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RESUMEN

El sindrome X-fragil es la causa mas comun de retraso mental. Se conoce que la
mutacion que causa el sindrome es una amplificacion trinucledtida CGG en la region
5" no traducida del exén 1 del gen FMR1. La ausencia de la proteina codificada por
el gen FMR7 (FMRP) es responsable del fenotipo X-fragil. Los métodos de
diagndstico molecular detectan la expansidén de la regién repetitiva CGG del gen, en
tanto que las técnicas de deteccidon inmunohistoquimica detectan todas las
mutaciones que dan lugar a la ausencia de la FMRP.

En este estudio se analizaron 22 individuos mexicanos, que incluyeron 11 pacientes
con diagnastico clinico y molecular de sindrome X-fragil y 11 controles sanos en los
que se verificd molecularmente el estado normal del gen FMR71. Los resuitados del
diagnéstico molecular en los 22 individuos estudiados, obtenidos mediante reaccion
en cadena de la polimerasa simple, en ADN modificado por tratamiento con bisulfito
de saodio, fueron comparados con los resultados obtenidos mediante deteccion de la
FMRP en linfocitos de sangre periférica por medio de inmunohistoquimica.

El analisis muestra una correlacion entre el estado mutacional del gen, el estado de
metilacion del promotor del gen y [a expresion de la FMRP, tanto en pacientes con
sindrome X-fragil como en los controles.

La sensibilidad y especificidad, asi como los valores predictivos positivo y negativo
obtenidos en este estudio, demuestran que la deteccién de la expresién de ta FMRP

se puede lograr en forma eficiente y confiable por inmunohistoguimica.



ANTECEDENTES

SINDROME X-FRAGIL

El sindrome X-fragil, también llamado Martin-Bell, es la causa mas comdun de retardo
mental heredable (Bell et al,, 1991; Knight et ai., 1992; Tejada et al., 1992). Su
frecuencia en poblacion general es de aproximadamente de 1/4000 varones y 1/6000
mujeres (Oostra y Chiurazzi, 2001). Se transmite ligado al cromosoma X por un
mecanismo inusual de herencia (Bardoni et al., 2001; Hagerman, 1996; Warren y
Sherman, 2006). La mutacion que causa el sindrome X-fragil es una amplificacion
trinucledtida CGG en la region 5° no traducida del exdn 1 del gen FMR1T (de Vries et
al., 1998; Gléver-Lopez y Guillén-Navarro, 2006).

CUADRO CLINICO

El fenotipo clinico de los pacientes incluye anormalidades fisicas, retardo mental y
transtornos de la conducta. En edad puberal las caracteristicas mas sobresalientes
son: macrocefalia, cara alargada, pabellones auriculares prominentes,
macroorquidismo, hiperextensibilidad de articulaciones pequeias, prolapso mitral,
piel fina, hipotonia, convulsiones, hiperquinesia, inestabilidad emocional,
movimientos estereotipados y conducta autista (Figura 1). En edad prepuberal, los
hallazgos pueden ser mas inespecificos y el macroorquidismo esté presente en sélo
10% de los casos. Aproximadamente 10% de los varones autistas son X-fragil
positivos (Hagerman, 1996; Warren y Sherman, 2006). A pesar de toda esta gama de
anomalias, solo del 10-15% de los afectados presentan Gnicamente retardo mental
(Bardoni et al., 2001; Ferrari et al., 1992; Tejada et al., 1992; Warren, 1997).



Figura 1. Pacientes con sindrome X-Fragil. Observe que en la mujer (a) las caracteristicas
faciales no son evidentes como se observan en los varones (b), con la excepcién de los pabellones
auriculares prominentes.

SITIO FRAGIL

El sitio fragil asociado al sindrome X-fragil esta localizado en Xg27.3; es un sitio fragil
sensible a la concentracion de folatos y timidina en el sistema de cultivo celular, es
observable como una regién no teflida o gap, 0 una ruptura verdadera (Figura 2)
(Nussbaum y Ledbetter, 1995). La deficiencia del acido félico in Vitro, ya sea porque
el medio de cultivo carece o contiene menos de 0.2 mg/l., o por uso de inhibidores
del metabolismo del mismo (metotrexate o fluorodesoxiuridina), es indispensable
para que ocurra la expresion del sitio fragil (Warren, 1997). En el aspecto bioquimico,
el sitio fragil es posiblemente consecuencia de la alteracion en la sintesis del ADN,
ocasionada por disminucion del desoxitimidinamonofosfato (dTMP) que resulta de la

deficiencia de acido félico (Nussbaum y Ledbetter, 1995; Warren, 1997).
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Figura 2. Cariotipo humano que muestra el sitio fragil en el cromosoma X. La flecha muestra un
gap (region no tefiida) en Xq27.3,



GEN FMR1

En 1991, Verkerk y colaboradores lograron identificar la alteracién génica causante
del sindrome X-fragil. La mutacién se encuentra en un gen situado en el sitio X-fragil
Xq27.3; mide 38 kb y consta de 17 exones y 16 intrones. El gen esta altamente
conservado entre las especies (Figura 3) (Oostra y Chiurazzi, 2001) y codifica un
ARN mensajero de 3.9 kb, que consta de una region 5" no traducida de 0.2 kb, una
region codificante de 1.9 kb y una regién 3" no traducida de aproximadamente 1.8 kb.
El hallazgo mas importante en este gen es la existencia de un segmento de
repeticiones CGG que forman parte de las islas CpG, mismas que se encuentran
diseminadas en todo el genoma. Dentro del gen se encuentran secuencias AGG
intercaladas cada 9 o 10 repeticiones CGG. La pérdida de estas secuencias esta en
relacion con la inestabilidad de la secuencia repetitiva CGG (Eichler et al., 1993;
Kunst et al., 1996; Verheij et al., 1995).

} 38 kb

Islas CpG
Repeticiones CGG
N (M [N | (588 | | | e i ) | -
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Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del gen FMRI.

MECANISMO MUTACIONAL

La mutacién que causa el sindrome X-fragil es una amplificacion trinucleétida CGG
en la region 5" no traducida del exdén 1 del gen FMR1 (de Vries et al., 1998). Esta
secuencia es polimorfica en longitud y contenido; en individuos normales varia de 6-
50 repeticiones CGG, en individuos portadores (premutacion) 50-200 repeticiones, y
en individuos afectados (mutacion completa) el incremento de la secuencia repetitiva
CGG a mas de 200 tripletes desencadena un proceso de hipermetilacion de las
secuencias CGG vy las islas CpG adyacentes, dando lugar a la inactivacion del gen
FMR1, lo que impide el proceso de transcripcion y por ende la sintesis de la proteina
(Figura 4) (de Vries et al., 1998; Hoogeveen y Oostra, 1997; Nussbaum y Ledbetter,



1995). La expansion de la secuencia repetitiva en estos individuos solamente se ha
descrito por via materna. La mutacion completa es somaticamente inestable y parece

estar limitada a la embriogénesis temprana (Fu et al., 1991; Hoogeveen y Oostra,
1997).
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Figura 4. Esquema del gen FMRI conteniendo las repeticiones CGG.

La probabilidad de que ocurra la expansion depende directamente del numero de
repeticiones en la portadora. EI mecanismo molecular responsable de la expansion
de las repeticiones CGG, de su metilacion selectiva y de la fragilidad cromosémica
aun no ha sido determinado. Es posible que la expansion y la metilacién de estas
repeticiones inhiban el adecuado ensamblaje del nucleosoma, alterando la
organizacion funcional de la cromatina, lo cual estaria provocando la alteracion en la
expresion del gen FMR1 y aun la fragilidad cromosémica propia de este
padecimiento (Godde et al., 1996; Wang y Griffith, 1996; Wells, 1996). Se han
descrito muy esporadicamente otros tipos de alteraciones en el gen FMR1 como
deleciones y mutaciones puntuales, que igualmente impiden su funcién. Estas
mutaciones se han encontrado tanto en el promotor como en la secuencia codificante
de la proteina (Coy et al., 1995; Mila et al., 2000).

PROTEINA FMR1 (FMRP)

En 1993 Verheij y colaboradores identificaron la proteina del gen FMR1 llamada
FMRP (Fragile Mental Retardation Protein). La FMRP se traduce en numerosos
tejidos humanos y murinos, con elevada expresion en cerebro, testiculos, ovarios,

linfocitos, epitelio esofagico, timo, ojo y vaso; y moderada expresién en colon, Gtero,



tiroides e higado. No se ha evidenciado expresion en corazon, aorta y musculo. El
gen presenta un proceso de empalme alternativo que genera diferentes proteinas
cuyos pesos moleculares van de 70 a 80 kDa (Jin y Warren, 2000; Siomi et al.,
1993). Sélo se conocen 6 isoformas de la proteina; la isoforma mas grande (FMRP1),
de aproximadamente 632 aminoacidos, consta de varios dominios funcionales
(Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de la proteina FMRP.

