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Resumen 

Introducción: Las pacientes estudiadas en este trabajo tienen impresión 
diagnostica de dos enfermedades clasificadas dentro del grupo de las displacías 
esqueléticas: el síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine (PSF) enfermedad de 
la cual se desconoce la causa genética, y el síndrome de Roifman-Chitayat (RC). 
Estas son enfermedades raras de las que se tienen muy pocos reportes de casos. 
Por este motivo se decidió estudiar a las afectadas y a sus padres para buscar 
variantes que puedan estar relacionadas con las enfermedades. 

Objetivo: Identificar la causa genética de dos enfermedades que se sospecha 
tienen origen monogénico en pacientes del Hospital Infantil de México Federico 
Gómez (HIMFG). 

Métodos: Se estudiaron los exomas completos de las pacientes y sus padres para 

buscar las variantes causantes de ambos fenotipos. Durante el análisis de 
variantes se revisaron principalmente variantes de un solo nucleótido. Las 
variantes priorizadas a lo largo del estudio fueron comparadas con reportes y 
frecuencias en bases de datos públicas y con la información de la base de datos 
del laboratorio de genómica, genética y bioinformática del Hospital. 

Resultados: Durante el análisis de variantes para la familia de la paciente con 
diagnóstico de síndrome PSF se encontraron variantes candidatas, sin embargo, 
todas fueron descartadas debido a su alta frecuencia y a la función de los genes. 
En la familia de la paciente con impresión diagnostica de síndrome RC se 
encontró una variante nueva en el gen NBAS, mutaciones homocigotas en este 
gen han sido señaladas como causantes de dos enfermedades; el síndrome 
SOPH y falla hepática aguda. La revisión de las características clínicas de la 
afectada mostró que en realidad la paciente presenta síndrome SOPH 
acompañado de falla hepática aguda. 

Conclusión: La secuenciación de exomas completos por técnicas de segunda 
generación es una herramienta muy útil para el diagnóstico de enfermedades 
genéticas raras. Especialmente cuando se trata de variantes pequeñas como la 
mutación puntual encontrada en NBAS. Gracias a esta herramienta ha sido 
posible conocer la base genética de muchas enfermedades con herencia 
mendeliana en los últimos años. La técnica tiene ciertas limitaciones debido a que 
se secuencian fragmentos cortos y solo regiones codificantes. Es posible que la 
variante responsable del fenotipo de la paciente diagnosticada con síndrome PSF 
este en  alguna región no codificante o que sea de una longitud mayor a la que 
puede ser detectada por la técnica. 
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Introducción 
Las enfermedades monogénicas son enfermedades de herencia mendeliana 
causadas por mutaciones en un solo gen. Generalmente las mutaciones que 
causan estas enfermedades se encuentran dentro de la secuencia de genes que 
codifican proteínas, con funciones fisiológicas importantes, causando que estas 
enfermedades tengan implicaciones multisistémicas (Oud et al. 2017). Las 
enfermedades monogénicas son poco frecuentes, pero comprenden una amplia 
gama de padecimientos, entre estos las displasias esqueléticas. Se calcula que 
existen 7000 enfermedades monogénicas de las cuales 436 son displasias 
esqueléticas (Hamosh et al. 2000; Bonafe et al. 2015).  

Se estima que las displasias esqueléticas se presentan en 1/5 000 recién nacidos 
(Geister & Camper 2015). Las displasias esqueléticas son un grupo amplio y 
heterogéneo de enfermedades que pueden causar algunas anomalías que no 
comprometen la vida, pero también pueden ser letales. Hasta el momento de la 
publicación de la última nosología se conocía la base genética y mecanismos 
moleculares de 56 de estas enfermedades y se habían identificado 364 genes 
cuyas mutaciones son causa de alguna displasia esquelética (Bonafe et al. 2015). 
Las mutaciones en los genes involucrados causan diversas anormalidades óseas, 
como osteopenia y edad ósea retrasada, y/o malformaciones como displasia 
metaepifisiaria o espondiloepifisiaria en huesos de las extremidades, cráneo, 
tórax, etc. (Firth & Hurst 2017). 

Las displasias esqueléticas se clasifican en 42 grupos de acuerdo a los 
mecanismos moleculares, evidencias radiológicas y fenotipo de cada enfermedad. 
Los 42 grupos de acuerdo a la clasificación de 2015 (Bonafe et al. 2015) se 
muestran en el anexo I. Las displasias esqueléticas que aquí se describen 
pertenecen a grupos distintos. El síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 
forma parte del grupo de las disostosis acrofaciales. El síndrome de Roifman- 
Chitayat no se encuentra incluido en la nosología debido a los pocos casos que se 
han reportado, pero podría estar dentro del grupo de las displasias metaepifisiarias 
por las características radiológicas de las pacientes reportadas. 

Síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 

El síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine (OMIM, 183700) es una disostosis 
facial (anomalía cráneo facial). Este grupo de enfermedades se caracterizan por la 
presencia de malformaciones en los huesos mandibulares. Las disostosis faciales 
se clasifican en 2 grupos; las disostosis mandibulofaciales que solo afectan los 
huesos cráneo faciales y las disostosis acrofaciales que se presentan con 
anormalidades cráneo faciales y en las extremidades (Wieczorek 2013; Terrazas 
et al. 2017).  

El síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine se clasifica dentro del grupo de las 
disostosis acrofaciales, de las cuales se han descrito más de 18 entre las que se 
encuentran el síndrome de Miller (OMIM263750), el síndrome de Nager 
(OMIM154400) y la disostosis acrofacial tipo Cincinnati (OMIM616462) que han 
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sido caracterizados clínica y molecularmente (Bonafe et al. 2015; Terrazas et al. 
2017).  

El síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine fue descrito por primera vez en 
1964. En el reporte del caso se describen las características de padre e hijo de 
una familia inglesa en la que ambos presentaban malformaciones mandibulares, y 
anormalidades en dedos de manos y pies (Patterson & Stevenson 1964; Wilkie & 
Goodacre 1997). El estudio del caso comenzó ya que un niño de 
aproximadamente 8 meses fue referido al servicio de cirugía plástica del Hospital 
Churchill para ser intervenido debido a una malformación (pie dividido) en el pie 
izquierdo. Los padres no estaban emparentados. 

Sin embargo, el padre tenía anormalidades en los pies, tres dedos pequeños en el 
pie derecho le habían sido amputados durante la infancia. Presentaba marcada 
micrognatia y mandíbula asimétrica, así como paladar alto y dientes con mala 
oclusión. También mostraba malformaciones en el oído medio e interno causando 
hipoacusia severa por lo que usaba un aparato auditivo de lado izquierdo. Las 
orejas parecían ser muy largas y con lóbulos pequeños. Ninguno de los dos 
presentaba alteraciones oftalmológicas como se observa en otras disostosis. 

Durante el seguimiento del paciente en la edad adulta se observó que el 
presentaba fenotipo similar al de su padre pero con audición normal. Lo cual 
podría indicar que la enfermedad tiene expresividad variable. Posterior a lo 
reportado por Patterson y Stevenson otros casos de esta enfermedad han sido 
descritos clínicamente, pero aún no se conoce la base genética de esta disostosis 
acrofacial (Wilkie & Goodacre 1997). 

La enfermedad está bien caracterizada clínicamente, el diagnóstico clínico se basa 
en criterios como la presencia de anormalidades en los huesos mandibulares 
(Figura 1A), en las extremidades y anormalidades en dedos de manos y pies 
(Figura 1C) como braquidactilia, sindactilia y/o ectrodactilia (Wieczorek 2013). En 
algunas ocasiones el fenotipo incluye malformaciones del oído externo (Figura 
1B), medio o interno, causando hipoacusia y problemas de lenguaje (Wilkie & 
Goodacre 1997). 

De acuerdo con la literatura se sospecha que la enfermedad presenta patrón de 
herencia autosómico dominante y expresividad variable. 
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Figura 1. Fenotipo de los pacientes con síndrome Patterson-Stevenson-
Fontaine. A) Características faciales. B) Malformaciones en el oído externo y 

retrognatia. C) Anomalías en pie izquierdo. Imágenes tomadas de Wilkie and 
Goodacre (1997). 

 

Síndrome de Roifman-Chitayat 

El síndrome de Roifman–Chitayat (OMIM, 613328) fue reportado por primera vez 
en 2009, en un par de hermanas hijas de padres consanguíneos de ascendencia 
inglesa (Roifman & Chitayat 2009). Al nacer ambas niñas presentaron hipotonía y 
dificultad para la alimentación. Una de las afectadas nació con un solo riñón. 
Ambas presentaron infecciones invasivas y recurrentes desde los 5 meses debido 
a una inmunodeficiencia combinada. Desde el primer año mostraron retraso global 
del desarrollo. Posteriormente ambas niñas comenzaron a tener convulsiones 
mioclónicas, hipoplasia y atrofia bilateral del nervio óptico, estenosis cervical y 
lumbar. La displasia metaepifisiaria (Figura 2B) (anormalidades en la metáfisis de 
los huesos largos) se volvió más evidente después de los 7 años al igual que los 
bordes irregulares de las cervicales.  

Las dos afectadas mostraban dimorfismos faciales como puente nasal deprimido, 
labio inferior delgado, hipertelorismo, y frente amplia y ancha (Figura 2A).  

De acuerdo con las características del caso se sospecha que la enfermedad tiene 
patrón de herencia autosómico recesivo y penetrancia completa (Roifman & 
Chitayat 2009). Para estudiar a las pacientes se realizaron algunas pruebas para 
identificar los sitios donde se encontraba la base molecular de la enfermedad. Los 
autores reportaron dos locus candidatos. Años más tarde en 2018, los autores 
reportaron datos del exoma de estas pacientes. No se han publicado nuevos 
reportes de casos de pacientes con la enfermedad. 
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Figura 2. Fenotipo de los pacientes con síndrome Roifman-Chitayat.              
A) Características faciales de una de las afectadas. B) Se observa displasia 
metaepificiaria en las falanges. Imágenes tomadas de Roifman and Chitayat 
(2009). 

 

Búsqueda de genes candidatos y variantes patogénicas 

Algunas metodologías como la búsqueda de genes candidatos y el análisis de 
ligamiento son utilizadas comúnmente en el estudio de polimorfismos, pero una de 
las desventajas que las hacen poco viables para el estudio de enfermedades 
monogénicas es que para tener éxito es necesario contar con múltiples pacientes 
con la enfermedad. En el caso de las enfermedades monogénicas esto no siempre 
es posible ya que en ocasiones pueden transcurrir varios años antes de encontrar 
a otro paciente con las mismas características (Kulkarni & Pfeifer ; Boycott et al. 
2017).  

Secuenciación de segunda generación 
La secuenciación de segunda generación (NGS, por Next Generation Sequencing) 

es una herramienta que permite conocer con detalle datos específicos de la 
secuencia de genomas completos o regiones amplias de los mismos, su 
organización, y variantes (cambios de una o más bases con respecto al genoma 
de referencia) (Shendure & Ji 2008). El desarrollo de estas nuevas técnicas de 
secuenciación ha hecho posible el descubrimiento de mutaciones patogénicas y el 
estudio de la etiología de enfermedades genéticas.  

A diferencia de otras metodologías, la secuenciación de segunda generación 
permite estudiar casos aislados o familias pequeñas. Los métodos más usados 
para el descubrimiento de genes relacionados con enfermedades monogénicas 
son la comparación de información de varios individuos afectados, no relacionados 
o el estudio de tríos familiares (afectado y sus padres). Para esto han sido 
desarrollados algunos paneles, uno de ellos es el exoma completo, que abarca 
aproximadamente el 2% del genoma humano (45 millones de pb). Permite 
secuenciar específicamente los genes que codifican proteínas, que se piensa son 
los causantes de la mayoría de las enfermedades genéticas. La secuenciación de 
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exoma completo ha permitido el descubrimiento de numerosos genes asociados a 
enfermedades raras (Boycott et al. 2017).  

Hay varias técnicas (o “plataformas químicas”) de secuenciación de segunda 
generación, en este estudio la secuenciación de los exomas se realizó mediante la 
técnica de secuenciación por síntesis de puentes de Illumina.  

Un exoma puede tener más de 30,000 variantes después de haber sido alineado 
con el genoma de referencia, y más de 10,000 pueden tener efectos diversos 
como alteraciones en sitios de splicing, ganancia o pérdida de codones de paro, 
pequeñas indels, variantes en sentido equivocado entre otras (Robinson et al. 
2014). Estas variantes son analizadas bioinformáticamente para así lograr 
identificar variantes en genes candidatos elegidos mediante diversas estrategias, 
como la frecuencia, comparación de los resultados del exoma de múltiples 
individuos afectados por la misma enfermedad, relación familiar o restringiendo la 
lista de genes candidatos a genes de una sola vía. 

La conclusión de proyectos que colocan sus datos en bases de datos públicas 
como el proyecto de los 1000 genomas, ExAc, gnomAD, y otros más, han 
apoyado la implementación de estrategias de análisis y el descubrimiento de 
variantes en genes relacionados con enfermedades (Consortium 2004). Ya que la 
información de un número considerable de datos de individuos de diversas 
ascendencias permiten identificar variantes comunes en las poblaciones 
representadas y facilitan la identificación de variantes raras.      

Por otro lado la técnica también tiene algunas limitaciones, se ha observado que 
en algunos casos las variantes causantes de la enfermedad no se encuentran 
dentro de regiones codificantes, o podrían estar en regiones pequeñas que no han 
sido incluidas en el panel, las variantes también podrían estar en regiones difíciles 
de secuenciar como segmentos ricos en GC o regiones con repetidos. 

Enfermedades a estudiar 

En este trabajo de tesis se estudiaron dos síndromes: el síndrome de Patterson-

Stevenson-Fontaine cuya causa genética no se conoce, y el síndrome de 

Roifman-Chitayat. Ambas enfermedades pertenecen a las llamadas displasias 

óseas. El primer síndrome ha sido reportado en menos de 10 individuos 

(ORPHA:2439), y se considera que se hereda de manera autosómica dominante. 

