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RESUMEN

TITULO: ESTANDARIZACION DEL GENOTIPADO DE LA REGION 5°UTR DEL GEN
FMR1 PARA EL DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL SINDROME DE X FRAGIL, EN
PACIENTES CON AUTISMO EN BUCARAMANGA, COLOMBIA*

AUTOR: VALENTINA HERNANDEZ ESPINOSA**

PALABRAS CLAVE: AUTISMO, ESTANDARIZACION, SINDROME DE X FRAGIL, PCR,
DIAGNOSTICO, FMR1

La etiologia incierta del autismo dificulta su diagnostico y posterior tratamiento. Teniendo en
cuenta la estrecha relacion que presenta el autismo y la condicion genética del sindrome del x
fragil, es necesario establecer si es esta ultima la posible causa del trastorno en pacientes con
autismo.

La cuantificacion del nimero de repeticiones trinucleotidicas de Citosina-Guanina-Guanina
(CGG)n en la region 5 ‘UTR del gen FMR1 es primordial para el diagnéstico molecular del
Sindrome X fragil. Esta informacion puede ser obtenida determinando el largo de los fragmentos
del gen FMR1.

En esta pasantia de investigacion se tiene como objetivo estandarizar el protocolo para el
genotipado de la region altamente repetitiva del FMR1, a partir de 29 muestras de pacientes con
previo diagnostico de autismo, procedentes de instituciones de educacion especial en la ciudad de
Bucaramanga.

La estandarizacién de este protocolo, realizado en el Laboratorio de Genética Humana UIS (LGH-
UIS), se basa en otros dos protocolos existentes en la literatura a los cuales se les ajusté la técnica
de amplificacién por PCR, la separacion y la identificacion de los fragmentos por medio de
electroforesis capilar. El protocolo propuesto dio como resultado el niimero exacto de repeticiones
trinucleotidicas CGG para cada muestra recolectada.

Tras la tipificacion alélica se obtuvo que el alelo de 30 repeticiones fue el mas frecuente, de igual
manera se encontraron dos pacientes, mujeres, con expansion en el numero de repeticiones CGG.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Clara Inés Vargas Castellanos, MSc
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ABSTRACT

TITLE: GENOTYPING STANDARDIZATION FROM THE 5’UTR REGION OF THE FMR1
GENE FOR THE X FRAGILE SYNDROME MOLECULAR DIAGNOSIS IN AUTISM
PATIENTS OF BUCARAMANGA, COLOMBIA*

AUTHOR: VALENTINA HERNANDEZ ESPINOSA**

KEYWORDS: AUTISM, STANDARDIZATION, FRAGILE X SYNDROME, PCR,
DIAGNOSIS, FMR1

The uncertain etiology of autism makes it difficult to diagnose and treat. Taking into account the
close relationship between autism and the genetic condition of fragile X syndrome, it is necessary
to establish if this is the possible cause of the disorder in patients with autism.

Quantification of the number of Cytosine-Guanine-Guanine (CGG)n trinucleotide repeats in the
5’UTR region of the FMR1 gene, is essential for the molecular diagnostic testing of the X Fragile
Syndrome. This information can be extracted by determining the fragment length of the FMR1
gene.

The objective of this internship was to standardize the genotyping protocol of the high repetitive
region in the FMR1 gene by processing 29 samples from autism patients (with previous diagnosis)
of special education schools in the city of Bucaramanga.

Two published PCR protocols and one developed by the Laboratory of Human Genetics of the
Industrial University of Santander (LGHC-UIS) were followed; we adjusted the PCR technique,
the fragments separation and identification were made by capillary electrophoresis. The proposed
protocol resulted in the exact number of CGG repeats for each sample.

After allelic typing, it was obtained that the allele of 30 repeats was the most frequent. In the same
way, there were found two women patients with the expansion in the number of CGG repeats.

* Degree work.
** Science Faculty. Department of Biology. Director: Clara Inés Vargas Castellanos, MSc
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INTRODUCCION

La mayoria de las enfermedades humanas se pueden clasificar como complejas y estan causadas
por una combinacion de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida. Por otro lado se
clasifican las enfermedades monogénicas, que son causadas por anomalias de un solo gen,
generalmente bien conocido. El autismo es una enfermedad compleja de la cual no se conoce una
causa genética especifica, lo que complica su diagnéstico y posterior tratamiento [1]. Sin embargo,
a este trastorno se le ha asociado la enfermedad monogénica Ilamada Sindrome del X fragil, debido
a gque presenta una prevalencia del 2% - 5% en los casos totales de autismo, es por esto que se
recomienda realizar una prueba diagnostica con el fin de dar el abordaje adecuado a la
enfermedad.[2], [3]

El primero en hablar de la asociacion entre el autismo y el Sindrome de X fragil fue Brown et al.,
(1982), basado en comportamientos sobrelapados entre estos trastornos [4]. Posteriormente, la
evidencia genética y de neuroimagen apoyarian esta idea [5].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al autismo o también llamado Trastorno del
Espectro Autista (TEA), como un conjunto de trastornos que se presentan desde el nacimiento o
se inician invariablemente durante los treinta primeros meses de vida [6]; las respuestas a los
estimulos auditivos y visuales son anormales, con dificultades en la comprensién del lenguaje
hablado e incapacidad para usar términos abstractos [7]. En general, hay un mejor rendimiento en
los sectores relacionados con la memoria rutinaria o con habilidades espaciovisules, que en
aquellos que, implican operaciones simbdlicas o linglisticas [8]. En la mayoria de los casos, los
rasgos autistas persisten toda la vida, pero el prondstico del trastorno varia desde minimo o nulo
lenguaje y pobres capacidades para la vida diaria, hasta el logro de grados universitarios y
funcionamiento totalmente independiente [9].

