REVISTA MEDICA DE RISARALDA

Distribucion de los alelos normales,
Intermedios y premutados del gen FMR1
en una poblacion normal del

departamento

*LUCERO RENGIFO R.
Biologa Genetista. Docente Facultad de Ciencias de
la Salud. U.T.P.

*ALVARO H. ALEGRIA S.

Médico. PhD Biologia Molecular. Director del Centro
de Biologia Molecular y Biotecnologia, Facultad de
Ciencias de la Salud. U.T.P.

*JORGE RODRIGUEZ RUEDA.
Magister en Bioquimica. Docente Facultad de Cien-
cias de la Salud. U.T.P.

*DUVERNEY GAVIRIA.
Biologo. Asistente de Investigacion, Laboratorio Cen-
biotep.

*ENRIQUE AGUILARF.
Bidlogo. Docente Facultad de Ciencias de la Salud.
U.T.P.

* Miembro del grupo de Investigacion del Centro de
Biologia Molecular y Biotecnologia (Cenbiotep), Fa-
cultad de Ciencias de la Salud. U.T.P.

Resumen

El sindrome frdgil XA (FRAXA) constituye una de las en-
tidades hereditarias mds prevalentes como causa de retardo
mental y otras alteraciones de la conducta. Se caracteriza a
nivel molecular por la expansion de la repeticién 5 ~(CGG) -
3’en el promotor y en la region 5 no traducida del gen
FMR1(Fragil Mental Retardation-1) mapeado en la region
Xq27.3 sitio folato sensitivo. Los individuos afectados pre-
sentan un fenotipo caracteristico y alteraciones cognosciti-
vas. Con el objeto de encontrar la distribucion de los alelos
normales, intermedios, y premutados del gen FMR1 se rea-
liz6 una caracterizacion molecular del sitio FRAXA en 1171
alelos correspondientes a 728 cromosomas X de 364 muje-
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de Risaralda.

res y a 443 cromosomas X de varones, todos normales de 11
municipios del Departamento de Risaralda. EI tamario del
alelo normal mds frecuente fué de 30 repeticiones de la tri-
pleta CGG, el cual se presenté en | 932 alelos (79.6%) se-
quido de los alelos con 20 repeticiones en 60 casos (5.12%)
y con 28 repeticiones en 39 casos (3.33%). La frecuencia de
los individuos con el alelo normal, el cual se presentd en un
rango entre 10 y 39 repeticiones CGG fue del 98% de los
individuos de esta poblacion ( 98.2% de los hombres y 97.7%
de las mujeres). El alelo intermedio fue identificado en el
1.87% de la poblacion (1.8% de los hombres y 1.92% de las
mujeres). El estado de premutacién aparecié en 3 indivi-
duos de la poblacion general ( 3 mujeres) correspondiente a
0.37%. Se observé una prevalencia de 1/ 270 para la pobla-
cién del Departamento de Risaralda. Teniendo en cuenta
que la composicion racial y etnica de este Departamento es
semejante al resto del pais estos resultados podrian ser ex-
tensivos para toda Colombia.
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alelos normales, intermedios y premutados; distribu-
cion alélica; poblacion normal.
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Introduccion

| sindrome fragil XA (FRAXA) constituye
una de las entidades hereditarias méas pre-
valentes que ocasiona retardo mental y otras
alteraciones de la conducta”. El sindrome
FRAXA, considerado como la causa mas comun de
retardo mental hereditario, se caracteriza por altera-
ciones fisicas y del comportamiento con una preva-
lencia de 1/3460 para la poblacion masculina de raza
blanca y c(ig 1/4048 para la poblacién masculina afro-
americana . Esta asociado con la presencia de un si-
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tio fragil folato-sensitivo en eI cromosoma X en la re-
gion Xg27.3 llamado FRAXA". El gen FMR1 tiene 38
kilobases (kb) y consta de 17 exones. En la region 5’
no traducida (5'-UTR) del transcripto de FMR1 existe
una reglon de 4.4 kb con repeticiones de la tripleta
ccG”. Esta region es muy polimdrfica en longitud y
contemdo y se encuentra interrumpida por la tripleta
AGG"™. Los individuos afectados tienen una expan-
sion de la tripleta CGG entre 200 y 2000 repeticiones
CGG la cual se acompafia de una metilacion anormal
en laisla CpG situada en una region proximal del gen,
gue ocasiona un silencio transcripcional de la protei-
na FMRP. La ausenma de esta proteina es la causa del
sindrome FRAXA®. EI gen FMR1 se expresa en teji-
dos humanos y murinos”. Isoformas multiples de
FMRP se originan por corte y empalme alternativo en
el extremo 3’y aparecen en una variedad de tejidos,
algunas de ellas estan presentes en concentraciones
diferentes’”

