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D. RESUMEN

La microcefalia es una malformacion neonatal caracterizada por una cabeza de
tamano inferior a la de otros nifios de la misma edad y sexo, pudiendo variar de
leve a grave. Se estima que se trata de microcefalia moderada cuando el
perimetro cefalico (PC) se halla en -2 desviaciones estandar (SD) por debajo de
la media para edad y sexo y, microcefalia grave cuando el PC se encuentra en -
3 SD por debajo de la media.

La microcefalia es el resultado de un disturbio de la neurogénesis o de la muerte
de progenitores neuronales, no obstante, sus causas genéticas son muy
heterogéneas, pues se encuentra descrita en cientos de sindromes. La tasa de
prevalencia en México es de 0.34 % por cada 10,000 nacimientos.

En el presente trabajo se emplearon muestras de pacientes con diagnostico de
microcefalia, que formaron parte de un estudio de la Direccion General de
Epidemiologia realizado entre febrero de 2017 a febrero de 2018, que buscaba
la asociacion del virus Zika con dicha enfermedad y que después de analizarse
se descartd que este agente viral, fuera el causante de ésta patologia. También
se les realiz6 la prueba de TORCH, resultando también negativa y descartando
asi, los principales y mas conocidos agentes microbiologicos responsables de

microcefalia.

Se realiz6 la identificacion de las variantes genéticas en las regiones exdnicas
de SHH mediante la técnica de secuenciacion capilar de Sanger y High
Resolution Melting, con el propdsito de establecer mediante analisis
bioinformatico si éstas pudieran asociarse en un futuro a la presencia de esta
enfermedad. Se encontraron un total de 11 diferentes variantes de las cuales 6
son de tipo sinbnimo, sin embargo, solo una modifica elementos reguladores
como el splicing. Las 5 variantes restantes provocaron un cambio de
aminoacidos y son reportadas como probablemente dafinas para la proteina
segun lo reportado por la base de datos PolyPhen. Solo 3 variantes se
encuentran reportadas como polimorfismos, y solo dos se asocian con la
Holoprosencefalia, por lo que podria asumirse que la microcefalia diagnosticada
es a causa de ésta, no obstante, se tendrian que hacer otros analisis para poder

determinar con seguridad esta aseveracion.

[ —




E. ABSTRACT

Microcephaly is a neonatal malformation characterized by a head that is much
smaller than that of other children of the same age and sex and may vary from
mild to severe. Moderate microcephaly is estimated when the cephalic perimeter
(PC) is at -2 standard deviations below the mean for age and sex and severe

microcephaly when the PC is at -3 standard deviations below the mean.

Microcephaly is the result of a neurogenesis disturbance or the death of neuronal
progenitors, however, its genetic causes are very heterogeneous, because it is
described in hundreds of syndromes. The prevalence rate in Mexico is 0.34% per
10,000 births.

In the present work samples of patients with microcephaly diagnosis were used,
which were part of a study by the General Directorate of Epidemiology carried out
between February 2017 and February 2018, that sought the association of the
Zika virus with the disease and that after analysis it was ruled out that this viral
agent was the cause of this pathology. They were also tested for TORCH, which
was also negative and ruled out the main and best known microbiological agents

responsible for microcephaly.

The identification of genetic variants in the exonic regions of SHH was carried out
using the capillary sequencing technique of Sanger and High-Resolution Melting,
with the purpose of establishing, by means of bioinformatic analysis, whether

these could be associated in the future with the presence of this disease.

A total of 11 different variants were found, of which 6 are synonymous, however,
only one modifies regulatory elements such as splicing. The remaining 5 variants
caused a change in amino acids and are reported as probably harmful to the
protein as reported by the PolyPhen database. Only 3 variants are reported as
polymorphisms, and only two are associated with Holoprosencephaly, so it could
be assumed that the diagnosed microcephaly is caused by it, however, further
analysis would have to be carried out in order to be able to determine this

assertion with certainty.




F. INTRODUCCION

La microcefalia es una afeccion en la que el tamano de la cabeza es
significativamente mas pequefio de lo normal para la edad y el sexo de la
persona. A menudo, la microcefalia se produce cuando el cerebro no crece a un
ritmo normal, siendo el tamafio del cerebro el que determina el crecimiento del
craneo. Sin embargo, la microcefalia es en esencia un hallazgo en el examen

fisico en lugar de un diagndstico especifico.

Las causas genéticas de microcefalia son muy heterogéneas, se encuentra
descrita en cientos de sindromes, entre ellos se encuentran malformaciones
cerebrales como la holoprosencefalia, la esquizencefalia y la lisencefalia de
Miller-Dieker, presumiblemente porque la anormalidad cerebral bloquea la
proliferacion o maduracion normal y el crecimiento de los elementos neuronales
(Mochida y Walsha, 2001).

Algunos de los genes que causan microcefalia congénita son propensos a
controlar aspectos cruciales del desarrollo neural, tal es el caso de SHH que es
gen denominado morfégeno y tiene un rol central en el desarrollo de diversas
estructuras y érganos durante el periodo embrionario, fetal y post-natal. Se ha
demostrado que actua como molécula sefalizadora en multiples estructuras
embrionarias, como en la notocorda y placa del piso y el cierre del tubo neural,
regulando la formacién del sistema nervioso central y formacion de ejes
corporales, etc. Para el normal desarrollo de estas estructuras, es necesario que
se exprese en diferentes etapas de la ontogenia, como también en distintos

grupos celulares (Conei, et al., 2018).

En el siguiente estudio se evaluara la regién exdénica de SHH por medio de
técnicas como secuenciacion de Sanger y HRM, para busqueda de variantes
genéticas en muestras de DNA de pacientes con diagnostico de microcefalia,
puesto que la finalidad es establecer una posible relacion futura de las variantes
encontradas con esta anormalidad cerebral, una vez que ya se descarto la

etiologia infecciosa.




G. MARCO TEORICO

1. Enfermedad Genética

1.1 Definicion de Microcefalia

Segun la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), la microcefalia es una
malformacion neonatal caracterizada por una cabeza de tamafo muy inferior a
la de otros nifios de la misma edad y sexo. Cuando se acompafna de un escaso
crecimiento del cerebro, los nifos pueden presentar problemas de desarrollo

discapacitantes. La microcefalia puede variar de leve a grave. (Ver figura 1)

A su vez, Arroyo en su articulo publicado en 2018 la define cuando el perimetro
cefalico se halla en -2 SD (desviaciones estandar) por debajo de la media para
edad y sexo y, microcefalia grave cuando el PC se encuentra en -3 SD por debajo

de la media.

A) B) C)

Figura 1. Bebé con cabeza de tamaiio normal (A). Bebé con microcefalia (B). Bebé con microcefalia
grave (C). Se muestra una disminucion considerable de tamafio cefalico. (Figura tomada y modificada del
URL 1).




1.2 Sintomas

Si bien la microcefalia es un signo clinico, no un diagnéstico, existen casos de
personas que no presentan ningun otro sintoma o signo salvo este. Sin embargo,
las siguientes son las caracteristicas mas comunes que se presentan
acompafiando a la microcefalia. Cada nifo puede manifestar una amplia

variedad de sintomas, entre los que se encuentran:

e Apariencia de la cabeza del bebé muy pequeia

e Llanto agudo

e Mala alimentacion

e Convulsiones

e Mayor movimiento en los brazos y las piernas (espasticidad)

e Discapacidad intelectual (URL 2)

1.3 Diagnéstico

En ocasiones, se puede llegar a un diagnostico prenatal mediante una ecografia
del feto. La probabilidad de un diagndstico exitoso es mayor cuando la ecografia
se hace al final del segundo trimestre (alrededor de la semana 28) o en el tercer
trimestre de gestacion. A menudo se diagnostica al nacer o mas adelante (URL
3).

El perimetro craneal debe ser determinado en las primeras 24 horas de vida y
comparado con los patrones de crecimiento de la OMS (Tabla 1 y 2). Al
interpretar los resultados de la medicidbn hay que tener en cuenta la edad
gestacional del nifio, su peso y su talla. Los casos sospechosos deben ser
revisados por un pediatra y someterse a pruebas radioldgicas cerebrales y
mediciones mensuales del perimetro craneal durante la primera infancia,
comparando los resultados con los patrones de crecimiento normales. El médico
también debe realizar pruebas para descartar causas conocidas de microcefalia
(URL 3). A continuacion, se muestran tablas de las medidas de las

circunferencias de cabeza para nifias y nifios segun la OMS.




Tabla 1. Medida de la circunferencia de la cabeza para nifias dependiendo la edad.

Circunferencia de la cabeza para la edad. ORGANIZACION
N MUNDIAL DE LA
NINAS SALUD
Aio: Mes Meses Media

Esta tabla muestra datos para nifias de hasta 12 meses de edad e incluye hasta +/- 3 SD, las unidades de
medida se encuentran en centimetros. (Tomada y adaptada del URL 4).

