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“Non vox, sed votum;
Non tinnula cordula, sed cor;
Non clamor, sed amor
Psallit in aure Dei.

Dirige cor sursum;
Tene, profer,
Respice sensum;
In quo choro
Ne sis corpore,
Mente foro”.
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RESUMEN

El Sindrome X Fragil (SXF) es considerado como la primera causa de retraso mental
hereditario. En la mayoria de los casos, es provocado por la ausencia de la proteina FMRP,
resultado del silenciamiento transcripcional debido a la expansidon anormal del triplete
repetido CGG del gen FMRI1. Actualmente, las técnicas empleadas en el campo de la
biologia molecular permiten un diagndstico preciso del sindrome, en comparacién con
aquellas empleadas durante la fase previa al descubrimiento de las bases moleculares del
SXF, tales como la observacién fenotipica y el analisis citogenético; en cambio, las técnicas
de analisis molecular permiten la deteccion de los transcritos de FMR1 mediante la técnica
de RT-PCR y la cuantificacién aproximada del numero de repetidos CGG, asi como el
estado de metilacion de la regiéon promotora por medio de la técnica de hibridacion
Southern. En este estudio, se reporta el diagndstico de 21 pacientes varones con retraso
mental idiopatico mediante la técnica de RT-PCR y el de una mujer con sospecha de X
fragil con la técnica de hibridacién Southern no radiactivo. Ninguno de los pacientes
varones resulté positivo al sindrome, ya que en todos los casos se detectd la presencia del
transcrito de FMR1. Para asegurar la identidad de los productos obtenidos, se secuencid el
cDNA de un individuo con sospecha de X fragil, el cual correspondié a los diferentes
transcritos de FMR1 de la base de datos del NCBI. En el caso del paciente femenino, se
realizaron ensayos de hibridacién para determinar Unicamente el nimero de repetidos
CGG. Estos se llevaron a cabo mediante el uso de una sonda marcada con digoxigenina (a
diferencia de los ensayos comunmente realizados mediante marcajes radiactivos) con el
fin de evitar los riesgos y complicaciones que conlleva el uso de radioisdtopos. Sin
embargo, los resultados obtenidos no permitieron definir las bandas esperadas, por lo que
se recomienda seguir implementando la técnica con marcaje radiactivo o bien, desarrollar

mejoras en el sistema no radiactivo que ayuden a obtener un resultado adecuado.

Palabras clave: Sindrome X Fragil, FMR1, triplete CGG, metilacion, RT-PCR, Southern blot, digoxigenina.
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1. INTRODUCCION

El tipo de mutaciones que suelen aparecer en el genoma de una especie son tan variadas y
particulares que pueden ser organizadas bajo determinados criterios de clasificacion. Uno
de ellos, permite agruparlas en funcién de la estabilidad por la cual son transmitidas, a
este tipo de mutaciones se les ha denominado con el nombre de mutaciones estdticas y
mutaciones dindmicas. Las primeras se caracterizan porque todos los miembros afectados
comparten una mutacion idéntica, en la cual, la tasa de mutacidn es la misma tanto para
la secuencia originada como para la secuencia predecesora; es decir, se transmiten de
manera estable. En cambio, las mutaciones dindmicas son transmitidas de manera
inestable y resultan en secuencias disimiles o segmentos de diferentes longitudes con
respecto a la secuencia de DNA que le antecede. Los cambios generados a partir de estos
procesos de mutagénesis son conocidos como expansiones y deleciones. Las mutaciones
dindmicas se caracterizan principalmente por la inestabilidad de tripletes de nucleétidos
repetidos, localizados dentro del gen afectado, los cuales, favorecen la formaciéon de
estructuras secundarias que no corresponden al tipo estructural de DNA-B (non-B DNA).
Estas secuencias pueden adoptar estructuras de tipo cruciformes cuando la secuencia es
formada por un espejo de repetidos, hairpin loops cuando se asocia a una secuencia
palindroma de repetidos, DNA triplex y tetraplex mediados por enlaces de tipo Hoogsteen,
asi como DNA-Z. La mutagénesis en este tipo de secuencias es debido a la conformacién
de estas estructuras secundarias, mas que a la secuencia del DNA por si misma (Wells,

2007).

Actualmente, se han relacionado al menos 20 enfermedades neurodegenerativas a la
expansion de tripletes repetidos, algunas de las cuales, abarcan enfermedades de
apariciéon temprana como el Sindrome X Fragil (también conocido como FRAXA), y
trastornos de aparicién tardia como la enfermedad de Huntington, sindrome de Kennedy
y diferentes tipos de ataxias y distrofias musculares (ver Cuadro 1). Cabe aclarar que los
genes involucrados en estos padecimientos se caracterizan por ser altamente polimorficos

en la region de los repetidos debido a las variaciones en el nimero de tripletes. Cierto
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numero de repetidos pueden ser transmitidos de manera estable y no representan riesgo

de provocar algun padecimiento, por lo que reciben el nombre de alelos normales. Por

encima de estos valores, pueden presentar el riesgo de ser transmitidos de manera

inestable en generaciones posteriores sin llegar a causar el padecimiento. Este estado

alélico denominado premutacion, se caracteriza por un aumento o disminucion del

numero de copias de los tripletes. Repetidos mas alld de estos valores, estdn asociados a

los diferentes sindromes y reciben el nombre de mutacién completa (Wells, 2009).

Cuadro 1. Enfermedades hereditarias asociadas a inestabilidad de tripletes repetidos (Gene link, 2004).

Enfermedad Triplete repetido  Normal Premutacion Mutacién completa
Fragil XA (FRAXA) (CGG)n 6-52 59-230 230-2,000
Fragil XE (FRAXE) (CCG)n 4-39 ? (31-61) 200-900
Fragil XF (FRAXF) (CGG)n 7-40 ? 306-1,008
FRA16A (CCG)n 16-49 ? 1,000-1,900
Sindrome de Jacobsen (FRA11B) (CGC)n 11 80 100-1,000
Sindrome de Kennedy (CAG)n 14-32 ? 40-55
Distrofia Muscular (CTG)n 5-37 50-80 80-1,000; congenito,
2,000-3,000
Enfermedad de Huntington (CAG)n 10-34 36-39 40-121
Ataxia Espinocerebelosa 1 (CAG)n 6-39 No reportado 40-81
Ataxia Espinocerebelosa 2 (CAG)n 14-31 No reportado 34-59
Ataxia Espinocerebelosa 3/
Enfermedad de Machado (CAG)n 13-44 No reportado 60-84
Ataxia Espinocerebelosa 6 (CAG)n 4-18 No reportado 21-28
Ataxia Espinocerebelosa 7 (CAG)n 7-17 28-35 38-130
Sindrome de Haw River (CAG)n 7-25 ? 49-75
Ataxia Friedreich (GAA)Nn 6-29 ? (>34-40) 200-900
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La caracteristica principal de las mutaciones dindamicas es la variabilidad de la expresion:
cuanto mayor sea la expansion, el trastorno asociado sera mas temprano y severo. A este
suceso en particular se le conoce con el nombre de anticipacion y es propio de

enfermedades asociadas a expansion de tripletes repetidos (Wells, 2009).
2. ANTECEDENTES HISTORICOS

La primera familia en ser descrita con Sindrome de X Fragil se remonta al afio de 1943 (ver
Figura 1), cuando J. Purdon Martin y Julia Bell estudiaron una familia con 11 varones
afectados con retraso mental, lo cual sugirié una herencia ligada al sexo. Los afectados
presentaban rasgos que hoy son caracteristicos del sindrome, por lo que se le denominé

sindrome de Martin y Bell (Martin y Bell, 1943).

En 1969, Lubs describié una anormalidad cromosdmica en dos hermanos con retraso
mental. Esta consistia en un estrechamiento en el brazo largo del cromosoma X al que
denomind marcador X, y que posteriormente, seria llamado sitio fragil debido al aspecto

de fragilidad.

En 1977, Southerland demostré que los sitios fragiles podian ser inducidos en medios
carentes de acido fdlico. Posteriormente, mediante técnicas de bandeado cromosdmico,
se determind que el sitio fragil se encontraba ubicado en el sitio Xq27.3. La localizacién de

este sitio sugeria que el SXF era un trastorno ligado al cromosoma X.

En un principio se consideré el SXF como un trastorno recesivo ligado al cromosoma X, por
lo cual, mujeres portadoras heterocigotas no mostrarian rasgos tipicos del sindrome; sin
embargo, habia reportes de mujeres afectadas y hombres portadores del sitio fragil que
no estaban afectados (Hagerman et al., 1996). Debido a estas inconsistencias, Sherman et
al. (1985) estudiaron los patrones de segregacidon en diferentes familias alrededor del
mundo. Encontraron que el riesgo de padecer retraso mental en familias afectadas por el

sindrome estaba determinado por la posicién de los individuos en el arbol genealégico y
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que éste aumentaba en cada generacién (anticipacidon genética). A este tipo de herencia

no convencional se le denomind como paradoja de Sherman, la cual establecia que:

A) No podian existir mutaciones de novo, ya que todos los afectados descendian de

una madre portadora.

B) Cerca de un 20% de varones portadores basados en analisis de pedigri, no
manifestaban la enfermedad o algun sintoma, por lo que se les denominé varones

transmisores normales (NTM por sus siglas en inglés).

C) Aproximadamente el 35% de mujeres portadoras presentaban alguna

discapacidad intelectual (generalmente mds leve que los varones).
D) El riesgo depende del sexo y fenotipo del progenitor, de acuerdo a lo siguiente:

- Mujeres portadoras que presentan alguna discapacidad intelectual tenian
un mayor riesgo de tener hijos afectados con el sindrome, que las

portadoras con inteligencia normal.

- Las hijas de los NTM pocas veces tenian retraso mental, mientras que las
hijas de mujeres asintomaticas portadoras presentaban un 30% de riesgo

de padecer el SXF.

- Las hijas de los NTM tienen mas riesgo de tener descendientes afectados
que la madre de estos, el cual es producido por algun cambio en el

cromosoma X durante las dos generaciones.

Para explicar este inusual patréon de herencia, Sherman et al. (1985) propusieron un
evento en el cual, el presunto gen de X fragil era mutado en dos pasos. Consideraron que
la mutacién era causada por un estado premutacion en el que no se producian sintomas
clinicos, y un segundo estado de mutacion, el cual antecedia a la premutacion,
denominado mutacion completa, que es asociado con los rasgos tipicos del SXF.

Paralelamente, Pembrey et al. (1985) demostraron que familias con individuos afectados
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con X fragil y que presentaban mutaciéon completa eran siempre descendientes de una

mujer portadora con premutacion.

Finalmente, a mediados de 1991, Verkerk el al., identificaron el gen responsable del sitio
de fragilidad mediante la técnica de posicionamiento clonal, el gen FMR1 (Fragile Mental
Retardation 1). Encontraron que en una familia con X fragil habia una expansién anormal
del triplete repetido CGG en el extremo 5’ de la regién no codificante del exdn 1, lo que

sugirio la participacién de éste gen en la expresidn fenotipica de individuos con X fragil.

A partir del descubrimiento del gen responsable del SXF, se han identificado 2
enfermedades de aparicidn tardia asociadas al estado de premutacidn. El primero de ellos,
denominado con el nombre de Insuficiencia Ovdrica Prematura asociada a X fragil (FXPOI
por sus siglas en inglés), fue descrito por primera vez en 1998 por Murray y et al., quienes
sugirieron que FMRI1 interviene en el desarrollo y maduracién del ovario. Posteriormente,
Bretherick et al., encontraron una asociacion de FXPOI debido al incremento de repetidos
en alelos premutados y normales de FMR1. Finalmente, la segunda patologia asociada a la
premutacién de FMR1 fue descrita por Hangerman et al. (2001), a la que se denomind
Sindrome de Temblor y Ataxia asociado a X Fragil (FXTAS por sus siglas en inglés), en la
cual detectaron niveles elevados de hasta 4 veces lo normal de RNAm, lo que da como
resultado un efecto patogénico por ganancia de funcidén asi como niveles reducidos la

proteina FMRP (Fragile Mental Retardation Protein) (Hangerman et al., 2001).

Primera familia Lubs: Sitios ~ Southerland:  Paradoja Insuficiencia ~ Sindrome
descrita por de Sitios fragiles de Verkerk: Ovarica de Temblor
Martin & Bell fragilidad inducidos Xq27.3 Sherman gen FMR1 Prematura y Ataxia
1943 1969 1977 1985 1991 1998 2001

Figura 1. Sucesos histéricos relevantes del gen FMR1.
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3. SINDROME X FRAGIL

Es considerado como la causa mas comun de retraso mental hereditario (Crawford et al.,
2001); su prevalencia se estima 1 en 4,000 varones y 1 en 8,000 mujeres (Hagerman,
2008). Los rasgos morfoldgicos tipicos en varones con X fragil incluyen cara alargada con
frente prominente, mandibula protuberante y orejas grandes (Hagerman 1996). El
nombre de la enfermedad deriva del sitio fragil FRAXA (folato sensitivo) ubicado en la
posicién g27.3 del cromosoma X (O’Donnell y Warren, 2002). En la mayoria de los casos
reportados, el sindrome ocurre por la amplificacion anormal del triplete CGG (Citocina-
Guanina-Guanina) localizado en la region UTR 5’ del gen FMR1 del brazo largo del
cromosoma X (Verkerk et al., 1991, Nolin et al., 1996). Cuando el triplete es amplificado
mas de 200-230 veces (mutacion completa), desencadena hipermetilacién en la regién de
los repetidos, asi como en la isla CpG de la regién promotora, lo que provoca la
inactivacion transcripcional del gen (Oberle et al., 1991). Ademas del retraso mental, las
alteraciones en FMR1 incluyen trastornos de aparicion tardia como Insuficiencia Ovarica
Prematura y Sindrome de Temblor y Ataxia asociados a X Fragil cuando la regién de los

repetidos se encuentra en el rango de premutacion.

El producto final de los transcritos traducibles de FMR1, la proteina FMRP, se encuentra
involucrada en la maduracién dendritica y plasticidad sinaptica a través de mecanismos
que actuan inhibiendo el grupo 1 de receptores metabotrépicos de glutamato (mGlurl y
mGlur5) mediados por la traduccion de RNAm en las dendritas (Grossman et al., 2006).
Los mecanismos de transporte y regulacion de RNAm en las dendritas se consideran
ampliamente importantes para una adecuada funcién neuronal y modulacion de la
plasticidad sindptica, lo cual resulta esencial en el aprendizaje y consolidacion de la
memoria. Es aqui donde FMRP desempafia una funcién importante y cuya ausencia, es la
causa del sindrome (Kiebler y Des Groseiller., 2000). Ademds, se sugiere que FMRP regula
la traduccion especifica de aproximadamente el 4% de RNAm en el cerebro humano
(incluyendo su propio RNAm) via cuarteto G; aunque también es capaz de unirse a RNAm

gue no contienen el cuarteto G (Ashley et al., 1993; Laggerbauer et al., 2001).
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4. MANIFESTACIONES CLINICAS
4.1. Varones

Alrededor del 80-90% de individuos varones con mutaciéon completa presentan deficiencia
intelectual, asi como una amplia variedad de problemas psicoldgicos, tales como
hiperactividad con déficit de atencion, retraso en la aparicion del lenguaje, evitacién de
contacto ocular y comportamiento de tipo autista. El fenotipo asociado que suele
encontrarse en la mayoria de individuos afectados con el padecimiento son: cara alargada
con frente amplia y mentdn prominente, orejas grandes y despegadas, macroorquidismo
(90% de los casos) e hiperlaxitud articular; sin embargo, algunos rasgos pueden estar o no
presentes dependiendo de la edad. Otros hallazgos fisicos frecuentes son macrocefalia,
paladar elevado y dientes apifiados en los maxilares. Las manifestaciones clinicas mas

frecuentes en individuos con X fragil incluyen:

- Alteraciones osteoarticulares: Pie plano, pulpejo de las yemas de los dedos y genu
recurvatum.

- Alteraciones cardiacas: Dilatacion adrtica y prolapso de la valvula.

- Alteraciones oculares: Estrabismo (cerca de un 30-35% de los casos) y trastornos
de refraccién.

- Afectaciones neuroldgicas: Epilepsia (presente en aproximadamente el 15% de
individuos), dilatacion de los ventriculos cerebrales, anomalias en el tamafio del
hipocampo o nucleo caudado, giro temporal superior y vermis cerebeloso.