En la region N-terminal se encuentra una secuencia de localizacion nuclear funcional
(NLS); enseguida se localizan 2 dominios de unién al ARN (dominios de homologia a
ribonucleoproteina K, llamados KH1 y KH2). Una secuencia de exportacion nuclear
(NES), codificada por el exdn 14; y por ultimo, un conjunto de residuos de glicina y
arginina llamado caja RGG, ubicada en el extremo carboxilo (Siomi et al., 1993).
Actualmente se sabe que los dominios KH y la caja RGG son secuencias que se
encuentran en proteinas de union al ARN (Bardoni et al., 2001), lo que concuerda
con la observacion de que la FMRP caracteristicamente se encuentra asociada con
polisomas traduciendo activamente (Corbin et al., 1997; Hoogeveen y Oostra, 1997;
Kooy et al., 2000; Siomi et al., 1993), y apoya la idea de que la proteina puede estar
modulando la traduccién o influenciando la estabilidad del ARNm in vivo. Entre los
hallazgos mas recientes sobre su funcion se menciona que la FMRP es metilada
postraduccionalmente principalmente en sus residuos arginina-glicina-glicina de la
caja RGG, por lo que su metilacion funciona limitando o modulando la unién al ARN
(Stetler et al., 2006). Ademas, ensayos de traduccion in vivo demuestran que la
FMRP inhibe la traduccion de ARN mensajeros mediante el bloqueo de la subunidad
ribosémica 60S, por lo que se ha propuesto que la FMRP funciona como regulador
negativo de la expresién génica a nivel traduccional (Li et al., 2001; Laggerbauer et
al., 2001; Peng y Warren, 2000).



Los dominios KH tienen entre 40 y 60 aminoacidos con varios dominios hidrofébicos
de isoleucina, leucina, metionina y glicina. De los dominios de la proteina que
interactan con el ARN, unicamente se tiene evidencia de su funcién en el dominio
KH1. Por otro lado, la caja RGG no parece tener especificidad alguna. Estudios in
vitro, llevados a cabo para determinar la especificidad de la FMRP, han demostrado
que dicha proteina se une preferencialmente a poli (G) y poli (U) en lugar de poli (C)
y poli (A) (Peng y Warren, 2000).

Aunque la FMRP se encuentra predominantemente en el citoplasma, se ha
demostrado que las regiones NLS y NES juegan un papel preponderante en la
exportacion de ARN mensajeros especificos del nicleo al citoplasma. La FMRP
naciente entra al nlicleo en donde se ensambla en una particula ribonucleoproteica-
ARN mensajero, interactuando con transcritos de ARN especificos y otras proteinas
(Warren y Sherman, 2006). Aln no es claro porqué la ausencia de la FMRP conlleva
al retardo mental y a sus problemas especificos. En las neuronas, la proteina
transporta ARN’s mensajeros especificos hacia los ribosomas cerca de las sinapsis.
La funcidon de la FMRP no ha sido entendida completamente, parece que su
ausencia altera los mecanismos de traducciéon de otras proteinas implicadas en el
complejo fenotipico del sindrome X-fragil (Ramos-Fuentes, 2001).

METODOS DE DIAGNOSTICO DEL SINDROME X-FRAGIL

Durante mas de 10 afios el estudio cromosémico fue la prueba de eleccidén para
confirmar el diagnostico clinico. La existencia de al menos 4% de metafases con un
cromosoma X-fragil se consideraba una prueba positiva en varones clinicamente
afectados. En mujeres portadoras de |la mutacién la prueba se mostraba menos
sensible y en ocasiones no se encontraba fragilidad en ninguna metafase; ésto, junto
con las dificultades técnicas del cultivo celular con medios pobres en acido félico, los
resultados falsos positivos, la falta de discriminacidén entre premutaciones vy
mutaciones completas y los requerimientos en tiempo y costo, fueron los principales
inconvenientes de la técnica (Warren y Sherman, 20086).

Actualmente se han disefiado una serie de técnicas moleculares e

inmunohistoquimicas que permiten efectuar el diagnéstico del sindrome X-fragil;



estos incluyen el Southern blot, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el

analisis inmunohistoquimico.

SOUTHERN BLOT

Es el procedimiento de diagndstico molecular mas frecuentemente utilizado; permite
cuantificar el tamafio de las secuencias repetitivas CGG en individuos normales,
premutados y mutados. Esta técnica puede usarse asociada o no ala PCR y con o
sin marcaje radioactivo;, sin embargo, su utilizacién tiene algunos inconvenientes
derivados de su complejidad, costo y requerimiento de tiempo y esfuerzo; ademas,
no permite determinar secuencias repetitivas de tamafio pequefio, que resulta
importante cuando se necesita distinguir secuencias normales y premutadas
(Condorelli et al., 1996).

PCR

Debido a que la regién del gen FMR1 es rica en secuencias CG, por apareamiento
entre ellas se forman estructuras secundarias que impiden o dificultan su
amplificacion por PCR simple. Esto lleva al uso de aditivos quimicos {dimetilsulféxido,
formamida o el analogo de base 7-deaza-dGTP) que presentan varios problemas en
su utilizacién: 1.- El ADN que contiene el analogo de base migra mas lento que el
ADN intacto, por lo que requiere de geles de poliacrilamida desnaturalizantes y
marcadores de tamafio especiales. 2.- Cuando las secuencias amplificadas se corren
en geles de agarosa, no pueden ser tefidos con bromuro de etidio debido a que el
analogo de base altera su estructura electrénica e impide su fluorescencia
(Condorellj et al., 1996).

El uso de PCR basado en ADN modificado con bisulfito de sodio permite la
amplificacién de las secuencias repetitivas por PCR simple; convierte las citosinas no
metiladas en uracilo, evitando la formacién de estructuras secundarias que impiden
el funcionamiento de la ADN polimerasa.

La modificacion del ADN por bisulfito de sodio fue descrita por Shapiro vy
colaboradores en 1973 con el objeto de convertir los residuos de citosina no

metilados en uracilo y asi conocer los residuos 5-metil citosina (5"C) que participan



en la metilacion del ADN y que dan lugar a la inactivacion de algunos genes durante
el desarrollo (Shapiro et al., 1973).

Actualmente se ha propuesto el procedimiento de modificacién del ADN para evitar
las estructuras secundarias y lograr amplificar secuencias repetitivas ricas en CG. El

procedimiento para llevar a cabo la modificacién consta de tres pasos (Figura 6):

1. La adicion del bisulfito de sodio a la doble unién de los carbonos 5-6 de la
citosina.

2. Desaminacion hidrolitica del complejo citosina-bisulfito, que da lugar a un
complejo uracilo-bisulfito.

3. Remocién del grupe sulfonado por tratamiento con un alcali, resultando en un
uracilo.
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Figura 6. Esquema de la modificacién del ADN.



Una de las caracteristicas del ADN tratado con bisulfito de sodio es que las cadenas
resultantes ya no son complementarias una de otra. Obviamente, es necesario
disefar oligonuclettidos especificos para amplificar este ADN modificado
(Panagopoulos et al., 1999; Shapiro et al., 1973).

Gracias a esta téchica se puede conocer el estado de metilacidén del gen y establecer
el tamafio de la secuencia repetitiva en individuos normaies y premutados. Muestra
gran ventaja en comparacion con otras técnicas, ya que resulta facil y econémica,
ademas permite obtener resultados mediante la utilizacion de PCR sin ayuda de
aditivos quimicos ni de analogos de base. La desventaja es que no se puede
cuantificar el tamafio de la secuencia repetitiva en algunas portadoras y en los
individuos afectados (Panagopoulos et al., 1999).

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Gracias a anticuerpos dirigidos contra la FMRP se han desarrollado técnicas
inmunohistoquimicas que permiten el estudio de la expresion de la proteina
codificada. Estudios con Western blot en lineas celulares linfoblastoides demostraron
que individuos con la mutacion completa del gen FMRT carecian de proteina,
mientras aquellos que presentaban la premutacion la expresaban en niveles
normales (Ramos-Fuentes, 2001).

En 1995, Willemsen y colaboradores publicaron el primer trabajo en el que
describieron una nueva técnica inmunchistoquimica no invasiva para estudiar la
expresion de la FMRP en céluias sanguineas. En dicho trabajo se empled anticuerpo
monoclonal de raton (1A1) contra fa FMRP; la muestra bioldgica consistia sélo en
una o dos gotas de sangre que se extendian en un portaobjetos; las células que se
analizaban eran linfocitos. El estudio demostré que todos los individuos del grupo
control expresaban la FRMP (>96%), y el grupo de pacientes expresaban la FMRP
en <10% (Willemsen et al., 1995). Posteriormente, los mismos autores revalidaron
los resultados mediante el estudio de un numero mayor de individuos afectados,
confirmando que la prueba inmunohistoquimica para FMRP en sangre es ideal para
el diagnostico y tamizaje de varones en poblaciones de riesgo porque discrimina sin

ningan solapamiento entre varones normales y afectados con la mutacién completa.
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Establecieron de forma practica porcentajes de corte en el nivel de expresion de la
proteina: menos del 42% de expresion determina afectacion, y mas de 42%
establece normalidad. Dicho valor posee una sensibilidad y especificidad del 100%.
Para obtener este valor deben examinarse un minimo de 80 linfocitos (Willemsen et
al., 1997).

