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I. RESUMEN

El sindrome del X fragit es la causa principal de retardo mental hereditario en humanos,
se hereda de manera dominante ligada al cromosoma X, con penetrancia incompleta en
mujeres. El gen FMR responsable de este sindrome se localiza en la banda Xq 27.3, en un
sitio fragil sensible 2 folato llamado FRAXA. En ¢l exon 1 de este gen existe una region
polimorfica de trinucleotidos CGG repetidos, este polimorfismo varia de 6 a 50 copias en
personas no afectadas. Un aumento o expansion en este nimero (200 o mas) ocasiona la
enfermedad, ya que las secuencias CpG del promotor del gen se hipermetilan, lo que
probablemente condiciona a inhibicién de la transcripcion del gen. Hombres transmisores y
mujeres portadoras tienen un ndmero de repetidos de 52 a 193 y no manifiestan la
enfermedad. El diagndstico se realiza mediante la deteccion citogenética del sitio fragil, sin
embargo no todos los varones afectados lo presentan y los portadores son citogenéticaraente
normales.

Ln este estudio se determiné el polimorfismo de los repetidos CGG del gen FMR1 en
ndividuos no afectados, pertenecientes a la poblacién mexicana y se implementé el
diagndstico molecular en pacientes con historia clinica compatible con el sindrome X fragil.

Utilizando la técnica de amplificacién en cadena de la polimerasa, se determing el
numere de repetidos CGG del gen FMRI1 en el DNA de 30 mujeres y 25 hombres,
analizando un total de 85 cromosomas X. Se encontraron 12 alelos diferentes con un
numero de repetidos que varia de 16 a 33 copias, en donde los alelos mds frecuentes fueron
los de 28 repetidos (28.75%) seguido del de 27 repetidos (20%) y 33 repetidos (10%), los
demas alelos tuvieron una representacion menor del 7%. El polimorfismo encontrado en Ia
poblacion mexicana analizada es similar al encontrado en poblaciones de caucasicos,
asiaticos, australianos y japoneses.

Mediante la técnica de RT-PCR se determino la presencia o ausencia del transcrito
del gen FMR1 en el RNA de pacientes con retardo mental para establecer e} diagnostico de
X fragil. Se analizaron 18 pacientes que se separaron en 3 grupos, por criterios de inclusion
diferentes. Seis presentaron retardo mental variable con un patrén de herencia ligado al X,
sin estudio citogenético. Seis con coeficiente infelectnal limitrofe y estudio citogenético
negativo. Seis con retardo mental variable sin antecedentes familiares. 17 pacientes
presentaron el transcrito del gen FMRI, lo cual sugiere que su fenotipo no se debe a
alteraciones en el numero de repetidos de este gen. El andlisis de RT-PCR de un paciente
mostré {a ausencia del transcrito del gen, lo que sugiere la presencia de una mutacién en
FMR1. La incidencia de X fragil en la poblacion estudiada fue del 5 % (1/18 pacientes).
Estos resultados sugieren que quiza la incidencia de X fragil en nuestra poblacion sea baja o
que al igual que en otras poblaciones exista un subdiagnéstico de la enfermedad.




}. INTRODUCCION

Se considera que ef DNA es una molécula que transmite la informacion genética en
forma estable debido a la fidelidad de la maquinaria replicativa y a la transmision
predecible de las caracteristicas hereditarias de acuerdo a ios principios mendelianos. El
descubrimiento de secuencias altamente polimérficas en diversos genomas, como [os
minisatélites y microsatélites plantea que el DNA es una molécula dindmica, sin embargo
este dinamismo es limitado ya que Ja ansmision de estas secuencias polimérficas a través
de las generaciones es predecible.

Recientemente se ha reportado a existencia de un tipo de secuencias de DNA que
inducen mutaciones por a amplificacion de trinucleétidos repetidos, €stos son altamente
polimoérficos y se expanden de una generacion a otra por un cambio mutacional, esta
expansion contintia a través de las generaciones, como una mutacion dinamica, que tiene un
patrén de herencia no clasico.

Se¢ han caracterizado 4 grupos de  trinucledtidos repetidos relacionados con la
expansion del DNA en el genoma humano, secuencias CGG/GCC, CAG/GTC, CTG/GAC
y recientemente GAA/CTT. Los repetidos CAG/GTC forman parte de la regién
codificadora def gen y estin relacionados con diversas enfermedades neurodegenerativas.
Los repetidos de CTG se encuentran en la region 3 no codificadora del gen relacionado con
la distrofia mioténica. Los tripletes GAT/CTT se encuentran en un intron de un gen
implicado en una ataxia. Por Gltimo las secuencias CGG generalmente se localizan en las
regiones no codificadoras de varios genes y estdn asociadas a sitios fragiles en los
cromosomas, cuando se expanden. Estos sitios fragiles son visibles citogenéticamente como
un adelgazamiento en regiones especificas de los cromosomas en metafase ().

2.1 SINDROME DEL CROMOSOMA X FRAGIL

La manifestacidn clinica principal de este sindrome hereditario consiste en retardo
miental en los individuos afectados, con un IQ promedio de 40, aunque este retardo y otras
caracteristicas fenotipicas relacionadas con la enfermedad tienen una expresion variable
dependiendo de la edad det individuo afectado.

Dentro de las caracteristicas clinicas de los individuos prepuberales se encuentra,
retardo en el desarrollo psicomotor, alteraciones craneofaciales como macrocefalia,
prognatismo, fiente amplia y pabellones auriculares prominentes; en algunos casos existen
crisis convulsivas, hipotonia, alteraciones conductuales como hiperactividad, autismo y
movimienios estereotipados de manos.



En los individuos pospuberales se presenta un retardo mental variable en su
severidad, alteraciones craneofaciales y en algunos casos macroorquidia (2,3).

En 1938 Penrose demostrd que existia una mayor incidencia de retardo mental en
hombres que en mujeres, lo cual junio con otros trabajos sugirié que este tipo de retardo
mental en humanos estaba ligado al cromesoma X (4).

En 1969 se reportd en una familia con retardo mental ligado al cromosoma X, un
marcador en este cromosoma (una constricei6n o isobrecha del brazo q), denominado sitio
X fragil, que segregaba con los individues afectados (5). Debido a que este marcador no
siempre aparecia en los individuos afectados no se utilizo hasta 1977 cuando se
establecieron las condiciones para el uso de este marcador en el diagndstico citogenético del
sindrome X fragil (6).

El pawén de herencia de esta enfermedad ligada al cromosoma X es inusual.
Aproximadamente ef 80% de los hombres que heredan la mutacion relacionada con el
sindrome X fragil, ticnen retardo mental de moderado a grave y algunos otros rasgos
fenotipicos relacionados con la enfermedad. Sin embargo otros hombres que heredan ta
mutacién son clinicamente normales y no manifiestan el sitio fragil cromosomico. A
estos se les denomina hombres transmisores, ya que si la mutacion se trasmite por sus
hijas, sus nietos tendrén un alto riesgo de presentar la enfermedad.

Por oire lado las hijas de los hombres transmisores no estan afectadas por la
enfermedad, pero son portadoras obligadas de la mutacién relacionada con la alteracion,
Se estima que menos del 30% de las mujeres que heredaron la mutacion de parte de su
madre portadora presentan caracteristicas faciales similares a los varones afectados y
alteraciones mentales que pueden ir desde fallas en el aprendizaje con IQ normal hasta
retraso mental grave (2,7).

