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Resumen

El Diagndstico Genético Preimplantacional es una técnica novedosa, que no lleva muchos afios en
préctica pero muy eficiente en cuanto a la deteccién de algun tipo de anomalia o alteracién genética
en los embriones obtenidos previamente mediante técnicas de Reproduccion Asistida. Veremos qué ti-
pos de anomalias existen en los cromosomas, algunas de las distintas técnicas utilizadas, el protocolo
clinico a seguir cuando Ilega una pareja pidiendo asesoramiento genético y nos meteremos un poco
mas en el modo de herencia y los métodos de Diagnéstico Genético Preimplantacional de algunas de
las enfermedades hereditarias mas comunes, como son la Fibrosis Quistica, la Enfermedad de
Huntington, el Sindrome de Marfan, el Sindrome del X-fragil y el Sindrome de Turner.

Palabras clave: (DGP) Diagnostico Genético Preimplantacional. Fibrosis quistica (FQ).
Enfermedad de Huntington (EH). Sindrome de Marfan. Sindrome del X-fragil. Sindrome de
Turner.

Summary

Preimplantational Genetics Diagnosisis an ongoing and efficient technique in genetics diseases de-
tection. These diseases are detected on the embryos previously obtained by assisted reproduction
technigues. Here we propose an overview on some of the kinds of cromosomic anomalies or cytogene-
tic abnormality and the different techniques that are applied. We also propose a clinical protocol for
advising the couples. We deal with some advanced concepts like inheritance mode and
Preimplantational Genetics Diagnosis methods in some of the common inherited diseases such as
Cystic Fibrosis, Huntington Disease, Marfan Syndrome, Fragile-X Syndrome and Turner Syndrome.
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INTRODUCCION

Hay dos tipos de herencia, la Herencia autosémica
y laHerencialigada a sexo. La Herencia Autosomica
es la referida a los cromosomas “autosomas” (22 pa-
res) y la Herencia ligada al sexo es la referida alos
“heterocromosomas” o “cromosomas sexuales” (X,
Y).

Existen enfermedades genéticas que son heredita-
rias originadas 0 por genes autosdmicos, que pueden
ser dominantes o recesivos, o por genes ligados a los
cromosomas sexuales.

La mayoria de enfermedades genéticas autosdmi-
cas parecen debidas a genes recesivos. Si es asi, €l
caracter o enfermedad aparece en la descendencia de
padres no afectados pero portadores; la descendencia
de dos individuos afectados siempre o estarg; si sélo
es uno de los parentales el afectado, la descendencia
tendra un 50% de estarlo; ademas, los individuos
afectados generalmente pertenecen a generaciones al -
ternas. Ej: Fibrosis quistica.

Si la enfermedad esta causada por genes autoso-
micos dominantes, lo normal es tener un alelo domi-
nante, no es normal ser homocigoto para esa enfer-
medad. El caracter pasa directamente de individuos
afectados a la descendencia, basta que uno de los pa-
dres esté afectado para que los hijos o estén; el ca-
récter esta presente en todas las generaciones; cada
descendiente de un parental afectado tiene un 50% de
posibilidades para estar afectado; puede darse el caso
de que dos individuos afectados tengan un hijo que
no lo esté, pero en un porcentaje muy bajo. Ej:
Enfermedad de Huntington, Sindrome de Marfan.

En cuanto ala Herencia ligada a sexo, es muy di-
ferente el patrén de herencia. Para empezar, 10s cro-
mosomas X e Y son distintos. EI cromosoma X es de
gran tamafio, y el cromosoma'Y es mucho menor; du-
rante la meiosis, en la mujer los dos cromosomas X
aparean entre si, pero en el hombre el cromosoma X
aparea con €l cromosoma Y en una zona muy peque-
fla donde hay homologia entre ambos; ésta falta de
homologia es debido a que los genes que estan en uno
y otro cromosoma son distintos, la mayoria de los ge-
nes del cromosoma X no se encuentran en el cromo-
soma'Y, por €ello, la mayoria de enfermedades ligadas
al sexo serefieren a cromosoma X.

La mujer puede ser homocigota o heterocigota pa-
ra las enfermedades ligadas a cromosoma X a tener
2 alelos, (XX). El hombre es hemicigético, por eso,
suele expresar con mucha mayor probabilidad estas
enfermedades. Ocurre un fenémeno, la inactivacion
de uno de los 2 cromosomas X de la mujer. Hay una

hipétesis que lo explica, la Hipotesis de la inactiva-
cion de LYON: los cromosomas X condensados estan
inactivos, suele ocurrir en lafase de blastocisto, inac-
tivandose al azar (puede ser €l cromosoma X materno
o0 €l paterno). Una vez que una célula ha inactivado
uno de estos cromosomas, las células que se formen a
partir de ella tendran siempre el mismo cromosoma
inactivado. El objetivo de estainactivacion es la com-
pensacion de la dosis génica debido a que tienen 2
cromosomas X con los mismos genes cada uno. Es
por esto que las mujeres sufren menos enfermedades
de las llamadas ligadas al sexo que los hombres, ya
gue si el cromosoma X afectado es el que se inactiva,
éstas mujeres no sufrirén la enfermedad o en menor
grado.

Si la enfermedad esta causada por genes dominan-
tes ligados a cromosoma X: un padre afectado salen
hijas afectadas e hijos sanos; una mujer heterocigota
afectada transmite el carécter por igual a su descen-
dencia con una probabilidad del 50%.

Si la enfermedad esta causada por genes recesivos
ligados a cromosoma X: un padre afectado tiene hi-
jas portadoras (heterocigotas) que transmiten el ca-
racter por igual a su descendencia con una probabili-
dad del 50%; nunca son transmitidos de padres a
hijos, pero si de abuelos a nietos; la expresién fenoti-
pica es mucho mas frecuente en los varones. Ej:
Sindrome del X-frégil.

Y por ultimo, existen enfermedades originadas por
genes ligados totalmente al cromosoma Y, se llaman
genes holandricos, que se encuentran en la region di-
ferencial del cromosoma, y que solo se transmiten de
padres a hijos. Ej: crecimiento de pelo en la oreja.

L as enfermedades hereditarias se clasifican en dis-
tintos tipos:

1.-Anomalias cromosdmicas autosémicas numé-
ricas:

-Aneuploidias: se dividen en monoploidias (1 sélo
juego de cromosomas) y poliploidias (mas de 2
juegos de cromosomas), aunque no suelen ser
viables, las mas frecuentes son la trisomia 21 (S.
Down), trisomia 18 (S. Edwars), trisomia 13 (S.
Patau); pueden existir otras aunque son muy ra-
ras como la trisomia 22 y la mosomia 21. El res-
to son letales.

2.-Alteraciones (mutaciones) cromosomicas es-
tructurales: las mutaciones pueden ser espontaneas o
estar producidas por sustancias quimicas o radiacio-
nes. Se dan en un cromosoma pero no en su homalo-
go. Surgen debido a apareamientos extrafios ocurri-
dos durante la meiosis, donde ocurren:
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-deleciones, la més frecuente la 5p- (S. cri.du-chat),
otras estén relacionadas con el cancer;

-duplicaciones;

-inversiones;

-translocaciones como la translocacion robertsonia-
na.

De todas estas mutaciones, no todas llegan a ma-
nifestarse. Hay varios tipos de mutaciones en relacion
aesto:

-silenciosas: €l cambio es de una base en la cadena
de ADN cuyo resultado no cambia el resultado
ya que se ha originado un triplete sinbnimo, es
decir, un triplete que codifica para el mismo ami-
noécido ala hora de latraduccion.