- Alteraciones enddcrinas: Obesidad, pubertad precoz y aceleracién de peso y talla.

- Alteraciones de oido: Otitis de repeticién.

Varones con premutacion pueden presentar también retrasos en el aprendizaje,
alteraciones de conducta, trastorno por déficit de atencidon con o sin hiperactividad e

incluso autismo.



J. Rodrigo Aldariz A.
UNAM - FES IZTACALA - IMSS

4.2. Mujeres

Cerca de un 30 a un 50% de mujeres portadoras del gen mutado presentan retraso mental
leve, o cercano a niveles normales, siendo poco comun encontrar mujeres con retraso
mental severo. Mujeres con mutacidon completa que no presentan retraso mental, pueden
tener problemas en el drea de matematicas, problemas emocionales y de relacion social.
Las manifestaciones clinicas en mujeres con X fragil son generalmente mas leves vy
variables que en los hombres, siendo su aspecto fisico menos evidente, aunque existen

algunos casos de mujeres que presentan los rasgos tipicos del sindrome (Ramos, 2006).
5. HERENCIA
5.1. Patron de herencia

El Sindrome X Fragil es un trastorno de tipo dominante ligado al cromosoma X. Sin
embargo, presenta un patrén de segregacidon que no obedece las leyes bdsicas de esta
herencia mendeliana y que es explicado mediante la paradoja de Sherman (ver Figura 2)

(Hagerman et al., 1996; O’Donnell y Warren, 2002).

Al igual que otras enfermedades asociadas a la inestabilidad de tripletes repetidos, el SXF
presenta individuos que no manifiestan algun sintoma clinico (varones transmisores
normales) y que suelen ser definidos como hemicigotos fenotipicamente normales. Se
caracterizan por presentar muy pocos o nulos sitios fragiles y ser portadores del estado de
premutacién, el cual siempre transmiten a sus hijas, quienes son fenotipicamente
normales. (Sherman et al., 1985; Loesch et al., 2005). Por el contrario, los hijos varones
nunca heredan esta condicion, ya que el padre Unicamente le transmite el cromosoma Y.
En cambio, las mujeres al contar con dos cromosomas X transmiten uno U otro con la
misma probabilidad (50%) a sus hijos e hijas, quienes pueden ser portadores o manifestar
la enfermedad dependiendo del niumero de repetidos que conformen el estado de

premutacién (ver Cuadro 2).
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Patrdén de herencia del Sindrome X Fragil

(Paradoja de Sherman)

XY

1

. )
3

11 XX XY

Q No afectados 1 2

1 2

XY

Portadores ‘ . ‘
1 2

' . Afectados

Figura 2. Patrén de herencia comun. Primera generacién: Una madre portadora del alelo premutado tiene
el riesgo de transmitir tanto la mutacion completa como la premutacion a sus hijos e hijas. Cuando ésta
ultima ocurre, puede transmitir el alelo premutado a todos sus descendientes, los cuales no se veran
afectados por SXF, pero tendran el riesgo a padecer algunas de las enfermedades asociadas a premutacién.
Segunda generacién: El padre Unicamente hereda el cromosoma X a todas sus hijas; por lo tanto siempre
tendrd hijas portadoras. Los hijos varones nunca se ven afectados ya que no heredan el cromosoma X del
padre. Tercera generacion: Las mujeres de la tercera generacién tienen mas riesgo de tener descendientes
afectados que las mujeres de la primera generacion. Los nietos del individuo de la segunda generacidn se
ven severamente afectados por el sindrome. El riesgo de transmitir el cromosoma afectado es del 50% a
cada uno de sus descendientes, ya sean varones o mujeres (no confundir probabilidad de transmisién de un

cromosoma con el riesgo de transmitir la mutacién completa a partir de un estado de premutacion).
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Cuadro 2. Riesgo de transicidn de premutado a mutacién completa (Nolin et al., 2003).

Numero de repetidos CGG en Porcentaje de
Mujeres estudiadas
mujeres con premutacién descendientes afectados
55 -59 27 1(3.7%)
60— 69 113 6 (5.3%)
70-79 90 28 (31.1%)
80-89 140 81 (57.8%)
90-99 111 89 (80.1%)
100-109 70 70 (100%)
110-119 54 53 (98.1%)
120-129 36 35(97.2%)
130-139 18 17 (94.4%)
140-200 19 19 (100%)

5.2. Transicidon de premutaciéon a mutacidon completa

La transicion del estado alélico de premutacién a mutacién completa estd restringida
unicamente en las mujeres. La herencia paterna se transmite de manera estable con
pequefios incrementos en el nimero de repetidos que nunca llegan a una mutacion
completa. En algunos otros casos, suele observarse incluso un retroceso del numero de
repetidos (Nolin et al., 1996). En muy raras ocasiones, se ha observado reduccién en el
numero de repetidos CGG en mujeres. Se tiene el registro de un alelo de 110 repetidos
que fue trasmitido de una madre a su hija con un decremento de 44 copias del repetido
(Vits et al., 1994). El riesgo de una madre de transmitir un alelo premutado a un alelo
mutado depende del numero de repetidos en la premutacidn y de la interrupcion de los

repetidos AGG (Tarleton y Saul, 2008).

Se ha sugerido que la transmisién materna podria ocurrir debido a las diferencias
especificas del sexo durante la gametogénesis, lo cual conduciria a la produccién de

oocitos con mutacidn completa. En cambio, se ha visto que varones afectados con
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mutacion completa Unicamente producen espermatozoides con premutacion (Reyniers et
al., 1993). El cigoto por lo tanto, comienza a desarrollarse con mutacién completa. En
alguna etapa temprana de su desarrollo, resultard un mosaicismo somatico con una
reduccién en el nimero de repetidos, la cual ademas, se ve favorecida en los testiculos
(Oostra y Willemsen 2009). Tal hipdtesis es apoyada por la observacién de premutacidn en
células germinales y mutacidon completa en el resto de las células de fetos de 17 semanas

de desarrollo, portadores de mutacidén completa (Malter et al., 1997).

Un modelo precigdtico predice que la expansién del estado de premutacién a mutacién
completa ocurre durante la meiosis materna con consiguientes contracciones de repetidos
en los gametos de los descendientes, en el cual, gametos con premutacion podrian tener
una ventaja de seleccion debido a la presencia de FMRP o en contra de la expansion
(Malter et al.,, 1997). Ademas, se considera que estas células germinales tendrian una
ventaja en la proliferacion con respecto a las células con mutacidon completa, debido a que
en estas ultimas, existe una demora en su ciclo celular debido al retraso de la replicacion
de FMRI1 (Hansen et al., 1993). Contrario a esta hipotesis, se ha propuesto un segundo
modelo denominado: expansidn postcigotico, el cual indica que en realidad, los gametos
nunca son portadores de la mutacion completa, y que la expansién de los repetidos CGG
ocurre justo después de la separacion de la linea germinal (Wohrle et al., 1993). Sin
embargo, mujeres con mutacidén completa son portadoras de mutacién completa en sus
gametos (Malter et al., 1997). Hasta el momento, no se han hecho observaciones en

mujeres portadoras de la premutacion.
5.3. Mutaciones fundadoras

Oudet et al., llevaron a cabo un estudio para determinar el origen de las mutaciones
responsables del SXF. Analizaron dos sitios polimérficos de repetidos-CA, uno en FRAXAC2
y otro en DXS548 localizados respectivamente a 10 y 150 Kb de la zona de repetidos CGG.
El andlisis se llevd a cabo en cromosomas con mutacién completa y sin mutacién. De

acuerdo con las diferencias alélicas y distribucién de haplotipos observadas en ambos
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tipos de cromosomas, dedujeron que el origen del sindrome se pudo haber llevado a cabo
a partir de un esquema de no mas de 6 cromosomas fundadores, y mediante un nimero
limitado de eventos primarios, pudieron haber provocado expansiones recurrentes en un
rango normal-alto de repetidos CGG en poblacién una poblacidon caucdsica (Oudet et al.,

1993).
6. GEN FMR1

FMR1 es un gen altamente conservado entre las diferentes especies; organismos tan
divergentes como el humano, Mus musculus, Caenorhabditis elegans, Xenopues laevis y
Gallus gallus, expresan FMR1 (Verkerk et al., 1991; Ashley et al., 1993). Dentro de estos
organismos, las secuencias del humano y del ratén son las mas parecidas con un 95% a
nivel de nucleétido y 97% a nivel de aminodcidos (Deelen et al., 1994). FMR1 cuenta con
un tamafio aproximado de 38 kb y estd compuesto por 17 exones que codifican a
transcritos de 470 pb a 4.3 kb (ver Figura y Cuadro 3) (Verkerk et al., 1991; Ensembl 2011).
La region de repetidos se encuentra 69 pb rio arriba del inicio de la trascripcion. El
empalme alternativo ocurre hacia el extremo 3’ del RNA mensajero. Las multiples
variantes del empalme alternativo codifican a diferentes isoformas de la proteina

presentes en diferentes localizaciones celulares (Hooogeven y Oostra. 1997).

| Il v v VI VI vl 1X X XXl X X XV XVl XVl

UTR 5’ UTR 3’
1 < pb > 39121

Figura 3. Representacién del gen FMR1 con sus 17 exones. La regién de los repetidos (CGG)n se encuentra

en la UTR 5’ localizada en el exdn 1 (color negro).
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Cuadro 3. Variantes de los productos obtenidos como resultado del empalme alternativo en FMR1.

Nombre Longitud del transcrito (pb)
FMR1-001 4308
FMR1-002 1295
FMR1-003 3699
FMR1-004 1774
FMR1-005 3437
FMR1-201 4333
FMR1-202 4125
FMR1-203 1853
FMR1-006 776
FMR1-007 470
FMR1-008 541
FMR1-009 497
FMR1-010 815

6.1. Tamaiio de alelos

Una de las caracteristicas principales del gen es el polimorfismo localizado en la region
UTR 5/, la cual consiste en una regidn rica en repetidos CGG. A partir de esto, los alelos de
FMR1 son clasificados de acuerdo al nimero de copias de este triplete y al estado de

metilacién de la regién de los repetidos (Strom et al., 2007).

6.1.1. Alelos normales

Son considerados como normales aquellos que presentan de 5 a 40 repetidos (Tarleton y
Saul 2008); la media se estima entre 29 y 30 copias (Dombrowski et al., 2002). Este tipo de
alelos son transmitidos de manera estable y sin riesgo de expansién o delecidn. Se
caracterizan por presentar una interrupcion del triplete AGG cada 10 a 20 repetidos CGG y

en algunos casos, cada 30. Esta secuencia de interrupcion se cree actia en contra de la
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expansion de los tripletes CGG, probablemente, para interrumpir la formacion de
estructuras secundarias derivadas durante la replicacién del DNA (Eichler et al., 1994;

Kunst y Warren 1994).

6.1.2. Zona gris

Existe una zona intermedia en la cual no es posible determinar el nimero de repetidos
que precisen la transicion del estado normal al de premutacién. Esta regidén, denominada
zona gris, puede ser definida dentro del rango de 41 a 58 repetidos. Sin embargo, la
frecuencia y magnitud de los repetidos incrementa en alelos con mas de 50 repetidos
(Sherman, 2005). EI menor numero de repetidos que se ha visto puede provocar
descendientes con mutacion completa en una sola transmisiéon ha sido 59 (Nolin et al.,
2003). Cabe seialar, que existe una probabilidad a desarrollar alelos inestables en
secuencias puras de 33-39 repetidos CGG carentes del triplete AGG, asi como
predisposicién a desarrollar Insuficiencia Ovdrica Prematura asociada a X fragil. Esta
caracteristica ha sido utilizada como un importante predictor de alelos inestables (Eichler

et al., 1994; Kunst y Warren 1994).

6.1.3. Alelos premutados

Alelos con 59 a 200-230 repetidos entran en el rango de premutacion. En una poblacion
general, se ha estimado que 1 de cada 813 hombres y 1 de cada 259 mujeres son
portadores de alelos premutados (Dombrowski et al., 2002). Sin embargo, la prevalencia
varia entre diferentes grupo étnicos, siendo por ejemplo, menos comun en Taiwan que en

Israel (Tzeng et al., 2005; Pesso et al., 2000; Toledano-Alhadef et al., 2001).

La expansién de estos repetidos se encuentran asociados a cambios en los niveles de RNA
mensajeros (RNAm) y de la proteina FMRP (Jacquemont et al., 2007). Si bien este nimero
de repetidos no esta asociado a retraso mental, se corre el riesgo de padecer los

siguientes sindromes asociados a premutacion en FMR1:

14



J. Rodrigo Aldariz A.
UNAM - FES IZTACALA - IMSS

A) Sindrome de Temblor y Ataxia Asociado a X Fragil: Caracterizado por la
aparicidon tardia de ataxia cerebelosa progresiva, asi como por intencién de
temblor, pérdida de memoria a corto plazo, deterioro cognitivo, demencia,
Parkinson, debilidad muscular, y disfuncién autondémica (Loesch et al., 2005,
Jacquemont et al., 2006, Louis et al., 2006). Tanto hombres como mujeres son
propensos a desarrollar la enfermedad. La prevalencia se estima en un 40% del
total de varones con premutacién con mas de 50 afios edad y la penetrancia se
haya relacionada con la edad. (Ver Cuadro 4) (Grigsby et al., 2005). El riesgo en
mujeres no ha sido definido aun, pero se cree es menor que en hombres

(Biancalana et al., 2005).

Cuadro 4. Riesgo de padecer FXTAS en hombres con premutaciéon de FMR1.

Edad Riesgo
50-59 17 %
60-69 38%
70-79 47 %
>80 75 %

B) Insuficiencia Ovdrica Prematura asociada a X Fragil: Cerca del 20% de mujeres
portadoras con premutacién en FMR1 manifiestan Insuficiencia Ovdrica Prematura
(también conocida como Falla Ovarica Prematura -FOP-), la cual es definida como
el cese de la menstruacidn antes de los 40 afios (Sherman, 2005; Bussani et al.
2004). Los alelos premutados se consideran como la mayor causa idiopatica de
esta enfermedad (Jacquemont et al., 2006). El tamafio de repetidos dentro del
rango de premutacién se correlaciona con la penetrancia, el inicio de FXPOI y el
incremento de la concentracién de hormonas foliculo estimulante. La incidencia
llega a ser significativamente superior en un rango de 70-80 repetidos y parece
estancarse o decrecer en los 100 repetidos (Sullivan et al., 2005). Mujeres con

diagndstico de FXPOI han tenido hijos afectados con SXF (Corrigan et al., 2005). Se
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estima que 5-10% de mujeres pueden concebir después de ser diagnosticadas con
FXPOI (Nelson et al, 2005). Algunos autores indican que es mas adecuado emplear
el término de Insuficiencia Ovdrica Prematura asociada a X Fragil que Falla Ovdrica

Prematura (Wittenberger et al, 2007).

FXTAS al igual FXPOI se hayan relacionados con elevados niveles de RNAm de FMRI1. La
presencia de esta sobreproduccién de mensajeros, ha sugerido una funcion téxica debido
al efecto de ganancia de funcién del RNA ( Jin et al., 2003). Esta observacion, se basa en la
deteccién de niveles elevados de CGG en RNAm de FMR1 (Tassone et al., 2000), asi como
niveles reducidos o indetectables de FMRP en leucocitos de sangre periférica (Kenneson et
al., 2001) y regiones cerebrales de individuos portadores de la premutacion (Tassone et
al., 2004). Se sugiere ademas que la expansion de CGG por si sola, no sélo reduce los
niveles de FMRP, sino que es responsable del incremento en la transcripcidn (Tassone et

al., 2000).

Mediante analisis de espectrometria de masas, fue posible la identificacion de proteinas
de neurofilamentos y dos proteinas de union a RNAm: hnRNP-A2 (Ribonucleoproteina
nuclear heterogénea A2) y MBNL1 (muscle bind-like protein) aisladas de inclusiones
celulares. MBLN1 se une a los RNAm que contienen el repetido CUG o CCUG el cual esta
asociado a la distrofia mioténica 1y 2 (DM1 y DM2). Diversos estudios apoyan la hipétesis
gue MBLN1 es secuestrada por un RNAm largo con expansiones de C(C)UG, su secuestro
se haya relacionado con alteraciones en el empalme alternativo visto en la distrofia
miotdnica (Ranum y Cooper, 2006). Este mismo evento de MBLN1 en las inclusiones
intracelulares visto en FXTAS, sugiere una posible relacion entre ambos mecanismos

moleculares (Jacquemont et al., 2007).