Debido al patron de herencia peculiar de la enfermedad se propuso que esta
alteracion se heredaba como un rasgo dominante ligado al cromosoma X, con una
penetrancia incompleta en las mujeres y el riego de manifestar ta enfermedad en una
familia con antecedentes de esta alteracion depende de la posicion del individuo en
cuestion en el arbol genealogico (2) (Fig. 1)

Se ha estimado que la frecuencia de este sindrome, en las pobiaciones humanas
estudiadas, es alta, en 1 de cada 1250 hombres y en 1 de cada 2500 mujeres, la frecuencia
de portadores en la poblacion general se calcula en 1 de cada 886 individuos (2,8,9). Sin
embargo recientemente, Turner y cols. consideran que esta enfermedad ha estado
subestimada debido a la dificultad en su diagnostico, ellos reportan una frecuencia baja, en
I de cada 4000 bombres (9).
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Fig. 1 FORMA DE HERENCIA DE MUTACION COMPLETA EN EL SINDROME X FRAGIL. Se
representa ¢l ndmero aproximado de repetidos de trinuclestidos CGG. La flecha
pusiteada indica que 1as hijas de un hombre transmisor son portadoras de fa premutacion
y éstas pucden tener e¢n la siguiente generacién, hijos e hijas con premutacién o
mutacién completa que puede o no expresarse en un fenotipo X fragil. Tomado y
modificado de Tarlenton, 1993 (2).




22 ESTUDIOS CITOGENETICOS DEL SINDROME X FRAGIL

Los individuos afectados por esta enfermedad presentan un sitio fragil sensible a
folato en fa banda q27.3 del cromosoma X, denominado FRAXA. Fl sitio fragil se induce
al cultivar células, de los individuos afectados, en wn medio deficiente en acido folico y
timidina o en presencia de antagonistas de folato como metotrexato o de un inhibidor de la
timidilato sintetasa como la fluorodesoxiuridina, que ocasione un stress en la replicacion del
DNA. (10,11).

E} diagnostico del sindrome X fragi) se realiza mediante el estudio clinico y la
deteccidn det sitio fragil; sin embargo esta prueba no es informativa en un buen numero de
casos, debido a que no todos los varones afectados lo presentan y los individuos portadores
son citogenéticamente normales (2).

23 GENETICA MOLECULAR DEL SINDROME DEL X FRAGIL

El desarrollo de la Biologia Molecular en los dos ltimos decenios facilita aislar genes
a partif de secuencias de DNA clonadas, sin necesidad de conocer el producto del gen. Esta
técnica conocida como clonaje posicional (12) pemmitié en 1991 aislar ef gen FMRI (por
fragile X mental retardation) responsable del sindrome del X fragil (13,14).

2.4 CARACTERISTICAS DEL GEN FMR!

El gen FMR1 se localiza en la banda g27.3 del cromosoma X, locus en donde se
reconoce citogenéticamente ¢l sitio fragil FRAXA. Este gen tiene una longitud de 38 kb,
esta formado de 17 exones, sc estima que el tamafio promedio de sus intrones es de 2.2 kb. y
el de sus exones de 112 pb. En la region no codificadora del extremo 5' del exon 1, se
localiza una secuencia polimérfica de trinucledtidos repetidos en tandemn CGG,
interrumpidos por tripletes AGG principalmente en las posiciones 10y 20 (15). (fig. 2)

El nitmero de repetidos CGG en individuos norimales varia entre 6y 50 copias, estas
diferencias constituyen un polimorfismo genético heredado de manera cstable en forma
mendeliana (3). Los hombres transmisores y las mujeres portadoras tienen una longitud de
repetidos que varia de 52 a 193 copias, a esto se Ie conoce como premutacion.



No existen manifestaciones clinicas relacionadas con el sindrome en estos sujetos
pero se les considera portadores ya que tienen una alta probabilidad de tener individuos
afectados en la siguiente gemeracién, esto debido a que los alelos con premutacion se
comportan de manera inestable cuando se transmiten por via matema En estos casos
ocurre un proceso de expansion del nimero de repetidos, a mas de 200 copias. Esta
expansion se conoce cosmo mutacion completa y se relaciona con la enfermedad (16,17).

El tamafio de los repetidos en los enfermos depende del nimero de repetidos que se
presentan en el DNA de su madre, ya que en distintos estudios se ha establecido que cuando
ta premutacion tiene menos de 70 copias, el riesgo de amplificacion a mutacién completa es
del 10 %, para premutaciones de 70 a 90 copias, éste s¢ cleva del 50 al 70%, para
premutaciones de mas de 90 copias, ¢l riesgo es mayor del 90% (18).

~ Los alelos con mutacitn completa (més de 200 copias), se comportan de una manera
inestable durante la mitosis, por o que el mosaico somético es comiin en los individuos con
la mutacion (19,20).

Aunque los alelos con premutacion, aumentan su numero de copias de una
generacion a otra, no se ha descrito un aumento de repetidos desde alelos normales a
rangos de premutacion ¢ mutacion completa. Debido a que no se han descrito mutaciones
de novo Y a que hay marcadores genéticos que presentan desequilibrio de ligamiento con el
gen, se ha sugendo que existe un grupo pequefio de cromosomas fundadores, que por causas
que se ignoran han favorecido la expansion de repetidos desde valores nommales a
premutacién o mutacion compfeta (21).

Actualmente se sabe que el fenotipo de esta enfermedad es consecuencia de fa
expansion del nimero de repetidos CGG  del gen FMR1 ya que la presencia de una
mutacién completa correlaciona con la metilacion de la isla CpG que se localiza a 250 pb
del extremo 5 de los repetidos CGG. Estas regiones CpG existen en los extremos 5'de los
genes humanos y se cree que participan en el control de la transcripcion; en los genes
inactivos los residuos de citosina estdn metilados mientras que en los genes con expresion
activa no estan metilados.

Se ha observado que un mimero de repetidos mayor de 200 ocasiona que éstos y las
secuencias CpG del promotor del gen se hipermetilen, esto probablemente condiciona la
inhibicion de la transcripcion del gen.

Se cree que la ausencia del mRNA y por consiguiente de la proteina codificada por
este gen, es lo que ocasiona fa enfermedad (22, 23). (Fig. 3)
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Fig. 2 ESQUEMA DEL GEN FMRI. Los marcadores DXS297 y DXS296 estan
aproximadamente a 2 o 3 centimorgans de distancia genética del locus X fragil. Los
repetidos CGG se locatizan en ta region no codificadora del extremo 5° del exon 1, estos
repetidos estdn interrumpidos en | o 2 ocasiones por tripletes AGG. Tomado vy
modificade- de Tarlenton, 1993 {(2).
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Fig. 3 Normalmente ¢l gen FMR1 presenta la isla CpG no metilada y un nimero de
repetidos CGG de 6 a 50 copias. Un aumento de repetidos CGG (>200) se presenta en
el alelo con mutacién completa, es posible que la expansién cause la metilacién de [a isla
CpG, provocando la inhibicién de la transcripcion del gen. La expresion del fenotipo X
fragil se debe a Ja ausencia del nRNA. Tomado y modificado de Tarlenton, 1993 (2).



Se han informado otras dos causas mutacionales diferentes a Ia expansion de los
repetidos, que estan asociadas con el sindrome X fragil. En un pequeiio nimero de
pacientes que manifiestan la enfermedad, se ha detectado la existencia de deleciones
totales o parciales y de mutaciones puntuales en e} gen FMR1, que afectan los dominios
funcionales de }a proteina (3,24,25).

La manifestacion de la enfermedad en individuos con deleciones o mutaciones
puntuales y que no tienen expansion de los tripletes CGG, - confirman que el gen FMR1 es
responsable de la enfermedad. Esto también se apoya en el hecho de que ratones
transgénicos afectados en el gen FMRI1, presentaron caracteristicas compatibles con el
sindrome como el macroorquidismo, alteraciones cognitivas e hiperactividad (18).

Existen al menos otros dos sitios frégiles sensibles a folato en la regién Xq28,
adyacentes a FRAXA, denominados FRAXE y FRAXF. En ambas regiones también
existen repetidos de CGG. Se ha demostrado que la amplificacion de los repetidos en la
region FRAXE esta relacionada con un retraso mental moderado en algunas familias que no
presentan alteraciones en el gen FMRI1. En el caso de ia region FRAXF, las variaciones en
el namero de repetidos no se han asociado con manifestaciones fenotipicas (3,8).

