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Estado actual del conocimiento

1. Antecedentes del sindrome del cromosoma X fragil

El sindrome del cromosoma X fragil (SXF) o FRAXA constituye la causa méas
comun de retardo mental hereditario y la segunda causa genética después del sindrome de
Down (Turner et al. 1996). La prevalencia de la enfermedad se estima en 1/ 4000 varones y
1/ 6000- 8000 mujeres. La frecuencia de los individuos portadores es de 1/ 259 mujeres 'y 1/
813 varones; sin embargo, puede variar entre las poblaciones (Turner et al.1996; Crawford
et al. 2001).

La enfermedad fue descrita por primera vez en 1943 por Martin y Bell, quienes
analizaron la genealogia de una familia donde predominaban los varones afectados. De ahi
que la enfermedad también se conozca con el nombre del sindrome de Martin- Bell
(OMIM: 309550).

En 1969, Lubs observé un marcador en el cromosoma X de individuos con retardo
mental pertenecientes a una misma familia. Este marcador consiste en una laguna
localizada en el extremo distal del brazo largo del cromosoma X (Lubs 1969). Sin
embargo, las observaciones de Lubs no fueron reproducibles por otros investigadores, hasta
que Sutherland (1977) especificd la necesidad de un medio deficiente en folatos para
expresar el sitio fragil. Este hallazgo permitié el diagnostico citogenético de la enfermedad,
y la aparicion de un gran nimero de investigaciones en las familias con individuos
afectados por el retardo mental.

En 1985, Sherman y sus colaboradores realizaron un andlisis de segregacion en las

familias afectadas y observaron algunas caracteristicas que no se ajustaban a las



alteraciones ligadas al X. Estas observaciones se conocieron como la paradoja de Sherman,
y se referian principalmente a que los casos esporadicos eran practicamente nulos; los
descendientes afectados recibian la mutacion de su madre, y los varones transmisores
normales tenian una mayor posibilidad de tener nietos afectados, que hermanos con la
enfermedad (Sherman et al. 1985). La paradoja de Sherman logré explicarse hasta la
década de los 90, cuando se identificé al gen FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) como
el Unico responsable de la enfermedad, en el locus Xg27.3. La identificacion del gen
permitio dos avances importantes: el primero tiene que ver con el desarrollo de métodos de
diagndstico mas precisos, gracias a la contribucion de la tecnologia del ADN vy el segundo
se refiere al descubrimiento de un nuevo tipo de mutacion basado en la expansion inestable
de nucledtidos repetidos (Fu et al. 1991; Imbert et al. 1998; Richards 2001).

2. Patrén de Herencia

El SXF se describia anteriormente como dominante ligado al X; sin embargo, las
familias no encajaban en el patron de herencia mendeliano. La enfermedad presenta
penetrancia incompleta y expresion variable. El 80% de los varones y el 35- 50% de las
mujeres con la mutacion manifiestan el retardo mental. Las diferencias en la penetrancia se
deben, en el caso de las mujeres, al mecanismo de inactivacion del cromosoma X; y en el
caso de los varones al mosaicismo de las repeticiones y la metilacion (Crawford et al. 2001;
Oostra & Chiurazzi 2001; Castro & Cuenca 2005).

La enfermedad se caracteriza por el fendbmeno de anticipacion genética, lo cual
explica la paradoja de Sherman. La penetrancia es creciente, es decir, que conforme
segrega la mutacion a través de las generaciones, el nimero de descendientes afectados

aumenta. Por otra parte, el riesgo de tener descendencia afectada aumenta cuando la madre



es portadora de la mutacion. De este modo, la mutacion debe pasar por una meiosis
femenina para producir la enfermedad. Los varones se consideran transmisores normales de
la enfermedad y su descendencia directa suele no estar afectada; sin embargo, todas sus
hijas seran portadoras con el subsecuente riesgo asociado a esta condicion (O’ Donnell &

Warren 2002).
3. Fenotipo caracteristico del SXF

En los primeros afios de vida, los rasgos fisicos caracteristicos son poco notorios
pero conforme transcurren los afios se hacen mas evidentes.

La caracteristica mas significativa es el retardo mental que puede ser moderado en
nifios y moderado o profundo en los varones adultos. El coeficiente intelectual (Cl) puede
variar de 20 a 70 (Penagarikano et al. 2007). EI CI promedio en varones adultos con la
mutacion completa es aproximadamente de 40 (Garber et al. 2008). EIl coeficiente
intelectual en las mujeres varia de normal a retardo leve o severo. A edades tempranas es
notorio el retardo en el desarrollo cognitivo que se manifiesta con trastornos en la aparicion
del lenguaje y déficit atencional. El déficit atencional estd muy relacionado con su
hiperactividad; debido a que ademéas son muy impulsivos, tienen problemas para desarrollar
tareas que siguen una secuencia, o para cambiar de actividad. Los problemas de lenguaje se
caracterizan por una dificultad para expresarse y una alta tendencia de repetir
constantemente una misma palabra. (Hagerman 1996).

Los varones adultos presentan cara alargada, menton prominente, orejas grandes y
salientes (generalmente son suaves y flexibles). Estas caracteristicas son menos evidentes
en los nifios, pero también se han informado en algunos de ellos. EIl macroorquidismo

(agrandamiento de los testiculos) ocurre en el 80- 95% de los adolescentes o adultos y es



notorio en el 10- 20% de los nifios. Los testiculos pueden aumentar de 2- 3 veces con
respecto al tamafio normal y posiblemente se debe a una disfuncion hipotalamica que
aumenta la produccién de gonadotrofinas (Hagerman 1996).

La mayoria de los pacientes desarrollan otras anormalidades del tejido conectivo,
como el tono muscular disminuido con articulaciones hiperextensibles. Los pies pueden ser
planos, la piel es fina, suave, con textura aterciopelada y con arrugas en la palma de las
manos. Los problemas cardiacos, como el prolapso de la valvula mitral, es un rasgo comun
que hace necesaria la evaluacion mediante un electrocardiograma (Hagerman 1998; Garber
et al. 2008).

En la nifiez es frecuente la otitis recurrente (infeccion de los oidos) asociada a la
pérdida auditiva, con la subsecuente deficiencia en el lenguaje y la inapropiada articulacion.
Ademas, manifiestan problemas oftalmoldgicos que incluyen estrabismo, caida de los
parpados y miopia, entre otros (Hagerman 1996). También muestran disfuncién de la
integracion sensorial, pues se les hace dificil tolerar sonidos fuertes, luces brillantes, los
olores y sabores los perciben exageradamente, credndoles cierta incomodidad. EI 20% de
los pacientes tienen convulsiones y se ha demostrado que tienen dilatacion de los
ventriculos cerebrales o una disminucion del tamafio del vérmix del cerebelo (Hagerman
1996; 1998).

Las personas afectadas con el SXF muestran problemas conductuales. Algunos
desarrollan un comportamiento similar al autista, caracterizado por un contacto ocular
escaso, defensa tactil, aleteo o mordedura de las manos (Hagerman 1996; 2001). Sin
embargo, a diferencia de los autistas, estos nifios tienen interés por interactuar con otros
individuos. Los nifios son timidos, especialmente con las personas fuera de su entorno

familiar; presentan ansiedad, cambios de humor y baja tolerancia a la frustracion
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(Hagerman 1996; Kau et al. 2002). EI fenotipo relacionado con la enfermedad es més leve
en las mujeres que en los varones y la aparicion se los signos es variable entre los
individuos (Ferrando- Lucas et al. 2004).

El tratamiento de la enfermedad es sintomético debido a que no existe cura hasta el
momento. Algunos medicamentos utilizados son la carbamacepina o el valproato sodico
para controlar las convulsiones, el metilfenidato para la hiperactividad y el déficit
atencional, y la risperidona que ayuda a tratar el comportamiento psicotico y agresivo
(Ramos & Gonzélez 1999). EIl abordaje multidisciplinario de la enfermedad es el més
adecuado e incluye a pediatras, neurdlogos, terapeutas del lenguaje, psicélogos y la
participacion del asesor genético.

4, El gen FMRL1 y la causa molecular del SXF

El mapeo del gen en 1991 permitio descifrar el origen molecular de la enfermedad.
El SXF es causado por una expansion anormal de la tripleta repetida CGG (citosina,
guanina, guanina), en la region 5’- UTR del exdn 1 del gen FMR1 y que incluye un sitio de
regulacion de la expresion génica conocido como isla CpG. El gen FMR1 codifica para la
proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) de aproximadamente 69kDa y
responsable del fenotipo. La mayoria de los casos del SXF (>99%) se deben a la expansion
de la tripleta. No obstante, también se han descrito otras alteraciones relacionadas con el
locus FMR1, como las deleciones y las mutaciones puntuales no sinénimas con un fenotipo
méas severo. Lo anterior sugiere que la enfermedad es causada principalmente por la
pérdida de actividad del producto génico (Imbert et al. 1998; O’ & Warren 2002).

El gen FMRL1 contiene 17 exones, tiene un tamafio de 38Kb y codifica para un

transcrito de 4.4Kb aproximadamente. ElI ARNm que codifica el gen incluye las
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repeticiones y puede sufrir corte y empalme alternativo, del que se pueden obtener cuatro
isoformas funcionales de FMRP de 69-80KDa. FMR1 se transcribe ubicuamente durante la
embriogénesis del ratén y los humanos con niveles altos de expresion en las neuronas
diferenciadas del hipocampo y en los ganglios basales. Esto demuestra su importancia
durante el desarrollo. En la edad adulta FMR1 se expresa principalmente en las neuronas
del hipocampo y el cerebelo, y en las espermatogonias. También se expresa en el pulmon,
corazon, rifién, amniocitos, vellosidades coridnicas y linfocitos. El hecho de que se exprese
en estos tres ultimos tejidos hace posible el uso de técnicas diagnoésticas en los individuos.
En la edad adulta su expresion es alta en las neuronas y en las espermatogonias (Bardoni et
al. 2000).

FMR1 cuenta con dos genes paralogos autosémicos FXR1 y FXR2 (Fragile X
Related 1 y 2) localizados en 3928 y 17p13.1, respectivamente. Juntos conforman una
familia de genes que se expresan en distintos organismos y que poseen dominios
funcionales similares (O"Donnell & Warren 2002; Oostra 2002; Todd & Malter 2002). La
secuencia codificante del gen es altamente conservada y presenta homologia con una
variedad de organismos como el raton, Xenopus y Drosophila (Wan et al. 2000). La
identidad nucleotidica entre el humano y el raton es del 95% y la identidad en la secuencia
de amino&cidos es del 97%. Ademas, cuenta con otros genes ortdlogos en el pollo, en
Xenopus y en Drosophila, en este dltimo solo se ha identificado un gen homologo
denominado dFMR1 o dFXR de manera que se cree que en la mosca de la fruta un unico
gen realiza las funciones vinculadas con esta familia de genes (Eichler et al. 1995). La
repeticion localizada en el 5°-UTR del gen se halla también conservada entre las especies
de vertebrados, aunque la longitud de la repeticion CGG es mas pequefia comparada con la

repeticion en los humanos. Se cree que la homologia observada entre las especies en los
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extremos 5" -UTR y 3"-UTR podrian indicar la presencia de funciones regulatorias (Kumari
& Usdin 2001).

