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RESUMEN

Se estima que entre 1-3% de la poblacion mundiabgmta discapacidad
intelectual, siendo el sindrome de X fragil, la ssmunas frecuente de discapacidad
intelectual hereditaria en varones y la principaleenedad monogénica asociada al
autismo. Este sindrome tiene una incidencia de 4080 varones y 1 en 6000 mujeres
y es causado por la expansion de una secuenciadee@sG en la region 5°UTR del
exonl del gen FMR1, localizado en el cromosoma Dadmero de repetidos CGG es
altamente polimérfico en la poblacion y se clasifien diferentes variantes alélicas: i)
Alelos normales entre 6 y 44 repetidos; ii) Alelogermedios entre 45 y 54 repetidos
iii) Alelos premutados entre 55 y 200 repetidos/y Alelos con mutacion completa,
mas de 200 repetidos. En el presente trabajo anabig tres poblaciones con
caracteristicas fenotipicas asociadas a la premuotgto mutaciéon completa del gen
FMR1: a) Pacientes con temblor y ataxia; b) Paegrobn discapacidad intelectual y
dismorfias; c) Pacientes con trastornos de aprajelizy neuroconductuales y d)
Familiares de pacientes con sindrome de X fradiln®nero de repetidos CGG se
determiné mediante un primer PCRsi#eening que permite discriminar a los varones
normales y mujeres heterocigotas normales y pretastde bajo rango de repetidos.
Para determinar expansiones mayores se realizopétfprimed PCR y electroforesis
capilar. En el 95% de los pacientes, se logré deter el nimero de repetidos CGG
utilizando este método rapido, reproducible y denciAdemas, en las familias
estudiadas, se pudo determinar la estabilidad dealelos CGG a través de la
descendencia. Finalmente, se realizo el diagnogtiglbasesoramiento genético en los

pacientes estudiados.



INTRODUCCION

Sindrome de X Fragil

Antecedentes

Se estima que entre 1-3% de la poblacibn mundiabgmta discapacidad
intelectual (DI}, siendo el sindrome de X fragil (SXF) la causa finésuente de DI
hereditaria en varonasla principal enfermedad monogénica asociadaiaradt Tiene
una incidencia de 1 en 4000 varones y 1 en 600@res|j Los pacientes afectados
tienen DI moderada a severa, alteraciones morftddgtaracteristicas tales como cara
alargada, pabellones auriculares grandes, macrio@soo pospuberal y alteraciones
conductuales como déficit atencional, hiperactigtjdimpulsividad y rasgos autistas
Sin embargo, un 30% de los casos no presentanakgos fenotipicos clasicos ni
historia familiar de DI, manifestandose como retrdsl lenguaje o Trastorno de déficit
atencional con hiperactividad (TDAH) y sin hiperadad, lo que dificulta y retrasa el

diagnéstica.

En 1991 se identificd el gen involucrado en el SKMR1 (Fragile X Mental
Retardation gend), localizado en el cromosoma X en la regién XqdTigura 1) la
mutacion es consecuencia de la expansion de unarsea repetida CGG en la regién
no traducida 5" UTR
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Figura 1: Idiograma del cromosoma X indicando el lugar @isttonde se ubica el gen FMR1
Xq27.3.



El nimero de repetidos es altamente polimorficdagmoblacion y sus variantes
se pueden clasificar en: i) Alelos normales, el eiimde repetidos CGG varia entre 6 y
44; ii) Alelos premutados, el nUmero de repetidadaventre 55 y 200, iii) Alelos con
mutacion completa, tienen mas de 200 repeticioest®, alto numero de repetidos se
asocia con la metilacion de la isla CpG ubicaddaemegion 5° del gerMR1 lo que
reprime su transcripcién y resulta en la auseneidadproteina codificada por FMR1
(FMRPY Y por dltimo, los alelos intermedios o en la “zogsds” entre 45-54
repeticiones, se propone que son los precursorexsddelos premutados, y generarian

los alelos inestables en la descendencia duranteitzsié.

En el afio 2001 Hagermann,eP af observaron que las expansiones entre 55 y
200 repetidos CGG del gen FMR1 o premutaciones,e (g consideraban
asintomaticas), producen otros trastornos que@#upen por mecanismos diferentes a
la patologia molecular del SXFEstos trastornos y su mecanismo molecular se

describiran en profundidad més adelante en ediajtra

Tipo de herencia que presenta el SXF.

Este sindrome presenta una herencia ligada al cam X dominante con
penetrancia incompleta en las mujeres. Cuandodebpes el portador de una mutacion
completa o premutacion, la totalidad de sus higmarsportadoras, y sus hijos varones
sanos. En cambio si una mujer es portadora de uteciin completa o premutacion, el
50% de sus hijos varones heredaran el cromosomatxdm y pueden desarrollar DI, o
si heredan el alelo premutado pueden desarrollafASXo TDAH. El otro 50%
heredara el alelo sano. Respecto a las hijas,%l<0an portadoras de una mutacion
completa o premutacién y pueden desarrollar lostiipos descriptos para los varones y
también Falla Ovérica Precoz (FOP) y el otro 50% late hijas seran sanas no

portadoras.



Antecedentes del grupo de Trabajo

En el Departamento de Genética de la Facultad décvia, UdelaR se inicio la
implementacion de un laboratorio de diagnésticoemuahlr en el afio 1994, orientado a
patologias neuropsiquiatricas causadas por expadsidripletas. La primera patologia
abordada fue el SXF, desarrollandose en primetanom el diagnostico por Southern
Blot y posteriormente por PCR. Un tiempo despuémpéemento el diagnosticos para
Distrofia mioténica (DM) o enfermedad de Steinerde la Distrofia Oculofaringea
(DOF), en colaboracién con el grupo de afecciormsramusculares del instituto de
Neurologia, se realizaron estudios de correlacifinico-molecular para ambas
afecciones y se determiné un efecto fundador &0EB™. De esta manera se constituy6
el grupo de estudio de enfermedades por repetitednpletas (EXT). En 1996 se llevo
a cabo el primer programa de tamiz selectivo deF 8K una poblacion de pacientes
con DI de escuelas especiales. Se inicio con llasi@n clinica de los pacientes y la
aplicacion del protocolo desarrollado por Giangretal. Luego se desarrollé un
estudio de tamiz “screening” al resto de sus famdl y asesoramiento genético.
Algunos resultados de este trabajo fueron la detecion de los porcentajes de
pacientes con mutacion completa de 6,5% (8/123p€narones y de 4,1% (2/49) en
las nifas. (Datos no publicados de Maria Mirta Rpaiz y Dolores Garcia-Arocena).
Se realizo el asesoramiento genético a los fardide los pacientes diagnosticados (8
con mutacién completa y 6 portadores de una prandma Se usoé la técnica de
Southern blot con la sonda StB 12.3 después delainia digestion coEcoRly Eagl

para identificar portadores de premutacién o deaniéh completd.

En el afio 2000 se implementd el diagndstico inmistofuimico para la
proteina FRMP en bulbos pilosos que permite detenmlia proteina codificada por
FMR1. Este método no invasivo y econdmico se réadim aquellos pacientes cuyo
puntaje en el protocolo de Giangreco fue superiogual a 5. En el afio 2011 se
implemento la puesta a punto de la técnica de Reaen Cadena Polimerasa (PCR)
para la determinar el nimero de repetidos CGG gremrlFMR1, y se dejé la técnica
inmunohistoquimica. Utilizando esta técnica perdnéliminar subjetividad, y ofrecer
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un diagnostico certero del grado de patogenicidadadenfermedad, ya que puede

discriminarse los individuos normales, con premdtao dentro de la zona gris.

En la actualidad son pocos los centros de refeaeacinivel regional que
diagnostican SXF por esta técnica ya que ested#gpBCR larga es muy compleja de
realizar. Esta tesis se enmarca dentro del ddisalbiotecnologico que se esta llevando

a cabo actualmente en el departamento de Genética.

Gen FMR1

El gen FMR1 es altamente conservado y esta locilieza el cromosoma X (Xq
27.3). Mide 38 kb y tiene 17 exones que codificanapla proteina FMRP como se

muestra en laigura 2.
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Figura 2: Estructura del gen FMR1 con sus tres tips de alelosLa figura representa el alelo
normal del gen FMRL1, el alelo premutado y con laatidn completa respectivamente. La linea gris
oscuro muestra la secuencia transcrita, las cgj@gss son los exones, y la caja de color gris @darla
isla CpG. Se observan los sitios de restricciom pas enzimagcoRI| y Eaglel +1 y el ATG y los 17
exones y uniones de splicing alternativo. (Adaptael®ousseau 2011).

Una variedad de transcriptos surgen de la comldnade tres mecanismos:
splicing alternativo, seleccion diferencial de astide inicio, seleccion diferencial de
sitios de poliadelinacion. De hecho estos evento®ig@n una gran diversidad de la
expresion del gen con mas de 10.000 transciiptdambién se ha demostrado que hay
algunas variantes que cambian durante la difereidcianeuronal tanto en el hombre
como en el ratdf. Estos ARNs producto del splicing alternativo proeh diferentes

isoformas de la proteina (diversidad proteica) spiexpresa en diferentes tejidos.
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Alelos del gen FMR1

El nimero de repetidos CGG que encontramos enrelF#R1 es altamente

polimérfico en la poblacion. Encontramos alelosdihtes como se describen en la

figura 3:

promoter SUTR  CDS 3UTR

— P —_——

FMR1 gene

Premutation 4 »
Transition 55— 200 CGG mRNA
to methylation - -
v A Lo B
e 0066 . TN
) | Gene silencin
CGG repeat expansion - g

.

Figura 3: Diagrama del nimero de repetidos CGG enal region 5' no traducida del gen
FMRL1. El nimero normal de repetidos CGG en la poblaggémeral es de 5 a 44 CGG; Los alelos con
45-54 CGG se denominan “zona gris”. Los alelos leraego de premutacion de 55 a 200 CGG no
presentan el promotor de gen FMR1 metilado (amdriin embargo en estos casos aumenta la tasa de
transcripcion del gen, produciendo un aumento dil/k. Cuando el nimero de repetidos CGG es > 200
se produce la metilacion completa del promotor i¢ado por el sombreado rojo), produciendo el
silenciamiento de gen por la metilacion de una @& en el promotor (adaptado de Hagermann, Paul
2013).

Alelo normal

El alelo normal tiene entre 6 a 44 repetidos CG@) an promedio de 29
repeticiones en la poblacién en genérdbs alelos en este rango de repeticiones se

transmiten de forma estable a las siguientes geinees.
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Alelos intermedios

Los alelos intermedios tienen entre 45-54 repetli@ss, la prevalencia de estos
alelos fue determinada en varios estudios y vautie €:22-66 en la mujeres y 1:42-112
en los varones. Esta prevalencia depende del ramgado para estos alelos y
caracteristicas de la poblacién como la étnidasta hace poco no se estudiaba esta
clase de alelos porque se creia que eran establésneion de la probabilidad de
expansion en generaciones posteriores. El avancel @iagnostico molecular y la
realizacion de PCR para determinar el niumero detidegs CGG promovid a la
investigacion, especialmente en lo que respecta grbbabilidad de determinar
pequefas expansiones. Se ha determinado quegd desexpansiones de este tipo de
alelos en la trasmision de madre a hijo sobre wrgemcion es de 2 -4 %, con la
posibilidad de expansion a MC en dos generacidfleglelo mas pequefio donde se ha
reportado este fenémeno fue de 56 repetidos ¥¥GGe ha especulado sobre la
existencia de una posible asociacion entre lososléhtermedios y determinados

fenotipos cognitivos y conductuales entre otfos.

Alelos premutados

Los alelos premutados tienen entre 55 a 200 repet@iGG. Este rango de
expansiones llamadas premutaciones tiene una freieude 1 en 130-250 mujeres y 1
en 250-810 varon&Sy se asocia a inestabilidad replicativa especialeéurante la
meiosis femenina. Las expansiones de mas de 100 &Gl mujer frecuentemente

llevan a SXF en sus hijos varohes

12



Alelos con Mutacion Completa

Los alelos con la mutacion completa tienen masQfer@petidos CGG y se sabe
gue se produce un silenciamiento transcripcionalgmetilacion en el ADN de la isla
CpG presente en el promotor del gen, acompafadéagupoacetilacion de histonas
asociadas Yy la adquisicion de modificaciones pdsteionales como la metilacién de
la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me) y la condeita de la cromatina. Este hecho
inhibe la unidén de los factores de transcripciorales y especificos produciendo el
silenciamiento génic8. El estado de metilacién de FMR1 en pacientesagores de la
mutacion completa puede variar entre los difereripss celulares y se asocia
significativamente con los diferentes fenotipospdeientes con SXF que se observan

en la clinical.

Estabilidad alélica de los repetidos CGG.

La expansion de tripletas CGG es una “mutacionndicd’, que se caracteriza
por la variacion en el numero de repetidos a traledas generaciones debido a la
inestabilidad meidtica del alelo expandido. Endafermedades por tripletas en general,
el aumento de tamafo de la regidon de repetidos@ehdéendmeno de anticipacion en
el fenotipo, consiste en que la edad de comienzlgisintomas es mas precoz y el
trastorno es mas grave en las sucesivas generacibnda meiosis masculina el alelo

tiende a transmitirse sin expansiones, tambidrasalescrito contracciorfés

Otra caracteristica es la inestabilidad mitotelatamafio del alelo varia en los
distintos tejidos de un individuo afectado, gendcamn mosaisismo somatico. Las
distintas células de un solo individuo afectads@néan un rango variable de namero
de repetidos CGG en el que una fraccion de céldéasin portador de mutacion
completa presenta alelos premutados (lo que oeured menos el 15% de los varones y
un 6% de las mujeres con SXF) o incluso alelos lerarggo normal (presentes en

aproximadamente el 1% de los varones con $XF).

13



En las mujeres se agrega el mosaisismo somaticlu@on por la inactivacion al
azar del cromosoma X, generando una poblacién tidaségue porta la mutacion
completa y por lo tanto no tienen la proteina FMRR presencia de otra poblacién de
células que con la proteina FMRP. Por este motifenetipo en las mujeres en general

es parcial, y la DI es leve o moder&da

Una gran mayoria de las veces el alelo se expantdereeiosis femenina, cuando
la madre es la portadora de la premutacion o laacirt completa, por lo cual el
tamafio va aumentando de generacion en generaci®imtétesante mencionar que
varones afectados pueden producir gametos prensutadoeormales, revirtiendo la

mutacior.

Mecanismo de expansion

Los repetidos forman estructuras de ADN inusuab@scchorquillas, cuadruplex,
Z-DNA y R-loops como se ilustra en l&igura 4. Dichas estructuras “intrastrand”
podrian formarse en cualquier momento en que las cdolenas con los repetidos
estuvieran desemparejadas ya sea durante la @@hoa reparacion. La resolucion del
hibrido de ARN: ADN en el bucle R podria permitiregla hebra de molde formara

también estructuras secundarias.

hairpin quadruplex R-loop/RNA:DNA hybrid

Figura 4: Representacion de estructuras que se foraim producto de los repetidos CGG en el
gen FMRL1. Las flechas indican regiones de una sola hebraasutdéddenas de ADN forman hairpins que
son una mezcla de bases GC (punteado negro). Smmmeon punteado gris las uniones G.G o C.C
incorrectas para el caso de las hebras con repe@@G y CCG. Los Cuadruples involucran G4 vy
tétradas CGCG (paralelogramos Grises). (Tomadoiae-NMan Zhao y Karen Usdin 2016)
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Se ha demostrado que las proteinas que parti@panliversas vias de reparacion
del ADN promueven la expansion de los repetidéigura 5). Estas proteinas estan
tipicamente asociadas con la reparaciéon de “mignmrafmair’ (MMR) y la reparaciéon de

pequefias inserciones/deleciones (INDEL) de unabssa o hebra.