2.5 CARACTERISTICAS DEL TRANSCRITO FMR1 Y PROTEINAS FMRPs.

El tamafio del wranscrito producido por este gen es de 4.4 kb (15). Se han
_encontrado en el ratén, transcrites con una homologia del 97% con et humano, (14,26).
En la mayoria de los individuos afectados por este sindrome no se han detectado
transcritos de este gen (27). '

A partir de la secuenciacion del ¢cDNA del gen FMR1 humano, se propuso la
secuencia de una proteina de 70 Kd, que contiene tres dominios funcionales altamente
conservados entre vertebrados, previamente descritos en una variedad de
ribonucieoproteinas heterogéneas nucieares (RNPhn). Dos de estos dominios son del tipo
KH, localizados en 1a regién amino terminal, similar a los encontrados en proteinas
hnRNPK, la secuencia motivo es B 1 G X2 G X2 B, donde B corresponde a uno de los
tres aminoacides hidrofébicos: isoleucina, valina o leucina y X es cualquier
aminodcido. El tercer dominio tocalizado en el extremo carboxilo terminal es una caja
RGG (Arg-Gly-Gly) que es caracteristica de proteinas U de union a pre-mRNA (22).



En estudios in vitro se ha demostrado que la FMRP tiene la capacidad de unirse a
homopolimeros de RNA, a un jugar especifico de transcritos de cerebro, incluyendo el
mRNA del FMRI1. En estos estudios se observé también que las proteinas FMRP
obtenidas de un paciente con una mutacion puntual en un residuo de isoleucina altamente
conservado en el segundo dominio KH (Tle 304 Asn) y de un paciente con una version
truncada de la FMRP que contiene los dos dominios KH pero que carece de la caja RGG,
no eran capaces de unirse a homopolimeros de RNA, ademas estos pacientes presentaban
un fenotipo muy grave de X fragit (28,29).

Se ha descrite un empalme altemativo en el extremo 3” del transcrito de este gen,
tanto en humanos como en ratones normales. Esto produce al menos 12 transcritos
diferentes, que generan un grupo heterogéneo de proteinas FMRPs con pesos comprendidos
entre 39 y 90 Kd. Esta familia de proteinas, cuya funcion se desconoce, se expresa en 27
tejidos diferentes, particularmente, en cerebro y testiculos, dos de los érganos mas afectados
en ¢l sindrome X fragil. (15, 26).

Estas proteinas se localizan principalmente en el citoplasma, aunque también se han
detectado en nitcleo, recientemente, se demostrd que una isoforma de las FMRPs presenta
tanto una sefial de localizacion nuclear (NLS) que le permite entrar al nicleo para
ensamblarse en una ribonucleoproteina (RNP) como una sefial de exportacién nuclear
(NES) que le permite salir al citoplasma y asociarse con la subunidad higera del ribosoma de
una manera dependiente de RNA, lo que sugiere un posible papel de esta proteina en el
mnicio de fa traduccion (30) (Fig. 4).

Se sabe que la FMRP es una proteina de unién a RNA, asociada a ribosomas y se
conocen los patrones de expresion e isoformas, pero no se sabe su funcion y ¢l mecanismo
por el cual su ausencia resulta en un retardo mental y caracteristicas fenotipicas asociadas al
X fragil.

En 1995 se aislé un gen autosérnico homoélogo al gen FMR1, denominado gen
FXR]I, localizado en la banda 12413, que produce una proteina con una alta homologia
estructural y funcional con la FMRP. La existencia de un gen homélogo al FMR1 sugiere
-que debe existir una familia de genes con un papel biologico similar y posiblemente
relacionados con el sindrome del X fragii en la poblacion humana (31)

10
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Fig.'4 POSTULACION DE LA FUNCION CELULAR DE LA FMRP. La seiial de localizacién
nuclear (NLS) y la sefial de exportacion nuclear (NES) de la FMRP tienen sus
receptores apropiados que median el transporte a través del poro nuclear. La FMRP
desnudo entra al niicleo, interactua con ¢l mRNA y ofras proteinas formando una
particula RNP, la cual se exporta hacia e citoplasma donde se asocia con la maquinaria
de traduccion. Tomade y modificado de Verheij, 1995 (30).
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2.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL SINDROME X FRAGIL.

Debido al aislamiento y caracterizacion det gen FMR1, ahora es posible realizar un
diagnéstico molecular del sindrome del X fragil, trabajando directamente en la zona de
repetidos del gen.

Actualmente se utilizan dos técnicas moleculares diferentes para la caracterizacion de
la expansion de trinucledtidos, la amplificacion en cadena de la polimerasa radioactiva
(PCR), donde se amplifica el nimero de repetidos CGG (19) y las hibridaciones tipo
Southern blot, en Ia cual utilizando diversas sondas del gen FMR1 se determina la
metilacion de la isla CpG, esto permite la identificacion de individuos con premutacitn o
mutacién completa (19,3,7). Ambos métodos se llevan a cabo utilizando isétopos
radioactivos, lo que implica un alto costo para su realizacion, por lo tanto es necesario
implementar estrategias metodolégicas que nos permitan reducir costos, disminuir los
riesgos a la salud y poder establecer un diagnéstico preciso de 1a enfermedad.

Debido 2 que 1a mayoria de los individuos afectados por el sindrome del X fragil no
presentan el transcrito ‘de este gen, una altemativa posible en el diagnéstico de individuos
con refraso mental y sin antecedentes de la enfermedad, es determinar la presencia o
ausencia del transcrito del gen, mediante RT-PCR. Si no estd presente el transcrito
tendremos un individuo afectade por el sindrome de X fragil Si esta presente, lo mas
probable es que el enfermo no presente el sindrome.

Por otro tado la principal causa mutacional relacionada con el sindrome X fragil es la
amplificacién de los repetidos CGG, aunque los limites entre el nimero de repetidos en
individuos normales y con premutacion no estdn totalmente definidos, es importante
determinar en la poblacion mexicana cuales son los rangos de estos repetidos ya que
estableciéndolo se puede conocer cual es la posibilidad de que esta enfermedad se
manifieste.

La frecuencia a nivel mundial del sindrome X frgil, sugiere frecuencias similares en
nuestra poblacion dado el tipo de herencia ligado al cromosoma X. Por lo anterior, el
diagnéstico de  individuos afectados es una necesidad dentro del campo de la medicina
preventiva, ya que permite en muchos casos evitar, a las familias en riesgo, las severas
cargas psicosociales y econdmicas que produce esta enfermedad, disminuyendo también las
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IN. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES
1. Determinar el polimorfismo de repetidos CGG del gen FMRI, en individuos
pertenecientes a la poblacién mexicana no afectados por el sindrome X fragil.

2. Establecer el diagndstico molecular en pacientes con historia clinica compatible con el
sindrome X fragil.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Obtencion de una coleccion de DNA gendmico de individuos mexicanos, no
emparentados entre si y sin antecedentes del sindrome X fragil.

2. Establecer ¢} nimero de repetidos CGG del gen FMR1, en 85 cromosomas X de
individuos no afectades, mediante PCR no radicactivo.

3. Determinar la presencia o ausencia del transcrito del gen FMRI, en individuos con
histona clinica compatible con X fragil.

i3




IV. METODOS

41 ORIGENDE LA MUESTRA.

Las muestras sanguineas de los individuos pertenecientes a ta poblacién mexicana se
obtuvieron del banco de sangre del Centro Médico Naciona) Siglo XXI. Estas muestras
comresponden a individuos sanos no emparentados entre si, con padres y abuelos nacidos en
Meéxico y sin antecedentes para el sindrome X fragit.

Las 18 muestras sanguineas de los individuos posiblemente afectados por el sindrome
X fragil se obtuvieron de 12 pacientes que asistieron a la consulta externa de Genética del
Hospital de Pediatria del CMN SXXI, IMSS y seis pacientes del Instituto Nacional de la
Comunicacion Humana. SSA, con previa autorizacién de los familiares de los pacientes
para realizar este estudio.