Tabla 2. Medida de la circunferencia de la cabeza para nifios dependiendo la edad.

Ci ; 2 de | b la edad ORGANIZACION
ircunferencia de la cabeza para la edad. MUNDIAL DE LA
NINOS SALUD

Aio: Mes Meses Media

Esta tabla muestra datos para nifios de hasta 12 meses de edad e incluye hasta +/- 3 SD, las unidades de
medida se encuentran en centimetros. (Tomada y adaptada del URL 5).




1.4 Clasificacion
La microcefalia puede ser congénita cuando esta presente en el periodo prenatal
o al nacer (denominada también primaria) o adquirida (secundaria) cuando el
perimetro cefalico al nacer esta dentro del rango normal y posteriormente cae
debajo del rango normal debido a una desaceleracion del crecimiento cerebral.
Ambas categorias pueden deberse a factores genéticos o no genéticos. Sin
embargo, los factores genéticos son mas frecuentemente responsables de la
microcefalia congénita, mientras que los factores no genéticos a menudo causan

microcefalia postnatal (Arroyo, 2018).

1.5 Etiologia

La etiologia de la microcefalia se puede dividir ampliamente en causas
ambientales y genéticas. Las causas genéticas de microcefalia son muy
heterogéneas. Cientos de sindromes descritos incluyen a la microcefalia como
parte de su espectro fenotipico. A continuacién de mencionan algunas de las

causas (en general) conocidas:

1. Causas genéticas

Aberraciones cromosdmicas numéricas, anillos (cromosoma 13), sindromes de
microdelecion y/o duplicacion,trisomia 13, 18, 21, etc.

Trisomia parcial 2q31.2-37.3 y monosomia 9p24.3

Sindromes asociados

> Microcefalia autosomica > Sindrome de Smith-Lemli-Opitz
recesiva (MCPH1-23)

> Sindrome de Nijmegen > Mutacion del gen ATRX
breakage > Mutacion del gen ARX

> Microcefalia autosdmica > Mutacion en PQBP1
dominante > Mutacion del gen ASNS

> Microcefalia ligada al > Delecion TASP1
cromosoma X > Mutacion del gen PCDH12

> Sindrome de Cornelia de Lange protocaderina

> Sindrome de Rubinstein-Taybi > Mutacion NDE1

> Sindrome de Rett (congénito) > Mutacion COPB2

> Sindrome de Mowat-Wilson > Sindrome de Angelman




1.1. Causas metabdlicas (de etiologia genética)

Trastornos de la biosintesis de colesterol
Mitocondriopatia (ej.: deficiencia de piruvato dehidrogenasa)
Trastornos congénitos de la glicosilacién
Déficit de 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (déficit de serina)

2. Factores exégenos

Infeccion intrautero: toxoplasmosis, rubéola, citomegalovirus, herpes simple, virus
varicela zoster, sifilis,VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), virus Zika, virus de
la coriomeningitis linfocitica.

Teratdgenos: alcohol, cocaina, drogas antiepilépticas, intoxicacién por plomo/
mercurio, radiacion

Enfermedad materna: hiperfenilalaninemia, anorexia nerviosa materna, diabetes
Insuficiencia placentaria extrema

Cardiopatia congénita (Arroyo, 2018)

1.5.1 Etiologia infecciosa

Existen enfermedades virales y parasitarias que pueden transmitirse al feto y causar
microcefalia y que, asociadas a otras caracteristicas, constituyen un sindrome
diferente para cada infeccion. También pueden ser causales las infecciones
perinatales por bacterias como Borrelia burgdorferi, Chlamydia, Estreptococo grupo
B, Listeria monocytogenes o Neisseria gonorrheae. Las principales infecciones
congénitas que causan microcefalia son citomegalovirus, virus Zika, virus del herpes

simple (VHS), virus de la rubéola, y toxoplasma gondii (Arroyo, 2018).

ZIKA

El virus del Zika (ZIKV) es un arbovirus del género flavivirus, muy cercano
filogenéticamente a otros virus como los del dengue, la fiebre amarilla, la encefalitis
japonesa y de la fiebre del Nilo Occidental. Es un virus de RNA (&cido ribonucleico)
transmitido por mosquitos, principalmente del género Aedes, que se aislé por primera
vez en 1947 de un mono Rhesus durante un estudio sobre la transmision de la fiebre

amarilla selvatica en los bosques de Zika, Uganda (Botell y Bermudez, 2016).




Los hallazgos de acido ribonucleico de zikv en el liquido amnidtico y en el tejido
cerebral de fetos y lactantes con microcefalia, asi como las altas tasas de microcefalia
entre los infantes nacidos de madres con antecedente confirmado de infeccion aguda
por Zika, proveen evidencia fuerte de la relaciéon entre microcefalia e infeccion

materna por el virus del Zika (Lyle, et al., 2016).

Hasta mayo de 2017 se reportaron casos confirmados de malformaciones congénitas
en 26 paises y territorios del continente americano y en febrero de 2017, la secretaria
de salud informé sobre el primer caso de microcefalia asociado a Zika en una recién
nacida en México, en el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) “Isidro Espinosa
de los Reyes” ; debido a esta asociacion de riesgo, la OMS y los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) han
publicado guias para el manejo de mujeres embarazadas con exposicion potencial al
virus del Zika (Leon, et al., 2017).

CMV

El citomegalovirus (CMV) es un virus de DNA, de la familia Herpesviridae y especifico
del ser humano. Es el principal agente causal de infeccion congénita y la primera
causa de hipoacusia neurosensorial (HNS) no genética y de retardo mental (RM)
adquirido en la infancia. La infeccion materna por CMV puede producir efectos
profundos en el feto, que incluyen pérdida auditiva neurosensorial, coriorretinitis y
efectos neurolégicos, como microcefalia, discapacidad intelectual y paralisis cerebral.
Para las infecciones primarias con CMV, el riesgo de efectos fetales adversos es mas
alto durante el primer trimestre, pero el riesgo persiste en el segundo y tercer
trimestre, con algunos resultados fetales adversos.

La transmision se produce via transplacentaria, en el canal del parto o por la leche
materna y posteriormente por transfusiones sanguineas; la transferencia
transplacentaria es la que produce mayor compromiso multisistémico (Cofre, et al.,
2016).




TORCH

Las infecciones neonatales se adquieren comunmente por la via intrauterina o durante
el parto. El acronimo TORCH fue designado para un grupo de infecciones comunes,
y se utiliza de forma universal para caracterizar el cuadro clinico que presenta el feto
o el recién nacido compatible con una infeccidn congénita que incluye rash,
hepatoesplenomegalia, hidrocefalia o microcefalia, alteraciones cardiovasculares,
auditivas y oculares. Cada letra representa la inicial de una patologia: la T
corresponde a la toxoplasmosis; la O a otras, como la sifilis y el VIH; la R a la rubéola;
la C al citomegalovirus y la H al herpes simple.

La infeccion materna se puede transmitir al producto a través de la via hematogena,
via canal del parto, a través de la leche materna y por la via ascendente, esta ultima
ocurre cuando el microorganismo infecta el tracto genital materno y asciende hasta la
cavidad intrauterina, ya que provoca corioamnionitis, rotura prematura de membranas

e infeccion del feto (Frutos, et al., 2018).

1.5.2 Etiologia genética

Etiologia genética no sindromica

La malformacion mas comun del prosencéfalo en humanos es la holoprosencefalia
(HPE), caracterizada por ausencia en la division del prosencéfalo. Dicha alteracion es
una anomalia congénita que incluye un espectro amplio de malformaciones
cerebrales ¢ faciales, que resultan del fallo en la division del prosencéfalo (Cervantes,
et.al., 2019).

Esta es una anormalidad estructural del cerebro que se presenta durante la etapa
embrionaria originada alrededor de los dias 18 y 28 de gestacion, cuando el
prosencéfalo no se puede dividir parcial o completamente en diencéfalo y telencéfalo
por lo que al final del desarrollo cerebral, pueden quedar afectados los hemisferios
cerebrales, asi como los tractos olfatorios y Opticos (Bertolacini, Richieri y Ribeiro,
2009).




La HPE presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas, su forma mas
severa, que usualmente es incompatible con la vida postnatal, presenta un defecto
cerebral importante, junto con anormalidades faciales muy evidentes, incluyendo
ciclopia, la presencia de una estructura nasal primitiva y hendidura facial media, y de

otros 6rganos, como cardiopatias congénitas, polidactilia, sindactilia, bazo e higado.

En contraste, en los casos mas leves, se presentan solo defectos faciales menores,

incluyendo hipotelorismo, incisivo central unico y microcefalia.

La Holoprosencefalia se clasifica en cuatro tipos segun la naturaleza de las
malformaciones cerebrales que se observan en la neuroimagen y / o el examen
patoldgico, con fenotipos craneofaciales tipicamente reconocibles: alobar, semilobar,
lobar y variante de fusion media interhemisférica (Raam, Solomon y Muenke, 2011).