El tamafio de la repeticion CGG es polimdrfico en la poblacién general. En los
individuos no afectados, la repeticion varia de 5-54 repeticiones con una moda de 29 6 30
repeticiones. Generalmente, en estos alelos la region CGG se encuentra interrumpida por
una tripleta AGG (adenina, guanina, guanina) cada 9 6 10 trinucle6tidos repetidos de CGG
que le confieren estabilidad a esta region (Mazzocco 2000; Penagarikano 2007).

En las familias donde segrega la enfermedad, se observan dos categorias
relacionadas con el tamafio de la repeticion. Los individuos con la premutacién presentan
de 55 a 200 tripletas y los que portan la mutacién completa poseen 201 0 mas, incluso
pueden alcanzar mas de 1000 repeticiones. Los alelos con la premutacion son inestables y
tienen una o ninguna AGG. En el caso de la mutacion completa se da inestabilidad
somatica y germinal, ademas de que las AGG se han perdido. También, se ha descrito una
“zona gris” que incluye alelos intermedios de 41-60 repeticiones, que traslapa con los alelos
normales y premutados. Se pueden transmitir de forma estable a la siguiente generacion
pero también se han observado expansiones a premutaciones pequefias. Esta categoria
genera alelos de riesgo en una determinada poblacion. (Fu et al. 1991; Nolin et al. 2003).
Problemas para el asesoramiento genetico

Los portadores de la premutacién no presentan manifestacion clinica aparente de la
enfermedad, pero se han descrito individuos con déficit cognitivo leve, trastornos
emocionales, ansiedad y algunos de los rasgos fisicos clasicos (Hagerman & Hagerman
2001). Ademas, presentan un fenotipo Gnico que no se da en personas con la mutacion
completa, por ejemplo, el 20- 30% de los varones desarrollan el sindrome de temblor y

ataxia asociado a fragil X (STAFX) vy alrededor del 20% de las mujeres manifiestan fallo
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ovarico prematuro antes de los 40 afios. El STAFX se da a en individuos mayores de 50
afios y es caracterizado por temblores, ataxia y otros signos degenerativos (Hagerman &
Hagerman 2002; McConkie-Rosell et al. 2007).

Los individuos con la premutacion producen un exceso de ARNm del gen FMR1 en
comparacion con los individuos no afectados pero sus niveles de proteina son normales o
mas bajos, lo que indica deficiencias en el proceso de traduccién de los ARNm. Esto podria
estar influyendo en la aparicion de este fenotipo (Figura 1) (Tassone et al. 2000). Por lo
tanto, la reduccién de la proteina FMRP se debe a alteraciones en la traduccion de los

ARNSsm con la premutacion.
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Figura 1. Patron de expresion del gen FMR1 en individuos no afectados, con la premutacion y
con la mutaciéon completa. (Tomado de Hagerman & Hagerman 2002)

En el caso de los varones con el STAFX se han observado inclusiones
intranucleares en las neuronas. Se ha propuesto un modelo de ganancia de funcion del
ARN para esta patologia, el cual supone que los transcritos de FMR1 con repeticiones CGG
expandidas adquieren estructuras secundarias estables que impiden el ensamblaje apropiado

con la subunidad ribosomal 40S, afectando la traduccion. La transcripcion del gen se
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incrementa debido a los niveles deficientes de la proteina, lo que conduce a un aumento en
la cantidad de ARNm. Estos transcritos podrian secuestrar proteinas de union a CGG
retroalimentando la intensidad en la actividad transcripcional. Las células nerviosas
utilizarian las chaperonas moleculares y componentes del proteosoma para eliminar el
exceso de ARNm. El secuestro de las chaperonas por parte de los ARNm con repeticiones
expandidas, aumentaria el inadecuado plegamiento de proteinas importantes formandose
inclusiones que estimulan la activacion de vias neuorotoxicas (Oostra & Willemsen 2003;
Hagerman 2006; VVan 2006)

El riesgo de que la premutacion se expanda a mutacion completa ocurre cuando es
transmitida por via materna. Este riesgo depende del tamafio de la repeticion en la madre,
si éste es de 100 repeticiones el riesgo es de 95- 100%. EIl tamafio de las premutaciones se
incrementa a través de las generaciones. Esto aumenta la posibilidad de expansién a una
mutacién completa y por ende, a la manifestacién de la enfermedad. La transmision
paterna no implica un riesgo de expansion, ain mas, se han observado contracciones del
alelo premutado o con la mutacion completa. Esto se explica por la accion de un
mecanismo desconocido que tiende a seleccionar negativamente los espermatozoides que
portan alelos con repeticiones de gran tamafio, lo cual no ocurre en las mujeres (Ashley-
Koch et al. 1998).

La mutacién completa coincide con la hipermetilacion y deacetilacién de las
histonas que llevan a la condensacién de la cromatina. La hipermetilacion se extiende desde
la zona de la repeticion hasta la region corriente arriba del gen FMR1. La metilacion del
promotor bloquea la transcripciéon del gen, lo que resulta en la ausencia de la FMRP,
causante del fenotipo del SXF (Figura 1). Se cree que esta hipermetilacion es un

mecanismo protector que evita el progreso de la expansion, pero en realidad aun falta
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mucho por investigar en esta area. Las mujeres se ven clinicamente menos afectadas que
los varones, segln sea el patron de inactivacion del cromosoma X en las células donde se
expresa la proteina. La expresién de FMRP puede llegar hasta un 80%, manifestandose en
un fenotipo normal o casi normal si se inactiva preferentemente el X con la mutacion
(Bardoni et al. 2000).

Debido a la inestabilidad somatica y germinal que caracteriza este tipo de alelos, la
mayoria de los afectados son mosaicos. El mosaicismo puede darse dentro o entre los
tejidos. Las células o los tejidos que presenten la premutacion podran sintetizar la proteina.
Se han reportado varones con la mutacién completa que son mosaicos para la metilacion y
que manifiestan un fenotipo menos severo. También se ha observado la ausencia de
metilacion en un vardn portador de la mutacion completa y con coeficiente intelectual
normal (Imbert et al.1998; Bardoni et al. 2000). Estos hallazgos confirmaron la

importancia de la proteina en la manifestacion clinica de la enfermedad.
5. Mecanismo de expansion y metilacion del gen FMR1

Se desconoce el mecanismo exacto que lleva a la expansion del gen FMR1 vy al
silenciamiento del gen por remodelacién de la cromatina mediante metilacion. Sin
embargo, se han propuesto algunas ideas sobre las posibles causas en la expansion de
nucleétidos repetidos.

La presencia de interrupciones cripticas AGG dentro de la repeticion CGG le
confieren estabilidad a la misma, de manera que la pérdida de estas tripletas por conversion
génica pueden desencadenar el proceso de inestabilidad (O Donell & Warren 2002). La
pérdida de AGGs ocurre en el extremo 3" del tracto repetido. EIl tracto puro mas largo

encontrado dentro de una premutacion o mutacion completa se localiza siempre en el
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extremo 3", se cree que un tracto puro de 38 repeticiones en 3" es suficiente para causar la
inestabilidad (Eichler et al. 1994).

Otros determinantes en el inicio de la inestabilidad del gen son la direccion de la
replicacion, el bagaje genético (sistemas de reparacion) y las condiciones de crecimiento.
Se cree que las repeticiones CGG pueden formar estructuras secundarias en el ADN como
horquillas y tetrahélices. Durante el proceso de replicacion el deslizamiento y pausa de la
ADN polimerasa en las repeticiones CGG puede formar estas estructuras (Oostra &
Willemsen 2002). Si estas horquillas se forman en los fragmentos de Okazaki de la hebra
rezagada, la reunién puede darse en una posicion distinta dentro de la repeticion. Esto deja
un hueco (gap) que debe ser reparado dando lugar a un incremento en la longitud de la
repeticion. Por el contrario, si la horquilla ocurre en la hebra lider y se elimina por
reparacion ocurre una contraccion de la repeticion (Pearson et al. 1998). Elementos en
trans como los mecanismos de reparacion también ha sido estudiados, en particular la
remocioén del primer de ARN por la endonucleasa FEN1 (flap structure- specific
endonuclease 1) y el sistema de reparacion por apareamiento erréneo. Si el fragmento de
Okazaki inicia en la repeticion la formacion de una horquilla reduce la eficiencia de FEN1
para actuar sobre la estructura secundaria. En mutantes de RAD27 (la proteina homologa
de FENL1 en levaduras) se han observado incrementos significativos en la expansion de la
repeticion (White et al. 1999; Penagarikano 2007). En mutantes del sistema de reparacion
por apareamiento erroneo no se han detectado incrementos significativos en la
inestabilidad, mas bien se sugiere que estas enzimas se unen a las horquillas pero son
incapaces de repararlas llevando a la estabilidad de las mismas (Mirkin 2007). El
mecanismo de expansion mas aceptado para el SXF es la pausa y el deslizamiento de la

ADN polimerasa durante la replicacién, y la pérdida de las tripletas cripticas AGG.
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La presencia de la mutacion completa en sujetos con el SXF usualmente
correlaciona con la metilacion de las CGGs y de la region del promotor de FMR1. La
metilacion del promotor correlaciona con la expresion de la proteina, estando FMRP
ausente en aquellas células en que ocurre la metilacion por silenciamiento de la
transcripcion. El efecto directo de la metilacion consiste en evitar la unién de los factores
de transcripcion. Se sospecha que las estructuras anormales formadas por la mutacion
completa o algunas proteinas de union a trinucleétidos repetidos podrian atraer a las
metiltransferasas, las cuales metilarian la isla CpG como un mecanismo para detener la
expansion del gen (Oostra & Willemsen 2002; Mirkin 2007). Jin et al. 2004, especularon
que la metilacién del gen se desencadenaba a raiz de un proceso en el que interviene la via
de ARN de interferencia (ARNI), recientemente Lin et al. 2006 encontraron evidencia in
vivo para la hipétesis propuesta, en el organismo modelo Danio rerio.