De Vries y colaboradores estudiaron 412 varones con retraso mental de causa
desconocida; encontrando dos varones que mostraban 2% y 3% de expresion de la
FMRP en linfocitos; estos resultados se confirmaron con el estudio molecular ya que
ambos tenian >200 repeticiones CGG en el gen FMR1 (de Vries et al., 1998).

La expresion de la FMRP se ha podido estudiar en otros tejidos. En 1996 Willemsen
y colaboradores emplearon la prueba inmunohistoquimica en tejido fetal
(vellosidades coriales) en cuatro embarazos de fetos afectados y un control. Los
fetos afectados carecian de la FMRP, mientras que el feto normal |a expresaba. Los
resultados se confirmaron con el estudio molecular de ADN fetal (Lambiris et al.,
1999). En 1999, estos mismos autores optaron por estudiar la expresion de la FMRP
en raiz de cabello como un tejido anatémica y embrioldgicamente cercano al sistema
nervioso central. Encontraron que varones normales expresan la FMRP en raiz de
cabello entre el 77 y 100%. Los cabellos de varones con sindrome X-fragil carecian
de expresion de FMRP. Todos los individuos {pacientes y controles) se sometieron al
estudio molecular convencional, y los resultados concordaron con los niveles de
expresion de la FMRP (Willemsen et al., 1999). De Vries y colaboradores sugieren
que la expresion de la FMRP en raices de cabello refleja mejor el desarrollo y la
funcién mental cognoscitiva que la expresada en la prueba inmunchistoguimica de
sangre (de Vries et al., 2003).

Tassone y colaboradores estudiaron la expresidbn de la FMRP en sangre,
correlacionandola con el fenotipo y el Coeficiente Intelectual (Cl) de cada individuo;
encontraron una correlacién entre el grado de expresion de la FMRP y el Cl en
varones con mosaicismo, varones con mutacion completa parcialmente metiiada y
mujeres con mutacion completa. Estos autores encontraron varones con la mutacion
completa parcialmente metilada, sin retardo mental y con expresién de FMRP en

=50% de linfocitos. El descubrimiento de expresion normal de FMRP en individuos
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con la mutacion completa parcialmente metilada esta en contraste con el reporte de
Feng y colaboradores quienes encontraron marcada disminucion en la produccién de
FMRP en fibroblastos clonados con mas de 200 repeticiones CGG. Estos resultados
contradictorios indican que mutaciones completas sin metilar, pueden mostrar una
expresion normal o moderadamente disminuida de FMRP (Tassone et al., 1999).
Aproximadamente el 13% de los varones con sindrome X-fragil muestran un Cl de
mas de 70; la mayoria de estos varones tienen una mutacién completa parcialmente
metilada o son mosaicos para la mutacion completa o premutacién del gen FMR1
(Hagerman, 1996). Existen reportes de varones sin retardo mental que muestran una
mutacién completa con una predominante falta de metilacion (McConkie-Rosell et
al., 1993). Smeets y colaboradores reportaron expresion normal de FMRP en lineas
celulares de dos adultos con mutacién completa parcialmente metilada (Smeets et
al., 1995). Taylor y colaboradores encontraron que varones con mutacién completa
parcialmente metilada (<10%) no presentan retardo mental (Cl de 73-116), aunque
presentan problemas de aprendizaje, y caracteristicas faciales y de comportamiento
gue estan presentes en el sindrome (Taylor et al., 1994).

De Vries y colaboradores reportaron tres afectados (primos entre si) con 75, 40, y
10% de linfocitos que expresan la FMRP, y una mutaciéon completa sin metilar en 90,
35, y 10% de linfocitos respectivamente; los dos Ultimos individuos tienen retardo
mental mientras que el varén con 75% de expresién de FMRP presenta un Cl normal
(de Vries et al,, 1996). En los individuos con la mutacion completa, el grado de
afeccion fisico y mental no guarda correlacion con el nimero de repeticiones del gen
(Rousseau et al., 1991).

Actualmente se acepta que todos los varones X-fragil son mosaicos, tienen
diferentes secuencias de repeticiones CGG del gen FMRT amplificadas en diferentes
céluias. Sin embargo, existen dos subclases de mosaicismo que pueden ser
distinguidas en base al tamafio de la repeticion CGG y al patrén de metilacion: 1. En
el primer grupo llamado "mosaicos de tamafo”, del 20-40% de ios varones X-fragil
tienen una premutacion en una proporcion de sus células y en el resto (la mayoria de
las células) una mutacion completa. En general, la proporcién de céluias con una

premutacion es <30% vy varios estudios han mostrado que la funcidn cognoscitiva de
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estos pacientes X-fragil no es significativamente mejor que la de varones con
mutacién completa, sugiriendo que el niUmero de células con expresion de FMRP con
una premutacion es insuficiente para presentar una mejor funcién cognoscitiva. 2. En
el segundo grupo de individuos mosaicos, llamados "mosaicos metilados”, la
situacion es diferente. Estos pacientes tienen una mutacién completa en todas las
celulas, pero una proporcion de sus células con mutacion completa estan sin metilar.
Las células con una mutacién completa sin metilar son capaces de producir FMRP y
por lo tanto pueden funcionar normalimente. Dependiendo de su proporcién, son
capaces de compensar la pérdida de funcionamiento de las celulas con mutacion
completa metiladas. Varios estudios sobre pacientes mosaicos metilados sugieren
que se requiere una proporcion de células con mutacion completa sin metilar de al
menos el 40% para un normal funcionamiento cognoscitivo. Esta situacién es similar
a la de mujeres con una mutacidn completa en quienes la funcién cognoscitiva esta
relacionada con el patrén de inactivacion del X (de Vries et al., 2003).

De Vries y colaboradores en el 2003 reportaron tres hermanos con sindrome X-fragil
con un patron de mosaicismo metilado; el analisis molecular encontrd 200-250, 177 y
183-187 repeticiones CGG respectivamente; el andlisis inmunohistoquimico por
duplicado mostré los siguientes porcentajes de expresion de FMRP en linfocitos 20 y
10; 22 y 10, y 7 y 2 respectivamente (de Vries et al., 2003).

La prueba inmunchistoquimica tiene ciertas ventajas sobre otras, resulta economica,
facil y rapida de realizar, sin embargo no permite la deteccion de portadores de la
premutacién, ni de individuos mosaicos (Willemsen et al., 1997). La principal
aplicacion de la prueba inmunohistoquimica de FMRP es el tamizaje del sindrome X-

fragil en varones en poblaciones de riesgo (de Vries et al., 1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que la mutacion que causa el sindrome X-fragil es un incremento de la
secuencia repetitiva CGG a mas de 200 tripletes, lo que desencadena un proceso de
hipermetilacion que da lugar a la inactivacién del promotor del gen FMR1, impidiendo
el proceso de transcripcion y por ende la sintesis de la FMRP. Sin embargo, todavia
no es claro porque la ausencia de la FMRP conlieva al retardo mental y a sus
problemas especificos. Ademas, el tamafio de la secuencia repetitiva CGG no
siempre esta directamente relacionado con la expresién de la FMRP; asi, existen
individuos con grandes premutaciones en los que el gen FMRT se encuentra
metilado en la mayoria de sus céluias, por lo que no hay expresion de la FMRP; o
individuos con mutaciéon completa en los que el gen FMRT no se encuentra metilado
y expresan la FMRP, o que son mosaicos para la mutacion y muestran células con el
gen FMR1 no metilado, permitiendo la expresién parcial de la FMRP.

Los hallazgos reportados muestran contradicciones respecto al estado mutacional
del gen FMRT y la expresion de FMRP en los individuos, por lo que se puede

plantear ia siguiente pregunta de investigacion:

;La expresion de la FMRP muestra una correlacion directa con el estado mutacional
del gen FMR17?
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JUSTIFICACION

La distincién funcional entre las grandes premutaciones y pequefias mutaciones no
siempre es estricta, pues algunos individuos con mutaciones completas menores
expresan FMRP, en tanto que individuos con grandes premutaciones pueden no
expresarla; ademas estd el hecho bien demostrado que todos los varones con
sindrome X-frdgil son mosaicos ya que presentan diferentes tamafios de la
secuencia repetitiva CGG en las diferentes células. Todo esto conduce a pensar que
no existe una definicion precisa entre el tamafio de las secuencias repetitivas en el
gen FMR1, el estado de metilacion del mismo y la expresion de la proteina FMRP en
el citoplasma.

La expresion del gen FMR1 mediante la identificacion de la FMRP por medio de
inmunohistoquimica es un procedimiento sencillo que se puede realizar para un
numero relativamente grande de individuos, lo cual facilita la elaboracién de
procedimientos de tamizaje en subpoblaciones de riesgo: individuos con retardo
mental de causa desconocida, autismo, etc. El método resulta ademas econbémico,
facil y rapido. El diagnéstico inmunohistoquimico para el sindrome X-fragil constituye
un instrumento mediador entre la evidencia clinica y la confirmacién molecular directa
de la mutacion, el cual permite esclarecer algunos casos en los que los diagnosticos

molecular y clinico parecen incongruentes.

