy. An in vitro fertilization was done using a donated egg, achieving a twin pregnancy. The female
twin was diagnosed with full mutation in the FMR1 gene and SXF by her second year of age. Donor woman,
who was asymptomatic, was found to be a carrier of the premutation for SXF.

Discussion: The protocols to evaluate the risk of inherit genetic diseases for egg donors stint to band G
karyotypes, which don’t consider genetic alterations with recessive inheritance pattern. Next generation
sequencing allows to identify carriers of allelic heterozygote variations related with pathology. Women with the
premutation in FMR1 have a risk of 50%, in each pregnancy, to pass down an affected allele to their offspring,
who would be affected by SXF. Genetic counseling is mandatory in that cases.

Conclusion: Gamete donor candidates should be submitted to molecular tests to identify allelic variants that
could be inherited to the recipient offspring and cause genetic diseases.

Keywords: Fragile X Syndrome; In Vitro Fertilization, Prevalence, Reproductive Techniques, Genetic Testing.

INTRODUCCION

El sindrome X fragil (SXF), OMIM # 300624, es un
trastorno genético heredado a través del cromosoma
X. Es clasificado entre las enfermedades por
repeticion de ftripletas; es la segunda causa de
discapacidad intelectual (DI) de origen genético
después del sindrome de Down y es la primera causa
heredable de DIy autismo. El fenotipo clasico también
incluye cara alargada, orejas grandes y aladas,
hiperextensibilidad y macroorquidismo. En mujeres el
fenotipo es menos especifico, esto secundario a la
variabilidad de la inactivacion de cromosoma X con la
alteracion genética. El 60% tienen déficit cognitivo
pero de menor severidad que en hombres.

El SXF se produce por la ausencia de la FMRP
(sigla del inglés Fragile X Mental Retardation Protein),
particularmente en cerebro en donde su funcién es
inhibir la traduccion de mRNAs neuronales que
codifican para proteinas implicadas en la en la
conectividad sinaptica, y en tejido conectivo donde
hace parte de la cascada de proteinas que producen
la remodelacion de la matrix extracelular; esta
proteina es codificada por el gen FMR1 (Fragile X
Mental Retardation 1), locus Xq27,3, el cual tiene, en
su region corriente arriba no codificante, un nimero
variable de tripletas CGG. El niUmero de repeticiones
de la tripleta produce cuatro variantes alélicas: normal
con 44 o menos repeticiones, zona gris entre 45 y 54
repeticiones, premutacion (PM) entre 55 y 200, y
mutacion completa si hay mas de 200 repeticiones. La

mutacion completa es la que se asocia al fenotipo
SXF, en diferentes grados de expresion!.

Las mujeres portadoras de la PM tienen varias
implicaciones clinicas, como la posible expansion del
numero de tripletas a sus descendientes; el riesgo de
expansion aumenta a mayor numero de repeticiones
de la tripleta CGG en el gen FMR1 de la portadora. En
cada embarazo, las portadoras de la PM tienen un
riesgo del 50% de transmitir el alelo anormal a sus
descendientes quienes serian afectados por el SXF2.
Adicionalmente, se han descrito tres subfenotipos
relacionados con el SXF en portadoras de la
premutacion. FXPOI (del inglés Fragile X premature
ovarian insufficiency), caracterizado por ausencia de
menstruacion antes de los 40 afios y disminucién de
la reproduccién; FXTAS (del inglés Fragile X Tremor
Ataxia Associated Syndrome), en el que se presenta
temblor de intencion y ataxia después de los 50 afios,
y por ultimo, FXAND (del inglés Fragile X
neuropsychiatric ~ disorders), caracterizado por
ansiedad, depresién, y neuropatias periféricas3.

La reproduccion asistida facilita o sustituye
procesos naturales de fecundacién e implantacion del
embrion y con frecuencia requiere de donantes de
ovulos o semen para lograr el embarazo. Los
procesos de seleccion de donantes de gametos
incluyen estudio de la historia médica, laboratorios
para enfermedades infecciosas y cariotipo, entre
otros4. Multiples instituciones de reproduccion asistida
han adicionado a sus protocolos de evaluacion de
donantes, pruebas moleculares para identificar
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variantes genéticas asociadas a enfermedades de
herencia mendeliana recesiva, estos analisis
usualmente incluyen el gen FMR156.