La participacion del ARNi en este proceso es apoyado por los hallazgos de que
pequefios ARNS, que corresponden a elementos repetidos y transposones, estan asociados
con regiones heterocromaticas, y que estos ARNs pueden derivarse de ARNs de doble
banda mas largos generados por transcripcion bidireccional de las secuencias repetidas de
promotores adyacentes. Esto llevo a la hipotesis de que un complejo denominado RITS
(del inglés RNA- induced initiator of transcriptional gene silencing) junto con la proteina
AGO (Argonaute) se une a los ARNs pequefios de interferencia (ARNSsI) y promueve su
apareamiento con las secuencias homologas en las repeticiones CGG (Jin et al. 2004).
Handa et al. 2003, observaron la formacién de horquillas en el extremo 3" de un tracto
largo de repeticiones pura de una premutacion. Estas repeticiones CGGr pueden ser
cortadas por la endonucleasa Dicer para producir ARNsi. De acuerdo a esto nace la

hipétesis de Jin et al. 2004. En el desarrollo temprano, los alelos con la mutacion completa
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no han sufrido metilacion y pueden ser transcritos para producir ARNsm con las
repeticiones CGG. Los CGGr expandidos forman estructuras en horquilla que son cortados
por Dicer para formar ARNs pequefios, estos ARNs similares a los ARNsi se unen al
complejo RITS y lo guian hacia las secuencias homdélogas en un proceso que involucra el
apareamiento de los ARNsi a los transcritos recién producidos o al ADN directamente.
RITS media el reclutamiento de las metiltransferasas y de las deacetilasas de histonas, lo
que desencadena la metilacion del promotor y la represion de la transcripcion en el locus

FMR1 (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de metilacion de las repeticiones CGG mediada por ARNi en individuos con
SFX. (Tomado de Jin et al. 2004)

Debido a que el SXF es provocado por la pérdida de una Unica proteina que lleva a
la manifestacion de una variedad de signos y sintomas, la determinacion de la funcion de
FMRP en las células normales es trascendental para entender la patogénesis de la

enfermedad.
6. FMRP: caracteristicas y funciones

La proteina FMRP pertenece a la superfamilia de ribonucleoproteinas heterogéneas
nucleares (hnRNP) involucradas en el metabolismo de los ARNsm. Se localiza
principalmente en el citoplasma de las celulas pero alrededor de un 5% del total de la
proteina se halla en el nucleo. Debido a que existe suficiente evidencia de que FMRP esté&
presente en el citoplasma y que se asocia a ARNsm como parte de un complejo
ribonucleoproteico (MRNP) junto con los polirribosomas se le involucra en el control
postranscripcional de la expresion génica (Schaeffer et al. 2003). Por tanto, FMRP podria
controlar la localizacién y/o la traduccion de ARNSs especificos en las neuronas. FMRP
realiza su funcién a través de la union a ARNs por lo que es importante determinar sus
dominios funcionales y sus ARNs blanco. Ademas, la caracterizacion de los complejos
mRNP que incluyen a FMRP y otras proteinas es de gran relevancia para entender su
funcién. En la siguiente figura se pueden observar los dominios de la proteina

especificados en la secuencia del gen.
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Figura 3. Representacion esquematica del gen FMRL1 en el que se muestran algunos de los
dominios hasta ahora descritos. (Tomado de Oostra & Chiurazzi 2001)

Dominios de FMRP

a. IRES: Se ha descrito un sitio de entrada para el ribosoma corriente arriba de
la repeticion CGG. Los elementos IRES han sido identificados en las regiones 5"-UTR de
algunas proteinas regulatorias y se cree que este elemento contribuye a promover la
traduccion en las dendritas. También se ha observado que FMRP interactia con la
subunidad ribosomal 60S mediante el motivo “coiled- coil” en localizado en su exén 7. Se
desconoce exactamente el mecanismo de interaccion de FMRP con los polirribosomas
(Oostra & Chiurazzi 2001).

b. NLS y NES: Al tener una sefial de localizacion nuclear y una sefial de
exportacion nuclear se sugiere que FMRP transita entre estos dos compartimentos. Se
desconoce el mecanismo para la entrada al ndcleo pero la exportina | esta relacionada con
su salida al citoplasma. De manera que podria estar participando en el transporte y
localizacion de mensajes celulares del nucleo al citoplasma dentro del los complejos RNPs
(Kooy et al. 2000; Oostra & Willemsen 2003).

C. Caja RGG: Esta caja es la responsable de la union de FMRP a la mayoria
de los ARNms que interacttan con la proteina. ES una region rica en arginina- glicina-
glicina y reconoce una estructura en cuarteto G presente en el 70% de los ARNms que co-
inmunoprecipitan con FMRP (Gantois & Kooy 2002)

d. KH1y KH2 : La idea de que FMRP puede unirse a los ARNm nace de la
descripcion de estos dominios que muestran homologia con los descritos en la proteina K
hnRNP. Sin embargo, en el caso de FMRP parece que estos dominios no participan en la
unién de los ARNSs que se asocian con ella. La mutacién puntual 1304N en el dominio KH2
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que causa un fenotipo severo de la enfermedad, no impide la union a los ARNs pero la
proteina no puede asociarse con los ribosomas de modo que también se observa una
desregulacién en la traduccion de mensajes celulares. FMRP actla en las células como un
homodimero y la mutacion 1304N disminuye su capacidad de oligomerizacién consigo
misma, con otras proteinas y con los polirribosomas (Pozdnyakova & Regan 2005).
Darnell et al. 2005 describieron un motivo de ARN conocido como complejo “Kissing” que
es reconocido por KH2. Este motivo podria estar presente en los ARNsm que se han visto
asociados con FMRP pero que no tiene una estructura de cuarteto G, como algunos ARNs
no codificantes que podrian ser parte de la via de ARNi.

e. FBS: El sitio de uniéon a FMRP abarca una parte de la region que codifica
para la caja RGG. Este sitio determina la formacion de la estructura cuarteto G que es
reconocida por RGG. Por tanto, FMRP tiene la capacidad para interactuar y regular su
propio ARNm. Las estructuras cuarteto G estan formadas por arreglos planares de residuos
de guanina, enlazadas por puentes de hidrégeno y estabilizadas por iones K* (Darnell et al.
2004).

ARNmMs y proteinas asociados a FMRP

La identificacion de los ARNms que se asocian a FMRP es importante para
entender su funcién y las consecuencias clinicas de su ausencia, el hecho de que FMRP se
asocia con al menos el 4% de los ARNms del cerebro explica la diversidad de las
caracteristicas clinicas. Brown et al. 2001 utiliz6 microarreglos para identificar los blancos
in vivo de FMRP, algunos de los mensajes celulares identificados estan involucrados en
funciones sinapticas como MAP1B (proteina asociada a los microtubulos), NAP22
(proteina neuronal axonal), el canal de potasio y su propio ARNm. FMRP se une a estos

ARNs mediante el reconocimiento de una estructura (cuarteto G) mas que a una secuencia.
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Sin embargo, en esta union podrian estar interviniendo sus dominios KH y otros sitios de
unioén no especificos en los ARNsm como regiones ricas en uracilo (poly-U).

Jin & Warren 2003 y muchos otros estudios, han demostrado que en la ausencia de
la proteina los ARNms identificados muestran un perfil polirribosémico anormal pero su
abundancia citoplasmatica no esté alterada. En los individuos con el SXF muchos de estos
ARNSsm estan sobrexpresados, en Drosophila la ausencia de dFXR esté relacionada con una
sobrexpresion de fustch (homologo de MAP1B) . Lo anterior, indica que FMRP juega un
papel importante en la regulacion de la traduccién como represor de una gran variedad de
mensajes celulares. Los efectos causados son visibles principalmente, en las dendritas y en
los compartimentos sindpticos. FMRP también se ha visto asociada con el ARN no
codificante BC1, un transcrito que es abundante en las neuronas y que podria estar
involucrado en la represion de los ARNms que se unen a FMRP. Por ejemplo, el ARNm de
MAP1B posee una estructura en cuarteto G y una secuencia con mucha homologia a BC1
(Menon & Pastore 2003; Zalfa et al. 2003). Ademas, FMRP puede formar complejos
ribonucleoproteicos con RISC (del inglés RNA- induced silencing complex) por lo que en
el control postranscripcional de los ARNsm podria participar la via de ARN de
interferencia (Schaeffer et al. 2003).

Las proteinas que forman parte del complejo ribonucleoproteico junto con FMRP
también han sido caracterizadas. FMRP interactla con sus homologos FXR1 y FXR2,
estas dos proteinas tiene funciones similares a FMRP. Sin embargo, en el SXF o en el KO
(Knockout) de raton la presencia de los homdélogos no compensan la pérdida de FMRP,
mas bien se cree que tienen un efecto sinérgico en la funcion de FMRP. NUFIP1 es una
proteina de localizacidon nuclear pero que puede salir al citoplasma para interactuar con los

ribosomas y con FMRP. CYFP1 y 2 también interactian con FMRP se desconoce su
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funcién pero se ha visto que podrian actuar con la proteina Racl, relacionada con la
maduracion de las espinas dendriticas. Otras proteinas descritas hasta el momento son una
proteina de union a ARN de localizacion nucleolar y citoplasmética (nucleolin), YB1
asociada a la localizacién, traduccion y estabilidad de ARNs. FMRP también se asocia con
proteinas de la via de ARN de interferencia como Dicer y AGO (Bardoni & Mandel 2002).

Todas estas evidencias sugieren que FMRP actGa como parte de un complejo
ribonucleoproteico mensajero que se asocia a los polirribosomas. Se desconoce todavia si
la interaccién con el ribosoma es directa. Estos complejos junto con la maquinaria de la
traduccion forman granulos que se mueven por medio de componentes del citoesqueleto
(microtUbulos y kinesina)

Funcién de FMRP

Los individuos que manifiestan el SXF y los ratones KO poseen espinas dendriticas
mas largas, abundantes y con formas inmaduras que han sido asociadas con el retardo
mental. Las espinas de las dendritas son protuberancias postsinapticas donde ocurren la
mayoria de las sinapsis excitatorias, son sensibles a su ambiente celular y modifican su
densidad y morfologia en forma dependiente de algunos estimulos celulares (Dong &
Greenough 2004). En el SXF los procesos de seleccion, maduracion y poda de las espinas
se encuentran alterados, afectando los mecanismos de plasticidad sinaptica de las neuronas
(Irwin et al. 2000). La plasticidad sinaptica es un cambio a largo plazo en la fuerza
sinaptica después de un estimulo y constituye un mecanismo de almacenamiento de la
informacidn durante el aprendizaje y la memoria (O Donell & Warren 2002).

La estructura de las espinas dendriticas esta determinada por la modulacion del
citoesqueleto, en particular con el control de la polimerizacion de los elementos de actina.

Se ha visto que FMRP puede interferir con la via de Racl que controla la dindmica del
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citoesqueleto. La activacion de Rac desencadena la fosforilacion de la cofilina lo que
inhibe su capacidad para unirse a los elementos de actina y disminuye la depolimerizacion
de los filamentos permitiendo la formacion de espinas con cabezas mas grandes. La
desfosforilacion de la cofilina por la fosfatasa P- cofilina elimina esta inhibicién. Estos
ciclos de ensamblaje y desensamblaje de los elementos del citoesqueleto son controlados
por fosforilacion. FMRP se une al ARNm de la fosfatasa P- cofilina y regula
negativamente su traduccion, por lo que en su ausencia se da un incremento de esta proteina
que altera la dinamica de los filamentos de actina (Carlisle & Kennedy 2005 y Castets et al.
2005).

La localizacion de los granulos de ARNms que contienen FMRP requiere de la
accion de los microtubulos para el transporte dependiente de actividad. La dindmica del
microtubulo necesaria para el transporte de los complejos ribonucleoproteicos también es
controlado por FMRP. FMRP regula la traduccion de la MAP1B, la cual se encuentra
aumentada en células que no expresan la proteina. La sobreexpresion de MAP1B lleva a un
incremento anormal de la estabilidad de los microtibulos que podria afectar la morfologia
de las espinas dendriticas (Antar et al. 2005).

FMRP puede ser detectada en los polirribomas de los sinaptoneurosomas. Estas
preparaciones sinapticas responden a la activacién por los receptores de glutamato. La
sintesis de FMRP aumenta después de esta activacion, asi como la traduccion de otros
ARNmMs que se encuentran en los complejos ribonucleoproteicos que contienen FMRP.
Una de las consecuencias funcionales de la activacion de los receptores de glutamato
(mGIuR) es el mecanismo de plasticidad sinaptica de depresion a largo plazo (LTD) que se
encuentra aumentado en los individuos con el SXF y que esta relacionado con la poda y

seleccidn de las espinas dendriticas ( O"Donell & Warren 2002).
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El mecanismo de LTD requiere una rdpida y pasajera sintesis de proteinas, que
puede ser desencadenada por los mGIluRs. Se ha propuesto el siguiente modelo para la
funcion de FMRP (Figura 4) (Bear et al. 2004):

a. Bajo condiciones basales FMRP se encuentra en las dendritas como parte de
granulos ribonucleoproteicos que contienen su propio ARNm o ARNSs importantes para la
funcion cerebral, proteinas y ribosomas.

b. En ausencia de actividad, FMRP actla como un regulador negativo de la
traduccion de esos ARNsm. La inhibicion de la traduccion requiere la formacion de un
homodimero de FMRP.