HIPOTESIS

El estado mutacional del gen FMRT no siempre muestra una correlacion directa entre

el estado de metilacion del promotor y la expresion citoplasmatica de FMRP.

OBJETIVO

Determinar la expresion de FMRP en linfocitos de individuos normales y de pacientes
con diagnéstico clinico y molecular de sindrome X-fragil, procedentes de la region
occidente de México.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO METODOLOGICO
TIPO DE ESTUDIO: Descriptivo, transversal, prospectivo y comparativo.

MUESTRA DE ESTUDIO

Grupo Problema: Se estudiaron 11 individuos de sexo masculino con diagnéstico
clinico de sindrome X-fragil quienes mostraron amplificacién de la secuencia
repetitiva CGG en el rango de mutacidon completa {(mas de 200 repeticiones) y
metilacién de las islas CpG préximas al promotor del gen FMR1. Estos pacientes
fueron captados de la consulta de Genética de la Unidad Médica de Alta
Especialidad (UMAE) de Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente del
IMSS. Este centro de salud atiende derechohabientes procedentes de los estados de
Jalisco, Nayarit, Colima, Michoacan y Zacatecas.

Grupo Control: Se estudiaron 11 individuos sanos de sexo masculino, quienes
mostraron un rango de repeticiones CGG del gen FMR 1 dentro del rango normal (6-
50) y sin metilacién de su promotor.

GRUPO PROBLEMA (PACIENTES)

Criterios de inclusion

1. Individuos de sexo masculino con diagnostico clinico y molecular de sindrome
X-fragil (mutacion completa).

2. Derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social, nacido en alguno
de los estados de jurisdiccion de la UMAE de Pediatria, e hijo de padres
mexicanos.

Criterios de no inclusién
1. No aceptacion a participar en el estudio.
Criterios de eliminacion
Pacientes en los que el proceso metodoldgico no se logre adecuadamente.
VARIABLES OPERACIONALES
Variable independiente: Estado mutacional del gen FMR7.
Variable dependiente: Expresion citoplasmatica de la FMRP.
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PROCEDIMIENTO GENERAL

(Ver Diagrama de Flujo y Anexo 1: Descripcion de la metodologia)

Las muestras de ADN de los pacientes con diagnostico clinico de sindrome X-fragil y

de los individuos del grupo control, cuya concentracion y calidad de ADN fueron

aceptables, se sometieron a tratamiento con bisulfito de sodio para la modificacion de

ADN, lo que permitid la identificacién del tamarfio de la secuencia repetitiva CGG

mediante PCR simple, y la determinacién del estado de metilacion del promotor del

gen FMR1 (Panagopoulos et al., 1999). El procedimiento contemplé los siguientes
pasos:

1.

Obtencion de la muestra.

2. Extraccion del ADN mediante método de Miller (Miller et at., 1988).
3.
4

. Amplificacién de las secuencias repetitivas CGG vy de las islas CpG adyacentes al

Madificacién de una alicuota de ADN mediante tratamiento con bisulfito de sodio.

promotor del gen FMR1, mediante PCR.

Separacion de los productos amplificados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6 y 12% (acrilamida: bis acrilamida 29:1) (Rickwoooo y Hames,
1988).

Tincion con nitrato de plata para visualizar el producto amplificado (Sanguinetti et
al., 1994).

. Determinacion del tamafio de las secuencias repetitivas y el estado de metilacion

de las islas CpG.

Determinaciaon del grupo contro! y grupo de pacientes.

Posteriormente, la determinacion de la expresion de la FMRP en linfocitos de sangre

periférica del grupo de pacientes con diagndstico clinico y molecular de sindrome X-

fragil y del grupo control se llevo a cabo mediante técnica inmunohistoquimica

(Willemsen et al., 1897). El procedimiento contemplo los siguientes pasos:

1.
2.
3.

Obtencion de la muestra.
Elaboracion de frotis sanguineos.

Efectuar la aplicacidn de la técnica inmunohistoquimica.

17



4. Fijacidn y conservacion de la muestra preparada con entellan o balsamo de
Canada.

5. Observacion de laminillas al microscopio y conteo de linfocitos.
Elaberados el diagndstico molecular e inmunohistoquimico del grupo de pacientes

con sindrome X-fragil y el grupo control, se efectud el analisis y comparacién de

resultados: diagnéstico molecular versus diagnéstico inmunohistoquimico.

18



DIAGRAMA DE FLUJO
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PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

(Ver anexo 1)

1. Obtencion de la muestra

De cada individuo se colectaron de 5 a 10 mL de sangre periferica obtenida por
puncion venosa en un tubo con sistema de vacio (vacutainer Beckton Dickinson), con

EDTA al 10% como anticoagulante.

2. Obtencion del paquete de leucocitos

Para la obtencion del paguete de leucocitos se siguié el siguiente procedimiento:

1. De cada muestra de sangre periférica se efectla la separacion de leucocitos
mediante una solucion de lisis de eritrocitos (10:1 de NH4Cl 0.144 M y NH4HCO;
0.01 M).

2. Se agregan 20 mL de esta solucion de lisis a la muestra de sangre, se mezcla por
inversion y se deja reposar durante 15 minutos a 4°C.

3. Posteriormente, se centrifuga a 3500 rpm durante 15 minutos.

4. Se descarta el sobrenadante.

5. Se agregan otros 20 mL de la solucién de lisis, se resuspende el paquete de
leucocitos y se repite este mismo procedimiento hasta que el paquete de

leucocitos quede libre de eritrocitos (Miller et al., 1988).

3. Extraccion del ADN genémico

La lisis de leucocitos y la extraccion de ADN se llevaron a cabo por el métode de

Miller, el cual involucra la saturacidbn con sales de las proteinas celulares por

precipitacidon con una solucidn saturada de cloruro de sodio. Se llevaron a cabo los

siguientes pasos:;

1. El paquete de leucocitos se resuspende en 3 mL de buffer de lisis de leucocitos
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 400 mM, y NazEDTA 2 mM pH 8.2).

2. Posteriormente se agregan 0.2 mL de SDS al 10% y 0.125 mL de solucién de
proteinasa K (1 mg de proteinasa K en SDS al 1% y Na;EDTA 2 mM pH 8.2), se

incuba el paquete de leucocitos en esta solucion a 37°C durante toda la noche.
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3. Se agrega 1 mL de una solucion saturada de NaCl 6 M y se mezcla
vigorosamente durante 15 segundos y se centrifuga por 20 minutos a 3500 rpm.

4. El sobrenadante se pasa a otro tubo de plastico estéril de 50 mL y se agregan de
dos a tres volumenes de etanol absoluto frio.

5. El ADN precipitado se toma con una punta estéril y se pasa a un tubo de micro
centrifuga de 1.5 mL estéril conteniendo de 100-200 pL de buffer TE (Tris-HCI 10
mM, y Na;EDTA 2 mM pH 7.5) (Miller et al., 1988).

4. Determinacion de la concentracion y calidad del ADN

a) Cuantificacion por espectrofotometria (Sambrook y Russell, 2001).

Para determinar la cantidad del ADN gendmico en la muestra se sigui¢ el siguiente
procedimiento:

1. Colocar 1000 uL de agua destilada en una celdilla de cuarzo

2. Colocar 1 puL de muestra de ADN en la celdilla.

3. Determinar la absorbancia (densidad optica, DO) a 260 y 280 nm.

4. Estimar la concentracion de ADN a partir de dicha lectura por la siguiente formula:

ADN ng/uL = (DO 260 nm) (FD) (* 50) en donde:
FD= Volumen total/Volumen de la muestra; en este estudio es igual a 1001/1 L.
- *560 es una constante, es el coeficiente de extincién molar de 50 ng de ADN que es
la maxima absorbancia de 1.0 unidad de DO a 260 nm.
- Para determinar la pureza de ADN (cantidad de proteinas), el valor de la relacién
DO 260 nm/DO 280 nm, debe estar entre 1.8 y 2.0 para considerarse como
satisfactoria.
b) Electroforesis en gel de agarosa (Sambrook y Russell, 2001),
Para determinar la integridad del ADN, su estado de degradacion, y la concentracion
de sales se siguid el siguiente procedimiento:
1. Preparar el gel de agarosa 1%.

2. Utilizar TBE 11X como buffer de corrimiento, adicionade a la camara de
electroforesis.
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3. Mezclar 2 uL de ADN disuelto en buffer TE y 1 uL de buffer de carga 6X.

4. Aplicar la mezcla anterior en los pozos del gel.

Efectuar el corrimiento, en condicicnes de voltaje constante 60 volts por
aproximadamente 2 horas.

6. Teflir el gel sumergiéndolo en bromuro de etidio 0.5 mg/mL por 5 minutos.

7. Visualizar el ADN con el transiluminador de luz UV.

5. Modificacion del ADN por tratamiento con bisulfito de sodio:

Las muestras de ADN cuya concentracion y calidad de ADN fueron aceptables se

sometieron al tratamiento con bisulfito de sodio (Panagopoulos et al., 1999).

Para la modificacion se tlevaron a cabo los siguientes pasos:

1.
2.