La identificacién de los individuos posiblemente afectados por esta enfermedad se
realizé por un criterio clinico, en donde se determind la existencia de retardo mental,
alteraciones de conducta como hiperactividad o autismo y otros rasgos asociados con la
enfermedad como anonmalidades craneofaciales o macroorquidismo.

4.2 AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO HUMANO

El DNA de los individuos analizados se obtuvo a partir de sangre periférica,
siguiendo el método descrito por Kempter, 1992 (32). A 15 ml de sangre, se le agregaron
2.5 ml de anticoagulante (EDTA al 0.5% a pH 7.6) y se centrifugé a 3000 rpm durante 10
min. Se separaron los leucocitos de la interfase con una pipeta Pasteur y se resuspendieron
en 15 mi de amortiguador RCLB (Tris-HCI 10mM pH 7.6, MgCl, 5SmM y NaCi 10 mM),
posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min, se eliminé el sobrenadante y se
Fepitié el paso anterior de 2 a 3 veces, hasta que la pastilla estaba blanca. La pastilla se
resuspendié en 886 ul de NaCl 5 mM agitando fuertemente, se agregaron 46 il de SDS al
10% y 308 ul de NaCl saturado, agitando nuevamente durante 5 min. con el fin de lisar las
células. Posteriormente se centrifugé a 15000 rpm durante 15 min. con Ia finalidad de
remover las proteinas precipitadas en la solucion. Se decantd el sobrenadante en tubos
Eppendorif y se sometié a extracciones fendlicas (25:24:1 fenol: cloroformo:isoamilico).
El DNA presente en la fase acnosa se precipité con dos volizmenes de etanol absoluto
helado, se separ6 de esta solucion por centrifugacion, se lavé la pastilla 2 veces con etanol al
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T0%, se seco y sé resuspendio en 500 4l de agua desionizada esterilizada, almacensndose a
—20°C, hasta su uso. _

Posteriormente se detenminé la concentracion y grado de pureza del DNA por
espectrofotometria. En una celdilla de cuarzo con 400 ul de agua destilada se resuspendieron
4 ul de la solucion de DNA problema y se determiné la densidad dptica a 260 y 280
Banometros en un espectrofotémetro de UV. Considerando que una densidad dptica de
DNA bicatenario es igual a 50 pg/ml se calculé la concentracion del DNA problema. Para
establecer el grado de pureza de la solucion de DNA se determiné el cociente 260/280.

También se estimé la integridad del DNA, en geles horizontales de agarosa al 0.8 %
en TBE IX (Trs-base 89 mM, Acido borico 89 mM y EDTA 2 mM), con 0.5 ug/mi de
bromuro de etidio. Para la muestra se mezclé 1 ul de colorante de corrida (0.25% de azul de
bromofenol, 0.25% de cianol xileno y 30% de glicerol) y 1 1l de DNA, se deposito en el
pozo del gel y se sometié a una corriente eléctrica de 125 volts durante 30 min. Una vez
terminada fa electroforesis se observé el gel en un transiluminador de UV de onda cortay se
obtuvo una fotografia, con el sistema de computo IS-1000 Digital Imaging System.

43 AISLAMIENTO DE RNA TOTAL

El RNA total de tos individuos analizados se obtuvo a partit de sangre periférica,
siguiendo el método descrito por Chomczynski, 1992 (33). Cinco ml de sangre periférica
S¢ someticron. a centrifugacidn diferencial en un gradiente de ficoll hypaque 2:1,
durante 30 min. Los linfocitos se separaron de la interfase con una pipeta Pasteur y fueron
lisados inmediatamente con 150 pl de isotiocianato de guanidina. Se agregaron 33 pl de
cloroformo agitando fuertemente y se incubo 15 min a temperatura  ambiente.
Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4°C. El RNA presente en la
fase acuosa se precipito con 83 pl de isopropanol helado, se separé de esta solucién por
centrifugacion, se lavo Ia pastilla con Etanol al 75%, se seco y s¢ resuspendio en 20 pi de
agua tratada con dietifpirocarbono (DEPC) y se almacen6 a -70°C hasta su uso,

Posteriormente se detenniné la concentracién y grado de pureza del RNA por
especrofotometria. En una celdilla de cuarzo con 400 ) de agua destlada se resuspendieron
4 ul de 1a solucion de RNA problema y se determiné la densidad optica a 260 y 280
nandmetros en un espectrofotdmetro Beckman. Considerando que una densidad optica de
RNA unicatenario es igual a 40 pg/mi se calculé la concentracién del RNA problema. Para
establecer el grado de pureza de Ia solucion de RNA se determind el cociente 260/280.

La integridad del RNA se determiné en geles horizontales de agarosa al 2% a 50
volls durante 2 horas, para la electroforesis del RNA se lavo previamente {a camara
electroforética con NaOIH al 10 M.

15



4.4 PCR PARA DETERMINAR EL NUMERO DE REPETIDOS CGG EN EL GEN FMRI,

El nimero de repetidos se determind mediante una PCR radioactiva, de acuerdo 2l
método descrito por Fu, 1991 (19) y mediante una PCR no radioactiva utilizando Ia
polimerasa hipertermoestable PFU, de acucerdo al método descrito por Chong, 1994 (38).

A) PCR RADIOACTIVA

Cien nanogramos de DNA gendémico fueron amplificados utilizando los
oligonucledtidos FMRX1 (5" -GCTCAGCT CCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT-3) vy |
FMRX2 (5-AGCCCCGCACTTCCACCACCAACTCCTCCA-3"). El tamafio esperado
que contiene los repetidos CGG es de 221 pb (sumatoria de 30 pb del oligonucledtido
FMRX]1, 30 pb del oligonucleétido FMRX2, 91 pb distancia entre FMRX1 y el primer
repetido, 70 pb  distancia entre el tltimo repetido y FMRX2) mas el nimero de pb de los
repetidos CGG, por ejemplo un fragmento de 308 pb corresponde a 29 repetidos (221 pb
mas 87 pb de 29 repetidos).

La reaccion de PCR se llevé a cabo utilizando solucién amortiguadora de PCR 1X
(Tris-HCI pH 8.3 100 mM, KCI 500 mM), 3 pmoles de cada oligonucledtido, 2 mM de
MgCl, 200 pM de dATP, dCTP, dTTP y 50 pM de dGTP, 150 pM de 7-deaza-dGTP,
10% de DMSO, 2 ucide o 2 P-dCTP, 1 ud de Taq DNA polimerasa (Gibco-BRL), en un
volumen final de 15yl La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador
RoboCycler Gradient 40 (Stratagene), bajo las siguientes condiciones: Una
desnaturalizacitn inicial a 95 °C durante 10 min, seguida de 25 ciclos de 95°C durante ?
min, 65°C durante 1 min, 72°C durante 2min y una extension finata 72 °C durante
5 min.

Una vez terminada la amplificacion, distintas alicuotas fueron sometidas a
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-urea al 6%. Los geles se
prepararon con 7.5 ml de una solucién stock de poliacritamida al 40 % ( acrilamida/
bisacrilamida 30:1), 5 mt de TBE 10X, 21 g de urea, 25 ml de agua desionizada, 0.4 ml de
persulfato de amonio al 10% y 30l de TEMED (N,N,N",N"-tetrametiletileno diamida). Se
tomé una alicuota de 5 pt det DNA amplificade y 2 1l de colorante de corrida (98% de
formamida, 10 mM de EDTA, 0.1% de azu! de bromofenol y 0.t % de xileno cianol) y se
ltev6 a una temperatura de 95 °C durante 1 min, posteriormente se colocé en el pozo del gel.
El gel se sometié a una corriente eléctrica de 1600 volts durante 1.30 hys.
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Los geles se secaron de 20 a 30 min y se expusieron a una placa antoradiografica de
24 a 48 hrs a —70 °C. Posteriormente se revelaron y analizaron las placas de acuerdo al
patrén de bandeo.