Las proteinas MSH2 y MSH3 vy el heterodimero Mut&onoce los INDELs
pequefics y se unen a las estructuras secundarias que fdoeaepetidos alterando
los sitios de reconomiento para la reparacion MMR Estas proteinas también han
sido implicadas en modelos de ratdon para la exparde los repetidos CTG / CAG en

las enfermedades Distrofia Miotonica 1 y enfermedaéHuntintofy’.

contraction
ATM
csa)
|.MuISu:‘
| MutSa ),
. MutSa TTEEERE IR
g error free repair
™) :
o b S T S N S N B o e W
expansion

Figura 5. Mecanismos por el que se puede expandir/g contraer el repetido CGG en el
locus FMR1. Se muestran las proteinas principales que intezmiesn estos mecanismos. Estudios
realizados en ratdn muestra el procesamiento derdpstidos CGG en el gen FMR1 durante la
replicacion y reparacion que puede conducir a lgaegién, contraccién o reparacién sin errores. La
expansion por lejos es el mecanismo dominante reB8@6 de los alelos muestran expansiones en
ratones machos a los 6 meses de ®d&ti2 % de las expansiones involucran a la pratdmreparacion
MutSa. (Tomado de Xiao-Nan Zhao and Karen Usdin 2016)
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La presencia de tripletes AGG que generalmente BeEseptan como
interrupciones de cada 9-10 repetidos CGG, es mtuydiada, siendo su cantidad y
posicidbn importantes en la estabilidad replicatwg@or ende, en la posibilidad de
expansion en la siguiente generacion. La pérdidaurd® o varios tripletes AGG
incrementan el riesgo de inestabilidad de losdtgd CGG en la siguiente generacion.
De hecho, se ha establecido que el riesgo de e@¥paasMC en hijos de madres
portadoras de una PM disminuye en un 60% si la enaidisenta 2 interrupciones AGG
dentro de una repeticion total de entre 70-80 @égd CGG, en comparaciéon con

aquellas madres que no tienen ninguna interru@diro del mismo rang®

Proteina FMRP

Localizacidn, estructura y expresion

El gen FMR1 codifica la proteina de unién al ARNlenominadaFragile X
Mental Retardation Protein(FMRP), cuyo tamafo es de 631 Kfagura 6). Esta
proteina esti extensamente expresada en la etdypirenia y en la etapa postnatal se
expresa en los testiculos, Gtero y cerébrBn las neuronas, se localiza con mayor
frecuencia en el citoplasma celular y su funcioressncial para el sistema nervioso
central (SNCY*.

FMRP
CYFIP2
CYFIP1
FXR2 RNA-binding
NUFIP1  FXR1 TORD3 ~ — MCRS1T  domain

NLS KH1  KH2 NES RGG

il HEN B§ ]

1 15 154 coiled 221 267 285 329 408 418 516 531 632
coil

Figura 6: Estructura de la proteina FMRP: se muestran la secuencia de localizacién nuclear
(NLS), los dominios (KH1 y 2), la sefial de expoidacuclear (NES) y el dominio Arg-Gly-Gly (RGG).
Los nimeros indican los aminoacidos. (Adaptado a@esBeau 2011)
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La proteina FMRP tiene dos dominios funcionalee gan sitios de union al
ARN: KH2 y RGG. Se ha determinado que se une aocaAétNs o ARNm formando
un complejo ribonucleoproteico (RN®) En algunos trabajos se ha establecido la
asociacion de la proteina FMRP con diferentes mAgRdIs, particularmente miR-125b
y miR-132 afectando la morfologia de la espina dénd, siendo los mecanismos
moleculares implicados en tal asociacién desconstid

Otra funcidn descripta es el transporte del ARNmdeyalgunas proteinas que
participan en la regulacion génica desde el cisplhasta el nucleo. En el trabajo de
Greenoughet al 2004* con modelos murinos se demostré que la proteinanes
regulador negativo de la sintesis de otras pratafona son estimuladas por el receptor
metabotrdpico de glutamato tipo | (mGIuR). Estosudiss con ratonesmrl-KO
indican que la FMRP es esencial para la iniciacipida de la sinapsis que conduce a
sintesis de proteinas. Ademas se demostro por soapa electronica evidencia de una

baja proporcién de FMRP asociada a espinas deradritin ratones K&

Trastornos asociados a los alelos premutados.

Actualmente se estudian intensamente los fenopptsogicos en los portadores
de la premutacién. Se ha reportado que algunosidudis varones premutados
presentan trastornos de la socializacion, timidgeesividad, alcoholismo, y en algunas
mujeres también se encontraron trastornos de laligacion y panico socidl. Las
diferencias fenotipicas observadas entre mujened/iS0 y entre varones y mujeres con
MC, se explican por los distintos niveles de expresle FMRP y por una inactivacion
sesgada del cromosoma X. Las mujeres con inaabivamieferencial del cromosoma X
normal presentan mayor DI y niveles bajos de FM&@resando un fenotipo fisico y
neuropsiquiatrico similar al observado en varopesyp mas lev&.

Con los avances de la optimizacion de los métodmdsticos, estudiamos una
poblacién que podria portar alelos con expansideesepetido CGG en el gen FMR1 y
mas acotado en el rango de la premutaciéon (50-@0&tidos). Si bien hasta hace pocos

afos se creia que los portadores de la premutamotransmitian la inestabilidad
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hereditaria del gen FMR1, y eran asintomaticosralsabemos que pueden presentar
otras afecciones tales como temblor y ataxias, TAHDP(figura 7). Estos trastornos
se solapan entre si en las poblaciones humanss.estudio clinico y molecular es de
gran interés tanto para aportar a la comprensidasdmecanismos moleculares que los
causan, asi como a su deteccion precoz y desadsellonedidas de proteccion y
planificaciéon de programas de educacion y estinnutade los nifios afectados. A su
vez, estos trastornos multifactoriales deben serdieslos en cada poblacién con su

perfil genético, demografico y cultural particular.

Mormal Gray Premutation Full Mutation
FMRP ~ J
level 2 “-:\ ~10% -
- Prermutarfon Disoees- -
1 T e o Y Y| [
l‘p'j_: - '-EK.T;A‘S__—] —
S LRYE - =L
7 =
~Gx E
~05 E
[Vl
&
) 1 ~1x
CGG 45 55 200 =1000
repeats

[=] Fremutation disorders, including FXTAS and FXPOI
l_l Fragile ¥ Syndrome including behavioral and cognition deficits

’_ Overlapping Phenotypes

Figura 7: Solapamiento de Fenotipos entre SXF y tstornos generados por premutaciones
en el gen FMR1La linea punteada indica los niveles de ARNm de EMRa linea continua indica los
niveles de expresion de FMRP. (Adaptado de LozasbdR, 2014Y.

En el afio 2001 Paul Hagermaenal ®describe el primer fenotipo asociado a la
premutacién en abuelos de los nifios con SXF, sendi@d Sindrome de Temblor /
Ataxia asociado a X Fragil (FXTAS). Ocurre en eP@de los varones premutados y
también se observa en mujeres en una frecuenciarmenFalla Ovarica Precoz ocurre
en el 16 a 20% de las mujeres portadoras de lauypaeiri®. Ademéas se ha observado
en portadores de la premutacion trastornos neudoobmales como déficit de atencion
e hiperactividad (TDAH), ansiedad y déficit de fiémcejecutivd”. Como se observa en

la figura 6 estos fenotipos se solapan entre si.
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Sindrome de temblor / ataxia asociado al X-fragiFXTAS)

El FXTAS se presenta en aproximadamente el 30%sdearones mayores de 50
afios y portadores de la premutaéipnlonde se han encontrado diferentes sintomas
dentro de la esfera neurolégit@omo temblor de intenciéf) ataxia cerebelo$h
parkinsonismo, temblor esencial, neuropatia y miapaasi como a alteraciones
cognitivasy/o conductuales progresiVa€l FXTAS puede ser una de las causas mas
comunes de temblor y/o ataxia en adultos majorés edad de aparicion de los
primeros sintomas de FXTAS esta determinado plargb de repetidos CG&

La imagenologia contribuye a la caracterizacionsiietirome; en la tomografia
cerebral (TAC) se observa atrofia de cerebro, tomncefalico y cerebelo en
aproximadamente el 80% de los pacientes. La res@anagnética nuclear (RMN)
cerebral muestra regiones simétricas con sefal radee en intensidad en T2 -y sefial
disminuida en T1- en los pedunculos cerebelososangda sustancia blanca profunda
cerebelosa adyacente, lo que se considera un drali@ramente sensible para este
sindrome neurol6giéd La penetrancia de esta patologia tanto en varooe® en
mujeres premutados es dependiente de la edadjasstush controles de la misma edad
en los grupos etarios de 50-59, 60-69, 70-79 o O0®&s80, muestran diferencias
significativas para la marcha ataxica y tembloirdencion entre varones portadores y
los controles (no portador&%)Al menos un tercio de los varones portadoresadeM
mayores de 50 afios tienen una combinacién de tenuglointencién y ataxfa
Aproximadamente 1 en 3.000 varones de la poblagémeral estan en riesgo de
manifestar FXTAS.

Mecanismo Molecular

Se ha puesto en evidencia el aumento de los nigelakares del ARNm del gen
FMR1, como consecuencia de un aumento en tasaadsctipci6@® con niveles
levemente disminuidos de la proteina FM&Bor lo que se ha sugerido un mecanismo
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toxico de ganancia de funcion, el aumento de lesles del mensajero interferiria con
funciones nucleares de las neuronas llevando aelmodegeneracidhy actmulos
proteicos intracerebrales de proteinas del citadstpy chaperonas, del proteasoma y de
la maquinaria de corte y empalme. Este y otros nigems patogénicos similares se
han planteado para otras enfermedades neurodetjesezor repeticion de tripletds

La evidencia parece apoyar la idea de la aparitédnprana de un trastorno del
funcionamiento ejecutivo (E®) Las funciones ejecutivas representan un subctmjun
importante de habilidades cognitivas. En esen@alaecapacidad para la regulacion
auténoma del propio comportamiento y atentiéNo se puede identificar el EF en una
region especifica del cerebro, si se sabe que régxc@refrontal esta fuertemente
asociado, el fenotipo observado en etapas massaddi la enfermedad es similar a la
demencid’

Tratamiento

Las perspectivas de tratamiento son otro temaaeteMuego del diagndstico ya
qgue se ha demostrado que si bien ninguna terapéesgiciniformemente efectiva, los
pacientes se benefician de los tratamientos haim&me usados para el control de los
movimientos anormalés

Dado que un 2-4% de los hombres con ataxia cereldelanicio temprano
podrian ser portadores de una PM, se recomienddiasiel nimero de repeticiones
CGG en FMR1 en todas las personas mayores de 50 afios con ipetedd
sintomatologi&.

Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactivida@DAH)

La proteina FMRP es importante para el desarroléorgaduraciéon de las espinas
dendriticas de las neuronas y conexiones sinaptiaapéerdida de FMRP produce

alteraciones del comportamiento que son caradtasstel SXF tales como déficit
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atencional, hiperactividad, impulsividad y rasgasgistas. E| TDAH es un trastorno
neuroconductual que se caracteriza por una inglietcesiva, falta de atencion,
distraccion e impulsividad. Por lo general, se cateuando los nifios estan en edad
escolar, aunque también puede diagnosticarse as tad edades, sienéb trastorno
psiquiatrico mas frecuente en la infancia, y semestque el 5.3% de los nifios lo
padecel. Este trastorno es un proceso crénico con unacatterbilidad que influye
en el funcionamiento del individuo en la edad adultiene un gran impacto en la
sociedad en términos de coste econdOmico, estréiaianproblemas académicos y
vocacionales asi como una importante disminuciola deitoestima del sujeto afectado,
siendo un importante problema de salud publicaddehl inicio en etapas precoces de
la infancia, ser un proceso incapacitante y cronaola afectacién de diferentes esferas

comportamentales (familiar, escolar y social).

Varios estudios muestran que el TDAH esta asocadm fuerte componente
genético, y se ha propuesto una herencia complgjaligénica. Entre los multiples
factores genéticos y ambientales, se encontro sm@aion con la premutacion el gen
FMR1. En un trabajo de Bailest al (2008) se observé que en nifios mayores de 6 afios
premutados habia tasas mas elevadas de déficitedei@, ansiedad y agresion en

comparacién a sus hermanos no portadbres

Recientemente se ha evaluado la gravedad de tosnsis asociados al TDAH en
mujeres entre 18 y 50 afios con una historia famil@ sindrome de X-Fragil, los
resultados de este estudio indicaron que en elogdepportadoras de la premutacion
tuvieron un score significativamente elevado pera $intomas relacionados de TDAH:
atencién, memoria e inestabilidad emocional en @agidn con los control&s

Trastornos del Espectro Autista (TEA)

Los Trastornos del Espectro Autista (TEA) son umpgr heterogéneo de
trastornos del desarrollo de inicio en la infartel@mprana. Se caracterizan por desvios y

retrasos en el desarrollo de la comunicacion so@abciados a un patron de
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comportamientos e intereses restringidos y esipeslis. EI autismo es un trastorno
complejo del neurodesarrollo que afecta a la coadn, sincronizacion e integraciéon
entre las diferentes areas cerebrales. La contéibgenética en la etiologia de los TEA
es muy relevante y se considera que el autismo éastorno poligénico determinado
por las interacciones entre muchos genes y factordsentales. Entre los genes que
producen suceptibilidad al TEA estéa el sindrom&Xdegil (SXF), més del 30% de los
nifios afectados cumplen los criterios diagnostadmJ EA y las premutaciones del gen
FMR1, aumentan la susceptibilidad a los TEA.

Falla Ovarica Precoz (FOP)

La FOP se define como la aparicion de amenorressgueesenta por mas de 4
meses consecutivos y niveles hormonales en el rdadga menopausia antes de los 40
afio§’. Esta resulta de una disminucion de los folicubsgricos, dafio folicular
acelerado y se asocia con infertilidad. Del 5 -186das mujeres diagnosticadas con
FOP puede concebir un embarazo. El 16 a 20% delgeres con la premutacion de
FMR1 presentan FOP No se observa una relacién lineal entre tamafioiteero de
repetidos CGG y la FOP, el riesgo de padecer FOfeata en mujeres portadoras de
alelos con 80-100 repetidos CGG y disminuye en ragjportadoras de alelos que tiene
més de 100 repetidos CG&:también se ha relacionado con los alelos interosedé!
gen FMRL1. Brethericlet al, encontraron que el 14,2% de los alelos entre l#sres
con FOP tenian entre 35 y 54 repeticiones CGG. Ettaeion puede depender del
patrén de interseccion de los repetidos AGG emdpstidos CG&.