Por su parte, el síndrome de Roifman-Chitayat ha sido reportado en un par de 

pacientes y la información limitada sugiere que segrega de manera autosómica 

recesiva.  
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Planteamiento del problema 
El síndromes de Patterson-Stevenson-Fontaine y de Roifman-Chitayat son 
enfermedades genéticas raras cuya base genética no se conoce. 

Para identificar los genes causantes de las enfermedades se estudiaron los 22 mil 
genes codificantes en los individuos afectados y en sus progenitores sanos 
mediante secuenciación de segunda generación. 

Pregunta de investigación 

¿Cuáles son los genes cuyas variantes son responsables de los fenotipos de los 
pacientes a estudiar? 

Justificación 

Identificar los genes causantes de las enfermedades y sus variantes presenta una 
oportunidad para aportar información nueva de la causa genética de estas dos 
enfermedades raras, o en su caso la acusa de los fenotipos de los pacientes 
estudiados, así como la comprensión de las funciones de los genes que resulten 
involucrados. 

Objetivo general 
 Identificar genes candidatos, y sus variantes, asociadas con las patologías 

de los pacientes a estudiar. 

Objetivos particulares 
 Identificar mutaciones en las secuencias exónicas de pacientes con 

diagnóstico de probable síndromes Patterson-Stevenson-Fontaine y 
Roifman-Chitayat. 
 

 Conocer el efecto de las variantes encontradas y su implicación en los 
procesos celulares para comprender la etiología de las enfermedades. 
 

 

 Asociar las variantes candidatas con los rasgos fenotípicos de los 
pacientes. 

Hipótesis 

Al secuenciar el exoma completo, de los pacientes y sus padres, se obtendrán 
datos de utilidad para identificar mutaciones en los genes causantes de las 
enfermedades de los pacientes a estudiar. 
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Tipo de estudio 

Este es un estudio: observacional, descriptivo y transversal. 

Fue realizado en el Laboratorio de Genómica, Genética y Bioinformática del 
Hospital Infantil de México Federico Gómez. 

En un periodo de 2 años. 

Metodología 

Métodos experimentales 

1.1 Extracción de DNA 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica, de los pacientes y de sus padres, en 
tubos con EDTA de sodio. Las muestras se almacenaron a 4ºC hasta el momento 
de ser procesadas. A partir de las muestras se realizó la extracción de DNA 
mediante columnas Quick DNA Universal Kit (Zymo Research, Irvine, CA, 
E.E.U.U.). Esta se llevó a cabo a partir de 200 µL de sangre, mezclándola con 200 
µL de solución de lisis y 20 µL de proteinasa K. La mezcla se incubó a 55ºC por 10 
min. Al finalizar la incubación, se agregaron 420 µL de amortiguador de unión de 
DNA, y se transfirió toda la solución a la columna. Esta fue colocada en un tubo de 
recolección, fue centrifugada 1 min a 12,000 x g, y se desechó el eluyente del tubo 
de recolección. Se transfirió la columna a un nuevo tubo recolector y a la columna 
se le agregaron 400 µL de amortiguador de prelavado de DNA. Se centrifugó a 
12,000 x g durante 1 min y se desechó el contenido del tubo recolector. 

A la columna se le añadieron 700 µL de amortiguador de lavado de DNA genómico 
y se centrifugó durante 1 min a 12,000 x g. Nuevamente de desechó el contenido 
del tubo de recolección. A la columna se le agregaron 200 µL de amortiguador de 
lavado de DNA genómico, se centrifugó 1 min a 12,000 x g y se desechó el tubo 
de recolección, junto con su contenido. 

La columna se transfirió a un tubo nuevo para microcentrífuga y se le añadieron 50 
µL de amortiguador de elución de DNA. Se incubó 5 min a temperatura ambiente y 
después se centrifugó a 12,000 x g un minuto, para eluir el DNA. 

1.2 Evaluación y cuantificación de DNA 
Para verificar la integridad del DNA se revisaron 3 uL en un gel de agarosa al 1%, 
observándose DNA de alto peso molecular. 

El DNA fue cuantificado por fluorometría, con un instrumento Qubit v. 3.0 (Thermo 
Fisher Scientific, CDMEX), de acuerdo con las indicaciones del manual 
(MAN0010866, revisión A.0). Por cada muestra a cuantificar, y por cada estándar 
de referencia, se preparó una solución de trabajo diluyendo 1 µL de fluoróforo 
intercalante de DNA de cadena doble y de alta sensibilidad (Qubit dsDNA HS, 
ThermoFisher Scientific) en 199 µL de amortiguador Qubit. De la mezcla se 
tomaron 198 µL que fueron transferidos a un tubo de 0.5 mL de pared clara y 
delgada. A este tubo se le agregaron 2µL de la muestra a cuantificar. Este 
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procedimiento se siguió para cada una de las muestras a cuantificar. Para la 
preparación de cada una de las 2 soluciones de referencia (a 0 ng/uL y a 60 
ng/uL) se usaron 190 uL de la solución de trabajo, y se agregaron 10µL de 
solución de referencia. 

2. Síntesis de librerías 
La síntesis de la librería se realizó usando el kit Nextera DNA Exome de Illumina 
(San Diego, CA, E.E.U.U.), siguiendo las indicaciones del procedimiento descrito 
en la guía de referencia (guía 1000000039018 v00, oct. 2017). 

2.1 Tagmentación 
Se realizó la tagmentación del DNA genómico con ayuda de una transposasa que 
corta el DNA genómico en fragmentos de aproximadamente 350 pares de bases 
(pb) y al mismo tiempo añade adaptadores a los extremos libres de cada 
segmento. Estos adaptadores tienen secuencias complementarias a los oligos de 
la celda de flujo, lo que permite que los fragmentos generados por la tagmentación 
hibriden con los oligos de la celda de flujo. 

Para la tagmentación, cada muestra de DNA genómico fue diluida con Tris HCl 10 
mM pH 8.5 hasta obtener una solución a 5 ng/µL. En una placa de pozos 
profundos se agregaron, en el siguiente orden, 10 µL de DNA a 5 ng/uL, 25 µL de 
amortiguador de tagmentación, y 15 µL de enzima de tagmentación. Se agitó por 1 
min y se centrifugó durante 1 min a 280 x g. 

Las 9 muestras (5 de la familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine, 
más el trío de la familia con síndrome de Roifman-Chitayat) se incubaron a 58ºC 
durante 10 min. Para detener la acción de la transposasa, se añadieron 15 µL de 
amortiguador de paro de tagmentación. Se agitó y se centrifugó 1 min a 280 x g. 
Finalmente, se incubó a temperatura ambiente durante 4 min. 

2.2 Limpieza del DNA tagmentado 
A los 65 µL de la mezcla de la tagmentacion de cada muestra se añadieron 65 µL 
de perlas magnéticas de purificación. Se agitó durante 1 min y se incubó a 
temperatura ambiente por 8 min. Posteriormente se centrifugó a 280 x g por un 
min y la placa se colocó sobre una gradilla magnética hasta que las perlas 
formaron una pastilla y el líquido quedó transparente (aproximadamente después 
de 5 min). Se desechó el sobrenadante transparente. 

Sin quitar la placa de la gradilla magnética, las pastillas se lavaron 2 veces con 
200 µL de etanol al 80%, recién preparado. Se incubó sobre la gradilla magnética 
durante 30 s y se desechó el sobrenadante. Este lavado se repitió una vez más y 
después los residuos de etanol se eliminaron con una pipeta de 20 µL, dejando 
secar las muestras por 10 min. La placa se removió de la gradilla magnética y las 
pastillas se resuspendieron con 22.5 µL de amortiguador de resuspensión (RSB); 
se agitó por 1 min y se incubó a temperatura ambiente durante 2 min para 
resuspender los fragmentos de DNA limpios. 
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Se centrifugó a 280 x g por 1 min y la placa con las muestras se colocó sobre la 
gradilla magnética hasta que el líquido mostró una apariencia clara y transparente 
(2 a 5 min). Se trasfirieron 20 µL de sobrenadante a tubos de PCR. 

2.3 Adición de índices y amplificación del producto de la tagmentación 
Después de la tagmentación se agregaron índices a los fragmentos de DNA 
mediante una PCR. Los índices son secuencias conocidas de 8 pb que funcionan 
como una etiqueta que permite distinguir las muestras de cada individuo. Esto 
permite que en una etapa posterior las 9 muestras del estudio puedan ser 
mezcladas en un solo tubo (multiplexing). 

A cada muestra, por separado, se le agregaron 5 uL de un índice 1 (i7) y 5 uL un 
índice 2 (i5), de tal manera que cada muestra tuviera una combinación única de 
ambos índices. Se añadieron 20 µL de mezcla de amplificación de librería, se agitó 
por 1 min y se centrifugó a 280 x g durante 1 min. Las muestras se llevaron al 
termociclador con el siguiente programa: 72ºC por 3 min, 98ºC, durante 30 s, y 
después 10 ciclos de 98ºC por 10 s, 60ºC por 30 s, 72ºC durante 30 s; para 
finalizar, las muestras se incubaron a 72ºC por 5 min. 

2.4 Limpieza del DNA amplificado 
Terminada la amplificación, las muestras se centrifugaron a 280 x g durante 1 min 
y se transfirieron a pozos limpios de la placa de pozo profundo. Se agregaron 90 
µL de perlas magnéticas de purificación. Se agitó por 1 min y se incubó a 
temperatura ambiente por 10 min. Después se centrifugó la placa a 280 x g por 1 
min, se colocó sobre la gradilla magnética hasta que las perlas formaron una 
pastilla y el sobrenadante quedó transparente (2 a 5 min). Este último se desechó. 

Cada muestra se lavó 2 veces como se describió en la sección 2.2 Limpieza del 
DNA tagmentado (p. 15). Una vez secas las pastillas, se agregaron 27 µL de RSB 
a cada una, se agitaron durante 1 min, se incubaron a temperatura ambiente por 2 
min y se centrifugaron a 280 x g por 1 min. La placa se colocó sobre la gradilla 
magnética hasta que el sobrenadante quedó transparente, y se transfirieron 25 µL 
del mismo a un tubo de 0.6 mL. 

2.5 Hibridación de sondas 
Todas las muestras fueron cuantificadas por duplicado con el fluorómetro Qubit v 
3.0, como se describió en la sección 1.2 Evaluación y cuantificación de DNA (p. 
14). Se combinaron 500 ng de cada muestra en un solo tubo (multiplexing). 

Para efectuar el enriquecimiento de regiones exónicas, se agregaron en el 
siguiente orden, en un tubo para PCR, 40 µL de la solución multiplex, 50 µL de 
amortiguador de enriquecimiento de hibridación y 10 µL de sondas para exoma 
(CEX). Se agitó por 1 min, se centrifugó a 280 x g durante 1 min y el tubo se 
colocó en un termociclador. La hibridación se llevó a cabo con el programa NRC 
HYB (95ºC 10 min; seguido de 94ºC, 1 min; 92ºC, 1 min: 90ºC, 1 min; y 
continuando con el descenso de 2ºC en la temperatura de hibridación hasta llegar 
a los 58ºC. Finalmente, se incubó a 58ºC durante 2 h. 
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2.6 Captura de las sondas hibridadas 
En este paso se eliminaron de la librería los fragmentos que no hibridaron con las 
sondas. 

El tubo de PCR se centrifugó a 280 x g durante 1 min y se transfirió el contenido 
(100 µL) a un pozo limpio de la placa de pozo profundo. 

Se agregaron 250 µL de perlas magnéticas con estreptavidina, se agitó por 5 min, 
se incubó a temperatura ambiente por 25 min y se centrifugó a 280 x g por 1 min. 
La placa se colocó sobre la gradilla magnética hasta que el sobrenadante quedó 
transparente, y éste se desechó. Se retiró la placa de la gradilla magnética y se 
realizó el primer lavado con 200 µL de solución de lavado para enriquecimiento. 
Se agitó por 4 min y se resuspendió con micropipeta. Se colocó la placa en el 
sistema de incubación Hybex (SciGene, Sunnyvale, CA, E.E.U.U) precalentado a 
50ºC, y se incubo durante 30 min. Inmediatamente después de transcurrido este 
tiempo, se transfirió la placa a la gradilla magnética y se esperó a que el 
sobrenadante estuviera transparente para desecharlo. Se retiró la placa de la 
gradilla. Este lavado se repitió una vez más, comenzando con la adición de 200 µL 
de solución de lavado para enriquecimiento. 

Para la elución se mezclaron, en un tubo de 1.6 mL para microcentrífuga, 28.5 µL 
amortiguador de elución y 1.5 µL de NaOH 2N. Se añadieron 23 µL de esta 
mezcla a la librería, se agitó por 2 min, se incubó a temperatura ambiente 2 min y 
se centrifugó a 280 x g durante 1 min. La placa se colocó sobre la gradilla 
magnética hasta que el sobrenadante quedó transparente. Se transfirieron 21 µL 
de éste a un pozo limpio de la placa. Se añadieron 4 µL de solución ET2, se agitó 
1 min y se agregaron 5 uL de amortiguador de resuspensión, seguido de agitación 
por 1 min y centrifugación a 280 x g por 1 min. 

2.7 Segunda hibridación 
Se agregaron 15 µL de amortiguador de resuspensión, 50 µL de amortiguador de 
enriquecimiento de hibridación), y 10 µL de sondas para exoma (CEX). Se agitó 1 
min y se centrifugó a 280 x g por 1 min. La mezcla se transfirió a un tubo para 
PCR y se llevó al termociclador para efectuar el segundo ciclo de enriquecimiento, 
La hibridación se llevó a cabo como se describió en la sección 2.5 Hibridación de 
sondas (p. 16), excepto que ahora la incubación final a 58ºC duró 19 h. 