El objetivo de este reporte es presentar un caso de
SXF producto de reproduccion asistida, y proponer
que en Colombia se actualice la normatividad que rige
las pruebas aplicadas a posibles donantes de
gametos, y parejas o individuos en protocolos de
reproduccion asistida, incluyendo pruebas que
identifiquen portadores asintomaticos de
enfermedades genéticas como el SXF.

PRESENTACION DEL CASO

Una pareja consult6 a unidad de medicina
reproductiva; la mujer, de 30 afios, recibia terapia de
reemplazo hormonal para menopausia precoz
secundaria a hipofisectomia indicada por un
hiperprolactinoma. El hombre, de 36 afos, no tenia
enfermedades cronicas ni antecedentes familiares
relevantes, y present6 un espermograma sin
alteraciones.

La pareja se sometidé a un ciclo de estimulacion
con HMG, sin respuesta terapéutica. En consenso, el
grupo médico y la pareja deciden realizar fecundacion
in vitro (FIV), con protocolo con évulo donado.

Donante anénima de évulos: Mujer de 24 afios,
sana, a quien se le aplicaron los protocolos de
donante de Ovulos recomendados por el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA) de Colombia, para las unidades de medicina
reproductiva. La donante negd antecedentes de
enfermedades crénicas relevantes, anomalias
congénitas y enfermedades genéticas en ella o en su
familia; también negd antecedentes familiares de DI,
autismo y enfermedades psiquiatricas. Tampoco
manifestd  exposicibn a  teratbgenos como
medicamentos, psicoactivos, o elementos quimicos o
fisicos como radiacién, entre otros. Historia
reproductiva: GOPO, sin donacion de évulos previa. Al
examen fisico: etnia latina, IMC 22, sin otros hallazgos
particulares. Las siguientes pruebas fueron negativas:
Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), Antigeno
de superficie para hepatitis B, Inmunoglobulina G y M
anti Core, Inmunoglobulina G para hepatitis B,
serologia para sifilis RPR, cultivo para Neisseria
gonorrhoeae, Inmunoglobulina G anti Citomegalovirus
y fraccion Beta de la hormona gonadotropina coridnica

humana; el hemograma y los tiempos de coagulacion
estuvieron dentro de limites normales. El resultado del
cariotipo de bandeo G fue 46,XX, en 30 metafases,
interpretado  como ausencia de alteraciones
cromosomicas numeéricas o] estructurales
identificables por dicha técnica.

A la donante se le realizd protocolo de induccion
de ovulacion comenzando con acetato de leuprolide
2 cmd subcutaneos en la fase lutea del ciclo anterior,
se inici6 estimulacién el dia 3 del ciclo con 75
unidades internacionales (Ul) de FSH y 75 Ul de LH,
se realizo estimulacién con citrato de clomifeno por 11
dias, y seguimiento de ecografico folicular y de
estradios interdiario; se evidenciaron 9 foliculos en
ovario izquierdo y 11 en el derecho, cuando se
observaron 3 foliculos de mas de 18 mm, se aplicaron
5000 Ul de Hormona Gonadotropina Corinica y 36
horas posterior a esa aplicacion se le realizo6
aspiracion folicular, obteniendo 8 Ovulos; estos se
llevaron a fertilizacion in vitro, en la cual se produjo el
desarrollo adecuado de 4 embriones, 2 de los cuales
fueron transferidos.

El protocolo logré6 un embarazo gemelar bicorial
biamniético, seguido mediante 10 visitas de control
prenatal y 6 ecografias, entre ellas una de detalle
anatémico; ninguna ecografia detectdé anomalias
congénitas ni alteraciones del crecimiento fetal. La
gestacion se finalizé por cesarea a las 35 semanas y
6 dias por un trastorno hipertensivo del embarazo
severo. Se obtuvo un primer recién nacido (gemelo 1),
femenino, en presentacion podalica, con los
siguientes parametros: peso 2500 gramos, talla 46
cm, perimetro cefalico 34 cm, Apgarde 9y 10 (1'y 5,
respectivamente). El segundo recién nacido (gemelo
2), masculino, tuvo los siguientes parametros: peso
2100 gr, talla 45 cm, PC 33 cm, Apgar de 9y 10 (1'y
5, respectivamente). El gemelo 2, en seguimiento
hasta los 5 afos, tiene un desarrollo psicomotor
adecuado.