(Ver figura 2)

a) Holoprosencefalia alobar: Es la forma mas severa que se caracteriza por

un defecto completo en la prosencefalizacion. Como resultado, los 2
hemisferios se encuentran fusionados, existiendo un unico ventriculo de
localizacion central, ausencia de cuerpo calloso y de la hoz cerebral. El
cerebro suele ser mas pequefio de lo normal, y los talamos suelen estar

fusionados. Con frecuencia se asocia a anomalias cromosdmicas.

b) Holoprosencefalia semilobar: Se caracteriza por una interrupcion de la

prosencefalizacién, persistiendo fusién de los hemisferios a nivel anterior,
mientras que posteriormente los hemisferios se encuentran parcialmente

separados.

c) Holoprosencefalia lobar: Su diagndstico suele ser mas tardio. Las formas

leves se presentan con microcefalia, microftalmia, hipotelorismo, hipoplasia

mediofacial y labio leporino.

d) Variante de fusién interhemisférica media (MIHF): En la que los I6bulos

frontales y parietales posteriores no se separan, con una falta variable de
escision de los ganglios basales y el tdlamo y la ausencia del cuerpo
calloso, pero la presencia del genu y esplenio del cuerpo calloso
(Monteagudo, 2020).




Figura 2. Sistema ventricular en los tipos de Holoprosencefalia. (A) Cerebro normal: Los apices de los
ventriculos frontales, temporales y occipitales estan bien definidos. (B) Holoprosencefalia lobar: los cuernos de los
ventriculos frontales estan unidos pero sus apices pueden ser definidos, el resto estd normal. (C)
Holoprosencefalia semilobar: los cuernos de los ventriculos frontales estan unidos y sus apices no pueden ser
definidos, el resto esta normal. (D) Alobar holoprosencefalia: los ventriculos no pueden ser definidos. (Figura
tomada del URL 6).

Genética Molecular de HPE no sindréomico

El gen Sonic Hedgehog humano (SHH), uno de los tres genes homodlogos de
Drosophila melanogaster (la mosca de la fruta), fue el primer gen asociado a HPE que
se identificd. Las deleciones heterocigotas y las variantes sin sentido y de

desplazamiento de marco en SHH predicen un mecanismo de pérdida de funcion.

El gen SHH codifica para una proteina secretada, Sonic Hedgehog, involucrada en el
establecimiento de destinos celulares en varios puntos durante el desarrollo. Se
expresa en el nodo de Hensen, la placa del piso del tubo neural, el endodermo
intestinal temprano, la parte posterior de las yemas de las extremidades y en todo el
notocordio. Se ha implicado como la sefial inductiva clave en el disefio del tubo neural
ventral, el eje de la extremidad anterior-posterior y los somitas ventrales. A medida
que avanza la comprension de la compleja patogénesis molecular de HPE, ahora se
entiende que muchos genes asociados con HPE estan involucrados en la
sefalizacion de Hedgehog. El HPE no sindromico puede heredarse de manera
autosomica dominante o puede ser el resultado de una anomalia cromosomica
heredada o de novo (Tekendo,et al., 2020).




2. GEN SONIC HEDGEHOG
2.1 DESCRIPCION DE SHH

SHH fue inicialmente descrito en 1978 por Wieschaus Volhard como un gen de
polaridad durante la segmentacion del cuerpo del embriéon de D. melanogaster. Su
nombre (Sonic hedgehog) se debe a que, al ser inhibido en moscas mutantes, las
larvas desarrollaron una serie de espinas en todo el cuerpo que les confirieron un
aspecto de erizo (hedgehog, por su traduccidn en inglés) y en referencia al personaje
de videojuegos de Sega Genesis® (Arias, et al., 2016).

El gen SHH esta localizado en el brazo largo (q) del cromosoma 7, en la region 36.3
(7936.3) (ver figura 3).
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Figura 3. Localizacion cromosémica de SHH en el cromosoma 7. Se muestra un esquema del patréon de

bandeo del cromosoma 7, con una flecha amarilla se sefiala la regiéon 36.3. (Figura tomada del GHR, URL 7).

Se encuentra localizado entre las pares de bases 155,799,980 a 155,812,463 del
cromosoma 7. Posee tres exones y dos intrones. (Ver figura 4). El exdn 1 tiene una
longitud de 641 nt (nucledtidos), el exon 2, 262 nty el exdén 3, 3747 nt.

Figura 4. Secuencia gendmica de referencia. Se muestra un gréafico que representa la longitud del gen SHH en

la especie Homo sapiens, y los tres exones e intrones que posee. (Figura tomada de NCBI, URL 8).




2.2 PROTEINA SHH

Las proteinas Shh son secretadas por las células, como las de Purkinje en el cerebelo,
y actuan tanto de modo paracrino como autocrino en las células diana. La parte C-
terminal de la proteina Hedgehog muestra una autoprotedlisis y una actividad de
colesterol transferasa. Ambas actividades dan como resultado la escision de la
proteina de longitud completa en dos partes (ShhN y ShhC) seguida de la unién
covalente de un resto de colesterol al extremo C-terminal del ShhN recién generado.

Ambas actividades se producen en el RE (reticulo endoplasmico).

Una vez escindido, ShhC se degrada en el RE (Pal y Mukhopadhyay, 2015) Ver figura
5.

Figura 5. Modificacion de las partes C- terminal y N- terminal de la proteina Sonic Hedgehog. (Carlson, B.,
2014)

El producto N de la proteina con doble lipidacién (ShhNp) es un morfégeno que es
esencial para una variedad de eventos de patrones durante el desarrollo. Induce el

destino de las células ventrales en el tubo neural y los somitas (Pepinsky, et al., 2000).

Participa en el diseio del eje anterior-posterior del brote de la extremidad en
desarrollo. Esencial para la orientacion del axén y se une al receptor PTCH1
(Homologo parcheado de proteina 1), que funciona en asociacién con SMO (Gen
parcheado suavizado), permitiendo que la via de sefalizacién intracelular active

proteinas Gli capaces de actuar como factores de transcripcion, translocar al nucleo



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mukhopadhyay%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24863049

celular y estimular la transcripcion de genes diana a Shh. En ausencia de SHH,
PTCH1 reprime la actividad de sefializacién constitutiva de SMO (Pepinsky, et
al.,2000).

2.3 Familia Hedgehog

Los mamiferos presentan tres genes de la familia Hedgehog (Ver figura 6) que reciben
el nombre de: Sonic hedgehog (SHH), Indian hedgehog (IHH) y Desert hedgehog
(DHH). Son homdlogos del gen Hedgehog (HH) de D. melanogaster que fue el primer

miembro de la familia en ser identificado (Lasierra, 2009).

DHH juega un papel en la regulacién de la espermatogénesis, mientras IHH tiene una
funcion principalmente en el desarrollo éseo donde regula la proliferacion y la
diferenciacion de los condrocitos. Entre los tres ligandos HH, SHH cuenta con las
funciones mas generalizadas y se considera un modelo de morfégeno. Los
morfégenos son moléculas secretadas que difunden y forman un gradiente de
concentracion en el embridn al cual responden las células del mismo generando
distintos tipos celulares en funcion de la cantidad de ligando al que estan expuestas
(Vuolo, 2015).

La familia de proteinas Hh desempefa funciones esenciales principalmente durante
el desarrollo embrionario, pero también en el mantenimiento y regulacién de algunas
células madre en el organismo adulto y en el desarrollo de muchos tumores humanos.
Son moléculas de sefalizacion intercelular que tienen la capacidad de senalizar a
larga distancia (multiples diametros celulares) y de una manera dependiente de
concentracion. Las proteinas Hh se sintetizan en forma de un precursor que requiere

de un importante procesamiento post-traduccional para generar el ligando activo. Este




procesamiento incluye su digestion autocatalitica y una doble modificacién lipidica
(Lasierra, 2009).

Figura 6. Familia de proteinas Hedgehog. (Figura tomada del URL 9).

2.4 Sintesis, procesamiento y difusién de hedgehog

Shh es sintetizado como un precursor inactivo (la molécula completa pesa unos 45
kDa), que es escindido de forma autocatalitica para formar dos fragmentos proteicos:
uno amino-terminal de 20 kDa (N-Shh) y otro carboxi-terminal de 25 kDa. En
vertebrados e invertebrados todas las actividades de sefializacion vienen mediadas
por el fragmento N-Shh, mientras de momento no se ha encontrado ninguna funcién
conocida para fragmento carboxi-terminal. Durante la escision el fragmento amino-
terminal es modificado por la adicion covalente de una molécula de colesterol.
Ademas, el fragmento N-Shh adquiere otra molécula lipidica, el acido palmitico, que
se une covalentemente a su extremo amino-terminal (Ver figura 5). Esta ultima
reaccion esta catalizada por una enzima O-aciltransferasa codificada por el gen
Skinny hedgehog (Ski) (Vuolo ,2015).