2.8 Segunda captura 
Terminada la segunda hibridación, el tubo de PCR se centrifugó a 280 x g durante 
1 min, y se transfirió el contenido (100 µL) a un pozo limpio de la placa de pozo 
profundo. Se agregaron 250 uL de perlas magnéticas con estreptavidina para 
capturar las sondas hibridadas y se prosiguió tal como se describió en la sección 
2.6 Captura de las sondas hibridadas (p. 17). 

2.9 Lavado de los productos de la segunda captura 
Se agregaron 45 µl de perlas magnéticas de purificación, se agitó 1 min y se 
incubó a temperatura ambiente 10 min. Se centrifugó a 280 x g por 1 min. La placa 
se colocó sobre la gradilla magnética hasta que el sobrenadante quedó 
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transparente. Éste se desechó. Se lavó dos veces con 200 µL de etanol al 80% 
fresco, como se describió anteriormente (sección 2.2 Limpieza del DNA 
tagmentado; p. 15). Para resuspender, se agregaron 27.5 µl de amortiguador de 
resuspensión, se agitó 1 min y se incubó a temperatura ambiente 2 min. Se 
centrifugó a 280 x g por 1 min, se colocó la placa sobre la gradilla magnética y, 
cuando el líquido quedó transparente, se transfirieron 25 µL del sobrenadante a un 
tubo de PCR. 

2.10 Amplificación de la librería enriquecida   
Al tubo de PCR con la librería se le agregaron 5 µL de oligos para PCR y 20 µL de 
la mezcla para amplificación. Se agitó 1 min y se centrifugó a 280 x g durante 1 
min. Se puso en el termociclador a 98ºC por 30 s, para continuar con 10 ciclos de 
98°C por 10 s, 60°C por 30 s y 72°C durante 30 s. Para finalizar, se incubó a 72°C 
por 5 min, y después se conservó a 10°C hasta retirar el tubo del termociclador. 

2.11 Limpieza de la amplificación de la librería enriquecida 
El tubo con la librería amplificada se centrifugó a 280 x g durante 1 min. Se 
transfirieron, a un pozo limpio de la placa de pozo profundo, 50 µl de la librería 
enriquecida. Se agregaron 90 µl de perlas magnéticas de purificación, se agitó 1 
min, y se incubó a temperatura ambiente 10 min. Se centrifugo a 280 x g por 1 
min. Posteriormente la placa se colocó en la gradilla magnética hasta ver el líquido 
transparente y se desechó el sobrenadante. El botón se lavó 2 veces con etanol al 
80% recién preparado, tal como se describió anteriormente (2.2 Limpieza del DNA 
tagmentado; p. 15). 

Se retiró la placa de la gradilla magnética y se agregaron 32 µl de amortiguador de 
resuspensión. Se agitó 1 min y se incubó a temperatura ambiente 2 min. Se 
centrifugó a 280 x g por 1 min. Se colocó la placa sobre la gradilla magnética y, 
cuando el sobrenadante quedó transparente, se transfirieron 30 µl a un tubo de 0.6 
uL para microcentrífuga. 

La calidad de la librería, y la distribución de los fragmentos, se revisaron en un gel 
de agarosa al 4%. Para la cuantificación, que se hizo por triplicado, se tomaron 2 
µl y se utilizó el fluorómetro Qubit v3.0 (véase p. 14). Se obtuvo una concentración 
57 nM y a partir de este valor se llevaron a cabo diluciones hasta obtener una 
librería a 1.3 pM, de acuerdo con las instrucciones del manual NextSeq System 
Denature and Dilute Libraries Guide (15048776 Rev. E, mayo 2015). 

2.12 Preparación de la bandeja de reactivos 
La bandeja de reactivos para secuenciar se retiró del congelador y se descongeló 
en un refrigerador durante 2 horas, aproximadamente. Posteriormente el cartucho 
se terminó de descongelar colocándolo en una bandeja con agua destilada a 
temperatura ambiente. La librería, con una concentración final de 1.3 pM, se 
inyectó en el pozo número 10 de la bandeja de reactivos, y ésta se introdujo en el 
secuenciador NextSeq 500 (Illumina). 
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Métodos bioinformáticos 

1. Demultiplexing y Alineamiento 

Al término de las 29 horas de secuenciación se inició el proceso de demultiplexing, 
en el cual se separan las lecturas correspondientes a cada muestra, con base en 
la secuencia de los índices. Las lecturas de cada muestra se almacenan en 
archivos FASTQ separados. Estos archivos contienen la secuencia de las lecturas, 
junto con los valores de calidad correspondientes a cada base. Para el 
alineamiento se utilizó el genoma de referencia hg19. 

El alineamiento y la identificación de variantes se realizaron con el software 
IssacEnrichment (Illumina), que incorpora versiones modificadas del programa 
Burrows-Wheeler Aligner (BWA), para el alineamiento (Li & Durbin 2009), y del 
programa GATK, para la identificación de variantes (McKenna et al. 2010; 
DePristo et al. 2011; Van der Auwera et al. 2013). Para cada muestra, se 
obtuvieron archivos bam con las lecturas alineadas (Li et al. 2009), y VCF 
(VCFv4.1) con la lista de variantes (Danecek et al. 2011). 

2. Filtrado y Anotación 

Las variantes encontradas, se analizaron mediante VariantStudio (v.3.0, Illumina) y 
bcftools. Las variantes de cada individuo fueron filtradas por calidad, profundidad 
(≥10x), frecuencia del alelo alternativo (≥ 0.19), efecto de la variante (variante de 
sentido equivocado, sin sentido, variante en sitio de splicing, pérdida o ganancia 
de codones de paro, etc.). También se filtraron por frecuencia, reteniéndose 
únicamente aquellas variantes con una frecuencia menor 0.01 en bases de datos 
públicas como ExAC (Exome Agregation Consortium) (Lek et al. 2016) y el 

Proyecto de los 1000 genomas (Abecasis et al. 2012; Auton et al. 2015).  

Se aplicaron filtros de segregación en cada familia de acuerdo con el tipo de 
herencia esperado. En la familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 
se asumió una variante de novo en la madre de la propósita, y herencia 
autosómica dominante en la transmisión de la variante de la madre afectada a la 
propósita. En la familia con síndrome de Roifman-Chitayat se asumió herencia 
autosómica recesiva debido los datos de la enfermedad encontrados en la 
literatura y por la consanguinidad de los padres. 

Las variantes obtenidas con VariantStudio (v3.0) fueron reanotadas con Variant 
Effect Predictor (VEP) en Ensembl (McLaren et al. 2016; Yates et al. 2016), en las 
dos versiones del genoma humano (hg19 y hg38). Para la conversión de las 
coordenadas de hg19 a hg38 se utilizó el convertidor de Ensembl. En esta tesis, 
todas las coordenadas mostradas corresponden a hg19, a menos de que se 
indique otra cosa. 

3. Priorización 

Para la priorización de variantes se usó la base de datos del Laboratorio de 
Genómica, Genética y Bioinformática del HIMFG que hasta el momento del 
análisis constaba de 124 muestras (1 genoma, 103 exomas y 20 muestras con la 
secuencia codificadora de 4,813 genes). Se priorizaron genes candidato de 
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acuerdo con la frecuencia y la distribución de las variantes en la base de datos del 
hospital mediante un programa desarrollado en laboratorio.  

En el caso de la familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine se realizó 
un segundo proceso de priorización con el software bcftools mediante filtros de 
segregación de novo y dominante en ambos tríos de la familia respectivamente.   

4. Análisis de variantes 

Se revisó la función y estructura de cada gen candidato. Se corroboró la 
frecuencia de cada variante en bases de datos públicas (ExAc, gnomAD y el 
proyecto de los 1000 genomas), y se revisó el genotipo. Se revisó también si los 
genes habían sido asociados con alguna enfermedad o fenotipo particular en 
bases de datos como OMIM (Amberger et al. 2015), ClinVar (Landrum et al. 2014), 
MalaCards (Rappaport et al. 2017) y Orphanet (Ayme 2003). 

5. Análisis de variantes con Exomiser 

Se usó el software Exomiser (Robinson et al. 2014b) que consiste en introducir los 
archivos VCF de la familia a analizar indicando quienes son los afectados y 
describiendo el fenotipo de los pacientes con términos HPO (por Human 
Phenotype Ontology) (Kohler et al. 2017). Para la priorización se utilizó 
información de fenotipos y genotipos de ratón, pez cebra (Danio rerio), humano, y 
redes de interacciones de proteínas. El algoritmo prioriza las variantes teniendo en 
cuenta la coincidencia con el fenotipo, el efecto de la variante, la frecuencia de 
esta, y la información que se encuentra en otras bases de datos (v. gr., STRING 
(Szklarczyk et al. 2015). 

6. Análisis de variantes sinónimas y análisis por segregación.   

Para la familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine se realizó un 
segundo análisis en el cual se incluyeron todas las variantes de los 5 integrantes 
de la familia, incluyendo variantes sinónimas. Estas variantes fueron obtenidas 
después de un filtro de calidad estricto. Posteriormente se filtraron las variantes de 
acuerdo con la segregación esperada. Este análisis se llevó a cabo con el 
software bcftools, buscando una variante de novo en el trío formado por la madre 
afectada y los abuelos, y una variante con herencia autosómica dominante en el 
trío formado por la niña afectada y sus padres. De estas dos listas, se retuvieron 
únicamente las variantes presentes en la paciente y su madre. 

7. Análisis de variantes estructurales 

En la familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine se realizó un análisis 
de variantes estructurales. A partir de los archivos VCF con información de las 
variantes estructurales se aplicaron filtros de calidad y de segregación para cada 
uno de los tríos en los que se dividió la familia para su análisis (de novo para la 
madre afectada y los abuelos maternos; herencia dominante para la transmisión 
de la madre a la hija afectada). Se retuvieron las variantes que pasaron el filtro de 
calidad y con la segregación esperada, y que se hallaron únicamente en las dos 
afectadas. 
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Resultados 

Datos clínicos de las familias estudiadas 

A continuación, se presentan las características y datos clínicos de los pacientes 
estudiados. La familia 1 se estudió porque la propósita fue diagnosticada con 
probable síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine y comparte algunas 
características con su madre. No se conoce el gen asociado con este síndrome. 
En la familia 2 se estudió una paciente con impresión diagnostica de síndrome de 
Roifman-Chitayat. 

Familia 1. Probable síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 

Paciente femenina de 3 años 2 meses de edad. Hija de padres jóvenes, no 
consanguíneos. Residentes de Chilpancingo, Guerrero. Obtenida vía vaginal a las 
37 semanas de gestación, sin complicaciones. Presencia de dismorfias faciales 
como retrognatia (Figura 4A). Sindactilia en la mano y pie derechos, ectrodactilia 
en el pie izquierdo (Figura 4D y E), malformaciones de oído externo (Figura 4C), 
intelecto normal, audición normal y leve retraso del lenguaje. 

En la madre de la paciente se observó oligodactilia y camptodactilia en la mano 
izquierda (Figura 5C y D), malformaciones de oído externo (Figura 5B), hipoacusia 
y alteración del lenguaje; con fenotipo similar al de la paciente. Padre 
aparentemente sano. Abuelos maternos aparentemente sanos. Por la segregación 
del fenotipo, se consideró que podría haber una mutación de novo en la madre de 
la propósita. Se muestra el árbol genealógico de la familia en la Figura 3. 
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Figura 3. Árbol genealógico de la familia 1. Paciente con diagnóstico de 
síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine. Para el análisis de las variantes se 

dividió el árbol genealógico en dos tríos. El primero, en el recuadro azul, formado 
por la madre afectada y los abuelos maternos sanos. En este trío se asumió que la 
madre tenía una variante de novo. El segundo trío, en el recuadro verde, se 
incluyó a la propósita afectada, a la madre afectada y al padre sano. En este 
segundo trío se consideró herencia dominante. 
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Figura 4. Paciente con probable síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine. 

A) Dismorfias faciales; micro-retrognatia. B) No presentó paladar hendido. C) 
Anomalías en el pabellón auricular. D) Sindactilia en mano derecha. E) Sindactilia 
en pie derecho y ectrodactilia en el pie izquierdo. 

 

 

Figura 5. Madre de la propósita. A) Microretrognatia. B) Malformaciones de oído 

externo. C y D) Oligodactilia y camptodactilia en mano izquierda. 
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Familia 2. Probable síndrome de Roifman-Chitayat 

Paciente femenina de 3 años 11 meses de edad. Hija de padres jóvenes 
aparentemente sanos, consanguíneos (primos segundos), originarios y residentes 
de Pochutla, Oaxaca. Se muestra el árbol genealógico de la familia en la Figura 6. 
Obtenida vía vaginal a las 38 semanas de gestación, sin complicaciones. 

Desde los primeros meses de vida la paciente presentó infecciones recurrentes 
principalmente en vías aéreas, deshidratación, fie re, vómito y, durante las crisis 
infecciosas, niveles altos de enzimas hep ticas     alanina aminotransferasa ( L ) 
y aspartato aminotransferasa (   )    hasta 8 veces m s elevados que los valores 
de referencia. 

También presentó retraso global en el desarrollo, hipotonía, desnutrición crónica, 
hidrocefalia y una inmunodeficiencia posiblemente primaria que no pudo ser 
confirmada debido a que la paciente falleció por una crisis infecciosa.  

En la evaluación oftalmológica se reportó atrofia bilateral del nervio óptico. Las 
características faciales de la paciente incluyeron puente nasal deprimido, labio 
inferior delgado, frente amplia y ancha, exoftalmos, pestañas largas y rizadas 
(Figura 7A), y piezas dentales con coloración ámbar y opalescente (Figura 7B). 