La Asociacién Americana de Psiquiatria (APA) en 1980 incluye al autismo dentro del Manual

diagnostico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-TR) [10]; en su cuarta edicion (DSM-
IV) redefine el criterio diagndstico del autismo introduciendo el termino, Trastorno del Espectro
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Autista (TEA)! que incluye al autismo clésico, el Sindrome de Asperger y el trastorno generalizado
del desarrollo no especificado (PDD-NOS) [11].

El autismo se ha clasificado en primario y secundario; en el autismo primario, los datos actuales
apuntan hacia una etiologia multifactorial, en la cual, la influencia genética es de gran importancia
pero no es la Unica [12]. Los casos de tipo secundario explican entre 5% y 10% del total de
pacientes [13].Las posibles causas son: la esclerosis tuberosa, la rubéola intrauterina, el Sindrome
de X fragil, el Sindrome de Cornelia de Lange, el Sindrome de Angelman, algunas patologias
como la encefalitis por herpes simple, la fenilcetonuria y el uso de farmacos durante el embarazo
[14].

Actualmente, se trabaja en la identificacion etiol6gica del autismo y su diagndéstico precoz, de
manera que pueda tratarse de forma temprana, promover la mejora en la calidad de vida del
paciente, asegurar su integracién escolar y social [7], [15], y brindar consejeria genética

especializada para padres con riesgo.

En Colombia no se cuentan con datos concretos sobre el nimero total de individuos afectados con
autismo y en muchos casos se confunde con las discapacidades cognitivas o mentales, debido a la
amplia gama de sintomas que sobrelapan con el autismo [16]. La presencia de retardo mental en
personas con autismo puede estar asociada en gran medida al Sindrome de X Fragil caracterizado
por una mutacién en el gen FMR1. Por esta razon, es necesario recurrir al diagnostico molecular
ya que identificar estas mutaciones confirman la presencia del Sindrome de X fragil, como la causa
del autismo y permite proporcionar una asesoria genética mas acertada a las familias. (Sudbery,
2004; Wilson et al., 2008).

El Sindrome de X Fragil (SXF) es la causa mas frecuente de retardo mental hereditario [17], [18].

El gen FMR1, afectado en esta enfermedad consiste en 17 exones y tiene un tamafio aproximado

1 En el resto de este documento utilizaremos el término de “autismo” para referir el espectro de condiciones que
abarca el Trastorno del Espectro Autista (TEA) en el DSM-IV.
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de 35 kb, el MRNA es aproximado de 4.4 kb, contiene 1.9 kb de secuencia codificante [19] y se

encuentra localizado en la region Xq27.3 del cromosoma X.

Dentro de la region 5° no traducida (UTR) del gen FMR1 existe una secuencia trinucleotidica CGG
repetida, cuya expansion genera la mayor parte de las mutaciones asociadas al SXF [20]. El
polimorfismo del FMR1 permite establecer 4 categorias segin el largo de la region 5°UTR:
mutacién completa (>200 repeticiones CGG), premutacion (55-200 repeticiones CGG),
intermedio (45-54 repeticiones CGG), y normal (6-44 repeticiones) [21], [22] (Figura 1).

El alelo mutacion completa conduce a la hipermetilacion y la desacetilacion del gen FMR1, que
detiene la transcripcion del gen, lo que se traduce en una deficiencia de la Proteina del Retardo
Mental por X Fragil (FMRP) y el deterioro de la sinapsis neuronal [23][24] (Figura 1).

Individuos que presentan alelos normales e intermedios son sanos y no presentan retraso mental.
De igual forma, existen individuos con alelos en premutacion, cominmente Ilamados portadores
ya que no desarrollan un fenotipo de retraso mental y por lo tanto son dificilmente identificados
[17]. Sin embargo esto individuos pueden llegar a desarrollar trastornos con inicio tardio asociados
al SXF como el trastorno Tremor y Ataxia (FXTAS) y la Falla Ovarica Primaria (FXPOI) [25].
Por su parte los individuos con la mutacion completa exhiben retraso mental, y caracteristicas
fisicas como macrorquidismo, extremidades largas y orejas grandes [26]. Ademas, 2 de cada 4

pacientes con la mutacién completa tienen criterios diagnosticos para autismo [27].