Diagnaostico Molecular

Recomendacion para los test de diagndsticos de FMR1

La American College of Medical Genetics and Genanf&CMG) recomienda

realizar los test para determinar el nimero detidgmedel gen FMR1 en:
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Individuos con DI, autismo o retraso del desarygharticularmente aquellos con
caracteristicas fisicas o conductuales sugestw&XdF, una historia familiar de

SXF, o parientes con DI no diagnosticada.

Fetos de mujeres con diagnostico de portadorad/dg RC.

Individuos con historia familiar de SXF o DI sinagnosticar que buscan

asesoramiento genético (reproducti{o)

hombres y mujeres con temblor de intencion dedrerdio y ataxia de marcha,

especialmente si tienen una historia familiar d&¥X

El ACMG también respalda los test para determihagséatus de portador en

mujeres que experimentan falla ovarica antes dédaios de edad

Herramientas diagnosticas para determinar el nimeagepetidos CGG

La caracterizacion molecular completa de los aleles gen FMR1 requiere
informacion sobre: el tamafio de los repetidos Cladongitud de los repetidos CGG
ininterrumpidos y nimero de interrupciones AGG andxtremos 3'y 5' de la region y
el estado de metilacion del promotor. Generalmepbede ser necesaria una
combinacion de métodos para caracterizar estaeniés facetas de la MC y PM del
gen FMRT2

Desde el descubrimiento del gen en el afio 199liagihdstico molecular ha
tenido grandes avances. En un principio se diagadst buscando los sitios fragiles en
el cromosoma X mediante citogenética y luego partt8on Blof!, que sigue siendo la
técnica de referencia o estandar de oro. Actuaknientieterminacion de los repetidos
se ha centrado en la adquisicion de técnicas nmésbses, sobre todo la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y de varios enfoquekeculares que se han
desarrolladqFigura 8), aunque con diferentes limitaciones debido prinanggite a la
dificultad para amplificar por PCR la region deeaggos CGG expandida. La region de
los repetidos CGG es dificil de amplificar debidgue tienden a formar estructuras

secundarias que dificultan la procesividad de tdsnerasas. Por eso en varios trabajos
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donde se busca resolver este problema promuevanrbinacion de polimerasas y co-
solventes como el DMSO y Betaina para lograr aioplifalelos normales y algunos

alelos premutados de bajo rafitf

culture cells)

y =S
Isolation of DNA
/ (blood, tissue, saliva,

= “Southern Methylation  Conventional
- f blot PCR PCR

Normal alleles Yes s Yes Yes
i Intermediate alleles Yes Yes Yes Yes
Premutation aleles Yes Yes Yes Yes
e P Full mutation alleles Yes Yes Yes
h s

Methylation status Yes

Figura 8: Diagrama de las distintas metodologias utilizadasgpa el diagndstico de SXFEI
ADN genémico (ADNg) puede ser aislado de sangrerantejido, saliva y cultivo celular, es aislagio
amplificado mediante PCR o digerido con enzimasedticcion sensibles a la metilacién para elisisal
de transferencia de Southern. Los alelos se puedealizar en un gel de agarosa (a), en un gel de
acrilamida (b) o mediante electroforesis capilaC)E.a tabla en el angulo inferior derecho muektra
informacion que puede obtenerse mediante las @disaretodologias de diagnostico. Especificamente, la
deteccion de alelos normales, intermedios, de pii@in y de mutacion completa puede obtenerse
usando cualquiera de los métodos. Excepto quddtissaon la mutacién completa no son amplificables
mediante PCR convencional. El analisis de trans@sede Southern puede detectar alelos contenidos e
todos los rangos (normal, premutados y mutaciénpdetan); Sin embargo, el tamafio se obtiene sélo para
los alelos de mutacidn completa. (Adaptado de Tas2015).

Determinacion del numero de repeticiones mediargeréaccion en la cadena

de la polimerasa (PCR)

Mediante la técnica de PCR se logra amplificaraletos normales y premutados,
y se pueden visualizar de dos maneras: electridores geles de agarosa o
electroforesis capilar. En el diagrama ekilgura 9 se observan los cebadores directo y
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reverso (marcado con FAM) flanqueando a la reg@regetidos CGG, y los perfiles de
EC de los varones y mujeres: NL, PM y MC. Los vasoon un alelo NL o PM daran
un pico producto de la amplificacion de un aleloldsportan un cromosoma X). No
obstante, en los varones con una MC grande, loadoees no pueden amplificar a
través de la hiperexpansion de repetidos CGG yiteesm amplificacion nula. Las
mujeres NL homocigotas produciran un unico piccadglificacion, mientras que las
mujeres portadoras de una PM pequefia mostraraicor@ amplificacion NL y PM.

En general, se sabe que el desempefio de las PG&nes eficiente en las mujeres con
PM grandes (>100 CGG) y MC debido a la amplificagideferencial del alelo NL por

lo tanto la deteccion de un Unico pico en las negjerea ambigledad en cuanto a si son
NL homocigédticas (con dos alelos de tamafo de i@pet CGG idéntico) o
heterocigotos con un alelo NL y otro alelo PM / M@ amplificables. En
consecuencia, todas las mujeres NL homocigotoseexjupruebas adicionales basadas
en PCR modificados o analisis SB para resolveigasaad y excluir la presencia de
un alelo expandido. Ademas se ha informado la déte@referencial de los alelos méas
pequefios en un mosaico individialy tal amplificacién sesgada pueden resultar en
genotipificacion incorrecta y alteracion de la eaaion de riesgo SXF, FXTAS y
FOP®,
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Flanking /Repeat-spanning PCR

Forward primer Reverse primer

FMR1 CGG repeat
—O0Ooooooo0ooo00oooooooooooooooooon

Capillary electrophoresis

Males Females

Normal (NL)

Premutation (PM)

Full-mutation (FM)

Figura 9: Esquema de amplificaciéon del nimero de repet@ids& del gen FMR1 dyluestra la
region flanqueante de los cebadores directo y sevgue comprende a los repetidos CGG. b) Perfiles
esperados en la EC de mujeres y varones con aletazles (NL), PM y MC. Con esta técnica también
se puede determinar el nimero y la posicion dantasrupciones AGG. Esto ha permitido el desarrollo
de un modelo para estimar el riesgo de expansiameaa mutacion completa en las generaciones
siguientes, basado la relacion en el nimero ddidegeCGG y la cantidad de AGG en ese tramo. Esta
informacion puede ser muy Util en el asesoramigatgético de los portadores de premutacion evaluando
el riesgo de expansion de su descendencia. De hkechdormacion obtenida del analisis AGG puede
ayudar en la toma de decisiones reproductivas

Triplet Repeat Primed PCR (TP-PCR)

El TP-PCR fue propuesto por Warredral para determinar lo las expansiones de
los repetidos CAG en la distrofia miotonitaEn esta PCR se incorpora un tercer
primer que alinea en el tracto de repeticiones CEXEe primer se denomina quimérico
y se une aleatoriamente en multiples posicionetsaée los repetidos CGG generando
una mezcla de fragmentos de diferentes tamanasifEsementa la cantidad de moldes
de mayor tamafio que se amplifican a continuaci@mahana intensidad que pueda ser

detectable por un tercer cebador de cola que lEesacuencia complementaria al tramo
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que sobresale del cebador. Los productos de P@Rwsdizan como una mancha en los
geles de agarosa al 2% o como una escalera de preofuorescencia en la

electroforesis capilar. Este método tiene una s#tssibilidad analitica y especificidad
para detectar alelos con grandes expansidfieta figura 10 muestra el esquema del
disefio del cebador TP-PCR vy los perfiles de EE@rasios de varones y mujeres NL,
PM y MC. La generacion de picos de productos de lifiogeion continuos e

ininterrumpidos  significaria la ausencia de intpaianes AGG y el numero de
repetidos de CGG se determina a partir del nimeropidos de productos de
amplificacion. En contraste con la PCR convencioe&lTP-PCR detecta de forma
fiable expansiones en ambos varones y mujeres. i€andietecta mujeres homocigotas

y heterocigotas NL y M€.

Triplet-Primed PCR/TP-PCR

Forward primer FMRI CGG repeat Reverse primer

— —uwuullIOOOOOODOOOOOOOO0000O00000

— —
—

—
—-
——-
—
—

— —
— —

TP primer

B Capillary electrophoresis

Males Females

‘|||||I|
||||h||-. |||||| b

.Illlllll_““llln- ||||||I||II“|III_—

Figura 10: Triplet Repeat Primed PCR (TP-PCR) a) Esquemalidefio del TP-PCR b) Perfiles
esperados en la EC de mujeres y varones NL, PM y MC

Normal (NL)

Premutation (PM)

Full-mutation (FM)
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Estado de Metilacion

Aunque varias de las actuales metodologias quendiete el tamafio de repetidos
CGG pueden amplificar los alelos a lo largo de tetiintervalo de mutaciéh® no
pueden determinar el estado de metilacion del misEloconocer el estado de
metilacién es de suma importancia para el diagrosie SXF, ya se ha demostrado que
el grado de metilacién se asocia con el grado dg/@He la sintomatologia clinica
Los distintos PCRs metilacion especificos queazatilila modificacion de bisulfito de la
secuencia repetida de CGG, se basan en la convetsitcitosina no metilada en
residuos de uracilo, permaneciendo la citosinalatktiresistente a esta modificacfon
Una vez amplificado y secuenciado, este "ADN moddo" puede proporcionar
informacion sobre la metilacion en determinadassi€CpG dentro de la secuencia del
ADN amplificadd?.

Hay otros métodos que se utilizan para determihastado de metilacién y se
basan en el tratamiento del ADNg con enzimas deigei®n sensibles a la metilacion
comoBstZI, Eagl, Nru I, o BssHII que tienen un sitio de corte en las islas @pStream de la
secuencia de repetidos CGG y otras enzimas detidige®moEco RI o Hind Il que tiene el

sitio de cortedownstream.

En este trabajo no se profundizo en el estatusedigaion del gen. Las muestras
fueron enviadas a un laboratorio de referencia pzabzarse Southern Blot que es la

técnica confirmatoria.

Southern Blot

El Southern Blotpermite detectar alelos premutados y mutados, amoiot
informacion sobre el estado de metilacién del gdiRE. Sin embargo, es un estudio de
elevado costo y muy laborioso, por lo cual seaailcomo diagnéstico confirmatorio
luego de un tamiz selectivo. Se realiza la dobjestion del ADNg coEcoRI y Eagl
luego se hibrida con sondas de ADN que se handaigdal gen FMR1, tales como
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StB12.3, pfxa%'. La enzimaEag | tiene como sitio blanco la secuencia CGGCGG que
no es reconocida si la citosina esta metiladageporlos alelos metilados son cortados
solo por la enzim&co RI para dar un fragmento de 5.2 kb, mientras qaelelos no
metilados son cortados por ambas enzimas para @ragu fragmento de 2.8 kb. La
visualizacion de bandas con tamafio superior a 5.8 R.8 kb indica la presencia de
alelos premutados o con mutacion completa comparado un control normal y el

estatus de metilacion.

En este trabajo nos propusimos optimizar los méaldodiagnostico del nimero
de repetidos del gen FMR1 y caracterizar los f@ostde las personas portadoras de la

premutacion.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el ndmero de repeticiones en el gelREMn una poblacion de

individuos con fenotipos clinicos caracteristicedalpremutacion del gen.

Il)

1D

IV)
V)

Objetivos especificos:

Optimizar un método de PCR sencillo y econdmica tablecer el numero de
repetidos CGG del gen FMR1.

Establecer el estatus de heterocigosis en mugeres$ que se observa una banda
sola. (Electroforesis en Agarosa y Capilar)

Determinar la frecuencia de los repetidos CCG yistesrupciones AGG en la
poblacién estudiada.

Estudiar la transmision de los alelos expandiddsefamilias.

Determinar la correlacion entre el genotipo y fgrmt
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MATERIALES Y METODOS

Disefio Metodoldgico para determinar el nimero de metidos

CCG en varones.

Amplifica

/

1 alelo entre 5 ¥ 54 CGG

Informar

Amplifica

VARON

1° PCR
{P “l:” }, “f,)

\

No amplifica

2P PCR
{P “l:” F “fs)

~

No amplifica

Normal

/

N\

1 alelo entre 35 y 100 CG{G

TP- PCR (c/fCGE)

.

N

Informar Portador Amplifica No amplifica
de una
Premutacion l

1 alelo entre 55 ¥ Southern Blot

200 CGG
¥ ¥

Informar Informar Portador de

Portador de una una PM v/o MO

Premutacion
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Disefio Metodoldgico para determinar el nimero de metidos
CCG en mujeres.

Mujer

|

1° PCR
{P iic” F iif!}

N,

1 alelo entre 5 y 54 CG

2 alelos entre S5y 54 CGG

BN

Informar Secuenciar
Normal 2°PCR
{P 1] ':!! }1’ “f!}
lalelo menor o igual a 54 CGG 1 alelo entre 5 ¥ 54 CGG
1 alelo entre 55 y 00 CGG
Informar TP-PCR Southern Blot
Portadora de Premutacion (cHCGG)
1 alelo menor o igual a 54 CGG Informar Informar
1alelo entre 55 y 200 CGG homocigota normal Portadora de Mutacion
l yv'o Permutacion

Informar
Portadora de Premutacion
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Si bien esta tesis involucra investigacion consarenanos, no se plantea ningun
procedimiento que no sea parte de los protocolagob establecidos para la atencion
médica habitual de estos pacientes. De hecho.elu@pn de este trabajo apunta a
mejorar la calidad de la atencion clinica, espewalte en los aspectos de diagnostico y

prevencion.

Todos los individuos y/o sus padres o tutores @uggparon en este estudio han

firmado un consentimiento informado. (Ver anexo)

Pacientes estudiados:

En este estudio se valoraron tres poblaciones déemias con diferentes
fenotipos asociados a la premutacion de FMR1. Beéutin criterio inclusivo, ya que
uno de los objetivos del estudio fue determinampiasencia de premutaciones en
individuos asintomaticos o con alteraciones minidelsenotipo para FXTAS, TDAH,
FOP.

Poblacién 1: Nifios con DI, malformaciones y /o disnfias con alteraciones

conductuales.

Se analizaron 117 nifios con DI, malformacionesdygmorfias, historia familiar
de DI y alteraciones conductuales como déficit@teral, hiperactividad, impulsividad,
y trastornos del espectro autista (TEA). Estos sii@staban incluidos en el proyecto
financiado por la ANII en el afio 2011 titulado “@¢ina clinica y molecular del retardo
mental” cuyo objetivo general fue contribuir a €& las caracteristicas de la
poblacidon uruguaya con retraso del neurodesarsgtoDIl. Se realiz6 anamnesis y
examen clinico en la seccion Clinica del departamnele Genética en el Centro

Hospitalario Pereira Rossell. (CHPR). Algunos paigie también fueron evaluados en
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Clinica de Psiquiatria del Nifio y del Adolescentdeyla Clinica de Neuropediatria y la
Unidad de TEA dirigida por la Dra. Gabriela Garrido

Poblacion 2: Pacientes mujeres y varones mayoress@ieafios con temblor y

ataxias.