Dentro de las anomalías óseas que fueron encontradas, la paciente presentó edad 
cronológica ósea retrasada, de al menos 1 año, en huesos del carpo. También se 
observaron pseudoepífisis en las falanges distales (Figura 7D), presencia de 
huesos wormianos (Figura 7C), osteopenia (Figura 7E y F) y compresión del canal 
medular C7 a T5. 

 

                         

Figura 6. Árbol genealógico de la familia 2, paciente con probable síndrome 
de Roifman-Chitayat. 
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Figura 7. Paciente con diagnostico probable de síndrome Roifman-Chitayat. 

A) Rasgos faciales de la paciente. B) Dentina con coloración ámbar y opalescente. 
C) Huesos Wormianos. D) Edad cronológica ósea retrasada en huesos del carpo y 
presencia de pseudoepífisis en las falanges distales. E) Osteopenia en costillas, e 
hígado crecido. F) Osteopenia en el fémur y huesos de las extremidades inferiores 
especialmente en metáfisis y epífisis. 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los individuos descritos de ambas 
familias. Todas las muestras fueron procesadas en el mismo experimento de 
secuenciación, añadiéndose diferentes combinaciones de índices (secuencias de 
8 pares de bases) para poder mezclarlas en un solo tubo y hacer los dos ciclos de 
enriquecimiento con la mezcla de las muestras. Una vez terminada la 
secuenciación, los índices permitieron separar las lecturas correspondientes a 
cada individuo, dirigiendo las lecturas de cada uno a archivos FASTQ separados. 

Familia 1. Síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 

1.1 Datos generales de la secuenciación. 

La Tabla 1 muestra las estadísticas correspondientes a los cinco individuos 
secuenciados de esta familia. Se obtuvo una cobertura promedio de 117x en la 
propósita y la distribución de la cobertura para esta muestra se ilustra en la Figura 
8. 
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Tabla 1. Resumen de datos obtenidos en la secuenciación de los exomas de la 
familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine. 

 Abuelo  Abuela  Padre  Madre  Paciente  

Total de lecturas 126,442,718 124,236,666 100,306,844 113,219,118 117,482,970 

Porcentaje de 
bases con ≥Q30 

76.15% 77.14% 77.91% 76.36% 77.37% 

Longitud 
promedio de las 
lecturas 

128 pb 123 pb 110 pb 127 pb 124 pb 

Porcentaje de 
lecturas 
alineadas 

89.64% 90.29% 88.61% 89.75% 89.98% 

Regiones blanco 
cubiertas 

98.24% 97.15% 95.86% 97.70% 97.46% 

Profundidad 
promedio  

131x 124x 95x 110x 117x 

 

 

Figura 8. Distribución de la profundidad en la propósita. La profundidad 
promedio fue de 117x. 

 

1.2 Cálculo de frecuencia alélica máxima esperada en una población de individuos 

sanos 

El síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine es muy poco frecuente, lo mismo 
que todas las enfermedades raras o monogénicas (menos de 5 individuos 
afectados por cada 10,000, de acuerdo con la definición europea) (Forman et al. 
2012). Consecuentemente, se espera que las variantes asociadas con este 
síndrome sean mucho muy raras en la población en general. Como se explica en 
la siguiente sección, durante el análisis de las variantes en esta familia se 
excluyeron aquellas que tuvieran una frecuencia mayor a 0.01 en bases de datos 
de individuos sanos, como ExAC y gnomAD (Lek et al. 2016). Sin embargo, para 
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llevar a cabo un análisis más riguroso de la frecuencia máxima admisible de una 
variante patogénica asociada con el síndrome en bases de datos, se llevó a cabo 
el cálculo con FrequencyFilter (Whiffin et al. 2017). Los parámetros utilizados para 
el cálculo se muestran en la Tabla 2. En gnomAD podría haber, cuando mucho, 
una sola copia de una variante asociada con el síndrome de Patterson-Stevenson-
Fontaine. 

 

Tabla 2. Valores usados para realizar el cálculo, y resultados obtenidos de la 
frecuencia alélica máxima permitida, para variantes patogénicas en el síndrome de 
Patterson-Stevenson-Fontaine. 

Características Valor usado 

Herencia Monoalélica 

Prevalencia 1 en 1 000 000 

Heterogeneidad alélica 0.30 

Heterogeneidad genética 0.30 

Penetrancia 0.40 

Grado de confianza 0.99 

Resultados 

Máxima frecuencia alélica esperada para la variante en 

la base de datos gnomAD 

0.000000112 

Número máximo de alelos esperados en la base de 

datos gnomAD 

1 

 

1.3 Primer análisis de las variantes 
La anotación de las variantes y el análisis inicial de los datos de esta familia se 
realizaron con el software VariantStudio v3.0 (Illumina). Se analizaron las variantes 
subdividiendo a los individuos en dos tríos (Figura 3, p.22). Uno conformado por la 
madre afectada y los dos abuelos sanos. En este trío se asumió la presencia de 
una variante de novo en la madre. El segundo trío comprendió a la propósita 
afectada, junto con su madre afectada y su padre sano. En este trío se consideró 
una herencia dominante. 

En el primer trío (madre afectada y abuelos maternos sanos) se partió de 93,235 
variantes en la madre, distribuidas en 20,377 genes. Después de aplicar los filtros 
de calidad y frecuencia (valor de “P   ” en la columna de filtros del archivo VCF, 
profundidad mínima de 10x, frecuencia mínima de la variante alternativa 0.2, 
variantes que alteran la secuencia codificadora o el splicing, y frecuencia de la 
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variante menor a 0.01 en bases de datos), quedaron 683 variantes en 589 genes. 
Se llevó a cabo el análisis de segregación de estas variantes en el trío, asumiendo 
la presencia de una variante de novo en la madre, y quedaron 186 variantes en 
182 genes. 

En el segundo trío, conformado por la paciente y sus padres, se inició con 88,786 
variantes en 20,152 genes. Al aplicar los filtros de calidad y frecuencia, descritos 
en el párrafo anterior, quedaron 678 variantes en 563 genes. Se llevó a cabo el 
análisis de segregación de las variantes en este trío, considerando aquí herencia 
dominante debido a que la niña y su madre comparten el síndrome. Después del 
análisis de segregación, quedaron 182 variantes en 174 genes. 

Las variantes de interés son aquellas que se presentan en la niña afectada y en su 
madre, pero no en el resto de los integrantes de la familia, ni en otros individuos 
sin el diagnóstico de este síndrome. Para hallar estas variantes de interés se 
analizó la distribución de las 368 variantes (186 del primer trío más 182 del 
segundo) tanto en la familia estudiada como en la base de datos del laboratorio. 
Este análisis se llevó a cabo con un programa propio del laboratorio, que prioriza 
las variantes en función de su distribución en la familia de interés y teniendo en 
cuenta la frecuencia de las variantes en toda la base de datos. Con este análisis 
se obtuvieron 2 variantes candidatas en 2 genes, una en SPAG16 y otra en HEPH. 
Las variantes se describen en la Tabla 3. Ambas muestran una segregación 
consistente con la esperada en la familia ya que se encuentran en estado 
heterocigoto en la paciente y su madre, y dichas variantes no se encontraron en 
miembros no afectados de la familia. 

Estas 2 variantes fueron reanotadas con VEP (v96), en las dos versiones del 
genoma humano, hg19 y hg38 (las versiones más recientes de algunas bases de 
datos, como GENCODE, HGMD-PUBLIC y ClinVar, solamente están disponibles 
en VEP para hg38) (McLaren et al. 2016). 

La variante en SPAG16 está en un sitio donador de splicing y en VEP el impacto 
de la variante es considerado elevado. En gnomAD esta variante está 
representada 6 veces (en un total de 251,162 alelos registrados en esa posición). 
Los 6 alelos se presentan en genotipos heterocigotos, incluyendo dos individuos 
de ascendencia latinoamericana (un hombre y una mujer). Esta frecuencia es 
superior a la esperada, de acuerdo con el cálculo descrito en la sección anterior 
(sección 1.2 Cálculo de frecuencia alélica; p. 26).  

Por otra parte, la variante en HEPH (localizado en el cromosoma X) tampoco se 
encontró en otros individuos en la base de datos del laboratorio. Sin embargo, en 
gnomAD la variante aparece en 746 alelos de un total de 201,272 alelos en esa 
posición. En esta base de datos, 5 individuos femeninos son homocigotos para la 
variante. El resto de los individuos femeninos son heterocigotos para la misma. 
Todos los individuos masculinos con esta variante serían hemicigotos. En esa 
base de datos de individuos sanos, la frecuencia de la variante es muy elevada de 
acuerdo con los cálculos realizados en la sección anterior para la frecuencia 
máxima de una variante patogénica para este síndrome. Más aún, SIFT (Kumar et 
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al. 2009) y PolyPhen (Adzhubei et al. 2010) predicen que el efecto de la variante 
en la proteína es tolerable (valor 0.76) y benigno (valor 0), respectivamente. VEP 
considera que el impacto de la variante es moderado. 

 

Tabla 3. Variantes de la familia con síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 
priorizadas con la base de datos del laboratorio. 

Gen SPAG16 HEPH 

HGNC ID 23225 4866 

Coordenada (hg19) 2:214727354 X:65486284 

Coordenada (hg38) 2:213862630 X:66266442 

Cadena Positiva Positiva 

Variante ENST00000331683.10:c.1214+2T>A ENST00000519389.5:c.3409G>T 
ENSP00000430620.1:p.Val1137Leu 

Localización Intrón 11/15 Exón 21/21 

dbSNP rs756174280 rs35700738 

Consecuencia Alteración en sitio donador de 
splicing 

Variante de sentido equivocado 

SIFT - Tolerada 

PolyPhen - Benigna 

Genotipo Heterocigoto Heterocigoto 

(Núm. de alelos con la 
variante/núm tot de alelos) en 
gnomAD 

6/251,162 746/201,272 

Frecuencia alélica gnomAD 0.00002389 0.003706 

 

Las 366 variantes restantes fueron revisadas manualmente para verificar que 
efectivamente cumplieran con las restricciones de segregación esperadas 
(variante de novo en el trío madre-abuelos maternos, y herencia dominante en el 
trío propósito-padres). Asimismo, se determinó que las variantes eran más 
frecuentes de los esperado en la base de datos del laboratorio, y estaban 
presentes en individuos sin este síndrome, o que las variantes tenían una 
frecuencia superior a la esperada en bases de datos públicas como gnomAD.  

1.4 Análisis de variantes con Exomiser 

Para descartar la posibilidad de que hubiera falsos negativos se reanalizaron las 
368 variantes con Exomiser. Este programa prioriza las variantes en función del 
efecto predicho para la variante, su frecuencia en bases de datos públicas, y de 
las anotaciones asociadas al gen en el cual se encuentra la variante. Se llevó a 
cabo un análisis familiar con un archivo VCF conteniendo las variantes de los 
cinco individuos de la familia, más un archivo en formato ped conteniendo los 
fenotipos de los cinco individuos junto con su relación de parentesco. Las primeras 
7 variantes priorizadas correspondieron a los genes PLEC, PTK2, NARFL, 
ADPRH, YRDC, HYDIN y DPP9. La Tabla 4 muestra los detalles de los datos 
obtenidos. A pesar de que se suministró la información fenotípica de los 5 
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individuos de esta familia, las variantes de estos 7 genes incumplen con el patrón 
de segregación esperado debido a que el programa no aplica un análisis estricto 
de la segregación. Más aún, estas variantes se hallaron en otros individuos en la 
base de datos del laboratorio, razón por la cual no se consideraron variantes 
candidatas para el síndrome en estudio. En la familia se observa solamente un 
heterocigoto para cada variante; sin embargo, esperaríamos que la variante 
estuviera presente en los 2 miembros afectados de la familia (la paciente y su 
madre). 

Exomiser asigna valores de prioridad entre 0 y 1 a las variantes que analiza. El 
valor máximo observado fue de 0.80 (Tabla 4). Estos valores se obtienen de un 
promedio ponderado del valor (score) asignado a la variante y del valor asignado a 
las características asociadas con el gen y con el paciente. 

 

Tabla 4. Información de las variantes priorizadas por Exomiser. 

Gen Exomiser 
score 

Phenotype 
score 

Variant 
score 

Efecto Función del gen Segregación en 
la familia 

PLEC 0.80 0.57 0.95 Codón de 
paro 

Arquitectura del 
citoesqueleto y 
forma celular 

1 heterocigoto 

PTK2 0.76 0.50 1.00  entido 
equivocado 

 irosin cinasa 
presenten en sitios 
focales de adhesión 
celular 

1 heterocigoto 

NARFL 0.65 0.50 0.95 Codón de 
paro 

Proteína nuclear 
asociada con la 
prelaminina     

1 heterocigoto 

ADPRH 0.54 0.50 0.90 Variante en 
sitio de 
splicing 

Ri osil-arginin 
hidrolasa encima 
catalizadora en el 
ciclo de ri ocilación 
de  DP 

1 heterocigoto 

YRDC 0.11 0.50 0.66  entido 
equivocado 

Receptor de 
dopamina 

1 heterocigoto 

HYDYN 0.28 0.25 0.77  entido 
equivocado 

Movilidad ciliar 2 heterocigotos, 
1 no afectado 

DPP9 0.07 0 0.90 Variante en 
sitio de 
splicing 

Peptidil peptidasa 
encargada de 
degradar incretinas 

1 heterocigoto 

 

1.5 Análisis de variantes por trío 

Finalmente, para descartar la posibilidad de que hubiera algún falso negativo 
causado por la metodología seguida en los análisis anteriores, se llevó a cabo un 
tercer análisis en la línea de comando utilizando los archivos VCF y el programa 
bcftools. Como parte del procesamiento automatizado en el laboratorio, los 
archivos VCF son filtrados para eliminar variantes que no pasan los filtros de 
calidad descritos anteriormente (profundidad mínima de 10x, frecuencia mínima de 
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0.2 del alelo alternativo en posiciones heterocigotas, y valor distinto de PASS en la 
columna de filtro). Como parte del procesamiento automatizado de los archivos, 
también se eliminan variantes con una frecuencia muy elevada en la base de 
datos local. Al final de este procedimiento se obtienen archivos depurados que 
pueden ser analizados más fácilmente por tener un menor número de variantes y 
por estar libres de un gran número de datos que no cumplen con los criterios de 
calidad. Con estos archivos se utilizó bcftools para analizar las variantes en los 
dos tríos en los que se dividió la familia, buscando variantes de novo en la madre, 
y variantes con herencia dominante en el trío de la propósita (Figura 3, p. 22). Se 
obtuvieron 2 variantes candidatas en los genes WDR7 y ADRBK2 en el trio 
conformado por los abuelos maternos y la madre de la paciente. Se encontraron 
también 2 variantes en el trio conformado por la paciente y sus padres. Sin 
embargo, en este segundo trío las variantes se encontraron en los genes PLXNC1 
y PREX1. Información de las 4 variantes se muestra en la Tabla 5. Ninguna de 
estas variantes es compartida por la propósita y su madre. 