El alelo normal es muy variable, tiene entre 6 y 40 re-
peticiones CGG y es heredado de una manera estable.
Esta expansion se encuentra interrumpi da cada 9al0
repeticiones CGG por una tripleta AGG". El estado
de premutacion presenta entre 61 y 199 repeticiones
CGGy no esta asociado con metilacién anormal en la
isla CpG . El estado intermedio o0 zona gris se ha
definido entre 41 y 60 repeticiones CGG para los gru-
pos poblaciones de origen caucéasico; sin embargo en
la poblacion afroamericana el alelo intermedio se en-
cuentra entre 35 y 60 repetici ones™

La expresion fenotipica de los afectados es variable.
Depende del nimero de repet|C|ones de la tripleta
CGG vy del grado de metilacion”. En varones se pre-
senta talla baja, anomalias craneofaciales, macroorqui-

dismo, retardo mental moderado a severo y otras al-
teraciones de la conducta como hiperactividad, con-
ductas autistas, ansiedad y timidez, las cuales son fre-
cuentes . Las mujeres con mutacion completa pue-
den manifestar en grado menor algunos de los rasgos
fenotipicos masculinos como la talla baja y algunas
alteraciones craneofaciales. Los desbrdenes cognosci-
tivos son también menores”

Los individuos con la premutacion son considerados
portadores y pueden ser de ambos sexos. Los varones
con la premutacion poseen inteligencia normal pero
manifiestan algunos rasgos menores descritos en el
sindrome X-fragil como orejas prominentes, alteracio-

2

nes de la conducta como ansiedad, desorden afectivo
y comportamiento obsesivo compulsivo(ls). Son deno-
minados varones transmisores porque transmiten la
premutacion a sus hijas. Estas pueden ser en un 50%
normales y en un 50% tener retardo mental leve o dis-
funciones cognoscitivas como dificultad en el apren-
dizaje, desordenes pS|qU|atr|cos y disfuncion ovérica
como menopau3|a EJrecoz **” Son denominadas mu-
jeres portadoras . Los hI]OS de estas portadoras
pueden adquirir Ia&mutamon completa con una pro-
babilidad de 80%

Los individuos gque portan los alelos intermedios, pre-
sentan dificultades en el aprendizaje y alteraciones del
comportammntg)) semejantes a las manifestadas por los
portadores

El cambio del alelo normal a premutado y a mutacién
completa no es sencillo. Se presenta en un proceso de
multiples pasos de transicion de premutaciones pe-
quefias de mas de 54-60 repeticiones de la tripleta CGG
a mutacion compl eta®. No se han observado nuevas
mutaciones a través de individuos afectados porque
ellas son raras y porque no ha sido posible estudiar
mas de 3 0 4 generaciones. Puesto que los varones y
mujeres afectadas tienen una reproduccioén reducida,
incidencias similares de la enfermedad en varios pai-
ses combinadas con la evidencia de un nimero limi-
tado de mutaciones iniciales, sugieren que la tasa de
mutacién de alelos normales a alelos premutados es
muy baja y es seguida por una tasa mutacional que se
incrementa con el tamafio de la expansién, pero es sufi-
cientemente pequefia parano generar un grupo gran-
de de premutamones