-sin sentido: el cambio de una base de un triplete da
lugar a un triplete sin sentido, que no codifica
para ningiin aminoacido, también |lamados codo-
nes de terminacion.

-cambio de sentido: cuando el cambio de una base
por otra codifica para un aminoéacido distinto. La
proteina mutada tiene un aminoacido distinto que
puede dar lugar a una proteina normal, realiza la
misma funcion, o afectarle de tal modo que deje
de funcionar o lo haga de un modo incorrecto.

3.-Anomalias cromosémicas en los cromosomas

X, Y: Ej: 45,X; 47, XXY; 47,XXX.
-Estructurales
-Numéricas (Euploidias y Aneuploidias):

La mayoria de las euploidias no llegan a término;
la més frecuente es la triploidia; es la causa més fre-
cuente de abortos espontaneos en los primeros 3 me-
ses del embarazo. Las Aneuploidias son el resultado
de una no disyuncion cromosomica.

A la hora de querer diagnosticar estas enfermeda-
des, existen varias técnicas. El diagndstico puede ser
prenatal, postnatal o preimplantacional, éste Ultimo es
el que nos interesa a la hora de querer tener un hijo
sano si los padres son portadores de alguna de ellas o
estan afectados.

Las diversas técnicas utilizadas son: PCR; FISH;
electroforesis; DHPLC; citometria de flujo; andlisis
de cariotipo

PCR: Lareaccion en cadena de la polimerasa se
desarrolla en tres pasos.

1°. Separacion de las dos cadenas que forman la
molécula de ADN que se quiere amplificar, para
lo cual se debe calentar el ADN a altas tempera-
turas que pueden ser préoximas a la ebullicion.
Cada una de estas cadenas actuara como molde
para fabricar la cadena complementaria.

2°. Se baja la temperatura para conseguir que cada

cebador se una a su region especifica dentro de
la cadena de ADN.

3°. Este Ultimo paso consiste en la generacion de la
cadena de ADN complementaria por accion de la
ADN polimerasa. Cada una de las moléculas de
ADN hijas pueden volver a entrar en el proceso
y servir como molde para fabricar méas copias.
Asi tras 20 ciclos de reaccion se puede obtener
hasta 1 millén de copias de una molécula de
ADN (Figural) (2).

Polymaraga Ghain Reacton (PCR)

LT i 1

Figural

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta
pero presenta algunos inconvenientes, como son que
no es una técnica cuantitativa sino cualitativa, es de-
cir, detecta presencia o ausencia de los cromosomas;
y una relativamente alta probabilidad de obtener fal-
S0S positivos por contaminacion. Para solventar este
ultimo problema se ha de optimizar la secuencia de
los cebadores, asi como la temperatura precisa para
gue estos se unan al ADN en la localizacién correcta
y realizar una adecuada manipulacion de los reacti-
vos. Por otra parte para solventar el problema de la
cuantificacion se han generado unas variaciones so-
bre el esquema inicial de la PCR, dando lugar a lo
gue se conoce como PCR cuantitativa.

La PCR cuantitativa: parallevar a cabo esta técni-
ca, existen varios métodos pero casi todos basados en
la utilizacion de otro fragmento de ADN (sonda)
complementario a una parte intermedia del ADN que
gueremos amplificar. Esta sonda |lleva adherida una
mol écula fluorescente y otra molécula que inhibe esta
fluorescencia (“quencher”), de tal forma que sélo
cuando la sonda es desplazada de su sitio por accion
de la ADN polimerasa la molécula fluorescente se li-
bera de la accion del “quencher” y emite fluorescen-
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ciaal ser iluminada con un laser. La cuantificacion de
la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR
sera proporcional ala cantidad de ADN que se esta
amplificando. En general para que sea vélida esta téc-
nicarequiere realizar en paralelo una curva patron en
las mismas condiciones para conocer la cantidad total
de ADN que se esta amplificando.

FISH: (Figura 2) (1). Esta técnica tiene como fin
laidentificacion del sexo genético del embriony la
presencia 0 no de anormalidades cromosdmicas, prin-
cipalmente aneuploidias se visualizan |os cromoso-
mas sexuales de la blastémera biopsiada mediante
fluorescencia. Se lleva a cabo una desnaturalizacion
del centrosoma de los cromosomas y posteriormente
una hibridacion con sondas especificas de cada tipo
de cromosoma unidas a fluorocromos que se ponen
de manifiesto al ser excitados en un microscopio de
fluorescencia. Actualmente se dispone de sondas de
ADN marcadas con fluorocromos de distintos espec-
tros. Concretamente para la seleccion del sexo como
es en este caso se dispone de dos sondas, una para ca-
da cromosoma, para el cromosoma X la sonda esta
marcada en rojo y para el cromosoma Y la sonda esta
marcada en azul.

Se disponen también de sondas para varios cromo-
somas, por g emplo, para analizar aneuploidias se dis-
pone de una sonda marcada en verde para el cromo-
soma 13, en rojo parael cromosoma 21y en azul para
el cromosoma 18. Y para translocaciones se dispone
de una sonda marcada en verde para el cromosoma 13
y otra, marcada en azul para el cromosoma 14.

En la actualidad es la técnica que mas se utiliza, a
pesar de que la tasa de error se ha estimado un poco
mas alta que con la PCR, alrededor del 5% (5). La
ventaja del FISH frente ala PCR es que al mismo
tiempo se pueden detectar aneuploidias, ya que se ob-
servan los cromosomas uno a uno. En cambio la PCR
nos da tan solo informacion cualitativa (presencia/au-
sencia) (6).

CITOMETRIA DE FLUJO: se basa en la sepa-
racion de los espermatozoides segun su diferencia en
la cantidad de ADN total. En la especie humana con-
cretamente, el espermatozoides X contiene un 2,8%
mas ADN que el cromosoma Y.

La muestra seminal se tifie con una solucion de
Hoechst 33342 (bisbenzimida), que es un fluorocro-
mo gue se une de manera no covalente a los pares de
bases A-T (Adenina-Timina) y tiene una absorcién
maxima a 340 nm. Este espectro es diferente del de
absorcion del ADN (260 nm) por lo que la posterior
excitacion no afectaria a su estructura. En el citome-
tro se detecta la fluorescencia emitida por cada esper-
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Figura 2

matozoide con un filtro de 400 nm de longitud de on-
day los espermatozoides sel eccionados son recogidos
mediante un “sorter”. Una parte de la muestra obteni-
da finalmente se analiza mediante FISH, y la otra es
congelada para su posterior utilizacion, bien insemi-
nacion artificial (I1A) o fecundacion “in vitro” (FIV)
(7).

Los resultados que se obtienen si se realiza FISH
es que el 85% de los espermatozoides sel eccionados
son X. Las tasas de gestacion en las técnicas de re-
produccion asistida son de un 10,6% en |A, y un
21,2% en FIV. Si nos referimos a los nifios nacidos,
el 92,9% de |os nacimientos fueron nifias.

La principal critica que ha recibido esta técnica es
€l uso de bisbenzimida como fluorocromo, ya que es
un agente potencial mente mutagénico. Fugger y cola-
boradores alegan que se ha visto que este producto no
afecta a gen de la_-globina (8). Los autores que lle-
van a cabo esta técnica responden con las evidencias
clinicas de nifios nacidos sanos.

Protocolo Clinico: (4)

Cuando llega una pareja para pedir consejo genéti-
co hay que seguir un protocolo. Lo primero es que la
pareja firme un consentimiento informado para el
DGP Segun lo que se quiera analizar se sigue un pro-
tocolo u otro.

