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Introduccion: El sindrome del cromosoma X fragil (FXS), la insuficiencia ovarica primaria asociada al
cromosoma X fragil (FXPOI) y el sindrome de temblor/ataxia asociado al cromosoma X fragil (FXTAS) son
trastornos vinculados a alteraciones en el gen FMR1. Este gen presenta una repeticion CGG polimdrfica
en su regiéon 5' no traducida; las mutaciones en esta regién son responsables de los sindromes
mencionados. (1) Los alelos FMR1 se clasifican segln el nimero de repeticiones CGG: normales (5—44
repeticiones), intermedios (45-54, “zona gris”), premutados (55—200, asociados a FXTAS y FXPOI) y

mutados (>200 repeticiones, causantes de FXS). (2)(3)

FXS constituye la causa mas comun de discapacidad intelectual hereditaria, con mayor incidencia en
varones. (1) FXPOI se caracteriza por amenorrea prolongada antes de los 40 afios y niveles elevados de
FSH en mujeres portadoras de premutacion. (4) FXTAS, por su parte, es un trastorno neurodegenerativo

de aparicién tardia que afecta a varones y, en menor frecuencia, a mujeres con premutacion. (1)

El diagndstico molecular se basa en la amplificacion por PCR para identificar el nimero de repeticiones
CGG. Muchos laboratorios desarrollan protocolos internos de PCR convencional que permiten detectar
hasta alelos premutados. Sin embargo, si en varones no se observa producto amplificado, o si en
mujeres homocigotas sélo se detecta un alelo, se recurre a técnicas comerciales capaces de identificar
todo el rango de expansion. Dado que estos kits son costosos, se hace necesaria la implementacion de

una PCR convencional mas accesible que abarque la mayor variedad posible de alelos FMR1. (5)

Objetivo: Disefar una técnica de PCR convencional eficaz para detectar variaciones en el nimero de

repeticiones CGG del gen FMR1.

Metodologia: Este estudio se enmarca en un disefio experimental de desarrollo metodoldgico. Se

analizaron 12 muestras previamente tipificadas con el kit comercial AmplideX® Asuragen, contando con
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consentimiento informado por parte de los pacientes. De las muestras evaluadas, 6 eran homocigotas,

3 heterocigotas, 2 portadoras de premutacion y 1 con mutacidon completa.

El ADN se extrajo mediante la técnica de Salting Out. Las reacciones de PCR se analizaron por
electroforesis capilar en secuenciador SeqgStudio, y se procesaron con el software GeneMapper v6.1.

Para la amplificacion del gen FMR1, se probaron tres enzimas comerciales:
MyFi™ Mix (Meridian Bioscience), cuyo mix incluye polimerasa, MgCl, y dNTPs.

QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit, que contiene polimerasa, MgCl,, dNTPs y Q Solution, un aditivo disefiado

para regiones ricas en GC.

Expand Long Template PCR System (Roche), compuesto por una mezcla enzimatica y tres buffers con

concentraciones crecientes de MgCl,.
Resultados

Enzima MyFi™: Se realizaron siete pruebas, seis orientadas a la amplificacién del gen FMR1 y una al gen
SRY como control, el cual se amplificd exitosamente. En los ensayos dirigidos a FMR1, se ajustaron las
condiciones de PCR basandose en los parametros del fabricante, modificando temperatura de annealing
segln el Tm de los primers. A bajas temperaturas, se observaron productos inespecificos. También se
modificaron el nimero de ciclos, la temperatura de elongacion y la concentracién de ADN templado.

No se obtuvo amplificacion especifica del gen FMR1.

Enzima QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit: Se realizd una Unica prueba. No se observé amplificacion del gen

objetivo y se detectaron picos inespecificos, no atribuibles a las muestras analizadas.

Enzima Expand Long Template PCR System (Roche): Dado que esta enzima esta recomendada para
regiones ricas en GC, se llevaron a cabo cinco ensayos, variando temperatura de annealing, nimero de

ciclos, concentracién de MgCl, y dNTPs. No se obtuvieron productos especificos de PCR.

Discusion: A pesar de los multiples intentos de optimizacion, no se logré amplificar con éxito el gen
FMR1 con ninguna de las enzimas utilizadas. Este resultado pone de manifiesto las dificultades técnicas
asociadas a la amplificacién de regiones con alto contenido GC, como es el caso de la regién 5' no
traducida del gen FMR1. La formacién de estructuras secundarias estables en el ADN puede dificultar la
accion de la polimerasa, haciendo necesario el uso de aditivos que reduzcan la estabilidad de estas

estructuras o la implementacién de ciclos térmicos con rampas lentas de temperatura.
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En la literatura, se ha descrito que la amplificacidn del gen FMR1 es particularmente desafiante, siendo
frecuentes los falsos negativos cuando se utilizan métodos convencionales. Algunos estudios proponen

la incorporacién de aditivos como DMSO o betaina, que mejora la deteccion de expansiones largas.

La eleccién de las enzimas utilizadas en este trabajo respondié a su disponibilidad y caracteristicas
técnicas, que en teoria permitian la amplificacion de regiones ricas en GC. Sin embargo, los resultados
obtenidos no fueron los esperados, lo que refuerza la necesidad de una optimizacién especifica y mas

profunda para este tipo de secuencias.

La experiencia adquirida permite establecer un punto de partida metodoldgico, identificando
condiciones que no resultan efectivas. Este aprendizaje es especialmente valioso en contextos donde el

acceso a kits comerciales es limitado o econdmicamente inviable.

Conclusién: La enzima MyFi™ Mix no produjo amplificacion especifica del gen FMR1. El kit QIAGEN
Multiplex PCR Plus generd productos inespecificos, y la Expand Long Template PCR System tampoco
logrd la amplificacidn del gen objetivo. Si bien no se alcanzd el resultado esperado, este trabajo permitio
identificar limitaciones técnicas relevantes y adquirir experiencia en el ajuste de condiciones de PCR

para genes complejos.

Este estudio fortalecid las habilidades practicas del equipo en biologia molecular, constituyendo un
punto de partida sdélido para futuras optimizaciones de protocolos diagndsticos. Se propone continuar
con nuevas pruebas que incluyan aditivos y condiciones de ciclado mas especificas. La construccién de
este protocolo local contribuira al desarrollo de herramientas diagndsticas accesibles y efectivas en el

analisis del gen FMR1.
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