 

Tabla 5. Variantes encontradas en el análisis de segregación por tríos utilizando la 
línea de comando y archivos VCF con variantes previamente filtradas por calidad. 

Gen  WDR7 ADRBK2 PLXNC1 PREX1 

HGNC 13490 290 9106 32594 

Coordenada hg19  18:54362428 22:26091074 12:94676075 20:47282822 

Coordenada hg38 18:56695197 22:25695107 12:94282299 20:48666284 

Cadena  Positiva  Positiva  Positiva  Negativa  

Variante  ENST00000254442 
:c.1356A>G 

ENST00000324198 
:c.1356A>G 

ENST00000258526 
:c.3777G>A 

ENST00000371941 
:c.1737C>T 

Localización  Exón 11/28 Exón 13/21 Exón 23/31 Exón 15/40 

dbSNP - - rs555676791 rs374180744 

Consecuencia  Sitio de splicing  Sitio de splicing Sitio de splicing Sitio de splicing 

SIFT - - - - 

Polyphen - - - - 

Genotipo  Heterocigoto  Heterocigoto Heterocigoto Heterocigoto 

Filtro de 
segregación 
aplicado  

De novo De novo  Dominante  Dominante  

Num. De alelos 
con la 
variante/total de 
alelos en gnomAD  

- - 8/281230 29/208106 

Frecuencia alélica 
en gnomAD 

0 0 0.00002845 0.0001394 

 

1.6 Análisis de variantes sinónimas 

Para los análisis anteriores se consideraron únicamente variantes que pudieran 
afectar la secuencia de aminoácidos de la proteína. Sin embargo, al no 
encontrarse variantes candidatas, se decidió realizar un análisis con todas las 
variantes que pasaran el filtro de calidad, incluyendo variantes sinónimas, en virtud 
de que este tipo de variantes pueden llegar a asociarse con enfermedades 
monogénicas (Sauna & Kimchi-Sarfaty 2011; Hunt et al. 2014). A las variantes de 
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cada trio se les aplicaron filtros de segregación de novo y dominante, como se ha 
descrito anteriormente, mediante bcftools. Las variantes obtenidas del análisis de 
cada trío se juntaron en una sola lista de 172 variantes. Estas variantes fueron 
filtradas y priorizadas con la base de datos del laboratorio quedando 4 variantes 
(Tabla 6). Ninguna de estas puede ser considerada candidata para causar el 
síndrome debido a su alta frecuencia en bases de datos públicas. 

 

Tabla 6. Variantes del análisis, incluyendo variantes sinónimas, priorizadas con la 
base de datos del laboratorio. 

Gen  ZNF141 ZNF107 GPR20 LRIT1 

HGNC 12926 12887 4475 23404 

Coordenada hg19  4:367645 7:64167949 8:142366986 10:85992632 

Coordenada hg38 4:373856 7:64707571 8:141356886 10:84232876 

Cadena  Positiva  Positiva  Negativa  Negativa  

Variante  ENST00000240499 ENST00000620827 ENST00000377741 ENST00000372105 
ENSP00000361177 

Localización  Exón 4/4 Exón 4/4 Exón 2/2  Exón 4/4 

dbSNP rs137931151 rs375727539 rs143127247 rs75589469 
 

Consecuencia  Variante sinónima  Variante sinónima Variante sinónima Sentido equivocado  

SIFT - - - - 

Polyphen - - - - 

Genotipo  Heterocigoto Heterocigoto Heterocigoto Heterocigoto 

Num. De alelos 
con la 
variante/total de 
alelos en gnomAD  

715/272120 4/248872 1627/279636 359/275060 

Frecuencia alélica 
en gnomAD 

0.002628 0.00001607 0.005818 0.001305 

 

1.7 Análisis de variantes estructurales 

Al no encontrarse variantes puntuales, o inserciones y deleciones pequeñas que 
pudieran estar asociadas con el síndrome en estudio, se procedió al análisis de las 
variantes estructurales en la familia. Como en los análisis anteriores, las variantes 
fueron analizadas en dos tríos (abuelos maternos y madre afectada, con una 
variante de novo; padres y propósito, con herencia dominante de madre a hija). El 
análisis se llevó a cabo con bcftools y se encontraron dos deleciones en el gen 
PRKRA. La primera de 3,890 pb y la segunda de 1,037 pb (Tabla 7). 
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Tabla 7. Variantes estructurales halladas en el gen PRKRA en la familia con 
síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine. 

Coordenada hg19 Tipo de variante Longitud de la 
variante 

Genotipo  

2:179 296 981-179 300 871 Delecion 3,890 pb Heterocigoto  

2:179 308 110-179 309 147 Delecion 1,037 pb Heterocigoto  

 

Las variantes se examinaron visualmente con el software Integrative Genomics 
Viewer (IGV). Las 2 variantes encontradas están presentes en 3 de los 6 
integrantes de la familia, lo cual es inconsistente con la segregación del fenotipo 
en estudio. Al comparar la región donde fueron encontradas las deleciones en la 
familia con otras muestras de la base de datos se observó que la mayoría de las 
muestras presentan patrones de deleciones iguales o muy similares en esa región. 

Familia 2. Síndrome de Roifman-Chitayat 

1.1 Datos generales de la secuenciación 

Para la familia 2, con la paciente diagnosticada clínicamente con síndrome de 
Roifman-Chitayat, el resumen de los datos de la secuenciación se muestra en la 
Tabla 8. Más del 70% de las lecturas de las muestras de la familia cumplen con 
los parámetros de calidad Q30, más del 97% de las regiones blanco fueron 
secuenciadas y casi el 90% de las lecturas fueron alineadas con las regiones 
blanco. En la familia se obtuvo una cobertura promedio de 100x (Figura 9). 

 

Tabla 8. Resumen de datos obtenidos de la secuenciación de los exomas de la 
familia 2. 

 Padre  Madre  Paciente  

Total de lecturas 106,244,148 102,377,258 120,417,076 

Porcentaje de bases ≥Q30 76.82% 78.18% 76.29% 

Longitud promedio de las 
lecturas 

125 pb 103 pb 125 pb 

Porcentaje de lecturas 
alineadas 

89.75% 88.77% 89.52% 

Regiones blanco cubiertas 97.57% 95.25% 97.69% 

Profundidad promedio 109x 99x 122x 
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Figura 9. Distribución de la profundidad en la propósita. La profundidad 

promedio de 122x. 

 

1.2 Cálculo de frecuencia alélica máxima esperada en una población de individuos 

sanos 

El síndrome Roifman-Chitayat es muy raro, habiéndose reportado en una sola 
familia (Roifman & Chitayat 2009). Por lo tanto, cualquier variante asociada con 
este síndrome debe tener una frecuencia mucho muy baja en las bases de datos 
de alelos de individuos sanos. El cálculo de la frecuencia alélica máxima admisible 
en gnomAD, de acuerdo con FrequencyFilter (Whiffin et al. 2017), se muestra en 
la Tabla 9. 
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Tabla 9. Valores usados para realizar el cálculo y resultados de la frecuencia 
alélica máxima permitida para variantes patogénicas en el síndrome de Roifman-
Chitayat. 

Características Valor  

Herencia bialélica 

Prevalencia 1 en 1 000 000 

Heterogeneidad alélica 0.10 

Heterogeneidad genética 0.10 

Penetrancia 0.80 

Grado de confianza 0.95 

Resultados 

Máxima frecuencia alélica esperada para la 

variante en la base de datos genomeAD 

0. 00000354 

Número máximo de alelos esperados en la 

base de datos gnomAD 

2 

 

1.3 Análisis de las variantes 
El análisis de los datos de esta familia se inició con el software VariantStudio (v.3). 
El archivo VCF de la propósita contenía 90,306 variantes en 20,266 genes. Al 
aplicar el filtro de calidad (filter=PASS, profundidad mayor a 9x y frecuencia 
mínima de la variante alternativa mayor a 0.19), quedaron 25,685 variantes en 
10,859 genes. Al eliminar aquellas variantes que no afectaran la secuencia de las 
proteínas quedaron 10,554 variantes en 6,026 genes. A continuación, se 
eliminaron aquellas variantes que estuvieran presentes en bases de datos (ExAc, 
Proyecto de los 1000 Genomas) con una frecuencia de 0.01 o mayor, quedando 
685 variantes en 577 genes. Se analizó la segregación de estas variantes en la 
familia, considerando una herencia autosómica recesiva, y se obtuvieron 114 
variantes en 35 genes. 

Estas 114 variantes fueron filtradas y priorizadas con la base de datos del 
laboratorio y quedaron 10 variantes en 6 genes candidatos: NBAS, XIRP1, STAB1, 
PKD1L1, NKX3-1 y CUBN. Los datos de estas variantes se presentan en la Tabla 
10. Se descartaron 5 de estos genes como candidatos XIRP1, STAB1, PKD1L1, 
NKX3-1, y CUBN. La variante en el gen NBAS se convirtió en el candidato más 
fuerte, ya que se encontró en los 3 miembros de la familia: en estado heterocigoto 
en los 2 padres y de forma homocigota en la paciente. En los demás genes las 
variantes fueron heterocigotas compuestas, con al menos una de las variantes en 
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cada gen teniendo una frecuencia elevada en bases de datos de individuos sanos. 
Adicionalmente, ninguno de los 5 genes eliminados ha sido asociado con 
enfermedades que incluyan característica observadas en la paciente.  

 

Tabla 10. Variantes de la familia con síndrome de Roifman-Chitayat priorizadas 
con la base de datos del laboratorio. 

Gen Variante Tipo de 
variante 

dbSNP Variante 
heredada 
por 

Frec. 
Alélica en 
gnomAD 

Genotipo 
de la 
paciente   

NBAS ENST00000281513 .9:c.1342-
1G>C 

Sitio de 
splicing 

 Ambos 
padres 

0 Homocigoto 

XIRP1 ENST00000340369 c.3433G>A, 
ENSP00000343140:p.Ala1145Thr 

Sentido 
equivocado 

rs147374766 Mamá 0.0007876 Heterocigoto 

STAB1 ENST00000321725 c.5413-3 
C>T 

Sitio de 
splicing 

rs199636230 Papá 0.000451  
Heterocigoto 
compuesto ENST00000321725 c.99T>G, 

ENSP00000312946 :p.Asp33Glu 
Sentido 
equivocado 

 Mamá 0 

PKD1L1 c.1208T>C, :p.Leu403Pro  
Sentido 
equivocado 

rs146750610 Papá 0.00753  
Heterocigoto 
compuesto 

c.3085G>C, :p.Gly1029Arg  Mamá 0 

NKX3-1 c.144C>G, :p.Ser48Arg  
Sentido 
equivocado 

rs767428389 Papá 0.000024  
Heterocigoto 
compuesto c.136A>G, :p.Thr46Ala  Mamá 0 

CUBN ENST00000377833 c.3868A>G, 
ENSP00000367064:p.Ile1290Val 

 
Sentido 
equivocado 

rs751350167 Papá 0.000003  
Heterocigoto 
compuesto 

ENST00000377833 c.722C>T: 
ENSP00000367064 p.Pro241Leu. 

-  Mamá 0 

 

Al indagar en las funciones de NBAS, y su relación con fenotipos y patologías, se 
encontró que ha sido asociado con varios fenotipos entre ellos el síndrome SOPH 
(OMIM 614800) llamado así por las siglas en inglés de 3 particularidades que 
distinguen a la enfermedad: short stature, optic atrophy, Pelger-Huet anomaly 
syndrome. Estas 3 características (estatura baja, atrofia del nervio óptico y 
anomalía de Pelger-Huet) son distintivas del síndrome. La paciente estudiada 
presenta dos de estas características: estatura baja y atrofia del nervio óptico. El 
síndrome SOPH tiene herencia autosómica recesiva, lo cual es también 
consistente con lo observado en la paciente. 

En virtud del hallazgo de la variante en NBAS, el caso fue revisado para confirmar 
que clínicamente la paciente tuviera rasgos del síndrome SOPH, y para determinar 
las similitudes o diferencias entre el diagnostico de probable síndrome de 
Roifman-Chitayat y el síndrome SOPH. Las características clínicas de la paciente 
se presentan en la Tabla 11. Como se observa, la paciente tiene las 
características del síndrome SOPH acompañado de falla hepática aguda. De 
hecho, hay una segunda enfermedad asociada con alteraciones en NBAS y ésta 
es el síndrome de falla hepática infantil 2 (OMIM 616483). 
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Tabla 11. Cuadro comparativo de los datos clínicos de la paciente estudiada, del 
síndrome de Roifman-Chitayat y del síndrome SOPH. 

Característica Síndrome SOPH Síndrome Roifman-
Chitayat 

Paciente 

Patrón de herencia AR AR AR 

Talla baja Retraso en el 
crecimiento 

Retraso global del 
desarrollo 

Retraso global del 
desarrollo 

Atrofia bilateral del 
nervio óptico 

Atrofia del nervio 
óptico con pérdida 
de la agudeza visual y 
visión a color. 

