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Estrategia de genotipado del gen FMRI:
Meétodo de diagnostico alternativo para el
Sindrome X Fragil y otras enfermedades por
expansion de trinucleotidos

Genotyping strategy for the FMRI gene: An alternative diagnostic method for the Fragile X syndrome and
other trinucleotide expansion diseases

Sail Lindo-Samanamud'*?, Mario Cornejo-Olivas'*", Olimpio Ortega'®, Victoria Marca'* Keren Espinoza-
Huertas 2¢, Pilar Mazzetti 3"

RESUMEN

Objetivos: Disefiar una estrategia alternativa por PCR para el genotipado de secuencias ricas en citosinas, basada en
modificacion nucleotidica. Material y métodos: Se modifico el gen FMRI nativo de ocho individuos clinicamente
no afectados por el Sindrome X fragil, cambiando las citosinas por uracilos, empleando bisulfito de sodio. El ADN
modificado fue purificado y cuantificado por espectrofotometria. Las estructuras alternativas y potenciales islas
CpG que adopta el microsatélite inestable fueron simuladas con los programas MFOLD y CpGplot. Se generaron
cebadores especificos que hibriden tanto con el microsatélite modificado (Primer T) y con una secuencia modificada
de las islas CpG (Primer M), utilizando el programa MethPrimer. Finalmente, ambas secuencias fueron amplificadas
por PCR y los amplicones fueron separados por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE por sus siglas en
inglés) al 6% y visualizados con tincion de nitrato de plata. Resultados: La modificacion del ADN fue evidenciada
por espectrofotometria al uracilo. Las estructuras observadas en la simulacion fueron las horquillas encontrandose
dos potenciales islas CpG. La amplificacion con los cebadores T, confirmoé el disefo in silico desarrollado para
abordar la estructura en horquillas. La amplificaciéon con los cebadores M permitio detectar metilacion de la
primera isla CpG del gen FMR1.Conclusion: Se propone un disefio alternativo para amplificacion de secuencias de
microsatélite que contengan citosinas metiladas y no metiladas. Se requieren estudios posteriores con muestras de
ADN que contengan microsatélites muy expandidos para validar su aplicacion para diagndstico molecular.

PALABRAS CLAVE: Citosinas metilacion, repeticion de microsatélite, uracilo. (Fuente: DeCS BIREME)
SUMMARY

Objectives: To design an alternative strategy for genotyping cytosine-rich sequences using PCR and nucleotide
modification. Methods: The FMRI gene wild type was modified in the DNA obtained from eight individuals

clinically unaffected for Fragile X Syndrome; cytosines were replaced by uracils using sodium bisulfite. Modified
DNA was purified and quantified by spectrophotometry. Alternative structures and potential CpG islands of
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the unstable microsatellite were simulated using MFOLD and CpGplot tools. Specific primers were generated
to hybridize with both the modified microsatellite (Primer G) and a modified sequence of CpG islands (Primer
M) using the MethPrimer software. Finally, both sequences were amplified by PCR and the amplicons were
separated by electrophoresis in silver-stained PAGE 6% gels. Results: The DNA modification was evidenced by
spectrophotometry to uracil. We found two potential CpG islands. The amplification with T primers confirmed the
“in silico” design developed to engage hairpin structures. The amplification with M primers detected methylation of
the first CpG island in the FMR1I gene. Conclusion: We propose an alternative design for amplifying microsatellite
sequences that contain methylated and unmethylated cytosine bases. Further studies are required with DNA samples

containing expanded microsatellites to validate its molecular diagnostic application.

KEYWORDS: Cytosine, methylation, microsatellites repeats, uracil. (Source: MeSH NLM)

INTRODUCCION

Existen varias enfermedades neurodegenerativas
asociadas a tripletes repetidos, estas secuencias se
convierten en microsatélites inestables (MI) cuando
sus unidades repetitivas (UR) superan el rango normal
(1). Estas secuencias tienden a adoptar multiples
conformaciones estructurales del ADN, alternativas
a la convencional, que estarian relacionadas con la
inestabilidad del microsatélite (mutacion dinamica) y
con el proceso de metilacion del mismo (2).