C. La activacion de los mGluRs desencadena la internalizacién de los
receptores AMPA y NMDA, y un rapido movimiento y utilizacion de los granulos. La
activacion de los receptores provoca la pérdida de homodimerizacion de FMRP
(probablemente por fosforilacion) liberando la inhibicion de la traduccion y promoviendo la
sintesis rapida de proteinas en el momento y lugar requerido.

d. Este aumento en la sintesis de proteinas es pasajero y se cree que es
nuevamente inhibido por las FMRPs recién sintetizadas. Por tanto, FMRP actia como un
freno para el mecanismo de plasticidad LTD, lo cual no sucede en el SXF.

Los receptores de glutamato participan en otras funciones que también podrian
relacionarse con otras caracteristicas del fenotipo del SXF, pero que aun no han sido
confirmadas como su accién en las células epileptiformes asociada a ataques epilépticos.

El control postranscripcional de los ARNms que regula FMRP puede estar
modulado por la accion de ARNs pequefios no codificantes. FMRP se asocia a BC1 y

podria regular la traduccion de MAP1B, la calmodulina y otros ARNs por homologia de

XXi



secuencia. También, los complejos ribonucleoproteicos que contienen FMRP presentan

componentes del complejo RISC (Bagni & Greenough 2005)
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Figura 4. Modelo propuesto para la funcion de FMRP en el sistema nervioso. (Tomado de

Todd & Malter 2002)

FMRP y la regulacion de la traduccion de ARNs mensajeros del cerebro

La via de ARN de interferencia podria ser el principal mecanismo molecular por el
cual FMRP regula la traduccion de mensajes celulares del cerebro. Las principales
evidencias provienen de la asociacion de Dfmrl en Drososphila con RISC y AGO2. La
via de ARNi es un mecanismo conservado que promueve el silenciamiento génico en
respuesta a ARNs doble banda (dSARN). Estos dsARNs son procesados en ARNsi por la
accion de una ARNasa Il conocida como Dicer. Los ARNSsi son incorporados en el
complejo RISC para ser usados como una guia para seleccionar ARNsm complementarios.

La union de los ARNsi a los ARNsm blanco provoca su degradacion o la inhibicion de la
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traduccion. En las células de organismos vertebrados se han encontrado microARNs
enddgenos que son ARNSs simple banda, de aproximadamente 70 nucleétidos, que se
pliegan sobre si mismos formando una estructura en horquilla. Los microARNs maduros
son ARNs de simple banda de unos 20- 25 nucledtidos que son procesados por Dicer a

partir de la horquilla de 70 nucledtidos (Jin et al 2004).

dFMR1-associated RISC
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mRNA
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Figura 5. Modelo para el papel de dFMR en RISC. (Tomado de Siomi et al. 2004)

La hipdtesis propuesta para la regulacion de la traduccion mediante microARNS
sugiere que una vez que Dfmrl (proteina homéloga de FMRP en Drosophila) se une a sus
ARNmMms especificos, ésta recluta a RISC junto con los microARNS e inhibe la traduccion
por reconocimiento entre los microARNSs y sus ARNms blancos, o mas bien, Dfmrl podria
ensamblarse primero con RISC y los microARNs para posteriormente localizar por
apareamiento sus ARNSs blancos, estabilizando la union mediante la estructura cuarteto G o
el complejo “Kissing”. Debido a que Dfmrl tiene capacidad para discriminar entre

diferentes ARNsm, es posible que la proteina pueda actuar como una chaperona para el
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reclutamiento de microARNSs especificos dentro del RISC. Los microARNSs controlan la
traduccion por complementariedad parcial en el extremo 3"-UTR de los ARNms. Esta
interaccion no afecta la estabilidad del ARN blanco. EIl perfil polirribosémico de estos
ARNSs no cambia lo que sugiere una inhibicion después de la iniciacién de la traduccion, ya
sea en la elongacion o en la terminacion (Figura 5). Este mecanismo puede ser reversible,
lo que constituye un requisito para la plasticidad sinaptica dependiente de la sintesis de
proteinas como el mecanismo LTD (Siomi et al. 2004).

Plante et al. 2006, demostraron que la proteina FMRP de humanos puede actuar
como un aceptor de microARNSs producidos por Dicer formando un complejo de miRNP
(complejo ribonucleoproteico con microARNSs), facilitando el ensamblaje de los
microARNSs en las secuencias de los ARNs blancos. La propiedad de ensamblar estos
microARNs es eliminada por delecion del dominio KH2. EIl estudio confirmé el
requerimiento de FMRP para la eficiencia de la via de ARN de interferencia in vivo.
Basados en estas observaciones y en las evidencias de que los pre- microARNs
(precursores de los microARNSs) una vez en el citoplasma son cortados por Dicer en duplex
de miARN: miARN* y que el miARN maduro es incorporado a RISC mientras que la
banda opuesta miARN* se encuentra menos frecuentemente en RISC y es, posiblemente,
degradada (Lee et al. 2003).

A partir de estas observaciones Plante & Provost 2006, sugirieron que FMRP
ensambla preferencialmente los duplex de microARN: ARNm imperfectamente apareados,
lo que constituye el evento mas comunmente encontrado en mamiferos. Un enigma por
resolver en este ensamblaje es la accion de los dsARN sobre ARNs de banda sencilla. En
este sentido, la formacion de un complejo especifico de transicion de microARN: ARNm a

partir de un duplex de microARN: microARN* y de su ARN blanco parece un
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requerimiento obligatorio. FMRP puede aceptar y utilizar los duplex de microARN:
microARN*, generados a partir de Dicer para favorecer la formacion del complejo miARN:
ARNmM a través de una reaccion de intercambio de cadenas de miARN*/ ARNm, proceso
favorecido por la misma FMRP. Por tanto, en el SXF la ausencia de FMRP resulta en un
ensamblaje subdptimo de los microARNs con sus ARNSs blancos provocando un aumento
anormal en la expresion de los mismos. Aun queda por dilucidar los elementos que podrian
coparticipar en el cumplimiento de la hipétesis propuesta y la funcién in vivo de FMRP
antes descrita.

La determinacién de la funcion exacta de FMRP en la regulacion génica
guiada por microARNs es esencial para determinar la base molecular del sindrome del
cromosoma X fragil.

7. Diagnostico del SXF

El andlisis citogenético de la enfermedad, basado en la expresion del sitio fragil, era
el tnico método diagnostico del que se disponia en la década de los 80’s. No obstante, la
expresion del sitio fragil se lograba para determinados tamafios de repeticion. EI 20% de
los varones y la mayoria de las mujeres no eran identificados. Por otra parte, la técnica no
puede detectar individuos con la premutacién (Oostra & Willemsen 2001).

En 1991, se maped el gen responsable de la enferemedad lo que permitio el analisis
directo de la mutacién en la secuencia de ADN. Esto hizo posible la identificacion de
individuos con la premutacion y mutacion completa, ademas de permitir el conocimiento
del tamafio de la repeticion en los sujetos.

El anélisis por Southern Blot es la técnica diagnostica por excelencia para la
identificacion de la mutacién completa y de las premutaciones grandes. La ventaja de este

método es que permite determinar el estado de metilacién del promotor del gen, mediante
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una doble digestion con una enzima sensible a la metilacion y permite, ademas, la
identificacion de mosaicos. A pesar de esto, el Southern Blot es una prueba que consume
mucho tiempo y demanda un mayor costo econémico por el uso de una sonda marcada
(Oostra & Willemsen 2001).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es util en los individuos con
premutaciones pequefias porque la polimerasa tiene problemas para amplificar fragmentos
de 100 o mas repeticiones. Esta es una prueba sencilla, barata y eficiente para detectar
portadores (Brown et al. 1993, Oostra & Willemsen 2001)

En el Instituto de Investigaciones en Salud de la Universidad de Costa Rica se
realiza el estudio molecular de la enfermedad que permite comprobar la presencia de la
mutacién completa en individuos portadores del marcador citogenético o con sospecha
clinica de padecer SFX; ademas de identificar a individuos portadores de la premutacion en
las familias de los probandos. El estudio directo de la mutacion es indispensable para
ofrecer el asesoramiento genético y es la prueba de diagnostico definitiva (Cuenca et al.
2002)

Uno de los métodos desarrollados recientemente es la deteccion directa de la
proteina FMRP por medio de inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales que
permite la identificacion de las posibles personas afectadas (Willemsen et al. 1995). El
procedimiento puede ser aplicado para el diagnostico posnatal, en frotis de sangre y raices
de cabello y prenatal en muestras de vellosidades coriénicas (Willemsen et al. 1997, 1999,
Lambiris et al. 1999). Los resultados se obtienen después de un dia y contribuyen a
determinar la relacion entre la expresion de la proteina con el estado del retardo mental de
los individuos, ademas del patron de inactivacion del cromosoma X en las mujeres. Estas

caracteristicas hacen que pueda aplicarse en programas de tamizaje (de Vries et al. 1998).
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8. Tamizaje poblacional del SXF

Las estrategias de tamizaje consisten en la aplicacién sistematica de una prueba para
identificar individuos, no diagnosticados, con el riesgo suficiente de padecer un trastorno
especifico que garantice investigaciones futuras o medidas de prevencion especificas. El
tamizaje de poblaciones ha sido desarrollado para la deteccion presintomatica de
enfermedades tratables o con cura. En el caso del SXF, la prevencion es el principal
objetivo de los programas de tamizaje pues se trata de una enfermedad hereditaria en la que
no se ha logrado corregir la condicion de portador (Pembrey et al. 2001).

El tamizaje de poblaciones que padecen de retardo mental permite identificar los
individuos con sospecha suficiente de padecer FRAXA para asi ofrecerles el diagnostico
definitivo, un mejor tratamiento y el adecuado asesoramiento genético para ellos y sus
familiares (Song et al 2003).

El tamizaje en cascada es la estrategia més eficiente en enfermedades como SXF;
debido a que los beneficios que obtienen los individuos diagnosticados pueden
magnificarse al extenderse a los demas miembros de la familia, quienes tienen un mayor
riesgo de ser portadores de la enfermedad. Por tanto, los propdésitos principales de esta
estrategia son el diagnodstico de individuos afectados en una etapa temprana para que
puedan recibir los maximos beneficios de las terapias educativas y de salud; y la
identificacion de mujeres con un riesgo alto de transmitir la mutacién (Song et al. 2003).

Las practicas de tamizaje se han llevado a cabo en diferentes paises, ya sea en
programas de tamizaje prenatal, preconcepcion o en cascada. En Israel, Toledano- Alhadef
et al. 2001 encontraron una prevalencia de 1/69 mujeres portadoras de la premutacion (>50
repeticiones) y 1/4778 afectadas con la mutacion completa en 14334 mujeres embarazadas.