5 ng de ADN genomico se desnaturalizan a 95°C por 5 minutos.

Se incuba el ADN a 37°C por 30 minutos con NaOH a una concentracién final de
0.3 M.

Se incorpora el bisulfito de sodio (pH 5.0) e hidroquinona a una concentracién
final de 3.1 M y 0.5 mM respectivamente en un volumen de 500 uL, incubando a
55°C por 16 horas con 56 uL de agua grado HPLC y 150 pL de aceite mineral.
Desalacion del ADN mediante el kit “Wizard ADN clean-up system” de Promega

(www.promega.com), siguiendo sus instrucciones.

Se transfiere el ADN con el bisulfito a un tubo de 1.5 mlL estéril procurando no
llevarse el aceite mineral, se agrega 1 mL de resina ADN-clean-up del mismo kit

y se mezcla vartas veces por inversion.

6. Se transfiere |a mezcla resina-ADN a la base de la columna, y se aplica vacio.

7. Se afiade 2 mL de isopropanol al 80% a la base de la columna y se aplica vacio.

Se retira la base de la columna y se coloca la columna en otro tubo estéril de 1.5
mL.

Se centrifuga la columna a 10,000 rpm por 2 minutos para remover los residuos
del isopropanol.

10. Se transfiere la columna a otro tubo estéril de 1.5 mL, se afiaden 50 ulL de agua

grado HPLC, precalentada (70°C), y se deja reposar por un minuto, se centrifuga
la columna por 20 segundos a 10,000 rpm.
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11. Se descarta la mini-columna, se agrega al tubo NaOH a una concentracion final
de 0.3 M y 6 ul. de agua grado HPLC, se incuba a 37°C por 15 minutos.

12. La solucion se neutraliza por adicion de 120 ub de acetato de amonio (pH 7.0) a
uha concentracion final de 5 M.

13. Se precipita el ADN con 600 ulL de etanol absoluto frio, se centrifuga por 8
minutos a 10,000 rpm y se descarta el sobrenadante, se deja secar por 24 horas

y se resuspende en 50 pul de agua grado HPLC e incubar en bafio maria por
media hora.

6. Amplificacion de la region que contiene las repeticiones CGG y las Islas CpG
mediante la PCR

Para amplificar la cadena antisentido de 3'-5' del gen FMR1, el cual contiene las islas
CpG v las secuencias repetitivas CGG, fueron disefiados los iniciadores FR754F vy
FR526R para las repeticiones CGG; FRG690F y FR611R para las islas CpG. En este
caso, los iniciadores contienen timina para unirse a los uracilo que resultaron de la

modificacién de las citosinas no metiladas (Panagopoulos et al., 1999).

Iniciadores para las repeticiones CGG del gen FMR1:
-FR754F: 5" (CAA CCT CAA TCA AAC ACT CAA CTCCA) 3’ N =26
-FR526R: 5" (GGG AGT TTG TTT TTG AGA GGT GGG) ¥ N =24

Condiciones de amplificacion para las repeticiones CGG:

La reaccion se realizd bajo el siguiente programa, durante 32 ciclos:
1. Desnaturalizacion inicial 5 min. a 95°C.

Desnaturalizacién 1 min. a 95°C.

Alineacién de iniciadores 1 min. a 58°C.

Extension 2 min. a 74°C.

Programar 31 ciclos con los pasos 2 al 4.

Extension final 10 min. a 74°C.

N gk w N

Mantener a 4°C (opcional).
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Cada reaccién de amplificacion se efectio en un volumen final de 25 ulL, en
microtubos eppendorf de 0.2 mL.

Mezcla de reaccion para las repeticiones CGG

Concentracion Concentracion
Reactivo Inicial Cantidad Final
PCR Buffer 10X 2.5uL 1X
PCR Enhancer 10X 2.5uL 1X
MgSQOy 25 mM 3.0 uL 3 mM
Mezcla de dNTP's 10 mM 2.0 uL 0.2 mM ciu
Iniciador FR526R 25 pmol/pL. 0.5 pL 12.5 pmol.
Iniciador FR754F 25 pmol/uL 0.5 L 12.5 pmol.
Taq platinium 5U/pL 0.25puL 1.25 U/ ul
ADN e 2.0 ul 200 ng
Aforarcon H;O  ——----mmmmememeee- 25 pl. e

Iniciadores para las islas CpG en el gen FMR1
- FR690F: 5° (AAC GAC GAA CCG ACG ACG) & N=18
-FR611R: 5 (CGT CGT CGC GTT GTC GTAC) 3’ N =19

Condiciones de amplificacién de las islas CpG en el sindrome X-fragil
La reaccion se realizé bajo el siguiente programa, durante 32 ciclos:
Desnaturalizacién inicial 5 min. a 94°C.

Desnaturalizacién 30 s a 93°C.

Alineacidn de iniciadores 30 s a 65°C.

Extension 30 s a 74°C.

Programar 31 ciclos con los pasos 2 al 4.

Extensidn final 10 min. a 74°C.

N o oA W =

Mantener a 4°C (opcional).
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Cada reaccién de amplificacién se efectio en un volumen final de 25 pL, en

microtubos eppendorf de 0.2 mL.

Mezcla de reaccion de las islas CpG en el sindrome X-fragil

Concentracién Concentracion
Reactivo Inicial Cantidad Final
Buffer 10X 2.5uL 1X
MgCl. 25 mM 3.0 uL 3 mM
Mezcla de dNTP’'s 10 mM 2.0 pL clu 0.2 mM c/u
Iniciador FRG611R 25 pmol/uL 0.5 uL 12.5 pmol.
Iniciador FRGO0F 25 pmol/pk 0.5 ul 12.5 pmol.
Taq polimerasa 5UfpL 0.4 uL 1.25 U/ uL
ADN e 3.0 puL 300 ng
Aforarcon H: O meememmmmmeee 25uL e

. Electroforesis en gel de poliacrilamida (29:1)

1. Preparar geles de poliacrilamida al 6 y 12% (Sambrook y Russell, 2001).

Utilizar TBE 1X como buffer de corrimiento, adicionarlo a la camara de
electroforesis.

Adicionar y mezclar los 25 uL de los productos de PCR con 5 puL de buffer de
carga 6X.

8. Tincion de geles de poliacrilamida con nitrato de plata (Sanguinetti et al.,
1994).

1.

Obtener el gel de los cristales y colocarlo en un recipiente, lavar con abundante
agua desionizada.

Agregar solucion fijadora (etanol 10%, acido acético 0.5%) durante 10 minutos y

eliminar {a solucion.

Agregar nitrato de plata al 0.2% disuelto en solucion fijadora durante 5 minutos y
eliminar la solucién.
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4. Lavar con agua desionizada durante 2 minutos, haciendo minimo 2 cambios de
agua y eliminar el agua.

5. Agregar solucion reveladora (NaOH 3.0%, formaldehido 0.5%) hasta la aparicion
de bandas (5-15 minutos) y eliminar la solucion.

6. Enjuagar con soluciéon fijadora (etanol 10%, acido acético 0.5%) por 1 minuto y
eliminar la solucién.

7. Enjuagar con agua destilada por 2 minutos, haciendo minimo 2 cambios de agua
y eliminar el agua.

8. Montar el gel sobre un acetato y envolverlo con una bolsa de plastico
transparente.

9. Tomar fotografia y registrar.

9. Determinaciéon del tamafio de la secuencia repetitiva CGG y del estado de
metilacion de las islas CpG

a) Determinacion del nhimero de repeticiones CGG.

Por la ubicacién de los iniciadores empleados, la secuencia a amplificar CGG tendra
183 pb mas el tamafio de la secuencia repetitiva CGG que es particular para cada
caso (Panagopoulos et al., 1999).

Para determinar el nimero de repeticiones CGG se utiliza la siguiente formula.

Tamafio del amplificado (en pares de bases) — 183 pb
N° de repeticiones CGG =

3

b) Determinacion del estado de metilacion de las islas CpG.

En varones con la mutacion completa se amplifican las islas CpG del gen FMR1
que estan metiladas. En este caso, los iniciadores estan disefiados para amplificar
Unicamente las secuencias que tienen citosinas y que no fueron modificadas por
estar metiladas. Se espera un amplificado de 80 pb.
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10. Determinacién del grupo control y de pacientes

Se analizan los resultados del diagndstico molecular y se determinan los pacientes y

el grupo control.

11. Aplicacién de la técnica inmunchistoquimica

Las muestras de sangre obtenidas por puncién venosa con tubos con anticoagulante

EDTA, fueron sometidas al procedimiento inmunchistoquimico (Willemsen et al.,

1997). Para la elaboracion del proceso inmunochistoquimico se siguié el siguiente

procedimiento:

1.

Se realiza la extension sanguinea con una gota de sangre en un portaobjetos,
directamente después de la toma de muestra y se deja secar a temperatura
ambiente.

. Se montan 2 laminas con caras invertidas en una solucion fijadora con pH 7.4

(buffer de Sérrensen fosfato) en 4% de paraformaldehido durante 10 min. El
objetivo de este paso es evitar la descomposicion estructural, impedir la
disfuncion de componentes solubles y fortalecer el tejido.