El diagnostico genético molecular de estos
desordenes se basa en la cuantificacion de las
UR de los MI en el gen responsable, utilizando
metodologias como la reaccion de cadena de la
polimerasa (PCR), secuenciamiento y Southern blot,
todas ellas con limitaciones para la cuantificacion.
La denaturacion y amplificacion de estos MI por
PCR se vuelve ineficiente debido al gran numero de
UR y a la formaciéon de estructuras alternativas (3).
La metodologia de Southern blot estd considerada
el estandar de oro para la cuantificacion de UR; sin
embargo, esta metodologia es compleja, costosa y
requiere manejo de sondas radioactivas (4).

En 1970, dos experimentos simultaneos que
evaluaban la capacidad mutagénica del bisulfito de
sodio en ADN de fago A y E. coli sugieren el uso
potencial de esta molécula para la modificacion de
los 4cidos nucleicos (5,6). Afios mas tarde, en 1999 se
aplico este principio en el triplete CAG del gen HTT
asociado a la enfermedad de Huntington, logrando
amplificar por PCR secuencias grandes no metiladas,
sin embargo, no se evaluo el efecto de la metilacion
y su implicancia en el disefio de cebadores, asi como
los beneficios que ocasionaria la modificacion quimica
sobre el microsatélite al facilitar la PCR (7).

El objetivo del estudio fue disefiar una técnica
basada en la modificacion de las citosinas presentes en
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el microsatelite CGG del gen FMR 1 humano (tripletes
CGG) que permita optimizar la reaccion de PCR
convencional.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron aleatoriamente ocho muestras de
ADN de voluntarios sanos (cuatro varones y cuatro
mujeres) con evaluacion clinica normal sin signos de
sindrome X fragil realizada por un médico neurdlogo,
del Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas
(INCN) obtenidas previamente para estandarizacion de
pruebas de diagndstico molecular y que se encuentran
almacenadas con codigo numérico arabigo en el
Servicio de Neurogenética del instituto. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica del INCN.

Preparacion de las muestras

Se obtuvieron 200 pL de ADN gendémico por
cada muestra, con concentraciones de ADN de
entre 1000 a 10000 ng/uL medidas por el sistema
de espectrofotometria multivolumen-Take  Epoch
(BioTek, Winooski, VT, USA).

Denaturacion del ADN

Segtin protocolo de Herman y col (8), afladiendo a
la denaturacion por alcalis original, un paso adicional
de denaturacion por calor, para acelerar este proceso.
A cada muestra de ADN genémico (10000 ng) se le
agrego6 agua bidestilada hasta un volumen final de 18
pL, calentandola a temperatura de 95°C por 20 minutos
en un ciclador de temperatura (GeneAmp® PCR
System 9700 Applied. Biosystem, Foster City, CA,
USA) y manteniéndola luego a -4°C; posteriormente
se agregd 2 uL de NaOH3M para incubacion por 20
minutos a 42°C, obteniéndose un volumen final de 20
pL.

Modificacion nucleotidica del ADN

Para cambiar las citosinas por uracilo en las hebras
de ADN denaturadas, se utilizo la técnica descrita por
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Hayatsu y col (9), utilizando mayores concentraciones
de iones sulfito para darle celeridad a este proceso. Se
agregd 380 pL de una solucion SM de bisulfito de sodio
e hidroquinona (pH 5,0). Para evitar la evaporacion
se agregd seis gotas de aceite mineral, incubandose
por 16 h a 50°C. Posteriormente se purifico el ADN
modificado utilizando el kit de purificacion Zymo
Research (10) siguiendo las especificaciones del
fabricante; el nivel de purificacion se evalud por
electroforesis y espectrofotometria.

Simulacion bioinformatica en el gen FMR1

Previa caracterizacion de la estructura de una
region de 5180pb del gen FMRI empleando la base
de datos GenBank (11) se realizaron simulaciones
de la regiéon promotora y no traducible del gen
FMRI1 (secuencia de interés de 718pb) con UR de
19, 50, 200 y 2 000 tripletes, asi como temperaturas
variables que van desde 37°C a 98°C. La simulacion
de patrones de metilacion para la secuencia de interés
del gen nativo fue realizada con el programa CpGPlot
(12) La simulacion de estructuras alternativas que
potencialmente adoptaria la secuencia de interés del
gen nativo y del gen modificado se realiz6 utilizando
el programa MFOLD (13).

