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BIOLOGIA MOLECULAR Y MEDICINA

Coordinador: Fabio Salamanca Gémez

Utilidad de las técnicas de biologia molecular
en el diagnostico del sindrome X-fragil

Ménica Alejandra Rosales-Reynoso,* Patricio Barros-Nufiez*

Introduccion

El sindrome X-fragil representala primera causade retraso
mental hereditario, afecta aproximadamente auno de cada
4,000 varones y a una de cada seis mil mujeres de la
poblacion general. El cuadro clinico de estos pacientes
incluye retraso mental, anormalidades fisicas y trastornos
delaconducta. En 1969, Lubs describio, envariosindividuos
con retraso mental, una fractura en el extremo distal del
brazolargo del cromosoma X, ala que posteriormente sele
denominé X-fragil. Durante masde 10afios (1979-1991), el
estudio cromosomico fue la prueba de eleccién para confir-
mar el diagnéstico clinico. La existencia de al menos 4% de
metafases con un cromosoma X-fragil se consideraba una
prueba positiva en varones clinicamente afectados. En
mujeres portadoras de lamutacion, esta pruebase mostraba
menos sensible, y enocasiones no se encontraba fragilidad
en ninguna metafase. Esto, junto con las dificultades técni-
cas del cultivo celular con medios pobres en acido félico, los
resultados falsos positivos debido a la presencia de otros
sitios fragiles adyacentes a éste, la falta de discriminacién
entre premutaciones y mutaciones completasy los requeri-
mientos en tiempo y costo, fueron los principales inconve-
nientes del estudio cromosémico como método de diagnds-
tico de este padecimiento.!

En 1991, Verkerky colaboradores lograron identificar
la alteracién génica causante del sindrome X-fragil. La
mutacién se encontraba en un gen situado en el sitio X-
fragil (Xq27.3) y la denominaron FMRI (Fragile X Mental
Retardation 1). Dichamutacion consiste en unaexpansion
deltrinucle6tido CGG ubicada en laregion 5’ no traducida
delexén 1 de este gen. Estudios posteriores determinaron
gue elnimeroderepetidos CGG, presente enla poblacion
normal, variaba entre 5y 50; mientras que en portadores el
ndmeroincrementabade 50 a200repetidos.Los individuos
afectados muestran de 200 a 1000 o masrepetidos, lo que
desencadenaunfenémenode hipermetilacién que dalugar
al silenciamiento del gen y por ende ausencia de la
proteina. Desde el descubrimiento de la mutacién respon-

sable, la deteccién de la secuencia repetitiva en el gen ha
constituido el método de eleccion pararealizar el diagnos-
tico molecular del sindrome.*?

En 1993, Verheij y colaboradores identificaron la
proteina del gen FMRI, a la que se denomin6é FMRP
(Fragile Mental Retardation Protein), cuya ausencia cau-
sa el fenotipo clinico del sindrome.

Estudios iniciales, mediante Western blot en lineas
celulares linfoblastoides, demostraron que los individuos
con la mutacién completa del gen FMRI carecian de la
proteina, mientras que aquellos que presentaban la
premutacion laexpresaban en niveles normales. LaFMRP
esuna proteinaconafinidad porel ARNR, alque se uneen
su subunidad 60S. Aunque la proteina se halocalizado en
elnucléolo, fundamentalmente se encuentraen el citoplas-
maunidaa polisomastraduciendo activamente. Suausen-
cia afecta principalmente cerebroy génadas.?

Actualmente se ha disefiado una serie de técnicas
moleculares que permiten realizar el diagnostico de estos
pacientes, entre las que se incluyen Southern blot, reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis inmunohisto-
qguimico. Cadaunade ellas presentaventajasy desventajas
gue seran analizadas en esta breve revision.

Southern blot

Es el procedimiento de diagnéstico molecular mas frecuen-
temente utilizado, permite visualizar en forma directa el
tamafio de las secuencias repetitivas tanto en individuos
normales como en premutados y mutados. Esta técnica
puede usarse asociada o no a PCR y con o sin marcaje
radiactivo; sin embargo, su utilizacion tiene algunos incon-
venientes derivados de sucomplejidad, costoy requerimien-
tos de tiempoy esfuerzo. Por otro lado, no permite determi-
nar en forma precisa secuencias repetitivas de tamafo
pequefio, lo queresultaextremadamente importante cuan-
do necesitamos distinguir secuencias normales y
premutadas. Ademas, no es posible identificar deleciones
o rearreglos pequefios ubicados en laregion que rodea la
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secuenciarepetitiva. Otroinconveniente en el uso de esta
metodologia es que, en ocasiones, el sitio de restriccién
especifico de la enzima (EcoRl), se muestra refractario a
ladigestién, lo cual generafragmentos adicionales que dan
lugar al diagnéstico de falsos positivos para la mutacién
completa en estos pacientes. De todas maneras, a pesar
de su complejidad y de los potenciales riesgos cuando se
usael marcaje radiactivo, este procedimiento sigue siendo
utilizado en todos los laboratorios que disponen de la
infraestructuraadecuada.®