En una muestra de 3.415 parejas madre-nifio(a) de la
poblacion en general y una muestra control de 138
recién nacidos varones y sus madres se hizo un estu-
dio para observar la transmision de los alelos norma-
les, los alelos en la zona gris y los alelos premutados
del gen FMRL, con relacion a los efectos del tamafio,
estructura y sexo de la descendenci a*”. Se encontra-
ron pequefios cambios en la longitud de los alelos
menores de 40 repeticiones, siendo el mas grande 10
tripletas y €l més pequefio de 1 tripleta. No se observé
ninguna expansion a mutacién completa. La gran
mayoria de los eventos de inestabilidad correspondie-
ron a cambios de menos de 3 tripletas (micro-inesta-
biliggd). Se observaron muchas deleciones e insercio-
nes
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En un estudio anterior donde se realizé el andlisis de
las mutaciones FRAXA por métodos citogenéticos y
moleculares en 204 pacientes con alteraciones cognos-
citivas y otras alteraciones de la conducta, 124 (60.8%)
hombres y 80 (39.2%) mujeres con edades comprendi-
das entre los 5 y 32 afios, institucionalizados en 3 cen-
tros de Educacion Especial de las ciudades colombia-
nas de Pereira y Armenia, se encontraron 4 individuos
con la mutacion completa FRAXA, 2 hombres y 2
mujeres, %ue corresponde al 1.96% de la poblacién
estudiada™. Estas estadlstlcas son comparables a las
(24- 28)

de otras poblamones . Debido a la frecuencia rela-
tivamente baja encontrada de individuos con la mu-
tacion FRAXA y a que en Colombia no se han hecho
estudios de la distribucién de los aelos normales, in-
termedios y en el rango de la premutacion del gen
FRAXA en la poblacion fenotipicamente normal, qui-
simos averiguar la frecuencia de estos alelos en una
poblacion de adultos normales de ambos sexos del
Departamento de Risaralda, aprovechando el banco
de ADNSs del Centro de Biologia Molecular y Biotec-
nologia de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

Materiales y métodos

Se redliz6 e andlisis molecular del sitio FRAXA en 807
individuos, 443 hombres (54.89%) y 364 mujeres
(45.11%) en edades comprendidas entre 15 y 68 afios;
procedentes de 11 municipios del departamento de
Risaralda: Pereira, Dosquebradas, La Virginia, Santa
Rosa, Apia, Pueblo Rico, Santuario, Quinchia, Guati-
ca, Balboa y Belén de Umbria; quienes participaron
voluntariamente en el estudio previo consentimiento
informado.

Para el andlisis molecular se aisl6 el DNA de 5ml de
sangre recolectada en tubos con EDTA, utilizando el
PUREGENE DNA Isolation Kit de Gentra Systems
(Minneapolis, USA). Se realizé la deteccién del sitio
FRAXA por el método de amplificacion por PCR con
los iniciadores FMR392 y FM R503 de acuerdo con los
métodos de Rengifo et a” y Brown et a®’. Se deter-
mind la presencia de esta amplificacion y eI nivel de
metilacién del mismo sitio por Southern blot, reali-
zando digestion gendmica con las enzimas sensibles a
la metilacion EcoR1 y Eagl e hibridizacion con la son-
da StB12.3 de acSL)Jerdo con las técnicas descritas por
Rousseau y cols

El andlisis estadistico se realizé considerando cuatro
poblaciones. Primero se dividieron los estados hete-
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rozigéticos de las 364 mujeres para consolidar una
poblacion de 728 cromosomas X a los que se afiadie-
ron los cromosomas X de los 443 hombres. Para cada
uno de estos 1171 alelos se encontr6é el nimero de re-
peticiones de la tripleta CGG y estos fueron los datos
analizados. La segunda poblacién estudiada fue la de
los alelos correspondientes a los cromosomas X de los
443 hombres. La tercera y cuarta corresponden a los
alelos de los cromosomas X de las 364 mujeres consi-
deradas de dos maneras: 364 parejas de alelosy 728
alelos separados.