En un estudio de tamizaje prenatal realizado a 1477 mujeres de Finlandia se detectaron 43
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mujeres con 40- 50 repeticiones, 12 con 50- 60 repeticiones y 6 con mas de 60 tripletas
CGG. A todas las mujeres con mas de 50 repeticiones (18 en total) se les brindé el
diagndstico prenatal invasivo con el que se logré identificar dos fetos portadores de la
premutacion, uno con la mutacion completa y uno en mosaico (Jallinoja 2001). El tamizaje
antenatal permite detectar individuos portadores e implementar las técnicas prenatales para
un diagnostico oportuno de los afectados.

En 1990 se desarroll6 un programa de tamizaje en cascada en Australia. Se
incluyeron en el programa 6490 individuos de instituciones de ensefianza especial y se
encontraron 253 probandos positivos, de los cuales el 70% no habian sido correctamente
diagnosticados. Ademas, se le brindd consejo genético a 818 mujeres parientes de los
probandos con un 25- 50% de riesgo de ser portadoras. El diagnostico de la enfermedad y
el asesoramiento genético disminuyeron la tasa de nacimientos en un 20% en las familias
donde segregaba la mutacion. EI 78% de las mujeres embarazadas se sometieron a pruebas
prenatales. Todos los embarazos de fetos masculinos y el 60% de los femeninos con la
mutacion completa fueron interrumpidos (Turner et al. 1997).

En Holanda, van Rijn et al. 1997 identificaron 19 familias con el SXF entre 1991 y
1995. En 70 mujeres de las 19 familias se diagnosticO un 47% de portadoras de la
premutacion y un 16% de la mutacién completa.

En 1987 se realizo en Costa Rica un tamizaje basado en la deteccion del marcador
citogenético en alumnos de la Escuela de Ensefianza Especial Fernando Centeno Guell.
Este estudio permitié diagnosticar a 4 nifios y 2 nifias afectados con el sindrome por
primera vez en nuestro pais (Castro y Cuenca 1987, 1996). Actualmente se lleva a cabo un

estudio de tamizaje neonatal basado en la tecnologia del ADN (Sequeira et al. en prep).
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Los programas de tamizaje constituyen una valiosa herramienta para detectar
portadores del sindrome, quienes valiéndose de la adecuada asesoria y el conocimiento
adquirido podrian tomar las medidas apropiadas para mejorar su calidad de vida y
contribuir a disminuir la incidencia de la enfermedad.

El SXF es un padecimiento con una sintomatologia compleja, carente hasta el
momento, de un tratamiento que cure la condicion de enfermo en los individuos afectados.
De esta manera, la prevencién basada en el asesoramiento genético resulta ser la mejor
forma de disminuir la incidencia de la enfermedad, con la ayuda de técnicas diagndsticas
adecuadas que permitan la identificacion de los individuos afectados y portadores de la

premutacion.
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Justificacion

La frecuencia de alteraciones en el desarrollo cognoscitivo es de aproximadamente
un 3% en la poblacion humana. Se han identificado al menos 300 trastornos genéticos que
involucran retardo mental. La incidencia de varones afectados es tres veces mas alta que la
de las mujeres, lo que ha sugerido la accion de mutaciones ligadas al cromosoma X. El
sindrome del cromosoma X fréagil explica el 40- 50% de los casos con este tipo de herencia
(Bardoni y Mandel 2002).

Las alteraciones genéticas son responsables del 45- 55% del retardo mental en los
paises desarrollados (Shah 1991). En Costa Rica, la incidencia de anomalias genéticas no
se aleja mucho del perfil que ocurre en estos paises por lo que es posible que la
contribucion de los defectos cromosdmicos o mutaciones ligadas al X y al retardo mental
sea muy similar. En nuestro pais el retardo mental representa la segunda causa de
discapacidad después de las anomalias neuromusculoesqueléticas (CNAREE 1994).

El SXF es una enfermedad hereditaria por lo que cominmente se observan varios
individuos afectados pertenecientes a una misma familia. Esto a diferencia del sindrome de
Down en el que la aparicion de los casos es generalmente esporadica y el riesgo de
recurrencia es muy bajo.

El estudio de poblaciones seleccionadas de deficientes mentales para determinar la
contribucion del SXF al retardo mental es una de las estrategias mas utilizadas; debido a las
limitaciones técnicas y econdémicas que existen para determinar la prevalencia e incidencia
de la enfermedad en la poblacion general. Asimismo, cuando se estudian poblaciones
seleccionadas se reducen los costos y el esfuerzo que conlleva la realizacion de pruebas

innecesarias.
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La mayoria de los individuos que padecen el sindrome no han sido correctamente
diagnosticados. Lo anterior se debe a que el fenotipo asociado al SXF generalmente resulta
poco evidente para los profesionales que atienden a los afectados, los cuales suelen estar
poco informados sobre la enfermedad. Por esta razon, a la mayoria de las personas se les
atribuye un origen “oscuro” o desconocido a su retardo mental. También es comun que los
portadores de la mutacién completa se encasillen como autistas o hiperactivos con déficil
atencional por las caracteristicas que comparten con estos dos trastornos.

El sindrome no tiene cura por lo que el tratamiento es sintomatico. De este modo la
prevencion primaria, mediante el consejo genético, es la forma mas apropiada para evitar
que personas portadoras de la mutacién hereden a sus hijos la enfermedad hasta que no se
consiga tratar mediante terapia génica la condicion de portador.

Debido a que en el SXF varios miembros de la misma familia estan afectados, el
tamizaje en cascada es uno de los métodos mas utilizados en los paises desarrollados para
detectar portadores de la mutacion completa o premutacion en los familiares de los
pacientes con FRAXA. Esta estrategia es de gran eficacia ya que los individuos
pertenecientes a una familia donde segrega la mutacion tienen un mayor riesgo de ser
portadores (Pembrey et al. 2001, Song et al. 2003).

La realizacion de un tamizaje en cascada en nuestro pais podria contribuir a
disminuir el nimero de individuos no diagnosticados o portadores en la poblacion.
Ademas, el diagndstico adecuado de los probandos afectados con la prueba del ADN
vendra a aliviar la carga que sufren los padres al no saber la causa del retardo mental que
padecen sus hijos. Los nifios que se identifiquen con el SXF se podrian beneficiar con un
tratamiento y terapia de rehabilitacién para la condicidn que los caracteriza. Esto porque se

diferencian de otros nifios con retardo mental de distinto origen; asi que las terapias de
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lenguaje y estimulacion apropiadas podrian contribuir a mejorar su calidad de vida y su
desempefio dentro de la sociedad.

Asimismo, como consecuencia del tamizaje, a mediano plazo se podria identificar
las familias donde segrega la enfermedad. La deteccion de las personas portadoras de la
premutacion abre la posibilidad de disminuir su riesgo de procrear descendencia afectada a
través del asesoramiento genético oportuno. La informacion que los portadores puedan
adquirir mediante el consejo genético les permitird tomar decisiones reproductivas segin su
percepcion de riesgo, dafo, valores, religion, condicion econémica y social, etc. Uno de
los principales beneficios de la asesoria genética y la prevencidn primaria para el pais seria
la posible reduccién en la incidencia de nacimientos de individuos con el sindrome. En
Australia se redujo la prevalencia de varones afectados de 1/ 4000 a 1/ 10 000 gracias a la
implementacién del consejo genético y tamizaje en cascada desde 1985 (Turner 1997).

Por otra parte, con una disminucion de la incidencia de la enfermedad mediante la
prevencion primaria es posible disminuir el costo que implica el abordaje y tratamiento de
la enfermedad. Se calcula que el gasto en servicios médicos, educativos y sociales que
necesitan las personas afectadas durante toda su vida es de aproximadamente US $1 000
000 (Wildhagen et al. 1998). En nuestro pais no se tienen datos de la inversién econémicay
social que implica la atencién médica de estas personas; se sugiere que la inversién es alta
debido a la necesidad de un enfoque multidisciplinario para el tratamiento que involucra
pediatras, psicélogos, neur6logos, terapeutas del lenguaje, maestros de educacion especial,
terapeutas ocupacionales, entre otros.

Los pacientes con FRAXA tienen una esperanza de vida igual al de la poblacion
general, necesitando de atencion durante toda su vida. Por esta y otras razones es que la

prevencion que pueda derivarse del proyecto por medio del asesoramiento genético
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contribuira a disminuir los efectos de la enfermedad en el &ambito econdmico y social si se

logra disminuir su recurrencia en las familias donde segrega la mutacion.

Objetivo General

Determinar la presencia del sindrome del cromosoma X fragil en estudiantes de
escuelas y centros de ensefianza especial con retardo mental idiopatico o no diagnosticado,
con el fin de prevenir a largo plazo la recurrencia de la enfermedad en las familias de los

probandos afectados.

Objetivos Especificos

1. Implementar la técnica de inmunohistoquimica como un método barato, simple y
rapido para el tamizaje de una poblacion seleccionada.

2. Identificar los probandos positivos por medio de la expresion de la proteina FMRP
en frotis de sangre y bulbos pilosos.

3. Confirmar la presencia de la enfermedad en los individuos tamizaje positivo
mediante el andlisis directo de la mutacién con la técnica de Southern Blot.

4. Determinar los individuos portadores de la premutacién y mutacién completa en los

familiares directos (en primer grado) de los probandos positivos a los que se les

confirme la enfermedad, con las técnicas de PCR y Southern Blot.
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Materiales y Métodos

Ubicacion geografica del proyecto

El proyecto se llevara a cabo en las instalaciones del Instituto de Investigaciones en
Salud de la Universidad de Costa Rica, en Mercedes de Montes de Oca.

Poblacion de Estudio

Se incluirdan en el estudio nifios, nifias y adolescentes con retardo mental o
comportamiento autista de origen desconocido o no determinado. Se seleccionaran los
individuos que asisten a escuelas de ensefianza especial del Ministerio de Educacion
Publica o privadas.

Se realizara una pre- seleccion de los varones y las nifias con mayor probabilidad de
resultar tamizaje positivo basado en los criterios descritos en el anexo 1. Segun sea el
tamarfio de la poblacion y si la disponibilidad de recursos y si el tiempo es suficiente, la pre-
seleccion serd omitida para abarcar un mayor nimero de individuos.

Se visitaran las escuelas previamente para coordinar reuniones con los maestros y
los padres de familia para informarles sobre el SXF, explicarles el proyecto y las ventajas y
desventajas de participar en el mismo.

Se usaran varias formulas de consentimiento informado dependiendo de las distintas
etapas del estudio pues no todos los participantes iniciales continuaran durante todo el
proceso de la investigacion. Se usara la formula de consentimiento informado para ser
sujeto de investigacion 1 para todos aquellos nifios y nifias cuyos padres o representantes
legales acepten la participacion de los mismos en la prueba de tamizaje. Los nifios que
resulten tamizaje positivo se les pedira una muestra de sangre (formula de consentimiento

informado para ser sujeto de investigacion 2) para confirmar si padecen o no la
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enfermedad. Ademas, los nifios y nifias afectadas con el SXF se les hara un examen fisico
para determinar las manifestaciones fenotipicas que expresan para lo cual se solicitara
consentimiento a sus representantes a través de la formula de consentimiento informado
para ser sujeto de investigacion 2.1. Por ultimo, se solicitara una muestra de sangre a los
familiares en primer grado de los nifios y nifias que resulten positivos para la enfermedad
(férmula de consentimiento informado para ser sujeto de investigacion 3)

Prueba de tamizaje

La prueba de tamizaje se basard en la deteccion de la expresion de la proteina
FMRP por el método de inmunohistoquimica, en frotis de sangre y cabellos de los sujetos.
La recoleccion de ambas o de una u otra muestra dependerd de la disposicion de los
individuos. Se usaran los métodos de deteccion indirecta de la inmunoperoxidasa, para los
frotis, y el de fosfatasa alcalina para los cabellos, ambos desarrollados por el Departamento
de Genética Clinica de la Universidad de Erasmus en Holanda (Willensem et al. 1995,
1999) (Anexo 6). Se hardn como minimo 5 frotis por individuo, de los cuales se procesaran
dos y los tres restantes se guardaran a —80°C. Se analizaran en el microscopio de luz a
100X 100 linfocitos y los 20 cabellos para determinar el porcentaje de expresion de la
proteina. La participacién en la prueba de tamizaje es voluntaria (Anexo 2).