Se analizaron 18 pacientes mujeres y varones nmyee50 afios para la
busqueda de premutacion FMR1 asociada al Sindrentenablor/ataxia asociado al X-
fragil (FXTAS). Se seleccionaron todos los pacisrdsistidos en la Policlinica de
movimientos anormales y parkinson del InstitutdN@errologia del Hospital de Clinicas
(HC), durante el periodo setiembre 2011 - marzd2fiie presentaran temblor y ataxia
y cumplieran los criterios de inclusion de Berryalis (Pediatr Neurol 2014) para el
FXTAS (ver anexo).

Poblacién 3:a) Familias de pacientes con resultanhmlecular positivo para la
mutacion y/o premutacion del FMR1. b) Pacientes cgpnspecha Clinica SXF y
trastornos neuroconductuales que se asocian a larputacion tales como TEA,
TDAH.

3a) Se analizaron 30 pacientes con historia fandiéaSXF, son familiares de los
afectados diagnosticados en este estudio y fassliale afectados enviados para
asesoramiento genético por su médico. Algunos fueantactados a través de la
Asociacion Sindrome X Fragil Uruguay (facebook.cemdromeX.Fragil.Uruguay).

3 b) Se analizaron un total de 54 pacientes dellalimica de genética del CHPR
con discapacidad intelectual, déficit atencionalpetactividad, impulsividad y

trastornos de espectro autista.
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Extraccion de ADN

Se realizé una extraccion de 5 ml de sangre peafgror puncién venosa para

preparacion de ADN gendmico.

Inicialmente se realiz6 la extraccion de ADN de 20@e glébulos blancos de
sangre periférica de los pacientes en tubos confgBa utilizo el kit de extraccion de
ADN (QlAamp® DNA Blood Mini de Qiagen, USA). Estetkse basa en la extraccion
de ADN por columnas de afinidad, se realiz6 el gmoko segun las instrucciones del
fabricante. EI ADN obtenido fue cuantificado enespectrofotémetro NanoDrop 1000

(Thermo Scientific) y almacenado a -20°C para sigyr analisis.

Determinacion del numero de repetidos CGG en el gdFMR1.

Para determinar el nimero de repetidos CGG reatigs@hPCRs diferentes que se

describen a continuacion:

PCR con taq polimerasa platinum (invitrogen) quetdemina el rango de 5 a 70
repetidos CGG

Este PCR puede amplificar los alelos normales 4 aCGG) y premutados
pequeiios (55 a 70 CGG) se utilizaron los primecs YP'Pf’ que flanquean la region
de repetidos CGG como se muestra efiglara 11 y que fueron descriptos por et

al.® también utilizados por Salua af®y Tassonet af®. Ver Anexo.
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Figura 11: Se observa el producto de amplificacién con limgs “c” y “f” (Tomado de Tassone
2008)

PCR se realiz6 con las condiciones que se desaiben el trabajo de Tassone y

col. (J Mol Diagn 43-9, 2008) que se muestranadalbla 1 a continuacion:

Tabla 1

Betaina 2M

Buffer 2X

Agua CN para llegar a un volumen final 20
Pc 0,33uM

Pf 0,33uM

7daza DNTPS 500M

MgCI2 2,5mM

Taq Platinum (Invitrogen 0,4U

La reaccion de PCR fue realizada en un volumen éea2Qul, conteniendo de
100 a 150 ng de ADN.

La PCR se realiz6 en un termociclador Standard 12@i€ént de Biometra con las
siguientes condiciones de ciclado: Desnaturaliratiitial a 98°C por 10 min, seguida

por 10 ciclos de 97°C por 35 s, 64°C por 35 s yBg6r 4 min, 25 ciclos de 97°C por
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35 s, 64°C por 35 sy 68°C por 4 min (Con 20 segsrik incremento en cada ciclo) y
una extension final a 68°C por 10 min.

Se sembraron en un gel de agarosa al 2% teniddGebriRed Nucleic Acid
Biotium un total de 20ul de producto de PCR cornulbde loading dye 6x Kapa
Biosystems junto a las muestras se cargo en & gedlel Marcador de peso Molecular

Kapa Express Ladder de Biosystems.

La electroforesis de realiz6 en una cuba (ThermienBficowl EasyCasT")
conectada a una fuente de voltaje (EPS 300 Biotsehgorri6 a 90 voltios con el
amperaje constante por 3 horas. La electroforesigssializo en un Transiluminador
(UVPBiodoc™ SYSTEM).

PCR realizado con el kit Expand Long Template PC®stem (Roche
Diagnostics) que determina el rango de 5 a 10@etdos CGG

Este segundo PCR se realiza con los mismos celsadeseriptos para el primer

PCR, en latabla 2 a y b se describen los reacyivasmcentraciones utilizadas.

Tabla 2
a)Mix A
REACTIVOS CONCENTRACION EN LA REACCION
Betaina 5M 2,2M
DNTPs GC Rich 50QM
Pc 0,33uM
Pf 0,33uM
ADN 100 a 200ng
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b)Mix B

REACTIVOS CONCENTRACION EN LA REACCION

Agua CN para un volumen final de 30
Buffer 3 2,25M
Enzyme Mix 0,5U

Esta PCR tiene dos reacciones: el MIX A que coatianlos primers con un
volumen final de 2Qul con de 100 a 200 ng de ADN. Se colocé en el tercrador
Standard 96 Gradient de Biometra con desnaturaizacicial de 98°C de 10 minutos
(a los 7 minutos se pone una pausa para agregamMiX B), seguida por 10 ciclos de
97°C por 35 s, 64°C por 35 s 'y 68°C por 4 min, i2tos de 97°C por 35 s, 64°C por 35
sy 68°C por 4 min (Con 20 segundos de incremamttada ciclo) y una extension final

a 68°C por 10 min. La electroforesis se realizéasmmismas condiciones que el PCR1

PCR con tres 3 primers (C/F/ICGG) que amplifica ext rango 5 a 200
repetidos CGG con el kit Expand Long Template PC¥&steém (Roche Diagnostics)

Se utilizaron los cebadores “SXF ¢’ y “FAM SXF fescriptos por Filipovic-
Sadic et al (2010) Clinical Chemistfyjunto con el cebador quimérico CGG que se

unen a los repetidos CGG de manera azdigsen 12.
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Specimen genomic DNA
(CGG),

55-200 'emura:.av Full length product(s) and
CGG primed amplicons

45-54 Y 'ntermedite CGG Repeat Primed PCR_

=45 Nomal »

Rev [—— ]
CGG Primers I —

SWTR FMR1 —

Figura 12: Esquema de la Deteccién y amplificacion del genREMdonde se describe la
amplificacion del ADNg con dos primers gen espeofiy un primer que se une a los repetidos CGG.
(Tomada de Filipovic-Sadic 2010).

A continuacién en ldabla 3 a y bse describe las reacciones realizadas con los
reactivos y concentraciones utilizado propuesto Tassone en comunicacion directa

Ccon nosotros.

Tabla 3
a) Mix A
REACTIVOS CONCENTRACION EN LA REACCION
Betaina 5M 2,2M
Pc 0,33uM
Pf 0,33uM
P Chim CGG 0,2M
DNTPs GC Rich 50QM
b) Mix B
REACTIVOS CONCENTRACION EN LA REACCION
Agua CN volumen final 3@
Buffer 3 2,25M
Enzyme Mix 05U
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Los productos del PCR 3 se corrieron en un seca@ociABlI 3130 GENETIC
ANALYZER APPLIED BIOSYSTEM, el polimero Pop-4 y eharcador DS-32 en el
Banco de Organos y Tejidos en el Hospital de GiigPop-7 y el marcador DS-2h
el srvicio UBP del Instituto Pasteur Monteviddagusendo las condiciones del trabajo
de Filipovic-Sadic et al (2010), utilizando losmers SXF Fluo F y R, el R esta
marcado con el flurocromo FAM para su visualizacgnel equipo de electroforesis
capilar. Por cada reaccion se puso @géde producto de PCR sin purificar con dl2le
Formamida Hi-Di™, (Applied Biosystems, Foster C&QA) y 2 ul de MarcadotIZ
1200. La desnaturalizacion se realiza durante 2 ani@s °C seguido de 4 °C, la

inyeccion usada en el equipo es de 2,5 kV, 20Isigrapo de corrida es 2400 sec.

Analisis de los resultados de la Electroforesis iGagEC)

El andlisis del tamafio de los fragmentos obtenpdwoda electroforesis capilar se
realizé utilizando el programa Peak Scanner™ Varsld0 2006. Applied Biosystems

(www.appliedbiosystems.com

Secuenciacion

El producto de PCR de las mujeres en donde sewabggaa Unica banda en el gel
de agarosa, se envia sin purificar a la empresadgec en Corea. Alli se secuencian
las dos hebras del ADN por el método de Sangendasits mismos primers que para
el PCR. El andlisis de los electroferogramas irellaylectura visual y anotacién manual
de toda la secuencia de repetidos CGG en ambasiaeuirecto y reverso de las dos

hebras (ambos alelos) utilizando el programa Bidgegquence Alignment Editor.

También se analizaron las secuencias de variosrgasiheterocigotos con alelos
normales y con alelos en el rango de premutaciéma20 repetidos CGG. En estos

pacientes se realiz6 la purificacion de las baniaslizadas en el gel utilizando el kit
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PureLinK™ Quick Gel Extraction and PCR Purification COMBO drvitrogen,
siguiendo el protocolo adjunto al producto. Se amot las ubicaciones de las
interrupciones de trinucleotidos AGG dentro dedeugncia de repetidos CGG.
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RESULTADOS

Poblacién 1: Nifios con DI, malformaciones y /o disorfias con

alteraciones conductuales.

Se incluyeron nifios con los siguientes Criterios:nidderada a severa, y que
presentaban ademas al menos una de las siguiemsesdetisticas: historia familiar de
DI, retardo del crecimiento, y dismorfias y/o maff@ciones congénitas. Se analizaron
un total de 117 pacientes estos estaban incluides e@royecto financiado por la ANII
en el aflo 2011 titulado: “Genética clinica y molacdel retardo mental” cuyo objetivo
general fue contribuir a estudiar las caractedstiabe la poblacién uruguaya con retraso
del neurodesarrollo y DI. Del total de 117 pacient&l eran nifios y 46 nifias. En la
figura 15 se observan el tipo de DI presente en esta pobldldve, moderado, severo)
con un total de 59 pacientes que se registrarota drase de datos. El resto de los

pacientes no se encontramos registro del tipo dguBlpresentaban.

Discapacidad Intelectual

100

80

o Leve
60

B Moderado

20 Severa

13

Tipo

Figura 15: Se muestra el tipo de DI que se presenta en lagiobl estudiada, se tomaron n=59
que son los registros en la base de datos.
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El rango de edades de los pacientes registradda base de datos (n=86) se
muestra en l&igura 16 y la historia familiar con / sin antecedentes dee® lafigura
17 se muestra los datos con un n=117 registros leaska de datos.

Rango de Edades
100
80
60
40
20 15
0 T T 1
FDAD 0ahsb 6a10 11a16

Figura 16: Se muestra el rango de edades de la poblacioniaside tomoé n=86 que son los
registros en la base de datos.

Historia familiar de DI

100

80

60

40

20

Sl NO

Figura 17: Se muestra la asociacion de historia familiar demla poblacién estudiada (n=117)
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Determinacion del nimero de repetidos CGG en lagmon 1

En el diagrama de flujo que se muestra en matsrialenétodos se define la
estrategia utilizada para determinar el nUumercegetidos tanto en varones como en las
mujeres. A toda la poblacion 1 se realizé en priR€R (screening) en fegura 18 se

muestra algunos pacientes a modo de ejemplo.

Los resultados que observamos en la poblaciénrbriues siguientes: en todos
los varones que les realizamos el primer PCR olmnsiuna banda de amplificacion
cuyo tamafo fue menor a 45 repetidos CGG en tambosdsos, |0 que indica que no
presentan una mutacion en el gen. Estos paciemesnf informados como normales,
no portadores de una MC y/o PM (ver informe ennelxa). Dos de estas muestras se
secuenciaron con el método de Sanger para usar contimles internos de la técnica.
(Figura 19).

De las 42 niflas analizadas, en 29 se visualizanagl gel de agarosa al 2% dos
bandas correspondientes a ambos alelos del geiadpoas de dos alelos menores a 45
CGG). Se informaron como no portadoras de una ndauiaen el gen FMR1. (Ver
informe en el anexo).El en resto (13 nifias) serobsgna sola banda menor a 45 CGG
que se secuenciaron. Por medio de la secuenciaeiGresolvieron 10 nifias por la
lectura del electroferograma por visualizacién ddinporfismos se observaron dos
alelos de tamarfo similar (+ 3 repetidos CGG) detanmdose el nimero exacto de
repetidos CGQfigura 20). Por esta técnica también se resolvieron lasrugeiones
AGG, pero no se puede discriminar a que alelo pecien ya que en la secuencia se
visualizan ambos. Las 3 nifias restantes que messévieron por secuenciacion donde
observamos un solo alelo sin la presencia de pdisnwos (figura 21). Para hacer el
diagnéstico diferencial de estas nifias (expansibomocigota normal), seguimos con
el protocolo establecido pdrassone et &, en estas pacientes se realizé el PCR TP-
PCR como se describe en el apartado de materialegtgdos y solo logramos
amplificar el alelo normal, estas pacientes fuecamdidatas para SB, se citaran

nuevamente para repetir la muestra.
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Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa al 2%ehido con Gel Red del producto de PCR
hasta 50 repetidos CGG del gen FMRICarriles 1,4 ,6 ,12 nifias heterocigotas norm&astiles 5,7, 8,
9, 10 Nifias con una sola banda, Carriles 2, 3 Blvatones normales. 14 Marcador de peso molecalar d
100bp2-Log DNA Ladder BioLabs.
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Figura 19: Electroferograma del producto de PCR degen FMR1.Secuencia de un vardn para
control interno del PCR. Arriba usando cebadoiiredo) que hibrida hacia el 5° de la secuenciatidp
CGGn. Abajo usando el cebador c (reverso) de laesmia que hibrida hacia el 3". Las flechas rojas
indican el principio y fin de las secuencia de tielps CGG, la flecha delgada indica la Unica
interrupcion AGG.
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Figura 20: Electroferograma del producto de PCR del gen FMR1Secuencia de una nifia
heterocigota 29/30 CGG. Arriba usando cebador feétth) que hibrida hacia el 5° de la secuencia
repetida CGGn. Abajo usando el cebador ¢ (revelsdd secuencia que hibrida hacia el 3". Se vizamli
dos polimorfismos en la secuencia marcados cowatb dojo.
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Figura 21: Electroferograma del producto de PCR degen FMR1: Secuencia de una nifia de
un solo alelo observado en el gel de agarosa alf2fiba usando cebador f (directo) que hibrida aadi
5" de la secuencia repetida CGGn. Abajo usandel&dor ¢ (reverso) de la secuencia que hibridahaci
el 3. No se visualizan polimorfismos en la secignkta flechas delgadas indican las interrupciones

AGG.
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Poblacion 2: Pacientes mujeres y varones mayores 8@ afios con

temblor y ataxias.

Se estudiaron varones y mujeres mayores de 50 @iossignos clinicos de

temblor de intencion y ataxia con alteraciones to@s. Se identificaron 18 pacientes,

5 varones y 13 mujeres con un rango de edades tasid 72 afos. Los criterios de

inclusion siguieron las pautas diagnésticas de FXT& Berry Kravis (Pediatr Neurol

2014) (ver anexo). Un total de 10 pacientes fuecasos de Ataxia de causa

indeterminada, Zasos de parkinsonismo atipico con deterioro cognitt casos de

temblor intencional y 2 casos con diagnostico ctinde atrofia multisistemica tipo C.