El Sindrome de X fréagil no sigue un patrén de herencia mendeliana clésica, por el contrario, este
depende del nimero de repeticiones CGG en la region 5’UTR del individuo portador de la
premutacion [20] ya que estos alelos en premutacidn son inestables cuando se transmiten de madre

a hijo y suelen expandirse en la siguiente generacién [21].
Finalmente, se ha estimado que la prevalencia de la mutacion completa en poblacion general es de

2.6 en cada 10000 personas [1] , mientras que el valor de la premutacion se ha calculado en 1:130

a 300 mujeres y de 1: 250 a 450 hombres [1], [21], [28]. Sin embargo, estos valores se ven
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aumentados cuando se apunta a poblacidn con autismo, presentando prevalencias de 2 individuos
con SXF por cada 100 individuos con autismo [3], [27], [29]
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar el uso de herramientas moleculares para el diagnostico del Sindrome de X fragil
como posible causa de autismo en pacientes de la ciudad de Bucaramanga, Colombia

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estandarizar el protocolo de amplificacion por PCR de la regioén controladora 5’UTR del gen
FMRL1, en muestras de pacientes con diagnostico previo de autismo en la ciudad de Bucaramanga,

Colombia.

Estandarizar la técnica de electroforesis capilar como método de visualizacion alélica para el

diagnostico del Sindrome de X fragil en el laboratorio (LGH-UIS).

Realizar la tipificacion alélica de la region 5’UTR del gen FMR1, en muestras de pacientes con

diagnostico previo de autismo, en la ciudad de Bucaramanga, Colombia.

Contribuir al cumplimiento de los objetivos del proyecto VIE-UIS 9301.
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2. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de grado hace parte del proyecto de Investigacion: “Incidencia del Sindrome
de X fragil en pacientes con autismo de la ciudad de Bucaramanga.”, Dicho proyecto fue
financiado por la Vicerrectoria de Investigacion y Extension de la Universidad Industrial de
Santander (UIS) y quedo registrado bajo el cddigo VIE-UIS 9301.

2.1 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio comprendid pacientes con previo diagndstico de autismo confirmado por
psiquiatra, psicologo o neurdlogo infantil segun criterios de DSM IV [11]. Estos pacientes, fueron
seleccionados de diferentes instituciones de educacion especial, de la ciudad de Bucaramanga,

Santander, Colombia.

Solo se incluyeron en el estudio aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion

propuestos en el proyecto VIE-UIS 9301, enumerados a continuacion:

1. Individuos con edades entre 0 y 18 afios con diagndstico clinico de autismo confirmado por
psiquiatra, psicélogo o neurdlogo infantil, segun criterios de DSM IV.

2. Individuos escolarizados en alguna institucién de educacién especial de Bucaramanga.

3. Aceptacidn de ingreso al estudio y toma de muestras por parte de sus padres o tutor legal.

4. Individuos cuyos padres o tutores legales hayan diligenciado y firmado correctamente el formato

de consentimiento informado.
2.2 TOMA DE MUESTRAS

A cada paciente incluido en el estudio se le realizé una puncion capilar con lanceta de glucometria
y se recolecto una gota de sangre en papel filtro estéril. En total se recolectaron 29 muestras en 7
instituciones de educacidon especial en la ciudad de Bucaramanga, Santander.

Cada muestra se rotulé con un cédigo especifico de tal manera que no revele la identidad del
paciente. Finalmente, todas las muestras se almacenaron en el Laboratorio de Genética Humana
UIS (LGH-UIS).
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Aspectos éticos

Todas las muestras en este estudio fueron colectadas bajo consentimiento informado de padres o
tutores legales, para su uso de forma anénima y responsable segun la ley estatutaria N° 1581 de
2012, decreto 1377 de 2013. Asi mismo, la propuesta de investigacion y consentimiento informado
fueron evaluados y aprobados por el comité de ética de la Universidad Industrial de Santander bajo
la proteccion de datos personales, resolucion N° 1227 de 2013. Este proyecto de investigacion no
tiene ninguna orientacion comercial. Durante la investigacion se preservo los principios de
beneficencia, no maleficencia, autonomia y justicia. De la misma forma, este estudio no genero
impactos negativos sobre la poblacion. EI manejo de residuos se realiz6 de acuerdo a lo estipulado
en el Decreto 351 de 2014, protocolo PGIR UIS. Este estudio fue clasificado de riesgo minimo de

acuerdo con la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de salud de la Republica de Colombia.

El acta de aval del proyecto de investigacion otorgada por el Comité de Etica de la Universidad

Industrial de Santander se puede observar en el los anexos (Anexo A).
2.3 FASE DE LABORATORIO
Amplificacion de la region 5°UTR del gen FMR1

A partir de cada mancha de sangre se obtuvo el ADN total por medio del kit Forensic DNA Extraction
PrepFiler™ (Applied Biosystems®, REF= 4463351), siguiendo las indicaciones del fabricante
(Biosystems, 2008).

La amplificacion de la region 5’UTR del gen FMRL1 se utilizo el kit de PCR rico en G-C®, version
7, manufacturado por (Roche Applied Sciences, Rotkreuz). Se utilizaron los cebadores disefiados
en el LGH-UIS (Tabla 1), se emplearon las condiciones de PCR propuestas tanto por O’Connell
et al. (2002), como por Wilson et al. (2008) (Tabla 2). Las condiciones de termociclado
consistieron inicialmente en un periodo de incubacion a 95°C por 3min, seguido por una primera
fase de 10 ciclos de 30s a 95 °C, 30s a 55°C y 45s a 72°C, una segunda fase de 25 ciclos de 30s a
95 °C, 30s a 55°C y 45s a 72°C (con un aumento de 5s en cada ciclo) y una extension final a 72°C
por 7 min [30], [31]
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Tabla 1. Cebadores empleados en la amplificacion de la region 5 UTR del gen FMRL.