¢En qué consiste el DGP?

El diagndstico genético preimplantacional (DGP)
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es un nuevo método de diagndstico prenatal que se
realiza en el embridn antes de su implantacién en el
Utero. En las parejas con riesgo de transmitir ala des-
cendencia alteraciones cromosémicas, el DGP infor-
ma sobre el estado de cada uno de los embriones con-
cebidos, y permite que Unicamente |0s sanos sean
transferidos al Utero. La técnica del DGP es €l resul-
tado de la combinacion de 1) la fecundacién “in vi-
tro”, 2) la biopsia de células embrionarias por medio
de micromanipulacion, y 3) las técnicas de diagndsti-
Co citogenético.

JCuando esta indicado?

Cuando existen dudas fundadas sobre la viabilidad
de los embriones o riesgo de que presenten ateraciones
graves del nimero o la constitucion de los cromosomas.

Procedimiento

1. Obtencion de los embriones. Se trata de obtener
los embriones que seran objeto del diagndstico.
Deben procederse “in vitro” mediante técnicas
de reproduccién asistida a pesar de que la pareja
no presente ningun tipo de anomalia reproducti-
va que impida la procreacion natural (segln se
especificaen laley 35/1988 de 22 de Noviembre
de 1988 sobre Técnicas de Reproduccion
Asistida, Art. 20.2 apartado Bb).

2. Biopsia embrionaria. La biopsia embrionaria se
realiza alas 72-76 horas posteriores a la recupe-
racion de los ovocitos (gametos), cuando el em-
brién se encuentra en el estadio de 6-8 células.
Consiste en extraer una o dos células del embrion
(segun el nimero de células que tenga en total)
sin que por ello se comprometa su desarrollo nor-
mal. Para ello se realiza un hueco en la zona pe-
lGcida con &cido Tyrode (Figura 3) (3), para po-
der, posteriormente extraer la o las dos células a
través de él (Figura4) (3). Seredizaen un medio
libre de C**y Mg*, que hay que suplementar con
HSA. Unavez realizada la biopsia, el embridn es
devuelto a incubador donde se mantendra en cul-
tivo “in vitro” hasta el momento de su transferen-
cia al Utero materno. Para fijar las células, cada
una por separado se coloca en un porta desengra-
sado con alcohol:éter en una proporcién 1:1y se
deja caer de 1-3 gotas de medio fijador (Carnoy,
gue se compone de metanol: ac acético glacial en
unaproporcion 3:1) (Figurab) (3).

3. Transferencia embrionaria. El resultado del
andlisis genético se transmite al Centro mediante
informe detallado y se decide, conjuntamente
con la pareja consultante, qué embriones van a
ser transferidos en funcion de la constitucion
cromosémicay las caracteristicas morfol bgicas
de viabilidad embrionaria.

]
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Resultados

La eficacia global del DGP depende del rendimien-
to del método de diagndstico, del nimero de embrio-
nes disponibles y de su potencia de crecimiento. El re-
gistro de nacidos vivos después de la aplicacion del
DGP muestra que €l procedimiento es eficaz y que no
se asocian otras anomalias debidas alatécnica.

Este centro realiza el DGP para varias alteraciones
como:

- Screening de Aneuploidias: Cromosomas X, Y,
18.
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- Screening de Aneuploidias: Cromosomas X, Y,
13, 18, 21.

- Screening de Aneuploidias: Cromosomas X, Y,
13, 15, 16, 17, 18, 21, 22.

- Transl ocacion Robertsoniana.

- Estudio de informatividad para una Translocacion
reciproca.

- Translocacion Reciproca.

FIBROSIS QUISTICA (FQ)

En Espafa esta enfermedad es conocida como Fl-
BROSIS QUISTICA, haciendo referencia a aspecto
fibroso y quistico que adquieren los érganos afecta-
dos, como los pulmones y el pancreas; y como MU-
COVISCIDOSIS, por la consistencia viscosa de las
mucosidades que se secretan en las personas enfer-
mas (11).

La fibrosis quistica, es una enfermedad genética,
hereditaria, no contagiosa (15). Afecta a muchos or-
ganos del cuerpo, principalmente al aparato respirato-
rio y digestivo, aunque en cada paciente se puede ma-
nifestar de distintos modosy en distintos grados.

La afectacion pulmonar es la més grave y determi-
na el prondstico, en ocasiones es necesario €l tras-
plante.

Se manifiesta desde el momento del nacimiento.
La mayoria de las personas afectadas vive hasta cerca
de los 30 afios, aunque algunas mueren durante la ni-
fiez y otros viven hasta los 40 afios o incluso después.
Se calcula que un(a) nifio(a) de cada 16.000 recién
nacidos puede estar afectado(a) por |a enfermedad.

La fibrosis quistica esta causada por una proteina
anormal (Figura 6, (11)) que no permite el ingreso y
salida normales del cloruro (que, junto con el sodio,
forman la sal) de ciertas células, incluidas las que re-
visten los pulmones y el pancreas. En consecuencia,
estas células producen una secrecion mucosa espesa y
pegajosa y otras secreciones. La mucosidad obstruye
los pulmones y causa problemas de respiracion. Las
personas af ectadas también suelen tener infecciones
en los pulmones, que terminan por dafarlos y contri-
buyen a una muerte prematura. Ademas, los liquidos
digestivos espesos producidos por el pancreas no
pueden llegar al intestino delgado, que los necesita
paradigerir los alimentos.

La FQ se diagnostica con una prueba sencilla e in-
dolora que mide la cantidad de sal presente en el su-
dor. Los bebés, nifios y adultos que tienen esta enfer-
medad tienen mas sal en su sudor que las personas
sanas. En muchos casos, l1a FQ se diagnostica cuando
el nifio tiene entre dos y cuatro afios de edad, después

Figura 6

de infecciones pulmonares repetidas y/o problemas
de crecimiento.

El gen causante de la enfermedad es el gen CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) que esta situado en €l brazo largo del cro-
mosoma 7, concretamente en la posicién 7q31-32
(Figura 7 (16)). Esta enfermedad presenta diferentes
sintomas y variacion en la gravedad dependiendo de
la mutacién que tenga el gen de |la persona afectada.
Se ha descubierto un gran nimero de mutaciones
(>1.300) que afectan al gen. Estas mutaciones se pre-
sentan en diferentes frecuencias, dependiendo de la
poblacién estudiada. En Europa la incidencia de la

Figura7
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enfermedad es en promedio de 1 en 2.500 recién na-
cidos.

Respecto a las diversas mutaciones que se pueden
dar, la mas comun es la denominada DF508, presente
en un 57% de los cromosomas fibroquisticos en
Espafia. Consiste en una delecion de 3 pb (CTT) en €
exon 10, que conlleva la pérdida de un aminoéacido
(fenilalanina) en la posicién 508 de la proteina.

En cuanto a modo de herencia, lafibrosis quistica
es una enfermedad hereditaria, autosdmica recesiva.
Como los genes vienen en pares, para heredar la FQ,
el nifio debe recibir dos genes CFTR mutados, uno
del padre y el otro de la madre, siendo ambos porta-
dores del gen mutado. Las personas portadoras tienen
un gen norma y uno anormal en el par, y son tan sa-
nas como las personas normales. Cuando ambos pa-
dres son portadores de un gen FQ anormal, existe un
25% de probabilidades de que el nifio padezca la FQ.
Existe una probabilidad de un 50% de que €l nifio sea
portador al igual que sus padres. También existe una
probabilidad de un 25% de que €l nifio tenga el gen
normal. Cada embarazo sucesivo tiene |las mismas
probabilidades. Si solo uno de los padres es portador,
no existe ninguna probabilidad de que los hijos ten-
gan hereden la enfermedad. Ademas, en el caso de
gue un miembro de la pareja sea afecto, como mini-
mo todos los hijos serian portadores si el otro miem-
bro fuera sano. Precisamente por esta razén el nime-
ro de portadores es muy €elevado, pero la mayoria de
ellos no lo saben.