Dos de las 13 mujeres son hermanas con anteceddmteistoria familiar con SXF

(FXTAS 16 y 17). A todos los pacientes se les zéadil primer PCR, los resultados se

muestran en ldabla 4:

Tabla 4:

Pacientes

Sexo

Resultados

FXTAS 1

Masculino

No se visualizd Banda (posible expansion)

FXTAS 2

Masculino

Normal

FXTAS 3

Femenino

Normal

FXTAS 4

Femenino

Normal

FXTAS 5

Femenino

Una solo alelo de 20 CGG (secaeitm)

FXTAS 6

Femenino

Normal

FXTAS 7

Femenino

Normal

FXTAS 8

Femenino

Normal

FXTAS 9

Femenino

Normal

FXTAS 10

Femenino

Normal

FXTAS 11

Femenino

Una solo alelo de 30 CGG (secuenciacion)

FXTAS 12

Masculino

Normal

FXTAS 13

Femenino

Dos alelos de 43 y 45 CGG (secuenciacion

FXTAS 14

Masculino

Normal

FXTAS 15

Masculino

Normal

FXTAS 16

Femenino

Una sola Banda de 23 CGG (secuenciacior

FXTAS 17

Femenino

Normal Dos alelos 23 y 30 CGG(secuenaidu

:
N[0}

FXTAS 18

Femenino

Normal

Hermanas
con Historia
Familiar de
SXF

a7




Como se observa en Tabla 4, solo uno de los pacientes varones FXTAS 1 es
probable portador de una expansion ya que no salida una banda de amplificacién
con el primer PCRFigura 22)

El paciente FXTASL1 tenia 53 afios al momento aeteulta y presentd temblor
cefalico y de miembros superiores de intencidrxiateerebelosa leve y parkinsonismo.
En la esfera neuropsicologia se observé un detedognitivo leve. La Resonancia
magnética de craneo mostro el caracteristico “Sagid®edunculo Cerebeloso Medio”

Este es el primer caso descripto con diagnéstictecutar y clinico de FXTAS en
Uruguay.

Figura 22: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del productde PCR del gen FMR1M:
Marcador de peso molecular 100gbLog DNA Ladder BioLabs Carriles 2, 3,4, 6, 7,8: varones
normales. Carriles 2 y 5: mujeres con una sola &amdplificada, carril 9: Control interno varén 50

CGG, carril 10 paciente 112 probable portador dealgto en el rango de premutacion. Carril 11 cdntro
negativo.

El diagnéstico molecular se confirmé con el seguR@&R donde observamos una
banda a la altura de 600 pb del marcador de petecutar, se estimé que el nUmero de
repetidos de este paciente corresponde a 85 (€G8 (Figura 23). La estimacion se
realiza en base al tamafio del producto de ampifoadel PCR. (Ver anexo). Mas
adelante volveremos a este paciente a través giensalogia.
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Figura 23: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del produztde PCR del gen FMR1M:
Marcador de peso molecular 100pthog DNA Ladder BioLabsCarril 1: Paciente II1 portador de un
alelo premutado estimado 85 CGG (Flecha), Carildtiente Ill1 se observan dos alelos uno en gbran
normal y otro en el rango de premutacion estim&E&8G (Flecha). Carril 3: control negativo.

Como se muestra en fagura 24 confirmamos el diagndstico del paciente por
Southern Blot mediante el analisis del DNA gendnidoa enzimas de restriccion que
detectan la metilacién y posterior hibridacion cmndas especificas marcadas con
radioactividad, esta técnica se realizé en un &bdo de referencia: Sanatorio
Allende, Cérdoba, Argentina a cargo del Dr. AlbeéRimsa y Dra. Carla Bidinost.
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Figura 24: Southern Blot del Paciente FXTASIM: Marcador peso moleculai (— Hindlll)
Carriles: 1, 2, 3: Pacientes mujeres normales ICdrriPaciente varén normal (alelo de 32 repetie®)rb:
Paciente varén normal (alelo de 28 repeticioneg§lL6Paciente 112 varon con FXTAS con una expansion
en el rango de premutacion.

En los 4 varones restantes mediante el primer ¢l38rvamos una banda menor
a 45 repetidos CGG. Estos pacientes fueron infoosiacbmo no portadores de
mutaciones en el gen FMR1. De las 11 mujeres au#s 7 son heterocigotas (dos
bandas menores a 45 CGG) que se visualizaron egelude agarosa al 2% y se
informaron como no portadoras de una mutaciones gen FMR1.

En las 4 mujeres restantes observamos una solaabpod lo tanto se
secuenciaron. Con la lectura de las secuenciasnpsdsolo resolver una paciente
FXTAS 13, tiene dos alelos de 43 y 45 repetidos CGf de sus alelos se encuentra
en la zona gris (45-54 repeticiones CGG).

Las otras 3 pacientes quedaron sin resolver hhstareento: FXTAS 5, 11y 16
con la lectura del electroferograma pudimos conajue tenian un solo alelo con el
namero de repetidos que indica eridbla 4. Una de ellas, FXTAS 16, es pariente de

un paciente con SXF estamos a la espera de nueastnapara realizarles SB.

50



Poblacion 3 a) Familias de pacientes con resultadmolecular

positivo para la mutacién y/o premutacion del FMRL1.

En total se estudiaron 5 Familias con historia kamde SXF, 3 se ellas se
contactaron con la policlinica de genética del CHRRaveés de la Asociacion Sindrome
X Fragil Uruguay Y las otras 2 fueron diagnosticadas por primera e nuestro

laboratorio.

Familia 1723N

1723N E TDAH E Trastorno de Apredizaje Portador PM

.. © O

1 2 3 4
29/56 CGG

™ KO0 o

61CGG 61CGG 25/62 CGG
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La genealogia de la familia 1723N presenta cuggr@eraciones con un espectro
de desordenes relacionados con el SXF. El casoeintlll, es el primer hijo de una
pareja no consanguinea, actualmente tiene 21 a@spgrtador de una premutacion de
61 repetidos CGG, presenta dificultad en el apeajeliy trastorno del lenguaje,
actualmente esta cursando en Facultad de MeditidalaR. El individuo 1112 es
hermano del caso indice como se observa en lalggieg también es portador de una
premutacion de 61 repetidos CGG, actualmente tighafios y presenta TDAH en
tratamiento. El individuo 1113 tiene un alelo de &petidos CGG y es portadora de un
alelo premutado de 62 repetidos CGG, actualmesne tL7 afios y presenta TDAH.

La madre del caso indice es 12 tiene un alelo%eepetidos CGG y es portadora
de un alelo premutado de 56 repetidos CGG. La hearti8 tiene dos hijos 114 y 1115
gue también refieren que tienen dificultad en akngizaje. El individuo IV1 tiene

TDAH ninguno de ellos tiene diagndstico molecular.

El diagndstico molecular de la familia 1723 fuelizzao usando el primer PCR
con los primers c y f y luego se visualizé los@eton un gel de agarosa al Bigura
22 A), se recort6 las bandas y se secuenciaron. Tambigrakz6 el seqgundo PCR con

los primers SXF fluo para electroforesis capi{gigura 22B)

!4 1000 yh

—
— -

-._} 60 vl

Figura 22 A: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producide PCR del gen FMR1de la
Familia 1723 M: Marcador de peso moleculai.og DNA Ladder BioLabs, 1 paciente varén normal, 2
y 3, pacientes Ill1 y 1112 portadores de una expgamsen el rango de premutacion; 4 paciente 112
heterocigota con un alelo normal y otro alelo emaglgo de premutacion, 5 control negati?2 B:
Corrida de los mismos Pacientes en Electroforeafsl&: 1: Paciente 112 portadora de una premutacioé
.2: Varon normal, 3 y 4: Pacientes IlI1 y 1112 resfivamente, ambos portadores de una premutaclon de
gen FMRL1. . El eje de la y corresponde a la angplitel los picos de la fluorescencia y en el ejmase
corresponde el tamafio en pb de los picos.
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Los productos de PCR de estos pacientes se mandarsecuenciar para
determinar el nimero de repetidos y la estabilidadsus alelos, en [@abla 5 se

muestran los resultados de la secuencias incluylasdoterrupciones AGG.

Tabla 5 secuencias de la familia 1723.

Individuo Numero de Repetidos AGG
(CGGRAGG(CGGHAGG
112 (1723N) 29/56 CGG (CGG)s
(CGGYAGG(CGGHAGG
111 (1724N) 61 CGG (CGG)
(CGGAGG(CGGHAGG
112 (1725N) 61 CGG (CGG)
(CGGYAGG(CGGHAGG
113 (1726N) 25/62 CGG (CGGh2

Familia del paciente FXTAS 1. (Paciente diagnostao en la poblacion 2)

La genealogia FXTAS 1 muestra una familia de 4 ganenes. El caso indice 112 es
portador de un alelo premutado de 85 repetidos CGGfenotipo se describe con la
poblacién 2. El individuo IlI1 hija del caso indigee es una profesional de 30 afios es
heterocigota portadora de un alelo normal de 29 GGf&o premutado de 90 CGG
(figura 25), al momento de la consulta no refiere ningun siateandestacar. El
individuo 113 hermano del caso indice tiene un@alrmal de 31 CGG y por ultimo el

individuo V1 que al momento no se le ha realizatestudio clinico y molecular.
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FXTASI I] FXTAS Portador PM

O OO

B5 CGG 31 CGG

m ©

1
29/90 CGG

Figura 25: Electroforesis capilar de la paciente 1111 identfiia como 1666N donde se observan
dos picos (color azul) uno de 330 pb y otro de mays00 pb que al realizar la conversion, da urafem
de 29y 90 CGG (+-3 CGGQG) repetidos CGG respectivaiene El eje de la y corresponde a la amplitud de
los picos de la fluorescencia y en el eje de lasXesponde el tamafio en pb de los picos
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Familia 1773N

La siguiente genealogia de tres generaciones pords a la Familia 1773N, con
historia familiar con SXF, el caso indice es laigaie 12 que tiene actualmente 35 afios
y es portadora de un alelo premutado de 69 reEe(@BG. El individuo 11 tiene
actualmente 21 afios y es portador de un alelo peeloude 75 repetidos CGG la
anamnesis se desprende que tiene de dificultagréadizaje, el individuo 112 tiene 20
afos y posee un alelo de 29 repetidos CGG ponto t@ presenta una mutaciéon en el
gen y el individuo 113 es una mujer de 19 afios p@sadora de un alelo premutado de
75 CGG tiene un hijo 1111 que tiene 2 afios de egdadsee un alelo premutado de 70
repetidos CGG.

1773 N E Dificultad de Aprendizaje Portador P

! O
1 N
20/69 CGG

o

1 2 3
75 CGG 20CGG 30/75 CGG

III

70 CGG
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Se realiz6 el diagnéstico molecular usando el priR@R y luego se visualizé
los alelos con un gel de agarosa al #¢(a 27) se recortd las bandas y se mandaron a
secuenciar. Como se muestra enfigisras 28 y 29 se realizé el segundo PCR con los

primers SXF fluo y se visualiz6 por E.C.

Figura 27: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del productde PCR del gen FMR1:
Marcador de peso molecular KAPA™ Universal Ladd@sBstems. Carril 1: Paciente 12 se observan
dos alelos: uno en el rango normal de 29 CGG y aletn premutado estimado en 69 CGG. Carril 2:
Paciente 113 se observan dos alelos uno en el raogoal de 30 CGG y otro en el rango de premutacion
estimado 75 CGG, Carril 3: Paciente II1 se observalelo en el rango de premutacion estimado en 75
CGG. Carril 4 control positivo paciente de 70 raepmt CGG.

Dater Anatyed - e O S (=0 A O] Med
1771cf_MNP_001.fsa
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Figura 28: Electroforesis capilar de un paciente B identificado como 1771 NSe observan
dos picos (color azul) uno de 319 pb y otro de #3%ipe al realizar la conversion, da un tamafio dg 30
75 (+-3 CGG) repetidos CGG respectivamente. Etlejéa y corresponde a la amplitud de los picos de
la fluorescencia y en el eje de las X correspohtngaiio en pb de los picos
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Figura 29 Electroforesis capilar de un paciente I2dentificado como 1773Ndonde se observan
os picos (color Azul) uno de 315 pb y otro de 438pb al realizar la conversién, da un tamafio dg 28
69 (+-3 CGG) repetidos CGG respectivamente. Etlejia y corresponde a la amplitud de los picodade

fluorescencia y en el eje de las X correspondarséfio en pb de los picos.

Los productos de PCR de estos pacientes se mandarsecuenciar para

determinar el nimero de repetidos y la estabilidadsus alelos, en [@abla 6 se

muestran los resultados de la secuencias incluykasdoterrupciones AGG.

Tabla 6: Secuencias de la familia 1773N

Individuo | Numero de Repetidos AGG
12 (1773N) 29/69 CGG (CGGAGG(CGGYAGG(CGGe
[11 (1770N) 75 CGG (CGGAGG(CGGHAGG(CGG)s
12 (1772N) 29 CGG N/D
113 (1771N) 30/75 CGG (CGGAGG(CGGHAGG(CGG)s
1111 (1926N) 70 CGG (CGGAGG(CGGYAGG(CGG)o
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Genealogia de la familia 1835

1835 D Portadora PMMG E DI

n o B & e

h 2
28 CGG / MC
La siguiente genealogia de tres generaciones pomde a la Familia 1835, con
historia familiar con SXF, el caso indice es laigate |11l que presenta dos alelos
29CGG/ MC, de la anamnesis se desprende que ea’“sanse visualizan rasgos
fenotipicas asociadas a mutaciones en el gen FIRInadre 112 es portadora de la
PM, tiene 34 afios y termin¢ primaria el individli@ kiene DIy el individuo 1113 con
DI es portador de una MC para el gen FMR1 (Diagodstealizado en otro
laboratorio). De la anamnesis se establece qumdibaduos 116 y 117 tienen DI y no

tienen estudios realizados para determinar si fg/o MC del gen FMR1.

A la paciente 1111 nuestro caso indice y a su mal@&ee realizo el primer PCR
donde se visualiz6 una sola banda (dato que naisstra), como indica el protocolo se
realizd secuenciacién donde no se pudo visualiaikmprfismos determinando asi que
podrian ser portadoras un alelo expandido o erefectth homocigotas. No se realizd
un segundo PCR para preservar el ADN para SB. Soloandoé el ADN del individuo
111 para SB cuyos resultados se muestran éguaa 30.
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Figura 30: Southern Blot para determinar expansions mayores a 200 CGGM: Marcador
peso moleculard(— Hindlll) Carriles: 1, 2, 5y 6: mujeres normalé€&rril 3 mujer portadora de una
expansion mayor a 200CGG se observan ambos alehosreal y otro en el rango de PM y el alelo con
MC, carril 4 se observa a la paciente 1111 presentalelo PM/MC.

