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Resumen

Se analizo por PCR y Southern Blot 1220 alelos
del gen FMR?2 correspondientes a 464 hombres y
378 mujeres con edades entre 18 y 81 afios en una
poblacion normal del Departamento de Risaralda
para encontrar la frecuencia y la distribucion. La
distribucion alélica del gen FMR2 mostro una gran
variabilidad en esta poblacion. Se encontraron
alelos entre 2y 57 repeticiones CCG. Los alelos en
el rango normal (3-30 repeticiones) los agrupamos
en las siguientes categorias: 2-15 repeticiones, 137
alelos (11.2%); 16-30 repeticiones, 743 alelos
(60.9%). El alelo mas frecuente fue de 26
repeticiones (203, 16.6%) seguido por el alelo con
21 repeticiones (192, 15.7%). Los alelos intermedios
en el rango entre 31-60 repeticiones fueron 340
(27.9%), el mas frecuente con 32 repeticiones en
143 alelos (11.7%) seguido por el alelo de 34
repeticiones en 62 alelos (5.1%). No encontramos
alelos mayores de 57 repeticiones. Las mujeres
homocigoticas fueron el 78.5% y el genotipo mds
frecuente fue de 21-21 en 55 casos seguido por el
de 26-26 con 46 casos. No hubo diferencias
significativas por género.
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Introduccioén

| sindrome fragil X E (FRAX E;
EMIM#3 09548) es la forma mas prevalente

de retardo mental ligado al X no sindromico
(NS-XLMR) y afecta al menos 1 de cada 23423
varones (1,2). Como en el sindrome FRAXA, en
esta entidad se ha identificado otro sitio folato-
sensitivo entre las regiones Xq27 y Xq28
denominado FRAXE y se encuentra localizado a
600 kb distalmente a laregion FRAXA (3).

Los sindromes FRAXA y FRAXE son desérdenes
debidos a expansiones de tripletas repetitivas y
aunque se encuentran relacionados por mecanismos
comunes de expansion y metilacién anormal, se
reconocen como entidades diferentes. Se clasifican
como retardo mental ligado al cromosoma X por el
gen FMR-1 (Fragile Mental Retardation-1) para el
sindrome FRAXA y por el gen FMR-2 para el
sindrome FRAXE (1,2). Deben buscarse en
pacientes que presenten retardo mental severo,
moderado o leve, conductas autistas, autismo,
dificultad en el aprendizaje e hiperactividad (3). Los
individuos con esta expansion tienen el marcador
citogenético del sindrome FRAXA pero son
negativos para la mutacion FMR1 (4, 5).

El alelo normal tiene entre 3-30 repeticiones de la
tripleta CCG el cual es naturalmente polimorfico en
la poblacion general y no se encuentra interrumpido
por la tripleta AGG (6). Los individuos afectados
presentan mas de 200 repeticiones de la tripleta
CCGen el gen FMR-2 que a su vez se encuentra
anormalmente metilado, aunque estudios recientes
muestran que la expansion y la metilacion son
menores para el locus FRAXE comparado con el
locus FRAXA (7, 8). Tanto la expansién como la
metilacion ocasionan una sintesis incompleta o una
ausencia de la proteina FMR2. El extremo 5 del
gen FMR?2 se encuentra dentro de la isla CpG (9).
Los alelos intermedios y premutados no se estan
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bien definidos. Los estudios poblacionales realizados
hasta ahora consideran que el rango del alelo
intermediario puede estar entre 31 y 60 repeticiones
CCGy el alelo premutado entre 60 y 199 repeticiones
CCG (1, 6, 10).