Atrofia /hipoplasia del 
nervio óptico 

+ 

Hipotonía  + - + 

Anomalía de Pelger-Huet + - No evaluado 

Cuello corto + + - 

Dismorfias faciales 

Labio inferior delgado + + + 

Epicanto + + + 

Características inmunológicas  

Inmunodeficiencia 
 

Inmunodeficiencia 
primaria 

Inmunodeficiencia 
combinada 

Inmunodeficiencia 
posiblemente 
primaria (no 
confirmada) 

Infecciones frecuentes + + + 

Características óseas  

Edad cronológica ósea 
retrasada 

+ - + 

Osteopenia + - + 

Displasias esqueléticas + + + 

Anomalías en la columna + + + 

Características hepáticas  

Falla hepática aguda + - + 

Hepatomegalia + - + 

Enzimas hepáticas 
elevadas (ALT y AST) 

+ - + 

AR autosómico recesivo, ALT alanino amino transferasa,  AST aspartato amino transferasa, + presente en la 

paciente, - no se encontró en la paciente. 
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La variante encontrada en el gen NBAS es una transversión G>C en el sitio 

aceptor de splicing, en la base inmediatamente anterior al inicio del exón 15. Esta 

variante no ha sido reportada anteriormente. Sin embargo, como se observa en la 

Figura 6 ya se han reportado alrededor de 15 variantes patogénicas en el gen 

relacionadas con síndrome SOPH y/o falla hepática aguda.  En la Figura 10 se 

muestra la nueva variante encontrada en la paciente estudiada en el presente 

trabajo. 

 

Figura 10. Variantes que han sido encontradas en NBAS en individuos con 
síndrome SOPH o con falla hepática aguda. En rojo se observa la nueva 

variante encontrada en el gen. Imagen modificada de Segarra et al. (2015). 

 

En la Figura 11 se muestra la variante con el programa IGV, en la paciente y sus 
padres. En la parte superior de la imagen se muestra parte del cromosoma 2, y la 
barra roja en el brazo corto indica la región que aparece en detalle en la parte 
inferior de la imagen. La parte inferior de cada imagen muestra la secuencia de 
referencia del genoma humano y debajo de ella la barra horizontal azul representa 
parte del exón 15 de NBAS (el gen se encuentra en la cadena negativa). La 
variante se observa en la base inmediatamente anterior al exón 15. Las dos 
figuras de la parte superior corresponden a las lecturas alineadas del padre y de la 
madre, que son heterocigotos para la variante. La figura inferior corresponde a la 
paciente, que es homocigota para la alteración.  
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Figura 11. Segregación de la variante en la familia 2 vista con el programa 
Integrative Genomics Viewer (IGV). A y B) La variante encontrada de forma 
heterocigota en ambos progenitores (padre y madre respectivamente). La mitad de 
las lecturas marcadas en azul corresponden a la base del genoma de referencia, y 
la otra mitad en naranja presenta el cambio. C) En esta imagen se observa que la 
propósita es homocigota para la variante ENST00000281513.5:c.1342-1G>C. 
Todas las lecturas de la paciente tienen esta variante. 

 

1.2 Análisis de la variante en Exomiser 

Para determinar que no hubiera otras variantes de interés, que hubieran sido 
pasadas por alto con el procedimiento anterior, se filtraron y priorizaron las 114 
variantes con Exomiser. La variante con el score más elevado fue NBAS, tal como 
en el análisis previo (Tabla 12). El score del fenotipo fue 0.92 y el de la variante 
0.90 (este último valor se asigna por defecto a variantes en sitios de splicing). El 
score global, que es un promedio ponderado de los anteriores, fue de 0.90. 
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Tabla 12. Valores de Exomiser para la variante en NBAS.  

Gen Exomiser 
score 

Phen 
score 

Variant 
score 

Efecto de 
la variante 

Segregación 
en la familia 

Frecuencia 
en bases de 
datos 

NBAS 0.90 0.92 0.90 Variante en 
el sitio 
aceptor de 
splicing 

Progenitores 
portadores 
Paciente 
homocigota 

0 

Exomiser score: score global asignado por Exomiser. Phen score: score del fenotipo. Variant score: score de 

la variante. 

 

1.2 Análisis in silico de la variante en el sitio aceptor de splicing 

Para comprender mejor el efecto de la variante hallada en NBAS en el sitio 
aceptor de splicing del intrón 14, se realizó un analisis in silico con tres programas 
distintos. El análisis incluyó la variante junto con la secuencia de 231 nucleótidos 
en cada flanco. Los programas de predicción de sitios de splicing utilizados fueron 
FSPLICE (Xiong et al. 2009), NetGene2 (Brunak et al. 1991) y NNSplice (Reese et 
al. 1997). Los tres se basan en modelos Markov y son recomendados por el 
manual de análisis de variantes del NIH (versión 2013). 

FSPLICE indica que no hay otros sitios que puedan ser usados como aceptores 
de splicing en el segmento analizado, y que puedan sustituir al sitio que se perdió. 
NetGene2 propone que podría haber 2 sitios aceptores de splicing pero les 
confiere valores de confianza menores al 43%. Finalmente, NNSplice tampoco 
encuentra probables sitios aceptores de splicing en el segmento analizado. 

Adicionalmente, con el programa Human Splicing Finder se realizó la comparación 
de la secuencia de referencia de Ensembl y la secuencia con la variante (Desmet 
et al. 2009). Este programa predice que la alteración muy probablemente afecte el 
splicing (Figura 12A). Este programa sugiere que existen 3 posibles sitios que 
podrían ser usados como sitios aceptores de splicing cerca del exón 15 (Figura 
12B). 
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Figura 12. Resultados obtenidos con el software Human Splicing Finder.       

A) Se observa la secuencia de referencia de Ensembl y la secuencia con la 
variante encontrada, así como la interpretación del posible efecto de la variante 
(letras en rojo), muy probablemente la variante altera el sitio de splicing. B) Se 
observan los sitios dónde se encontraron potenciales sitios de aceptores de 
splicing (cuadrados azules) a lo largo de la secuencia analizada. En el eje vertical 
de la gráfica se observan los valores consenso (HSF matrices) que el programa 
otorga a cada sitio potencial, expresados en una escala del 1 al 100. En el eje 
horizontal observamos una escala numerada de las posiciones en la secuencia 
analizada. Finalmente, en la parte inferior de la gráfica se observan los valores de 
MaxEnt que son los valores máximos de entropía para señales de splicing en 
RNA. 
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Los resultados obtenidos con estas 4 herramientas sugieren que la variante altera 
el splicing del transcrito. 
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Discusión 
En este trabajo se estudiaron 2 familias con individuos diagnosticados 
clínicamente con enfermedades genéticas que se piensa tienen una arquitectura 
monogénica: el síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine y el síndrome de 
Roifman-Chitayat. En ambos casos, el estudio fue de tipo familiar con objeto de 
poder analizar la cosegregación de las variantes con el fenotipo afectado. De este 
modo, en la primera familia, con diagnóstico de Patterson-Stevenson-Fontaine, fue 
posible estudiar tres generaciones. En esta, el análisis de las variantes se llevó a 
cabo subdividiendo la familia en dos tríos. Uno conformado por los abuelos 
maternos no afectados, más la madre afectada de la propósita. En la madre se 
asume que habría una variante de novo asociada con el síndrome. El segundo trío 
en esta familia estuvo conformado por la paciente, más la madre afectada y el 
padre sano. En este trío habría habido herencia de tipo dominante. Es decir, en 
esta familia la variante asociada con el síndrome habría aparecido de novo en la 
madre, quien la habría transmitido a la hija.  

En el trío con la paciente con posible síndrome de Roifman-Chitayat se asumió 
herencia autosómica recesiva, con base en el trabajo en el que se describió esta 
enfermedad (Roifman & Chitayat 2009). Para ambas familias de las afectadas con 
los síndromes, se llevó a cabo secuenciación de exoma, se obtuvieron las 
variantes, y se analizaron las posibles consecuencias de estas con relación a las 
patologías estudiadas. 

Familia 1: Síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine  

En la familia 1, de la paciente diagnosticada con síndrome de Patterson-
Stevenson-Fontaine, se llevó a cabo la secuenciación del exoma completo de tres 
generaciones. La primera generación comprendió a los abuelos maternos, sanos, 
de la propósita. La segunda generación incluyó a la madre afectada y al padre 
sano de la propósita, y la tercera generación incluyó solamente a la paciente. El 
análisis se llevó a cabo dividiendo a la familia en 2 tríos. Uno formado por los 
abuelos maternos y la madre afectada. Se asume que la alteración molecular 
apareció de novo en esta última. En el segundo trío, formado por la propósita y 
sus progenitores, habría herencia dominante, con transmisión de la variante de 
madre a hija. Se asume que el genotipo relevante de estas dos sería heterocigoto. 

Las variantes que pasaron los filtros de calidad, profundidad y frecuencia se 
analizaron desde el punto de vista de su segregación en la familia y de su 
distribución en la base de datos del laboratorio. Las variantes que quedaron en 
este análisis (en HEPH y SPAG16) fueron consultadas en bases de datos de 
individuos presuntamente sanos, y se determinó que su frecuencia es 
incompatible con la prevalencia del síndrome y con el tipo de herencia del mismo. 

Si se trabaja con una prevalencia de 1 en 1 000 000 para el síndrome de 
Patterson-Stevenson-Fontaine, la frecuencia alélica máxima esperada para una 
variante en la base de datos de gnomAD sería de 0.000000112 y un máximo de 
alelos de uno. Es decir, solamente podría haber un individuo afectado. Es 
importante notar que este es el número mínimo de individuos que arroja el cálculo, 
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por lo que el resultado no cambiaría aún si se considerara una prevalencia menor 
a la señalada. Las frecuencias de las variantes obtenidas en el estudio son muy 
superiores a este resultado, como se muestra en los resultados. Lo que se traduce 
en un individuo afectado. 

Análisis de variantes en Exomiser  

Con objeto de verificar los resultados anteriores se llevó a cabo un segundo 
análisis de las variantes, filtrándolas y priorizándolas con el programa Exomiser. 
También se incluyó en este análisis el criterio de cosegregación de la variante y 
datos del fenotipo de las afectadas. Sin embargo, una limitación de ese programa 
es que el criterio de cosegregación no es aplicado de manera estricta. El resultado 
fue que el programa entregó una lista de variantes candidatas que, al ser 
analizadas manualmente para determinar la cosegregación con el fenotipo, fueron 
excluidas. Por esta razón, al igual que con el método inicial, no quedaron variantes 
candidatas que pudieran asociarse con el síndrome en estudio. 

Análisis de variantes por trio  

Finalmente, para confirmar los resultados anteriores, se hizo un análisis en la línea 
de comando, con bcftools, filtrando las variantes únicamente por calidad y 
segregación en las tres generaciones de la familia. Esto con el propósito de lograr 
identificar variantes de novo en la madre de la paciente y poder revisar variantes 
heredadas de la madre a la propósita. Al igual que en análisis anteriores, se 
dividieron las tres generaciones en dos tríos. Se obtuvieron 2 variantes candidatas 
de novo en la madre (en WDR7 y ADRBK2), ninguna de ellas presentes en bases 
de datos públicas o en la base de datos del laboratorio. En cuanto a las variantes 
transmitidas de la madre afectada a su hija, también quedaron dos (PLXNC1 y 
PREX1), ambas con genotipos heterocigotos. Sin embargo, ambas variantes 
tienen una frecuencia mayor a la esperada en bases de datos de individuos 
presuntamente sanos, incluyendo individuos de ascendencia europea y 
latinoamericana. Más aún, ninguna de las variantes de novo en la madre 
corresponde a las variantes heredadas de la madre a la paciente, por lo que, al 
igual que en los análisis anteriores, al finalizar el procedimiento no quedaron 
variantes candidatas asociadas con el síndrome en estudio. 

Análisis de variantes sinónimas  

En los análisis descritos arriba se estudiaron variantes que pudieran alterar la 
secuencia de aminoácidos de la proteína. Esto incluye no solamente variantes de 
sentido equivocado, sino también variantes sin sentido, alteraciones en los 
codones de inicio y de término, cambios en los sitios de splicing y en algunas 
bases intrónicas adyacentes a estos sitios de splicing. También se analizaron 
inserciones y deleciones que pudieran o no alterar el marco de lectura. Sin 
embargo, no se obtuvo ninguna variante que pudiera asociarse con el síndrome, 
una vez considerados factores como la calidad de la base llamada, la segregación 
de la variante en la familia, y la frecuencia de la variante tanto en bases de datos 
públicas como en la base de datos del laboratorio. Por esta razón, se decidió 
considerar otras posibilidades. Por ejemplo, aunque normalmente se excluyen 
variantes sinónimas, debido a que no alteran la secuencia de aminoácidos de la 
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proteína, se sabe que pueden estar asociadas con enfermedades genéticas, lo 
que puede explicarse por la diferencia en la abundancia de los tRNA asociados 
con distintos tripletes que codifican para el mismo aminoácido (Zuben E. & Kimchi-
Sarfaty 2011). 

Al analizar las variantes sinónimas, se hallaron cuatro. Sin embargo, todas ellas 
presentaron frecuencias alélicas que rebasan los valores esperados en bases de 
datos de individuos sanos. Algunas de esas variantes fueron halladas, incluso, en 
genotipos homocigotos en individuos de bases de datos públicas. 

Variantes estructurales (SV) 

En el análisis de SV se encontraron 2 deleciones en el gen PRKRA en la madre y 
en la hija, pero no en los demás integrantes de la familia. Sin embargo, la deleción 
se encontró en otros individuos en la base de datos del laboratorio, lo que llevó a 
eliminarla como candidata a causar la enfermedad. Se sabe que el gen media el 
efecto del interferón contra infecciones virales e interactúa con RNA viral de doble 
cadena. De acuerdo con la literatura este gen ha sido señalado como el causante 
de distonia 16 (Dos Santos et al. 2018). 