CEBADORES SECUENCIAS
LGH-UIS F: 5-6FAM- CTCCGTTTCGGTTTCACTTC -3’
R:5-ATCTTCTCTTCAGCCCTGCT-3’

F: forward; R: reverse.

Tabla 2. Condiciones de PCR reportadas para la amplificacion de la region 5'UTR del FMR1

REACTIVOS WILSON et al., (2008) g&g)NNELL et al,
PCR BUFFER 1X 1X

MGCL2 1,5mM 1,5mM
N 15

DNTP’S 10 mM 0,025 mM

CEBADORES 10 uM 0,2 uM

TAQ POLIMERASA | 2U 2 U

ADN 300 ng/uL 300 ng/pL

Visualizacion alélica de productos de PCR

Los productos amplificados por PCR fueron separados por medio de electroforesis capilar en un
secuenciador ABI 310 (Apllied Biosystems), para visualizar los perfiles electroforéticos se utilizo

el software GenMapper v2.3®.
También los productos de PCR fueron separados en geles de Agarosa LE SeaKem® (Lonza) al

2%. La separacion de los fragmentos requirié de 10 puL del producto amplificado mezclado con

3,0 uL de Bromuro de etidio.
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Tipificacion alélica

La tipificacion alélica define a los alelos basado en cuatro categorias segun su tamafio: mutacion
completa, premutacion, intermedio y normal (ACMG, 2008) [21], [22], [32]. (Figura 1) Este
procedimiento se llevé acabo encontrando el nimero de repeticiones trinucleotidicas CGG de cada
muestra analizada, a partir del tamafio del pico en pares de bases (pb) obtenido en la electroforesis

capilar.

Figura 1. Diagrama del gen FMR1 mostrando la ubicacion de la region rica en repeticiones CGG de la
secuencia 5’UTR. Clasificacion de los tipos de alelos segun el nimero de repeticiones CGG (CGG)n que
presenta la region. Alelo Mutacion completa (rojo), Premutacion (amarillo), Intermedio o zona gris (azul)
y Normal (verde); produccion de proteina FMRP segun el tipo de mutacion (ACMG, 2008).

CGG
(CGG)n FMRP

> 200

No proteina

55-200 | Premutacion

CGG
Repeats

Promotor UTR UTR

5'—UTR FMR1

Para determinar el nimero de repeticiones se deben conocer los factores de correccion de tamafio
(Co) y movilidad (mo) que dependen del instrumento, asi como del tipo de polimero y de las
condiciones del ensayo utilizadas, y pueden variar ligeramente de un laboratorio a otro [33]. Para
determinar estos factores se utilizo el tamafio en pares de bases de los alelos del control positivo
C+ CALLI, previamente verificados por secuenciacion, el tamafio de los alelos de esta muestra

control fueron de 30 y 80 repeticiones CGG.

Para convertir el tamafio del pico en la longitud de repeticiones CGG se utilizo la siguiente
ecuacién donde el tamafio del pico en pares de bases, corresponde al producto dado en la muestra

de cada paciente (Ecuacion 1).
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Ecuacidn 1. Calculo del numero de repeticiones CGG en cada alelo analizado. Esta ecuacion tiene en cuenta
las condiciones de movilidad (mo) y correccion de tamafio (Co) propias de cada laboratorio (Grosso,2014).

Tamaiio del pico (pb) — CO

tamano del alelo =

mo
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3. RESULTADOS

3.1 DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS RECOLECTADAS

Las muestras corresponden a 25 individuos del sexo masculino y 4 del sexo femenino
diagnosticados con autismo (segun los criterios del DSM 1V) en edades entre los 5 a los 18 afios.
(Figura 2).

Figura 2. Porcentaje de representacion de los diagnosticos en las muestras recolectadas, segun los
criterios para autismo del DSM-1V (c). Autismo (Gris), Asperger (Celeste), Desorden del desarrollo no
especificado (PDD) (Azul oscuro).

62%
m ASPERGER
10% = AUTISMO

H PDD

3.2 AMPLIFICACION DE LA REGION 5°UTR DEL GEN FMR1

En el Laboratorio de Genética Humana de la Universidad Industrial de Santander, se realizo la
estandarizacion para la amplificacion de la region 5°UTR que contiene las repeticiones
trinucleotidicas CGG que dan lugar a las mutaciones en el gen FMR1; para esto se tuvo en cuenta

los métodos propuesto por Wilson et al. (2008) y O’Connell et al. (2002).

Luego de analizar 29 muestras de ADN de pacientes con diagnéstico previo de autismo, las
condiciones de PCR se determinaron de la siguiente manera para 22 pulL de volumen final por
individuo: 50 ng/uLL. de ADN, 1X de buffer de reaccion, 200 uM de dNTPs, 0,5 uM de Cebadores
y 2 U de mezcla enzimatica G-C rich, 1M Solucion de resolucion G-C rich. Todas las reacciones

de amplificacion se desarrollaron en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
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Biosystems®, USA) siguiendo los siguientes parametros: Un ciclo inicial 98.5 °C por 5 s; seguido
por 14 ciclos de 5sa98.5 °C; 4 mina 56 °C y 6 min a 69 °C; continuando con, 15 ciclosde 5sa
98.5 °C; 4 min a 56 °C (aumentando 0.1 °C en cada ciclo) y 6 min a 69 °C y una extension final a
69 °C por 7 min.