Familia 1879 N

La siguiente genealogia de tres generaciones pomde a la Familia 1879, el
caso indice es el paciente Ill1 actualmente tiersi@s presenta un mosaisismo de
PM/MC y fue diagnosticado con TEA, actualmente estératamiento. Su madre 112 es
portadora de la PM sana. Los individuos 1112 y 1tlé 6 afios y 7 meses de edad son
sanos y el individuo 1113 tiene TEA. Solo se deternel nimero de repetidos CGG al
caso indice el resto de la familia aiin no se pwerdhinar se lo va a citar para pedir

muestra para el diagndstico.
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1879 N

TEA
_I

IT

Portadora de PM/MC

III

Se realiz6 el diagnéstico molecular usando el priMER y no se visualizo

producto de amplificacién, luego realizamos el TERPcon el primer quimérico y se

visualizé por electroforesis capiléfrgura 31). EI ADN del paciente fue enviado para

SB vy los resultados se muestran efigara 32.
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Figura 31 Electroforesis capilar del paciente Illlidentificado como 1879 Ndonde se observan
varios picos (color Azul) uno los mas prominenias de 432, 495 y 668 pb que al realizar la congarsi
de 69, 127 y 184 (+-3 CGG) repetidos CGG. Los pitasanjas corresponden al control interno de la
técnica. El eje de la y corresponde a la amplitadod picos de la fluorescencia y en el eje deXlas
corresponde el tamafio en pb de los picos.
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Figura 32: Southern Blot para determinar expansione mayores a 200 CGGM: Marcador
peso molecular(— Hindlll) Carriles: 1, 2, varones normales, d&a8rel individuo Il11 varén portador de
una expansion mayor a 200CGG, carril 4 y 5 mujecemales.
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Poblacion 3 b) Pacientes con trastornos neurocofuhles que se asocian a la

premutacién

A continuacién se presenta tabla 7 con los resultados en un total de 54

pacientes que cumplen los criterios mencionadad enunciado.

N° Muestra ADN | Sexo |Resultados N° Muestra ADN | Sexo |Resultados
1660N M Normal 1612N F Normal
1670N M Normal 1624N F Normal
1671N M Normal 1645N F Normal
1672N M Normal 1673N F Normal
1682N M Normal 1690N F Normal
1697N M Normal 1717N F Normal
1718N M Normal 1735N F Normal
1730N M Posible Premutado | 1802N F Posible Premutada
1747N M Normal 1814N F Normal
1774N M Normal 1815N F Posible Premutada
1778N M Normal 1816N F Normal
1792N M Normal 1830N F Normal
1793N M Normal 1847N F Normal
1799N M Normal 1870N F Normal
1805N M Normal 1877N F Normal
1806N M Normal 1883N F Normal
1807N M Normal 1895N F Normal
1817N M Normal 1899N F Posible Premutada
1851N M Normal 1908N F Normal
1865N M Normal 1927N F Normal
1871N M Normal

1879N M Mutacion Completa

1886N M Normal

1893N M Normal

1898N M Normal

1900N M Normal

1902N M Normal

1905N M Normal

1906N M Normal

1914N M Normal

1915N M Normal

1918N M Normal

1920N M Normal

1921N M Normal

De los resultados presentados ertalla 7 con un total de 54 pacientes con
trastornos neuroconductuales como TEA y TDAH: 4btakal se informaron como no
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portadores de una PM y/o MC en el gen FMR1. Dosepses varones con sospecha de
tener un alelo con una PM y/o MC: El paciente 178@H confirmado y cuya
genealogia ya se describi6 anteriormente en laapdinl 3 y el paciente 1730 la
extraccion de ADN dio una baja concentracion (4g/ no se pudo realizar ningun

estudio mas. Hasta la fecha no se pudo realizamghcto para repeticion de muestra.

Para la realizacion del grafico que se presentka éigura 31 se utilizaron las
secuencias de los alelos de 28 pacientes de lagiates 1, 2, 3a y 3b. Dado que todos

los métodos usados tienen un error de +£3, no eklpaketerminar con mayor exactitud.

Alelos CGG
8
7
7
6
6
5
5
4
4
3
2 2 2
2
1 1 1 1

1
0 T T T T T T T T T T 1

23CGG 27CGG 28CGG 29CGG 30CGG 31CGG 32CGG 41CGG 44CGG 46CGG 51CaGG

Alelos

Figura 31: Grafico de barras que muestran la distdbucion de repetidos CGG en la
Poblacién estudiada:Se utilizé la poblacién 1, 2,3 ay 3 b.
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DISCUSION

Optimizacion de meétodos para la determinacion del tmero de
repetidos en la region 5’ del gen FMR1

Los recientes avances en las tecnologias basadds BECR han permitido
caracterizar el espectro completo de las exparsideela regién 5' del gen FMR1,
incluyendo la evaluacion del estado de metilacidonpmo resultado, se han reducido
los casos en el que se deben realizar la técni@adzs de oro:el Southern Blot (SB). El
SB continua siendo necesario para verificar lo®osatuidosos y para distinguir las
mujeres homocigotas de las que tienen un alelo aloynotro expandido. Dado el
namero de pacientes de nuestro medio, resultagractico optimizar el SB por ser una
técnica laboriosa y costosa, por lo tanto nuestteategia se dirigio al desarrollo de
métodos de PCR y secuenciacion que nos permitigsamnuir el nimero de casos que
necesitan SB para ser resueltos y realizar estécég&en un laboratorio de Cordoba,
Argentina con mucha experiencia y que maneja unengimanual de casos mucho

mayor.

En este trabajo se realizo la puesta a punto geatacolo propuesto por Tassone
et al (2008) para determinar el nimero de repetidos @8IGgen FMR1. Se pudo
implementar el primer y segundo PCR cuya difeieeas la taq polimerasa utilizada y
cuyo rango de amplificacion para el primero essldee5 a 70 repetidos CGG y para el
segundo de 5 a 90 repetidos CGG ambos se visugdaelectroforesis (de agarosa y
/o capilar) los varones normales, mujeres heteot@sy normales y expansiones
pequefias de hasta 90 repetidos CGG. Se optimigB-BICR (tercer PCR) que es una
técnica robusta y sirve para determinar el numercegetidos hasta 200 CGG, ademas
permite el mapeo de las interrupciones AGG, quluyah en la estabilidad de la

expansion de los repetidos CGG como se mencicmedi@mente en este trabajo.

Fue determinante para la puesta a punto el uspolimerasas (taq platinum
(invitrogen, GCrich systems (Roche Diagnostics) xpdahd Long Template PCR

System (Roche Diagnostics) en todos los casos am@y un“hot start” en el
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protocolo de ciclado (2 min a %2 para taq platimun y 68 para tag de Roche) que es
muy utilizado para regiones ricas en GC, debidaggalmente a la dificultad de la
amplificacion de la region de repetidos CGG expdamdy la preferencia de la
amplificacion de los alelos normales por parte alenisma. La visualizacién de los
productos de PCR en geles de agarosa al 2 % pearnateesolucion rapida y sencilla y

sobre todo reproducible.

Utilizamos como herramienta de diagnéstico la secaeion para la
determinacion del nimero de repetidos CGG, debildoexperiencia del departamento
de genética en el diagnostico de enfermedadesriptetas, la lectura de dos alelos
diferentes en los electroferogramas resuelve afldbsismo tamafio o que difieren en
dos o tres repetidos CGG. La determinacion dedagurcia de dos alelos se basa en la
identificacién de polimorfismos de las interrup@srmGG entre los repetidos CGG. Si
en la secuencia no se observan polimorfismos ésldifstinguir dos alelos distintos
aungue difieran en el nimero de repetidos ya quegian flanqueante de los repetidos
CGG es rica en GC y la polimerasa “patina” y anrlas varones que tienen un solo
alelo se observan secuencias “fantasmas” queeifien 3 o multiplos de 3 nucledtidos

del alelo “principal”, como se observa erifpura 32.

Sample: 1884_SXF_C |File: C:\Users Naty\AppData Local| Temp RarSDI13.9261160906-054_A02_1884_SXF_C.abl

ers\Naty\AppData\Local\Temp\Rar§ DI26.562'160906-054_C02_1884_SXF_F.abl =, = || 23

. |Sample: 1884_SXF_F |File: C:\Users\Naty AppData L ocal Temgp RarSDI26.562\160906-054_C02_1884_SXF_F.abl

160 180 190
CCGCCGCCGCCGCCGE CGCCGCCGCCGCCICCGCEGCCGCCGCCGCCGECGCCGCCGC CGgaGcC IGCCGC ACGCCCCCTGGCAGCGGCGCCTCCG

muumuumummmmmmmmmunmumu o il
~—

Figura 32: Electroferograma del producto de PCR dauna mujer posible potadora de una
premutacién del gen FMR1 Arriba usando cebador f (directo) que hibridaidat 5° de la secuencia
repetida CGGn. Abajo usando el primer ¢ (revergoladsecuencia que hibrida hacia el 3". Se seala ¢
los circulos la secuencia que precede el tramepetidos CGG donde se observa un patrén tipo "olas"
ilegible esto se debe a que la polimerasa "patieslizandose sobre el ADN molde. Los productos del
deslizamiento no son aparentes cuando el fragnsentdserva en un gel de agarosa.
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Para los pacientes que no se pudieron resolvelosatos primeros realizamos el
tercer PCR denominado TP-PCR para la amplificadémumeros de repetidos hasta
200 CGG vy gque es seguido de electroforesis capitarde se incluyd: a) Mujeres con
una sola banda de amplificacion y b) Varones domulese visualiza una banda de

amplificacion.

En el total de 11 pacientes (1 varén y 10 mujeges) cumplieron con estos
criterios, solo pudimos resolver al Unico pacievaedn donde observamos en la EC
varios picos mayores de 100 CGG (figura 29 de tados$) por este motivo valoramos
la posibilidad de realizarle el SB para visualizkslos mayores de 200 CGG (figura 30
de resultados),y cuyo resultado fue el primer vayda diagnosticamos portador de
alelos en el rango PM y MC (Mosaico). Este paciete permitié resolver un rango de
amplificacion de hasta 184 repetidos con la tacde TP-PCR optimizando el rango
de las premutaciones diagnosticadas en los pasieatenes. Se estudio a la familia de

este paciente la cual discutiremos mas adelanéstercapitulo.

En las 10 mujeres el TP-PCR no pudo resolver falic@ddn de homocigotas o
portadoras de una premutacion y se realizo el §8 resultado fue el siguiente: 8 eran
mujeres homocigotas normales y 2 portadoras agealm expandido mayor a 200 CGG
(ambas tenian antecedentes de familiares con el estos resultados para el caso
de las mujeres con una sola banda de amplificacgdn polimorfismos en la secuencia,
la técnica confirmatoria fue el SB donde se pudseokar el alelo de tamafio 2,8 Kb
normal sin metilar y el alelo normal de 5.8 Kb raelo. Para estas pacientes las
técnicas de PCRs de los protocolos establecidd assoneet al 2008 y Filipovicet al
2010 no pudimos reproducir los resultados obtendsmbos protocolos, pensamos
que tendriamos que evaluar las condiciones de NSAy reactivos utilizados que

puedan haber interferido.
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Correlacion genotipo-fenotipo en las poblaciones esliadas

En este trabajo se estudiaron 3 poblaciones ditsedebido al espectro de

fenotipos que genera la premutacion del gen.

Poblacién 1: Niflos con DI, malformaciones y /onalisfias con alteraciones

conductuales

El objetivo de estudiar esta poblacién fual@ar la frecuencia de expansiones del
gen FMRL1 en nifios con discapacidad intelectual (@l)sindrémica, en el caso de
encontrar nifos con expansiones en el rango deu@omdn completa estariamos
detectando presentaciones atipicas del SXF, yandmlas expansiones menores a 200
repetidos CGG contribuiriamos al conocimiento dgdgd de los alelos premutados de
FMR1 como genes de predisposicion en las DI déogii multifactorial.

Se realiz6 el diagnostico a 117 nifios comilformaciones y/o dismorfias, historia
familiar de DI y alteraciones conductuales comoicitéhtencional, hiperactividad,
impulsividad, trastornos de espectro autista. lessltados en esta poblacién sesgada
no fueron los esperados ya que pensamos que lalplided de encontrar algunos
nifos portadores de la PM eran mayor a lo que wvas®s (ningun paciente fue
portador de PM o MC) debido a la mayor frecuenaaadtismo y trastornos de
aprendizaje encontrados en esta poblacién, queakpmas de las caracteristicas
asociadas a los fenotipos de nifios que presentpremautacion del gen. Esto podria
deberse al numero pequefio de la muestra con damgamnaos ya que la frecuencia de
SXF es de 1 en 4000 en varones y 1 en 6000 en esujgr para la PM es 130-250
mujeres y 1 en 250-810 varones, ademas sabemomftiueen otros factores como
nivel socioeconémico y factores ambientales. Cabstagar que en esta muestra
predominan los nifios con discapacidad intelectuaberada y severa, y en los
premutados esperariamos formas leves de DI y/dotres del aprendizaje o del

lenguaje como se describe en la introduccion detesbajo.
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Poblacién 2) Mujeres y varones mayores de 50 abagemblor vy ataxias.

Se diagnosticaron 18 pacientes mayores de 50 afiosignos clinicos de temblor
de intencion y ataxia; de los resultados obtenwws el primer y segundo PCR solo
observamos un varon que presento la PM del gen Rvigglportador de un alelo de 85

repetidos CGG. En el diagndstico clinico se preseoimo un caso clasico de FXTAS.

El paciente realiza la consulta a los 52 afios ponbtor y ataxia, como
antecedentes presentaba temblor postural en miesigerior izquierdo desde la
infancia, sin repercusion funcional. A los 49 afo$0 temblor ceféalico en negacion,
agregando importante temblor distal en miembrogsones, sobre todo de intencién y
en menor medida postural que llega a perturbac&mmente la escritura. Observamos
gue en este paciente la aparicion de los priménbsnsas es temprana (49 afos) siendo
la edad media de presentacion de 62 afos, tamltaéma lla atencion la rapida
progresion de la enfermedad (3 afios de evolucidngjemplo: en el area cognitiva en
el entorno familiar refiere cambios conductualesestacomo: desinhibicién e
irritabilidad y en los test neuropsicolégicos sesafa un deterioro cognitivo leve a
forma amnésica. No esta claro si los signos cgsijpreceden, o son contemporaneos
con el inicio del temblor y la ataxia, y si estagegen estar asociados con anomalias
neuropatoldgicas y / o neuroradiologicas.