Como controt de peso molecular se utilizé la secuencia del gen Taq del bacteriéfago
M13, clonado en ¢} plasmido pBSMB para poder definir el mimero de repetidos,

B) PCR NO RAPIOACTIVA

Cien nanogramos de DNA gendmico fueron amplificados utilizando los
oligonucleotidos FMRX1 y FMRX2 descritos anteriormente.

Lareaccion de PCR se Hevd a cabo utilizando solucién amortiguadora PFU 1X, 0.2
mM de cada dNTP, 25 pmol de cada oligonucledtido, 5% de DMSO, 1 ud de PFU DNA
polimerasa (Stratagene), en un volumen final de 10 ul. La amplificacién se Hlevo a cabo en
un lermociclador  Robocycler Stratagene bajo las siguientes condiciones: Una
desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de 98 °C durante 1
min, 65 °C durante | min, 72°C durante 2 min y una extension final a 72°C durante 20 min.

Una vez tenminada la amplificacion, una alicuota se sometio a electroforesis en geles
de agarosa al 4% a 150 volis durante 2 horas. Como control de peso molecular se utifizé
una escalera de 100 pb, para definir el nimero de repetidos.

C) PCR DIPLEX NO RADIOACTIVA

Cien panogramos de DNA genémico fueron amplificados utilizando el par de
oligonucledtidos FMRX1, FMRX?2 descritos anteriormente y un par de oligonucledtidos
RACI, RAC2 que franquean una region polimorfica de repetidos AC del gen P-Globina de
aproximadamente 200 pb.

La reaccién de PCR diplex se lievo a cabo utilizando solucién amortignadora PFU
1X, 0.2 mM de cada dNTP, 25 pmol de cada par de oligonuclettidos, 5% de DMSO, | ud
de PFU DNA polimerasa (Stratagene), en v volumen final de 10 pl. La amphficacion se
llevo a cabo en un termociclador Robocycler Stratagene bajo las siguientes condiciones:
Una desnaturalizacién inicial a 98 °C durante 5 min, seguida de 30 ciclos de 98 °C durante
1 min, 68 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min y una extension final a 72 °C durante 20
min.

Una vez teminada la coamplificacién, una alicuota se sometié a electroforesis en
geles de agarosa al 4% a 150 volts durante 2 horas. Como control de peso molecular se
utilizod una escalera de 50 pb.
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45 RT-PCR PARA DETERMINAR EL TRANSCRITO DEL GEN FMR1

El RT-PCR se levé a cabo de acuerdo al método descrito por Pieretti, 1991 (27), .
utilizando el Kit d¢ RT-PCR AMV Boheringer. Cien nanogramos de RNA total fueron
utilizados para sintetizar la primera cadena de cDNA. La reaccion se llevo a cabo con
solucién amortiguadora X (Tris-HCI pH 8.3 100 mM, KCl 500 mM) 1 mM de cada
dNTP, 5 mM de MgCl, 3 mM de Oligo dT, 25 uds de inhibidor de RNAsas, 10 uds de
transcriptasa reversa en un volumen final de 15 pi.

Las condiciones de la sintesis fueron 25 °C durante 10 min, 42 °C durante 60 min y
99 °C durante 5 min.

El producto de la sintesis de la primera cadena de cDNA se usé para producir la
segunda cadena, mediante PCR. Se utilizaron 2 pares de oligonucledtidos en la misma
reaccién, uno para amplificar una region del RNAm del gen FMRI, produciendo un
fragmento de 146 pb: FMRX3 ( 5" TAGCTAACCACCACCAGCAAGGC 3 )y
FMRX4 (5" AACTGGCAGCCTGATAGGCAGATT 3")

Y otro para amplificar wna region del RNAm del gen  hipoxantin
fosforibosiltransferasa (HPRT), utilizado como control positivo, produciendo un fragmento
de 387 pb: FMRXS5 (5 CGIGGGGTCCTTTTCACCAGCAAG 3 ) y FMRX6
(5" AATTATGGACAGGACTGAACGTC 3°).

_ La reaccion de PCR se llevd acabo con buffer 1X (Tris-HCI pH 8.3 100 mM, KCl

500 mM), 1.5 mM de MgCl,, 100 moles de cada oligonucledtido, 15 pl de cDNA, 2.5 uds
de Tag DNA polimerasa, en un volumen final de 100 pd. La amplificacion se llevé a cabo
en un termociclador Robocycler STRATAGENE bajo las siguientes condiciones: Una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, seguida de 30 ciclos de 94 °C durante 1
min, 55 °C durante 1 min, 64 °C durante 2 min y una extension final de 64 °C durante 5
TRin.

Una vez terminada la amplificacion, una alicuota se sometié a electroforesis en geles
de agarosa al 2% a 125 volts durante 30 min, para determinar la presencia o ausencia del
transcrito del gen FMRI (banda de 146 pb). Como control de peso molecular se utilizo una
escalera de 50 pb y el plasmido pUC18/Haelil.
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V. RESULTADOS

5.1 CUANTIFICACION DE DNA Y RNA

Se obtuvo e} DNA de 30 mujeres y 25 hombres, pertenecientes a la poblacion
mexicana, ne emparentados y sin antecedentes de X fragil. En todos los casos la
concentracion e integridad del DNA aislado fueron 6ptimas, en promedio 300 a 500 ng/ut,
con un indice de purezade 1.8 a2 (260/280) (Fig. 5).

El RNA se obtuvo de 18 pacientes con caracteristicas clinicas compatibles con X
fragil y de S individuos controles. En todos los casos Ja concentracion e integridad del
RNA total fueron ptimas, en promedio 250 a 300 ng/ul, con un indice de pureza eatre 1.7
y 1.9 (260/280) (Fig. 6).

52 POLIMORFISMO DE REPETIDOS CGG DEL GEN FMR1 EN INDIVIDUOS NO
AFECTADOS

Utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa radioactiva ¥y no
radioactiva (PCR), s determiné e) nimero de repetidos CGG del gen FMR1 en 30 mujeres
¥ 25 hombres. La amplificacion se realizo utilizando los oligonucledtidos FMRX ) y
FMRX2 que permiticron flanquear la region del gen FMR1 que contiene los repetidos
CGG, observandose un amplificade de 308 pb cuando el nimero de copias del winucledtido
$¢ encontré dentro de los limites normales (29 repetidos).
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En la autoradiografia de la figura 7 se observan los productos de la amplificacion
radioactiva de repetidos CGG del gen FMR1 en distintos individuos no afectados. Se ilustra
en el extremo jzquierdo la secuencia del gen Taq del bacteribfago M3 utilizado como
marcador de peso molecular. En el caril IM se observa el amplificade de un individuo
masculino que corresponde a 30 repetidos CGG, en ¢l carril 2F se observa el amplificado de
una mujer heterocigota para el alelo de 30 Y 28 repetidos, 3F y 4F corresponden a mujeres

homocigotas para el alelo de 30 repetidos, SM y  6M corresponden a individuos
mascutinos con 31 repetidos.

En la figura 8 se muestra una fotografia de un gel de agarosa tefiido con broruro de
ctidio, en donde se observan los productos de la amplificacion no radioactiva de repetidos
CGG mediante la enzima PFU DNA polimerasa, en individuos no afectados. Se utilizé wna
escalera de 100 pb como marcador de peso molecular. La determinacion del aamero de
repetidos se realizé como se describe previamente en métodos. En el carril 26M se observa
et amplificado de 293 pb que corresponde a un individuo masculino con 27 repetidos, en e}
carnii 27F se observa el amplificado de 297 pb que corresponde a una mujer homocigota
para ¢l alelo de 28 repetidos, 29F y 32F corresponden a mujeres homocigotas para el alelo
de 29 sepetidos y en 33M se observa el amplificado de un individuo masculino con 33
repetidos.