Los afectados con el sindrome FRAXE no expresan
un fenotipo caracteristico y por esto se encuentra dentro
de los sindromes denominados como retardo mental
no sindromico. Los individuos afectados presentan
retardo mental de leve a moderado y otras alteraciones
delaconducta (7, 10, 11). Sin embargo, individuos sin
retardo mental que tienen la mutacion completa FRAXE
y en consecuencia carecen de la expresion de la
proteina FMR2 también han sido reportados (8).
Diferentes estudios poblacionales han calculado la
prevalencia en un rango de 1/50.000-1/23.423 varones
(6, 11, 12). Ningun estudio de portadores de la
premutacion se ha hecho para medir el posible impacto
de este alelo.

En comun con otras enfermedades por repeticion de
tripletas, el sindrome FRAXE ha demostrado estados
de anticipacion con incremento progresivo en el nimero
de repeticiones en generaciones sucesivas de familias
afectadas (7,12). Reducciones en el nimero de
repeticiones de FRAXE también se observan
frecuentemente incluyendo reversiones de la mutacion
completa a premutacion y en este respecto FRAXE
difiere de FRAXA (3, 7, 13).

Se conoce que los hombres con la mutacion FRAXE
pueden tener hijas afectadas (14), en contraste con
FRAXA donde los varones con la mutacion completa
rara vez se reproducen y cuando lo hacen transmiten
un alelo premutado a sus hijas (15,16). No parece
existir la misma restriccion sexo-especifica en la
transmision de los alelos FRAXE
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como se ve en FRAXA. Laincidencia de la mutacion
completa de FRAXE es desconocida. La mayoria
de las mutaciones completas detectadas para
FRAXE han sido el resultado de las pruebas para
FRAXA ya que los tamizajes para FRAXE son raros

(14).

Enun estudio para determinar la frecuencia de los
alelos inusuales, incluyendo el rango de los tamafios
de los alelos con premutacion y mutacion completa
de FRAXA yFRAXE y la estabilidad de los alelos
en la transmision de madre a hijo enuna poblacion
de nifios con dificultades en el aprendizaje, se
encontrd en los cromosomas X de los muchachos
una premutacion con 87 repeticiones CCG También
se encontrd un exceso significativo de alelos
intermediarios de FRAXE en los cromosomas X
de los nifios en comparacion con los cromosomas X
maternos controles. Estos resultados sugieren que
repeticiones relativamente grandes entre 31-60
repeticiones para FRAXE pueden jugar algtin papel
en la disfuncion mental, contribuyen en 0.0020 a la
prevalencia total y en 0.0012 a la prevalencia
atribuible de la dificultad en el aprendizaje (Murray
et al, 1997). No se ha observado ninguna
inestabilidad en transmisiones de alelos comunes o
normales en FRAXA y FRAXE (17).

Sin embargo en un estudio de 276 nifios con retardo
mental no especifico y con dificultades del
aprendizaje y un grupo control de 207 nifios en el
Brasil donde se analizo la relacion fenotipica con los
alelos expandidos no metilados (intermediarios y
permutados) de los loci FRAXA/FRAE, no se
encontrd una diferencia significativa de los alelos
intermedios entre la poblacion control y la poblacion
con retardo mental y alteraciones cognoscitivas. Esto
sugiere que repeticiones no metiladas largas pueden
no estar asociadas con alteraciones cognoscitivas y
dela conducta (18).
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Recientemente se identifico el gen FMR3 asociado con
el sindrome FRAXE. Se origina en la isla CpG de
FRAXE y se transcribe desde la cadena opuesta del
gen FMR2. FMR3 se encuentra silenciado por la
mutacion completa de FRAXE. Aun no se conoce la
asociacion de la mutacion completa con retardo mental
moderado y posiblemente FMR3 esta potencialmente
involucrado (19).

Enun estudio anterior donde realizamos el analisis de
las mutaciones FRAXE por métodos citogenéticos y
moleculares en 204 pacientes con alteraciones
cognoscitivas y otras alteraciones de la conducta, 124
(60.8%) hombres y 80 (39.2%) mujeres con edades
comprendidas entre los 5 y 32 afios, institucionalizados
en 3 centros de educacion especial de las ciudades de
Pereira y Armenia, se encontraron 2 hermanos con la
mutacion completa FRAXE; éstos representan el
1.96% de la poblacion estudiada (20).