Mirando |la frecuencia de embarazo de estas perso-
nas, el nimero de embarazos se ha ido incrementando
de forma importante, calculandose que un 3% de las
pacientes con FQ se quedan gestantes cada afio (10).

“DGP” DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

La metodologia utilizada se denomina mutagéne-
sis dirigida mediante PCR (PSM).

El uso de kits comerciales, disponibles en nuestro
pais, permite el andlisis simultaneo de varias muta-
ciones. Sin embargo, la tasa de deteccion depende de
cuan frecuentes sean estas mutaciones en la pobla-
cion. Es asi como €l uso de uno de los paneles reco-
mendados por The American College of Medical
Genetics, que comprende las 25 mutaciones més co-
munes en la poblacion caucésica, permite un nivel de
deteccién promedio inferior a 60% de los alelos mu-
tados en la poblacion hispanoamericana. Por |o tanto,
un resultado negativo en este andlisis, no permite des-
cartar la presencia de Fibrosis Quistica. Es posible en

estos casos, aungue su costo es elevado, recurrir al
servicio de empresas que cuentan con laboratorios es-
pecializados.

Existen unos kits |lamados Elucigene (12) desa-
rrollados por Cellmark Diagnostics, disponibles en
Francia. Concretamente, en la actualidad existe el kit
“Elucigene CF20kit” que usa multiples brazos que
permite el screening de 20 de las mutaciones de la FQ
(DF508, G542X, N1303K, 1717-1G>A, G551D,
W1282X, R553X, DI507, 1078del T, 2183AA>G,
3849+10kbC>T, R1162X, 621+1G>T, R334W,
R347P, 3659delC, R117H, S1251N, E60X, A455E)
sin instrumentacion especifica. El kit distingue entre
homocigotos y heterocigotos para el DF508, pero no
para otras mutaciones mas raras, menos frecuentes.
Detecta del 68-92% de |os alelos defectuosos.

Treinta muestras de sangre y treinta de mucosa
bucal fueron analizados con el kit. Todas las muestras
fueron previamente desnaturalizadas en electroforesis
en gel de agarosa (con gradiente) y secuenciadas. El
kit consiste en tres multiplex. Cada uno contiene pri-
mers especificos para 6-8 mutaciones y dos reaccio-
nes control. La ausencia o la presencia de demasiados
fragmentos control significa que hay que repetir €l
test. El porcentaje de amplificacion es del 98,3%: de
60 gjemplos testados, 1 requeria reamplificacion. Este
kit es Util para el estudio de la identificacién en pri-
meralinea de |os pacientes y portadores.

Otro método es mediante la técnica DHPLC (an&-
lisis en cromatografia liquida de alto rendimiento
desnaturalizante), sirve para separar los heteroduplex
de los homoduplex mediante desnaturalizacion para
poder detectar asia |os mutantes. Estos duplex de
ADN sediferencian en 1 0 mas pares de bases.

Mediante PCR: (9) para realizar esta técnica usa-
mos marcadores polimorficos, concretamente tres
marcadores polimdrficos intragénicos: 1VS8CA,
IVS17BTA, IVS17BCA; y cuatro marcadores poli-
morficos extragénicos: D75490, D75486, D7S480 y
D7S523. Tabla 1 (9) (secuencia de los primers usa-
dos) (13).

-IVS8CA: (CA)n (repeticion de CA) en el intron 8
del gen CFTR con unas 12-24 repeticiones y una
heterocigosidad del 48%.

-IVS17BCA: (CA)n en el intron 17B con 11-20 re-
peticiones y heterocigosidad del 39%.

-IVS17BTA: (TA)n en €l intron 17B con 7-54 repe-
ticionesy heterocigosidad del 87%.

Los marcadores extragénicos son (CA)n con un
porcentaje de heterocigosidad del 80, 77, 87 y 81%
respectivamente (14).

Se realizan duplex de PCR que amplifican dos
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Tablal
Secuencias de los Primers

Primers
gF508 KSCF1
CF2
IVSBCA CFTR8.18.8.18.1
CFTRS8.2
IVS17BTA CFTR1
CFTR5
D75486 D75486F
D73486R
D75490 D7S490F
D7S490R

Sequences

5 Cy5-AATTGGAGGCAAGTGAATCC-3
5-GTTGGCATGCTTTGATGACGCCTC-3

5 -Cy5-ACTAAGATATTTGCCCATTATCAAGT-3
5-TCTATCTCATGTTAATGCTG-3

5 -GCTGCATTCTATAGGTTATC-3

5 Cy5-GACAATCTCGTGTGCATCG-3

5 Cy5-AAAGGCCAATGGTATATCCC-3

5 -GCCCAGGTGATTGATTGATAGTGC-3

5 Cy5-CCTTGGGGCCAATAAGGTAAG-3
5-AGCTACTTGCAGTGTAACAGCATTT-3

marcadores o uno combinado con DF508, que es la
mutacion més comun.

Esta técnica permite ofrecer a parejas con muta-
ciones desconocidas o de baja frecuencia el DGP.
Ademés esta técnica es eficiente ya que los diplex se
hacen una vez y pueden ofrecerse a todas las parejas
informativas (Informatividad: los cromosomas que
[levan la mutacion puedan ser identificados).
También se suele hacer un andlisis de los miembros
de la familia, lo cual es Util para estudiar |a segrega-
cion de los distintos alelos con la enfermedad. Los
duplex sirven como herramienta de trabajo ademas de
sernos util como control de los alelos ADO (alelo
drop-out) (Ila no amplificacion de una de las molécu-
las de ADN) y de la contaminacion.

Normalmente se realiza el estudio paralainforma-
tividad parejas con una o dos mutaciones o con una
sola pero desconocida. Se usa PCR fluorescente para
el ADN genomico de la sangre periférica

El porcentaje de amplificacion para todos los di-
plex de PCR suele ser del 92-98%, con un margen de
error debido ala presenciade algin alelo ADO.

ENFERMEDAD DE HUNTINGTON O
COREA (EH)

A ésta enfermedad se la conoce también por el
nombre de Corea, (en griego danza) debido al movi-
miento caracteristico de las personas que la padecen.
Durante mucho tiempo se la denomind “el mal de San
Vito”. Se presenta en ambos sexos, manifestandose la
enfermedad en general a partir de los 40 afios, aunque
puede aparecer antes, siendo entonces de curso mas
rapido. Afecta entre 7-10 de cada 100.000 nacidos en
Europay Estados Unidos de América.

La Enfermedad de Huntington, es una enfermedad

degenerativa neurol6gica (pues afecta al cerebro, a
areas determinadas de éste, donde |las neuronas, van
degenerandose y finalmente mueren.

Esta enfermedad se caracteriza por una triada de
signosy sintomas (19):

-(2) trastornos del movimiento incluyendo distonia
y parkinsonismo asi como corea,

-(2) trastornos psiquidtricos y de la personalidad,

-(3) demencia.

La anormalidad genética reside en €l cromosoma
4 en el brazo corto, concretamente en la posicion
4p16.3 (Figura 8 (31)). El gen implicado es el gen
“1T15”, que se compone de un segmento de DNA que
contiene una expansion de repeticiones de nucleoti-
dos. El patrén implicado es un trinucleétido repetido,
expandido e inestable (unstable expanded trinucleoti-
de repeat), formado por la citosina, adeninay guanina
(CAG).