Para apoyar mas aun la teoria sobre la toxicidad de RNAm, se han realizado diversos
estudios en Drosophila melanogaster, donde, el triplete repetido CGG en el rango de
premutacién fue expresado como un RNA en el contexto de un gen reportero. Las moscas

desarrollaron neurodegeneracion de los ojos asi como la presencia de inclusiones (Jin, et
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al., 2003). Ratones knock-in con una expansion por encima de 100 repetidos CGG en
FMR1, presentaron deterioro cognitivo y de comportamiento asi como inclusiones
intracelulares con ubiquitina positiva en varias neuronas, ademas de elevados niveles de
RNAmM de FMR1 y reducida expresién de FMRP (Willemsen et al., 2003; Van Dam et al.,
2005). El promedio del tamafio de inclusiones en determinadas zonas cerebrales como
nucleo olfatorio, cerebelo, coliculo inferior, nicleo taldmico parafasicular, nicleo mamilar
medial, amigdala y nucleos pontinos resultdé menor en ratones juveniles que las
comparadas con ratones maduros (Brouwer et al., 2007). El aumento gradual del tamafio
de las inclusiones y los porcentajes positivos de ubiquitina en neuronas en el transcurso
de la vida, han sugerido un desarrollo progresivo en el fenotipo de FXTAS en humanos
(Jacquemont et al., 2004). Los elementos hallados dentro de estas inclusiones son:
ubiquitina, chaperonas moleculares Hsp40, complejo 20S del proteosoma y HR23B,
mientras que FMRP no se halla dentro de las inclusiones pero si los RNAm de FMR1

(Bergink et al., 2006).
6.1.4. Alelos mutados

Secuencias de 200-230 hasta cientos o miles de repetidos se encuentran en el rango de
mutaciéon completa y son responsables de la hipermetilacién del gen (O’Donnell y Warren,

2002).
6.2. Inestabilidad de tripletes repetidos

Los mecanismos responsables de la inestabilidad de tripletes repetidos en el Sindrome X
Fragil son todavia inciertos. Son pocos los estudios que han sido reportados para el
triplete CGG, debido a la extrema dificultad para trabajar con estas secuencias altamente
inestables, en comparacidn con los tripletes repetidos asociados a enfermedades como la
distrofia muscular mioténica de tipo 1 y 2, asi como ataxia Friedreich. La dificultad de
estas secuencias radica en los continuos desplazamientos en ambas cadenas del DNA
debido a las continuas repeticiones de citocinas y guaninas (Shimizu et al., 1996). Sin

embargo, el modelo mds aceptado actualmente, es el deslice o patinaje de las cadenas del
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DNA durante la replicacion, que fundamenta sus bases en los estudios Illevados a cabo por
Kang et al.,, en Escherichia coli. Dichos estudios, revelaron que la frecuencia de
expansiones y deleciones dependen de la direccién de la replicaciéon. Para ello, se
determind si un plasmido con 170 repetidos del triplete CTG era completamente
homogéneo tras sucesivas rondas de replicacién, o si daba lugar a secuencias
heterogéneas. Los resultados arrojaron plasmidos recombinantes que contenian
secuencias con expansiones y deleciones en un rango de 17 a 300 repetidos (Kang et al.,
1995). En E. coli, cuando el triplete CTG se encuentra ubicado en la cadena rezagada
naciente, provoca la formacién de estructuras secundarias denominadas: hairpin loops, las
cuales actuan como una estructura duplex antiparalela de amplia estabilidad con
apareamientos timina-timina; mientras que, en la cadena complementaria, el triplete CAG
forma Unicamente estructuras metaestables (Smith et al., 1995). Cuando el triplete CTG se
haya situado en el templete de la cadena rezagada, el hairpin loop que se forma provoca
gue los repetidos correspondientes a esta estructura sean anulados, debido a que la
secuencia de esta estructura permanecera oculta para la polimerasa, lo que dara lugar a
deleciones. Por el contrario, cuando esta estructura se forma en la cadena rezagada,

tendrd lugar la expansién del triplete (Kang et al., 1995).

Se sugiere que estos eventos son promovidos por pausas que hace la polimerasa al
situarse en loci de doble cadena de repetidos CTG y CGG (Kang et al., 1995). Durante estas
pausas, tiene lugar la formacién de un hairpin loop (debido a la naturaleza de los tripletes
a formar dichas estructuras) que provocara un deslice de la cadena recién sintetizada, y
una vez que la polimerasa reanude su actividad, comenzara a incorporar nucleétidos
donde anteriormente lo habia hecho (ahora como producto del deslice), lo cual provocara
gue vuelva a sintetizar la secuencia que ya habia realizado, dando lugar a la expansion del
triplete (Wells, 1996). Asi mismo, los resultados sobre las pausas de la polimerasa, indican
gue longitudes apropiadas de tripletes adoptan conformaciones de tipo “no B” del DNA,
las cuales, bloquean la progresidn de la DNA polimerasa, resultando en un retraso que da

lugar a estos desplazamientos en la horquilla de replicacién, promovidos por los hairpin
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loops (Kang et al., 1995 -b-). Cabe sefalar, que el deslizamiento por si solo no puede
explicar todos los aspectos de expansion de repetidos, especialmente si estos son de gran

tamafio (Oostra y Willemnsen, 2009).

Por otro lado, estudios en E. coli y Saccharomyces cerevisiae, revelan que la frecuencia de
deleciones es similar a la de expansiones, las cuales, son confinadas Unicamente a la
secuencia de los repetidos (Kang et al., 1995). Paralelamente, estudios en levaduras
deficientes de RAD27, muestran un incremento significativo en el numero de repetidos
CGG. RAD27 al igual que FEN1 en mamiferos, es un gen involucrado en la remocion de
bucles como los derivados durante la sintesis los fragmentos de Okazaki (White et al.,

1999).

6.3. Mutaciones

6.3.1. Expansion de repetidos CGG

Es considerada como la principal mutacion responsable del Sindrome X Fragil, causada por
la expansion anormal del triplete CGG por encima de los 200-230 repetidos en la regién
UTR 5’ del gen FMR1. La mutacion esta asociada con hipermetilacidon de la region de los
tripletes repetidos asi como en la isla CpG de la regidon promotora, situada rio arriba a 250
pb de la regidn de los repetidos, lo cual da lugar al silenciamiento del gen (Verkerk et al.,
1991; Oberle et al., 1991; O’Donnell y Warren, 2002). Cabe aclarar que la expansién de los
repetidos por si sola no es capaz de producir el silenciamiento del gen. Se han descrito
individuos no afectados con mas de 200 repetidos CGG, cuya regidon promotora no se
encuentra metilada. Los valores de transcripcion y traduccién permanecen tan eficientes

como los de individuos con alelos normales (De Vries et al., 1996).

6.3.2. Delecién de repetidos CGG

Mila et al., reportaron un individuo con mosaicismo que presentaba delecidn en la regidn
de los repetidos CGG sin pérdida adicional en la secuencia del gen. Esta delecidn generd

una secuencia de 15 repetidos puros, la cual estaba presente en el 31% de linfocitos.
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Mediante analisis Southern blot con la sonda StB12.3, se determind que el individuo
mostraba una fragmento de 5.6 a 6.1 kb, y un fragmento adicional de 2.7 kb. Por otro
lado, de Graaff et al., reportaron un caso similar en un individuo con mosaicismo que
presentaba tanto mutacion completa como una secuencia de 21 a 33 repetidos. Ambos
casos mostraron alelos no metilados con secuencias normales; sin embargo, los niveles de

FMRP no eran suficientes para evitar el sindrome (Mila et al., 1996; de Graaff et al., 1995).

6.3.3. Delecion de una porcion de los repetidos CGG y algunas secuencias

flanqueantes

La inestabilidad de la region que contiene los repetidos no se limita Unicamente a los
repetidos CGG, sino que también se extiende a regiones flanqueantes. Por otra parte, de
Graaff et al., describieron 4 individuos con mosaicismo no emparentados que presentaban
mutacion completa asi como pequefias deleciones en la region de los repetidos. Mediante
analisis de secuenciacidn se detectaron deleciones en la regién de los repetidos asi como
en las secuencias flanqueantes de los repetidos de los 4 pacientes. Las deleciones se
encontraban entre 75 y 53 pb préximas a la regidon de los repetidos, lo que sugirid una
region hot spot para deleciones en la region de los repetidos de FMR1, haciendo hincapié
en que la inestabilidad de esta regién puede ser debida a la presencia de una expansién
aberrante de CGG (de Graaff et al., 1995). Un caso similar fue descrito por Meiher et al.,
guienes reportaron una familia con 4 individuos varones y 7 mujeres que presentaban una
delecidon de 1.6 kb préxima a la regidn de los repetidos CGG. Todos los hombres y sélo 2
mujeres presentaban fenotipo asociado a X fragil. Mediante RT-PCR en varones, se
demostré que FMR1 no era expresado, lo cual sugirio la pérdida de la regidn promotora;
ademas se determind que los pacientes tenian aproximadamente 45 repeticiones CGG en
FMR1, los cuales no contaban con la interrupcién AGG (Meijer et al., 1994). De manera
similar, Gu et al., reportaron un individuo con fenotipo X fragil con una delecién de

aproximadamente 100 kb que incluian los primeros 7 exones de FMR1 (Gu et al., 1994).
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6.3.4. Delecion de todos los repetidos CGG y algunas secuencias de

flanqueantes

Deleciones de aproximadamente 13 Mpb en la regidn Xq26.3-g27.3 que incluyen el gen
FMR1 han sido reportadas en individuos que exhiben un fenotipo mas severo que el
observado tipicamente en pacientes con X fragil (Wolff et al., 1997). Gedeon et al.,
describieron un paciente que presentaba rasgos tipicos de X fragil con delecidn total de
FMR1 y aproximadamente 2Mpb de DNA proéximos al gen y 0.5 Mpb distales (Gedeon et
al., 1992). De igual forma, Tartelon et al., reportan un individuo afectado con fenotipo X
fragil que presentaba delecion total del gen junto con aproximadamente 5 Mpb préoximo y
1 Mpb distal de la secuencia de FMR1 (Tarleton et al., 1993). Por ultimo, un paciente
descrito por Quan et al., presentaba eliminaciéon de la secuencia de FMR1 junto con
aproximadamente 10 Mpb de DNA préximo al gen. Ademas de los rasgos tipicos del

sindrome, presentaba aparicion temprana de obesidad y atresia anal (Quan et al., 1995).

6.3.5. Mutaciones puntuales y de dos nucleétidos

A diferencia de los tipos de mutacion mencionados, las mutaciones puntuales no estan
promovidas por la presencia de un nimero elevado de copias del triplete CGG como se ha
sugerido. Este tipo de alteracién, estd asociado principalmente a mutaciones puntuales y
de 2 pb en FMR1 (Wells 2009). De Boulle et al., describieron pacientes con fenotipo de X
fragil sin expresion de FMRP y con una longitud de repetidos CGG normal sin metilacion
en la isla CpG (De Boulle et al., 1993). Wang et al., describen 3 individuos afectados por el
sindrome con un cambio puntual de citocina a timina (C-T) en el nucleétido 14 del intrén
10 con longitud normal en el nUmero de repetidos CGG. Para determinar el efecto de esta
mutacién, se llevd a cabo la RT-PCR, y secuenciacidn del transcrito, revelando que el alelo
con la mutacion C-T escapa totalmente al exén 10, lo que da como resultado la union de
los exones 9 y 11. La delecién del exén 10 lleva a una terminacidon prematura del
transcrito, lo que trae como consecuencia que las regiones que codifican el segundo

dominio KH y los dominios de la caja RGG de la proteina FMRP no sean traducidas (Wang
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et al., 1997). También han sido reportadas dos mutaciones intragénicas con pérdida de
funcién en FMR1, la primera de ellas se encontrd en un paciente con delecién de novo en
uno solo de los nucledtido, y el segundo en un paciente que heredé un cambio en dos

pares de bases, ambos con rasgos tipicos de X fragil (Lugenbeel et al., 1995).

6.4. Epigenética de FMR1

La metilacion del gen FMR1 por expansion del triplete CGG es un proceso dindmico que
ocurre durante las primeras etapas del desarrollo embrionario y que es ademas,
acompafado de otros eventos epigenéticos como la desacetilacion de las histonas H3 'y
H4, la metilacion de la histona H3-K9 y desmetilacién de la histona H3-K4 (Tabolacci et al.,
2005). En células germinales de fetos con mutacion completa de mujeres con
premutacién, FMR1I no estd metilado; sin embargo, en muestras de vellosidades
coridnicas de fetos con mutacion completa, la zona de repetidos se encuentra metilada y
ésta se incrementa conforme avanza el desarrollo embrionario (Willemsen et al., 2002). El
problema principal para estudiar los primeros sucesos epigenéticos de FMR1, subyace en
la carencia de material apropiado para su estudio. Se han llevado a cabo estudios en
ratones Fmrl KO con mas de 200 repetidos; sin embargo, la inactivacion de FMR1 no
ocurre en sistemas murinos (Brouwer et al., 2007). Eiges et al., desarrollaron una linea de
células madre embrionarias humanas (HESC por sus siglas en inglés) de una mujer
portadora con 170 repetidos CGG obtenida a partir de un diagndstico genético de
preimplantacion (PGD por sus siglas en inglés). El nimero de repetidos CGG de FMR1 se
determind mediante Southern blot, el cual mostré un numero superior a los 1000
repetidos. Cuando estas células permanecen indiferenciadas, muestran niveles normales
en la transcripcién y traduccién, lo cual ademads, indica que la expansién de los repetidos
CGG por si sola no es capaz de producir el silenciamiento del gen. Sin embargo,
diferenciaciones espontaneas hacia células de cuerpos embrionarios (EB por sus siglas en
inglés) y teratomas, indujeron a una metilacién gradual de FMR1, con niveles bajos en la
expresion del gen, similar a los derivados de células de pacientes con X fragil (Eiges et al.,

2007).
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7. PROTEINA FMRP

7.1. Localizacion

Estudios inmunocitoquimicos en ratones revelan que FMRP es ampliamente expresada en
todas las células hasta el dia 14 del desarrollo embrionario. Posteriormente, exhibe
patrones mas especificos en tejidos de origen ectodérmico como cerebro, ganglios,
foliculos pilosos, células sensoriales y médula suprarrenal; asi como en gdénadas, derivadas
de la capa mesodérmica; todos estos tejidos muestran altos niveles de expresién (De
Diego Otero et al., 2000). La expresién de FMRP en embriones humanos de 3 a 7 semanas
es consistente con el patrén de expresion en ratones, siendo predominante en cerebro y
testiculos, tejidos que son mayormente afectados en individuos con X fragil (Agulhon et
al., 1999). En cerebro de humanos adultos, FMRP esta presente en altas cantidades en
neuronas, teniendo una alta expresién en células de Purkinje y en neuronas de la capa
granulosa y corteza. La localizaciéon de FMRP esta confinada Unicamente al pericaridén. En
contraste, en células de la glia y oligondendrocitos, los niveles son muy bajos o nulos
(Pacey y Doering, 2007). La ausencia de anormalidades neuropatoldgicas evidentes en
fetos con X fragil, sugiere que FMRP no es crucial en los primeros estadios del desarrollo

del sistema nervioso (Agulhon et al., 1999).

Mediante analisis en inmunohistoquimicos se ha determinado que FMRP es una proteina
citoplasmatica (Devys et al.,, 1993). En el nucleo se halla principalmente en el nucléolo,
involucrada en la formacién de particulas ribosomales. FMRP se localiza principalmente en
poliribosomas libres y en ribosomas de la membrana del reticulo endoplasmatico asociada
a la subunidad ribosomal 60S. Cerca del 85 % de FMRP se halla en actividad de traduccién
en los polirribosomas, lo que sefala un papel de FMRP como una proteina de union a los
RNAm (Feng et al., 1997). La espectrometria de masas y estudios de sitios de mutagénesis
dirigida, demuestran que la fosforilacién en FMRP ocurre entre los residuos 483 y 521

(Ceman et al., 2003).
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7.2. Isoformas

Se han identificado 8 isoformas de la proteina FMRP como resultado del empalme

alternativo en FMR1 (ver Cuadro 5):

Cuadro 5. Isoformas de FMRP en la que se muestran sus respectivas longitudes y masas atémicas.