Cabe resaltar ciertas modificaciones que fueron hechas al protocolo de amplificacion, las cuales
son: el aumento a 2 M de la concentracion de la solucion de resolucion RICH G-C, la realizacion
de una premezcla de los cebadores, el aumento a 1.5 X en la concentracion del buffer de reaccion,
el incremento en el nimero de ciclos de termociclado y una adicién de 3 minutos a 95 °C en la
fase inicial de la denaturacién. Estos cambios solo fueron emplearon para la amplificacion de 2 de

las 29 muestras analizadas, la muestras SXF 023 y SXF 032 (Figura 3).

Figura 3. Comparacion de los productos amplificados obtenidos para las muestras SXF 023 y SXF 032. A:
Concentracidn de buffer de reaccion 1 Xy solucion de resolucion 1,5 M. B: Concentracion de Buffer de reaccion 1,5
Xy solucion de resolucion 2 M.

023 032 C+ C— 023 032 C+ C-—

3.3 IDENTIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

La separacion de los productos de PCR obtenidos se realizd por electroforesis capilar en un
secuenciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems®, USA). La separacion de los fragmentos
requirié de 1 pL del producto amplificado mezclado con 12 pL. de Formamida y 0.4 ul de control
interno ROX 500™(P/N 401734, Appllied biosystems), este marcador interno contiene 16

fragmentos que van de 35 a 500 pb produciendo un solo pico por fragmento. Finalmente, se empleo
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un capilar GeneScan™ (P/N.402839, 50mmA30cm, ABI) y un sistema de polimero POP-4™
(P/N.402838, ABI) (Figura 4).
La electroforesis capilar se realizo siguiendo las recomendaciones dadas por O’Connell et al.

(2002). Las muestras fueron inyectadas electroquineticamente 5 seg a 15 kV, durante 45 min.

Figura 4. Resultados de la amplificacién e identificacion de fragmentos muestras SXF 010 y SXF 030.
Asignacion alélica (CGG)n: 32/47 y (CGG)n: 29/70 respectivamente. Marcador interno ROX 500 (rojo),
Fragmento de interés (azul).
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Dado que los productos de PCR esperados para la region 5’UTR del gen FMR1 se encuentran en
el rango comprendido entre 240 y 600 pb estos se compararon con un marcador interno ROX
500™ (Thermo Scientific®) y un ADN control positivo (C + CALI) para su correcta
identificacion. El control positivo (C + CALI) corresponde a una mujer heterocigota con un alelo
normal (30 repeticiones CGG) y un segundo

alelo premutado (80 repeticiones CGG), este control fue suministrado por el profesor Wilmar
Saldarriaga del Grupo de Investigacion MACOS de la Universidad del Valle (Figura 5). El control
negativo conto con las mismas condiciones de PCR, sin embargo a este no se le agrego ADN.
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La visualizacion del tamafio de los picos resultantes en la electroforesis capilar se realizo utilizando

el software GeneMapper v3.2 (Applied Biosystems®).

Figura 5. Control positivo (C+ CALI). IZQUIERDA: electroforesis en gel de agarosa 2%. (A) marcador
de peso molecular; (B) bandas de los fragmentos amplificados. DERECHA: electroforesis capilar.
Marcador de peso ROX500™ (rojo); Electroferograma de los fragmentos amplificados (azul).
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Para obtener los factores de correccién y movilidad necesarios para la tipificacion alélica, se
consignaron los resultados de la electroforesis capilar para el control positivo C+ CALI en una
base de datos de Excel con el fin de realizar el célculo de regresién utilizando este software. Los
datos del eje X corresponden al nimero de repeticiones CGG establecido por previa secuenciacion
de cada uno de estos alelos, y los datos del eje Y corresponden al tamafio en pares de bases para
cada alelo, como se muestra en la Figura 6. La interseccion del acoplamiento lineal corresponde
al factor de correccion (Co), y la pendiente, al factor de movilidad (mo).
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Figura 6. Estimacion de los factores de correccién para el calculo del nimero de repeticiones CGG basado
en el tamafio en pares de bases obtenido por electroforesis capilar.
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Asi el factor de movilidad mo de 2.379 y el factor de correccién Co 184.99, se utilizaron en el
andlisis del nimero de repeticiones CGG para la ecuacion antes descrita, estos factores son
especificos para los materiales y equipos utilizados en este estudio.

De las 29 muestras analizadas se obtuvieron picos electroforéticos con tamafios entre los 220 pb y
380 ph. Aplicando la ecuacién antes mencionada se logro estimar alelos de tamafio comprendido
entre las 19 repeticiones (CGG)19 Y las 80 repeticiones (CGG)go (Tabla 3)

Como alternativa de visualizacion se adopté como sistema de separacién de los productos de PCR
el uso de geles de Agarosa LE SeaKem® (Lonza) al 2%. Las condiciones de corrida que
permitieron una separacion adecuada de los productos de PCR de los fragmentos considerados
fueron: corrida a 70V por 1 hora, en una camara electroforesis horizontal Sub-Cell GT Systems
(Bio-Rad Laboratories, Inc. ®).
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Tabla 3.