El que una persona desarrolle o no la Enfermedad
de Huntington esta determinado por el nimero de re-
peticiones del triplete (CAG) que contenga dicho gen.
Las personas que han heredado el gen tienen un ni-
mero més alto de repeticiones, normalmente por enci-
ma de 38, 40. Aquellos cuyo nimero esté por debajo
de 35 no desarrollarén la enfermedad. (Tabla 2) (18).

El test que se realiza para esta enfermedad sirve
para determinar el nimero de repeticiones que posee
esa persona en dicho gen. Hoy en dia hay estudios
encaminados a determinar si |as personas cuyas repe-
ticiones de CAG son intermedias, entre 35y 38-40,
(las cuales constituyen un 1% de las personas testa-
das), desarrollaran o no la enfermedad.

Aunque €l intervalo del nimero de repeticiones no
es fijo, ya que los distintos laboratorios consideran
rangos diferentes.

En cuanto al modo de herencia, la enfermedad de
Huntington es una enfermedad hereditaria, autosomi-
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cay dominante. Cada hijo/a de un padre o madre con
la enfermedad tiene una probabilidad del 50% de he-
redarla, independientemente de si sus hermanos/as la
han heredado o no. Si el hijo/a no hereda de sus pa-
dres el gen causante de la enfermedad, no tendra la
EH y tampoco se dara el caso de que la transmita a
sus descendientes.

Esta enfermedad tiene una “penetrancia’ comple-
ta, es decir, no hay distintos grados de afectacion.

En la EH hay més de 40 repeticiones. Las repeti-
ciones entre 35 y 40 estan de momento indetermina-
das en cuanto a si estan enfermos o no. En series
grandes de pacientes con EH, el nimero de repeticio-
nes esta inversamente relacionado con la edad de co-
mienzo, si es mayor de 60 significa que hay unarela-
cion con el comienzo juvenil. Lainestabilidad en esta
area del genoma lleva a cambios frecuentes en la ex-
tension de los (CAG)n con el proceso de la oogéne-
sis. Hay una particular tendencia a aumentar €l nime-
ro de (CAG)n con la espermatogénesis. A esto se
debe que la “anticipaciéon” ocurra con la transmision
paterna de la anormalidad genética.

Tabla2

N° derepeticiones Resultado
CAG

<28 (rango normal) No desarrollo de EH.

29-34 El individuo no desarrollarala EH,
pero la generacion siguiente tiene riesgo.

35-39 Algunos, pero no todos, desarrolla-

rénla EH.Lasiguiente generacion tam
bién tiene riesgo.

>40 Desarrollaran laEH.

“DGP” DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

Latécnica que se emplea alnalatécnica de fertili-
zacion in vitro con el diagndéstico genético de preim-
plantacién.

En el caso de que la Enfermedad de Huntington
sea por via materna se puede realizar también el test
preconcepcional. En la primera divisién meidtica fe-
menina se origina el ovocito secundario (que consti-
tuird posteriormente el gameto femenino) y el primer
corpusculo polar. El diagnéstico preconcepcional se
realiza sobre éste primer corpusculo polar, el cual es
aspirado por micromanipulacion (Figura 9) (19) y
posteriormente se lleva a cabo una amplificacion de
su ADN mediante la técnica de la PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) para analizar su contenido
genético, de cuyo andlisis podra deducirse como es el
ovocito secundario correspondiente y, por tanto, ser
aceptado o rechazado en el proceso de FIV en el caso
de que pudiera dar lugar a un gameto portador del
gen enfermo. La ventaja de esta técnica es que, a re-
alizar la seleccion en el estadio de ovocito y no de
embridn, se evita cualquier reparo ético que pudiera
tener la pareja portadora del defecto genético frente a
la eliminacion de embriones.

El objetivo es la estandarizacion de un método de
diagnostico molecular para la enfermedad de Corea
de Huntington (17), mediante la técnica de la PCR
utilizando ADN modificado por el método del
Bisulfito de Sodio y un sistema especial pararegiones
ricas en CG’s (kit comercial) .

Se identificaron cinco pacientes previamente diag-
nosticados con Corea de Huntington. Se obtuvo €l
DNA de estos cinco pacientes y tres personas sanas
(controles) a partir de sangre periférica. Utilizamos
dos técnicas de amplificacion para estas regiones ri-
cas en CG’s: la primera se basa en la modificacion
del ADN utilizando bisulfito de sodio, en donde las
citosinas no metiladas se desaminan y cambian a ura-
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cilo, facilitando la amplificacion de estas regiones. Se
utilizaron oligos especificos, que amplifican una re-
gién que contiene los tripletes CAG, y su tamafio es
de 260 pb en individuos control. La segunda técnica
consiste en la utilizacion de un kit comercial, aqui la
region que se amplifica en individuos control, es de
menor tamafio, de 110 pb y contiene también los tri-
pletes CAG.

Tras la amplificacion mediante PCR de la zona
gue contiene los (CAG)n, el posterior estudio de las
repeticiones se puede realizar por electroforesis en
gel de agarosa o por DHPLC (mediante la formacién
de duplex y PCR).

Con ambas técnicas utilizadas se logré obtener la
amplificacion de ambos alelos tanto en |os pacientes
como en las personas control.

1- Mediante el método del Bisulfito, el tamafio del
producto amplificado fue de 260pb (alelo nor-
mal) y un rango entre 330 y 360pb para el alelo
afectado en | os pacientes.

2- Con € kit comercial, el tamafio de los alelos fue
de 110 pb (alelo normal) y 180 pb (alelo afecta-
do).

CONCLUSIONES: Ambas técnicas moleculares
permiten la deteccién de la Enfermedad de
Huntington, lo cual representa una gran ventagja para
establecer un diagnostico temprano y con €ello canali-
zar al paciente a un consegjo genético.

SINDROME DE MARFAN

El sindrome lleva el nombre del Dr. Antoine
Marfan, quien en 1896 describi6 a un paciente de cin-
co anos de edad que tenia los dedos y las extremida-
des més largos y delgados de lo normal, ademéas de
otras anomalias en el esqueleto.

El sindrome de Marfan es un trastorno hereditario
gue puede afectar al corazon, los vasos sanguineos,
los pulmones, los 0jos, los huesos y |os ligamentos.

Es uno de los méas comunes entre |os més de cien
trastornos hereditarios del tejido conectivo (el mate-
rial que conectay mantiene unidos los distintos teji-
dos del cuerpo).

Afecta a hombres y mujeres de todos los grupos
raciales y étnicos, entre 2-3 de cada 10.000 nacidos
ViVos.

Los sintomas del sindrome de Marfan son muy va-
riados, pueden ser desde leves hasta graves, y pueden
estar presentes desde el nacimiento o aparecer duran-
telaedad adulta.

El gen causante de este sindrome es el gen “FB1”
(fibrilina-1) (Figura 11) (20) que se encuentra en un
estado anormal en el brazo largo del cromosoma 15,
concretamente en la posicién 15g21.1 (Figura 10)
(21). Normalmente, éste es el gen que se ocupa de la
produccién de una proteina llamada “fibrilina”, un
componente esencial del tejido conectivo que, contri-
buye a su fortaleza y elasticidad. Por lo general, esta
proteina es abundante en la aorta, en los ligamentos
gue mantienen el cristalino del ojo en su sitioy en los

Figura 11

15g21.1
fibrillin-1

Figura 10
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huesos. Aparentemente la fibrilina que se encuentra
en los tejidos conectivos de las personas con sindro-
me de Marfan es escasa 0 defectuosa, |o cual puede
causar €l estiramiento anormal de estos tejidos al no
poder tolerar cantidades normales de tension.