Reaccidn en cadenadelapolimerasa

Debido a que la region del gen FMRI en donde ocurre la
mutacion es rica en secuencias CG, por apareamiento entre
ellas se forman estructuras secundarias que impiden o
dificultan su amplificacion por PCR simple. Esto ha llevado
al uso de aditivos quimicos como el dimetilsulféxido (DMSQO)
o la formamida, asi como de anélogos de base como el 7-
deaza-dGTP que, sustituyendo al DGTP, evitan la forma-
cién de tales estructuras. Este procedimiento presenta, sin
embargo, varios problemas en su utilizaciéon: 1) EIADN que
contiene el analogo de base migra mas lento que el ADN
intacto, por lo que se requiere de geles de poliacrilamida
desnaturalizantes y marcadores de peso especiales. 2)
Cuando las secuencias amplificadas se corren en geles de
agarosa, no pueden sertefiidos con bromuro de etidio debido
a que el analogo de base altera su estructura electrénica e
impide sufluorescencia. Varios autores han propuesto que,
sustituyendo parcialmente el analogo de base se logra
amplificar y tefiir secuencias de tamafio normal; sin embar-
go, existen varios reportes en los que se ha intentado, sin
éxito, reproducir este procedimiento.3*

Andlisisinmunohistoquimico

Gracias a la disponibilidad de anticuerpos dirigidos contra la
FMRP, se han desarrollado pruebas de diagnostico que
permiten identificar pacientes con el sindrome X-fragil, basa-
das en la presencia o ausencia de la proteina FMRP. Esta
metodologia tiene ciertas ventajas sobre otras, pues resulta
econdémica y facil de realizar; sin embargo, no permite la
deteccion de portadoras de la premutacion, ni de individuos
mosaicos (mezcla de mutacién completa y premutacion).
PCRen ADN modificado. Actualmente se hapropuestoun
procedimiento de diagnéstico molecular del sindrome, basa-
doenlamodificaciéndel ADN que permite laamplificacionde
las secuencias repetitivas por PCR simple. El procedimiento
convierte las citosinas no metiladas en uracilo, evitando la
formacion de las estructuras secundarias que impiden el
funcionamientode la ADN polimerasaenun procesode PCR
normal. Gracias aestatécnicase puede conocerelestadode
metilacién del gen FMRI, asi como establecer el tamafio de
lasecuenciarepetitiva tanto enindividuos normales comoen
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portadores. Muestra gran ventaja en comparacion a otras
técnicas, ya que resulta facil, econémica y permite obtener
resultados mediante la utilizacion de PCR sin ayuda de
aditivos quimicos nide analogos de base. Amplificando, tanto
las secuenciasrepetitivasylasislas CpG adyacentesdelgen
FMRI, comootros genes que muestran patrones de metilacion
diferentes, se logra detectar ademas, deleciones o mutacio-
nes puntuales, mosaicismos y el estado de metilacién del
gen, lo que nos revela su condicién de actividad. La desven-
taja es que no se puede visualizar la secuencia repetitiva en
algunas portadoras y en los individuos afectados.®

Conclusiones

Existenvarias decenas de padecimientos con retraso mental
cuyos genes estanubicados enelcromosoma X, paralosque
el diagndstico molecular de la mutacion responsable resulta
aunimpracticable. Eldiagnosticoclinicodel S. X-fragil, debido
alagranvariabilidad de su presentacion fenotipica, suele ser
dificil y hasta azaroso. En algunas series reportadas, en las
gue se evalla el acierto diagnostico del procedimiento, éste
puede ser tan bajo como de sélo el 10%.

Laposibilidad de detectar laexpansiéntrinucleotidica
responsable del S. X-fragil, por los métodos moleculares
analizados, aunque factible, resulta ain complejay pro-
blematica. La busqueda de un método de diagnéstico
simple, econémico y seguro, que permita detectar las
pequefasy grandes amplificaciones de trinucleétidos en
elgen FMRIydeterminar con certeza el estado mutacional
delosindividuos afectados asi como el de sus familiares,
aunnohaencontrado respuestacompleta en ningunode
los procedimientos revisados.

El mecanismo de modificacién del ADN, que sustituye
citosinas por uracilos, evade la presencia de los grandes
concentradosde CGy permite laamplificacion delas secuen-
cias repetitivas mediante PCR simple. Usado en forma
complementaria con la técnica de Southern blot, se muestra
comoun procedimiento prometedoreneldiagnésticodel S. X-
fragil. Interesantemente, se conocen méas de unadocenade
padecimientos cuyo mecanismo mutacional causal es la
amplificacién de secuenciasrepetidas detrinucleétidos, yque
presentan similares o iguales problemas de diagnéstico.
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