De estas 2 formas se analizaron un total de 85 cromosomas X. La distribucién y la
frecuencia del nimero de repetidos CGG se muestra en la grifica 1, en el ¢je de las Y el
nimero de cromosomas y ¢n el eje de la X el nimero de repetidos por alelo. El alelo mas
frecuente encontrado en los individuos analizados fue el de 28 repetidos.
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Fig. 5 DNA GENOMICO AISLADO DE INDIVIDUOS NO AFECTADOS POR EL
SINDROME DEL X FRAGIL. El DNA se aislé a partir de 15 ml de sangre periférica
como se indica en métodos y se realizo una electroforesis en geles de agarosa al 0.8% en

TBE 1X. Se observa la integridad del DNA genémico. PM: marcador de peso molecular
A Hindlil
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Fig. 6 RNA TOTAL AISLADO DE INDIVIDUOS CON RETARDO MENTAL. Ei
RNA total se aislé a partir de linfocitos como se indica en métodos y se realizoé vna
electroforesis en geles de agarosa al 2% en TBE 1X a 50 volts. PM: marcador de peso
molecular escalera de 100 pb, se observa la integridad del mRNA, rRNA 28s y 18s.

22



Fig. 7 AMPLIFICACION RADIOACTIVA DE REPETIDOS CGG DEL GEN FMRI EN
INDIVIDUOS NO AFECTADOS. El PCR radioactivo se realizé como se indica en métodos,
¢l producto de la amplificacion se sometié a electroforesis en geles desnaturalizantes de
acrilamida al 6 %. En esta antoradiografia se observa en el extremo izquierdo la
secuencia del gen Taq del bacteriofago M13 utilizado como marcador de peso molecular.
IM corresponde a la amplificacion de 30 repetidos CGG de un individio masculino. 2F
mujer heterocigota para los alelos de 30 y 28 repetidos. 3F y 4F: mujeres  homocigotas
para el alelo de 30 repetidos. SM y 6M individuos masculinos de 31 repetidos,
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Fig. 8 AMPLIFICACION DE REPETIDOS CGG DEL GEN FMR1 POR PCR
NO RADIOACTIVA. La amplificacién se llevo a cabo con la enzima PFU
DNA polimerasa, como se indica en métodos, el producto de la amplificacion
se sometib a electroforesis ¢n geles de agarosa al 4% en TBE 1X a 150 volts,
PM: marcador de peso molecular escalera de 100 pb. 26M: amplificacién de
293 pb que corresponden 2 27 repetidos en un individuo masculino. 27F:
corresponde at amplificado de una mujer homocigota para el alelo de 28
fepetidos. 29F y 32 F mujeres homocigotas con 29 repetidos. 33M: 333 pb que
corresponden a 32 repetidos de un individuo masculino.
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NO. DE CROMOSOMAS

16 20 23 24 26 27 28 29 30 31 32 33
NO. DE REPETIDOS CGG (POR ALELOS)

Grafica 1. DISTRIBUCION Y FRECUENCIA DE LOS REPETIDOS CGG. En Y se

observa el nimero de cromosomas para cada alelo y en X et niimero de repetidos CGG
por alelo.

25



53 ESTUDIO MOLECULAR DE PACIENTES CON HISTORIA CLINICA COMPATIBLE
CON EL SINDROME X FRAGIL.

A) ESTUDIO CLINICO DE LOS PACIENTES.

Se analizaron 18 pacientes del sexo masculino, que se clasificaron en 3 grupos de
acuerdo a los antecedentes clinicos.

El grupo 1 esta constituido por 3 pares de hermanos con retardo mental ligado al X y
algunas caracteristicas fenotipicas asociadas al sindrome (Tabla 1).

En el grupo 2 se incluyeron 6 pacientes con coeficiente intelectoal limitrofe, sin
antecedentes familiares de retardo mental, con estudio citogenético de sitio fragil FRAXA
negativo (Tabla 2).

El grupo 3 comresponde a 6 pacientes con retardo mental variable, sin un patron de
herencia definide y con caracteristicas clinicas compatibles con X frigil (Tabla 3).

B) DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LOS PACIENTES,

Mediante la técnica de Reverso Transcriptasa-PCR  (RT-PCR) se determiné la
presencia o ausencia del transcrito del gen FMR1 en el RNA total de los 18 pacientes en
estudio. Como control interno se amplificé una region del transcrito del gen HPRT, como
control positivo se utilizo el RNA total de individuos no afectados por el sindrome X fragil.
Los productos esperados fueron de 387 pb para el HPRT y 146 pb para el FMR].

En la figura 10 se muestra 1a fotografia de un gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio en donde se observan los productos del RT-PCR. En el caril ] se observa el producto
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de ampiificacion de un individuo no afectado, utilizado como control positivo, el cual
presenta los amplificados de 146 pb {FMR1) y 387 pb (HPRT). En el carril 2 s¢ observa el
resultado del paciente X2, que presenta el transcrito del gen FMR1 de 146 pb. Como control
de peso molecular se wtilizé el plasmido pCU18 cortado con Haelll,

Todos los pacientes del grpo 1 ¥ 2 presentaron et transcrito del gen FMR], asi como
también los del grupo 3 a excepcion del paciente X16 que no presento el transcrito del gen
FMR1 (Fig. 11). Este resultado nos sugetia la presencia de una mutacion en el gen.

Para determinar si se trataba de una premutacion o una mutacion completa se
amplific el namero de repetidos del gen FMR1 del paciente X16, utilizando la enzima PFU
DNA' polimerasa ya que- ésta permite obtener un amplificado de hasta 150 repetidos
aproximadamente. El resultado se observa en Ia figura 12, el camil 1F corresponde al
anipliﬁcado de una mujer hetérocigota para los alelos de 33 y 28 repetidos, que se uhlizd
como control positive; en el carril 2M se observa el amplificado del paciente X135 que
mostr6 un amplificado dentro de los limites normales, aproximadamente 27 repetidos, en el
carri 4 se observa que el paciente X16 no mostré amplificacién, lo que sugeria la
presencia de una mutacion completa (aumento > 150 copias CGG) en el gen FMRY, el carril
5 corresponde a un control positivo de 27 repetidos de un individuo masculino,

Para descartar que la ausencia de amplificacion se debiera a dafio o degradacién en el
DNA de este paciente, se realizo una coamplificacién con una regién polimérfica de
repetidos AC (RAC) del gen B- Globina humano (aproximadamente de 200 pb) y el gen
FMRI. En la figura 13 se observa en el camil | el amplificado de una mujer heterocigota
para el alelo de 33 y 28 repetidos, utilizado como control positivo, en el carril 2 ¢l resultado
del amplificado de! paciente X16 en donde sc observa unicamente la banda que corresponde
a RAC, lo cual nos confirma que el DNA no esta dafiado. En el carril 3 se observa el PCR
de repetidos CGG por separado, para confirmar ia no amplificacién en el paciente X16.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES CON
RETARDO MENTAL LIGADO AL CROMOSOMA X.

CARACTERISTICAS

HERMANOS

1 x1 X2

HERMANOS

X3 X4

HERMANOS

X5 X6

EDAD EN ANOGS

28 27

17 19

CARA ALARGADA

14 15

PROGNATISMO

FRENTE
PROMINENTE

PABELLOS
AURICULARES
PROMINENTES

CRISIS
CONVULSIVAS

MACROORQUIDISMO

ESTUDIO
CITOGENETICO

+ PRESENYE
— AUSENTE

ND NODETERMINADO

28

e




TABLA 2. CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES LIMITROFES

NO EMPARENTADOS
CARACTERISTICAS
X7 Xs X9 X0 (X1t X112 5
EDAD EN ANOS 6 L 4.1 4 13 |6 |5 i
1LQ ® 175 170 |70 | 70 ] 70 |
PROGNATISMO - 1= - + + - :
PROBLEMAS DE |
LENGUAJE L R L M B |
PABELLOS |
AURICULARES + + - + + + :
PROMINENTES |
HIPERACTIVIDAD - v I+ - 1+ - g
|
AGRESIVIDAD - * = - - * |
AUTISMO R A N
MACROORQUIDISMO | - - - - 1 - - ,
- |
ESTUDIO - ‘ 5
N
arogeNemco | M [N | N [N N |
+ PRESENTE
— AUSENTE
N NEGATIVO
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TABLA 3. CARACTERISTICAS DE PACIENTES CON RETARDO
MENTAL SIN ANTECEDENTES FAMILIARES.