La adicién de estos dos residuos lipidicos permiten la union de la mayor parte de N-
Shh a la membrana celular pero permite la difusién de pequefas cantidades, por lo
tanto es un mecanismo fundamental para la correcta difusién, localizacion, secrecion

y la generacion del gradiente de Shh (Ryan y Chiang, 2012).

La importancia del colesterol en la sefializacién por Hh se pone de manifiesto por el
hecho de que algunos sindromes humanos con fenotipo de falta de funcién de Shh
(holoprosencefalia) son causados por mutaciones en las enzimas que sintetizan el

colesterol. Ademas, se sabe desde hace tiempo que la interferencia farmacologica




con la sintesis del colesterol tiene efecto teratoldgico siendo los fenotipos resultantes

coincidentes con los de falta de funcion de Shh (Lasierra, 2009) (Ver figura 7).

Figura 7. Procesamiento de las proteinas Shh. Primero se sintetiza un precursor de 45 kDa que sufre una
autocatalisis dependiente del fragmento C-terminal para generar el péptido activo que es el fragmento N-terminal
de 20 kDa al que se le afiaden colesterol y acido palmitico. La secrecién de la molécula modificada con el
colesterol requiere de las proteinas Dispatched (Disp) que son transportadores de vesiculas exociticas especificas
para Hh, de la sefal peptidica Scube2 y de la actividad enzimatica Sheddasa. (Figura tomada del URL 10).

2.5 Recepcion y transduccion de la seial

La via de senalizacion Hh (Ver figura 8) es compleja, se han identificado los tres genes
Hedgehog SHH, IHH y DHH, dos genes Patched (PTCH1 y PTCHZ2) y 3 genes Gli
(GLI 1, GLI 2 y GLI 3). El homologo humano del gen Patched es PTCH1, esta
localizado en la region 9922.3, y es un receptor que presenta 12 dominios
transmembrana y se une a cualquiera de los tres ligandos Hh. Igualmente actua como
un gen supresor tumoral de esta via, siendo también uno de los genes diana

regulados por Gli 1 (Garcia, Dominguez y Mir, 2016).

Practicamente la totalidad de las células eucariotas poseen en la membrana celular
un cilio primario cuya funcién consiste en sensar estimulos mecanicos y quimicos y
controlar la diferenciacién celular. En él se encuentra el receptor PTCH1, que en
ausencia de ligando Hh actua inhibiendo y restringiendo su entrada en el cilio de

Smoothened (SMO), un receptor con 7 dominios transmembrana, del tipo GPCR




(receptor acoplado a proteinas G), esencial para la activacion de la via Shh localizado

en el cromosoma 7p32.3, cuando no esta unido a PTCH1 (Sanchez, 2017).

Como resultado, varias quinasas tales como PKA, GSK-3[, CK1 fosforilan el complejo
Sufu-Gli 1, 2, 3 en la formacion de formas inactivas Gli 2, 3-R. Gli-3R viaja al nucleo
e inhibe la senalizacion downstream de los genes diana Hh. En el estado activado, el
ligando Hh maduro se une a PTCH1 inhibiendo asi su unién a Smo. Smo a su vez se
transloca al cilio primario e inhibe las quinasas (PKA, GSK-33, CK1). El complejo Gli
1, 2, 3 permanece en forma activa (Gli 1, 2, 3-A), que luego ingresa al nucleo y activa

la transcripcion de los genes diana Hh (Khatra, Bose y Sinha, 2017).

Figura 8. Transduccion de senales de SHH en vertebrados. El sistema de transduccion de la sefial de Hh inicia
con la union de Hh a Ptc1. En ausencia de Hh, Ptc inhibe la actividad de Smo (por tanto, la funcién de Ptc es
impedir que Smo funcione). En el caso contrario, cuando Hh se une a Ptc, éste no puede inhibir a Smo, por lo que
la acumulacion de este ultimo en el cilio primario conduce a la activacion de Gli que entra al ndcleo en donde actua
como un activador transcripcional de los mismos genes diana especificos de Hh que eran reprimidos. (Figura
tomada del URL 11)




2.6 SHH en el desarrollo embrionario

En la tercera semana de desarrollo de los seres humanos, células del ectodermo
migran por la fosita primitiva y se proyectan en sentido caudo-cefalico en direccion a
la placa precordal, constituyendo la notocorda. Las células de esta estructura
embrionaria producen SHH para contribuir con la organizacién de la placa neural en
la medida que suprime la expresiéon de los genes PAX3 y PAX7 en la mitad ventral
del tubo neural. A este proceso se le conoce como neurulacion. Por tanto, SHH cuenta
con un amplio repertorio morfogénico al generar el gradiente de concentracion que
proporciona la especificidad de la identidad neuronal en el neuroectodermo durante

la embriogénesis (Arias, et al., 2016).

De igual forma, la via de sefnalizacion de SHH en el sistema nervioso central, regula
la proliferacion (ciclo mitético) y la supervivencia (apoptosis) de las células en los
individuos adultos; por ejemplo, en la médula espinal la expresién de SHH induce la
diferenciacion de las células ventrales del tubo neural en dos linajes de células
diferentes a partir de la misma célula progenitora, neuronas motoras y células gliales
reconocidas como oligodendrocitos, a través de la activacion y represion de Twhh,

Ngn2 y Olig2 respectivamente (Sanchez, 2017).

El desarrollo de las extremidades (aletas, alas, patas, brazos y piernas) de los
vertebrados a partir de la cresta ectodérmica apical (CEA) se encuentra regulada por
la expresién de Shh a través de la zona de actividad polarizante (ZPA), la cual se
constituye un pequefio agrupamiento de células mesodérmicas situado en el borde
posterior de la extremidad en desarrollo, es decir un centro de sefAalizacion
morfogénica. La funcion de la ZPA corresponde la sintesis de SHH para establecer
el patron morfogenético anteroposterior y dorsoventral de la extremidad en conjunto
con la expresion de Fgf4 y Formin IV. Las células de CEA sufren apoptosis mientras
que las de ZPA (en donde se secreta SHH) se diferencian en las células progenitoras
que van a dar origen a los tejidos conectivos de la dermis, al tejido 6éseo y al musculo

estriado esquelético (Arias,et al., 2016) (Ver figura 9).




Figura 9. Esquema de expresion (gradiente de concentracion) de SHH en la zona de actividad polarizante
durante la formacién de los esbozos de las extremidades. (Figura tomada del URL 12).




H. JUSTIFICACION

Las malformaciones congénitas (MC), son alteraciones estructurales y funcionales
que ocurren durante la vida intrauterina y pueden identificarse en la etapa prenatal, al
nacimiento. Estas alteraciones influyen de forma importante en la morbilidad y
mortalidad infantil. La Organizacion Mundial de la Salud estima que, a nivel

internacional, ocurren 210,358 muertes por MC durante los primeros 28 dias de vida.

En México, el porcentaje de las MC en la mortalidad infantil (menores de un afo) fue
del 25.5% (6,719 defunciones) en 2014.

Dentro de estas malformaciones, se encuentra la microcefalia que es el resultado de
un disturbio de la neurogénesis o de la muerte de progenitores neuronales, no
obstante, sus causas genéticas son muy heterogéneas. Cientos de sindromes
descritos tienen microcefalia. La tasa de prevalencia en México es de 0.34 % por cada

10,000 nacimientos.

SHH es el gen principal implicado en HPE y posee un papel importante en el
desarrollo temprano del cerebro anterior y del sistema nervioso central. La
microcefalia es una de las distintas manifestaciones clinicas que presenta la HPE,
siendo una malformacion neonatal caracterizada por una cabeza de tamafio muy
inferior. Se han identificado mutaciones heterocigotas a lo largo de este gen en
pacientes con HPE, que incluyen mutaciones de cambio de sentido, sin sentido,
deleciones, inserciones y mutaciones de cambio de marco de lectura y hasta el
momento se sigue analizando el significado funcional de éstas a lo largo de la region

codificante y no codificante de SHH.

Debido a lo anterior, en el presente proyecto se plantea realizar el analisis mediante
secuenciacion capilar de toda la region exoénica de SHH en busca de variantes
genéticas en una serie de pacientes con reporte epidemiolégico de microcefalia,
emitido por la Direccion General de Epidemiologia, entre febrero de 2017 a febrero
de 2018 y en los cuales se han descartado las principales causas infecciosas.
Asimismo, se pretende determinar mediante analisis bioinformatico, el posible efecto
de las variantes genéticas encontradas sobre la estructura y funcién de la proteina

que codifica dicho gen.




. HIPOTESIS

Dado que se sabe que SHH es responsable de alteraciones en el correcto desarrollo
del sistema nervioso debido a que posee un papel importante en el desarrollo
embrionario del encéfalo, si se analiza la region exdnica de dicho gen, y se hallan
variantes que se encuentren o no reportadas en la literatura, entonces éstas podrian

asociarse a la microcefalia.




J. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar las variantes genéticas de SHH mediante la técnica de secuenciacion de
Sanger y HRM, en muestras de DNA de pacientes con diagndstico de microcefalia,
con el propédsito de establecer si éstas se pueden relacionar en un futuro con la

presencia de esta enfermedad.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Estandarizar las condiciones oOptimas de amplificacion mediante la
técnica de PCR punto final para cada uno de los exones del gen SHH,
para que dichos productos sirvan en la obtencion de secuencias

genéticas de las muestras utilizadas y su analisis correspondiente.

= Aplicar la técnica de High Resolution Melting (HRM) por medio de un
termociclador de PCR en Tiempo Real, con la finalidad de utilizarla para

identificar variantes en las secuencias amplificadas.

- Determinar mediante analisis bioinformatico, el posible efecto de las
variantes genéticas encontradas en los tres exones sobre la estructura

y funcién de la proteina que codifica el gen SHH.




K. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

1.1 Sujeto de estudio

El estudio consté de 63 muestras de sangre periférica de pacientes provenientes de
diferentes hospitales localizados en los distintos estados de la republica con un
diagnoéstico prenatal y postnatal (al momento del nacimiento) de microcefalia. Estas
se encontraban coaguladas y con un tiempo de almacenamiento largo, y bajo

condiciones desconocidas.

1.2 Criterios de inclusion.

A. Muestras con diagnostico de microcefalia y resultado negativo a Zika y
TORCH.

B. Diagndstico de microcefalia y resultado negativo a anormalidades
cromosomicas: Las muestras se analizaron con los kits de MLPA (Multiplex
ligation-dependent probe amplification) 070 y 182. Dicho estudio sirve para el
diagnéstico perinatal de las principales aneuploidias cromosdmicas, por lo cual
se descartd que estas anomalias y otros desbalances cromosémicos como
ganancias o pérdidas de regiones subteloméricas o pericentroméricas

(respectivamente) fueran responsables de esta enfermedad.
1.3 Criterios de exclusion

A. Muestras con diagnostico de microcefalia y resultados positivos a infeccion por
el virus del Zika, al perfil de TORCH y/o anormalidades cromosdmicas en el
MLPA.




L. MATERIALES Y METODOS

1. Extraccion del DNA de sangre periférica

A) El material genético de sangre periférica se extrajo utilizando el Kit QIAmp®
DNA Mini and blood Mini Handbook de QIAGEN. Este es un kit util para la
purificacion de DNA de sangre completa, plasma, suero, capa leucocitaria,

linfocitos, manchas de sangre seca (URL 13).

B) Las muestras fueron centrifugadas a 4000 revoluciones por minuto (RPM)
durante 10 minutos, después se transfirio la capa leucocitaria resultante a un tubo
Eppendorf ® de 1.5 mL con una pipeta Pasteur procurando tomar la menor

cantidad de eritrocitos.

C) Se agregd 1 mL de solucién de lisis de eritrocitos a la muestra y se agité con
vortex, se incub6é a temperatura ambiente durante 10 minutos (agitando

constantemente) y después se centrifugé a 14000 RPM durante 10 minutos.

D) Con una micropipeta se retird el sobrenadante, y se repitié lo realizado en el
paso C hasta obtener un botdn limpio, es decir, hasta lisar y eliminar la mayor

cantidad de glébulos rojos.

E) EIl botdon leucocitario se agitdé vigorosamente con ayuda del vortex hasta
disgregarlo completamente y después se agreg6 Buffer AL. Después se adiciond
20 uL de proteinasa K y se incubd 55°C en agitacién constante en el Eppendorf

ThermoMixer® durante toda la noche.

F) Al dia siguiente se afnadié 600 uL de etanol 100 % y se agitd, esto se realizd
con la finalidad de bajar el pH, mover el punto isoeléctrico y permitir que el DNA
se quede pegado a la columna que posteriormente se utilizé. En dicha columna se

hizo pasar 600 uL de la muestra y se coloco en un tubo colector.

G) Se centrifugo6 la columna a 14000 RPM durante 5 minutos y al terminar se
descartd el liquido del tubo colector y se anadié el resto de la muestra a la
columna, se centrifugd a 14000 RPM y nuevamente se descarto el liquido del tubo

colector.




H) Se agregd 600 uL de Buffer AW1 a la columna y se centrifugé a 14000 RPM

por 5 minutos y se descarté el liquido.

) Se agregdé 600 uL de Buffer AW2 a la columna y se centrifugé a 14000 RPM

por 5 minutos y una vez mas se descarto el liquido.

J) Se cambid la columna a un tubo colector limpio y se centrifugd nuevamente a

14000 RPM durante 5 minutos, a fin de secar la columna.

K) Se agrego a la columna 60 uL de Buffer AE, tratando que el liquido cayera
completamente en el centro de la columna y sin tocar la columna con la pipeta.
Esta se incub6é a 55°C durante 2 horas en el Eppendorf ThermoMixer® y se
centrifugd a 14000 RPM durante 5 minutos. El tubo que contenia el DNA se tapé
perfectamente y se almacend a -20°C en caso de no ser procesada la muestra en

el momento.

2. Cuantificaciéon de DNA

Para la cuantificacion se prepard la muestra de DNA, colocando los tubos en el
Eppendorf ThermoMixer® durante 10 o 15 min a 55 °C, y después se vortexed y se
centrifugd en una microcentrifuga con la finalidad de una mejor rehidratacion y

homogeneizacidon del material genético.

Preparada la muestra, se cuantifico por duplicado con ayuda del equipo NanoDrop ™
2000 Spectrophotometer de Thermo Scientific™, calibrando previamente y también
por duplicado con 2 microlitros de buffer de rehidratacion. Asimismo, se resguardaron
los datos obtenidos como la menor concentracion y las respectivas relaciones
260/280 y 260/230.

3. Purificacion del DNA con Acetato de amonio

La pureza del DNA esta indicada por el indice o relacion OD260/0D280 y
OD260/0D230. EI OD260/0OD280 debe estar entre 1.8 y 2.0 y la relacion




0OD260/0D230 debe ser mayor a 1.5. En aquellas muestras en las que no se logré

obtener DNA con valores de pureza aceptables se efectud la siguiente purificacion:

1) Se agreg6 al DNA gendémico, 0.5 volumenes de NH4OAc 7.5 M y 2.5 volumenes
de etanol absoluto (a una temperatura de —20°C).

2) Se agit6é vigorosamente con el vortex y se incubd a —20°C durante 1 hr.

3) Se centrifugd a 14,000 RPM a temperatura ambiente durante 20 min.
Transcurrido el tiempo, se removié el sobrenadante, y se lavé el pellet con etanol
al 80%.

4) Después se centrifugd nuevamente a 14,000 RPM a temperatura ambiente

durante 5 min.
5) Se removio el etanol al 80% y nuevamente se realizo el lavado con etanol.

6) Por ultimo se resuspendio el pellet en buffer AE.

4. Elaboracion de diluciones

Una vez cuantificadas todas las muestras, se efectuaron diluciones para obtener una
concentracion de 30 ng/uL. Dicha concentracion se utilizé posteriormente para el

analisis subsecuente.
El calculo fue el siguiente:
ClV1 = C2V2

1_C2*V2
o1

Donde:

Vi= Volumen del DNA (uL)

C;= Concentracion del DNA (ng/ul)

Vo= Volumen total de la dilucion (50 uL)

C>= Concentracion de DNA deseada (30 ng/uL)




5. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

El MLPA (amplificacién de sondas dependiente de ligandos multiples) es un método
reciente, basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de cuantificacion
relativa del numero de copias normales y anormales de acido desoxirribonucleico

(DNA) de hasta 60 secuencias gendmicas diferentes (Estrada, et al., 2012).

Para el MLPA se utiliz6 la mezcla de sondas SALSA MLPA 070 (Regiones

subteloméricas) Y 182 (Regiones pericentroméricas)

En el dia 1 se realizé la desnaturalizacion del DNA, una vez que la reaccion alcanzo
una temperatura de 25 °C se adicion6 a la reaccién de hibridacion los reactivos y la

cantidad correspondiente que se muestran en la tabla No 3.

Tabla No 3. Reactivos y volimenes utilizados en el MLPA. Dia 1

Reactivo y concentracion Volumen (L)
DNA (30 ng/pL) 5
Buffer MLPA (Tapa amarilla) 1.5
Sondas (Tapa negra) 1.5

En el dia 2, se llevo a cabo la ligacion, agregando los reactivos (Ver tabla No. 4) de

ligacion al momento que la temperatura de la reaccion se mantiene a 55°C.