La gemela 1 fue valorada a los 19 meses de edad
por pediatra infectdlogo, debido a un cuadro de
bronconeumonia de dificil manejo; en esta consulta se
detecto un retraso global del desarrollo: inicié gateo a
los 12 meses, aun no caminaba, solo pronunciaba
monosilabos, se mostraba ansiosa e irritable y
temorosa ante extrafios. En el examen fisico se
observo6 hoyuelo en la porcion anterior y superior de la
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oreja derecha y estrabismo en ojo izquierdo. Dados
los hallazgos fenotipicos se consider6 sospecha de
SXF y se realizo PCR con doble cebador para
cuantificacion de tripletas del gen FMR1, que identificd
un alelo con 29 repeticiones de la tripleta CGG y el
otro con mas de 200 repeticiones, resultado que fue
confirmado mediante Southern Blot. Se hizo
diagndstico de mutacion completa en el gen FMR1y
de SXF.

Con los anteriores hallazgos, se contact6 a la
donante de évulos, quien acepto realizarse la misma
prueba molecular. En la donante, el PCR con doble
cebador mostr6 un alelo del gen FMR1 con 30
repeticiones de la tripleta CGG y el otro con mas de
68 repeticiones, resultado confirmado también por
Southern blot. El diagnoéstico de la donante fue
portadora de la premutacion del FMRT; recibio
asesoria genética y reproductiva, sobre Ila
probabilidad de tener hijos con la PM, la MC y SXF,
asi como de desarollar FXTAS y FXPOI.

La gemela 1 diagnosticada con SXF, ahora con 5
anos, recibe terapia fisica, ocupacional y del lenguaje,
con buena respuesta. A los 4 afios y 10 meses tuvo
cirugia para correccion de estrabismo. Al momento de
este reporte, asiste al jardin de infantes y alcanza,
aunqgue con mayor dificultad que sus companeros, las
metas escolares, y ha logrado una integracion parcial
a las actividades de clase.

DISCUSION

La prevalencia en mujeres de la premutacion del
gen FMR1 relacionada con el SXF en la poblacion
general es variable, y depende del numero de tripletas
CGG en el gen FMR1 utilizadas para el diagnéstico y
de la poblacién estudiada. En Finlandia, Ryynd nen
et al, realizaron un estudio prospectivo con 1,477
pacientes embarazadas y encontr6 una prevalencia
de portadoras de la PM de 1 en 246, utilizando como
criterio alelos con mas de 60 repeticiones?” . En Israel,
Pesso et al, reportd que 1 de cada 70 mujeres tenia
52 o0 mas repeticiones, y 1 de cada 152 pacientes
tenia mas de 54 repeticiones de CGG8. En Israel,
Hagit et al, en un estudio prospectivo, donde se
incluyeron 14,334 mujeres embarazadas o en estado
preconcepcional, sin historia familiar o personal de
discapacidad intelectual, se les realiz6 Southern blot
para determinar la presencia de expansiones en el

gen FMR1, y si la prueba era positiva se procedia a
PCR para determinar el numero de tripletas CGG. En
este estudio, 1 de cada 113 mujeres tenia la PM en
FMR1 9 . Tassone et al, en Estados Unidos de
America, a través de un estudio de tamizaje en 14,207
recién nacidos, reporté una prevalencia de alelos con
la PM de 1 en cada 209 recién nacidos femeninos y
de 1 en cada 430 recién nacidos masculinos'. En la
literatura se acepta que la prevalencia de PM es de 1
en cada 200 a 300 mujeres’!.

En Colombia no encontramos estudios sobre la
prevalencia de la PM del gen FMR1 en poblacion
general. Sin embargo, en Ricaurte, un corregimiento
colombiano ubicado en el departamento del Valle del
Cauca, y que es considerado un conglomerado
genético de SXF, se describieron las prevalencias
mas elevadas de los alelos de la PM y MC del FMR1
descritas en la literatura. En Ricaurte se identificaron
20 portadoras con tripletas entre 55 y 200 repeticiones
entre 502 mujeres evaluadas, mostrando que 1 de
cada 25 mujeres es portadora de la PM; esta
prevalencia es 11,1 veces mas elevada que las
prevalencias globalmente reportadas 2. No existen
reportes que establezcan o estimen la prevalencia o
numero de casos de PM para el resto del pais?2.