Resultados obtenidos mediante electroforesis capilar.

el me AEEEEE AERd e Mutacion
M SXF 001 258.12 31 NORMAL
F SXF 002 256.21 30 269.65 35 NORMAL
M SXF003 254.93 29 NORMAL
M SXF004 257.11 30 NORMAL
M SXF005 257.26 30 NORMAL
M SXF006 257.23 30 NORMAL
M SXF007 254.76 29 NORMAL
F SXF008 250.62 28 253.11 29 NORMAL
M SXF009 258.05 31 NORMAL
F SXF 010 259.96 32 297.21 a7 INTERMEDIO
M SXF 015 232.96 20 NORMAL
M SXF 016 255.3 30 NORMAL
M SXF 017 257.54 30 NORMAL
M SXF 018 255.49 30 NORMAL
M SXF 019 257.17 30 NORMAL
M SXF 020 255.01 29 NORMAL
M SXF 021 255.37 30 NORMAL
M SXF 022 261.59 32 NORMAL
M SXF 023 250.59 27 NORMAL
M SXF024 255.21 30 NORMAL
M SXF025 257.28 30 NORMAL
M SXF 026 256.93 30 NORMAL
M SXF 027 229.73 19 NORMAL
M SXF 028 256.8 30 NORMAL
M SXF 029 253.01 29 NORMAL
F SXF 030 255.19 29 352.63 70 PREMUTADO
M SXF 032 267.3 35 NORMAL
M SXF 031 262.53 33 NORMAL
M SXF 034 271.08 36 NORMAL
F C+ CALI 256.38 30 375.36 80 PREMUTADO

M: HOMBRE F: MUJER

pb: Valor en pares de bases.
(CGG)n: Numero de repeticiones trinucleotidicas cgg calculadas.
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3.4 TIPIFICACION ALELICA

Cada una de las 29 muestras amplificadas se compar6 contra el marcador interno ROX 500™ y
contra el control positivo (C+ CALLI), obteniendo 27 muestras (93.1%) con alelos de menos de 44

repeticiones trinucleotidicas CGG, lo que se considera un genotipo sin mutacion o normal. (Tabla
3y4).

Tabla 4. Genotipos encontrados en las muestras de pacientes analizados.

Genotipo # de pacientes %

Mutacion completa 0 0
Premutacion 1 3.4
Intermedio 1 3.4
Normal 27 93.1
TOTAL 29 100

Se obtuvo 2 muestras (6.9%) con alelos expandidos de mas de 45 repeticiones CGG. La muestra
SXF 010 corresponde a una mujer heterocigota de un alelo 1 normal (32 repeticiones CGG) y un
alelo 2 intermedio (47 repeticiones CGG). A su vez, la muestra SXF 030 corresponde a una mujer
heterocigota con el alelo 1 normal (29 repeticiones CGG) y un alelo 2 premutado (70 repeticiones
CGG). (Tabla 3 y 4) (Figura 4).

Con respecto a los alelos identificados, se logro tipificar con éxito el total de 33 alelos. Pudimos
observar que el 88% de los alelos se distribuyen en el rango de las 20 a las 40 repeticiones (CGG)2o-
40 (Figura 7), siendo el alelo de 19 repeticiones y el de 70 repeticiones, el mas corto y el mas largo
respectivamente. Con respecto al alelo mas frecuente fue el alelo de 30 repeticiones (CGG)so
(39.9%), seguido del alelo de 29 (CGG)29 (18.1%).
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Figura 7. Frecuencia y distribucion de los alelos analizados segun el nimero de repeticiones CGG
calculadas.
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Con el fin de identificar asociacion entre el nimero de repeticiones CGG vy la categoria dentro del
diagndstico autismo (asperger, autismo clasico, desorden no especificado del desarrollo-PDD) en
los pacientes muestreados, se llevé a cabo una comparacién usando la prueba de Kruskal-Wallis,
para datos no paramétricos, dando como resultado la no asociacién de estas variables y la
atribucion de las pequefas diferencias entre categorias al error aleatorio en el muestreo (Chi-
cuadrado = 1,0322; df = 2; p-valor = 0,5968) (Aguayo Canela, M. 2012) (Figura 8)

Figura 8. Comparacién de medias para cada categoria dentro del diagnéstico de autismo, segin el DSM-
IV, encontrados en la poblacién de estudio. Media en cada categoria (linea negra oscura)
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4, DISCUSION

La caracteristica mas importante de la region 5’UTR del gen FMR1 es la presencia de un alto
contenido de citosinas y guaninas en su secuencia, lo que dificulta la amplificacion generando
fallos en la polimerasa y la inestabilidad de la secuencia. Si bien Wilson et al., (2008) y O’Connell
et al., (2002) utilizan el aumento de MgCl, para mejorar su amplificacion, la cantidad de ADN
necesaria para obtener producto amplificado es alta (300 ng/pl) en estos protocolos. Con el
desarrollo del presente estudio se encontrd que al aumentar las concentraciones finales del Buffer
de reaccién (1,5 X) y de solucion de resolucion (2 M) es posible obtener producto amplificado
para muestras con poco o escaso ADN (50 ng/ul). Esto se debe a que los reactivos antes
mencionados contienen coadyuvantes como el dimetil sulfoxido (DSMO) y el MgCly, los cuales
debilitan los enlaces C-G, favoreciendo la estabilidad las hebras, evitando la formacion de
estructuras secundarias y disminuyendo la temperatura necesaria para lograr una adecuada
denaturacion y separacion de las hebras [34]. De igual forma, promueven la actividad de la

polimerasa en la fase de elongacion. [35], [36].