Variante Longitud (aa) Masa (Da)
Isoforma 1 594 66,971
Isoforma 2 620 70,025
Isoforma 3 603 68,030
Isoforma 4 607 68,445
Isoforma 5 590 66,460
Isoforma 6 632 71,174
Isoforma 7 615 69,179
Isoforma 8 586 66,246

Todas las variantes de las proteinas estdn ausentes en lineas celulares de individuos con X
fragil. Lineas celulares de individuos con premutacion expresan FMRP con una masa
idéntica a los de la linea control, lo cual indica que los repetidos CGG no se traducen. La
traduccidon comienza en el primer coddn de inicio después de los repetidos CGG, en

metionina-66 (Devys et al., 1993).

La proporcion de las diferentes isoformas en cerebro, testiculos, higado y rifidn son
similares, y no existe una expresion especifica en tejido o estadio celular. Ademas,
presenta altos niveles de expresién de todas sus isoformas en cerebro y testiculos, asi
como bajos niveles de expresidn en corazén, esqueleto y musculo abdominal (Verheij et

al., 1995).
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7.3. Dominios estructurales de FMRP

En un principio FMRP no mostrd claras homologias con otras proteinas, pero en 1993,
Siomi et al., fueron los primeros en reportar la semejanza de FMRP con proteinas de unién
a RNA (Siomi et al., 1993) desde entonces, diversos dominios estructurales se han

reportado para FMRP:

A) Caja RGG: Contiene el triplete Arg-Gly-Gly que ha sido identificado como un sitio
altamente especifico de interaccidon a los RNA mensajeros (RNAm). A su vez, los
RNAm poseen un sitio de unién denominado cuarteto G, que consta de un
conjunto de cuatro purinas que forman una estructura intramolecular denominada
stem-loop (Darnell et al., 2001). Los RNAm que contienen cuarteto G han sido
identificados como potenciales objetivos de FMRP asi como de importantes
proteinas neuroldgicas como la Proteina 1B Asociada a Microtubulos (MAP1B) y

semaforina (Miyashiro et al., 2003).

B) Dos Dominios homdlogos K (dominios KH): Estos dominios se encuentran
presentes en el centro y parte terminal C de la proteina junto con la caja RGG. Los
dominios KH junto con la caja RGG, se encargan de proporcionar la capacidad de
unién a los RNAm. La importancia de estos dominios, fueron descritos en pacientes
con X fragil que tenian una mutacion puntual en el segundo dominio KH de FMRP,
la cual cambia una isoleucina en la posicién 304 por una asparagina (De Boulle et
al., 1993). Esta mutacion altera el plegamiento normal del segundo dominio KH
haciendo que la proteina sea incapaz de unirse al RNAm (Siomi et al., 1994) cabe
resaltar que ésta fue la Unica mutacién encontrada en pacientes afectados por el

sindrome.

C) Dos Estructuras Coiled-coil: Actian mediando la interaccion proteina-proteina.
El primer dominio de esta estructura se encuentra localizado en el exdon 7 y esta

asociado a las interacciones de FMRP con las proteinas FXR1 y FXR2. El segundo
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dominio se halla localizado en el exén 14 y estd relacionado con la unién de FMRP

a los ribosomas (Siomi et al., 1996).

D) Seiial de Localizacion Nuclear (NLS) y Senal de Exportacion Nuclear (NES):
Presentes en la posicion 117-118 y 429-438 respectivamente. Se sugiere le otorgan
a FMRP la capacidad de transporte dentro y fuera del nudcleo, ya que se ha
observado a FMRP en el poro nuclear durante la transferencia entre el nucleo y el
citoplasma, donde se le ha visto salir del nucleo unido a su RNAm (Feng et al.,

1997).
7.4. Transporte y traduccion de RNAm

En 1987, mediante un cultivo de neuronas del hipocampo, Steward et al., demostraron
gue los RNAm son transportados hacia las dendritas (Davis et al., 1987). Se ha sugerido
qgue la traduccion de los mensajeros puede ser regulada en respuesta a un estimulo
(Martin y Zukin, 2006). En conjunto, cuando FMRP se encuentra unido a un determinado
RNAm (ribonucleoproteina), se le observa como granulos de RNA que viajan en las
ramificaciones dendriticas, a través de microtubulos. La traduccion permanece inactiva
hasta que un determinado impulso permite su traduccién (De Diego Otero et al., 2002).
Hasta el momento no se si sabe si determinados RNAm pueden ser transportados a las

dendritas en la ausencia de FMRP.

FMRP cuenta con diferentes sitios de fosforilacion. Cuando se encuentra desfosforilada
estd asociada con actividad de traduccion en los polirribosomas, mientras que la fraccién
fosforilada se haya aparentemente estancada en los polirribosomas. Una rapida
desfosforilaciéon de FMRP permite a los RNAm ser traducidos, mientras que la

refosforilacion de FMRP reprime su traduccién (Kim et al., 2008).
7.5. Proteinas con funcion similar a FMRP

FXR1y FXR2 son dos genes autosdmicos que se encuentran localizados en los sitios 3928 y

17p13, los cuales codifican a proteinas de 70 a 74 KDa respectivamente. Poseen masas
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idénticas y ademas, contienen dos dominios KH, una caja RGG, sefializaciones de tipo NLS
y NES, asi como una identidad del 60% a nivel de aminoacidos. Una de las diferencias
significativas entre los transcritos es que FXR1 y FXR2 no contienen la secuencia de
repetidos CGG. Por otra parte, FMRP al igual que las proteinas FXR1 y FXR2 se encuentran
localizadas principalmente en el citoplasma y estan asociadas con la subunidad 60S
ribosomal; ademas, son capaces de formar heteropolimeros u homopolimeros. La
secuencia responsable de la unién FXR-FMRP, contiene un motivo coiled-coil localizado en
el exon 7. Se ha visto que células de individuos con X fragil y ratones Fmrl KO con pérdida
de expresion de FMRP, tienen una expresion normal de las proteinas FXR1 y FXR2, por lo
gue es poco probable que estos dos genes puedan asumir el papel de FMRP (Siomi et al.,

1996).
7.6. Teoria de los receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR)

La presencia de una maquinaria de traduccién cerca de las conexiones sinapticas, permite
a las neuronas una rapida respuesta mediante la traduccion local de RNAm. FMRP es
sintetizada en respuesta a la activacién de los receptores metabotrdpicos de glutamato
(mGIuR por sus siglas en inglés) regulando negativamente la traduccién de diversos RNAm
que codifican a proteinas involucradas en la internalizacidn de los receptores ionotrdpicos
de glutamato (iGIuR) AMPA. En la estimulacién sinaptica, FMRP puede disociarse de éstos
RNAm para permitir la traduccién y facilitacion de la internalizacion de los receptores
AMPA. Se cree que cuando FMRP estd ausente, existe una sobreexpresion en la
traduccion de los RNAm, lo que da como resultado, una perturbacidn en la internalizacion
de los receptores AMPA. A partir de esto, se ha generado un modelo en el cual, FMRP
regula la traduccion de estos RNAm a partir de un estimulo de mGIuR. A este mecanismo,
se le ha denominado, teoria de los receptores metabotrdpicos de glutamato, la cual
establece que la internalizacidon de los receptores AMPA son provocadas por estimulacién
de mGIluR5, donde se ha visto ademas, tiene una sobreexpresién en ratones Fmrl KO.
Dendritas deficientes en FMRP muestran internalizacion aberrante de los receptores

AMPA, lo que lleva a una reduccion en el numero de receptores AMPA en la membrana
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postsindptica (Nakamoto et al., 2007). Dolen et al., llevaron a cabo un experimento en el
cual cruzaron ratones Fmrl KO con ratones a los que se les indujo una reduccion del 50 %
de la expresién de mGlur5. Como resultado de la reduccidn de la via de seiializacién, hubo
un rescate en algunos aspectos fenotipicos, tales como las pruebas Extincidn de Evitacion
Inhibitoria (IAE por sus siglas en inglés) y la aparicidon de crisis audiogénicas (Dolen et al.,
2007). La cantidad de receptores AMPA en las membranas postsindpticas se correlaciona
con la forma de protrusion, lo cual podria explicar la morfologia inmadura de protrusiéon
encontrada en diferentes areas del cerebro de individuos con X fragil asi como en ratones

Fmrl KO (Galvez y Greenough, 2005).

Se cree se puede inducir una reduccién de la via de sefalizacion provocado por un
antagonista en mGIuR5 y contrarrestar el incremento de la internalizacién de los
receptores AMPA en neuronas de ratones Fmrl KO. Estudios en ratones Fmrl KO tratados
con MPEC (2-metil-6-(fenil etinil)-clorhidrato de piridina), un antagonista del grupo 1 de
receptores de glutamato mGIuR5 mostraron mejoras en sensibilidad a crisis audiogénicas
y actividad exploratoria en campo abierto en comparacion con ratones no tratados (Yan et
al., 2005). Ratones tratados con Fenobam (antagonista de mGIuR5) tuvieron una mejora
en la inibicién prepulso (IPP) incluido MPEC; ademas de observarse mejoras de la
morfologia de espinas inmaduras en cultivos de neuronas del hipocampo (De Vrij et al.,
2008), en el cual, la geometria de la espina dendritica es correlacionada con el nimero de
receptores AMPA en la membrana postsinaptica. A partir de 2009, Berry-Kravis et al., han
iniciado la fase | en pacientes humanos con X fragil utilizando diferentes antagonistas de
MGIuURS5, incluido Fenobam. Hasta el momento, no se han encontrado efectos secundarios
por el uso de Fenobam y sélo se ha observado una reduccién de la hiperactividad y

ansiedad asi como una mejora en el 20% de pacientes con IPP (Berry-Kravis et al., 2009).
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8. TECNICAS DE ANALISIS
8.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) es posible analizar la
region de los tripletes repetidos CGG de FMR1 en un rango de <100 a 120 repetidos. No
obstante, alelos por encima de estos valores, la reaccién decae debido que la polimerasa
no es capaz de sintetizar regiones con un alto nimero de CG, como en el caso de
individuos con premutacién alta y mutacion completa. En caso de obtener el fragmento
de amplificacion esperado, no se considera necesario realizar pruebas adicionales.
Pacientes con mosaicismo, pueden arrojar falsos positivos, ya que la PCR puede detectar
alelos normales con baja premutacion, y decaer en los alelos con alta premutacion o con

mutacion completa (Schmucker y Seidel, 1999).

Existen variantes de la técnica que, mediante el uso de enzimas transcriptasas reversa, es
posible llevar a cabo la deteccidn directa del transcrito a partir de la sintesis de cDNA
mediante el proceso de transcripcidn inversa en muestras de RNA de individuos con
sospecha de X fragil. A esta variante de la PCR se le conoce con el nombre de RT-PCR
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Actualmente se disponen de Kkits
comerciales que llevan a cabo la reaccién en uno o dos pasos. En esta ultima, el cDNA que
se sintetiza mediante la transcriptasa inversa (primer paso), sirve como templete para
llevar a cabo una segunda reaccidn denominada PCR convencional o PCR en punto final
(segundo paso), en la cual, Unicamente se amplifica el cDNA correspondiente a FMR1
mediante el uso de oligonucleétidos o primers que reconocen especificamente la
secuencia del transcrito convertido a cDNA; en cambio, en los kits de un sdélo paso, las
reacciones de sintesis de cDNA y amplificacion de la secuencia de interés, se llevan a cabo
en una sola reaccidn. La diferencia principal entre estos dos kits es que en éste ultimo, se
dispone de un mix de ambas enzimas (transcriptasa reversa y DNA polimerasa) donde la
DNA polimerasa se encuentra unida a un anticuerpo que inhibe su actividad a

temperatura ambiente; posteriormente, el anticuerpo es desnaturalizado y la actividad de
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la polimerasa es restaurada durante el proceso inicial de desnaturalizacion llevando de
este modo, la sintesis de los fragmentos de interés. Una vez obtenidos estos productos,
mediante electroforesis, es posible determinar la ausencia o presencia del fragmento
amplificado. En caso de observarse el fragmento correspondiente a FMR1 (con ayuda de
un marcador de tamafio molecular) se considera que existe una transcripcién activa del
geny por lo tanto, se descarta al individuo con sospecha de X fragil como portador del gen
mutado. En caso de no amplificarse el fragmento correspondiente a FMR1, se considera al
individuo como afectado por el padecimiento y se debe implementar la técnica de
hibridacion Southern para la confirmacion del mismo y detectar portadores en la familia.
Cabe aclarar que ésta técnica debe implementarse unicamente en individuos varones, ya
gue la naturaleza del mosaicismo del cromosoma X en las mujeres, resultaria en la
deteccidn de los transcritos de FMR1 del cromosoma X que no estd afectado. En este caso,

la solucién mas apropiada es realizar un analisis Southern para su diagnostico.

Otra variante de la PCR, permite detectar la metilacién en la region promotora en alelos
mutados mediante PCR especifica de metilacién (MSP). Es una opcién mas (al igual que la

RT-PCR) que reducir significativamente el tiempo del diagndstico.
8.2. Southern Blot

Detecta un aproximado del numero de repetidos en todos los estados alélicos de FMR1
(normal, premutacién y mutacidon completa) asi como el estado de metilacién de la regién
promotora mediante el uso de enzimas de restriccion apropiadas. Puede ser usado en
conjunto con la PCR para precisar aun mas el numero de repetidos en alelos normales y

con baja premutacion.
8.2.1 Radiactivo

Se realiza principalmente mediante el marcaje con fésforo radiactivo (*’P). Los sistemas
isotopicos resultan ser mas sensibles y ofrecen una resolucion mayor que las sondas

marcadas con haptenos. Poseen una facil deteccion y la determinacion de la eficiencia del
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marcaje puede ser estimado rapidamente. La desventaja de este sistema es el peligro
inherente de la radiactividad, tiempos de exposicion variables, equipo adicional, licencias

para su manipulacion y la resolucion depende del marcaje.
8.2.2 No radiactivo

Diferentes métodos no radiactivos han sido introducidos como una posible alternativa a la
radiactividad mediante el uso de sondas marcadas con agentes fluorescentes, enzimas,
fluorescencia, biotina o digoxigenina (ver Figura 4). Ademds de su gran potencial de
sensibilidad y estabilidad, los sistemas no radiactivos carecen de riesgos para la salud, no
requieren de equipos adicionales ni licencia especial para su manipulacion y ofrecen la
ventaja de que la vida media de las sondas no estd determinada por la vida media del
isétopo. Los sistemas no radiactivos logran altas sensibilidades en combinacidon con
enzimas adheridas a un anticuerpo o complejos avidina, y substratos quimio-
luminiscentes. La mayoria de estos ensayos, utilizan preferencialmente la enzima
fosfatasa alcalina debido a su inusual resistencia a condiciones ambientales y estabilidad
térmica. Sin embargo, el marcaje no radiactivo se encuentra limitado por su fondo no
especifico (background), causado principalmente por la deteccion indirecta durante los
pasos involucrados. Por esta razén, los métodos no radiactivos no han sido introducidos

tan facilmente en todos los campos de la biologia molecular.
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Figura 4. Digoxigenina-dUTP. La digoxigenina es enlazada en la posicién C5 de la uridina mediante un brazo

de 11 4tomos de carbono.
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8.3. Analisis de secuencia

Utilizado para detectar pequefias deleciones y duplicaciones exdnicas asi como
inserciones e inversiones intragénicas y otras pequefas alteraciones en FMRI1. Pocos
laboratorios clinicos ofrecen analisis de la secuencia de la regién promotora y los 17

exones junto con las regiones intrdnicas.

8.4. Analisis de hibridacidén fluorescente in situ (FISH)

Deleciones que no se hallan localizadas en la region de los repetidos pueden pasar
desapercibidas durante un ensayo clinico de rutina. Los andlisis de hibridacién

fluorescente in situ permiten detectar tales deleciones.

8.5. Andlisis citogenético

Actualmente no se encuentra en uso debido a su baja sensibilidad (no toma en cuenta la
relacién epigenética) y mayor costo que las técnicas moleculares. Utiliza medios de cultivo
carentes de acido fdlico para inducir los sitios fragiles. Los porcentajes son muy variables
al observar el sitio fragil, raramente se observa mas del 50% de los cromosomas, y en las

mujeres es significativamente inferior.