Las mujeres con la PM del gen FMR1 tienen
trastornos reproductivos y endocrinolégicos; las
portadoras de la PM tienen 20 veces mas probabilidad
de presentar menopausia precoz (ausencia de
menstruacion antes de los 40 afos). Allingham-
Hawkins DJ et al, en 1999, encontrd, entre 395
mujeres con la PM, una prevalencia de menopausia
precoz del 16%, mientras que en la poblacién general
se ha reportado en alrededor del 1% 13. También se
ha reportado la menopausia, ain después de los 40
afos, es mas temprana. Adicionalmente, la
insuficiencia ovarica en mujeres con la PM, entre los
18 y 30 afios esta entre 1,4% y 3%, mientras que en
la poblacién general, en el mismo rango de edad, es
de 0,1% 4. Dado lo anterior, se debe realizar PCR
para cuantificar tripletas del gen FMR1 en mujeres con
falla ovarica prematura. La donante de Ovulos
portadora de la PM no tenia signos de insuficiencia
ovarica.

Las mujeres candidatas a donante de 6vulos o que
asisten a consulta preconcepcional, pueden tener un
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examen médico sin hallazgos sugestivos, y por tanto,
se les deberia practicar pruebas para cuantificar el
numero de tripletas CGG del FMR18. En Colombia las
recomendaciones del INVIMA para donantes de
gametos, ordenan realizar cariotipo con bandas G, el
cual solo puede diagnosticar alteraciones
cromosOmicas numeéricas y estructurales, pero no
incluyen pruebas moleculares para evaluar el numero
de tripletas del FMR1, ni tampoco para detectar
alteraciones en otros genes implicados en
enfermedades genéticas de herencia recesiva 4.

La PCR con doble o triple cebador y el Southern
Blot (SB) son las pruebas moleculares de tamizaje y
confirmacion, respectivamente, de las variantes
alélicas PM y MC del gen FMR1. Estas pruebas se
pueden aplicar a diferentes muestras; en diagnostico
prenatal, en DNA extraido por biopsia de vellosidad
corial, en liquido amni6tico o en sangre fetal, y en
ninos o adultos en muestras de sangre periférica. La
PCR y el SB pueden identificar la PM y la MC y
cuantificar las tripletas; ademas el SB puede
determinar el estado de metilacion de las islas CpG
del gen FMR1. En comparacion con la PCR, el SB
requiere mas DNA, toma mas tiempo, y es mas
costoso, por tanto se utiliza solo como prueba
confirmatoria de las variantes alélicas relacionadas
con el SXF1'5. Al caso aqui reportado, a su gemelo y
a la donante de 6évulos, se les realiz6 tanto PCR como
SB.

En el diagnostico genético preimplantacion (DP),
la PCR es la prueba molecular indicada para la
cuantificacion de tripletas. A través de biopsia de
blastomera o de trofoectodermo de blastocisto, se
puede obtener suficiente DNA para realizar una PCR
con doble o triple cebador. Sin embargo, algunos
autores sugieren que el PCR no es concluyente y
proponen que se complemente con analisis de
haplotipos flanqueantes al FMR1 con técnicas de
secuenciacion de siguiente generacion. En el DGP el
SB no puede utilizarse dado que las cantidades DNA
obtenidas no son suficientes para realizar la prueba.
Asi es que, las pruebas moleculares para el SXF en
diagnostico preimplantacion son posibles y se realizan
en laboratorios especializados'6-18.