Otras posibilidades 

Para identificar el gen asociado con el síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine 
se llevó a cabo la secuenciación del exoma en una familia en la cual dos 
generaciones presentan el síndrome. La variante habría aparecido de novo en la 
madre de la paciente, y después habría sido heredada de la madre a la hija. Sin 
embargo, análisis detallados de las variantes, incluyendo variantes sinónimas y 
variantes estructurales no condujeron a ninguna variante candidata. Hay varias 
explicaciones posibles.  

Por un lado, debe considerarse que en estudios de secuenciación de exoma, no 
son secuenciadas todas las regiones codificadoras de los, aproximadamente, 20 
mil genes codificantes de proteínas. Para obtener la librería del exoma es 
necesario separar éste del 98% restante del genoma humano que no va a ser 
secuenciado. La captura de las secuencias exónicas se lleva a cabo mediante 
sondas que hibridan los fragmentos exónicos de interés. Sin embargo, algunas de 
estas regiones exónicas son difíciles de capturar y no llegan a ser secuenciadas. 
Esto ocurre, en particular, con secuencias muy ricas en GC. Si la alteración 
molecular estuviera en alguna de estas regiones, no sería secuenciada.  

Adicionalmente, la secuenciación del exoma abarca los exones codificadores por 
lo que alteraciones en regiones reguladoras del gen (incluyendo regiones 
promotoras, y enhancers, dentro y fuera del gen) no son estudiadas. Se sabe que 
en algunas enfermedades las alteraciones pueden estar en estas regiones 
reguladoras, que pueden estar en regiones intergénicas, a varios miles de bases 
de distancia del gen, o en secuencias intrónicas (Carss et al. 2017; Short et al. 
2018). Las regiones no traducidas (UTR-3’ y U R-5’) tampoco son secuenciadas.  
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Por otro lado, las secuencias que se desvían mucho (en cualquier dirección) de 
una proporción del 50% de contenido GC, tienden a tener valores de calidad 
bajos, así que pueden ser eliminadas al aplicar filtros de calidad. 

En la secuenciación del exoma, únicamente pueden verse alteraciones 
estructurales (inserciones y deleciones grandes, transposiciones y 
translocaciones) que alteren secuencias exónicas. Si los puntos de ruptura de 
esas alteraciones se encuentran en intrones o regiones intergénicas, no pueden 
ser observados. 

Un tipo de alteración que no se analizó en este trabajo es el cambio en el número 
de copias (CNV). Estas son variantes que conducen a la pérdida de una copia de 
la secuencia, o que llevan al incremento de la misma (Retterer et al. 2015). Debido 
a que la secuenciación del exoma involucra la captura de las secuencias 
codificadoras, la eficiencia de la captura, y las variaciones experimentales entre 
una muestra y otra pueden llevar a observar variaciones en la profundidad de las 
secuencias. Para determinar la presencia de CNV es necesario distinguir entre 
este “ruido” experimental, y la señal verdadera causada por la alteración en el 
número de copias (Fromer et al. 2012; Poultney et al. 2013). Se han diseñado 
varias herramientas bioinformáticas para llevar a cabo este análisis, aunque los 
resultados tienden a diferir entre ellas (Samarakoon et al. 2014; Tan et al. 2014). 
El estudio de este tipo de variantes es un análisis que valdría la pena efectuar 
(Ruderfer et al. 2016). 

Las limitaciones anteriormente mencionadas son de tipo experimental y algunas 
de ellas podrían ser resueltas si se hiciera la secuenciación del genoma completo. 
No obstante, aun secuenciando todo el genoma, seguiría habiendo algunas 
limitaciones experimentales. De hecho, el genoma humano de referencia tiene, 
todavía, algunas pequeñas lagunas, especialmente en regiones centroméricas y 
teloméricas, que tienen secuencias repetidas de baja complejidad. El empleo de 
tecnologías de secuenciación de tercera o cuarta generación podría permitir 
superar, al menos parcialmente, algunas de las limitaciones señaladas (Chaisson 
et al. 2015). No obstante, este tipo de tecnologías tienden a tener una tasa de 
error superior a la secuenciación de segunda generación (Slatko et al. 2018). 

Además de las limitaciones experimentales señaladas, también debe tenerse en 
mente que existen limitaciones bioinformáticas. En este sentido, la presencia de 
múltiples secuencias repetidas y de familias multigénicas en nuestro genoma 
dificultan el mapeo correcto de las lecturas pequeñas obtenidas mediante 
secuenciación de segunda generación. El mapeo correcto de las lecturas de 
secuencias repetidas es posible únicamente cuando en la lectura existe al menos 
una región de secuencia única en el genoma, que permite asignar la secuencia al 
sitio correcto. Cuando se tienen secuencias repetidas en tándem, y el número de 
repeticiones de la unidad rebasa la longitud de la lectura, no es posible determinar 
si hay expansiones o contracciones en el número de repeticiones. Sin embargo, se 
sabe que en algunas enfermedades, incluyendo la enfermedad de Huntington y 
algunas ataxias, el incremento en el número de unidades está asociado con la 
presencia de la enfermedad. Este tipo de limitaciones no pueden resolverse 
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mediante secuenciación de genoma completo, o utilizando lecturas ligadas 
artificialmente, como las desarrolladas por la compañía 10X Genomics. En este 
procedimiento se corta el DNA genómico en fragmentos largos, y cada uno de 
estos es cortado en fragmentos más pequeños a los cuales se les agrega una 
misma secuencia, como código de barras, que indican que provienen de un solo 
fragmento largo. Esto reduce el número de mapeos incorrectos de las lecturas 
cortas, debido a que puede identificarse la región de la cual provienen. No 
obstante, no resuelven la dificultad creada por la variación en el número de 
repeticiones en tándem.  

La imposibilidad de mapear correctamente algunas secuencias repetidas, o que 
forman parte de familias multigénicas, podría ser resuelta por medio de la 
secuenciación de tercera o de cuarta generación (Chaisson et al. 2015). En ambos 
enfoques se lleva a cabo la secuenciación de moléculas individuales y es posible 
obtener lecturas de varios miles de pares de bases. Esto puede ser suficiente para 
abarcar toda la secuencia repetida, incluyendo repeticiones en tándem, más las 
secuencias únicas que las flanquean y que permitirían el mapeo correcto.  

Las limitaciones experimentales y bioinformáticas de la técnica no son la única 
posibilidad. Se sabe que las marcas epigenéticas son importantes durante la 
diferenciación y desarrollo embrionarios debido a la implicación de estas 
modificaciones en la expresión de genes. Cada tipo celular adopta su propio 
epigenoma para hacer posible la expresión de genes propios de la línea celular a 
la que pertenezcan.  Cambios de esta naturaleza en nuestra especie están 
relacionados con malformaciones cráneo faciales. Recientemente en un esfuerzo 
por identificar perfiles epigenéticos relacionados con el desarrollo embrionario 
cráneo facial en humanos  y su relación con malformaciones, Wilderman (2018) y 
sus colaboradores realizaron un perfil de modificación de histonas, la mayoría de 
las modificaciones que encontraron se localizan  en promotores, y en regiones 
intrónicas e intergénicas asociadas con represión de la expresión.  Cambios de 
este tipo podrían ser la causa de las malformaciones de la paciente y de su madre, 
y para estudiarlo sería necesario utilizar una metodología diferente.  

Familia 2: Síndrome Roifman-Chitayat 

En la familia de la paciente con probable síndrome de Roifman-Chitayat se 
secuenció el exoma del trío formado por la propósita y sus padres sanos. Se 
cubrió casi el 98% del exoma y se obtuvo una profundidad promedio de 100x. Al 
término del análisis y de la priorización de variantes se obtuvieron variantes en 6 
genes. Cinco de estas variantes, en XIRP1, STAB1, PKD1L1, NKX3-1 y CUBN, 
fueron eliminadas en virtud de su alta frecuencia en bases de datos de variantes 
de personas sanas y, también, porque la función de los mismos no permite 
relacionarlos con las características fenotípicas de la paciente. Por ejemplo, la 
función de XIRP1 es proteger los filamentos de actina durante los procesos de 
depolimerización (Otten et al. 2012). La variante en sentido equivocado que se 
encontró en la paciente, y en su madre de forma heterocigota se ha observado 
con frecuencia alta en las bases de datos, principalmente en población de 
ascendencia latinoamericana y europea. Este gen no ha sido asociado con 
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ninguna enfermedad. Más aún, el genotipo en esa posición es igual en la propósita 
y en su madre no afectada, por lo que no concuerda con la segregación del 
fenotipo. 

Otro gen que fue eliminado fue STAB1, que participa en los procesos de 
angiogénesis y adhesión celular. Se expresa en el endotelio de tejidos como el 
bazo, también se encuentra en macrófagos y diferentes tipos de células 
endoteliales; su expresión es inducida durante procesos inflamatorios. Se ha visto 
que está involucrada en 2 vías de tráfico vesicular endocitosis y reciclaje en el 
aparato de Golgi (Kzhyshkowska et al. 2006). En este gen se encontraron 2 
variantes en el trío; la primera es de sentido equivocado (c.99T>G :p.Asp33Glu) 
heredada por la madre, y la segunda es en un sitio de splicing (c.5413-3C>T) 
heredada por el padre. La paciente es heterocigota compuesta para estas 
variantes. El cambio encontrado en el padre tiene alta frecuencia en gnomAD y no 
se ha señalado como causante de ninguna enfermedad. La variante heredada por 
la madre no ha sido reportada en ninguna base de datos. Si esta última variante 
fuera relevante, se esperaría que la madre estuviera afectada. 

PKD1L1 participa en el transporte de calcio y se sabe que ciertas mutaciones en el 
gen son causa de algunas malformaciones cardiacas (Landrum et al. 2014). 
Ninguna de las 2 variantes encontradas aquí ha sido reportada en pacientes. Una 
variante es de sentido equivocado (c.3085G>C, p.Gly1029Arg), está presente en 
la madre y no ha sido reportada en bases de datos. La segunda variante 
(c.1208T>C, p.Leu403Pro) también es de sentido equivocado y fue aportada por el 
padre, es muy común en todas las poblaciones en bases de datos.  

NKX3-1 es un factor de transcripción que funciona como regulador negativo del 
crecimiento de células epiteliales en próstata (Xie & Wang 2017). En este gen se 
encontraron 2 variantes de sentido equivocado. Una heredada del padre 
(c.144C>G, p.Ser48Arg) y otra heredada de la madre (c.136A>G, p.Thr46Ala). Las 
variantes encontradas no han sido reportadas como causantes de ninguna 
patología. De la variante encontrada en la madre no existen datos de frecuencia y 
de la variante en el padre se observa una frecuencia alélica alta en gnomAD. 

CUBN ha sido relacionado con diversos fenotipos y se han reportado 
polimorfismos de predisposición a enfermedades cardiovasculares y albuminuria 
(Aminoff et al. 1999). La proteína transporta vitamina B12 y se han encontrado 
mutaciones causantes de anemia megaloblástica (Collin et al. 2011). En este gen 
fueron encontradas 2 variantes de sentido equivocado; una heredada del padre 
(c.3868A>G, p.Ile1290Val), y otra de la madre (c.722C>T, p.Pro241Leu). El 
cambio heredado por el padre es muy raro; en la base de datos de gnomAD solo 
se observa un individuo heterocigoto con la variante y para la variante heredada 
por la madre no se tienen datos de frecuencia ni de reportes de la variante. Estas 
2 mutaciones no parecen tener relación con la enfermedad de la paciente debido a 
la función del gen. 

Finalmente, en el gen NBAS la variante encontrada fue una transversión en el sitio 
aceptor de splicing inmediatamente antes del exón 15 (c.1342-1G>C). Como se 
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muestra en la Figura 411 la variante está en ambos padres de forma heterocigota 
y la propósita es homocigota. Esto concuerda con una herencia autosómica 
recesiva y es consistente con la consanguinidad de los padres. La variante no se 
encuentra en ninguna base de datos. 

Al introducir las variantes del trío en una herramienta de priorización de variantes 
(Exomiser), este último gen apareció en primer lugar en la lista, con valores 
elevados tanto para la variante, como para las características fenotípicas 
asociadas con el gen, reforzando la conclusión de que el genotipo en la propósita 
es patogénico y está asociado con las características observadas en la paciente. 

El gen NBAS ha sido asociado con 2 enfermedades monogénicas: el síndrome 
SOPH (MIM 614800) y el síndrome de falla hepática infantil 2 (MIM 616483). El 
síndrome SOPH fue descrito por primera vez en el grupo étnico Yakut, una 
pequeña población que habita en el noreste de Siberia. Maksimova et al. (2010) 
estudiaron 34 individuos afectados de esta población, 22 mujeres y 12 hombres, 
que compartían diversas características fenotípicas, esqueléticas y oftalmológicas 
que definen el cuadro clínico de la enfermedad. Entre las características 
observadas destacan estatura baja, atrofia bilateral del nervio óptico, y anomalía 
de Pelger-Huet (Maksimova et al. 2010). La falla hepática aguda causada por 
mutaciones en el gen se ha observado acompañada de síndrome SOPH, pero 
también puede presentarse de manera independiente (Haack et al. 2015; Staufner 
et al. 2016). 

La variante homocigota en NBAS llevó a reanalizar las características de la 
paciente, con objeto de determinar si su enfermedad pudiera corresponder al 
síndrome SOPH. 

Síndrome SOPH  

El síndrome SOPH (OMIM 614800) es una enfermedad de herencia autosómica 
recesiva, descrita inicialmente por Maksimova et al. (2010). La enfermedad se 
denomina síndrome SOPH por las iniciales de tres características principales de la 
enfermedad en inglés (short stature, optic nerve atrophy, and Pelger-Huet 
anomaly). El estudio inicial de esta enfermedad fue realizado en individuos 
afectados de 31 familias Yakut; una población aislada ubicada en el noreste de 
Siberia. Esta enfermedad tiene una incidencia de 1 en cada 10 000 en esa 
población (Maksimova et al. 2010).  