8.6. Analisis de raiz de cabello

Consiste en un andlisis de inmunohistoquimica para detectar la expresién de FMRP en la
raiz del cabello. La principal ventaja de esta técnica es la rapidez y el analisis directo hacia
la proteina, independientemente del tipo de mutacién asociado en FMRI1. Puede ser
aplicada a individuos con mosaicismo; sin embargo, resulta menos especifico para
mujeres, debido al proceso de inactivacion aleatoria del cromosoma X. Ademas, mujeres
con mutaciéon completa muestran porcentajes de FMRP similares a los encontrados en
mujeres control. Por otra parte, el grado de retraso mental no se relaciona con el

porcentaje de expresion de la proteina (Willemsen et al., 1999).
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9. JUSTIFICACION

El diagndstico del SXF mediante la observacidon fenotipica y el andlisis citogenético,
proporcionan un diagndstico clinico incierto, proclive al diagndstico de falsos negativos o
positivos. Actualmente, las técnicas empleadas en el campo de la biologia molecular

permiten establecer un diagndstico certero del sindrome.

Mediante la técnica de RT-PCR es posible determinar la ausencia de los transcritos de
FMR1 en individuos varones con sospecha de X fragil que, aunado con la técnica de
Southern blot, permite determinar el numero aproximado de copias del triplete CGG,
tanto en individuos afectados por el sindrome (hombres y mujeres), como aquellos
portadores de la premutacidén, lo que aumenta significativamente la precision del

diagnédstico.

Sin embargo, el principal problema de los ensayos de hibridacién es el empleo de sondas
marcadas con radiactividad, cuyos inconvenientes suelen ser la obtencidn de los permisos
para su manipulacién asi como los riesgos inherentes para la salud y la desventaja de que
la vida media de las sondas marcadas dependen de la vida media del isétopo. Es por ello,
gue los sistemas alternos a la radiactividad (como los basados en quimioluminiscencia a
partir de moléculas como la digoxigenina) resultan de gran importancia ya que pueden

llegar a remplazar los sistemas isotépicos de marcaje de sondas.

Por otra parte, la importancia de llevar a cabo un diagndstico certero de la enfermedad,
radica en que el X fragil, al ser considerado como la primera causa de retraso mental
hereditario, puede provocar la aparicion de individuos afectados en los diferentes
miembros de las familias afectadas. De éste modo, mediante asesoramiento genético los
integrantes de la familia son informados sobre el riesgo de tener descendientes afectados
con X fragil, asi como de las diferentes enfermedades asociadas a las alteraciones de
FMR1; esto, con la colaboracion de médicos genetistas, psicélogos y personal capacitado

para esta labor.
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10. OBIJETIVOS
10.1 Objetivo general

Llevar a cabo la deteccion del Sindrome X Fragil mediante analisis molecular en pacientes

con retraso mental de tipo idiopatico.

10.2 Objetivos particulares
1) Detectar la presencia de transcritos del gen FMR1 con la técnica de RT-PCR.

2) Obtener la secuencia del producto de amplificacién de FMR1 de un paciente con

sospecha de X fragil.

3) Implementar la técnica de hibridacién Southern no radiactivo mediante el marcaje con

digoxigenina e inmunodeteccidn.
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11. MATERIAL Y METODOS
11.1 Tipo de diseiio
Estudios de casos y controles.
11.2 Definicién de la poblacidn en estudio
11.2.1 Criterios de seleccion
A) Criterios de inclusion:

- Pacientes pediatricos hombres y/o mujeres con diagndstico clinico de retraso
mental idiopatico.

- Carta consentimiento firmada por familiar o tutor del paciente.
B) Criterios de exclusion:

- Pacientes con diagndstico de retraso mental no idiopatico.

- Presencia de enfermedad incapacitante.
C) Criterios de eliminacion:

- Abandono voluntario del paciente del protocolo de investigacion.
- Confirmacion de otro padecimiento distinto a SXF durante el desarrollo del

protocolo.
11.3 Lugar de realizacion del estudio

El proyecto se llevo a cabo en el laboratorio de Gendmica Funcional y Protedmica de la
Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana, Hospital de Pediatria, Centro

Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.
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Figura 5. Estrategia de trabajo para el diagndstico de X fragil mediante la deteccién de los transcritos de

FMR1 en pacientes varones con retraso mental idiopatico.
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Figura 6. Estrategia de trabajo para la hibridaciéon genémica Southern.
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11.4. Diagnostico molecular del SXF
A. DETECCION DE TRANSCRITOS DEL GEN FMR1

1. Extraccion de RNA total de monocitos de sangre periférica mediante gradiente de

densidad y Trizol (Invitrogen)

Por cada paciente se obtuvieron de 2 a 3 ml de sangre periférica la cual fue depositada en
un tubo Vacutainer con EDTA. Posteriormente, en un tubo de ensayo de vidrio se
colocaron 6 ml de Ficoll (GE Healthcare) por 3 ml de sangre (2:1), la muestra se centrifugd
35 minutos a 1,344 x g en una centrifuga clinica para obtener el gradiente de densidad. A
partir éste, se obtuvo la capa blanca de células (monocitos) formadas entre el plasma y el
Ficoll, y se colocaron en un tubo Ependorff estéril de 1.5 ml agregando 1 ml de solucidn
PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na,HPO,, 1.47 mM, KH,PO,4 a pH 7.4). La
muestra se centrifugd 1 minuto a 12,000 x g y se decanto la solucion PBS quitando los
remanentes con una pipeta. Los monocitos fueron lisados agregando 1 ml de Trizol
agitando fuertemente durante 3 minutos y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente
(TA). Una vez terminado el tiempo de incubacién se agregaron 200 ul de cloroformo y se
agitd durante 15 segundos. Posteriormente, la muestra se incubd 3 minutos a TA y se
centrifugd 15 minutos a 12,000 x g a 4 °C. Una vez terminada la centrifugacion, se aislé la
fase acuosa (evitando el contacto con la interfase y la fase orgdanica) en un tubo Eppendorf
de 1.5 ml y se agregd 500 pl de isopropanol frio (-30°C). La muestra se incub6 10 minutos
a-30° Cy unavez terminado el tiempo de incubacion, se centrifugd 10 minutos a 12,000 x
g a 4 °C. Al término de la centrifugacidn, se decantd el isopropanol y se realizaron dos
lavados con etanol al 75% (preparado con agua tratada con dietil-pirocarbonato -DEPC-)
agregando 1 ml. La muestra se centrifugé 5 minutos a 7,500 x g a 4 °Cy al término de cada
centrifugacion, se decanté el etanol procurando remover totalmente el remanente con
una pipeta. Finalmente la muestra de RNA se diluyé en 20 pl de agua en agua libre de

nucleasas.
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2. Determinacion de la pureza y cuantificacion del RNA total mediante analisis de

espectrofotometria

Para determinar los valores de concentracién y pureza, se llevé a cabo la medicién a una
absorbancia de 260 nm (Aye) en un espectrofotometro (Nanodrop 1000 Thermo
Scientific) tomando 1ul de la muestra. El indice de pureza fue obtenido a partir del

cociente de 260/280 nm de longitud de onda.
3. Verificacion de la integridad del RNA por electroforesis en gel de agarosa

Para determinar la integridad del RNA, una alicuota de la muestra se sometié a
electroforesis en gel de agarosa 1% a 80V durante 90 minutos en buffer TBE 0.5X (Tris
base 44.5 mM, Borato 44.5.mM, EDTA 1mM pH 8.0) utilizando 1 pl de buffer de carga 6X
(30% glicerol, cianol xileno 0.25% y azul de bromofenol 0.25%) y 1 ul SYBR Gold (50X) por
muestra. Para determinar el tamano de las subunidades ribosomales, se utilizé6 marcador
de 100 pares bases. Una vez terminada la electroforesis, el gel se visualizd6 en el

fotodocumentador de imagenes Gel Doc XR+ System (BioRad).
4. Sintesis del cDNA para la deteccidn de los trascritos de FMR1 mediante RT-PCR

La sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA) se realizé con el kit SuperScript 11
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). En un primer tubo Eppendorf de 200
pl se prepard una solucién a volumen final de 10 pl con H,0 Milli-Q que contenia 250
ng/ul de RNA, 0.5 ug/ul de oligo (dT)12-18 y 10 mM mix de dNTP. El tubo se incubd 5
minutos a 65°C e inmediatamente después se colocé en hielo durante 1 minuto. En un
segundo tubo, se prepard una solucién que contenia 2 ul de 10X RT buffer, 25 mM de
MgCl,, 0.1 M de ditiotreitol (DTT) y 40 U de RNasa OUT. El contenido del tubo 2 se colocd
en el tubo 1y la muestra se incubd 2 minutos a 42 °C. Posteriormente, se adiciond 1 ul de
la enzima SuperScript Il RT y la muestra se incub6 50 minutos a 42 °Cy 70 °C 15 minutos
para detener la reaccién. El tubo se enfrié en hielo por al menos 1 minuto y se le agrego 1

pl de RNasa H. Finalmente, la muestra se incubd 20 minutos 37 °C.
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5. Amplificacion de los transcritos de FMR1 y HPRT por PCR en punto final

El producto de RT-PCR obtenido en la reaccidn anterior se utilizo para llevar a cabo la PCR
en punto final. Como control interno de la reaccidn, se utilizé un par de oligonucleétidos
del gen constitutivo HPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) reportados
por De Smedt et al. (2000) (ver Cuadro 6) cuyo fragmento generado es de 389 pb. Para
amplificar el transcrito correspondiente a FMRI1, se utilizd un par de oligonucleétidos

reportados por Pieretti et al. (1991) que generan un fragmento de 146 pb.

Cuadro 6. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la reaccién de PCR en punto final.

5 TAGCTAACCACCAACAGCAAGGC 3’
FMR1
5 AACTGGCAGCCTGATAGGCAGATTC ¥

5'AATTATGGACAGGACTGAACGT 3’
HPRT
5 CGTGGGGTCCTTTTCACCAGC 3’

La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un tubo Eppendorf de 200 pul a un volumen
final de 20 ul. El primer paso consistié en preparar una mezcla de reaccién que contenia
1X PCR Buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl), 1.5 mM de MgCl, y 0.2 mM de cada
dNTP. Posteriormente, se agrego 1 pl de cada oligonucledtido a una concentracién de 20
pM cada uno, 2 ul de la reaccion de RT-PCR y 1.5 U de la enzima Taq Platinium. Las
condiciones utilizadas para el termociclador consistieron en una desnaturalizacion inicial
de 94 °C durante 10 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacién de 94°, 30 segundos;
55°C, 45 segundos y 72 °C, 30 segundos. Al final de estos, se realizé una elongacidn final
de 72°C por 10 minutos. Finalmente, los productos obtenidos fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa bajo las condiciones descritas anteriormente. Para

determinar el tamafio de los productos se utilizé marcador de 100 pares bases.
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B. HIBRIDACION SOUTHERN BLOT NO RADIACTIVO MEDIANTE EL MARCAJE CON
DIGOXIGENINA-dUTP

La técnica de hibridacién Southern se realizd de acuerdo al protocolo DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche); sin embargo, se llevaron a cabo diversas
modificaciones que son descritas en esta seccidn. Para los ensayos de hibridacion se
utilizé la sonda reportada por Eiges et al. (2007). Los fragmentos de restriccion del DNA
fueron generados con la enzima Pstl, ésta reconoce la secuencia CTGCAG a lo largo del
DNA y no es sensible a la metilacion. Mediante andlisis de restriccion, se determiné que la

sonda hibrida en dos fragmentos de FMR1 (ver Figura 7 y 8).

200 CGG —»
(1601 pb)

150 CGG —»
(1442 pb)

1076 Pb —> E — — =
20C66 —  |mm— —

(1034 pb)

Figura 7. Patron de bandas esperado para la hibridacidon Southern utilizando la sonda de Eiges et al. La
banda negra en cada esquema representa un fragmento que comparte secuencia con la sonda y no tiene
interés en el diagndstico. A. Vardn normal. B. Mujer normal heterocigota. C. Varén con premutacién. D.
Mujer heterocigota con premutacion. E. Vardn con mutacién completa. D. Mujer heterocigota con
mutacion completa.
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Analisis de los sitios de restriccion de Pstl e hibridacion de la sonda en FMR1

(CGG) 20

1pb \_l_.]llllllll 4037pb

FMR1
Exdén 1
CpG
1pb I_x_,l_.] r .y oy ey s 4037pb
299 1330 2362

Fragmento A Fragmento B
1034 pb 1077 pb

Figura 8. Sitios de corte de la enzima Pst1 e hibridacion de la sonda. A. Representacion del exén 1 a lo largo del gen FMR1 en un individuo
con 20 repetidos. B. Sitios de reconocimiento de Pstl (se representan Unicamente los 3 primeros con sus respectivas posiciones). C.
Fragmentos complementarios con la secuencia de la sonda. Fragmento A: Contiene la secuencia de los repetidos y varia en cada individuo.
Fragmento B: Sus primeros 74 nucledétidos guardan complementariedad con la secuencia de la sonda; por lo que ésta es capaz de hibridar
en ambos fragmentos. Este Gltimo fragmento se espera siempre del mismo tamafio ya que escapa a la secuencia de los repetidos.
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1. Extraccion de DNA gendmico de leucocitos de sangre periférica con el kit Puregene

Blood Core Kit C (QIAGEN).

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se colocaron 900 pl de solucion de lisis RBC y 300 pl de
sangre. La muestra se agitd durante 30 segundos para lisar los eritrocitos y se dejé
incubando durante 1 minuto a TA. Posteriormente se centrifugd 1 minuto a 14,000 x g a
TA y al término de ésta, se decantd cuidadosamente la solucién con las células rojas
lisadas y con una pipeta se retird el remanente de la solucion dejando sélo 10 pl. El tubo
con la muestra se agitd en un vortex durante 1 minuto y la lisis de los leucocitos se llevo a
cabo adicionando 300 pl de Cell Lysis Solution en agitacién durante 10 segundos en un
vortex. Una vez lisadas las células, se agregd 100 pl de Protein Precipitation Solution y se
agitd en un vortex por 20 segundos hasta que se formé el precipitado. La muestra se
centrifugd 2 minutos a 14,000 x g a TA y una vez terminado el tiempo de centrifugacion,
se retird la solucidén acuosa y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml adicionando un
volumen similar de isopropanol frio (-30°C). La muestra se centrifugd nuevamente a
14,000 x g 2 minutos a TAy al término ésta, se decantd cuidadosamente el sobrenadante.
Una vez precipitado el DNA se procedio a realizar un lavado con etanol al 75% preparado
con agua Milli-Q agregando 500 pl a la muestra. El tubo se centrifugé a 14,000 x g 3
minutos a TA y al terminar, se decantd el sobrenadante quitando con una pipeta los
remanentes del etanol. Finalmente, el DNA se diluyé en un volumen de 40 pl de H,0 Milli-

Qy se calentd 10 minutos a 65 °C.

La determinacién de los valores de pureza y cuantificacion del DNA se realizaron de
manera similar al procedimiento descrito anteriormente. De igual forma, para determinar
la integridad del DNA se realizé una electroforesis en gel de agarosa (utilizando marcador

de 1Kb) bajo las mismas condiciones descritas para el RNA.
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2. Amplificacion de la sonda por PCR en punto final

La secuencia de los oligonucleétidos para la sonda fueron obtenidas del trabajo de Eiges et
al., (2007) cuyo fragmento corresponde a 596 pb. Como control interno se utilizé un par
de oligonucledtidos para el factor de coagulacién de von Willebrand (FYW) que producen

un fragmento de 600 pb (ver Cuadro 7).

Cuadro 7. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de la sonda en la reaccién de PCR.