Durante la estandarizacion de los ciclos de termociclado se mantuvieron las condiciones reportadas
por Wilson et al., (2008). Sin embargo, de las modificaciones mas relevantes realizadas al
protocolo, se evidencia que al aumentar el tiempo inicial de desnaturalizacion (3 min a 95° C), se
promueve la correcta separacion de las hebras en mayor cantidad del templete inicial, importante
para muestras con poca concentracién de ADN (Figura 3). De igual manera, al tener gran cantidad
de ciclos (29 — 40 ciclos) se permite la correcta amplificacion no solo de fragmentos cortos, sino
también, de fragmentos largos con mayor numero de repeticiones CGG, sobre todo en muestras
de mujeres con premutacion o mutacion completa, donde se presentan dos alelos uno mucho mas

largo que el otro.

Filipovic-sadic (2010) en su estudio sobre un mejor método rutinario de identificacion de alelos
expandidos en el SXF, expone las ventajas de la electroforesis capilar frente a otros métodos de
separacion especialmente en muestras con un nimero de repeticiones CGG en el limite de la

expansion (ej. 45 o 55 repeticiones CGG). En el presente estudio la electroforesis capilar fue la
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mas informativa en comparacion a los geles de agarosa 2%, ya que ofrecié una resolucion de una
sola repeticion, lo que es crucial en la cuantificacion de las repeticiones especialmente cuando se
requiere un diagnostico [36] (Figura 4).

Una de las desventajas que presenta la electroforesis capilar es la limitante en el numero de
repeticiones capaz de detectar. Con esta pasantia se logré optimizar el sistema para la
determinacion precisa de repeticiones CGG entre las 19 y 70 repeticiones (CGG)19-70, alelos
premutados con hasta 114 repeticiones, pueden ser detectados con precision, sin embargo, ain no

se ha realizado la validacién del sistema con alelos mas largos o alelos mutacion completa.

Con respecto a la tipificacion alélica, las ecuaciones utilizadas tanto por Wilson et al. (2008) como
por O’Connell et al. (2002), varian sustancialmente frente a la ecuacion empleada en este estudio.
Si bien tedricamente las repeticiones CGG tienen un peso molecular cada una de 3 pb, se logré
observar que las ecuaciones donde se asume en su totalidad este parametro no dieron para nuestros
datos los valores esperados, esto puede deberse a parametros propios de la corrida electroforética
no tenidos en cuenta con la ecuacién propuesta por el autor. Grosso et al., (2014) argumenta que
variaciones ajenas a la muestra como lo son la movilidad del fragmento al momento de la
separacion en la matriz del capilar, pueden alterar ligeramente el tamafio del pico resultante,
ademas que estas variaciones son propias del instrumento utilizado y puede variar de un laboratorio
aotro. De esta manera se logré probar que calculando los factores de correccién (Co) y movilidad
(mo), el peso molecular por repeticion CGG varia en la corrida electroforética y el parametro a

utilizar no es exactamente 3 pb (Figura 6; Ecuacion 1).

Teniendo en cuenta la prevalencia del SXF en poblacién con autismo (2 de cada 100)[3], en este
estudio no se encontraron alelos con mutacion completa (CGG)>200, 10 que puede estar relacionado
a una falta de muestreo. A pesar de esto, estudios similares en poblacion con autismo demuestran
un exceso de alelos intermedios (CGG)ss55 en pacientes con diagnostico clinico de problemas

cognitivos y/o conductuales [37].

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se encontraron en dos pacientes mujeres,
alelos con expansion en el niamero de repeticiones (SXF 030 y SXF 010), lo que puede sugiere

dos cosas relevantes i) la exitosa amplificacion de muestras donde se esperan longitudes de
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fragmentos variables, como es el caso de mujeres heterocigotas con expansion de repeticiones; ii)
la correcta amplificacion, visualizacion y separacién de alelos con expansion de repeticiones en el
rango de premutacion de 55 a 200 (CGG)ss-200 , asi como aquellos alelos en el rango critico de
zona gris o intermedio (CGG)as.5a4.

Finalmente, la distribucion de alelos en la poblacion de estudio mostro que el alelo mas comun
fue el alelo de 30 repeticiones, lo cual coincide, con lo reportado por Peprah (2012) para paises de

Latinoamérica como Chile y Brasil con poblaciones de ascendencia europea.
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S. CONCLUSIONES

La implementacién de herramientas moleculares para el diagnostico del X fragil arrojo la presencia
de alelos expandidos en poblacion con autismo en la ciudad de Bucaramanga, lo que impulsa la

exploracion de la relacion entre el Sindrome del X fragil y el autismo en esta ciudad.

La electroforesis capilar es un método eficaz para la cuantificacion de las repeticiones CGG
presentes en la region 5’UTR del gen FMR1, permitiendo la correcta tipificacion alélica y el

establecimiento de posibles mutaciones.

La optimizacion realizada en este protocolo para la cuantificacion de las repeticiones CGG permite
la tipificacion precisa de alelos, teniendo en cuenta los factores de correccion (Co) y (mo) propios

para las condiciones de cada laboratorio.