Además de las tres características señaladas anteriormente, el síndrome SOPH 
también incluye hipotonía, retraso cronológico de la edad ósea, displasia 
esquelética -principalmente en segmentos metaepifisiarios de huesos de las 
extremidades-, osteopenia, y anormalidades en la columna. Adicionalmente, se 
observan diversos rasgos faciales característicos que incluyen cuello corto, puente 
nasal deprimido, frente amplia y ancha, pliegue epicántico, pestañas largas y 
rizadas, labio inferior delgado y exoftalmos. Otras características que han sido 
reportadas en algunos pacientes incluyen estrabismo, falla renal, falla hepática 
aguda, hepatomegalia, e inmunodeficiencias (Maksimova et al. 2010; 
Balasubramanian et al. 2017). 
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En el estudio de Maksimova et al. (2010) se reportó que la enfermedad es 
causada por mutaciones homocigotas en el gen NBAS. Se identificaron 6 
variantes (Tabla 13) poco comunes en el gen, 5 de estas variantes son 
polimorfismos en la población estudiada, mientras que la variante encontrada en el 
exón 45 es la causante del síndrome y se encontró en forma homocigota en 33 de 
los 34 individuos afectados (Maksimova et al. 2010). 

Tabla 13. Variantes en el gen NBAS observadas en la población Yakut 
(Maksimova et al. 2010). 

Exón  Variante  Consecuencia  Tipo de variante  

2 c.130 C>G Variante de sentido equivocado Polimorfismo  

16 c.1611 A>G Variante sinónima  Polimorfismo 

25 c. 2775 T>C Variante sinónima Polimorfismo 

25 c. 2845 G>C Variante de sentido equivocado Polimorfismo 

26 c. 3026 G>C Variante de sentido equivocado Polimorfismo 

45 c. 5741 G>A Variante de sentido equivocado Variante patogénica  

 

Después de que la enfermedad fue descrita, otros casos más fueron reportados en 
pacientes de ascendencia europea y también otras variantes causantes de la 
enfermedad fueron encontradas a lo largo del gen NBAS. En algunos de estos 
casos se reporta que los pacientes presentan un cuadro claro de síndrome SOPH 
acompañado de falla hepática aguda con niveles enzimáticos altos de ALT, AST 
(normal 3-50 U/L; 5/80 U/L), que se presenta especialmente durante episodios 
infecciosos que son frecuentes y persistentes debido a inmunodeficiencias. Sin 
embargo, autores como Haack et al. (2015) también han descrito casos en los que 
mutaciones homocigotas en NBAS dan lugar a casos de falla hepática aguda sin 
que los pacientes presenten características del síndrome SOPH. Algunos autores  
(Segarra et al. 2015; Staufner et al. 2016; Kortum et al. 2017) consideran que 
estos fenotipos comprenden el espectro de una misma enfermedad. 

 

 

Figura 13. Fenotipo de paciente con síndrome SOPH y falla hepática aguda. 

A) Características y rasgos faciales de una paciente de 3 años con síndrome 
SOPH y falla hepática aguda. B) Edad ósea retrasada en huesos del carpo, 
metacarpo y falanges. C) Pierna izquierda con retraso en la maduración del 
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segmento epifisiario del hueso y osteopenia. Imágenes tomadas de Kortum et al. 
(2017). 

La variante homocigota en NBAS encontrada en la paciente se localiza en un sitio 
aceptor de splicing, por lo que se recurrió a herramientas bioinformáticas, basadas 
en modelos Markov, para tratar de comprender el efecto de la variante en la 
formación del RNA mensajero maduro.  

Se observa en la Figura 312, obtenida con el programa Human Splicing Finder, 
que existen 11 probables sitios de splicing cercanos al sitio natural que tienen 
valores de confianza menores a 0.20, lo que sugiere que la variante no puede ser 
sustituida por alguno de estos sitios y muy probablemente el transcrito maduro se 
verá afectado. Este tipo de programas de predicción son muy útiles, pero es 
importante tomar los resultados con cuidado ya que se ha señalado que las 
predicciones son acertadas solamente en el 50% de las variantes estudiadas 
(Wappenschmidt et al. 2012). Por este motivo, para conocer cómo es que esta 
variante da lugar al síndrome SOPH es necesario realizar estudios funcionales. 

El análisis de las variantes en el trío llevó a concluir que solamente la variante en 
NBAS está asociada con las características de la paciente. Sin embargo, esto 
implica que el síndrome de Roifman-Chitayat, que corresponde al diagnóstico 
clínico de la paciente, es también causado por alteraciones bialélicas en NBAS, o 
bien que la paciente en realidad tiene síndrome SOPH, y no Roifman-Chitayat. 
Para determinar esto, se compararon las características de estos dos síndromes y 
las características de la paciente estudiada, tal como se muestra en la Tabla 11. 
La revisión de los datos clínicos, junto con las características moleculares halladas 
en el estudio, reafirman el cambio en el diagnóstico, así que la paciente tendría, en 
realidad, síndrome SOPH. Además de las características principales de este 
síndrome, en la paciente se observaron niveles altos de enzimas hepáticas y falla 
hepática aguda. Estas características han sido también reportadas en otros 
pacientes con este síndrome, aunque pueden presentarse por separado 
conformando el síndrome de falla hepática infantil aguda 2 (Haack et al. 2015; 
Segarra et al. 2015; Kortum et al. 2017). 

La falla hepática aguda podría ser causada específicamente por mutaciones en la 
secuencia que abarca el dominio SEC39 que se encuentra entre los residuos 725 
y 1376 (Staufner et al. 2016). Las mutaciones identificadas en la población Yakut 
se han encontrado casi al final de la secuencia del gen, en los exones 45 a 52, 
más allá del dominio mencionado, y esta podría ser la razón por la cual no 
presentan falla hepática aguda (Segarra et al. 2015). La mutación de nuestra 
paciente se encuentra antes del residuo número 533, por lo que el dominio SEC39 
estaría afectado .  

La proteína NBAS forma parte del complejo de la sintaxina 18, un complejo 
multimérico que se localiza en el retículo endoplásmico. NBAS forma un 
subcomplejo con 3 proteínas periféricas (p31, ZW10 y RINT-1) y tiene un papel 
importante en el transporte retrogrado del aparato de Golgi al retículo 
endoplásmico. En nuestra especie, la mayoría de los genes regulados por NBAS 
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están relacionados con el tráfico y modificación de proteínas acopladas al retículo 
endoplásmico. La deficiencia de NBAS no produce cambios en la morfología del 
aparato de Golgi o el retículo endoplásmico, pero sí causa problemas con el 
reciclaje y origina defectos en los procesos de glicosilación de proteínas, y da 
lugar a una respuesta de estrés en el retículo endoplásmico (Aoki et al. 2009). 

Además de unirse a las proteínas del subcomplejo mencionado, NBAS se une a 
otras proteínas de membrana del retículo endoplásmico. Esto podría indicar que 
NBAS está involucrada en otros procesos o vías de señalización. Se ha visto que 
NBAS participa en los procesos de degradación del mRNA conocidos como NMD 
(por nonsense mediated decay). Estos procesos consisten en la degradación de 

mRNAs que presentan codones de paro prematuros que daría lugar a proteínas 
truncas (Neu-Yilik et al. 2004; Conti & Izaurralde 2005; Maquat 2005; Amrani et al. 
2006; Chang et al. 2007). Por otro lado, se ha reportado que una disminución en la 
expresión de NBAS causa una disminución concomitante en los niveles de 
expresión de aproximadamente 1440 genes (Longman et al. 2013). 

En nuestra especie la mayoría de los genes relacionados con la vía de NBAS tiene 
ontologías relacionadas con mineralización ósea, y desarrollo y biosíntesis de 
colesterol. En ausencia de NBAS, la proteína MGP se presenta en niveles 
anormales; se sabe que esta proteína actúa como un inhibidor de la formación de 
huesos. Alteraciones en MGP se han relacionado con el síndrome de Keutel (MIM 
245150), en el cual hay calcificación anormal de los cartílagos (Longman et al. 
2013; Segarra et al. 2015). Todavía es necesario conocer más sobre las funciones 
de NBAS en otros procesos, y encontrar la vía mediante la cual este gen se 
relaciona con el desarrollo óseo. 

El síndrome de Roifman-Chitayat, que corresponde al diagnóstico clínico inicial de 
la paciente estudiada, solamente ha sido reportado una vez (Roifman & Chitayat 
2009), y algunas características de  los individuos descritos en ese trabajo son 
similares a las de los pacientes con síndrome SOPH. El síndrome de Roifman-
Chitayat fue mapeado, por análisis de ligamiento, a las regiones 1p36.23-p33 o 
15q11-q21.1, los lod-scores estuvieron distantes de alcanzar el nivel de 
significancia de 3.3 convencionalmente aceptado en este tipo de estudios de 
mapeo. Sin embargo, un análisis posterior de esas regiones en los individuos 
afectados mostró variantes homocigotas en dos genes, PIK3CD y KNSTRN, que 
serían responsables de las anormalidades en el desarrollo y de la 
inmunodeficiencia de las pacientes, respectivamente (Sharfe et al. 2018). Esto 
permite concluir que el síndrome de Roifman-Chitayat y el síndrome SOPH son 
dos entidades clínicas diferentes. 
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Conclusiones 
El análisis de los exomas de estas pacientes y sus padres se realizaron con el 
propósito de obtener evidencias genéticas asociadas con las enfermedades que 
padecen las pacientes.  

Durante los diferentes análisis bioinformáticos realizados a la familia 1 con 
diagnóstico de síndrome de Patterson-Stevenson-Fontaine se observaron diversos 
cambios genéticos, sin embargo, ninguna de las variantes aquí descritas es la 
causante del fenotipo de la paciente. 

Las variantes encontradas en la familia con diagnóstico de síndrome Patterson-
Stevenson-Fontaine tienen frecuencias elevadas en relación con la incidencia de 
la enfermedad, por lo que estas fueron descartadas como causa de la 
enfermedad.  

Es necesario considerar que la alteración podría ser muy grande y no fue 
detectable por medio de esta técnica, también es preciso buscar mutaciones en 
regiones que este panel no contempla como regiones reguladoras, secuencias 
intergénicas, o regiones con repetidos.  

En el caso de la familia 2 el diagnóstico clínico de síndrome Roifman-Chitayat se 
modificó al realizar los análisis de las variantes en la paciente y sus padres. Se 
encontró que en realidad la paciente cursaba con dos enfermedades, el síndrome 
SOPH acompañado de falla hepática aguda o como algunos autores lo refieren; 
un fenotipo intermedio del espectro causado por mutaciones homocigotas en el 
gen NBAS. La mutación encontrada en esta paciente no había sido reportada 
anteriormente.  

En este caso el haber llegado al diagnóstico correcto mejora el manejo de la 
paciente principalmente de manera farmacológica para evitar exacerbar el 
problema hepático.  

Este resultado muestra la relevancia de este tipo de estudios y resalta la 
importancia de que la medicina traslacional sea integrada al diagnóstico clínico. 

 

Perspectivas 
Para la familia 1 síndrome PSF es necesario ampliar las opciones de búsqueda. 
Posiblemente la causa de la enfermedad se encuentra en una región no analizada 
en este trabajo o no se pudo identificar debido a las limitaciones de la técnica. 

En la familia de la paciente con síndrome SOPH sería importante poder corroborar 
cual es el efecto de la variante sobre el transcrito y más importante aún sería 
averiguar cuál es la función específica de NBAS en la sintaxina 18 y su relación 
con la calcificación ósea. 
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Anexo I Grupos de displasias esqueléticas 
1. Condrodisplasias FGFR2 

2. Grupo colágenas tipo 2  

3. Grupo colágenas tipo 11  

4. Trastornos de sulfatación 

5. Grupo perlecan  

6. Grupo arlecan  

7. Filamina y enfermedades relacionadas  

8. Grupo TRPV4 

9. Ciliopatías con presentación esquelética  

10. Displacía epifisiaria múltiple y pseudoacondroplasia  

11. Displasias metaepifisiarias 

12. Displasias espondiloepifisiarias  

13. Displasias espóndiloepimetafisiarias 

14. Displasias espondilodisplásicas severas  

15. Displasias acromélicas 

16. Displasias acromesomélicas  

17. Displasias mesomélicas y rizomélicas  

18. Displasia campomélica y enfermedades relacionadas  

19. Displasias de huesos delgados  

20. Displasias con múltiples luxaciones  

21. Condrodisplasia punctata 

22. Displasias neonatales osteoescleróticas  

23. Osteopetrosis y enfermedades relacionadas 

24. Otras enfermedades óseas esclerosantes  

25. Osteogénesis imperfectas  

26. Mineralización anormal  
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27. Enfermedades de depósito lisosomal y compromiso esquelético 

28. Osteólisis  

29. Desarrollo esquelético desorganizado   

30. Síndromes de sobrecrecimiento y compromiso esquelético 

31. Osteoartropatías genéticas inflamatorias  

32. Displasia cleidocranial y defectos de osificación  

33. Síndromes de craniosinostosis  

34. Disostosis de compromiso craneofacial   

35. Disostosis de compromiso vertebral y costal 

36. Disostosis rotulianas  

37. Braquidactilias sin manifestaciones esqueléticas  

38. Braquidactilias con manifestaciones esqueléticas  

39. Defectos de reducción  

40. Ectrodactilia con otras manifestaciones  

41. Polidactilia, sindactilia y trifalangismo  

42. Defectos en la formación articular y sonostosis  
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Anexo II Cartas de consentimiento informado 

 

 
 



57 
 

Anexo III. Carta de aprobación del comité de bioseguridad  
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Anexo IV. Carta de aprobación consentimiento informado para 

toma de fotografía  
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