Resultados

El andlisis de la mutacion FRAXA por la técnica de
amplificacion por PCR se realizé en 1171 aelos corres-
pondientes a 728 cromosomas X de las 364 mujeres y
a 443 cromosomas X de los varones, todos adultos y
normales, de 11 municipios del Departamento de Ri-
saralda, con el fin de encontrar la frecuencia de los
alelos normales, intermedios y premutados del gen
FMR1. Los iniciadores FMR392 y FMR503 amplifican
un segmento de 152 pares de bases para un alelo nor-
mal de 30 repeticiones. El tamafio del alelo normal més
frecuente fué de 30 repeticiones de la tripleta CGG, el
cual se presentd en 932 alelos (79.6%) seguido del ae-
lo con 20 repeticiones que aparecio en 60 cromosomas
(5.12%) y con 28 repeticiones que se encontré en 39
alelos (3.33%). El rango de variacién en el nimero de
tripletas CGG fue entre 10 y 155 repeticiones en los
1171 cromosomas X amplificados (figuras 1y 2). Al-
gunas de estas amplificaciones se muestran en la fi-
gura 3.

Para determinar el estado homocigético o heterocigo-
tico de los aelos se analizaron 728 cromosomas X co-
rrespondientes a 364 mujeres. El estado homacigético
mas frecuente fué 30-30 en 239 mujeres (65.6%) y €l
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heterocigdtico mas frecuente fue de 20-30 en 36 muje-
res (0.099%) (figuras 4 y 5). El nimero de aelos nor-
males, intermedios y premutados aparecen en la ta-
bla 1. El andlisis por Southern blot se realiz6 en los
individuos con alelos intermedios y premutados. Al-
gunos de estos resultados se muestran en la figura 6.
El patron de metilacion fue normal para los indivi-
duos con alelos intermedios (fragmentos de 2.8kb en
los varones y fragmentos de 2.8kb y 5.2kb en las mu-
jeres). Las mujeres con aelos premutados (72 y 82 re-
peticiones CGG por PCR), mostraron un fragmento
adicional de 3.0 y 3.2 respectivamente. La mujer con
el alelo de 155 repeticiones CGG por PCR mostré un
fragmento adicional de 3.4kb.

Figura 3. Diferentes alelos del gen FMR 1 en una poblacién normal del departamento de Risaralda. Las pistas 12 y 16 muestran mujeres
con uno de sus alelos en el rango de premutacion (72 y 82 repeticiones CGG respectivamente). Las pistas 5 y 7 muestran individuos con
alelos intermedios. En el resto de las pistas se muestran individuos con el alelo normal en el rango normal entre 20 y 39 repeciones CGG.
Se us6 como marcador de peso molecular pBR322 digerido con Mspl.
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Discusion

La poblacion estudiada se puede considerar triétnica.
El alelo méas frecuente fue de 30 repeticiones en toda
la poblacién analizada.

Encontramos 22 alelos intermedios en un rango entre
43y 60 si se consideran los resultados obtenidos para
la poblacién caucasica. Si aceptamos el rango de 35-
60 propuesto como rango para los alelos intermedios
para la poblacién afroamericana(n), los alelos interme-
dios fueron 49 en un rango de 37 a 60, 2 aelos entre 50
y 60 repeticiones CGG en 2 mujeres, y 4 alelos entre 40
y 49 en 4 mujeres. Todas ellas eran adultas, normales
y no emparentadas.

En familias en las cuales el estado del gen FMR1 no ha
sido identificado, la estabilidad de los alelos de la zona

5.2 Kb

2.8 Kb

o e v ouswe P

gris es incierta. Estudiando familias con alelos en la
zona gris, sin previa historia de variacion en la estabi-
lidad del alelo FRAXA, no se encontré en ninguna de
ellas expansién a mutacién completa en una genera-
cién. La inestabilidad de la transmisién de los alelos
en la zona gris fue observada en el 25% de los alelos
con 50-60 CGGs, pero menor a 8% de aquellos con 40-
49 CGG. El examen de la organizacion de los alelos en
la zona gris revel6 que largos tramos de repeticiones
CGGs (mayores a 34) no son siempre trasmitidas ines-
tablemente. Estos resultados crean nuevas preguntas
relacionadas con los factores familiares qzlé)e pueden
determinar la transmision de la expansién

Se encontraron 3 alelos premutados con 72, 82 y 155
repeticiones CGG en 3 mujeres no emparentadas con
edades de 55, 20 y 64 afios respectivamente en las cua-
les no se identificd un fenotipo caracteristico, disfun-
cién ovarica, dificultad en el aprendizaje o alteracio-

o

Figura 6. Analisis por Southern blot con la sonda StB 12.3 de 8 pacientes de la poblacion normal: Las pistas 3,7,8 muestran un fragmento
adicional de 3.2 Kb, 3.0Kb y 3.4Kb respectivamente que corresponde a mujeres con un alelo premutado. Tiempo de exposicion de la

pelicula: 3 dias a -80°C.
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Tabla 1. Distribucién de los alelos normales, interme-
dios y premutados en 807 adultos normales del De-
partamento de Risaralda.