Prueba confirmatoria de los individuos tamizaje positivo

Se hara la confirmacion molecular de los probandos tamizaje positivo mediante el
andlisis directo de la mutacién con el Southern Blot. La confirmacion del resultado
inmunohistoquimico es voluntaria (Anexo 3). Los nifios o nifias a quienes se les confirme la
mutacion completa se someterdn a un examen clinico voluntario para caracterizar su
expresion fenotipica y para descartar que padecen de algunas de las patologias asociadas a

FRAXA por parte de la médico del INISA Isabel Castro (Anexo 4).
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Por otra parte, se le realizaran ambas técnicas moleculares (PCR y Southern Blot) a
los familiares en primer grado de los probandos verdaderos positivos confirmados por el
andlisis directo de la mutacion. Esto para determinar si otros miembros de la familia estan
afectados por o son portadores de la mutacién. La participacion de los familiares en el
andlisis molecular de la mutacién es voluntaria (Anexo 5).

El método de Southern Blot estd basado en el procedimiento implementado por
Rousseau et al. 1991 con las modificaciones hechas por Cuenca et al. 2002. Se tomara una
muestra de 7- 10 ml de sangre en tubos estériles con ACD para la extraccion del ADN con
el método de fenol- cloroformo (Anexo 7). Se realizara una doble digestion del ADN (6
pg/ul) con 5 unidades de las enzimas EcoRI y Sacll, buffer (1X), BSA (0.1X) para un
volumen final de 60ul por reaccion. Se incubard a 37°C durante toda la noche en el bafio
Maria. La calidad de la digestion se verificara en geles de agarosa pequefios al 1%. Los
productos ya digeridos se correran en geles de agarosa de 20X20 al 0.8%, en buffer TBE
1X aun pH de 7.7 y con un marcador de peso molecular. EIl gel se correra a 50V por 21h,
se tifie con bromuro de etidio (10 mg/ml) y se fotografia. Posteriormente, se hara el
montaje del blot y la hibridacion con la sonda StB12.3 (Anexo 8).

La técnica de PCR para el andlisis de la mutacion esta basado en el procedimiento
de Fu et al. 1991 con las modificaciones desarrolladas por Cuenca et al. 2002. Se tomara
una muestra de sangre para la extraccion de ADN de los sujetos. El tamafio de la repeticion
se determinara por PCR con los iniciadores A (5’- GTCAGGCGTTCAGCTCCGTTT- 3°)
y B (5’- CTCCATCTTCTCTTCAGCCCTGCT- 3’). El volumen final por cada reaccion es
de 25 pl e incluyen 150 ng de ADN, 10 uM de cada uno de los iniciadores, 200 uM de cada
dNTP, buffer + MgSO4 1X, DMSO al 10% y 1 unidad de pfu polimerasa. El perfil que se

utilizard en la PCR es de 1 ciclo de 5min a 95°C, 30 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 59°C, 1
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min a 72°C y 1 ciclo de 7min a 72°C. Los productos de la PCR se correran a 3000V,
250mA, 80W por 4h en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata (Anexo 9y 10).

Anélisis de los datos

Se determinard la expresion de la proteina en los dos tipos de muestra en forma de
porcentaje de raices de cabello y linfocitos con proteina respecto al total de raices y
linfocitos examinados. Se determinara la sensibilidad y especificidad de la técnica de
inmunohistoquimica tanto para el procedimiento en sangre como para el de raices de
cabellos. La sensibilidad corresponde a la proporcién de individuos con la enfermedad que
presentan un resultado positivo. La especificidad se refiere a la proporcion de individuos
sin la enfermedad que resultaron negativos en la prueba. Estas caracteristicas de la técnica
se calculan de la siguiente manera:

Sensibilidad: PV/ PV+ FN

PV: positivos verdaderos, FN: falsos negativos

Especificidad: NV/NV+FP

NV: negativos verdaderos, FP: falsos positivos

Se determinara el tamafio de la repeticién de los individuos afectados y la de sus

familiares directos.
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Anexo 1

Universidad de Costa Rica
Instituto de Investigaciones en Salud (INISA)
Ficha de recoleccion de datos de la persona a tamizar
Fecha Cadigo
Nombre Edad

Fecha de nacimiento # asegurado/cédula

Nombre del padre/madre/encargado

Teléfono Direccion

Institucion a la que asiste

Profesional que lo atiende

Diagndstico/s que justifica sea atendido en esa institucion

¢, tiene un hermano o hermana con el mismo diagnostico? Sl NO
¢otros miembros de su familia tienen el mismo diagnostico? Sl NO

¢, Presenta alguna de las siguientes caracteristicas ?

Sl NO

Puntaje 2 |Puntaje 0

+/-
puntaje 1

Antecedentes familiares de retardo mental

Testiculos grandes

Orejas grandes o prominentes

Pliegue Unico en la palma de la mano

Pliegue en la planta del pie

Avrticulaciones hiperextensibles

Retardo mental

Hiperactividad

Periodos de atencion muy cortos

Le molesta el contacto fisico

Aleteo de las manos

Mordisqueo de las manos

No establece contacto visual 0jo a 0jo

Repite continuamente palabras o frases

Puntaje total =
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Anexo 2

Universidad de Costa Rica

Instituto de Investigaciones en Salud (INISA)

Formula de consentimiento
Tamizaje del sindrome del cromosoma X fragil en poblaciones seleccionadas

Caodigo o0 numero de protocolo

Nombre del investigador principal

Nombre del participante

A. PROPOSITO DEL ESTUDIO: las doctoras Isabel Castro, Patricia Cuenca y la
Ing. Rebeca Vindas del INISA, desean encontrar a las personas que padecen el sindrome
del cromosoma X fragil, para de este modo poder entrar en contacto con las familias de
estas personas y estudiar cuales miembros de la familia no padecen la enfermedad pero la
pueden transmitir a sus hijos e hijas; es decir, cuales miembros de la familia son portadores.
Este sindrome es la causa mas comun de retardo mental hereditario a nivel mundial. Los
individuos afectados se caracterizan principalmente por tener una cara alargada, orejas
grandes, problemas del lenguaje, engrandecimiento de los testiculos en el caso de los
varones, problemas conductuales y de aprendizaje. Debido a que el sindrome del
cromosoma X fragil es una enfermedad hereditaria varios miembros de una misma familia
pueden verse afectados. Por tanto, la identificacion de portadores y portadoras es muy
importante pues se podria prevenir el nacimiento de mas personas afectadas, a través del
asesoramiento genético.

Para llevar a cabo esta investigacion es necesario contar con la participacién de personas ya

diagnosticadas, por medio de técnicas moleculares, con la enfermedad. Es decir la
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participacién de individuos como controles positivos para FRAXA contribuird a la
fidelidad de los resultados de la presente investigacion.

B. ¢QUE SE HARA?: si acepto participar en este estudio, se me realizara lo siguiente:
se me va a tomar aproximadamente una cucharada de sangre y se me van a arrancar 20
cabellos de la cabeza

C. RIESGOS: la participacion en este estudio puede significar cierta molestia para mi
pues la punzada y la extraccion de los cabellos pueden ser un poco dolorosas. Si sufriera
algun dafio como consecuencia de los procedimientos a los que seré sometido para el
estudio, las investigadoras me brindaran el tratamiento necesario para mi total
recuperacion. Los costos de este tratamiento seran cubiertos por el Instituto Nacional de
Seguros, mediante el seguro infantil.

E. He hablado con sobre este

estudio y me ha contestado todas mis preguntas. Si quisiera mas informacién mas adelante,
puedo obtenerla Ilamando a la Dra. Isabel Castro, a la Dra. Patricia Cuenca o a la Ing.
Rebeca Vindas a los teléfonos 224- 3668 6 207- 3148 del INISA. Ademas, puedo consultar
al Ministerio de Salud al 223- 2612 sobre los Derechos de los Sujetos Participantes en
Proyectos de Investigacion o a la Vicerrectoria de Investigacién de la UCR al 207- 5844 ¢
207- 5845.

F. Recibiré una copia firmada de esta formula para mi uso personal.

G. Mi participacion en este estudio es voluntaria. Tengo el derecho de negarme a
participar o a interrumpir mi participacién en cualquier momento, sin que esta decision

afecte la calidad de la atencion que requiero.



H. Mi participacién en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en

una publicacion cientifica o ser divulgados en una reunién cientifica pero de manera

anonima.

I. No perderé ningun derecho legal por firmar este documento.

J. Las muestras obtenidas para esta investigacion podran transferirse a otros

investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Bioldgico (MTA).
CONSENTIMIENTO

Yo he leido, o se me ha leido, toda la informacién descrita en esta formula, antes de

firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas

en forma adecuada. Por tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este

estudio.

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores de 12 afios y adultos). Fecha

Nombre, cédula y firma del testigo. Fecha

Nombre, cédulay firma del investigador que solicita el consentimiento. Fecha

Nombre, cédula y firma del padre/madre/representante legal (menores de edad). Fecha



Anexo 3

Universidad de Costa Rica

Instituto de Investigaciones en Salud (INISA)

Formula de consentimiento para ser sujeto de investigacion 2
Tamizaje del sindrome del cromosoma X fragil en poblaciones seleccionadas

Caodigo o0 numero de protocolo

Nombre del investigador principal

Nombre del participante

A. PROPOSITO DEL ESTUDIO: las doctoras Isabel Castro, Patricia Cuenca y la
Ing. Rebeca Vindas, necesitan confirmar la sospecha de que usted padece el sindrome del
cromosoma X fragil. Es decir, el estudio de la sangre y de los cabellos que realizamos hace
unos meses, nos indica que usted podria tener este sindrome. Para asegurarnos que
realmente si lo tiene, es necesario realizar otro examen que es el definitivo, pero que por su
alto costo, no se puede ofrecer a todas las personas sino solamente a las que tienen mas
probabilidad de padecerlo. Si comprobamos que realmente usted tiene el sindrome del
cromosoma X fragil, podemos estudiar a otros familiares suyos interesados en saber si
existe la posibilidad de heredar a sus hijos 0 a sus hijas este mismo problema. De esta
manera las personas portadoras en su familia recibiran asesoramiento genético con el fin de
ayudarlos a tomar mejor sus decisiones referentes a su reproduccion, es decir, al momento
de pedir familia.

B. ¢QUE SE HARA?: si acepto participar en este estudio, se me realizara lo siguiente:
se me tomara una muestra de aproximadamente una cucharada de sangre de la vena del

pliegue del brazo, con una jeringa nueva y desechable. Esta extraccion de sangre podria



tener que repetirse si la primera muestra se malograra o para confirmar posibles resultados
dudosos.