Se procede a montar las laminas en metanol al 100% durante 20 min; con el
objetivo de lograr el paso de los distintos anticuerpos a través de la membrana
celular.

. Se enjuagan las laminillas en PBS 0.1 M (buffer de Sérrensen fosfato) durante 5

min.

Se bloguea la actividad de la peroxidasa enddgena por 30 min; con el fin de que
la peroxidasa que se usa como cromdgeno sustrato sea la Unica responsable de
darle la coloracion carmelita al citoplasma cuando este presente la proteina.

Se enjuagan las laminillas en PBS+ tres veces por 5 min.

7. La primera inmunoincubacién se realiza con un anticuerpc monoclonal (T1A

DAKQ), agregando 100 pL por laminilla durante una hora a temperatura ambiente
0 a4 °C por toda la noche.

. Se enjuagan las laminillas en PBS+ tres veces por 5 min.
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9. La segunda inmunoincubacion se realiza con un anticuerpo de amplio espectro
con biotina (ZYMED Histostain Plus-Kit “Reactivo B", 8596-43), no diluido, usando
100 pL por portaobjeto durante 10 min.

10. Se enjuagan las laminillas en PBS+ tres veces por 5 min.

11. La tercera inmunoincubacion se realiza con la enzima conjugada que consiste en
un complejo estreptavidina-peroxidasa biotinilada (ZYMED Histostain Plus-Kit,
“Reactivo C”, 8596-43), no diluida, usando 100 pL por portaobjeto durante 10 min;
si esta etapa no ocurre, se bloquea la cascada de reacciones antigeno-
anticuerpo, no visualizandose el haio carmelita.

12. Se enjuagan las laminilias en PBS+ cuatro veces por 5 min {mientras tanto se
saca el buffer sustrato DAB y se deja templar).

13. Se enjuagan las laminillas en PBS 0.1 M por 5 min.

14. La cuarta inmunoincubacion se realiza con el sustrato cromégeno DAB (ZYMED
Histostain Plus-Kit “Reactivo D1,D2 y D3", 8596-43), tres veces por 15 min
usando 100 pL por portaobjeto; esto garantizara la coloracion de la proteina en el
citoplasma.

15. Se enjuagan las laminillas en agua destilada por 5 min.

16. Se realiza la contratincion con el Nuclear Fast Red (FLUKA Nuclear Fast Red
Kernechtrot, 60700) por 7 min; esto permite la coloracion del nucleo lo que facilita
la distincion del resto de los elementos formes de |a sangre y a su vez visualizar
el halo carmelita cuando esta presente la proteina.

17. Posteriormente las laminillas se deshidratan procesandose con alcohol etilico
que se encuentran en diferentes concentraciones: 80%, 96%, 100% y 100%,
seguido de alcohol etilico limpio al 100% por 20 s; siguiendo también la
deshidratacién en xilol por 20 s.

18. Una vez que se escurre el exceso de xilol, se deposita una gota de Entellan o
balsamo de Canada sobre un cubrecbjetos, dejandolo caer sobre la lamina
procesada, evitando la formacién de burbujas de aire; se deja secar toda la noche
a 37°C. Este paso tiene por objetivo fijar la preparacion y permitir su
conservacion, durabilidad y visualizacién.
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Durante el proceso se efectuaron varios lavados, estos lavados tienen la funcion de ir

eliminando sustancias o particulas no deseadas que puedan interferir con la calidad
del estudio.

12. Observacién de laminillas al microscopio y conteo de linfocitos
Una vez concluida la técnica inmunohistoquimica, se procede al anélisis
microscopico de la ldmina para el cual se observa la reaccidén antigeno-anticuerpo de

100 linfocitos, en donde se observa la presencia o ausencia de la proteina
citoplasmatica.

13. Analisis y comparacion de resultados

Efectuado una vez el diagnéstico molecular del gen FMR1 y el diagnodstico

inmunohistoquimico de la FMRP, se procedid al andlisis y comparacion de
resultados.

TESISICUCEA
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevo a cabo mediante la utilizacién de tablas de

contingencia de 2X2, para determinar la sensibilidad, especificidad y el valor
predictivo del procedimiento.

Se calculan los parametros siguiendo las siguientes formulas:

a
Sensibilidad = ——— X100 = %
at+c
d
Especificidad = “b+d X100 = %
a
Valor predictivo positivo = Ta+p X100 = %
d
Valor predictivo negativo = o d X100 = %
En donde:

a = Es el nimero de individuos que tienen un resultado positivo para el
diagnostico molecular v un resultado negativo en la prueba de deteccién de la
expresion de la FMRP.

b = Es el numero de individuos que tienen un resultado negativo para el
diagnoéstico molecular y un resultado negativo en la prueba de deteccion de la
expresion de la FMRP.
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¢ = Es el nimero de individuos que tienen un resultado positivo para el

diagnostico molecular y un resultado positivo en la prueba de deteccion de la
expresion de la FMRP.

d = Es el nimerc de individuos que tienen un resultade negativo para el

diagnéstico molecular y un resultado positivo en la prueba de deteccion de la
expresion de la FMRP.
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CONSIDERACIONES ETICAS

A los padres o tutores de los pacientes con sindrome X-fragil, asi como de los
controles, se les solicitd la firma de una carta de consentimiento informado, de

acuerdo a las normas internacionales establecidas (Anexo 2).
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RESULTADOS

De cada una de las muestras analizadas (22 muestras) en este estudio, se logré la
extraccion de ADN de suficiente cantidad y calidad para el diagnéstico molecular del
gen FMR1, que incluyé: 1) la identificacion del tamafio de la secuencia repetitiva
CGG, y 2) la determinacion del estado de metilacion de las islas CpG adyacentes al
promotor del gen. Ambos procesos mediante PCR simple en ADN modificado con
bisulfito de sodio. Esta etapa permitid identificar inicialmente dos grupos de
individuos, un grupo control y un grupo de pacientes con sindrome X-fragil
presentando mutacién completa. Posteriormente se realizé diagndstico
inmunohistoquimico del producto génico para determinar la expresion de la FMRP en
linfocitos de sangre periférica.

En todos los pacientes se observé e identificd la mutacion completa y la metilacion
de las islas CpG adyacentes al promotor del gen FMR1. Los controles mostraron, en
todos los casos, menos de 34 repeticiones CGG y no presentaron metilacion de las
islas CpG adyacentes al promotor del gen FMR1 (Figuras 7 y 8).

Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% de los productos amplificados de la
secuencia repetitiva CGG del gen FMRI. Carril 1: marcador de 25 pb, carriles 2-5, 7-8, 10-14 y
18: varones sanos, carriles 9 y 19: mujeres sanas, carriles 6, 15-17: varones afectados, carril 20:
marcador de 100 pb.

33



Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de los productos amplificados de las islas
CpG del gen FMRI. Carriles 1 y 10: marcador de 50 pb, carriles 2 y 11: marcador de 25 pb,
carriles 3-5 y 7-8 varones afectados, carriles 6 y 9: varones sanos.

En cuanto al diagnéstico inmunohistoquimico, las laminillas fueron analizadas
independientemente por dos observadores en una prueba de doble ciego, y los
resultados presentados muestran en porcentajes los valores promedios obtenidos
para cada muestra. En general se encontré que todos los pacientes con diagnostico

clinico y molecular de sindrome X-fragil mostraron poca o nula expresion de la FMRP
(Figura 9).

Figura 9. Linfocitos de pacientes con sindrome X-fragil, muestran citoplasma claro en ausencia
de la FMRP (flechas).
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Los controles mostraron en cambio, que todos sus linfocitos expresaban la FMRP en

diferentes porcentajes (Figura 10).
N

Figura 10. Linfocitos de controles que muestran en su citoplasma la FMRP (flechas).
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Se observan las diferencias en la amplificacion de las repeticiones CGG, las islas
CpG del gen FMR1, y los porcentajes de expresion de la FMRP en los pacientes X-
fragil y controles en el Cuadro 1.
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Cuadre 1. Resultados de la amplificacion de las repeticiones CGG, las islas CpG del gen FMR],
y expresion de la FMRP en linfocitos de pacientes con sindrome X-frdgil y en controles.

CONTROLES PACIENTES
NUMERO DE  AMPLIFICACION EXPRESION NUMERO DE  AMPLIFICACION EXPRESION
MUESTRA REPEé‘g}cI;ONES DE LIéE; (IBSLAS . “?EPL&) MUESTRA REPEgg:éONES DE Lg?) (I;SLAS ; I&s PL&)
1 32 *N A 83 1 *N A S A 7
2 32 NA 90 2 N A SA 5
3 32 N A 94 3 N A SA 0
4 22 N A 94 4 NA SA 10
5 32 NA 92 5 NA SA 5
6 30 NA 87 6 N A SA 1
7 32 N A 87.5 7 NA SA 0
8 30 NA 88.5 8 NA SA 0
9 22 NA 93 9 NA SA 5
10 25 NA 90 10 NA SA 0
11 34 N A 72.5 11 NA SA 0

* N A = No existe amplificacion de la secuencia repetitiva CGG e islas CpG.
** S A = Si existe amplificacion de las islas CpG (afectados).
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El analisis estadistico se llevd a cabo mediante aplicacion de la tabla de contingencia
2X2 a los resultados obtenidos a partir de los dos grupos de estudio (pacientes y
controles), y con los procedimientos realizados. Los resultados se muestran en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Comparacion de los resultados obtenidos por PCR simple en ADN modificado de la
secuencia repetitiva del gen FMRI, metilacion de las islas CpG y deteccion de la expresion de la
FMRP en linfocitos por inmunohistoquimica.