En el presente estudio se determind la frecuencia de
los alelos del gen FMR2 en una poblacion del
departamento de Risaralda sin alteraciones
cognoscitivas con el proposito de valorar el riesgo de
la poblacion para la manifestacion de alelos
premutados o mutados que determinen el fenotipo del
sindrome FRAXE.

Materiales y métodos

Poblacion analizada: 464 hombres (55.1%)y 378
mujeres (44.9%) en edades comprendidas entre 18 y
87 afios, quienes participaron voluntariamente previo
consentimiento informando, procedentes de 11
municipios del departamento de Risaralda: Pereira,
Dosquebradas, La Virginia, Santa Rosa, Apia, Pueblo
Rico, Santuario, Quinchia, Guatica, Balboa y Belén
de Umbria.

Extraccion de ADN: Se aislo el ADN de 5 mL de
sangre recolectada en tubos con EDTA, utilizando el
PUREGENE DNA Isolation Kit de Gentra Systems
(Minneapolis, USA).
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Amplificacion por PCR: El sitio fragil fue detectado
usando el método de amplificacion por PCR con
los primers FMR598 y FMR603 de acuerdo con
el método descrito en Knigth et al, 1993 (13) y
Rengifo et al, 1999 (20).

Enun volumen final de 15ul que contenia: buffer
Tris-HCI 100mM pH 8.0, KCI 50mM, MgSO,
25mM, dATP, dTTP, dCTP, 10mM each, 7deaza
deoxiguanosine-5 trifosfato en vez de dGTP 10mM,
Enhancer 3X (Lifetech GIBCO), 5uM de los
iniciadores FMR598 y FMR603 (13), platinum
Taq polymerase (Lifetech GIBCO) 1,2U y 50-
100ng de ADN. Fue usado el termociclador Gen
Amp PCR system 9700 PE. Para la amplificacion
se incluyo una denaturacion inicial a 95°C por 5 min;
35 ciclos con desnaturalizacion a 95° durante 60s,
union de los primers a 65°C durante 90s, extension
a72°C durante 2 min y una extension final a 72°C
durante 7,5 min. El monitoreo se hizo mezclando
15ul del producto de PCR con 5Sul buffer de carga.
La identificacion se hizo por electroforesis en gel de
poliacrilamida no denaturante al 10% y se corrid en
buffer Tris borato EDTA (TBE) a300V por 45 min.
El gel se tifid con bromuro de etidio usando como
marcador de peso molecular pUC digerido con Msp/
que nos permiti6 determinar de manera precisa el
tamafio de cada uno de los fragmentos.

El analisis estadistico se realizo considerando: (a) el
estado heterocigotico y homocigotico de las mujeres
para los dos cromosomas X para las repeticiones
de las tripletas GGC en el sitio FRAXE; (b) los
cromosomas X de los hombres.

Resultados

Elntimero de alelos analizados para el locus FRAXE
fue de 1220. Se encontraron alelos entre 2 'y 57
repeticiones GGC. Los alelos en el rango normal
(3-30) repeticiones GGC fueron agrupados as: 2-
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15 repeticiones, 137 alelos (11.2%); 16-30
repeticiones, 743 alelos (60.9%). El alelo mas frecuente
tenia 26 repeticiones (203, 16.6%), seguido por el alelo
de 21 repeticiones (192, 15.7%). El nimero de alelos
intermedios en el rango de 31-60 repeticiones fue de
340 (27.9%). El alelo mas frecuente fue el de 32
repeticiones (143, 11.7%) seguido por el alelo de 34
repeticiones (62, 5.1%). No se encontr6 ningun alelo
con mas de 52 repeticiones (figuras 1, 2).