Tabla No 4. Reactivos y volimenes utilizados en el MLPA. Dia 2

Reactivo Volumen (uL)
dHz20 25
Buffer A 3
Buffer B 3
Ligasa-65 1

Continuando con la reaccion del dia 2, después de ser inactivada la ligasa, se

amplificaron los fragmentos unidos por la ligasa, por medio de una PCR punto final.




Los reactivos que a continuacién se presentan en la tabla No.5 se adicionaron a una

temperatura de 20 °C.

Tabla No 5. Reactivos y volimenes utilizados en el MLPA. Dia 2. Reaccion de PCR.

Reactivo Volumen (uL)
dH20 7.5
SALSA* PCR (Primer-
; 2
Mix)
Salsa* (Polimerasa) 0.5

*Mezcla de reactivos. El nombre es designado por
el proveedor.

Los fragmentos amplificados se encontraban marcados con fluorescencia los cuales
fueron separados por medio de una electroforesis capilar, utilizando el secuenciador
3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems, empleando POP7 de Applied
Biosystems como polimero. Este equipo separa los fragmentos por tamanos, de
menor a mayor y con ayuda del marcador de peso molecular Gene Scan 500 (con el
fluoréforo LIZ) se determinan los pesos moleculares de cada fragmento amplificado.
El analisis de los fragmentos se realizo con el software Coffalyser de MRC Holland.
Este programa asigna un nombre a cada fragmento dependiendo del tamafio y de la
sonda utilizada, realiza una comparacion con muestras control, el aumento o
disminucién de la cantidad de numero de copias con respecto al control y arroja una

prediccion de ganancia o pérdida de material genético.

6. Diseno y caracteristicas de los primers

Como se mencion6 anteriormente, SHH posee tres exones de diferente longitud y los
primers que se emplearon para amplificar el gen se disefiaron para abarcar por
completo cada exdén y parte de la region intronica. Para ello se empled el software
Primer Select de DNASTAR en donde se consideraron condiciones generales del
disefio de primers como longitud del cebador, temperatura de alineamiento, contenido

guanina y citosina y que ambos sentidos: forward y reverse tuvieran la misma Tm o




una parecida. Asimismo, se evalud su especificidad mediante la plataforma de Primer
Blast del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Los disefios

especificos para cada region se pueden observar en la tabla 6.

Tabla No 6. Disefo de iniciadores empleados para el gen SHH

Secuencia de Primer Tamano del Ll
- u Longitud experimental
Region Forward (F) fragmento  C)
Reverse (R) amplificado (pb)
F 5- TCTCCAGGCTTGCTACCATTT -3° 21 nt
Exoén 1 678 51.2
R 5- CCTGGAAAGCCACACATTC -3’ 19 nt
F 5’- AGGCTAACGTGTCCGTCGGT -3’ 20 nt
Exoén 2 495 54.4
R 5°- CCTCAAAGGTAGGGGTGATTT -3° 21 nt
F 5°- CTCCCTCTCGGAACTCAATG -3’ 20 nt
Exén 3 987 57
R 5- ACTCAGTCTGGTTCGTGCGCCTT -3° 23 nt

7. Estandarizacion de la amplificacion de la region exénica de SHH

Las condiciones de amplificacidon para el exén 1y 3 se estandarizaron empleando la
enzima HotStarTaq DNA Polymerase Master Mix de QIAGEN, la cual requiere de un

paso inicial de activacion por calor (95°C durante 15 min).

El Master Mix incluye la enzima, los dNTPs (dideoxinucledtidos trifosfatados), Buffer
de reacciéon y MgClz (Cloruro de Magnesio), ademas se agregaron otros compuestos
como H20 grado biologia molecular, primers forward y reverse, ambos a una

concentracion de 10 pmol/uL y DNA control.

Es importante mencionar que el DNA utilizado fue un templado control, el cual ya se
habia probado su amplificacion con esta enzima, y ademas ya se habia analizado y
comprobado que no tenia alguna alteracion en la secuencia de SHH. A continuacion,
se muestran tablas que indican la composicion de cada reaccion dependiendo el exdn

utilizado:




Tabla No 7. Composicion de la reaccion de PCR punto final para el exén 1.

HotStarTaq DNA Polymerase 12.5

Primer Forward (10 pmol/uL) 2.5

Primer Reverse (10 pmol/uL) 2.5
DNA (30 ng/pL) 3

H20 4.5

Tabla No 8. Composicion de la reaccion de PCR para el exén 2.

Master Mix de Bio-Rad 5
Primer forward (10 pmol/uL) 0.5
Primer Reverse (10 pmol/uL) 0.5

H20 3
DNA (30 ng/uL) 1

Para el exén 2 se utilizdé un master mix (mezcla) de Bio-Rad para PCR en tiempo real
que contiene un intercalante de bases fluorescente: SYBR ® Green, el cual satura la
doble cadena durante la amplificacién del fragmento por PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa), y mas tarde los fragmentos amplificados se analizaron mediante la
técnica de Desnaturalizacion de Alta Resolucion (HRM, por sus siglas en inglés “High

Resolution Melting”).

Tabla No 9. Composicion de la reaccion de PCR punto final para el exon 3.

Reactivo y concentracion Volumen (uL)
HotStarTaq DNA Polymerase 5
Primer Forward (10 pmol/uL) 1
Primer Reverse (10 pmol/uL) 0.5

DNA (400 ng/pL) 3

H20 5
DMSO 0.5
7-deaza (2.5 mM) 0.5




El exén 3, al ser un fragmento grande de 987 bp y tener mayor porcentaje de guanina
y citosina, fue necesario el uso de otras sustancias que permitieran la amplificacion
por punto final, las cuales fueron dimetil sulféxido (DMSO) y 7-Deaza-2’-deoxy-

guanosine-5"-triphosphate (7-Deaza).

El 7-Deaza-2'-deoxy-guanosine-5'-triphosphate es un analogo del nucleétido guanina
que es un sustrato candidato para la telomerasa procesiva. El uso de este analogo
mejora los rendimientos de la PCR. Este compuesto también facilita la secuenciacion
de regiones ricas en GC, especialmente si la cantidad de plantilla es bajay / o la
calidad del DNA no es buena. También se utiliza en los métodos de secuenciacion de
terminacién de cadena de didesoxi, en lugar de dGTP para superar los problemas de
compresion en la electroforesis en gel cuando se secuencian tramos de DNA ricos en
GC (URL 14).

DMSO es un disolvente aprotico polar utilizado en el area de biologia molecular en
reacciones de PCR, amplificacién de bibliotecas de cDNA (DNA complementario),
secuenciacion de DNA, tampones de carga de columna para seleccién de poli (A) +
RNA, etc. (URL 15).

Una vez preparada esta reaccion, la amplificacion se realizé en el termociclador
Mastercycler Gradient de Eppendorf ®, y para seguir con la estandarizacion se realizd
una rampa de diferentes temperaturas, para establecer la Tm experimental, de cada
exén. También se considerd el tamano del fragmento para escoger el numero de

ciclos que componian la PCR.

Ahora bien, como es sabido, la PCR es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos repetidos
en los que la secuencia blanca es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha
la actividad de la enzima DNA polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el DNA en las células. Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres
etapas principales: desnaturalizacién, hibridacién y extensién (Tamay de Dios, Ibarra
y Velasquillo, 2013).




A continuacion, se muestra la figura 10 que corresponde a un grafico que representa

las condiciones y los pasos de la reaccion de PCR tiempo final.

Figura 10. Programa de PCR punto final utilizado en la estandarizaciéon y amplificacion de la region exénica
de SHH.

8. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos

La electroforesis del DNA de los fragmentos amplificados se realizé en geles de
agarosa al 1.5 % de concentracion. Se utilizoé el fotoiluminador Fotophoresis | para
analizar los productos obtenidos, es decir para visualizar que las amplificaciones si se
llevaron a cabo, o el tamano del fragmento obtenido, y que no hubiera bandas de

productos inespecificos.

A continuacién, se presenta la figura 11 que corresponde a los geles de agarosa

obtenidos de la estandarizacion de cada exon.




Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % con buffer TBE 1X, tefiido con GelRed y sometido a un
voltaje de 80-90 V. Se observa un gradiente de temperaturas, con la finalidad de escoger la temperatura 6ptima
para la amplificacion (se utilizé un DNA stock para realizar la estandarizacion). Asimismo, se logran visualizar
amplificaciones especificas para los exones 1y 2, obteniendo fragmentos de 600 pb aproximadamente para el
exon 1y de 500 pb para el exén 2. En el caso del exén 3, se obtienen amplificaciones de 900 pb aprox. ademas,
se alcanza a notar una banda muy tenue de aproximadamente 500 pb, no obstante, dicha banda no interfiere en

la secuenciacion.