CARACTERISTICAS

X13

X14

X15

X16

X117

X 18

EDAD EN ANOS

11

17

12

CARA ALARGADA

PROGNATISMO

FRENTE
PROMINENTE

PABELLOS
AURICULARES
PROMINENTES

CRISIS
CONVULSIVAS

MACROORQUIDISMO

ESTUDIO
CITOGENETICO

+ PRESENTE
~ AUSENTE

ND NO DETERMINADO
N NEGATIVO
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Fig.9 AMPLIFICACION DEL TRANSCRITO DEL GEN FMRI
EN INDIVIDUOS CON HISTORIA CLINICA DE X FRAGIE. El
RT-PCR se realizé como se indica en métodos, se utilizé el
transcrito del gen HPRT como control interno. El producto de
la amplificacién se someti6 a electroforesis en geles de
agarosa al 2%. PM: marcador de peso molecular plasmido
pUC18/Haelll. Carril 1: control positivo, fragmento de 146
pb (FMR1) y 387pb (HPRT) de un individuo no afectado.
Carril 2: paciente X2, se indica la banda de 146 pb.
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Fig. 10 AMPLIFICACION DEL TRANSCRITO DEL GEN
FMR1 EN INDIVIDUOS CON HISTORIA CLINICA DE X
FRAGIL. El RT-PCR se realizé como se indica en métodos,
se utilizé el transcrito del gen HPRT como contro! interno. Ej
producto de la amplificacién se sometid a electroforesis en
geles de agarose al 2%. PM: marcador de peso molecular
escalera de 50 pb. +: control positivo de un individuo no
afectado. Carril 2: paciente X16 el cual present6 el fragmento
de 387 pb (HPRT) pero no el de 146 pb correspondiente al
transcrito del gen FMR1.
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Fig. 11 AMPLIFICACION DE REPETIDOS CGG DEL GEN
FMR] POR PCR NO RADIOACTIVA. La amplificacién se
Hevo a cabo con la enzima PFU DNA polimerasa, como se¢
indica en métodos, el producto de la amplificacién se sometié
a electroforesis en geles de agarosa al 4% en TBE 1X a 150
volis. PM: marcador de peso molecular escalera de 100 pb.
Carril IF: mujer heterocigota para el alelo de 33 y 28
repetidos utilizade como control positivo. Carril 2M paciente
X135 que corresponde a 27 repetidos. Carril 4: paciente X16,
no presenta amplificacion de repetidos. Carril 3M: control
positivo de un individuo masculine con 27 repetidos.
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Fig. 12 COAMPLIFICACION DE REPETIDOS CGG DEL GEN
FMR} Y REPETIDOS AC (RAC} DEL GEN B-GLOBINA. El
PCR se realizé como se indica en métodos, el producto de la
coamplificacién se sometié a electroforesis en geles de
agarosa af 4% en TBE 1X. PM: marcador de peso molecular
escalera de 50 pb. Carmil 1F: mujer heterocigota para los
alelos de 33 y 28 repetidos wtilizado como conirol positivo, el
fragmento de aproximadamente 200 pb cotresponde 3 RAC.

Carril 2: paciente X16 se observa tinicamente el fragmento
que corresponde a RAC. Carril 3: PCR de repetidos CGG
confirmdndose la no amplificacion en et DNA del paciente
X1s6.
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Vi. DISCUSION

El sindrome del cromosoma X frégil es la causa mas frecuente de retardo mental
hereditario en humanos. En la mayoria de los casos la mutacidn responsable de la
manitestacion de este sindrome, es una expansién del niimero de trinucledtidos CGG {mis
de 200 copias) presentes en la regién S'del exon 1 del gen FMRI, seguida de una
hipermetilacion de los repetidos y de a region promotora del gen. El resultado de esta
situacion es la ausencia de la protefna FMRP codificada por este gen, lo que ocasiona el
fenotipo X fragil. -

Normalmente la secuencia de repetidos CGG varia de 6 a 50 copias en individuos no
afectados y es altamente polimérfica en la poblacion en general, existe un grupo de
individuos con un mimero de repetidos de 52 a 193 copias (estado de premutacién), éstos
son portadores de la enfermedad, con un alto riesgo de tener descendientes afectados.

La correlacion entre la longitud del nimero de repetidos y el fenotipo X frdigil ha
permitido el diagnéstico de individuos afectados y portadores de la enfermedad. Sin
embargo las fronteras del nimero de repetidos entre individuos no afectados y con
premutacion ne estin definidos con precision en las diversas poblaciones analizadas, siendo
de gran importancia conocerlas ya que el riesgo de conversidén al estado de mutacién
completa estd refacionado directamente con el nimero de repetidos de la premutacion.

En este estudio se determiné el polimorfismo de fos repetidos CGG del gen FMR1
¢n 30 mujeres y 25 hombres sin antecedentes de X fragil, pertenecientes a fa poblacién
mexicana. Esto se llevo acabo inicialmente con la técnica de PCR radioactiva, empleando
un’'andlogo de GTP (7-deaza-2"GTP) que impide la formacién de estructuras secundarias
ocasionadas por la expansion de los repetidos CGG, sin embargo se requiere la utilizacion
de radioisotopos para la deteccion del amplificado, ya que el andlogo de GTP no permite la
tincion de la molécula de DNA con bromuro de etidio (19), ademas el numero de
amplificados estd limitado al rango de atelo normal.
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Posteriormente se utilizé 1a técnica de PCR no radioactiva, utilizando la enzima
hipertermoestable PFU DNA polimerasa, que permite utilizar temperaturas de
desnaturalizacién mucho mas altas, las cuales impiden la formacién de estructuras
secundarias, sin necesidad de utilizar ¢l anilogo de GTP y por consiguiente de
radioisétopes. Ademas esta enzima permite obtener amplificados de hasta 150 repetidos
aproximadamente, es decir, valores en el limite de premutacién, debido a que €5 una
enzima hipertermoestable y su velocidad de polimerizacién es mayor. Esta técnica permiti6
obtener el nimero preciso de repetidos CGG del gen FMR1 en la poblacion analizada,
ademds de reducir costos y disminuir riesgos a la salud por la manipulacién de
radioisotopos. '

Se analizaron-un total de 85 cromosomas X, en donde se encontraron 12 alelos
diferentes, con un rahgo de repetidos que varia de 16 a 33 copias, en donde los alelos més
frecuentes fueron los de 28 repetidos (28.75%), 27 repetidos (20%) y 33 repetidos (10%),
los dems alelos tuvieron una representacion menor del 7% (Grafica 1).

Aunque existe un consenso general sobre el ntmero de repetidos en poblacién
normal (6-50 copias), hay algunas variaciones en los limites y en la media aritmética en
diferentes pobfaciones, sin que esto represente diferencias significativas en el pohmorﬁsmo
de repetidos. La comparacién de nuestros resultados con los datos reportados en ofras
poblaciones, permite observar que el numero de repetidos y la frecuencia de los mismos es
similar, ya que como se observa en la tabla 4, el nimero de repetidos en las poblaciones de
caucdsicos, asidticos, australianos y japoneses varia de 6 a 54 copias, por lo tanto el
polimorfismo encoritmdo en la poblacién mexicana analizada (16 a 33 repetidos) esta
dentro de estos rangos, cabe mencionar que ef alelo més frecuente en nuestra poblacién fue
el de 28 repetidos similar al encontrado en 1a poblacion japonesa.