F - 5’GCTAGCAGGGCTGAAGAGAA3’
Sonda
R - 5'CAGTGGAGCTCTCCGAAGTC3’

F - 5’"GCTAGCAGGGCTGAAGAGAA3’
FvW
R - 5"CAGTGGAGCTCTCCGAAGTC3’

La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un tubo Eppendorf de 200 pul a un volumen
final de 20 ul. De manera similar a la descrita anteriormente, el primer paso consistid en
preparar una mezcla de reaccidon que contenia 1X PCR Buffer, 50 mM KCl), 1.5 mM de
MgCl, y 0.2 mM de cada dNTP. Posteriormente, se agregd 1 pl de cada oligonucledtido a
una concentracion de 20 pM cada uno, 150 ng de DNA gendmico de un individuo sano y
1.5 U de la polimerasa Taqg Platinium. Las condiciones utilizadas para el termociclador
consistieron en una desnaturalizacién inicial de 94 °C durante 10 minutos, seguido de 30
ciclos de amplificacion de 94°, 30 segundos; un gradiente de temperatura de 55 a 65 °C
con 45 segundos cada uno, y 72 °C, 30 segundos. Al final de estos, se realizd una
elongacion final de 72°C por 10 minutos. Finalmente, los productos obtenidos fueron
separados mediante electroforesis en gel de agarosa bajo las condiciones descritas con
anterioridad. Para determinar el tamafio de los productos se utilizd marcador de 100

pares bases.
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3. Purificacidn de la sonda por extraccion fendlica

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se agregd el producto de 10 reacciones de PCR del paso
anterior mds 1 ml de solucién fenol: cloroformo: isoamil (25:24:1). Los productos de
amplificacion se centrifugaron 5 minutos a 12,000 x g a TA. Posteriormente, se obtuvo la
fase acuosa y se transfirio a un tubo nuevo de 1.5 ml y se agregd 1 ml de solucién fenol:
cloroformo: isoamil. La muestra se centrifugd nuevamente 5 minutos a 12,000 xga TAy al
término de ésta, se obtuvo una vez mas la fase acuosa y se transfirié a un tubo Eppendorf
de 1.5 ml. La sonda se precipité agregando un volumen igual de isopropanol frio (-30°C) y
se incubd 15 minutos a -30°C. Al término de la incubacién, el tubo con la sonda se
centrifugd 10 minutos a 12,000 x g a TA. Posteriormente, se decant6 el sobrenadante y se
realizaron dos lavados agregando 1 ml de etanol al 75% (preparado con H,O Milli-Q) y
centrifugando a 12,000 x g a TA por 5 minutos en cada paso. Al término de cada lavado,
con una pipeta se removieron los residuos de etanol para finalmente diluir la sonda en un

volumen de 20 pl de H,0 Milli-Q.
4. Analisis de restriccidn para corroborar la identidad de la sonda

Con el fin de determinar la identidad de la sonda, se buscd un sitio de corte con la enzima
de restriccion Pstl (ver Figura 9). Para ello, se obtuvo la secuencia de FMR1 de la base de
datos del Ensembl (2012) y se aislé Unicamente la secuencia correspondiente a la sonda.
Posteriormente, con ayuda del programa Restriction map, se introdujo la secuencia de la
sonda asi como la secuencia de reconocimiento de Pstl (5" CTGCAG 3’ - 3’ GACGTC 5’) y se
encontrd un sitio de corte con en el nucleétido 517, por lo que se generan 2 fragmentos:

uno de 78 y otro de 517 pb.
Pstl

1

f

Pstl

Figura 9. Sitio de corte de Pstl en la sonda.
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Una vez definida la estrategia experimental, se procedid a realizar la restriccién de la
sonda. Para ello, en un tubo Eppendorf de 200 ul se agregaron 500 ng de la sonda
purificada, 1X Bufferlll (50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol,
pH 7.9), 5 U de la enzima de restriccidon y H,O Milli-Q necesaria para llevar la reaccién a

un volumen final de 20 pl. La muestra se incubé 4 horas a 37 °C.

Al término de la reaccidn, los fragmentos de restriccion fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% bajo las mismas condiciones anteriormente

mencionadas.
5. Marcaje de la sonda con digoxigenina por random primer

El marcaje de la sonda con la molécula de digoxigenina, se realizd mediante la técnica de

random primer usando el kit DIG High Prime (Roche) (Ver Cuadro 8).

Cuadro 8. Contenido del mix de marcaje DIG High Prime 5X

1 mM dATP 1 mM dGTP
1 mM dCTP 0.65 mM dTTP
0.35 mM dUTP DIG-11-dUTP 5X random primer mix
1 U/l polimerasa Klenow 5X Buffer en 50% (v/v) glicerol

La cantidad de sonda a marcar fue de 1 pug. Esta se llevé a un volumen final de 16 pl y se
desnaturalizé a 95 °C por 5 minutos. Posteriormente, el tubo con la sonda se colocd
rapidamente en hielo durante 5 minutos y se le agregaron 4 ul de DIG High Prime. La
reaccion de marcaje se llevd a cabo durante 20 horas a 37 °C y se detuvo por

calentamiento a 65 °C 10 minutos.

Para determinar la cantidad del producto obtenido, se tomé 1 pl de la reaccion anterior y
se cuantific6 mediante espectrofotometria para DNA de cadena sencilla en el

espectrofotémetro mencionado anteriormente.
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6. Determinacidn de la eficiencia del marcaje de la sonda por dot blot

Se realizaron una serie de diluciones del producto de la reaccion anterior utilizando buffer
de disolucién (1 M de Tris pH 7.4.,0.2 M EDTA y 5 ug de DNA de esperma de salmédn) (ver
Cuadro 9).

Cuadro 9. Serie de diluciones de la reaccién de random primer para determinar la eficiencia del marcaje. El

tubo original (1) corresponde a una disolucién de la reaccion de marcaje llevada a su concentracién final.

Tubo DNA (ul) Deltubo# Bufferde disolucion (ul) Disolucién  Concentracidn final

1 Original - - 1 ng/ul
2 5 1 495 1:100 10pg/pl
3 15 2 35 1:3.3 3pg/pl
4 5 2 45 1:10 1pg/pl
5 5 3 45 1:10 0.3pg/ul
6 5 4 45 1:10 0.1 pg/ul
7 5 5 45 1:10 0.03 pg/pl
8 5 6 45 1:10 0.01 pg/pl
9 0 - 50 - 0

Las diluciones obtenidas fueron cargadas en una membrana de nylon Amersham Hybond*

de un tamafo de 3X5 cm utilizando 1 pl de solucién de cada tubo. Los puntos de carga
fueron fijados en un Crosslinker UVC 500 (Hoefer) a 70,000 w/cm2. Posteriormente, la
membrana se sumergié en 20 ml de Buffer 1X de Acido Malico (0.1 M &cido malico, 0.15
M de NaCl pH 7.5) por 2 minutos en agitacién constante a TA y en 10 ml de Solucién de
bloqueo 1X por 30 minutos en agitacidn constante a TA. La membrana fue sometida a
deteccion de los fragmentos Fab del anticuerpo Anti-DIG durante 30 minutos en agitacién
constante a TA en 10 ml de solucién de anticuerpo 1/10,000. Los lavados de la membrana
se realizaron dos veces en 10 ml de Buffer 1X de lavado (0.1 M acido malico, 0.15 M NaCl,

pH 7.5, 0.3% (v/v) Tween 20) durante 15 minutos en agitacion constante a TA y al final de
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estos, se sumergio en 10 ml de Buffer 1X de deteccion (0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5)

por 10 minutos en agitacidén constante a TA.

La deteccion de la sefial quimioluminiscente se realizé en un casete de revelado. En el
interior de éste, se colocd una hoja de acetato y sobre la hoja, la membrana (aun
humedecida por el buffer de deteccion) a la cual se aplicé 0.1 ml de del sustrato CDP star
ready to use. Inmediatamente, la membrana se cubrié con otra hoja de acetato evitando
gue se formaran burbujas y se incubé 5 minutos a TA. Dentro de un cuarto oscuro y
utilizando luz roja, se colocdé un film de rayos x (Kodak) para detectar la sefial durante 30
minutos a TA. Después, la placa se sumergié en solucidn reveladora hasta que la sefal
esperada se hizo visible. Una vez ocurrido esto, se enjuagd el film en agua y se sumergio

en solucidn fijadora unos segundos.
7. Restriccion de DNA gendmico para generar los fragmentos de hibridacion

Para lograr una restriccion total, se llevé a cabo el procedimiento descrito por Sambrook y
Russell en Molecular Cloning, A Laboratory Manual. La reaccion se llevd a cabo a un

volumen final de 100 pl utilizando 10 U de enzima por cada pg de DNA.

En un tubo Eppendorf de 200 pl se adicion6 10 pg DNA gendmico, 1X Bufferlll y H,O Milli-
Q necesaria. La muestra se incubd por 2 horas a 4°C agitando en un vortex cada 20
minutos durante 30 segundos. Una vez terminado el tiempo de incubacidn, se agregd la
mitad de unidades de enzima requeridas y se incubd a 37°C (temperatura de activacion)
durante 2 horas. Posteriormente, se agrego la otra mitad de unidades de la enzima y la
muestra se dejo incubando por 12 horas a 37°C y a 65°C durante 20 minutos para
terminar la reaccion. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agrego el volumen de la reaccion
mds 200 pl de etanol absoluto (grado molecular) y se incubé por 20 minutos a -30°C.
Después del tiempo de incubacién, se centrifugd 10 minutos a 14,000 x g. El tubo con la
muestra se decantd para agregarle 1ml de etanol al 75% (preparado con agua Milli-Q) y se

centrifugd 5 minutos a 7,500 x g a 4°C. Finalmente, se decanté el etanol y los remanentes
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se removieron calentando la muestra a 65°C procurando no secar totalmente la muestra.

Los fragmentos de restriccion se resuspendieron en un volumen de 20 pl con agua Milli-Q.
8. Separacion de los fragmentos de restriccion por electroforesis en gel de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 0.8% con un grosor no mayor a 0.5 cm y una longitud de
20 cm. En el primer y ultimo carril se cargd marcador de 1 Kb y posteriormente las
muestras (previamente calentadas a 65 °C 5 minutos). Tanto las muestras como los
marcadores se cargaron unicamente con 10 pl de buffer de carga 6X. Las muestras se
separaron a 45V durante 18 horas con buffer TBE 0.5X a 4°C en una camara previamente
nivelada. Una vez finalizado el tiempo de migracidén de los fragmentos, el gel se tifd en
una solucién de bromuro de etidio (5ug/ml) durante 30 minutos. El gel se fotografié en el
fotodocumentador de imagenes (Gel Doc XR+ Systemy) bajo luz blanca con una regla a un
lado del gel y posteriormente con luz UV por unos instantes (con el fin de no dafiar el
DNA) hasta que los productos se hicieron visibles. Con un bisturi estéril se removieron las

partes no utiles del gel y se sumergié en agua bidestilada.
9. Preparacion del gel para la transferencia

El gel se sumergié en un volumen 10 veces mayor de solucidn despurinizante (0.2N HCI)
hasta que los colorantes del buffer de carga cambiaron de color (azul de bromofenol a
amarillo y cianol xileno a verde). Una vez que ocurrié esto, se incubé 10 minutos a TA en
agitacién constante. Posteriormente, se decantd la solucidn y el gel se enjuagd dos veces
con agua bidestilada. La desnaturalizacién del DNA se produjo sumergiendo dos veces el
gel en un volumen 10 veces mayor de solucidn desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH)
por 20 minutos en agitacidon constante a TA. En este paso, los colorantes regresaron a su
color inicial. Una vez terminado los tiempos de desnaturalizacion, se decanté la solucién y
el gel se enjuagd dos veces con agua bidestilada. Finalmente, se ajusto el pH del gel a un
valor cercano a 7.5 sumergiéndolo dos veces en solucién neutralizante (1M Tris pH 7.4, 1.5

M NacCl) 30 minutos en agitacion constante a TA para el primer tiempo, y 15 minutos para
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el segundo tiempo bajo las mismas condiciones. La solucidn se decanté y el gel se enjuago

dos veces en agua bidestilada.
10. Transferencia neutra de los fragmentos de restriccion por capilaridad ascendente

Una vez realizados los tratamientos al gel, se procedié a montar el sistema de capilaridad
ascendente para la transferencia de los fragmentos de DNA a la membrana de nylon
Amersham Hybond N+. De ésta, se cortd una pieza con un tamafio aproximado del gel (1
mm mayor) y se colocd en agua bidestilada hasta que descendié. Posteriormente, se
sumergio en solucién de transferencia SSC 20X (0.3M Citrato de Sodio tribasico, 3M NaCl)
por al menos 5 minutos junto con el gel. Se ensambld la base del sistema usando 500 ml
de solucién de transferencia para una membrana de 100 cm” y se forré una placa de vidrio
del tamafio aproximado del gel con 2 piezas de papel Whatman de 3 mm previamente
impregnadas con la solucion de transferencia, a modo que estos quedaran expuestos por
los 4 lados. El gel se colocd con los pozos hacia abajo y sobre éste, la membrana de nylon
evitando que no se formaran burbujas. Para ello, se deslizé una pipeta sobre ambos para
remover las burbujas que hayan quedado atrapadas. Por encima de la membrana, se
colocaron 3 piezas de papel Whatman 3mm impregnadas con solucion de transferencia
del tamafio del gel (evitando la formacién de burbujas) y se cubrié con plastico el sistema
dejando expuesto Unicamente los papeles Whatman. Sobre estos, se colocaron 5 cm de
toallas absorbentes y encima de estas, una placa de vidrio mds un peso adicional de 750 g.
El tiempo de transferencia fue de 20 a 24 horas, una vez concluido se desmanteld el
sistema cuidadosamente vy, antes de separar la membrana del gel, se marcé la ubicacién
de los pozos con un lapiz. El gel se sumergié nuevamente en la solucidon de bromuro de
etidio durante 30 minutos y se visualizd en el fotodocumentador para corroborar la
transferencia. El DNA se fijé a la membrana mediante un el Crosslinker UVC 500 a 70,000
pl/cm2. Posteriormente se sumergidé en solucion SSC 2X para remover los restos de
agarosa y el exceso de sales de la solucién. La membrana se sumergié en agua bidestilada

dos veces brevemente y se dejdé secando a temperatura ambiente durante 20 minutos.
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11. Prehibridacion
La temperatura de hibridacién (Thyb) se determiné de acuerdo a la siguiente férmula:
Tm =49.82+0.41 (% G + C) — (600/L)
L = Longitud de la hibridacion en pares de bases
Thyb =Tm - (20° a 25°C)
Tm =49.82 + 0.41 (64.5) — (600/596) > Tm = 49.82 + 26.445 — 1.007
Tm =75.265
Thyb = 75.265 — (20° a 25°C) = Thyb = 75.265 — 20°C = 55.265
—>Thyb = 75.265 — 25°C = 50.265
Thyb =50.265 a 55.265 °C

Para asegurar una mayor especificidad de la sonda, se utilizé la Thyb a 55 °C. Asimismo, se
determiné la cantidad necesaria de DIG Easy Hyb (solucién de prehibridacién) para los

ensayos de prehibridacién e hibridacidon de acuerdo al siguiente criterio:
- 10 ml de DIG Easy Hyb para una membrana de 100 cm2 (10 x 10).
- 3.5 ml de DIG Easy Hyb para una membrana de 100 cm2.