En cuanto a modo de herencia, el sindrome de
Marfan es un sindrome autosémico dominante.
Habitualmente, |as personas con sindrome de Marfan
heredan este gen anormal de uno de sus padres, quien
también padece el sindrome (afectado). Al ser un ras-
go genético “dominante” significa que todos los hijos
de una persona que tiene este gen tienen un 50 por
ciento de probabilidades de heredarlo. No existe la
posibilidad de personas portadoras, 0 estas afectado o
€eres una persona sana.

Alrededor del 25-30% de los casos en |os que apa-
rece una persona afectada se produce por accidente
genético (una nueva mutacién “espontanea’) en un
espermatozoide o un évulo de un padre o una madre
gue no tiene el sindrome, (no hay historial familiar).
A estos casos se les denomina casos “ espor adicos’,
en los que ademas €l riesgo de recurrencia en los hi-
jos que siguen es impredecible, pero por lo general es
muy bajo.

“DGP” DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

Se han encontrado alrededor de unas 600 mutacio-
nes posibles que se clasifican en cinco grupos. muta-
ciones con cambio de sentido, mutaciones que intro-
ducen un codén de terminacion prematura,
mutaciones que afectan a los sitios en ensamblaje, de-
leciones multiexdnicas y pequefias delecciones o in-
serciones que no afectan el marco de lectura. Debido
a esta gran variedad de mutaciones, actualmente los
investigadores estan tratando de determinarlas con €l
propésito de desarrollar una prueba definitiva me-
diante PCR para diagnosticar la presencia de este
trastorno, es decir, detectar mediante una sola prueba
la posibilidad de tener una de esas mutaciones.

Hay dos formas de realizar el diagndstico del sin-
drome (22), una es mediante la técnica de “ligado”
(linkage), cuando la mutacion no es conocida y otra
mediante caracterizacion de las mutaciones. Un dato
importante es estudiar la segregacion de la mutacion
correspondiente de la familia a la que pertenece la
persona afectada, debe haber informatividad (cuando
la mutacion puede ser claramente distinguida). Para
ello se extrae DNA gendmico de leucocitos de sangre
periférica mediante un kit (QIAGEN-blood mini-
prep), de laamniocentesis y vellosidades coridnicas.

El DGP esta basado en el estudio de la segrega-
cion de los marcadores polimorficos especificos en el
gen FBN1, tanto intragénicos como extragénicos .
Estos marcadores estudiados son: intragénicos (mts-
1, mts-2, mts-3, mts-4) y extragénicos (D155994,
D15S103, D15S123, D15S161) (24). Pero no se pue-
den detectar las mutaciones al 100%, es efectiva la
técnica en un 65-70% (23), debido a que existen ae-
los ADO (alelo drop-out) (la no amplificacién de una
de las moléculas de ADN) y contaminacion, que pue-
de dar lugar a errores.

El estudio de los fragmentos que resultan de la
PCR se puede realizar mediante dos técnicas: CSGE
(conformation-sensitive gel electrophoresis) y SSCP
(single-strand conformation polymorphism). Hay
fragmentos que tienen una migracién aberrante, éstos
son analizados con un “ALF automated DNA sequen-
cer”. Posteriormente las secuencias resultantes se
comparan con la secuencia de ADNc del tipo silves-
tre para detectar posibles diferencias, las mutaciones.

X - FRAGIL

También llamado Sindrome de Martin-Bell.

Es un sindrome ligado al sexo, concretamente al
cromosoma sexual X, siendo recesivo en la mujer por
ser homocigota (XX) y dominante en el hombre por
ser hemicigotico (XY).

Es la causa méas comun de retraso mental heredita-
rio. Afecta a 1 de cada 4000 varonesy 1 de cada
6000 mujeres, aunque las mujeres se afectan en me-
nor grado (Hipotesis de lainactivacion de LY ON, co-
mo se explico anteriormente) (27).

Hay que distinguir entre personas mutadas y por-
tadoras de la premutacion. Los portadores, 1 de cada
250 mujeres 'y 1 de cada 650 varones, presentan sin-
tomas mas inespecificos y sutiles. En este caso los
varones también pueden ser portadores ya que la con-
dicion de ser portador o de estar enfermo depende del
numero de repeticiones (CGG) que posea en el cro-
mosoma X. El 85% de las mujeres portadoras no pre-
sentan sintomatologia, aunque es frecuente que ten-
gan trastornos en el aprendizaje y dificultades para
las relaciones interpersonales. Se ha visto que existe
una correlacion entre mujer portadora y la menopau-
sia precoz, sin embargo no se ha observado en las
mujeres enfermas (26). El grado de afectacion cogni-
tiva es similar a la que se puede presentar en otros
sindromes o trastornos generalizados del desarrollo,
lo que produce una gran confusion a la hora del diag-
nostico.

Este sindrome es llamado asi porque en el cromo-
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soma X se forma una constriccién secundaria que no
tendria que estar (a esta constriccién se le llama sitio
frégil porque es un sitio de rotura cromosdmica), aun-
gue no suele haber tal rotura.

El gen responsable es el gen “FMR-1", que esta
localizado en la posicion Xg27.3 (Figura 12), es una
Zona compuesta por intrones y exones, dentro de la
cual hay expansion o repeticion de un triplete de ba-
ses (CGG)n. Esta expansién coincide con un sitio fra-
gil del cromosoma X conocido por la citogenética co-
mo sitio “FRAXA”.

El nimero de repeticiones (CGG)n define el esta-
do: mutacién; premutacion; sana.

* Hasta 50 repeticiones _ persona normal, sana.
* De 50 - 200 repeticiones _ persona portadora de
la premutacion, fenotipicamente normal.

Figura 12

* Mas de 200 repeticiones _ persona poseedora de
lamutacion FRAXA o “frégil A”.

El gen FMR-1, que participa en el desarrollo neu-
rolégico se traduce en una proteina, la proteina
“FMRP” (“fragile X mental retardation protein”), la
cual parece participa en €l transporte del ARNm des-
de el ndcleo a citoplasma. Esta proteina se expresa
en el higado, testiculos cerebro... Las Ultimas investi-
gaciones apuntan a que es un gen “llave” parala ex-
presion de otros genes.

Dependiendo de si |os padres tienen la mutacién o
son portadores de €lla, y de si es el padre o la madre
quién la posee, son posibles distintos casos de patron
delaherencia

* Padre XY - Madre XPFX = XX, XXF, XY,
XFY —-50% afectados.

* Padre XY - Madre XXF = XX, XXF, XY,
XFY —-50% afectados.

* Padre XPFY - Madre XX = XX, XXPF, XY,
XPFY —- 50% premutacion.

* Padre XFY - Madre XX = XX, XXF, XY,

XFY —-50% afectados.

* Padre XPFY - Madre XXPF = XPFX, XPFXF,
XY, XFY

50% afectados, 25% premutacion, 25% sanos.

*  Padre XPFY - Madre XXF = XPFX, XPFXF,
XY, XFY

50% afectados, 25% premutacion, 25% sanos.

*  Padre XFY - Madre XXP =XFX, XFXF, XY,
XFY

75% afectados, 25% sanos.

*  Padre XFY - Madre XXF = XFX, XFXF,
XY, XFY

75% af ectados, 25% sanos.