PCR EN ADN MODIFICADO

*Mutado *Normal TOTAL

INMUNOHISTOQUIMICA DE LA m- "0 1
FMRP

11 11 22

** No amplifica la secuencia repetitiva CGG, pero si las islas CpG: (Afectados).
* Amplifica la secuencia repetitiva CGG pero no las islas CpG: (Sanos).

La sensibilidad de la prueba, calculada en base a esta tabla de contingencia es del
100%, al igual que la especificidad. Consecuentemente, los valores predictivos
positivo y negativo fueron también del 100%.
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DISCUSION

Se conoce que la mutacidn que causa el sindrome X-fragil es un incremento de la
secuencia repetitiva CGG a mas de 200 tripletes, lo que desencadena un proceso de
hipermetilacién que da lugar a la inactivacion del promotor del gen FMR7T e impide el
proceso de transcripcion vy la sintesis de la FMRP. Por otro lado, se ha reportado que
el tamafio de la secuencia repetitiva CGG no siempre esta directamente relacionado
con la expresion de la FMRP. Asi, existen individuos con grandes premutaciones y
pequefias mutaciones en los que el gen FMR1 se encuentra metilado en la mayoria
de sus células, por lo que no hay expresion de la FMRP; o individuos con mutacion
completa en la que el gen FMRT no se encuentra metilado y expresan la FMRP, o
que son mosaicos para la mutacion y muestran células con el gen FMR7T no metilado,
permitiendo la expresién parcial de la FMRP. Ademas esta el hecho bien demostrado
que todos los varones con sindrome X-fragil presentan mosaicismo, ya que tienen
diferentes tamafios de la secuencia repetitiva CGG en las diferentes células, por lo
que expresan en algun grado un porcentaje disminuido de la FMRP.

En este estudio se analizaron 22 individuos mexicanos (hijos de padres mexicanos),
que incluyeron 11 pacientes con diagnéstico clinico y molecular de sindrome X-fragil
presentando mutacion completa, y 11 controles sanos en los que se verifico
molecularmente el estado normal del gen FMR1. Los resuitados obtenidos a partir de
los 22 individuos estudiados mediante PCR simple en ADN modificado con bisulfito
de sodio, se compararon con los resultados obtenidos de estas mismas muestras
mediante el proceso inmunohistoquimico. E! analisis muestra una relacidon
establecida como esperada, entre el estado mutacional del gen, el estado de
metilacidn de las islas CpG adyacentes al promotor del gen y la expresion de ia
FMRP, tanto en pacientes con sindrome X-fragil como en los controles. No
encontramos pacientes con mutacion completa en los que el promotor del gen FMR1
se encuentre activo y expresando la FMRP; sin embargo, se observa expresion
parcial de la FMRP en algunos pacientes, lo cual podria explicarse por el hecho bien
demostrado de que todos los varones con sindrome X-fragil presentan algln grado

de mosaicismo (de Vries et al.,, 2003). También se encontré diferencias en la
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expresion de la FMRP en los controles, lo cual puede ser debido a: 1) errores
técnicos en el procedimiento inmunohistoquimico, y 2) error subjetivo del observador
para el conteo de los linfocitos con 0 sin expresion de la FMRP.

El proceso para establecer |la expresion de la proteina FMRP a nivel del citoplasma
de los linfocitos, no deja de ser un proceso cualitativo, con no poca injerencia de la
subjetividad y la experiencia del observador. La presencia ¢ no de la proteina
citoplasmatica no es un fendbmeno de! todo © nada, pues existen una serie de
situaciones intermedias en las que es dificil determinar, sin duda alguna, que el
linfocito que se esta observando muestra realmente la FMRP. El analisis de las
laminillas mediante dos observadores que no tenian la informacion respecto a la
procedencia de las mismas (paciente o control) permitié establecer una diferencia en
la calificacion de los linfocitos (expresando o no FMRP) de hasta 14%, con una
media de 4.6%. Tal diferencia, sin embargo, no logré poner en duda el diagnostico
inmunohistoquimico en ninguno de los casos estudiados.

Willemsen y colaboradores, mediante estudios poblacionales, establecieron que el
porcentaje de corte para el nivel de expresion de la proteina en varones era de 42%;
por debajo de este limite se considera que existe disminucién de la expresion de
FMRP. Para obtener dicho valor debe examinarse un minimo de 80 linfocitos en
varones. En mujeres el porcentaje de corte para el nivel de expresién de la proteina
es de 83% (<83: afectada; >83: no afectada); para obtener este vaior €s necesario un
minimo de 50 linfocitos. Dichos valores poseen una sensibilidad del 100% en ambos
sexos y una especificidad del 100% en varones y 41% en mujeres (Willemsen et al.,
1997).

Los resultados observados en este estudio muestran una expresién de FMRP que
supera ampliamente este limite, con porcentajes de expresion en linfocitos de
individuos controles que sobrepasan el 72.5% y en afectados gue en ningln caso es
superior al 10%. El promedio de expresion de la proteina FMRP en linfocitos fue de
3% para el grupo de pacientes y de 88.3% para el grupo de individuos controles.
Los resultados de este estudio demuestran que:

» Se logrd con éxito la determinacion de la expresion de la FMRP en linfocitos de

sangre por inmunohistoquimica de los pacientes X-fragil y los controles.

39



> Existe correlacion directa entre el tamafio de la secuencia repetitiva CGG, el
estado de metilacion de las islas CpG adyacentes al promotor del gen FMR1 vy la
expresién de la FMRP en linfocitos de sangre periférica tanto en pacientes
positivos X-fragil como en los controles.

> El diagnostico inmunohistoquimico maostré ser una prueba confiable con el 100%
de sensibilidad y especificidad en relacibn a nuestro principal estandar

(diagnostico molecular por PCR simple en ADN modificado con bisulfito de sodio).
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CONCLUSIONES

La sensibilidad y especificidad, asi como los valores predictivos positivo y
negativo obtenidos en este estudio, demuestran que la deteccion de la expresion
de la proteina se puede lograr en forma eficiente y confiable por
inmunohistoquimica.

La expresion del gen FMR1, mediante la identificacién de la FMRP por medio de
inmunchistoquimica es un procedimiento sencillo que se puede realizar para un
namero relativamente grande de individuos, lo cual facilita la elaboracion de
procedimientos de tamizaje en subpoblaciones de riesgo.

El método resulta ademas econdmico, facil y rapido.

El diagnéstico inmunohistoquimico para el sindrome X-fragil constituye un
instrumento mediador y complementario entre la evidencia clinica y la
confirmacion molecular directa de la mutacion, el cual permite esclarecer algunos

casos en los que los diagnosticos molecular y clinico parecen incongruentes.
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ANEXO 1

A. Preparacion de reactivos para purificacién de ADN

PREPARACION DE REACTIVOS

1. Buffer de lisis de eritrocitos

Reactivo Peso molecular Cantidad Conc:.i:grlacién
NH4CI 5349 g 7.703g/1L 0.144 M
NH4sHCO5 79.06 g 0.0791 g/100 mL Q01 M

Diluciones: Buffer 10:1: 500 mL NH4Cl 0.144M+ 50 mL NH4HCO3 0.01 M
Buffer 9:1: 450 mL NH4Cl 0.144M+ 50 mL NH4HCO3 0.01 M

o Esterilizar por autoclave.
2. Solucién B (Proteinasa K)

Reactivo Peso molecular | Cantidad / 500 mL Conc;eizgrlacion }
Tris 12119 0.610g 10 mM
NaCl 58.44 g 11.688 g 400 mM
EDTA 372.2 g 0.372g 2 mM

o Ajustara pH 8.2

3. Buffer TE
Reactivo Peso molecular | Cantidad / 500 mL Conc?il;gfncién
Tris 12119 0.0605 g 0.1 M
EDTA 3722¢g 0.0186 g 0.001 M

o Disolver en agua desionizada, ajustar a pH 7.5 con HCI 1 N y esterilizar en

autoclave.

4, Solucion de NaCl 6M

Reactivo

Peso molecular

Cantidad / 250 mL

Concentracion

NaCl

58.44 g

87.66 g

6 M

o Esterilizar por autoclave.
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5. Proteinasa K (Sto

ck)

o Disolver 100 mg de proteinasa K en 25 mL de agua grado HPLC. La
concentracién final es de 4 mg / mL.

o Hacer alicuotas de 1.25 mL.

o Adicionar por muestra 125 ul. guedando una concentracion final de 500 ug por

muestra.