Los datos neurofisiologicos y de neuroimagen, jurdon el examen
neuropsicolégico, pueden ayudar a responder apestmnta. En la bibliografia se ha
correlacionado la gravedad de los sintomas conlelero de repetidos CGG. Las
inclusiones intranucleares en neuronas y astrodioks individuos afectados son el
sello neuropatologico de FXTAS, y se ha visto quedmero esta correlacionado con
el numero de repetidos CGG lo que recalca la impora del diagnostico molecular
como prediccién de la extensién de la afectaciamaiégica en los portadores de PM
En nuestro estudio, no podemos establecer ningonalacién, ya que solamente
tenemos un paciente diagnosticado, que presentdoome relativamente precoz y

grave con 85 repetidos.
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De las 11 mujeres con ataxias, 3 mujeres son gssitdndidatas de portar un
alelo premutado, y una de ellas tiene anteceddatesiares de SXF. No pudimos
confirmar nuestra hipo6tesis en estas pacientesdoledi que con los 3 PCRs y la
secuenciacion solo llegamos a observar una bandamgdificacion por lo tanto no
podemos correlacionar su fenotipo con el genotlpebido a la degradacion que
observamos en el ADN de estas pacientes no se neatlear el SB. Si se confirma
positivo para la PM en estas pacientes habria to@oion de 3 mujeres premutadas
con FXTAS en un total 13 mujeres con ataxias.aSen porcentaje alto (23%), la
frecuencia esperada para las mujeres que predarpgggmutacion del gen y desarrollen
FXTAS es entre 8 -16%. En el caso de los varonesstiepoblacion 1 de 5 estudiados
presenta la PM del gen y desarroll6 FXTAS. Se esqee la frecuencia esperada en los
varones portadores de la premutacion y desarrdi¥mAS sea del 30%. Sabemos que
nuestro n poblacional es muy pequefio para transfadarecuencias encontradas en
nuestro pais con las encontradas a nivel mundsaé §esgo en la poblacion estudiada
se obtuvo debido la experiencia clinica de los dlegps de la Policlinica de
Movimientos Anormales y Enfermedad de Parkinson ekéndiagndstico de esta
enfermedad ya que a edades mas avanzadas se po&delt con Parkinson habiendo

un sub-diagnéstico clinico del FXTAS.

El objetivo central de este trabajo fue estudiardistintos fenotipos neuroldgicos
de los premutados, en los que se centr0 la poblaBd Se estudiaron dos
subpoblaciones, en la primera se analizaron fagnidi@an integrantes conocidos con
expansiones del gen FMR1, esperando encontrar padosiy estudiar su fenotipo. En
la segunda subpoblacion se estudié el gen FMRheiemtes con fenotipos que podrian
estar asociados a la premutacion. Si bien es ieperta determinacion de la frecuencia
de portadores de premutaciones en los nifios cas dehotipos, lo esperado es
encontrar un bajo niumero de premutados en estadagubpoblacion. El motivo es
gue los fenotipos de TDAH, TEA extendido, trastarm@l lenguaje y dificultades de
aprendizaje son muy frecuentes en la poblaciénrgkryetienen una base genética

multifactorial. Las premutaciones del gen FMR1 ¢idmsian un factor genético
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importante, pero su manifestacion fenotipica depeni@l contexto genético y

epigenético y de los factores ambientales.

3 a) Familias de pacientes con resultado molecplasitivo para la mutacion y/o

premutacion del FMR1.

Este estudio permitié caracterizar fenotipicamgngenotipicamente a un grupo
de familias con antecedentes de SXF. Encontramdstahde 5 familias en la cuales
estudiamos la segregacion y estabilidad de loosaldtn las familias denominadas
1723N y 1773N se observo una tendencia a la estadbitle los alelos premutados en la
descendencia de las mujeres premutadas. En anthdimdadas mujeres casos indices
eran portadoras de 2 interrupciones AGG (determamagubr secuenciacion). De la
literatura sabemos que la cantidad y posicion de AGG son importantes en la
estabilidad replicativa y por ende, en la posihiidde expansion en la siguiente
generacion. De hecho, se ha establecido que gorids expansiéon a MC en hijos de
madres portadoras de una PM disminuye en un 60%a sinadre presenta 2
interrupciones AGG dentro de una repeticion totalek rango de 70 a 80 repetidos
CGG, en comparacion con aquellas madres que nentieimguna interrupcién dentro
del mismo rangd. Este dato es muy importante a la hora de asesdoarfamiliares en
edad reproductiva. Ademas de la tendencia del alelo expandirse se observé en la
familia 1773 una contraccion de 5 repetidos CGCGelealelo del individuo IlI1 (70
repetidos CGG) siendo su madre portadora de ua d&el’5 CGG. Las contracciones
de los repetidos cuando se trata de la trasmisbaldlo de la madre PM a su hijo se
presentan en un porcentaje menor a las expansigsiesnifio tiene actualmente tiene 2
afos y aun no se pueden determinar las caraatarfstiotipicas. Esta familia esta en
seguimiento por los médicos de la policlinica dedtiea.

Los fenotipos de ambas familias son similares sieqee tanto en la familia la
1723 al igual que la 1773 en los hijos portadoeetadPM, (rango de 69 a 75 CGG) se

observan trastornos de aprendizaje, lenguaje y T.OHdtas caracteristicas fenotipicas
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estan de acuerdo a las edades que van desde 1l&f@®De la Familia del paciente
FXTAS 1 solo se pudo observar una pequefia expadsid@ielo 111 de 85 repetidos
CGG en el individuo IlI1 lo que es esperado dedarhision de padre a hija ya que las
grandes expansiones se producen en la meiosisrmaatdrfenotipo del paciente con
FXTAS se describio en la poblacion 2. Seria intames estudiar el nimero de
repetidos CGG en la integrante IV 1 y si presemtmrea caracteristica fenotipica

asociada en el caso que sea portadora de la PM.

En la Familia 1879 el caso indice fue diagnodticeomo portador de una PM por
PCR y una MC por SB vemos la presencia de ambos tip mutaciones tanto en el
tamafio de los alelos como en su metilacion. Estiep@ presenta un mosaisisneste
se observa en 12% de los pacientes afectados cdfi®.SEste nifio presenta
caracteristicas de los trastornos del espectrgtauicolalias, aleteos, estereotipos) y
del SXF como cara alargada, orejas grandes y dgsfds, pero no presenta la DI y
otras caracteristicas tipicas del SXB. presencia de caracteristicas fenotipicas tipicas
del SXF y otras atipicas seria coherente con elaisissmo. Como existen algunas
formas no metiladas del gen FMR1, se espera quaapo@ber cierta expresion de la
proteina FMRP en algunos tejidos. En los casosutaaidn en mosaico se han descrito
cantidades variables de FMRP y un mayor coeficientelectual®, en la familia
también hay otro individuo con TEA en tratamiergq, este caso no se determiné el
estado de portador de la PM y/o MC del gen aula &aluar el nUmero de repetidos
del resto de la familia, en especial en el hernmaanor.

En la Familia 1835 se observé que 3 integranteeiddl, el individuo 1113 con
diagnostico positivo de SXF, los individuos 1167 Iy 1112 alin no se les determiné el
namero de repetidos CGG. El caso indice 1llI1 esapora de una PM /MC (mosaico)
como se muestra en resultados, de la anamnesiespeedde que no se observan
fenotipos asociados con la PM/MC. En el caso denunjar, ademas de la expresion de
la proteina FMR1 en los alelos premutados, tambiloye en la expresividad la
inactivacion del cromosoma X (ICX) o lyonizacl@nEn las mujeres, el fenotipo esta
influenciado por el patron de ICX que presentan;seyhan reportado niveles de

Coeficiente Intelectual (Cl) mas altos en mujeresn cMC que portan
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predominantemente el alelo del gen FMR1 normalapaifica la proteina FMRP (NL,
5-44 CGG) en el cromosoma X acti.oEl nimero de repetidos CGG y el mosaisismo
asociado a la metilacion del gen puede tener uantaefpositivo en las funciones
cognitivas de los individuos con MC y reducir lapeancia de SX£. Sin embargo, el
mosaisismo de un alelo PM, que suele asociarsaigefes altos del ARNm (de 2-10
veces) y con niveles ligeramente menores de FM&Msenta los riesgos de desarrollar
sintomas psicéticds En una reciente revisién se resume que las nsugpre tienen la
MC tienen 30% de probabilidades de tener un Cl agr@25% de tener DI con CI
menor a 70, sin embargo pueden presentar difi@gtade aprendizaje (60%) y

trastornos emocionales (70%)

3b) Pacientes con Trastornos neuroconductualesiados a la premutacian

En ambas poblaciones se incluyé antecedentes theidifamiliar, y antecedentes
de TEA extendido, TDAH, dificultades de aprendizagificultades del lenguaje. En la
mayoria de los casos los datos fenotipicos surgideola anamnesis, examen clinico e

informes de consultas anteriores con especialistas.

En los pacientes en las que se logré determinar sque portadores de la
premutacién, se deben realizar estudios neuroggiicnls y psiquiatricos mas
completos para establecer un fenotipo neuroconduotas preciso. Estos estudios se
han comenzado con algunos pacientes, pero aunnemoés resultados para analizar.
Sin embargo, a partir de los datos de la anamgedésios estudios que tienen algunos
pacientes, nos llama la atencién que casi todopiesutados estudiados presentan
alguno de los rasgos fenotipicos estudiados. Sirmepodemos descartar otros factores
genéticos, epigenéticos y ambientales, concluimeses muy importante profundizar
el estudio de las premutaciones y las correlacideestipo-genotipo, mas alla de la
importancia en el consejo genético con respectoiesgo de SXF. Los enfoques
terapéuticos también deberian tomar en cuenta ksamsmos moleculares de los

trastornos que derivan de la acumulacién del ARNraléejido nervioso.
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También observamos que en la poblacion de DI mddesa severa, sin el
fenotipo caracteristico del SXF, la frecuenciaatedxpansiones del gen FMR1 es baja,
si bien nuestro numero de pacientes no permite sacalusiones estadisticas, el hecho
de no haber encontrado expansiones del gen FMRdden los varones estudiados nos

permite estimar un frecuencia menor a 1/50.

Si bien consideramos que sigue siendo recomendableir el estudio del
namero de repetidos del gen FMR1 como rutina eastéak nifios con DI, por tratarse
de un estudio de costo accesible, no esperamodinmnera de positivos importante
cuando no se encuentra el fenotipo del SXF aungaees forma parcial. También
resulta muy util la determinacién de las premutaes) cuyo espectro fenotipico es
menos definido y podria encontrarse en los nifios [Bb leve que presentan otros

trastornos asociados.

Para finalizar con trabajo nos propusimos determiea las poblaciones
estudiadas 1, 2 y 3 la frecuencia de los difeeetipps de alelos que presenta el gen
FMR1 tomando las secuencias de los alelos en goramrmal y zona gris de 28
pacientes lo que observamos con un porcentaje ,de%d &l alelo de 29 repetidos CGG
siendo este el mas frecuente (figura 31 de resdjaelsta frecuencia coincide con las
observadas en otras poblaciones a nivel mundiah @epecto a los alelos que se
encuentran en la zona gris (45-54 CGG) encontramd®% (3 en un total de 28). En
estudios realizados de nifios recién nacidos emas/@artes del mundo (USA, Israel,
Taiwan y Espafa) se determin6 la prevalencia dealetos de la zona gris o
intermedios: 1:22-66 en mujeres y 1:42-112 en wsolas diferencias numéricas
observadas se debe a las caracteristicas de cdizcipn estudiada. Siendo una
frecuencia bastante alta comparada con las fremseabservadas de otras poblaciones
sin embargo creemos que debemos realizar un moestie grande para transpolar a
otras poblaciones ya que nuestro n poblacional s pequeiio (n=28) y partimos de
una poblacion sesgada que no necesariamente r&fldf@cuencia de la poblacién
general. Cabe destacar que este tipo de expangionestan claramente asociadas con

un fenotipo en particular.
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CONCLUSIONES

Conclusién General

Con este trabajo se ha establecido un equipo istgotnario que estudia las
bases clinico-moleculares de los distintos fenstigmatolégicos asociados a las
premutaciones y/o mutaciones del gen FMR1 (Causaatsindrome de X Fragil)

permitiendo el asesoramiento genético integras ddmilias estudiadas.

Conclusiones especificas.

Se optimizé la metodologia de PCR como técnicaidgndstico para PM y/o
MC del gen FMR1 que nos permitié determinar el eforde repetidos CGG en tres
poblaciones estudiadas que presentaron caradasisisociadas a fenotipos de
portadores con la PM y/o MC del gen FMR1. Pudimesolver alelos de hasta 90

repetidos CGG en las mujeres y alelos de hastael#lidos CGG en los varones.

Es importante resaltar que utilizando PCR comoitécunle diagndstico nos
permitié disminuir considerablemente el nimero deigntes sin resolver (11 en un
total de 202) que necesitaron para su diagnoséctednica de SB. Por tal motivo
pensamos que estamos en condiciones de ofreceruaci@ diagndstico confiable a un
costo accesible para nuestro sistema de salud,cpstb de SB se atenta con un
pequefio costo agregado al estudio basico. Adenmdiagiostico molecular se vincula

con un equipo calificado de genetistas clinicosrgaézan el asesoramiento genético.

De las familias estudiadas se estudié en dos ifmmlih transmision del alelo
expandido y observamos la importancia de lasrugperones AGG en la estabilidad de
los repetidos CGG ya que notamos pequefas expassiem las siguientes
generaciones, lo que permitid6 el asesoramiento tigengara futuras decisiones

reproductivas.
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Se describidé el primer caso de Sindrome TembloxiAtAsociado al X-Fragil
(FXTAS) en un paciente que presenta una premutad@B®5 repetidos CGG en el
Uruguay siendo importante su divulgacion en la cohad de Neurologia para que no

haya un sub-diagndstico de FXTAS en la poblaciés ai@sa con ataxias.

PERSPECTIVAS

Estamos trabajando para conformar un grupo inw@pliisario con la
colaboraciéon del Instituto de Neurologia y la Glinide Psiquiatria Pediatrica de la
Facultad de Medicina, para realizar estudios neicofdgicos Yy psiquiatricos
sistematizados a los pacientes portadores de paeionés. De esta manera esperamos
caracterizar mejor los fenotipos, establecer manmesdcognitivos tempranos descriptos

en varios trabajos y sugerir un protocolo diagicosti

Nos proponemos optimizar un método de PCR pamadiestdel estado de
metilacion del promotor del gen FMR1, que puedeltasitil en los casos de varones
con expansiones en el limite entre la premutaciémutaciéon completa que se puedan
diagnosticar sin realizar el SB disminuyendo mastehero de pacientes que requieran

esta técnica.
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ANEXO

TABLA de estimacion de repetidos CCG:La estimacion se realiza en base al

tamafio del producto de amplificacién del PCR canpiomers “c” y “f” descriptos por
Tassone 2008.

Numero Numero Numero Numero Numero Numero
Repetidos PB Repetidos PB RepeﬁdoleB RepeﬂdoleB RepeﬂdoleB Repetidos PB
20 301 62 427104 553 146 679188 805 230 931
21 304 63 430 105 554 147 682 189 808 231 934
22 30764 433 106 559 148 685190 811232 937
23 310 65 436/ 107 562 149 688 191 814 233 940
24 313 66 439 108 565 150 691192 817234 943
25 316/ 67 442109 568 151 694 193 820 235 946
26 319 68 445110 571152 697194 823 236 949
27 32269 448 111 574153 700 195 826 237 952
28 32570 451]112 577154 703 196 829 238 955
29 328 71 454113 580 155 706 197 832239 958
30 33172 457114 583 156 709 198 835 240 961
31 33473 460 115 586 157 712199 838 241 964
32 33774 463 116 589 158 715200 841242 967
33 340 75 466/ 117 592 159 718 201 844 243 970
34 343 76 469 118 595 160 721202 847 244 973
35 346/ 77 4721119 598 161 724203 850 245 976
36 349 78 475120 601 162 727 204 853 246 979
37 352 79 478121 604 163 730 205 854 247 982
38 35580 481122 607 164 733 206 859 248 985
39 358 81 484,123 610 165 736 207 862 249 988
40 361 82 487124 613 166 739 208 865 250 991
41 364 83 490 125 616167 742 209 868

42 367/ 84 493 126 619168 745210 871

43 37085 496/ 127 622169 748 211 874

44 373 86 499 128 625170 751212 877

45 376/ 87 502 129 628171 754213 880

46 379 88 505130 631172 757214 883

47 382 89 508 131 634173 760 215 8864

48 38590 511132 637174 763216 889

49 38891 514133 640175 766 217 892

50 391 92 517134 643176 769218 895

51 39493 520 135 646 177 772219 898

52 39794 523 136 649178 779220 901
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53 400 95 526 137 652179 778221 904
54 403 96 529 138 659 180 781222 907
55 406 97 532139 658 181 784 223 910
56 409 98 535140 661182 787 224 913
57 41299 538 141 664 183 790 225 916
58 415100 541142 667 184 793 226 919
59 418101 544143 670185 796227 922
60 421102 541144 673186 799 228 925
61 424103 550 145 674187 802 229 928
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Primers usados en los PCR para determinar una Motgéo premutacion del
genFMR1.