HOMBRES MUJERES TOTAL
CATEGORIAS No. % No. %
Alelos normales(10-40) 435 37,15 711 60,72 1146
Alelos intermedios(41-60) 8 0,68 14 1,20 22
Alelos premutados(61-199) 0 0,00 3 0,26 3
443 728 1171

nes del comportamiento. Los individuos con premu-
taciones pueden manifestar alteraciones fenotipicas
sutiles del sindrome, trastornos cognoscitivos y de la
conducta que varian ampliamente y dependen del nu-
mero de repeticiones CGG . Para detectar los por-
tadores es necesario realizar entonces un andlisis ge-
notipico molecular del gen FMR1 para la determina-
cion tanto del tamafio de la exg)ansmn como el grado
de metilacion de la isla CpG y correlacionar estos
hallazgos con los aspectos fenotipicos y del compor-
tamiento.

El andlisis con la sonda StB12.3 y las enzimas sensi-
bles a metilacion Eagl y EcoR1 mostré un fragmento
de 2.8kb en los varones con alelos intermedios y de
2.8 y 5.2 en las mujeres con aelos intermedios. El sitio
2.8 es metilado en el cromosoma X inactivo de las
mujer&s(ze). Estos resultados sefialan un patron de me-
tilacion normal. En los individuos premutados el frag-
mento de 2.8 puede incrementarse a 2.9-3.4 en los va-
rones y en el cromosoma X activo de las mujeres. El
fragmento de 5.2kb puede incrementarse a 5.3-5.8 en
el cromosoma X inactivo de la mujer. En dos de las
mujeres con un alelo premutado (72 y 82 repeticiones

CGG por PCR) aparecen fragmentos adicionales de
3.0 y 3.2kb respectivamente en el sitio Eagl y corres-
ponden al cromosoma X inactivo. La mujer con el ale-
lo premutado de 155 repeticiones CGG por PCR mues-
tra un fragmento adicional de 5.4kb en el sitio EcoR1
que corresponde al cromosoma X activo'

Algunos autores han propuesto que la prevalencia de
mujeres portadoras de premutacion o mutacion completa
puede ser tan alta como 1/250. Sin embargo hay una
variacion significativa en el estimado de la prevalencia
de portadores de premutaciones del X-fragil: 1/163 a 1/
1538 (29,30). Para la poblacion del Departamento de Ri-
saralda con 745.950 habitantes (w.w.w.colombia.com.co)
la prevalencia de portadores es de 1/270.

Conclusiones

Se realiz6 una genotipificacion a nivel molecular del
sitio FRAXA para encontrar las variaciones en el nu-
mero de repeticiones de la tripleta CGG correspon-
dientes a los aelos normales, a los alelos intermedios
y a estado de premutacién en el sitio FRAXA en una
poblacion de 807 individuos adultos normales de
ambos sexos y escogidos a azar del Departamento de
Risaralda. Se identificaron las frecuencias de los indi-
viduos con el alelo normal, el cual se presentd en un
rango entre 10 y 39 repeticiones CGG en el 98% de los
individuos de esta poblacion (98.2% de los hombres y
97.7% de las mujeres). El aelo intermedio fue identifi-
cado en el 1.87% de la poblacion (1.8% de los hombres
y 1.92% de las mujeres). El estado de premutacion
apareci6 en 3 individuos de la poblacion general (3
mujeres) correspondiente al 0.37%. Si la prevalencia
aceptada para otras poblaciones de portadores de la
premutacion FRAXA puede ser entre 1/163-1/1538,
en esta poblacion con 745.950 habitantes (w.w.w.co-
lombia.com.co) la prevalencia de portadores es de 1/
270 para la poblacion del Departamento de Risaralda.
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