Las condiciones de PCR utilizadas en este estudio permiten amplificar muestras con tamarios

variables en la region 5°UTR del gen FMR1, como es el caso de mujeres heterocigotas.
En cuanto a los aspectos metodologicos, para la amplificacion por PCR de la region 5’UTR del

gen FMRL1 es necesario utilizar coadyuvantes que intervengan en la estabilizacion de las hebras y

promuevan la actividad de la polimerasa.

34



6. RECOMENDACIONES

Entre las dificultades para involucrar en investigacion a individuos dentro espectro autista, esta la
imposibilidad de un asentimiento propio, ademas de dificultad en el manejo e intervencion al
paciente, lo que en muchos casos impide la obtencidn de un tamafio de muestra adecuado. Por lo
cual, se hace necesario sensibilizar e incentivar tanto a padres de familia de nifios con estos
trastornos, como a instituciones educativas especiales, las ventajas de participar estudios de
investigacion que fomentan la implementacion de herramientas Utiles para el diagnostico de

enfermedades de alta prevalencia como el autismo o el Sindrome de X fragil.[38].

Una de las claras desventajas que existe en la actualidad es la falta de material de referencia para
alelos premutados y mutacién completa. Se recomienda utilizar varios controles positivos con el

fin de cubrir los rangos mas amplios de mutacidn, desde las 200 repeticiones CGG en adelante.

Pese a que O’Connell et al (2002) y Wilson et al (2008) reportan las mismas condiciones de PCR
en términos de tiempos de ciclado, concentracion de reactivos, entre otros aspectos técnicos y,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la presente pasantia, se recomienda utilizar pruebas
confirmatorias adicionales (ej. la técnica de Southern blot), para muestras sin resultados
concluyentes, con la intencién de descartar posibles falsos negativos en el diagndstico del

Sindrome del X fragil.
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ANEXOS

Anexo A. Permiso otorgado por el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander para
el desarrollo de la presente investigacion.

4110 ﬁ/-/-—

Profescsa

CLARA INES VARGAS CASTELLANOS —Dss— 16642
Investigadora principal

Directera Laboratorio Genética Humana

Facultad de Salud

Universidad Industrial de Santander

Presente

Asunto: Aval Comité de Etica proyecto. “Determinacién del sindrome de x fragil en pacientes con
autismo de la ciudad de Bucaramanga'.

Cordial Saludo. El Comité de Etica en Investigacién Clientifica de la Universidad Industrial de
Santander (CEINCI-UIS) en reunién realizada el 27 de noviembre de 2015, segiin consta en e! acta
No. 28, evaltoc lfos ajustes realizados al proyecto del asunto y al respecto conceptia:

En consideracién a que el proyecto cumple con todos los reguerimientos del CEINCI-UIS, el
Comité acuerda por consenso AVALAR el documento en ditima versién digital y APROBAR ¢l
consentimiente y asentimiento informado ultima version.

Se recomienda aplicar segiin corresporda a la investigacidn, la normatividad del Sistema de Gestiéon
Integral de la Universidad, que esti disponible en el enlace:
https:www. uis.edu.co/intranevcalidad/calidad . html, especialmente lo relacionade con el
Manual de Gestidn Integrado.

De igual manera emplear las estrategias que considere necesarias para verificar que el
consentimiento y asentimiento informado ha sido comprendido por los participantes. De otra
parte, adoptar los mecanismos necesarios para garantizar la confidencialidad de la informacidn
recabada. Todo ello amparado en lo reglamentado en ia Ley Estatutaria 1581 de 2012 dei Congreso
de la Republica de Colombia. por la cual se dictan disposiciones para la proteccién de datos
personales y en la Resolucién de Recroria 1227 del 22 de agosto de 2013, sobre el tracamiento de
datos personales.

De otra parte, socializar los resultados generados en este proyecto en la unidad académica e
INstituciones participantes.

Se solicita que se remirta al correc del Comité, informacién de las siguientes circunstancias, cuando
lfeguen a ocurrir:

- Reporte de mala practica cientifica por parte de cualquier miembro del equipo investigador.

- Neotificacidn previa de las maodificaciones realizadas al protocolo.

Elabord Omara M — reviso Dora | Parra- aprobé Francisco Espinel. -

” ~
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- Reporte de cualquier eventualidad que usted considera deba conocer el CEINCI-UIS.

- Informe de avance sobre los aspectos éticos segtin gufa e instructivo anexo. Este informe debe
enviarse a la mitad del desarrollo de la investigacién y al finalizar la misma segUn el cronograma
establecido,

- Elinforme debe ser enviado al correo: ceinci.seguimientos@uis.edu.co.
En el momento del seguimiento se verificard el cumplimiento de las consideraciones éticas.

En nombre del CEINCI-UIS le ofrecemos el apoyo que usted considere necesario, para la
aplicacién y salvaguarda de los asuntos éticos durante la investigacién.,

Atentamente,
SR~
WL \) \
FRANCISCO ESPINEL CORREAL DORA INES PARRA
Presidente (e) Secretaria Téonico Cientffica
CEINCI- UIS CEINCI- UIS

Copia: Doctora Lina Marfa Vera Cala, directora de Investigacion y Extensién de la Facultad de
Salud.
Archivo Comité de Etica — CEINCI-UIS
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