6. Solucién de sodio dodecil sulfato (SDS) al 10%
o Disolver 50 g de SDS en 500 mL de agua destilada.

B. Preparacion de reactivos para electroforesis

1. Buffer TBE 10X

Reactivo Peso molecularT Cantidad / 1000 mL Conc;eir':glacuon
Tris 121.1 g 108.0¢g 0.89 M
_ EDTA 3722 g 94¢9g 0.02 M
Acido borico 61.844 g 55.04 g 0.89 M

o Disolver primero el EDTA y Tris, posteriormente agregar el acido boérico. La

concentracion del buffer es 10X, y se diluye 10 veces en agua destilada para la

solucion de trabajo (1X).

2. Buffer de carga o jugo azul 6X

Reactivo Peso molecular | Cantidad /10 mL | Concentracién
Azul de bromofenol 691.9¢g 25 mg 0.25 %
Xilencianol 538.6 g 25 mg 0.25 %
Glicerol 92.09¢ 3 mL 30 %

o Mezclar ambos colorantes con el glicerol y aforar a 10 mL con agua desionizada.
3. Persulfato de Amonio al 10% (PSA)

o Disolver 5 g de persuifato de amonio en 50 mL de agua bidestilada.
4. Poliacrilamida (30%) 29:1

o Pesar 145 g de acrilamida, disolver y agregar 5 g de bis acrilamida, disolver y
aforar a 500 mL con agua bidestilada.
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C. Preparacion de reactivos para la modificacion del ADN

1. Bisulfito de sodio / Hidroguinona

Reactivo Peso molecular | Cantidad /10 mL Conc:.ir!:tarlacién
Bisulfito de sodio 104.06 g 40¢g 3.1 M
Hidroquinona 11011 g 0.068 g 0.5M

o Pesar y disolver primero el bisulfito de sodio, posteriormente ajustar el pH a 5.0, y

por ultimo incorporar la hidroquinona; aforar a un volumen de 10 mL con agua grado
HPLC.

2. Acetato de Amonio

Reactivo Peso molecular | Cantidad / 50 mL | Concentracion
Acetato de Amonio 77.08 g 38.54 g 10M

o Ajustara pH 7.0.

3. NaOH 1M
Reactivo Peso molecular | Cantidad / 50 mL Concentracion
NaOH 40.0 g 29 1M

o Disolver 2 g de NaOH en 50 mL de agua destilada.

D. Preparacion de reactivos para la PCR
1. Mezcla de dNTP’s 10 mM

Ig;?;e(qtggf:‘oﬁ) 1uL | H2O puL Total Concentracién Final
dATP 5 45 50 pl 10 mM
dCTP 5 45 50 pL 10 mM
dGTP 5 45 50 pL 10 mM
dTTP 5 45 50 pl 10 mM

E. Preparacion de soluciones para tincion con nitrato de plata
1. Solucioén fijadora

o Mezclar 100 mL de etanol absoluto con 5 mL de acido acético.
o Aforar a 1 L. con agua desionizada.
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2. Solucidn con nitrato de plata al 0.2%
o Pesar 0.2 g de AgNQ; y aforar a 100 mL con solucién fijadora.
3. Solucién reveladora

o Pesar 30 g de NaOH, agregar 5 mL de formaldehido y aforar a 1 L con agua
desionizada.

F. Preparacién de las muestras amplificadas

A cada producto amplificado se le adicionan 5 ubL de buffer de carga 6X
Posteriormente se aplicaron las muestras en un gel de poliacrilamida al 6 y 12%
(relacion 29:1).

G. Marcadores de peso molecular

Se utilizaron 3 marcadores de peso molecular de diferentes tamafos para determinar
el tamano de las muestras:

> 100 pb DNA Ladder ( Invitrogen ™) Cat N, 115628-019.

> 50 pb DNA Ladder { Invitogen ™) Cat N, 10416-014.

» 25pb DNA Ladder (Invittogen ™) Cat N, 10597-011.

H. Preparacion de los geles de poliacrilamida
Gel de poliacrilamida al 12%
Relacion 29:1

» 18.4 mL de poliacrilamida 29:1 (29 g de acrilamida, 1 g de bis acrilamida en 100
mL).

> 4.6 mL de buffer TBE 10X (EDTA 0.02 M, Tris 0.89 M, é&cido bérico 0.89 M) pH
8.0.

» 22.50 mL de agua destilada.

» 460 uL de persulfato de amonio al 10%.

> 46 uL de Temed.

o Se deja polimerizar por 30 minutos, y se coloca buffer de corrimiento (TBE 1X)

dejandolo pre-correr por 15 min a 100 volts, se aplican las muestras. Se deja correr
por 16 horas y media a 67 volts / 14 mA.
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o 4

Gel de poliacrilamida al 6%

Relacién 29:1

» 9.2 mL de poliacrilamida 29:1 (29 g de acrilamida, 1 g de bis acrilamida en 100
mL).

> 4.6 mL de buffer TBE 10X (EDTA 0.02 M, Tris 0.89 M, acido borico 0.89 M) pH
8.0.

» 31.6 mL de agua destilada.

» 460 ulL de persulfato de amonio al 10%.
» 46 uL de Temed.
o Se deja polimerizar por 30 minutos, y se coloca buffer de corrimiento (TBE 1X)

dejandolo pre-correr por 15 min a 100 volts, se aplican las muestras. Se deja correr
por 18 horas y media a 67 volts / 14 mA.

|. Preparacién de reactivos para técnica inmunohistoquimica
1. Buffer fosfato Sérrensen (PBS 0.1M, pH 7.4)

Reactivo Concentracion
Fosfato de sodio
monobasico 0.2 M
Fosfato de sodio dibasico 0.2 M
hidroxido de sodio 10M

o Disolver 120 g de fosfato de sodio monobasico anhidro (NaH,PO,4) en 1 L de agua
destitada (solucion stock A).

o Disolver 142 g de fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPQO4) en 1 L de agua
destilada (solucién stock B).

o Mezclar 210 mL de la solucidn stock A y 790 mL de la solucion stock B.

o Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 10 M.

o Afadir 1 L de agua destilada, para tener un volumen de 2 L.
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2. Paraformalde

hido al 4%

Reactivo Cantidad Concentracion
Paraformaldehido 4g | e
Buffer fosfato
Sérrensen 0.1M

o Disolver 40 g de paraformaldehido en 1 L de buffer fosfato Sérrensen.

o Esterilizar la solucion a 63 °C y almacenarla a -20 °C.

3. Buffer PBS-B

LOCK
Reactivo Concentracion
PBS 02M
Peroxido de hidrégeno
3 Q
(H505) 0%
Azida de sodio 12.5%

o Disolver 0.125 g de azida de sodio en 1 mL de agua grado HPLC.
o Mezclar 100 mL de PBS 0.1 M con 2 mL de H.0» al 30% y 1 mL de azida de sodio

al 12.5%.
4, Buffer PBS +

Reactivo Concentracién
PBS 02M
BSA (aibur_mna sérica 0.5%
bovina)
Glicina 0.15%

o Disolver 5 g de BSA y 1.5 g de glicina en 1 L de PBS.
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5. Substrato Cromogeno DAB (componente que forma parte del kit no. 85-9643,
Histostain Plus Broad Spectrum DAB, ZYMED)

Reactivo Concentracion
D1 {tampon-sustrato 20X
concentrado)
D2 (solucién de
cromogeno concentrado, 20X
DAB)
D3 (peroxido de hidrégeno
al 0.6%) 20X

o Afiadir una gota del reactivo D1, una gota del reactivo D2 y una gota del reactivo
D3 a 1 mL de agua grado HPLC.

o Mezclar bien, y proteger de la luz.

o Usar durante la hora siguiente.

6. Colorante Nuclear Fast Red (kit no. 15939, Nuclear Fast Red, MERCK)

Reactivo Cantidad /3 L
Nuclear Fast Red 3¢

Sulfato de aluminio
Al (SOs) 1508

o Mezclar 3 g de Nuclear Fast Red y 150 g de Alx(S04) en 3 L de agua destilada.
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ANEXO 2

|

LD

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE QCCIDENTE
DIVISION DE GENETICA

Fecha:

FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente autorizo al Dr. Patricio Barros NUfez y colaboradores de la Division
de Genética del Centro de Investigacion Biomédica del IMSS, a extraerme una muestra de
sangre venosa que sera usada en el laboratorio de Bioquimica lll, de la divisibn de Genética
del Centro de Investigacién Biomédica de Cccidente (CIBO, IMSS) para realizar pruebas de
tipo genético molecular e inmunohistogquimico que permitiran identificar “La expresion de la
proteina FMR1 en pacientes con Sindrome X-Fragil”.

El Dr. Barros y sus colaboradores, no podran hacer usoc comercial ni lucrativo de los
resultados obtenidos mediante el anélisis genético de la muestra que se me va a tomar. Mi
firma (o la de mi tutor) en este documento manifiesta mi participaciébn voluntaria en este

proyecto de investigacidn y no me obliga a la toma de nuevas muestras de sangre.

Nombre vy firma del paciente Nombre y firma del representante o tutor

TESISICUCBA

Direccion y teléfono
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