9. High Resolution Melting (HRM)

La técnica de Desnaturalizacion de Alta Resolucion (HRM, por sus siglas en inglés
“High Resolution Melting”) es un analisis post-PCR que permite no solo detectar la
presencia de una secuencia de DNA, si no también identificar variaciones de la
secuencia amplificada, lo cual permite genotipificarla directamente. El analisis de
HRM mide los cambios en la fusion de un duplex de DNA y puede discriminar de
acuerdo con el contenido de GC, la longitud o complementariedad de las hebras de
DNA. Incluso se pueden identificar cambios en una sola base tal como en los SNPs
(polimorfismos de un soélo nucleétido) (URL 16). Esta técnica se basa en el analisis
de las curvas de desnaturalizacion de productos de PCR, mediante el uso de equipos
de PCR en tiempo real y fluoréforos mejorados que se intercalan y saturan el DNA de

doble cadena

El exdn 2, fue el unico que fue analizado por esta técnica, la cual consistié en la

preparacion de una mezcla de reaccion que constdé de DNA, Kit Precision Melt




SuperMix™ de Bio-Rad, los primers forward y reverse y el H2O grado biologia
molecular (Ver tabla 4). Para comenzar con la estandarizacion se realizé una rampa
de temperaturas para encontrar la temperatura de alineamiento (Tm) Ooptima,
utilizando el programa de amplificacion y posterior desnaturalizaciéon sugerido por el

proveedor (Ver figura 12).

Se realiz6 la amplificacién por PCR en el Thermociclador: Mastercycler gradient de

Eppendorf y fue una reaccion que durd aproximadamente 2 horas.

Para evaluar la especificidad de los iniciadores se analizaron los picos de
desnaturalizacion (Ver figura 13) resultantes de la desnaturalizacién o melting que se
llevé a cabo en el equipo de PCR en tiempo real CFX 96 Touch™, Bio-Rad, reacciéon

que duré aproximadamente 1 hora.

Figura 12. Programa de amplificacion y posterior desnaturalizaciéon para la técnica de HRM. Primero se
realizé la reaccion de PCR, y posteriormente se elevé la temperatura a 95 °C durante 30 segundos y después
descendi6é a 60 °C, la temperatura se increment6 de forma gradual a partir de este punto, incrementando 0.2 °C

cada 10 segundos y midiendo la fluorescencia cada uno de estos incrementos.




De preferencia debe observarse un solo pico en la curva de desnaturalizacién, aunque
existe la posibilidad de que se observe mas de un pico a pesar de que la reaccion sea

especifica debido a las estructuras secundarias formadas por los iniciadores.

Figura 13. Curva de desnaturalizacion. El programa permite obtener ademas de la curva de desnaturalizacion
una grafica que representa el diferencial de las unidades relativas de fluorescencia sobre el diferencial de tiempo
en el eje de las ordenadas (y) y la temperatura en °C en el eje de las abscisas (x), lo que permite detectar un

“cambio brusco” en la fluorescencia de cada muestra, que se representa como un pico Unico de desnaturalizacion.

Los datos obtenidos de las curvas de desnaturalizacién se analizaron con el software
Precision Melt Analysis™ v1.3 de Bio-Rad, con el cual se obtuvo distintos clusteres o
patrones diferentes de secuencias (Figura 14). Después se secuenci6 las muestras

mas representativas de cada cluster.




Figura 14. Curva diferencial de desnaturalizacion. Este grafico muestra la diferencia en fluorescencia entre un
pozo y la fluorescencia de una curva de referencia. La curva de referencia se deriva de la fluorescencia promedio
de todas las curvas dentro de un grupo de referencia seleccionado. Sirve para una facil identificacion visual de los
clusteres debido a que los agrupa en diferentes colores. En la figura se observa un total de 4 clusteres (rojo, azul,
verde y naranja).

10. Purificacién con Exonucleasa

Para efectuar la reaccion de secuenciacién, se purificaron los fragmentos obtenidos
en la PCR punto final y los de la placa de melting, por medio del reactivo de limpieza
de productos de PCR ExoSAP-IT ™. Esta es una enzima exonucleasa que hidroliza
el exceso de cebadores, enzimas y nucleétidos no incorporados enzimaticamente, es

decir cualquier fragmento de DNA monocatenario.

A continuacion, se presenta la tabla 10 con los reactivos y volumenes especificos de

la reaccion.




Tabla No 10. Composicion de la reaccion de ExoSAP-IT ™,

Reactivo Volimenes (pL)
ExoSAP-IT 1
H20 4
Producto de PCR 2

La reaccion se efectud en dos pasos (Ver figura 15): La primera incubacién digiere el
cebador en exceso y desfosforila los nucledtidos y se llevé a cabo a 37 °C durante 15

min. y la segunda incubacion a 80°C, 15 min. inactiva a la Exonucleasa.

Figura 15. Grafico de temperaturas e incubacion empleado para la purificacion por ExoSAP-IT®




11. PCR de Secuencia

Una vez purificado el producto de PCR, se realiz6 la reaccidon de secuenciacion (Ver
figura 16), para la cual se empled el kit BigDye® v3.1 Terminator Sequencing Cycle
(Applied Biosystems). Dicho kit posee el Sequencing Buffer 5X, y del BigDye®,
aunque la reaccion también consta de H20 grado biologia molecular y primers

(dependiendo el sentido en el cual se quiere secuenciar).

A continuacion, se presenta la tabla 11 con los reactivos y volumenes especificos de

la reaccion:

Tabla No 11. Composicidn de la reaccion de secuenciacion.

Reactivos y concentraciéon Volumen (pL)
Producto de ExoSAP-IT 7
H20 7
Sequencing Buffer 5X 3
Primer (Forward o Reverse) (3.2 mM) 1
BigDye® 2

Figura 16. Esquema de amplificacion empleado para la PCR de secuencia.




12.  Purificacion con columnas del kit Dye Ex 2.0

Las reacciones de secuenciacion se purificaron empleando el kit Dye Ex 2.0 Spin kit
de Qiagen. Este kit se compone de columnas con material de filtracion en gel, en el
que quedan retenidos los nucledtidos terminadores que no se incorporaron en la PR

de secuencia.

Las columnas se centrifugaron a 2500 RPM durante 2:30 min con el fin de quitar el
buffer en las que se encuentran hidratadas, después con una micropipeta se paso el
contenido del tubo de la reaccién de PCR de secuencia, con cuidado de no perforar

la columna, y de pasar el liquido lentamente por el centro de ésta.

Después se repitié la centrifugacion, con el mismo tiempo y revoluciones utilizadas
anteriormente, con el propdsito de pasar la muestra por la columna y efectuar la

purificacion.

Los productos filtrados fueron secados, colocandolos en el ThermoMixer®, a una

temperatura de 85° C durante 15-20 min.

13. Secuenciaciéon

A los productos de secuenciacion se les agregé 15 uL de formamida, con el propésito
de evitar la evaporacion durante su analisis en el secuenciador, y de preservar la

muestra en la placa en caso de necesitarlos después.

Finalmente se corrieron en el secuenciador capilar ABl 3130 Genetic Analyzer de
Applied Biosystems (Ver figura 17).




Figura 17. Representacion grafica de la reaccion de secuenciacion y obtencion de resultados

(electroferograma). (Figura recuperada del URL 17).

14. Analisis Bioinformatico

Las ambiguedades presentes en las secuencias obtenidas con los primers Forward y
Reverse se resolvieron con la finalidad de obtener una secuencia consenso para cada
region en estudio empleando el software BioEdit v.7.2. Después dichas secuencias
consenso se alinearon contra todas las secuencias presentes en la base de datos del

NCBI utilizando la plataforma de Nucleotide Blast (nBlast).

Posteriormente, las secuencias en las que se encontraron alguna variante (cambio de
base, delecion, insercidn etc) con respecto a la secuencia gendmica de referencia de

SHH de la especie Homo sapiens, se ingresaron a herramientas bioinformaticas como




Mutalyzer Human Variation del NCBI, para observar la nomenclatura correcta y para
predecir si la variante genética era capaz de generar un cambio a nivel de la secuencia

de aminoacidos en la proteina.

Asimismo, cada variante que si gener6 un cambio, se analizd con el programa
bioinformatico PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) que predice el efecto de
una variante sobre una proteina, ésta herramienta asigna un score o puntuacion entre
0.0 y 1.0 a cada variante, y las que presentan un score igual o menor a 0.45 se
consideran benignas, las variantes que presentan un score mayor a 0.45 y menor a
0.85 son consideradas como posiblemente patogénicas y por ultimo las variantes que
poseen un score mayor o igual a 0.85 se consideran probablemente dafiinas.
Panther a su vez, estima la probabilidad de que un SNP codificador no sinbnimo
particular, cause un impacto funcional en la proteina; ya que calcula el periodo de
tiempo (en millones de afos) que un aminoacido dado se ha conservado en el linaje
que conduce a la proteina de interés. Cuanto mas largo sea el tiempo de
conservacion, mayor sera la probabilidad de impacto funcional.

También, se utilizé SIFT, que predice si una sustitucion de aminoacidos afecta la
funcion de la proteina en funcién de la homologia de secuencia y las propiedades

fisicas de los aminoacidos.