Nombre Secuencia
“c” 5GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT3
PR R “f" | ’AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCA3’
F 5TCA GGC GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC A3’
SXF Fluo R 5'FAM-AAG CGC CAT TGG AGC CCC GCACTT CC3
F 5GCGCTAGCAGGGCTGAAGAGAAGT’
SXF-Nst R 5" /5Cy55/TTC ACT TCC GGT GGA GGG CC3
SXF chimCGG | F 5AGCGTCTACTGTCTCGGCACTTGCCCGCCGCCGCCGE
SXF-Chas F 5’GCGCTAGCAGGGCTGAAGAGAAG3’

Fragmentos de amplificacion del gen FMR1

ggaacagcgttgatcacgtgacgtggtttcagtgttTacacccgcagegggggttcggcectcagtcagge
gctcagcteegTtteggtTTCACTTCCGGTGGAGGGCCgectctgagecgggecgggecgacggega
gcgcgggeggceggceggtgacggaggcegecgetgccagggggcgtga@eagggcggeggeggeggegge
ggcggcggaggeggeggeggeggeggeggeggegatgggectcgagegeccgcageccacctctcgggggeg
ggctcccgcgctagcagggctgaagagadd G GAGGAGCTGGTGGTGGAAGTGCGGG
GCTCCAATGGCGCTTTCTACAAGgtacttgctctagggcaggcccc

Las letras en minuscula corresponden a intronasmiaylsculas a exones. Los
tripletes CGG estan resaltados en rojo, y el tepheT G de inicio de la traduccién esta
remarcado en violeta. Con negro se marcan los @ifGey F de Tassone et al 2008.
Con el fondo gris se marcan el primer reverso nadaramn FAM y el primer directo
descritos por Filipovic-Sadic et al (20iD)para resolver los fragmentos por
electroforesis capilar en un equipo de secuenciacit por ultimo, en Negrita y

subrayado se marcan los primers Nested disefiado®potros.
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Criterios de inclusion de Berry Kravis :

* Inicio de una ataxia cerebelosa de causa desc@eaidin paciente por encima de
los 50 afios.

* Inicio de un temblor de accion de causa desconamidan paciente por encima de
los 50 afios con parkinsonismo o deterioro cognitivo

» Diagnostico previo de Atrofia Multiple Sistémicabsipo cerebeloso.

» Signo del Pedunculo Cerebeloso Medio en imagenddNM en T2/FLAIR en un
paciente con clinica consistente con FXTAS.

» Historia familiar positiva de mutaciéon en FMR1 enindividuo con probabilidad de
ser un portador basado en su posicion en la gagiaak presenta clinica consistente
con FXTAS.

« Historia familiar o personal de infertilidad/menog& prematura en un paciente con
clinica consistente con FXTAS.

En cada paciente se realizaron escalas clinicasdi@sneuropsicolégico y

neuroimagen estructural y funcional
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Dra. Leda Roche
Dr. Victor Raggio
Dra. Alejandra Tapié

Dra. Faride Ututbey

Depto. Genética

Facultad de Medicina

Av. Gral. Flores 2125
Montevideo 11800,

Uruguay

Tel: 292492562

DEPARTAMENTO DE GENETICA

Estudio del gen FMR1

Fecha:

Fecha de recepcion de la muestra:

Paciente:

Cl:

Cadigo:

Material: 5 ml de sangre periférica

Procedencia: Departamento de Genética, Proyecto SXF
Motivo del pedido:

Solicitante

Estudio: El sindrome del cromosoma X-fragil (SXF) est& eaas en un
99% de los casos, por una expansion del trinude&@iGG en la region 5’
del gen FMR1, localizado en el cromosoma X. Lasaagpnes mayores a
200 repetidos denominadas mutacion completa calssXF, y las
expansiones entre 50 y 200 repetidos denominadasupaciones son
inestables y pueden expandirse en la descendencia.

Método: Se ha analizado el gen FMR1 en una muestra de AN d
paciente mediante la amplificacion por PCR con detss especificos,
visualizacion por electroforesis en gel de agayosacuenciacion.

Resultado:

Dra. Leda Roche

Profesora Directora del Departamento de Genética
Responsable del Laboratorio de Diagndstico
Molecular
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO DE FENOTIPOS PATOLOGICOS CARACTERISTICOS DE
PREMUTACIONES DEL GEN FMR1

Responsable: Lic. Natalia Pi Denig npi@fmed.edu.uy)

Tutor: Dra. Leda Roche (Iroche@fmed.edu.uy)

Teléfonos y direccion de contacto:
Departamento de Genética, Facultad de MedicinalaBde
Avda. Gral. Flores 2125
Telf: 2924 3414 (int. 3469)

Fax: 2924 3414 (int. 3362)

INFORMACION DEL PROYECTO

En esta investigacion participaran los pacientesmresenten el diagnostico de
“trastorno por déficit de atencion e hiperactividd@DAH), esta es una enfermedad
neuroconductual que se caracteriza por una inglietkcesiva, falta de atencion,
distraccion e impulsividad. Por lo general, se dateuando los nifios estan en edad
escolar, aunque también puede diagnosticarse eorzer de todas las edadEste
cuadro tiene un gran impacto en la sociedad eninésrde coste econdémico, estrés
familiar, problemas académicos y vocacionales @siocuna importante disminucion de
la autoestima del sujeto afectaddgunas afecciones que causan dichos trastornos son
genéticas o hereditarias, esto significa que sasadas por un cambio o “mutacion” de

los genes que estan en los cromosomas.
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Los genes son fragmentos de ADN que se transmitengaheracion en
generacion y que sirven como instrucciones paraeju@ganismo lleve a cabo sus
funciones. EI ADN se puede extraer de las célusodganismo, por ejemplo de la

sangre, para estudiar en el laboratorio y se pakacenar por mucho tiempo.

EL gen FRML1 esta localizado en el brazo largo deihosoma X, su mutacion
resulta en la ausencia de la proteina FMRP proddeoiel Sindrome del X-fragi Este
gen, contiene una secuencia repetida CGG en elBtAl exon 1. El numero de
repetidos es altamente polimdrfico en la poblagi@us variantes se pueden clasificar
en: individuos normales, nimero de repetidos CGGentre 12 y 44, en portadores
de una premutacion en los que el nimero de repetidda entre 52 y 200, siendo en
principio normales y por ultimo individuos afectad@nutacion completa) tienen mas
de 200 repeticiones. Actualmente se estudia inteaste algunos fenotipos patolégicos

en los portadores de la premutacion.

En el marco de este proyecto, se intenta identifitediante el estudio clinico a
los pacientes que presenten una base genéticaidarnpoa aquellos donde los factores
ambientales sean los principales y/o no se condasatausas genéticas.

ESTUDIO DE FENOTIPOS PATOLOGICOS CARACTERISTICOS DE
PREMUTACIONES DEL GEN FMR1

Responsable: Lic. Natalia Pi Denig npi@fmed.edu.uy)

Tutor: Dra. Leda Roche (Iroche@fmed.edu.uy)

Teléfonos y direccion de contacto:
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Departamento de Genética, Facultad de MedicinalaBRde
Avda. Gral. Flores 2125
Telf: 2924 3414 (int. 3469)

Fax: 2924 3414 (int. 3362)

CONSENTIMIENTO INFORMADO

1) Extraccion de una muestra de sangre periféricalSn@adiante puncién de una

vena superficial del pliegue del codo. Este praoeshto se realizara con las medidas
de higiene 6ptimas, como es realizado de rutintbéos los centros asistenciales. La
toma de la muestra no implica ningun riesgo, midsdca aquellos que normalmente se

pueden encontrar en este tipo de accion y quesseiloen en el punto 4.

2) Cuando el examen meédico permita sospechar la egiatele causas genéticas
conocidas entraran en un programa que podra ingharserie de pruebas diagndsticas
genéticas aceptadas internacionalmente para elditigo clinico, que se incorporan a

la historia clinica.

3) También se solicitara la participacion de los miesalde la familia en la
donacion de una muestra, asi como completar laesta&UESto permitira generar un
banco de datos que seran analizados para comp@rales son las posibles causas y
caracteristicas epidemioldgicas de los trastoreba&lirodesarrollo y trastornos del

aprendizaje en la poblacién uruguaya.

89



4)  Los riesgos de participar en este estudio incluyen:

» Pérdida de confidencialidad. Dado que se esta temléc informacion
personal, existe la posibilidad de que la identidad participante sea
revelada durante este estudio. Sin embargo, epedle investigadores
tomara todas las precauciones necesarias pararaisegugue esto no

suceda.

» Durante la extraccidén de la muestra de sangre giblpajue se presente
un hematoma, sangrado o inflamacién donde la dgejansertada. En
raras ocasiones puede ocurrir un desmayo. El hemaattesapareceran

en pocos dias.

5) Para evitar la pérdida de confidencialidad, lo®slaeran mantenidos mediante

el uso de un cddigo que asegure el anonimato.

6) Para evitar el desarrollo de hematomas durant&tfaceion de sangre, esta se

hara por técnicos calificados con amplia expergerai estos procedimientos.

7 La responsabilidad de dafios y perjuicios eventudien@casionados a los

participantes de la investigacion recaeran endsgansables del proyecto

8) Este proyecto de investigacion se desarrollara &woliclinica del Departamento
de Genética de la Facultad de Medicina del Centrgphtialario Pereira Rosell.

9) La extraccidon de sangre se realizard en el Ceragpithlario Pereira Rosell por
técnicos debidamente capacitados de esa institeci@ituaciones que los participantes
concurran a realizarse una extraccion de sangre@rggramada por sus medicos
tratantes en el marco de su tratamiento actuak Brstcedimiento tiene una duracién
aproximada de 15 minutos.

10) El objetivo general del proyecto de investigaci@rdeterminar la frecuencia de
portadores de premutacion para FMR1 en nifios qesepten el diagnostico de

trastorno por déficit de atencion e hiperactividEOAH).
11) A partir de la muestra obtenida, se estudiardneel GMR1 para ofrecer la
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confirmacién diagnéstica y asesoramiento genétidasafamilias afectadas por este
problema y colaborar con el equipo de salud en ahejo clinico y apoyo a los
pacientes y las familias.

12) La muestra de sangre (ADN) y la informacion coleatan este estudio podran
ser guardadas para futuros estudios genéticos latdms a trastornos del

neurodesarrollo, discapacidad intelectual y trast®del aprendizaje.

13) La informacibn no contendrd el nombre del partiniep o forma de
identificarlo, solo se mantendréa el cédigo del éistu

14) La informacion personal, los registros meédicos g/ desultados de los estudios
seran manejados en forma confidencial. La confi@éidad de los datos serd mantenida
por el uso de un cddigo que asegure el anonimadnformacion identificatoria sélo

serd mantenida por el equipo de investigacion.

15) En el caso de tener preguntas sobre sus derecimmsstgeto de estudio el abajo
firmante puede contactar al Comité de Etica deatauFad de Medicina, Universidad de
la Republica (Avda. Gral. Flores 2125, Montevidéej: 2924 3414 int. 3364; Fax:
2924 3414 int. 3362); o a los investigadores resgoles: Dra. Leda Roche , Victor
Raggio o Lic Natalia Pi por el teléfono 9243414mb 3469.

16) No recibira ningun tipo de remuneracion o benefipar participar en este

estudio.

17) Los beneficios eventuales de participar en el éstudn a permitir el
asesoramiento al paciente y a la familia y tamléementificacion de los individuos
portadores y en riesgo. Un diagndstico etiolégieme implicancias inmediatas en
relacion al riesgo de recurrencia, pronoéstico ytagemedidas terapéuticas. A su vez
permite establecer un prondstico y dirigir las rdediterapéuticas y las necesidades

educativas en el caso de los nifios que padezcatdTAD

18) En el caso que lo desee, el participante podrearséi del estudio en cualquier
momento, previo aviso al responsable del proyesitoexplicacion de la(s) causa(s) y
sin verse afectada la atencion medica que rectioelawente.

19) Al término del proyecto de investigacion podra tesxeso, en lo posible, a los
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resultados obtenidos del analisis de la muestragdi® voluntariamente.

20) Recibird una copia de este consentimiento informado

Acepto participar en el estudio Si......... NoO..........

Autorizo que mi muestra de ADN almacenada y sebzadia para futuros
estudios genéticos vinculados a trastornos delodesarrollo, discapacidad intelectual

y trastornos del aprendizaje. ( Marque con una)cru

Nombre del

O T0d [T PP UPPRS

D B C I ON. ... et e e e e e e e e

Correo

L [=Te (0] 41! TR

Firma del participante (padre/madre o tutor).............coeveeueeenennns
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Aclaracién de firma

Firma del Investigador Responsable.............cccoooveiii i i,
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ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN PROYEDO
DE INVESTIGACION (para jovenes entre 13 y 17 afieg acompafiara del
Consentimiento informado del padre, madre o tutor)

Proyecto de investigacion: Estudio de fenotipos paltbgicos caracteristicos de

premutaciones del gen FMR1

Responsables: Lic Natalia Pi, Dra. Leda Roche,

Departamento de Genética de la Facultad de Medicina

Este asentimiento informado brinda informacién imgme sobre una
investigacion. Si decides participar en este esfutiberas firmar este asentimiento y se

te entregara una copia.

En esta investigacion se estudiara a personasnpeigates a familias en que
algunos integrantes estan afectados de trastomlosedrodesarrollo y trastornos del
aprendizaje. En algunos casos, estos trastornoscaaosados por un cambio o0
“mutacion” de los genes. Los genes son fragmene®#AMN que se transmiten de
generacion en generacion y que sirven como ingtnues para que el organismo lleve a
cabo sus funciones. EI ADN se puede extraer dedlagas del organismo, por ejemplo

de la sangre, para estudiar en el laboratoriopusde almacenar por mucho tiempo.

En el estudio se les solicitard a los pacienteamyiliares, en el caso de los
menores de 18 afios a sus padres o tutores, laizaotdn para recolectar su
informacion médica y muestras de sangre y ADN phataner mayor informacion sobre
como las distintas mutaciones en el ADN puedenarauastornos del neurodesarrollo
y trastornos del aprendizaje y como se transmitela® familias. Estos conocimientos
pueden ayudar en el futuro a planificar mejor &neiton, el tratamiento y la educaciéon

de los nifios que presenten estas afecciones.
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