Se ha sugerido-que en esta enfermedad no existen mutaciones de nove Y que existe
un grupo de cromosomas findadores, que por causas que se ignoran, han favorecido la
expansion de repetidos desde valores normates a premutacién o mutacion completa (21).
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TABLA 4. POLIMORFISMO DE REPETIDOS CGG DEL GEN FMR1 EN DIFERENTES

POBLACIONES.
POBLACION ESTUDIO REPETIDOS ALELO
FRECUENTE
CAUCASICOS,
ASIATICOS. FU, etal. 1991 (19) 6-54 29
n=129
AUSTRALIANA JACOBS, et al. 1993 549 19
n= 254 (39
28 (40.5%)
JAPONESA ARINAMI, et al. 1993 15-46 29 (30.8%)
n= 849 an 35( 7.8%)
28 (28.7%})
MEXICANA ESTE ESTUDIOQ 16-33 27320 %)
n=8§ 33¢10 %)
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Con el andlisis de las secuencias de los repetidos del gen FMRI, en diferentes
Opoblaciones humanas, se ha sugerido que la secuencia ancestral relacionada con el
sindrome fue una secuencia pura de CGG, carente de las interrupciones AGG. Esto plantea
una posible explicacién para la expansién de los repetidos, quizé la DNA polimerasa copia
equivocadamente varias veces la misma secuencia de repetidos durante la replicacion
discontinua del DNA ceando no estdn presentes las interrupciones AGG. Recientemente se
han descrito dos marcadores polimorficos de repeticiones AC, FRAXAC! y FRAXAC2
que flanquean el gen FMRI, se ha sugerido que algunos haplotipos de FRAXACI y
FRAXAC? pueden estar asociados a regiones grandes de repetidos CGG y que estos
haplotipos podrian conferir mayor inestabilidad al fragmento de repetidos, incrementéndose
la probabilidad de expansién. Por lo tanto la pérdida de un triplete AGG dentro de la
secuencia de repetidos CGG puede ser un evento mutacional importante en la generacién
de predisposicién a alelos inestables en el sindrome X fragil (34).

Actualmente se sabe que tanto un niimero grande de repetidos CGG como la
ausencia de interrupciones AGG son los factores que provocan la inestabilidad y favorecen
la expansion de los repetidos CGG. Los alelos con un niimero pequefio de repetidos y
con una o dos interrupciones AGG se heredan de manera estable, De acuerdo con estos
datos, en nuestros resultados se encontraron alelos con un niimero pequefio de hasta 33
repetidos, o cual no representaria un riesgo de presentar inestabilidad en la descendencia
inmediata, atn cuando faltaria por determinar las interrupciones AGG para poder sugerir fa
predisposicién al X frégil en la poblacién mexicana.

Estudios recientes en donde se analizé el tamaiio de repetidos y Ia presencia o
ausencia de interrupciones AGG en distintas poblaciones, sugieren que en las poblaciones
americanas estudiadas, no existen los alelos que predisponen a la expansion de los
repetidos CGG (35). La ausencia de estos mismos alelos en las poblaciones indigenas
mexicanas (Zapotecos y Mixtecos), analizados también en estos estudios, sugiere que quiza
el sindrome X frigil no existe en nuestras poblaciones indigenas y probablemente la
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frecuencia de esta alteracion hereditaria en la poblacién mestiza mexicana sea més baja que
la observada en otras poblaciones.

En México se desconoce la frecuencia de X fragil, pero se ha sugerido una
frecuencia similar a la reportada en poblaciones europeas y anglosajonas dado el tipo de
herencia ligado al cromosoma X, sin embargo, en informes recientes se ha considerado que
esta enfermedad ha estado subdiagnosticada ya que se manifiesta con una expresion
variable, principalmente en mujeres y la deteccidn del sitio FRAXA por métodos
citogencticos conduce a errores diagnésticos, lo cual hace dificil la deteccion precisa de
pacientes con este sindrome.

Debido a las dificultades en el diagndstico de esta enfermedad, Ia implementacién
de las técnicas de Biologia Molecular, nos han permitido establecer estrategias de
diagnéstico para la identificacion de los individuos afectados y de los portadores de la
enfermedad.

En este trabajo se analizd una poblacion de 18 pacientes con caracteristicas clinicas
compatibles con X fragil, mediante la técnica de RT-PCR, determinando la presencia o
ausencia del transcrito dei gen FMRI1 para poder establecer el diagnéstico molecular de X
fragil. :

De los 18 pacientes, 6 (grupo 1, Tabla 1) tenian el diagnéstico de probable X fragii
basados en su historia clinica, los antecedentes de retardo mental sugerian un patrén de
herencia ligado al cromosoma X. A ninguno de los pacientes se fes realizé estudio
citogenético y mediante ¢!l andlisis de RT-PCR se demostré la presencia del transcrito del
gen FMR], esto sugiere que su fenotipo no se debe a alteraciones en este gen.

Los pacientes del grupo 2 (Tabla 2) presentaban caracteristicas fenotipicas
compatibles con X fragil, aunque no presentaban retardo mental. Estos pacientes se
analizaron debido a que se ha asociado la presencia de X frigit en poblaciones de pacientes
limitrofes y autistas. Todos los pacientes presentaron estudio citogenético negativo para el
sitio FRAXA y mediante ¢l anélisis de RT-PCR se demostré la presencia del transcrito del
gen FMRU, por lo que se descartd el diagndstico de X fragil.
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En el grupo 3 (Tabla 3) se integraron pacientes con historia clinica de X fragil, sin
antecedentes familiares de retardo mental, En ninguno de los 6 pacientes se documenté la
presencia del sitio fragil por estudio citogenético, en 5 de ellos (X13, 14,15,17 y 18) se
determiné la presencia del transcrito del gen FMRI1, sin embargo el an4lisis de RT-PCR del
paciente X16 mostr6 fa ausencia del transcrito del gen (fig. 1.0), lo que sugiere la presencia
de una mutacién en FMRI1, |

En ¢l anilisis de PCR no radioactivo de este paciente, no se observé el amplificado
de los repetidos CGG (fig. 11) Jo que nos sugeria un aumento en €l nimero de repetidos
mayor de 150 copias, probablemente en rangos de mutacién completa, 1o cual ocasiona la
enfermedad en este paciente. Se corrobor6 mediante la ampfificacién de una region RAC
del gen B-globina humano que el DNA de este paciente no estaba dafiado, :

Cabe mencionar que los 17 pacientes que presentaron el transcrito del gen FMR1,
tenian caracteristicas clinicas que sugerian X frigil y algunos presentaban antecedentes
familiares de retardo mental, por lo tanto se debe considerar la posibilidad de que
presenten X frégil por otro tipo de mutaciones que se han descrito en e} gen FMR1, como
son, mutaciones puntuales, pequefias deleciones o bien, que la causa de su fenotipo se deba
a mutaciones en otros genes que también se manifiesten con retardo mental, probablemente
en el sitio fragi! FRAXE, el cual se ha asociado con alteraciones fenotipicas y coeficiente
intelectual subnormal similar a X frigil.

Aungue la muestra poblacional es baja (n =18) la incidencia de X fragil en la
poblacién estudiada fue del 5% (1/18 pacientes), una incidencia similar se encontré en un
estudio realizado en 386 individuos espafioles con retardo mental, en donde 14 de ellos
(3%) fueron X frégil positivo (36). Estos resultados nos sugieren que quiz4 fa incidencia de
X fragil en nuestra poblacién sea baja o que at igual que en otras poblaciones exista un
subdiagnéstico de la enfermedad.

Debido a que el X frégil es la causa principal de retardo mental hereditario, es
conveniente ampliar el nimero de pacientes, para poder determinar la frecuencia de esta
enfermedad en la poblacién mexicana.
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