Rev Med Risaralda, 10 (2), Noviembre de 2004



REVISTA MEDICA DE RISARALDA
\ 4

&0
50
L
= 40
=
£ 30
L5
® 2D
o
- -] | I
1] III | I ---Il-.l ST L AT TN J.II.I. salasallaanlinns
Ml == -—I:ll_'-l_'-'-—:l-—rﬂl:ll"lI-I—I-I—I:lH Sn W WO E E H
l.-l_._"_"_-II—I—l:'i"_l:'iI—-I:'IH"_H:":'IHHr:I_“"Il:'ll:'l r-I l:': q '-I
[y 0 2 ] [ = N = B =] & F1 E1 F1 &3 a3 s i n r rd =2 i &£
1_:1—-—EEE'-—'-—-—;:'-II"'II"II'-I:'-I:'-I:"-IﬁHHI'-I:‘-I-:'--C': FIF P E-‘I

Genotipo

Figura 3. Distribucion genotipica del gen FMR2 en mujeres

El 78.5% de las mujeres fueron homocigoticas. El
genotipo mas frecuente fue de 21-21 con 55 casos
y 26-26 con 46 casos (figura 3).

Tabla 1. Distribucidon de los alelos normales
intermedios y premutados del gen FMR2 en 842
individuos normales del Departamento de Risaralda

Categorias Hombres Mujeres Total
Mormal 2-3( 331 T13 349 T20% RH
[ntermedios 31-600 133 ZR.7% 207 27.4% 3440
Premutados G1-2041 [ G, 0 008 f
Tatal 464 TG 122

El resultado en mujeres y hombres fue similar y no
hubo diferencias significativas de los datos
discriminados por sexo y el total de la poblacion. El
numero de alelos normales e intermedios aparecen
enlatabla 1.

Discusion y conclusiones

La caracterizacion de los alelos del gen FMR2 se ha
realizado en varias poblaciones de varones con
retardo mental no sindromico e individuos con
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dificultades en el aprendizaje, que acuden a centros
de educacion especial. En dos de ellos (1,6) se ha
podido comprobar que la mutacion FRAXE es muy
rara. Crawford et al (6) encontr6 1 entre 3731 varones
con dificultad en el aprendizaje. En este estudio se
estimo la prevalencia en 1/23.500. Otros estudios han
sido reportados (10, 11, 14, 21) los cuales han
permitido calcular la prevalencia en un rango de 1/
50.000-1/23.500. Un exceso de alelos intermedios y
premutados entre individuos con alteraciones
cognoscitivas son reportados en estos estudios.

En el estudio de Crawford et al (6) donde reunio
individuos con alteraciones cognoscitivas de diferentes
grupos étnicos, el alelo normal fue dividido en 3
categorias (de 3-11 repeticiones, 12-20 repeticiones
y mayor de 20 repeticiones) y se observo una
diferencia entre los blancos americanos y los
afroamericanos estadisticamente significativa. Esta
diferencia se debe a la frecuencia elevada de alelos
pequefios en la poblacion afroamericana comparada
con los blancos americanos. La distribucion de los
blancos americanos fue entre 7-54 repeticiones y
presentaron 34 alelos diferentes, mientras que la
distribucion de los afroamericanos tuvo una distribucion
similar y solamente 27 alelos diferentes. En nuestro
estudio de una poblacion sin alteraciones cognoscitivas
y mestiza encontramos una gran variabilidad en la
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distribucion alélica del gen FMR2 en el rango del
alelo normal (3-30 repeticiones CCG) con 19 alelos
diferentes (figura 1).

En el rango del alelo intermedio (3 1-60 repeticiones)
reportado para individuos con alteraciones
cognoscitivas se encontrd una gran cantidad de alelos
intermedios (1, 6, 10). En nuestro estudio 340 alelos
se ubican en este rango y el numero de alelos
diferentes fue de 12. En conclusion, estos hallazgos
son concordantes con estudios similares realizados
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