En cuanto al modo de herencia, éste sindrome se
saltalas leyes de Mendel, ya que, cuando €l padre tie-
ne la premutacion, la descendencia la hereda, pero
cuando es la madre la que la tiene, la descendencia
hereda directamente la mutacion. Esto es debido al
fendmeno de Expansion: se cree que las repeticiones
se expanden (aumentan en nimero) por el “slippage’
(reshalén) de la ADNpolimerasa. Este fendmeno es
mas acusado en zonas de ADN repetitivas, la
ADNpolimerasa al copiar resbalay hace varias copias
de una misma secuencia. Parece un mecanismo ex-
clusivo en humanos. Esto ocurre en las mujeres (en la
oogénesis aumenta el nimero de repeticiones), en los
varones no (el nimero de repeticiones en la esperma-
togénesis se mantiene), aunque alin no se conoce bien
la causa de esta seleccion.

Otros dos fendmenos se dan en la herencia de este
sindrome:

la Anticipacion: con el paso de las generaciones
la expansion de los CGG va aumentando, |o que con-
[leva a un aumento de la gravedad; y

la Penetrancia: porcentaje de individuos con un
genotipo mutante que muestran algun grado de feno-
tipo mutante, 80% en hombresy 35% en mujeres. Esa
variedad en el grado de afectacién es debido a la
inactivacion que sufren ciertos genes en uno de los
cromosomas X de la mujer, por o que los varones
suelen estar més afectados.

“DGP” DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

Hay tres tipos de diagnostico de la enfermedad:
* Postnatal: mediante el uso de células sanguineas,
del bulbo pilosos 0 mucosa; del tejido.
* Prenatal: vellosidades coriales, liquido amnidtico,
sangre fetal.

* Preimplantacional.
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El Diagnostico Genético Preimplantacional de es-
te sindrome se realiza mediante la técnica de la PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa). Dicha técnica
consiste en amplificar un fragmento de la regioén
5"UTR (no traducida) del gen FMR-1, la cual contie-
ne la region de repetidos CGG y que a su vez coinci-
de con un sitio frégil.

El test permite identificar el nimero de repetidos
en el rango de la normalidad.

* En varones €l test tiene 100% de sensibilidad (s6-
lo tienen un cromosoma X).

* En las mujeres no es posible distinguir entre una
homocigota normal (el mismo namero de repeti-
dos en ambos alelos) respecto a una mujer con
un alelo normal y uno X-frégil.

Por eso se dice que €l test no permite el diagnés-
tico de X-fragil (es decir, la deteccion de mas de
200 repeticiones), sino la confirmacién de la norma-
lidad.

Existe un kit para realizar ésta técnica, €l kit Pre-
FRAXA, con €l cual se calcula el nimero de repeti-
dos a partir del tamafio del producto de amplifica-
cion. En paralelo se amplifica un fragmento del
extremo 5’ de la region repetida como control de la
amplificacion en el gen FMR-1.

Presentacion del kit Pre-FRAXA: (de los laborato-
rios ATGen) (25).

El color que identifica al kit es el naranja; el cual
incluye:

* 1 tubo Mezcla de Reaccién Pre-FRAXA.

* 1 tubo Mezcla de Reaccién C+ Pre-FRAXA.

e 1 tubo DNA control Pre-FRAXA conteniendo
ADN control heterocigota (una vez descongelado se
recomienda guardar a4 °C).

* 1 tubo Tag ADN polimerasa Pre-FRAXA .
* 1 tubo Tag ADN polimerasa C+ Pre-FRAXA .
* 1 tubo Enzima de Restriccion Pre-FRAXA .

El Kit se conservaa -20 °C y se comercializa en
formato de 10 y 20 reacciones.

La muestra de prueba contiene reactivos para rea-
lizar 5 reaccionesy se entrega por Unicavez.

PROTOCOLO

Descongelar ambas mezclas de reaccion y luego
agitar vigorosamente en un vortex. Si es posible reali-
zar todas las manipulaciones en frio.

Preparacion de la mezcla para la amplificacion:

1. Utilizar por cada muestra a analizar 18 pl de la
mezcla de reaccion.

2. Agregar 0,3 ul de Tag ADN polimerasa ala mez-
cla de reaccion por cada muestra a analizar.

3. Agitar moderadamente en vortex o pipetear (ho-
mogeneizar correctamente). Se recomienda para
los pasos 1, 2 y 3 realizar una sola mezcla para
amplificacion que contenga las cantidades nece-
sarias de mezcla de reaccién y de Tag ADN poli-
merasa, segun el nimero de muestras a analizar.
A este volumen agregar un 10% més debido a
errores posteriores que puedan surgir en el pipe-
teo (este 10% esta contemplado en los volUme-
nes que vienen con el kit).Tener en cuenta que es
necesario sumar 2 reacciones, una para el control
positivo y otra para el control negativo. Realizar
esta etapa permite que el control positivo del kit
tenga validez. La preparacion de la mezcla para
amplificacion se realiza de la misma forma para
las dos mezclas de reaccion que componen el kit.

Amplificacion :

4. Alicuotar cada mezcla para amplificacion en tu-
bos de PCR diferentes debidamente rotulados co-
locando 18 pl en cada uno.

5. En cada tubo agregar 2 pl de muestra.

Las muestras deben contener entre 150 y 200 ng de
ADN (se recomienda realizar la extraccion de
ADN de las muestras con el kit ADN fécil de
ATGen). Agregar de la misma forma 2 pl de
ADN control Pre-FRAXA en €l tubo control po-
sitivo y 2 ul del agua utilizada para disolver el
ADN de las muestras en el tubo control negativo.

6. Iniciar el programa para Pre-FRAXA y para C+.

Programa Pre-FRAXA: 30 ciclos de 95°C/1:00",
65°C/2:00"; una desnaturalizacion inicial de 10
minutos a 95°C y una extension final de 10 mi-
nutos a 72°C.

Programa C+: 35 ciclos de 94°C/1:00", 68°C/1:00",
72°C/1:00"; una desnaturalizacion inicial de 7
minutos a 94°C y una extension final de 10 mi-
nutos a 72°C.

7. Colocar los tubos en el termociclador cuando al-
cance los 94°C.

De no proseguir con el paso 8 conservar los tubos a
4°C hasta su digestién una vez que termina el
programa.
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Digestion : fragmento amplificado es el deseado. A partir del
perfil electroforético, se puede calcular aproximada-

8. Luego de terminado el ciclado, permitir que la mente el tamafio del fragmento amplificado digerido
temperatura descienda hasta |a temperatura am- o sin digerir lo cual permite deducir aproximadamen-
biente. En otro tubo para PCR colocar 10 ul del te el n° de repetidos de cada alelo amplificado. Se
tubo de Pre-FRAXA de amplificacion (para los pueden obtener |os siguientes resultados (Tabla 3).
tubos C+ seguir con obtencion de resultados) y Cuando el resultado es incierto el kit no permite
agregar 1 pl delaenzima de restriccion. concluir y ser& necesario el empleo de unatécnica al-

9. Homogenei zar utilizando la pipeta. ternativa (Figura 14).

10. Incubar 2:30 hs a 37°C (se puede incubar O.N.)

y luego 10 minutos a 65°C. F' I‘E—F M A

Obtencion de los resultados: . MFEF MM M C

 Cargar 5 pl de cada producto de amplificacién
digerido y sin digerir y un marcador de peso molecu-
lar en gel de acrilamida a 10%.

» Migrar hasta que el colorante azul de bromofe-
nol esté saliendo del gel.