Diserio de cebadores

Se disefiaron cuatro cebadores utilizando el
programa MethPrimer (14), dos para que hibriden
en la secuencia nucleotidica formada por citosinas
y/o uracilos de la region promotora del gen

FMR1 (cebadores M) y otros dos que flanqueen el
microsatélite que contiene los tripletes CGG de la
region no traducible del gen (cebadores T).

Amplificacion por PCR

Utilizando PCR convencional y los cebadores
disefiados, se amplificd la secuencia de interés del
gen FMRI modificado. La visualizacion de las
amplificaciones se realizé por electroforesis utilizando
PAGE al 6% con tincion de nitrato de plata.

RESULTADOS

Se confirmd la modificacion nucleotidica de la
secuencia de interés mediante espectrofotometria del
nucleodtido uracilo, y se obtuvo una concentracion
media de ADN modificado de 185,064 + 5,108 ng/
pL. El analisis de impurezas del ADN modificado,
realizado inicialmente por electroforesis, mostrd
regularidad de las bandas en el gel PAGE luego de la
purificacion (Figura 1). Este resultado fue corroborado
por espectrofotometria que mostrd una concentracion
inicial de sales de 9,625 + 6,789 ng/uL y una
concentracion final de 1,408 + 1,015 ng/uL posterior
a la purificacion.

La caracterizacion bioinformatica de la secuencia
de interés del gen nativo FMRI indica que ésta abarca
desde el nucleotido -848 hasta el +280 y comprende
la potencial isla CpG, el microsatélite y la primera
parte de la region traducible. Las simulaciones de

Figura 1. A: Electroforesis de ADN modificado previo a la purificacion, notese la distorsion del patron de migracion
electroforético (flecha) B: Electroforesis de ADN modificado post-purificacion. Bandas celestes (marcador de
xilencianol), bandas azules (marcador de azul de bromofenol). PAGE al 6%, previo a tincion de plata.
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metilacion y estructura de la secuencia de interés
del gen nativo generaron estructuras alternativas y
patrones de metilacion, mientras que en la condicion
de ADN modificado generaron ausencia de estos
(Figuras 2 y 3).

Los cebadores T flanquean el microsatélite
modificado y toman como molde de amplificacion
solo una de las cadenas del microsatélite y generan
un fragmento de 176pb + (UGG)n. Los cebadores M
flanquean la regién promotora que contiene citosinas

metiladas e hibridan con una secuencia que contiene
citosinas y uracilos, generando un amplificado de
143pb. La funcion de los cebadores M es detectar
de manera indirecta la metilacion del microsatélite
cuando estd anormalmente expandido y metilado
(Figura 4).

Utilizando los cebadores T, se obtuvieron
amplificados de 212pb (12 tripletes UGG) y 221pb
(15 tripletes UGG) del ADN, correspondientes a una
muestra femenina y masculina respectivamente. Los
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Figura 2. Patrones de metilacion del gen FMRI-CGG(n). A: Gen FMRI-CGG(n) nativo. B: Gen FMRI-UGG(n)
modificado. El microsatélite (M) contiene 50 tripletes CGG en ambas secuencias. P: promotor.

UR:50 CGG
Temperatura: 37°C

UR:50 UGG
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i /'
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Figura 3. Estructuras alternativas del gen FMRI-CGG(n). A y B: ADN nativo con energia libre de Gibbs
de -349,13 y -37,70 respectivamente. C y D: ADN modificado con energia libre de Gibbs de -4,27 y 1,74
respectivamente. Promotor (P), microsatélite (M).
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Figura 4. Generacion de cebadores para para la secuencia de interés del gen FMRI-CGG(n). A: Secuencia
no modificada de 5180 pb. La fecha negra sefiala las regiones con metilaciones de la region promotora (P) y
microsatélite (M).B: Secuencia de interés ampliada que muestran puntos de hibridacion de los cebadores con
regiones metiladas del promotor (M) y region que contiene al triplete CGG (T).