C. RIESGOS: la participacion en este estudio puede significar cierta molestia para mi
pues la punzada puede ser un poco dolorosa o se me puede formar un “cardenal” en la zona
de puncién. Si sufriera algin dafio como consecuencia de los procedimientos a que seré
sometido para el estudio, las investigadoras me brindaran el tratamiento necesario para mi
total recuperacion. Los costos de este tratamiento serdn cubiertos por el Instituto Nacional
de Seguros, mediante el seguro estudiantil.

D. BENEFICIOS: como resultado de mi participacion en este estudio, el beneficio
que obtendré sera:

a. Poder confirmar la sospecha de que la causa de mis problemas de retardo o de
aprendizaje es el sindrome del cromosoma X fragil.

b. Se podra prevenir el nacimiento de mas personas con retardo mental en mi familia, a
través de la informacidn que recibiran mediante asesoramiento genético, las personas de mi
familia que resulten portadoras.

E. He hablado con la investigadora

sobre este estudio y me ha contestado todas mis preguntas. Si quisiera mas informacion
mas adelante, puedo obtenerla Ilamando a la Dra. Isabel Castro, a la Dra. Patricia Cuenca o
a la Ing. Rebeca Vindas a los teléfonos 224- 3668 6 207- 3148 del INISA. Ademas, puedo
consultar al Ministerio de Salud al 223- 2612 sobre los Derechos de los Sujetos
Participantes en Proyectos de Investigacion o a la Vicerrectoria de Investigacion de la UCR
al 207- 5844 6 207- 5845.

F. Recibire una copia firmada de esta formula para mi uso personal.



G. Mi participacion en este estudio es voluntaria. Tengo el derecho de negarme a

participar o a interrumpir mi participacién en cualquier momento, sin que esta decision

afecte la calidad de la atencion que requiero.

H. Mi participacién en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en

una publicacion cientifica o ser divulgados en una reunién cientifica pero de manera

anonima.

I. No perderé ningan derecho legal por firmar este documento.

J. Las muestras obtenidas para esta investigacion podrian transferirse a otros

investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Bioldgico (MTA).
CONSENTIMIENTO

Yo he leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de

firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas

en forma adecuada. Por tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este

estudio.

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores de 12 afios y adultos). Fecha

Nombre, cédula y firma del testigo. Fecha

Nombre, cédula y firma del investigador que solicita el consentimiento. Fecha

Nombre, cédula y firma del padre/madre/representante legal (menores de edad). Fecha
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Anexo 4

Universidad de Costa Rica
Instituto de Investigaciones en Salud (INISA)

Formula de consentimiento para ser sujeto de investigacion 2.1
Tamizaje del sindrome del cromosoma X fragil en poblaciones seleccionadas

Cddigo o numero de protocolo

Nombre del investigador principal

Nombre del participante

A. PROPOSITO DEL ESTUDIO: la médico Dra. Isabel Castro, investigadora del
INISA, desea conocer mas acerca del sindrome del cromosoma X fragil que usted padece y
de qué manera afecta su salud. Para lograr esto es necesario hacer un examen fisico
completo y hacer mediciones de algunas partes de su cuerpo como las orejas, lo mismo que
tomar algunas fotografias.

B. ¢QUE SE HARAZ?: si acepto participar en este estudio, se me realizara un examen
fisico completo que comprende la cabeza, el cuello, el térax, el abdomen, los miembros
superiores e inferiores y los genitales en caso de que yo sea vardn, para comparar el tamafio
de mis testiculos con el tamafio correspondiente al del orquidometro que se me mostro.
También se le haran preguntas a mis padres acerca de mis enfermedades pasadas y actuales
y acerca de mi desarrollo para hacer una historia clinica.

C. RIESGOS: la participacion en el examen fisico puede resultarme incomoda, pero
este no representa ningun peligro para mi salud.

D. BENEFICIOS: a través del examen fisico se podrian descubrir condiciones
médicas que podrian afectar mi salud, como el prolapso de la valvula mitral del corazén,
gue es una alteracion relativamente frecuente en las personas con el sindrome del
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cromosoma X fragil. En caso de que sea necesario, la Dra. Castro se compromete a

conseguir que sea tratado por cualquier problema médico que se me encuentre, en el

hospital de la CCSS que corresponda.

E. He hablado con la Dra. Isabel Castro sobre este estudio y me ha contestado todas

mis preguntas. Si quisiera mas informacion mas adelante, puedo obtenerla llamando a

Isabel Castro o a Patricia Cuenca al nimero de teléfono 224-3668 o 207-3148. Ademas,

puedo consultar al Ministerio de Salud al 223-2612 sobre los Derechos de los Sujetos

Participantes en Proyectos de Investigacion, o a la Vicerrectoria de Investigacion de la

U.C.R. a los teléfonos 207-5844 ¢ 207-5845.

F. Recibiré una copia firmada de esta formula para mi uso personal.

G. Mi participacion en este estudio es voluntaria. Tengo el derecho de negarme a

participar o a interrumpir mi participacion en cualquier momento, sin que esta decision

afecte la calidad de la atencion que requiero.

H. Mi participacién en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en

una publicacién cientifica o ser divulgados en una reunién cientifica pero de manera

anonima.

I. No perderé ningun derecho legal por firmar este documento.

J. Las muestras obtenidas para esta investigacion podrian transferirse a otros

investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Bioldgico (MTA).
CONSENTIMIENTO

Yo he leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de

firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas
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en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este

estudio.

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores que 12 afios y adultos). Fecha

Nombre, cédula y firma del testigo. Fecha

Nombre, cédula y firma del investigador que solicita el consentimiento. Fecha

Nombre, cédula y firma del padre/madre/representante legal (menores de edad). Fecha
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Anexo 5

Universidad de Costa Rica
Instituto de Investigaciones en Salud (INISA)

Formula de consentimiento para ser sujeto de investigacion 3
Tamizaje del sindrome del cromosoma X fragil en poblaciones seleccionadas

Cddigo o numero de protocolo

Nombre del investigador principal

Nombre del participante

A. PROPOSITO DEL ESTUDIO: las doctoras Isabel Castro, Patricia Cuenca y la
Ing. Rebeca Vindas del INISA, han determinado que una persona de su familia padece el
sindrome del cromosoma X fragil. Debido a que ésta es una enfermedad hereditaria, en la
cual otras personas de la familia pueden ser sanas pero capaces de transmitir el problema a
sus hijos o hijas, queremos investigar si usted es una de esas personas llamadas también
portadoras. La prevencion primaria del sindrome consiste en evitar el nacimiento de mas
personas afectadas Si usted resultara portadora, recibird asesoramiento genético de parte
nuestra, con el fin de que pueda utilizar la informacion que le daremos para tomar las
decisiones méas adecuadas para usted y su pareja a la hora de pedir familia, segin su
percepcion de riesgo, creencias morales, religiosas y sus intereses personales.

B. ¢ QUE SE HARAZ?: si acepto participar en este estudio, se me realizara lo siguiente:
se me tomara una muestra de aproximadamente una cucharada de sangre de la vena del
pliegue del brazo, con una jeringa nueva y desechable. Esta extraccion de sangre podria
tener que repetirseme si la primera muestra se malograra o para confirmar posibles

resultados dudosos.
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C. RIESGOS: Mi participacion en este estudio puede significar cierta molestia
transitoria pues la punzada puede ser un poco dolorosa o se me puede formar un "cardenal”
en la zona de la puncion

D. BENEFICIOS: como resultado de mi participacion en este estudio, me veré
beneficiado por dos razones principales:

1. Se podra determinar con certeza si soy 0 no una persona portadora del sindrome del
cromosoma X fragil.

2. Se podra prevenir el nacimiento de mas personas con retardo mental en mi familia, a
través de la informacion que recibiremos mediante asesoramiento genético, yo y las demas
personas de mi familia que resulten portadoras.

E. He hablado con la investigadora sobre

este estudio y me ha contestado todas mis preguntas. Si quisiera mas informacién mas
adelante, puedo obtenerla llamando a la Dra. Isabel Castro, a la Dra. Patricia Cuenca o a la
Ing. Rebeca Vindas al numero de teléfono 224-3668 6 207-3148. Ademaés, puedo consultar
al Ministerio de Salud al 223-2612 sobre los Derechos de los Sujetos Participantes en
Proyectos de Investigacion, o a la Vicerrectoria de Investigacion de la U.C.R. a los
teléfonos 207-5844 6 207-5845.

F. Recibiré una copia firmada de esta formula para mi uso personal.

G. Mi participacion en este estudio es voluntaria. Tengo el derecho de negarme a
participar o a interrumpir mi participacién en cualquier momento, sin que esta decision

afecte la calidad de la atencion que requiero.

lix



H. Mi participacién en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en

una publicacién cientifica o ser divulgados en una reunion cientifica pero de manera

anonima.

I. No perderé ningun derecho legal por firmar este documento.

J. Las muestras obtenidas para esta investigacion podrian transferirse a otros

investigadores bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Bioldgico (MTA).
CONSENTIMIENTO

Yo he leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de

firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas

en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este

estudio.

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores que 12 afios y adultos). Fecha

Nombre, cédula y firma del testigo. Fecha

Nombre, cédulay firma del investigador que solicita el consentimiento. Fecha

Nombre, cédula y firma del padre/madre/representante legal (menores de edad). Fecha



Anexo 6

Método indirecto de la inmunoperoxidasa para la deteccion de FMRP en frotis
de sangre con el kit Zymed Histostain- Plus (Zymed 85- 9143)
1. El frotis de sangre debe hacerse con tan solo una gota en un portaobjeto limpio y
secos. Se hardn al menos 5 réplicas por sujeto. El frotis puede permanecer a temperatura
ambiente por diez dias 0 almacenarse a —80° C hasta por 1.5 afios. Para el tratamiento de la
muestra se descongelan los frotis aplicando aire frio para secar el area donde se encuentran
las células.
2. Se realiza la fijacion de las celulas con paraformaldehido al 3% (Buffer Sorrensen)
por 10 min.
3. Se permeabilizan las muestras con metanol al 100% por 20 min.
4. Se lava con TBS 0.1 M por 5 min.
5. Se bloquea la actividad de la peroxidasa endégena con PBS- BLOCK por 30 min.
(PBS- BLOCK: 100ml de PBS 0.1 M + 2ml de H20> al 30%).
6. Se hacen tres lavados de 5 min c/u con TBS+ (TBS+: TBS 0.1 M+ 0.5% de Tween
20 + 0.15% de glicina).
7. Se agrega 100ul de una dilucion de 1: 1500 del anticuerpo monoclonal anti- FMRP
1C3- 1la (CHEMICON MABZ2160) a c/u de los portaobjetos. La incubacién se hace por 1h
a temperatura ambiente. Las diluciones de todos los anticuerpos se hacen con el diluyente
de DAKO (S3022). Se repite el paso 6.
8. Se incuban los portaobjetos con dos gotas de anticuerpo secundario (Biotinylated

link universal DAKO K0690) por 20min. Se repite el paso 6.
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9. Se lleva a cabo una tercera incubacién por 20 min con estreptavidina conjugada con
peroxidasa (HRP) (Streptavidin-HRP de DAKO KO0690). Se utilizan dos gotas por
portaobjeto.
10.  Se hacen cuatro lavados con TBS+ de 5 min c/u.
11.  Selavacon TBS 0.1 M por 5 min.
12.  Se adicionan 100ul del sustrato cromégeno DAB (DAKO K3465) a temperatura
ambiente por 15 min. Se usa una solucion de trabajo de 20ul de DAB por 1ml de buffer.
13.  Selava en H20Od por 5 min.
14.  Se contratifie con Nuclear Fast Red (DAKO S1963) por 2 min.
15.  Se deshidratan los portaobjetos en etanol al 80%, 95%, 100%, 100%
(contaminados) seguido por dos deshidrataciones en etanol al 100% pero en solucion limpia
de 2s c/u. Por ultimo se colocan en xilol por unos segundos, y nuevamente en solucion de
xilol por un poco mas de tiempo.
16.  Se procede a realizar el montaje con Entellan y se coloca un cubreobjeto evitando la
formacion de burbujas. Se deja secar durante toda la noche a temperatura ambiente
17.  Se observa al microscopio en el aumento de 100X. Se analizan 100 linfocitos por
individuo. En los individuos no afectados se observa un precipitado café en el citoplasmay
en los afectados no hay coloracion café indicando la ausencia de la proteina.