Una vez establecidos los volumenes requerido de DIG Easy hyb, se calenté a Thyb hasta
alcanzar la temperatura correcta. La solucidn se vertié dentro de una bolsa de hibridacién
con la membrana dentro y con una maquina selladora de bolsas se delimitaron los bordes
de la membrana a modo que quedara del tamafio de la misma. La membrana se incubd a

Thyb durante 30 minutos.
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12. Hibridacién de la sonda a los fragmentos de restricciéon

El primer paso de la hibridacién consistidé en determinar la cantidad de sonda necesaria,

de acuerdo a lo siguiente:
- 25 ng de sonda marcada por 1ml de DIG Easy Hyb

Una vez definida la cantidad de sonda necesaria, en un tubo Eppendorf de 200 pl se
colocaron 100 pl de DIG Easy Hyb mas el volumen requerido de sonda. Este se calenté a
95 °C durante 5 minutos y enfrié rapidamente en hielo por al menos 1 minuto. Una vez
terminado el tiempo de prehibridacion, se cortd la bolsa de hibridacién y se decanté la
solucion. Posteriormente, se agregd la sonda a la solucién restante de DIG Easy Hyb (3.5
ml) para formar la solucion de hibridacion y se adicioné a la membrana dentro de la bolsa
de hibridacién. Antes de sellar la bolsa, se retiraron las burbujas formadas dentro. La
membrana con la solucion de hibridacién se incubé a Thyb durante 18 horas en una

incubadora de hibridacidn con agitacion constante.
13. Lavados astringentes para la remocion de uniones inespecificas

Al terminar el tiempo de hibridacién, se abrid la bolsa y se retird la membrana para
colocarla en un recipiente con la solucion astringente 1 (SSC 2X, SDS 1%). La solucién de
hibridacion se desechd y la membrana se incubd dos veces 5 minutos a TA en 250 ml de
solucién. Posteriormente, la membrana se depositd en un contenedor apropiado con
solucion astringente 2 (SSC 0.5X, SDS 1%) y se incubd en agitacién constante dos veces 20

minutos a 68°C. Al término, la membrana se enjuagé 2 veces con agua bidestilada.
14. Inmunodeteccidn de la molécula de digoxigenina por los fragmentos Fab

La membrana se colocd en un recipiente con 100 ml de buffer de lavado 1X durante 3
minutos en agitacidén constante a TA. Se decanté la solucidon y se enjuagd 2 veces con agua
bidestilada. Para bloquear la unién del anticuerpo a sitios inespecificos de la membrana,
se agregd 100 ml de solucidon de bloqueo 1X durante 30 minutos, en agitacién constante a

TA. Al término de ésta, se decantd la solucion bloqueadora y se agregd 20 ml de solucidn
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de anticuerpo para llevar a cabo la inmunideteccién. La membrana se incubé 30 minutos
en agitacién constante a TA. Posteriormente, se decanté la solucidn de anticuerpo y se
enjuagd dos veces con agua bidestilada. Se realizaron dos lavados con buffer de lavado 1X
durante 15 y 30 minutos respectivamente, en agitacion constante a TA. Una vez llevado a
cabo los tiempos de lavados, se decantdé la solucién y se enjuagd 2 veces con agua
bidestilada. La membrana se sumergié en 20 ml de buffer de deteccidén por 4 minutos en
agitacion constante a TA y al término se decantd la solucién. En un casete de revelado, se
colocd la membrana lado arriba sobre una hoja de acetato y se aplicd 0.5 ml del sustrato
CDP star ready to use; inmediatamente después, se colocé otra placa de acetato a modo
gue esta expandiera el sustrato a lo largo y ancho de la membrana procurando remover
con una gasa exceso de la solucion. La membrana se incubd 10 minutos a TA y al término
de este tiempo, en un cuarto oscuro con luz roja, se colocd sobre el acetato una placa de
revelado y se dejé exponer durante 20 a 30 minutos. La placa se retird del casete de
revelado y se sumergio en solucidn de revelado hasta que la seiial fue visible. Finalmente,

se sumergio en agua y después en solucion fijadora.
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12. RESULTADOS
A. DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL SXF EN VARONES
12.1 Electroforesis en gel de agarosa de las muestras de RNA total

Un total de 21 pacientes varones en edad pediatrica fueron referidos para el diagndstico
del SXF mediante la deteccidén de transcritos del gen FMR1. Las muestras de RNA total
aisladas de leucocitos mostraron integras las bandas correspondientes a las subunidades

ribosomales 28S y 18S (ver Figuras 10-14).

28S

600 pb 185

Figura 10. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-10: RNA total de los pacientes 1-9 utilizados para la RT-PCR.

28S

185
600 pb

Figura 11. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-5: RNA total de los pacientes 10-13 utilizados para la RT-PCR.
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285 28S

185 18S

600 pb

Figura 12. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-4: RNA total de los pacientes 14-16 utilizados para la RT-
PCR. Figura 13. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2- 4: RNA total de los pacientes 17-19 utilizados para la
RT-PCR.

28S

185
600 pb

Figura 14. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2 y 3: RNA total de los pacientes 20 y 21 utilizados para la RT-
PCR.

55



J. Rodrigo Aldariz A.
UNAM - FES IZTACALA - IMSS

12.2 Anadlisis de espectrofotometria de las muestras de DNA total

Los indices de pureza de la relacion 260/280 para las muestras de RNA se consideran
Optimos dentro de un rango de 1.8 a 2.0, por lo que la mayoria de las muestras se
encuentran en un valor aceptable. Por el contrario, en aquellas cuyo indice fue inferior a
1.8 se vio reflejado sélo para las muestras donde se obtuvo poca disponibilidad de sangre

periférica para su procesamiento (Ver Cuadro 10).

Cuadro 10. Valores de concentracién y pureza de las muestras de RNA.

Muestra Concentracidn (ng/pl) A 260/280

1 406.7 1.88
2 459.1 1.89
3 672.7 1.89
4 111.9 1.96
5 551.2 1.87
6 339 1.81
7 302.6 1.94
8 524.3 1.93
9 59.1 1.82
10 534 1.93
11 262.9 1.88
12 256.7 1.89
13 411 1.91
14 343.3 1.89
15 64.1 1.74
16 391.1 1.98
17 389 1.97
18 314.6 1.86
19 41.2 1.79
20 655.8 1.88
21 745.5 1.87
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12.3 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR

El analisis de los productos obtenidos de la reaccidon de amplificacion del cDNA, mostrd en
todos los casos, un fragmento de 146 pb correspondiente a FMR1, por lo que ninguno de
los 21 pacientes resultd positivo a X fragil. De igual modo, el control interno de la reaccion
(HPRT) fue amplificado, mostrando en todos los casos, un producto de amplificacién de
389 pb (ver Figuras 15-21). Sin embargo, la migracién de los productos de amplificacidn
fueron afectados en algunos casos durante la electroforesis (esta discordancia es

abordada en el apartado de discusion).

Para validar los resultados obtenidos, en cada ensayo se preparé un control negativo para
descartar contaminacién en los reactivos. Este consisti6 en un tubo con todos los
componentes de la reaccion, a excepcién del cDNA y fue sometido bajo las mismas
condiciones de amplificacion. En todos los casos, los carriles correspondientes a los

controles se mostraron limpios.

600 pb
HPRT
389 pb
FMR1
146 pb
100 pb

Figura 15. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-6: amplicones de los pacientes 1-5, carril 7: control

negativo.
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-
-
- -
Pl
- -
600 pb o
HPRT
389 pb
FMR1
146 pb
Figura. 16 Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-4: amplicones de los pacientes 6-8, carril 5: control
negativo; Figura 17. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-4: amplicones de los pacientes 9-11, carril 5:
control negativo.
600 pb 600 pb
HPRT
HPRT 389 pb
398 pb
FMR1
FMR1 146 pb
146 pb

Figura. 18 Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-4: amplicones de los pacientes 12-14, carril 5: control
negativo; Figura 19. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2 y 3: amplicones de los pacientes 15 y 16, carril 5:

control negativo.
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600 pb

HPRT
389 pb

FMR1
146 pb

Figura 20. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2-4: amplicones de los pacientes 17-19, carril 5: control

negativo.

600 pb
HPRT
389 pb

FMR1
146 pb

Figura 21. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2 y 3: amplicones de los pacientes 20-21, carril 4: control

negativo.
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12.4 Secuenciacion del producto de PCR de FMR1 de un paciente con sospecha de

X fragil

Para asegurar que el transcrito amplificado mediante PCR correspondia con el fragmento
esperado, el producto de amplificacién un paciente con fenotipo de X fragil fue
secuenciado en el servicio de secuenciacién de la Facultad de Estudios Superiores de
Iztacala, utilizando Unicamente los oligonucleétidos correspondientes a FMR1. Como el
fragmento correspondiente a FMR1 presentd sélo una banda, se consideré adecuado

para su secuenciacion (ver Figura 22).

HPRT
389 pb

150 pb

Figura 22. Carril 1: Marcador de 50 pb, carril 2: vacio, carril 3: Amplicén secuenciado correspondiente a

FMR1 del paciente 1 carril 4 y 5: vacios, carril 6 amplicdn de HPRT, carril 7: vacio, carril 8: control negativo.

La secuencia del amplicdn permitié confirmar que los productos obtenidos corresponden
a 7 diferentes transcritos de FMR1 (ver Figura 23 y Cuadro 11). En todos los casos se

obtuvo un valor de E = 6e-56 con una identidad maxima del 100%.

<40 40-50 B0-200 *=200

B S VU U Y S
1 50 100 150 200 250

Transcritos
de FMR1

Figura 23. Alineamiento de la secuencia del amplicén de FMR1 usando el programa Basic Local Alignment Search
Tool del NCBI.
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Cuadro 11. Secuencia del amplicén obtenida tras el analisis de secuenciacién.

FMR1

5’'CATTTCATGATGTCAGATTCCCACCTCCTGTAGGTTATAATAAAGATATAAATGAAAGTGATGAAGTTG

AGGTGTATTCCAGAGCAAATGAAAAAGAGCCTTGCTGTTGGTGGTTAGCTAACGCAAAAGAATCCTCCC

ACCTCATGCCTTTTTTTTTTTCTGATGCAGGGAATTAGTTTTCTTTGCCTCTTTAAGAGGCCAATGCAAAAA
AGGGTAGAAAAAGCCCTAGCCCAGGAGTTGGGATTGCCAGTTGTAGTCCCTGGGTTG 3’

B. HIBRIDACION SOUTHERN NO RADICATIVO

12.5 Electroforesis en gel de agarosa de las muestras de DNA gendmico

Las imagenes de los geles de agarosa mostraron las bandas de DNA gendmico integro (ver

Figuras 24 y 25).

Fig. 24 Muestras de DNA gendmico utilizados para el ensayo de hibridacién Carril 1: Marcador de 1 Kb,
carril 2 y 3: varén y mujer sanos, carril 4: varén control (paciente 20 -no X fragil-) 5: mujer con sospecha

de SXF.
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Fig. 25 Carril 1: Marcador de 100 Kb, carril 2: ADN gendmico de un individuo varén sano utilizado para la

sintesis de la sonda.

12.6 Anadlisis de espectrofotometria de las muestras de RNA total

Las muestras de DNA presentaron valores superiores a 1.8 de la relaciéon 260/280, por lo
que su indice de pureza fue apropiado para realizar la amplificacidon de la sonda y los
ensayos de hibridacion (ver Cuadro 12). La muestra 1 corresponde al DNA de un individuo
sano utilizado para la amplificacién de la sonda por PCR, las muestras 2 -4 corresponden al
DNA de los individuos control (sanos) y la muestra 5 a la paciente mujer con sospecha de

X fragil.

Cuadro 12. Valores de concentracidn y pureza de las muestras de DNA.

Muestra Concentracidn (ng/pl) A 260/280

1 456.8 1.89
2 389.3 1.91
3 654.1 1.87
4 445 1.87
5 491.4 1.89
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12.7 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la sintesis de la

sonda

Para determinar la temperatura de alineamiento dptima, se realizd un gradiente en un
rango de 56 a 64 °C (ver Figura 26 y 27). La temperatura de 60°C resulté con mejor
rendimiento, por lo que fue utilizada para las reacciones posteriores. De igual de forma, se
determind la TM de los iniciadores del gen constitutivo Unicamente a 55 y 60 °C,

resultando 6ptimo 60°C.

Carril: 1 2 3 4 5 6 7 8

59.3°C 60°C 61.2°C 62.4°C 63°C 64°C

600pb Sl SR s s s

Figura 26. Gradiente de TM. Carril 1: marcador de 100 pb, carril 2-7: amplicdn sonda, carril 8: blanco.

= .5.1‘.-.;
58.2°C 57°C 56°C 60°C 55°C

600 pb R ° o

Figura 27. Gradiente de TM Carril 1: marcador de 100 pb, carril 2-4: amplicén sonda, carril 5y 6:

amplicdn constitutivo, carril 8 y 7: blanco constitutivo y sonda respectivamente.
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12.8 Purificacion y analisis de identidad de la sonda

La purificacién permitié remover los componentes de la reaccion anterior, a fin de evitar

problemas en la reaccion de marcaje, restriccién y fondo oscuro (ver Figura 28).

Sonda

600 pb 596 pb

Figura 28. Carril 1: Marcador de 100 pb, carril 2: sonda purificada, carril 3-5: vacios, carril 6: sonda sin

purificar.

El corte producido con analisis la enzima Pstl permitié determinar que producto de

amplificacion correspondia con la sonda (ver Figura 29).

Sonda

600 pb
596 pb

Fragmento
517 pb

Fragmento
78 pb

Figura 29. Carril 1: marcador de 100 pb, carril 2: restriccién de sonda con Pst1, carril 3: sonda sin cortar.

64



J. Rodrigo Aldariz A.
UNAM - FES IZTACALA - IMSS

12.9 Determinacion de la eficiencia de marcaje de la sonda

Mediante una serie de diluciones del producto de la reaccion de marcaje, se pudo
determinar la incorporacién de nucléotidos marcados con digoxigenina a la sonda. Esto
consistio en observar sefal en la dilucidn del tubo 6 correspondiente a la concentracién de
0.1 pg/ul. En la imagen se observa que fue justo hasta esta dilucién donde aun se pudo

obtener sefial, por lo que se considera que el marcaje fue adecuado (ver Figura 30).

Dilucion 1:100
10 pg/ul Dilucién 1:3:3
Dilucién 1:10 3 pe/ul
1 pg/ul Dilucién 1:10
0.3 pg/ul
Dilucion 1:100
0.1 pg/ul Dilucién 1:10
0.03 pg/pl
Dilucién 1:100 pe/u
0.01 pg/pl Dilucién -
0

Figura 30. Dot blot. Serie de disoluciones para determinar la eficacia del marcaje de la sonda mediante la

técnica de random primer.
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12.10 Hibridacion de los fragmentos de restriccion siguiendo el protocolo de

Roche

Los resultados obtenidos mediante el protocolo de Roche mostraron en todos los casos un
fondo oscuro mas intenso a lo largo del carril de cada muestra, que los ensayos realizados
con las modificaciones al protocolo. Este fondo inespecifico fue una constante en todos

los ensayos de hibridacién (ver figura 31 A-B).

DNA
DNA genomico
genomico hibridado
sin cortar
e 1Kb % 1Kb
A B

Figura 31. A. Electroforesis de los fragmentos de restriccion de DNA genémico A. Carril 1 y 7: Marcador de
1 Kb, carril 2y 3: Hombre y mujer (controles) carril 4: Hombre control (paciente 20 -no X fragil-,) 5: Paciente
mujer con sospecha de X fragil, carril 6: DNA gendmico sin cortar B. Deteccion de la sefial quimio-
luminiscente. Carril 2 y 3: Hombre y mujer sanos (controles) carril 4: Hombre control (paciente 20 -no X

fragil-) 5: Paciente mujer con sospecha de X fragil, carril 6: DNA gendmico sin cortar.

66



J. Rodrigo Aldariz A.
UNAM - FES IZTACALA - IMSS

12.11 Hibridacion de los fragmentos de restriccion con las modificaciones al

protocolo

Los resultados de los ensayos de hibridacion siguiendo las modificaciones al protocolo
permitieron mejorar ligeramente la visualizacién de las bandas de hibridacién. No

obstante, se consideran confusos para el diagndstico (ver Figura 32 A-B).

Fragmentos

1 Kb esperados 1Kb

A

B

Figura 32. A. Electroforesis de los fragmentos de restriccion de DNA genémico A. Carril 1: Marcador de 1
Kb, carril 2 y 3: Hombre y mujer sanos (controles) carril 4: Hombre control (paciente 20 -no X fragil-,) 5:
Paciente mujer con sospecha de X fragil B. Deteccidn de la sefial quimioluminiscente. Carril 2y 3: Hombre y

mujer sanos (controles) carril 4: Hombre control (paciente 20 -no X fragil-) 5: Paciente mujer con sospecha

de X fragil.
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Un acercamiento a la placa anterior permitié observar con mayor detalle las bandas de
hibridacion, las cuales corresponden al tamafio esperado (1034 y 1077 pb) (ver Figura 33

A-B).

? —
Fragmentos
Fragmentos - Fragmentos esperados
esperados — esperados

Figura 33. Acercamiento a las placas de revelado de la figura 36 en la region de los fragmentos de
hibridacién. A. Carril 2 y 3: Bandas de hibridacién para de los individuos sanos hombre y mujer (controles).
B. Carril 4: Bandas de hibridacién para hombre control (paciente 20 -no X fragil-). Carril 5: Bandas de

hibridacion de la paciente mujer con sospecha de X fragil.
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13. DISCUSION

El SXF es considerado como la primera causa de retraso mental hereditario; sin embargo,
esta afirmacidn pareciera escapar de contexto. De acuerdo con los valores de incidencia
del niumero de individuos afectados por el sindrome, la muestra poblacional en este
estudio se considera baja, ya que ésta por lo menos debe ser de 1/100, por lo que en
teoria, se necesitaria este tamano de muestra para encontrar al menos un individuo
afectado. Esta N poblacional no se incluyé en el estudio debido a que el numero de
pacientes referidos al servicio durante el tiempo de elaboracidon de esta tesis, fue
unicamente de 21 varones y 1 mujer. Asimismo, se debe considerar que los indices de
frecuencia referidos en este trabajo, corresponden a estudios llevados a cabo
principalmente en poblaciones caucasicas, por lo que la incidencia en México se considera
desconocida ya que son pocos los laboratorios donde realizan este tipo de analisis. Esto
abre la incégnita de si pueden existir variaciones en la incidencia de la enfermedad entre
las diferentes poblaciones, ya que como se ha mencionado, la frecuencia del estado de
premutacién es significativamente distinta a la encontrada por ejemplo en poblaciones de
Israel con respecto a Taiwdn, por lo que se sugiere llevar a cabo un estudio poblacional

sobre la incidencia de este estado alélico.