Metilado = '_ No metilado
ADN nativo
lModiﬂcaeion con bisulfito ADN nativo
C3u
Modificacion con bisulfito
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ADN no modificado ADN medificado
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Figura 5. Obtencion de amplificados. En el carril 1 y 5 se ubican los marcadores moleculares de 10 bp. En el carril
2 (varo6n sano) hay ausencia de amplificado del cebador M. En el carril 3 (cromosoma X metilado, mujer sana) hay
presencia de amplificado del cebador M que corresponde a region promotora metilada. En el carril 4 (varén sano) y
6 (cromosoma X no metilado, mujer sana), hay presencia de amplificados de con los cebadores T de 213 y 222pb
respectivamente, que corresponden al microsatélite CCG (n). Gel de poliacrilamida al 6% a 220 voltios.

cebadores M hibridaron en la primera isla CpG metilada DISCUSION
de la region promotora generando amplificados de

143 pb para las muestras provenientes de las mujeres Este estudio introduce una técnica de modificacion

participantes del estudio. Por el contrario, en el caso quimica del ADN con bisulfito de sodio y basada en

de las muestras de varones normales, no se obtuvo PCR convencional, para genotipar el microsatélite

amplificado (Figura 5). CGG(n) del gen FMRI relacionado al Sindrome X
Fragil.
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Luego de la modificacion quimica del ADN
genomico se recupero6 solo el 10% de la concentracion
inicial, debido a que el tiempo de exposicion al
bisulfito necesario para modificacion, es prolongado
permitiendo la degradacion del ADN por reacciones
de depurinacion, como lo describié Raizis y col (15).
La purificaciéon posterior se realizd para eliminar el
bisulfito sobrante y el exceso de sales generado por
la modificacidén quimica y asi evitar la inhibicion de la
reaccion de PCR (8).

Se corrobord la posicion del microsatelite del
gen FMRI reportada en trabajos previos de Kremer
y col(16). La simulacion de estructuras mostré que
el microsatélite no modificado adopta estructuras en
forma de llamadas horquillas que tienden a ser mas
grandes y complejas a mayor nimero de UR (Figura
3A). En la simulaciéon a diferentes temperaturas
(desde 37° a 98°C) se observd que el MI sigue
formando horquillas, esto se deberia a la existencia
de elementos de simetria y puentes de hidrégeno
triples entre las citosinas y guaninas en cada UR
generando un proceso de denaturacion ineficiente,
tal y como los describieron previamente Chong y
col (17). Sin embargo, la simulacion de la estructura
del microsatélite modificado no genera estructuras
alternativas, debido a la ausencia de elementos de
simetria y a la disminucion de puentes de hidrogeno
entre ambas cadenas del microsatélite, causada por el
reemplazo de citosinas por uracilos (Figura 3 C y D).

Los datos termodindmicos obtenidos de la
simulacion del triplete muestran la tendencia
espontanea (DG<0) a la formacion de horquillas
del microsatélite no modificado; esto se deberia a la
gran cantidad de elementos de simetria presentes en
el MI, es decir, los tripletes CGG. Ello contrasta con
la termodinamica del microsatelite modificado, que
mostro una baja tendencia a la formacion de horquillas
como resultado de la modificacion de las citosinas
(DG=1.74)(18,19).

En la simulacion de la tendencia a metilacion en la
secuencia no modificada, se encontr6é dos potenciales
islas CpG (Figura 2A). La primera isla CpG esta
ubicada en el promotor y la segunda en el mismo
microsatélite; siendo la segunda isla CpG, un patréon
de metilacion mas notorio a medida que aumentan las
UR. Este fenémeno ya ha sido observado in vivo, en el
95% de casos con un silenciamiento del gen FMR1 por
metilacion (ausencia de la proteina FMRP1), siendo
este la base patogénica molecular del Sindrome X
Fragil (19,20). La simulacion encontr6 también una
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tendencia a metilaciéon de microsatélites <200 UR
en la region promotora (primera isla) de la secuencia
no modificada. In vivo, este fendmeno solo ocurre en
menos del 5% de casos de Sindrome X Fragil, esto
podria explicarse por errores en el reconocimiento de
los puntos CG (invariables en el promotor) por parte
de las metilasas y el efecto de las horquillas (21,22).
La simulacioén de la secuencia de interés modificada
no evidencid tendencia a metilacion de la region
promotora ni del microsatelite, esto se explicaria
debido la drastica disminuciéon de dinucledtidos CG
que impide la formacion de islas CpG (Figura 2B).

La obtencion final de amplificados con los
cebadores T demostro la eficiencia de la modificacion
del ADN, su purificacion, la simulacion correcta
del microsatélite, asi como el disefio adecuado de
los cebadores T (Figura 4). Ello también indica que
los cambios generados por la modificacion quimica
del ADN facilita el proceso de la PCR, ya que el
microsatélite modificado esta libre de horquillas; otro
beneficio de la modificacion quimica es que facilita la
denaturacion del ADN incrementado su eficiencia con
cada ciclo de PCR.