Meétodo indirecto de la fosfatasa alcalina para detectar la expresion de FMRP en

cabellos

1. Se colectan con una pinza 20 cabellos de diferentes areas detrds de la oreja por
individuo. Se observan en el microestereoscopio para garantizar la presencia de la raiz.
Los pelos deben ser cortados antes de iniciar el tratamiento. Pueden ser almacenados por 7

dias después de la recoleccién a temperatura ambiente o congelarse a —80° C.
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2. Se colocan los cabellos en tubos para microcentrifuga. Se adiciona
paraformaldehido al 3% por 10 min para la fijacion.

3. Se remueve el paraformaldehido y se agrega metanol al 100% por 20 min.

4. Se lava con TBS 0.1M por 1 min.

5. Se lava con TBS+ por 5 min

6. Incubacion con el anticuerpo monoclonal anti- FMRP clon 1C3- 1a, a partir de una
dilucion de 1: 1500. La incubacion puede hacerse durante toda la noche a 4° C, si los
cabellos fueron almacenados a temperatura ambiente por varios dias, o por 1.5h a
temperatura ambiente en el caso de muestras frescas.

7. Se enjuaga con tres lavados de TBS+ por 5 min c/u.

8. Se incuba con el anticuerpo secundario biotinilado (MOUSE- LINK de BIOGENEX
ZA000- UM) a una dilucion de 1:50 por 1 h. Se repite el paso 7.

9. Se incuba con Estreptavidina®” a una dilucion de 1:50 por 1h. Se repite el paso 7.

10.  Sehace un lavado con TBS 0.1M por 5 min seguido de un lavado con Tris 0.1M por
5 min.

11. Se agrega el sustrato cromégeno New Fuchsin Red (DAKO K0624) por 2 min (8ul
de cromogeno + 8ul de reactivo activador, se espera por 2 min hasta que se observen
burbujas, + 0.666 ml de buffer). Se adicionan 2ul de levamisol para bloquear la actividad
fosfatasa alcalina endogena.

12.  Se lava dos veces con H>Od.

13.  Se examinan los cabellos en el estereomicroscopio. Los cabellos con coloracion
roja indican la expresion de la proteina.

14.  Se puede hacer un montaje con medio acuoso en portaobjetos para preservar la

preparacion.
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Anexo 7

Extraccion de ADN a partir de sangre periférica.
1. La muestra de sangre se vacia en un tubo cénico de 50 ml y se le agregan 30 ml de
buffer de lisis. Se mezcla. Se incuba en hielo por 30 minutos. Se centrifuga 10
min./1200rpm/4 °C.
2. Se verifica el boton de leucocitos. Se descarta el sobrenadante. Se afiaden 10 ml de
buffer de lisis. Se disuelve el boton de leucocitos y se centrifuga nuevamente 10
min./1200rpm/4 °C.
3. Se descarta el sobrenadante. Se afiaden 5 ml de buffer SE y se disuelve el botén de
leucocitos. Se centrifuga 10 min./1200rpm/4 °C.
4. Se descarta el sobrenadante. El botdn se puede guardar a —70 °C o continuar con:
afiadir 5 ml de buffer SE. Se disuelve el boton de leucocitos. Se le agregan 40 ul de
proteinasa K. Se mezcla y afiaden 250 ul de SDS 20%. Se mezcla e incuba en bafio maria a
37 °C toda la noche.
5. Se afiaden 5 ml de buffer SE, 10 ml de fenol equilibrado. Se mezcla 10 minutos. Se
centrifuga 5min/3000rpm/10 °C.
6. Se transfiere la fase superior a otro tubo coénico. Se afiaden 5 ml de
cloroformo:isoamilico, 5 ml de fenol equilibrado. Se mezcla 10 minutos. Se centrifuga
5min/3000rpm/10 °C.
7. Se transfiere la fase superior a otro tubo coénico. Se afiaden 10 ml de
cloroformo:isoamilico. Se mezcla por 10 minutos. Se centrifuga 5min/3000rpm/10°C.
8. Se transfiere la fase superior a otro tubo conico. Se afiaden 300 ul de acetato de

sodio. Se mezcla. Se agregan 2 volumenes y medio de alcohol absoluto. Se agita el tubo
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hasta que el ADN precipite. Se saca el ADN con pipeta Pasteur, luego se enjuaga el ADN
en etanol al 70 % y se disuelve en TE (de 0.5 a 1ml). Finalmente se deja disolver toda la
noche.

Buffer de lisis, ph: 7.4 : NH4Cl 8.299, KHCOs 1.00g, EDTA  200ul (0.5M)

Buffer SE, pH:8.0 : NaCl (75mM) 4.39g, Na,EDTA (25mM) 8.41g

SDS 20% : 20g, 100 ml H20

Proteinasa K : 10mg, 1ml H.O

Acetato de Sodio 3M, pH: 5.2: 24.61 g, 100ml H,O

Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1): 240 ml Cloroformo, 10 Alcohol Isoamilico
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Anexo 8
Montaje del blot e hibridacion con la sonda

1. Poner el gel en solucion depurinizante por 20 minutos, y enjuagar en agua destilada.
2. Poner el gel en solucidn desnaturalizante por 1 h, y enjuagar en agua destilada.
3. Colocar el gel sobre un vidrio plano y colocar una membrana de nylon de 20x20

sobre el gel. Colocar 4 piezas de papel filtro de 20x20 sobre la membrana y un grupo de
papel absorbente. Colocar otro vidrio sobre el papel absorbente y un peso extra sobre el
plato de vidrio y dejarlo toda la noche.

4. Desmontar el blot, lavar la membrana y hornearla por 2 h a 80 °C.

5. Poner a prehibridar la membrana en solucién de pre-hibridacion (20 ml) por al
menos dos horas a 65 °C. La sonda STh12.3 se marca usando fosforo radiactivo.

6. Poner a hibridar la membrana toda la noche a 65 °C, no es necesario cambiar la

solucion de pre-hibridacion.

7. Lavar las membranas en:

8. 2X SSC, 1% SDS por 30’ a 65 °C

9. 1X SSC, 0.1 % SDS por 157 a 65 °C

10.  0.1X SSC, 0.1 % SDS por 20’ a 65 °C.

11. 2XSSC por 2’ a temperatura ambiente

12. Envolver las membranas en plastico adhesivo y exponerlas a una pelicula
autorradiografica por una semana a —70 °C.

13.  Revelar las peliculas poniéndolas 5 minutos en Revelador GBX Kodak, 2 minutos
en Acido acético al 3% y 5 minutos en fijador GBX Kodak.

14.  Estimar el tamafio de la amplificacion por comparacion con el marcador de peso

molecular.
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Buffer TBE 1X (1L)

Tris Base 10.8 g

Acido Borico 5.5 g

Solucién depurinizante 1L (HCL, 0.25 M)

EDTA 0.95g

21 ml HCI

Solucién desnaturalizante 1L (1.5 M NacCl, 0.5 M NaOH)
NaOH 20g y NaCl 87g

Solucion 6X SSC 1L, pH: 7.0

NaCl 52.56g y Citrato de Sodio 26.46g

Solucién de pre-hibridacién:

2.5X SSC: 1.5ml (20X SSC)

0.1% SDS: 1ml (20% SDS)

10% Denhardts: 1ml (100X, 0.2 g Ficoll, 0.2g Pilivinilpirrolidona, 0.2g BSA)
10% Dextréan Sulfato: 1g

Hearing Sperm (50ug/ml): 200ul (100mg/ml)

H,0 destilada: 16.3ml
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Anexo 9

Protocolo para geles de poliacrilamida
1. Limpiar los vidrios con etanol y el vidrio pequefio se siliconiza.
2. Armar con los respectivos espaciadores y sellar bien con cinta adhesiva. El vidrio
pequefio debe quedar bien ajustado a las esponjas.
3. Preparar solucion al 30% de acrilamida y 0.8% bisacrilamida en agua. A partir de
esta solucidn preparar otra que quede 6% de poliacrilamida y 7M de ureasa.
4. Tomar 70 ml de la solucion poli+ureasa, 490 pl de APS al 10% (persulfato de
amonio) y 35 pl de TEMED (N,N,N,N-tetramethyl-ethylenediamine) y mezclar en un
agitador magneético.
5. Montar el gel inmediatamente deslizando la solucién entre los vidrios con una
jeringa de 50 ml. Poner prensas sobre el vidrio. Dejar toda la noche, envolviéndolo con un
plastico humedecido para evitar la desecacion.
6. Precalentar el gel hasta que alcance 50°C, después de instalar los vidrios en la
camara de electroforesis.
7. Las muestran se desnaturalizan por 5min a 95°C y se cargan los productos con azul
de bromofenol y un marcador de peso molecular.
Solucion de acrilamida (100 ml) 30%o:
Acrilamida 30g
Bis-acrilamida 0.8g
Gel de acrilamida 6%:

70 ml Sol. Acrilamida + 35 ul TEMED + 490 pl APS 1%
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Anexo 10
Protocolo de Tincion con plata

Solucion Fijadora

1. Se mezclan 75 ml de etanol al 95% con 4.0 ml de &cido acético y se lleva a 750 ml
con agua.

2. Se agrega esta solucion fijadora a una bandeja, se sumerge el gel en ella y se agita
por 20 min.

3. Se guarda un poco de la solucién fijadora y se descarta el resto.

4. Se hacen 3 lavados de 2 min. cada uno con agua destilada (H20d).

Solucién de plata

5. Se disuelve 1 g de nitrato de plata en 1000 ml de H>Od.

6. Se le agregan 1500 pl de formaldehido y se guarda la solucion en un sitio oscuro.
7. Se agrega la solucion a la bandeja con el gel y se agita por 30 min.

8. Se descarta.

Q. Se hace un lavado con H2Od por 10 segundos para eliminar el exceso de plata.

Solucion Reveladora

10.  Sedisuelven 15 g de NaOH en 1000 ml de H2Od y se deja enfriar durante ~30 min.
11.  Previo a usarla se afiaden 1500 ul de formaldehido y se agrega a la bandeja con el
gel.

12.  Se agita hasta que aparezcan las bandas.

13.  Se agrega la solucion fijadora que se habia guardado y se deja por 2-3 min. con el
fin de detener la reaccion y luego se descarta.

14.  Se hacen 2 lavados de 2 min. cada uno con H>Od y se pone a secar.
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