Estrategia experimental (figura 13):

FMR1

3 Figura 14
Pre-FRAXA "™, ectomd

Gel de acrilamida 10% tefiido con nitrato de plata

G+ == TS NN . mostrando la variabilidad del nimero de repetidos
- CGG en el gen FMR-1 en muestras de ADN femeni-
Figura 13 nas (F) y masculinas (M) utilizando el kit Pre-FRA-

XA de ATGen.

Interpretacién de losresultados :

Producto de PCR Pre-FRAXA 221 pb + n°rep. x 3. SINDROME DE TURNER (TS)

Producto de PCR Pre-FRAXA digerido 178 pb + n°

rep. x 3. Tiene varios nombres alternativos: Sindrome de
Producto de PCR C+ 301 pb. Bonnevie-Ullrich; disgenesia gonadal; monosomia X.
La digestion de 43 pb permite verificar que el Fue descrito en 1938 por Henry Turner (30).
Tabla 3
N° < 50 50 <n°< 200 No hay amplificacion
Hombre Normal Premutado Incierto
(n°1 # n°2)<50 N°1 <50 Un solo aelo o sin amplificacion
50 < n°2 <200
Mujer Normal Portadora premutada Incierto
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Las personas afectadas por este sindrome son mu-
jeres, esto es debido a la carga genética. Las mujeres
con Turner, aproximadamente la mitad, tienen una
falta total del cromosoma sexual X (con frecuencia el
cromosoma perdido es el del padre), y su férmula
cromosomica es 45X O (Figura 15) (29). En segundo
lugar lo mas frecuente es la pérdida parcial de trozos
de cromosomas (deleciones), incluso llegando a faltar
un brazo completo del cromosoma X, 0 una mezcla
de varios de éstos mecanismos en diferentes células
(mosaicismo). En muy raras ocasiones, el cariotipo
[leva parte del cromosoma Y (aproximadamente en
un 5%), éste es el Unico caso en el que conviene ex-
tirpar las génadas, por la mayor probabilidad de desa-
rrollar en los restos ovéricos (cintillas) un tumor lla-
mado gonadoblastoma.

L -

L
ef 3 -
Y i i W
TR 1R s ST S
be ta s s4 1l an
- F g . g 3

Figura 15

Hay varias formulas cromosomicas posibles en el
sindrome de Turner (Tabla 4) (28).

Actualmente se cree que nace una nifia con Turner
por cada 2.500 nifias que nacen.

No se puede dar en varones, ya que éstos Unica-
mente poseen un cromosoma X y si les falta todo o
parte de éste cromosoma X, solo con el cromosoma Y
no podrian vivir.

En cuanto al tema del embarazo, en raras ocasio-
nes tienen hijos de forma esponténea. En las pacien-
tes con sindrome de Turner se observa una hipoplasia
del ovario. Las células de estas pacientes, como ya
hemos visto, se caracterizan por tener 45 cromoso-
mas, 44 autosomas y un cromosoma X. Cuando hay
embarazo es porque se trata de un caso de mosaicis-

Tabla4

monosomia completa 45X
Monosomia parcial 66Xi (Xq)
| socromosomas 46,Xi(Xp)
Anillos 46,Xr(X)
Deleccion 46,X del (Xp)
66,X del (Xq)
M osaico 45,X/46/XX

45X /46,Xi(Xq)

45,X/46,Xi(Xp)

45,X/46,Xr(X)
45,X/46,Xi(Xp)/47, Xi(Xp)i(XQq)
45,X/46,Xx/27 XXX
45,X/46,Xr( ) etc

mo cromosomico o lineas celulares 46 XX. Las posi-
bilidades de embarazos de estas mujeres oscila desde
el 1% para las que presentan 45 X0 en todas sus célu-
las, a un 25% para las que tienen una linea celular 46
XX, a pesar de tener periodos fértiles cortos. De ma-
nera global en las mujeres con sindrome de Turner las
posibilidades de embarazo se sitlan alrededor del
5%.

La mayor parte de las mujeres con este sindrome,
no presentan Gvulos en sus ovarios. Por este motivo,
en los programas de fecundacion “in vitro” debe re-
currirse habitualmente a la donacion de ovocitos por
parte de otra paciente. Adecuadamente preparadas
con terapia hormonal sustitutiva, pueden recibir los
embrionesy llevar atérmino un embarazo.

Refiriéndonos al modo de herencia, no es un sin-
drome hereditario. Asi, en un proximo embarazo ten-
dremos la misma probabilidad de tener una nifia con
Turner que la primeravez.

En principio o setiene Turner o no setiene.

“DGP” DIAGNOSTICO GENETICO PREIM-
PLANTACIONAL

Diagndstico Prenatal: si se hace un andlisis de
cariotipo en células recogidas mediante una amnio-
centesis 0 muestras de vellosidades coriales (CVS).
Con frecuencia estos estudios son ordenados porque
la madre es mayor (lo cual NO es un factor de riesgo
para este sindrome). También puede ser descubierto
mediante ultrasonografia, si se observan ciertas ca-
racteristicas como higroma cistico (una acumulacion
de fluido linfa alrededor del cuello) o defectos del co-
razén, y un andlisis cariotipo prenatal lo confirma.
Un aborto espontaneo puede ocurrir si los problemas
SON Severos.
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El Diagndstico Genético Preimplantacional que
se realiza en estos casos es la seleccion del sexo, mas
concretamente una seleccién de varones, ya que las
mujeres son las que padecen el sindrome. En el caso
de seleccionar una nifia no habria seguridad de que
estuviera sana, es decir, que no padezca el sindrome
debido a los casos de mosaicismo (unas células son
45X 0 y otras normales, 46X X). Esta seleccién se
puede hacer de varias formas, una es por citometria
de flujo, que consiste en separar l0s espermatozoides
X delosY debido ala diferencia en el tamafio de
ADN que contienen; la otra técnica es mediante FISH
de una de las blastomeras del embrion previamente
biopsiada, por fluorescencia, o realizando un andlisis
de la blastbmera mediante PCR. Aconsejan realizar
ambas técnicas alavez, laPCR y e FISH para tener
menor margen de error. Todas estas técnicas ya han
sido explicadas anteriormente.

Mediante la PCR se amplifica el ADN de la blas-
témera que hemos biopsiado del embrién que quere-
mos analizar. Y consiste en averiguar la presencia o
ausencia de, en este caso, los cromosomas X e Y.

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta,
pero tiene una relativamente alta probabilidad de ob-
tener falsos positivos por contaminacion. Para sol-
ventar este Ultimo problema se ha de optimizar la se-
cuencia de los cebadores, asi como |a temperatura
precisa para que estos se unan al ADN en lalocaliza-
cion correcta y realizar una adecuada manipulacion
delos reactivos.

FISH: se visualizan los cromosomas sexuales de
la blastomera biopsiada mediante fluorescencia. Se
Ileva a cabo una desnaturalizacion del centrosoma de
los cromosomas y posteriormente una hibridacion
con sondas especificas de cada tipo de cromosoma
unidas a fluorocromos que se ponen de manifiesto al
ser excitados en un microscopio de fluorescencia.
Actualmente se dispone de sondas de ADN marcadas
con fluorocromos de distintos espectros.
Concretamente para la seleccion del sexo como es en
este caso se dispone de dos sondas, una para cada
cromosoma, para el cromosoma X |la sonda esta mar-
cada en rojo y para el cromosoma Y la sonda esta
marcada en azul.

CITOMETRIA DE FLUJO: se basa en la sepa-
racion de los espermatozoides segun su diferencia en
la cantidad de ADN total. EI cromosoma X contiene
un 2,8% méas ADN que &l cromosoma'Y.
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