La asesoria genética y reproductiva en portadoras
de la PM del FMR1 debe incluir varios topicos. El
primero, es explicar la probabilidad, en términos de

porcentaje, de tener hijos con el alelo normal, con la
PM o con la MC y de ser afectados por el SXF. El
segundo, tratar las opciones de diagnéstico prenatal
en embarazos espontaneos, como la prueba de
cuantificacion de tripletas en DNA extraido por biopsia
de vellosidad corial, liquido amniético o sangre fetal.
Tercero, exponer las opciones de diagndstico
preimplantacional en casos de reproduccion asistida.
El cuarto es sugerir pruebas moleculares a otros
integrantes de la familia que podrian tener PM o MC.
Finalmente, se deben explicar los sintomas de
FXTAS, FXPOI y FXAND, y las probabilidades de
padecerlos (ver tablal). Se sugiere entregar un
informe escrito que describa estos tdpicos, para que
el paciente, su familia y los profesionales sanitarios
entiendan la trascendencia del resultado y, asi, poder
generar una toma de decisiones informada. En el caso
aqui reportado, a la donante de 6vulos con PM se le
brindé asesoria genética y reproductiva.

En donantes de 6vulos o semen se deben realizar
pruebas moleculares para evaluar si sus gametos
pudieran tener variantes alélicas causantes de
enfermedades genéticas en los embarazos
generados a partir de ellos. Las Sociedades
Americana y Europea de Medicina Reproductiva
recomiendan pruebas moleculares a los donantes de
gametos si hay hallazgos en la historia familiar
relacionados con enfermedades de origen genético, o
si pertenecen a un grupo étnico reconocido por
presentar enfermedades genéticas con mayor
frecuencia que en la poblacion general. En Estados
Unidos de América se realizan pruebas para fibrosis
quistica y atrofia muscular espinal, no solo a donantes
de gametos, sino a toda la poblacion en edad
reproductiva 519-21,

Basados en estas recomendaciones, la poblacién
general oriunda de Ricaurte o cuyos sus padres son
originarios de Ricaurte, especialmente si son
candidatos a donantes de gametos, deben realizarse
PCR para evaluar si tienen variantes alélicas del
FMR1 relacionadas con el SXF.

Con la tecnologia de la secuenciacion de siguiente
generacion se tienen nuevas posibilidades para
evaluar a parejas, tanto en cita preconcepcional como
en reproduccion asistida, y a donantes de gametos. El
Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) y otros centros
de reproduccion asistida, en sus protocolos
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recomiendan realizar paneles moleculares que
evallan alteraciones en al menos 600 genes,
relacionados con enfermedades monogénicas y
herencia recesiva como  fibrosis  quistica,
hemoglobinopatias, errores congénitos del
metabolismo y SXF. Especificamente, en los casos
en que los donantes tengan una o algunas variantes
en heterocigosidad en genes relacionados con
patologias genéticas, se sugieren dos opciones a
seguir: la primera es descartar el donante, y la
segunda, es realizar una evaluacion dirigida a ese gen
(por ejemplo, mediante secuenciacién sanger) en el
receptor; si el receptor tiene alguna variante genética
implicada en la misma patologia, se debe descartar al
donante, pero si no la tuviera, se asesoraria a la
pareja receptora explicando que el recién nacido
producto de ese gameto tendria 50 % de probabilidad
de ser portador de esa variante, y una probabilidad
cercana a 0 (cero) de padecer la enfermedad
genética. Con la informacion, sera la pareja receptora
quien tome la decision de continuar el proceso de FIV
con ese donante y realizar diagnoéstico genético
preimplantacional especifico para el alelo implicado.
La aplicaciéon de pruebas moleculares a donantes de
gametos puede disminuir la incidencia de casos de
enfermedades con origen genético en reproduccion
asistidas.

El caso aqui reportado, de una donante de 6vulos
a quien se le realizd el protocolo con las pruebas
ordenadas por el INVIMA, sin antecedentes familiares
de discapacidad intelectual y autismo y sin hallazgos
sospechosos de ser portadora de la PM del FMR1, y
que generd como producto un recién nacido con SXF,
aporta argumentacion para sugerir que la
normatividad y los protocolos de las clinicas de
reproduccion sean actualizados para incluir pruebas
de deteccion de variantes genéticas implicadas en
enfermedades monogénicas recesivas y SXF en
donantes de 6vulos y semen.
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Figura 1. Asesoria genetica y reproductiva en portadora de la premutacion del gen FMR1 relacionado
con el SXF. Se muestra como la asesoria debe incluir la probablidad e tener hijos con SXF, la explicacion de
padecer patologias relacionadas como FXTAS, FXPOI, FXAND vy las opciones de diangostico preinplantacion,
prenatal y postnatal.