Asimismo, la deteccién de transcritos mediante la técnica de RT-PCR resulta ser una
herramienta de gran utilidad para el diagndstico del Sindrome X Fragil. Su amplia
sensibilidad de deteccidn, bajos costo y rapidez hacen de esta técnica el primer paso
sugerido para el diagndstico del SXF. Ademas, actualmente se disponen de Kkits
comerciales que permiten llevar a cabo este proceso en un solo paso, lo que reduce

significativamente el tiempo de analisis.

Con respecto a los resultados obtenidos en la PCR para el diagnéstico del sindrome, los
fragmentos de las reacciones de amplificacion en algunos casos correspondieron a un
tamafio ligeramente mayor a lo esperado. Esto pudo haber sido causado por un

mantenimiento inadecuado de las cdmaras de electroforesis. Estas, generalmente después
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de un cierto periodo de uso, requieren un tratamiento con NaOH 10N por 2 horas; sin
embargo, el fabricante advierte no llevar a cabo este procedimiento debido a la naturaleza
del material de las camaras, por lo que Unicamente fueron limpiadas con H,0 bidestilada.
Ademads, por ejemplo, es posible observar en la foto 11 de la electroforesis de los ARN,
gue conforme avanza la numeracién de los carriles, las bandas de los RNA ribosomales se
posicionan ligeramente una mads arriba de otra con respecto a la anterior, aun cuando
éstos poseen el mismo tamafo. Asimismo, la secuenciacion del producto de PCR
utilizando Unicamente los oligonucleétidos para FMR1, demostrd que éstos correspondian
a 7 de sus transcritos, por lo que se espera siempre el mismo resultado para todas las
reacciones de amplificacidén, ya que siempre se trabajé bajo las mismas condiciones en

cada reaccion (temperaturas, ciclos, concentracion de reactivos, etcétera).

Por otra parte, a pesar de que el SXF es considerado como la causa mds importante de
retraso mental, fue posible observar que existe cierto desconocimiento de las bases de
este padecimiento, aun entre los propios médicos. En algunos casos, se consideraron
inciertos los criterios por el cual los pacientes fueron referidos a este servicio, por lo que el
investigador debe tomar parte del ingreso de los pacientes al estudio. Ademas, en algunos
casos, el diagndstico del sindrome resulté ser la ultima opcién de estudio, aun cuando no

existiera algun vinculo de éste con el SXF.

En cuanto a la técnica de hibridacién Southern, ésta se llevé a cabo con la sonda reportada
por Eiges et al., cuya ventaja es que lleva a cabo el reconocimiento de los fragmentos de
DNA gendmico generados mediante una sola enzima de restriccion (Pstl), en contraste
con aquellas que requieren una doble restriccion mediante las enzimas EcoR1 y Eagl, que
en conjunto, resultan de mayor costo. Sin embargo, la desventaja de esta sonda es que no
hay trabajos reportados mas alla de su publicacion; ademas, genera una incégnita, ya que
mediante un analisis con el software NEBcutter 2.0 (New England Biolabs), se puede
determinar que ésta se une siempre a un fragmento de aproximadamente 1 Kb que no
contiene la region de los repetidos, y que no se menciona en el articulo de Eiges et al.

También cabe aclarar que, Pstl no es una enzima sensible a metilacion, por lo que la
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hibridacion mediante esta sonda, debe ser utilizada Unicamente para cuantificar el
numero de repetidos CGG y no para determinar el estado de metilacién. Por lo tanto, la
estimacion de un individuo con mas de 200-230 mediante el uso de esta sonda (y un
diagndstico previo confirmatorio por RT-PCR), seria suficiente para considerar al individuo

como afectado por el padecimiento.

Si bien se consideré este sistema como una alternativa a la radiactividad, no se lograron
producir los resultados deseados, debido a que no fue posible remover el fondo oscuro en
todos los ensayos, aun cuando se realizaron modificaciones al protocolo de Roche. El
problema radica en que este ruido de fondo aparece a lo largo del carril de las muestras y
a la par de las sefales que se esperan obtener; es decir, que no se generan tiempo antes
ni después de la sefial donde se espera hibride la sonda; ademas, cuando se cargd
solamente DNA gendmico sin cortar en el carril, la sefal aparecia Unicamente donde se
situaba el DNA y no a lo largo del carril, por lo que se considera que existe hibridacién de
la sonda Unicamente al DNA y no en cualquier posicién de la membrana. Sin embargo,
cabe aclarar que el fondo oscuro es una copia fiel de la restriccion; es decir, sigue el
mismo patron que se ve cuando se visualiza el gel en el fotodocumentador, posterior a la
electroforesis, lo que indica que la sonda se estaria uniendo a cualquier parte donde hay
DNA, pero la sefal es ligeramente mayor donde se esperan los fragmentos, lo que indica

que no hibrida al azar, pero que de algun modo se une a donde hay DNA.

Siguiendo el protocolo DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Versidn
1, Nov. 2003), se obtuvo un fondo oscuro mayor que el logrado con las modificaciones
realizadas, las cuales permitieron una mejora significativa pero no suficiente para
visualizar de manera correcta las bandas esperadas. Estas modificaciones son las descritas
en el apartado de material y métodos; la comparacion de los resultados entre los distintos
protocolos muestran una reduccidn significativa del fondo oscuro y sélo se muestra el

resultado de la hibridacidn con el que se obtuvo un mejor rendimiento.
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Practicamente cada paso del total de la metodologia fue modificada para la lograr una
mejora que ayudara a resolver este problema, aunque ninguna de ellas resulté ser la
solucion definitiva; sin embargo, el conjunto de estos ensayos llevd a la elaboracion del
protocolo descrito en este trabajo del cual se tomaron Unicamente los aspectos que
mostraron una mejora significativa. Cabe aclarar que no se muestran todos los resultados
de las modificaciones, ya que en todos los casos, el resultado es un fondo inespecifico que
no permitié dilucidar las bandas esperadas, salvo aquella que ofrecié un mejor resultado y

que es la mostrada en este trabajo.

A continuacién, se mencionan cada una de las modificaciones realizadas en los diferentes
pasos: 1) Gradiente de concentraciéon de DNA: En todos los ensayos de hibridacién, se
partidé de una concentracidn inicial de 10 ug de DNA gendmico cortado previamente con la
enzima Pstl. De acuerdo al protocolo de Roche, una concentracién de 0.5 a 2 ug es
suficiente para poder observar una sefial adecuada con un tiempo de exposicién de 30
minutos; ademas, se incluyd una muestra con una concentracion de 20 pug de DNA, con la
finalidad de obtener una senal mas intensa en la zona donde se esperaban observar los
fragmentos. Al término de esta hibridacion, unicamente se pudo observar sefial en los
carriles correspondientes a las concentraciones de 10 y 20 ug. Para que las sefiales de
menor concentracion fueran visibles, se dejé exponer la placa autorradiografica durante 1
hora pero tales sefiales no fueron visibles. El carril de los 20 ug de DNA resulté en un
fondo oscuro que impidié visualizar los lugares de hibridacion. 2) Fijacién del DNA a la
membrana: Se realizaron 4 ensayos distintos en los primeros dos, las membranas con el
DNA transferido fueron fijadas en un Crosslinker a 120,000 uJ/cmz, la primera de ellas
enjuagada previamente en solucion 6X SSC y la segunda sin enjuagar previo al fijado. En
las otras dos membranas el DNA fue fijado en un horno a 80°C durante 2 horas con el
mismo procedimiento de enjuague que en las dos membranas anteriores. Estos variantes
se realizaron con el fin de saber si el DNA fijado con UV podria ser la causa del fondo
oscuro; sin embargo, no fue asi, ya que las 4 membranas tenian el mismo patrén de fondo

oscuro, pero en aquellas donde fueron sumergidas antes del procedimiento de fijacidn, se
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evidencio que el DNA se perdid bajo el procedimiento de sumergir la membrana en
solucién 6X SSC, que es lo que algunos protocolos referidos recomendaban para remover
restos de agarosa y exceso de sales de la solucién de transferencia, por lo que se
recomienda llevar a cabo esta inmersién posterior al proceso de fijacion. 3) Gradiente de
uJ/cmZ: Con el fin de determinar si la intensidad de luz UV podria influir en los resultados,
se fijé el DNA a las membranas a diferentes intensidades en un rango de 70,000, 90,0000 y
120,000 uJ/cmz. No se observd alguna mejora, por lo que se decidid trabajar a 70,000
wl/cm? con el fin de no dafiar el DNA. 4) Tiempos de hibridacién: Se realizaron distintos
ensayos a diferentes tiempos de hibridacién para determinar si a un mayor tiempo de
exposicién de la membrana con la sonda podia influir en el fondo oscuro. Los tiempos de
hibridacion fueron de 12, 18, 20 y 24 horas. Ningun tiempo resultd significativo, pero se
prefirid trabajar con 18 horas ya que fue el minimo para que la sonda hibridara de manera
correcta. 5) Concentracion de la sonda: Una posible causa que se pensd pudiera estar
provocando este fondo inespecifico era un exceso de la concentracién de la sonda; para
ello, se realizaron una serie de hibridaciones a 6.25, 12.5, 18.5 y 25 ng por 1 ml de solucién
DIG Easy hyb. Se observé una reduccién en la intensidad de la sefial como era de
esperarse en las diferentes membranas, pero el ruido de fondo siguié apareciendo a la par
de las sefiales esperadas. Sin embargo, se pudo observar que se obtiene un buen
resultado a la concentracién de 18.5 ng. Cabe mencionar que en la guia de problemas,
refieren la concentracion como una causa del fondo inespecifico, por lo que se llevé a
cabo esta sugerencia, ademas de que en un principio se procuré el detalle de realizar dos
extracciones fendlicas a la sonda antes de marcarla, que es otra de las posibles causas que
refiere Roche. 6) Lavados astringentes: En sistemas radiactivos, el problema del fondo
oscuro se resuelve realizando de manera adecuada los lavados astringentes ya que en este
caso, la sonda permanece unida inespecificamente a la membrana; sin embargo, parece
no ser el caso para los sistemas con digoxigenina, no obstante, se logré una mejora
notoria a la hora de efectuar el revelado. Las modificaciones consistieron en un lavado
extra de la segunda solucién astringente (1% SDS, 0.5X SSC) a 68°; ademds, cabe sefialar

que el resultado mejord al aumentar la temperatura. 7) Tiempos y concentracién del
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buffer de bloqueo: Con el fin de bloquear las uniones inespecificas de los anticuerpos a la
membrana, se realizaron diversos ensayos a diferentes concentraciones de solucién de
blogueo, estas consistieron en valores de 1, 1.5 y 2X, la solucién 1.5X resulté mayor que la
de 1X, y similar a la de 2X. Los tiempos de incubacion variaron en un rango de 30 minutos,
1, 2 y 4 horas de incubacién con solucién 1.5 y 2X. En los tiempos en que se dejé
blogueando la membrana durante 4 horas, se cambid a las 2 horas la solucién para
agregar una con el mismo volumen y concentracién. Los tiempos mostraron un patrén
similar, aunque se observd una leve mejora con 1 hora de incubacién, que es el doble de
tiempo que el recomendado por Roche. Ademas, se probd incubando a 4°C, mostrando
una leve mejora. 8) Concentracién de anticuerpo. Roche recomienda utilizar 20 ml de esta
solucién para una membrana de 10 X 10 cm; sin embargo, se demostré que se puede
utilizar la mitad de la soluciéon, pero sin ninguna mejora. 9) Tiempos y concentracion del
buffer de lavado: Se realizaron diferentes ensayos a concentraciones de 1, 1.5 y 2X. Se
observd una leve mejora al utilizar la solucion al 1.5X en vez de 1X que es como se cita en
el protocolo de Roche. Una vez que se eligid esta concentracién, se llevaron a cabo
diferentes tiempos de incubacidn para los lavados de la membrana, estos consistieron en
series de 15 a 15, 15 a 30, 30 a 30 minutos, donde se observod que en los tiempos de 15 a
30 minutos fueron mejores que los de 15 a 15 minutos y similares al de 30 a 30 minutos.
10) Buffer de revelado: Siguiendo un protocolo alterno, se realizaron incubaciones cada 2
minutos, 3 veces en contraste con Roche en que sélo recomienda sumergir la membrana
una sola vez. En este caso no hubo diferencias significativas para ambos casos 11)
Concentracion de sustrato: Una mejora significativa se logré aplicando la mitad de
sustrato que la recomendada por Roche (1 ml). Al realizar el revelado con la concentracién
sugerida por Roche y con la mitad de éste, se pudo observar que al incrementar la
cantidad de sustrato, el fondo oscuro resulta ser mayor. 12) Tiempos de exposicion: Para
los ensayos en los que se logré mejorar ligeramente la sefal, se realizaron una serie de
tiempos de exposicién comprendidos entre 5, 15, 30, 60 minutos. En este paso es donde
se demuestra que el fondo oscuro aparece a la par de las sefiales que se esperan ver,

independientemente de los tiempos de exposicion. De igual modo, se llevd a cabo la

74



J. Rodrigo Aldariz A.
UNAM - FES IZTACALA - IMSS

exposicion de una placa al dia siguiente para dejarla 30 minutos revelando, pero no se
logré una mejora. 13) Finalmente, se realizé una hibridacién con la membrana PVDF con el
fin de obtener una mejora con respecto a las membranas de nylon, pero no hubo

hibridacion ya que al parecer el DNA no se unié a la membrana.

Hasta el momento, se siguieron las indicaciones de la guia de problemas del protocolo de
Roche a excepcion de una sola, que es el tipo de membrana. Roche refiere que una causa
importante del fondo inespecifico es el tipo de membrana, ya que ligeras variaciones en la
carga son una causa importante del fondo oscuro. Esta membrana se sugiere esta

disefiada exclusivamente para los sistemas con digoxigenina y es propia de Roche.

Por ultimo, hoy en dia se considera que el SXF es ocasionado no sélo por la expansién del
triplete CGG, sino por los diversos procesos de mutagénesis que dan lugar al sindrome,
por lo que no es posible ofrecer un diagndstico integro del mismo a partir de las técnicas
de RT-PCR e hibridacién Southern, ya que éstas no son capaces de detectar mutaciones
puntuales, secuencias cortas de nucleétidos, ni proteinas aberrantes, etc., por lo que se
considera necesario tomar en cuenta estas variantes. Por lo tanto, la frecuencia relativa
del SXF asociada a estos eventos de mutagénesis se considera desconocida, debido a que
los ensayos clinicos sélo determinan el sindrome por expansién de repetidos, por lo que

no deben ser descartados para su andlisis.
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14. CONCLUSIONES

La deteccion de transcritos de FMRI mediante la técnica de RT-PCR permite un
diagnéstico rdpido y preciso del SXF cuando éste se encuentra Unicamente asociado a la
expansion de tripletes repetidos. Debido a esto, se requiere ampliar el nimero de

técnicas para ofrecer un diagndstico mas integro.

Se recomienda la obtencidn de una linea celular de X fragil para los controles positivos de

la técnica de PCR e hibridacion Southern.

Actualmente se considera desconocida la frecuencia de premutacién poblaciones

mexicanas, por lo que se recomienda llevar a cabo tal estudio poblacional.

La sonda utilizada en los ensayos de hibridacion Southern de este trabajo, debe ser

empleada Unicamente para determinar el nimero de repetidos CGG.

Los resultados obtenidos mediante el sistema de quimioluminiscencia basado en el
marcaje con digoxigenina, resultd poco satisfactorio debido al fondo inespecifico, por lo
que se recomienda seguir implementando mejoras que ayuden a obtener un rendimiento

adecuado, o bien, retomar la radiactividad.

Asimismo, la utilizacién de la membrana recomendada por Roche pudiera ayudar a

obtener una mejora con respecto al fondo oscuro, de acuerdo a la su guia de problemas.
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