La modificacion quimica del ADN, es decir,
la conversion de citosina a wuracilo por efecto
del bisulfito, no ocurre cuando las citosinas del
microsatélite se encuentran metiladas (23). Este
fenomeno fue evaluado con los cebadores M, los
cuales hibridan en la primera isla CpG metilada de
la region promotora. Al obtener amplificados con
los cebadores M, en muestras provenientes de las
participantes mujeres del estudio, se demostré que la
conversion nucleotidica no se dio en el cromosoma
X normalmente inactivo por estar metilado (24). La
ausencia de amplificado en las muestras proveniente
de los participantes varones del estudio, que tienen
un cromosoma X activo (desmetilado), evidencia que
hubo modificacion de ADN por el bisulfito. Ambas
observaciones demuestran que los primers M son
capaces de discriminar entre regiones metiladas y no
metiladas (Figura 4).

La técnica estandar reconocida mundialmente para
diagnostico de Sindrome X fragil es la determinacion
del nimero de tripletes CCG por Southern Blot/PCR,
esta técnica de hibridizacion es de muy alto costo, ya
que requiere de sondas marcadas con radioactividad
o fluorescencia, detectores especiales para la lectura
y entrenamiento especializado, ademas de grandes
cantidades de ADN de alta calidad y pureza (26).
El disefio propuesto en este estudio requiere menor
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tiempo para su ejecucion, asi como menor capacitacion
del personal y resulta costo-efectivo en comparacion
a la técnica del Southern Blot/PCR; ademas, el
requerimiento de calidad y cantidad de ADN genomico
es de cinco a diez veces menor que la prueba estandar
y no requiere uso equipamiento sofisticado haciéndolo
de facil aplicacion en nuestro medio (27).

Se han propuesto otros disefios para diagnostico
molecular X fragil como la PCR para alta resolucion
de metilacion “High-resolution methylation PCR” que
incluye procesos automatizados que permiten varios
analisis en corto tiempo, detecta y cuantifica patrones
de metilacion y requiere poco ADN de partida; sin
embargo requiere sondas marcadas, enzimas de
restriccion sensibles a metilacion y un equipo de
electroforesis capilar que elevan sus costos, y son de
limitado acceso en nuestro pais (28).

Debido a la relacion directa entre la metilacion de
la region promotora y la expansion del microsatétlite,
la presencia de amplicones obtenidos por los
cebadores M podrian indicar de manera indirecta
la presencia de microsatélites metilados (mayores
a 200 CGQG) (25). La metodologia propuesta podria
aplicarse para estrategias diagnosticas alternativas del
Sindrome X Fragil. Un diagndstico molecular basado
en la modificaciéon quimica por bisulfito del gen FMR1
permitiria el diagnostico indirecto y semicuantitativo
de personas afectadas por estados de premutacion y
mutacion completa del sindrome X fragil. Para validar
este principio, se requiere analisis de muestras de
ADN de personas afectadas con el sindrome X Fragil y
que hayan sido previamente diagnosticadas por algun
procedimiento estandar como Southern blot/PCR.

Aunque los participantes presentaron un examen
neurolégico normal, no se determin6 el niimero de
tripletes CCG del gen FMRI con la prueba aceptada
como estandar a nivel mundial (Southern blot/PCR),
pudiendo haberse reclutado participantes, en especial
mujeres, con estados premutados del gen FMR [, aunque
esta seria una limitacion del estudio, no afectaria sus
resultados, ya que en los estados de premutacion no se
encuentra metilacion del microsatélite.

En conclusion, la modificacion quimica con
bisulfito de sodio del gen FMRI detecta las secuencias
ricas en citosinas metiladas y no metiladas del gen
FMRI en las muestras estudiadas. La evaluacion in
silico del comportamiento del microsatélite pre y post
modificaciéon permitié la evaluacion de su estructura
primaria y sus tendencia a formar estructuras
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alternativas, asi como el diseno de cebadores
especificos para la region promotora (M) y para el
microsatélite (T). Este disefio podria ser aplicado,
previa validacion en pacientes y controles, como
alternativa de diagnostico molecular para el Sindrome
X Fragil y otras enfermedades vinculadas a expansion
de UR en lugares de dificil aplicacion de técnicas
costosas y complejas como Southern Blot/PCR.
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