Por el contrario, las variantes que no provocan un cambio de producto proteico, se
analizé con el programa Human Splicing Finder 3.0 para determinar si no causan un

efecto en zonas reguladoras.

Para los polimorfismos que se encuentran reportados, se analizaron en la base de
datos Ensembl, con la herramienta Variant Effect Predictor (VEP) que ayuda para

predecir las consecuencias funcionales de variantes conocidas.




M. RESULTADOS

Se estudiaron 63 muestras de pacientes con diagnodstico de microcefalia no infecciosa
con cariotipo normal, y con resultados negativos a anormalidades cromosdémicas en
el MLPA (mix de regiones subteloméricas y mix de regiones pericentroméricas). La
cifra total de muestras estudiadas dependi6 de la cantidad de muestras otorgadas por

la Direccién General de Epidemiologia.

Para el caso del exdon 1 se contd con una n de 40, y para el exén 2, un total de 63
muestras de DNA. La diferencia del numero total de muestras analizadas entre los
dos exones se debid a la cantidad, concentracion y pureza del material genético con

el que se contaba de cada muestra.

En dicha poblacion de estudio se encontraron un total de 11 diferentes variantes
dentro del gen SHH (ver tabla 12 y 13), de las cuales 5 resultaron en un cambio de
aminoacidos, por lo cual se analizaron con el programa bioinformatico PolyPhen-2

para observarse el efecto de las variantes sobre la proteina que codifica este gen.

En la tabla 12 se resumen las variantes no sindnimas encontradas. Asimismo, se
muestra su descripcion y significado molecular predecido en Mutalyzer y PolyPhen-2
asi como también la prediccion que arroja SIFT y Panther en el caso de las variantes

que provocan un cambio en la secuencia de aminoacidos.

Las 6 variantes restantes no provocaron cambio en la secuencia de aminoacidos
debido a que se produjeron en la region intronica (Tabla 13), no obstante, se
analizaron con la herramienta Human Splicing Finder 3.0 (http://www.umd.be/HSF/)

para predecir si éstas afectan los sitios de splicing.




No de
muestra

71

137

104

Tabla 12. Variantes encontradas en el exén 1y 2 de SHH que provocan un cambio de aminoacido

(missense mutation o mutaciéon con cambio de sentido.

Variante

NG_007504.2:9.5265
dup

NG_007504.2:9.5174
T=C

NG_007504.2:9.5362
G=C

NG_007504.2: g.10901
C=T

NG_007504.2:
g.10729A>C

Mutalyzer

Se genera un cambio
de una Leu por Ala en
la posicion 39. Y 25
codones después
aparece un coddn de
paro prematuro,

Se genera un cambio
de una Leu por Pro en
la posicion 8.

Se  genera un
cambio de una Glu
por GIn en la
posicion 71

Se genera un cambio
de una Ala por Val en
la posicién 162.

Se genera un cambio
de una Lys por Gin en
la posicién 105.

PolyPhen-2

Mutacion
probablemente
dafiina (score
0.999)

Mutacion
(score de 0.303)

Mutacion
probablemente

de

benigna

dafiina (score de

0.999)

Probablemente
dafiino  (score
1.000)

Probablemente
dafiino  (score
0.994)

PSEP: Preservacion evolutiva especifica de posicion

Ma: Millones de aiios

de

de

SIFT

Se predice que Ia
sustitucion AFECTA LA
FUNCION DE LA
PROTEINA con  un
puntaje de 0.00.

Se predice que la
sustitucion AFECTA
LA FUNCION DE LA
PROTEINA con un
puntaje de 0.02.

Se predice que la
sustitucion se
TOLERARA con un
puntaje de 0.10.

Se opredice que la
sustitucion AFECTA LA
FUNCION DE LA
PROTEINA con  un
puntaje de 0.00.

Se predice que Ila
sustitucion AFECTA LA

FUNCION DE LA
PROTEINA con un
puntaje de 0.01.

Panther

Probablemente
daiiino.
PSEP: 1036 Ma

Probablemente
daiiino.

PSEP: 455 Ma

Probablemente
daiiino.

PSEP: 750 Ma

Probablemente
daiiino.
PSEP: 1036 Ma

Posiblemente dafino.
PSEP: 362 Ma




Tabla 13. Variantes sinébnimas encontradas en el exé6n 1y 2 de SHH.

No de muestra Variante Descripcion
100 NG_007504.2:9.4876 dup Se duplica una G en la regidn no
codificante
104 NG_007504.2:9.5119_5119dup Se duplica una G en la regién no
codificante.
115 NG_007504.2:9.5027G>A Se encuentra un cambio de una G por una A

en la region intrénica.

137 NG_007504.2:9.4979A>G Hay un cambio de una A por una G en la
region intronica.

NG_007504.2:9.4977 C>G Se encuentra un cambio de una C por una
en la region intronica.

142 NG_007504.2:9.5027G>A Existe un cambio de una G por una A en la
region no codificante.

1,2,4,5, NG_007504.2: g.10729A>C Se encuentra un cambio de una T por una

7,8,10,11,15,16,35,92, G, en una zona que no pertenece al CDS.
131, 135,y 140

Estas variantes también se analizaron en Mutalyzer, encontrando que no provocan un cambio en la secuencia de
aminoacidos debido a que se localizan en regiones no codificantes. (Los datos no se muestran). Se puede

observar que la variante NG_007504.2: g.10729A>C se hall6 en el exd6n 2 en varias muestras analizadas.




Cada variante, al ser de un sélo nucleétido se buscé en la base de datos dbSNP, para
saber si ya se encontraba reportada. Los resultados se muestran en la tabla que a

continuacion se presenta (Ver tabla 14).

Tabla 14. Total de variantes encontradas en SHH y su estado en dbSNP (NCBI).

EXON 1
NG_007504.2:9.5265 dup No reportada
NG_007504.2:9.5174 T>C rs938130628
SHH
NG_007504.2:9.4876 dup No reportada
NG_007504.2:9.5119_5119 dup No reportada
NG_007504.2:9.5027 G>A rs9333594
NG_007504.2:9.4979 A>G No reportada
NG_007504.2:9.4977 C>G No reportada
NG_007504.2:9.5362 G>C No reportada
EXON 2
NG_007504.2:9.11089 T>G rs1233554
NG_007504.2: g.10901 C>T No reportada
NG_007504.2: g.10729 A>C No reportada

Se puede observar que la mayoria de las variantes encontradas en este estudio no se encuentran reportadas en

la base de datos dbSNP del NCBI, ademas de que la mayoria fueron halladas en el exén 1.




A continuacion, se muestran las representaciones graficas de algunas de las variantes
encontradas en la secuenciacion, y el posterior alineamiento de la secuencia obtenida

y la secuencia de referencia en nucleotide BLAST (Figuras 18 a 22).

Figura 18. Electroferograma de la variante heterocigota hallada en el exén 1 del gen SHH. En el recuadro
azul se observan dos diferentes picos pertenecientes a una adenina y una guanina en una sola posicion:
NG_007504.2:9.5027G>A.

Figura 19. Alineamiento en BLASTn. En el recuadro se visualiza el cambio de bases que se muestra en el
electroferograma de la figura 18. Cuando no existe una linea vertical entre ambas secuencias, significa una

sustitucion de bases.




Figura 20. Electroferograma de la variante encontrada en el exén 1 del gen SHH. En el recuadro amarillo se
observa un pico del doble de ancho perteneciente a una guanina, en el cual gracias al programa Name Checker

de Mutalyzer, se logra identificar que se trata de una duplicacién de esta base: NG_007504.2:9.4876 dup.

Figura 21. Electroferograma de la variante homocigota encontrada en el exén 2 del gen SHH. En el recuadro
amarillo se observa un pico perteneciente a una guanina, no obstante, al alinearlo en BLASTn indica que deberia

estar una timina en esa posicion.




Figura 22. Alineamiento en BLASTn. En el recuadro rojo se visualiza el cambio de bases que se muestra en el
electroferograma de la figura X: NG_007504.2:9.11089T>G. Cabe sefalar que esta variante se encontr6 en varias

muestras analizadas.

VARIANTES CON CAMBIO DE AMINOACIDO

Como se menciond anteriormente, se utilizé también Polyphen-2 en las variantes
encontradas y que al analizarse con el software Mutalyzer, revelaron que provocan el

cambio de un aminoacido por otro.

En el caso de la mutacion NG_007504.2:9.5265 dup, se genera un cambio de una
leucina por una alanina, debido a la duplicacion de una guanina en la posicion 39 de
la proteina que codifica SHH. Segun la prediccidn, estda mutacion es probablemente

danina.




Figura 23. Prediccion de PolyPhen para la variante NG_007504.2:9.5265 dup. Se observa que la mutacion es
probablemente dafiina, con un puntaje de 0.999.

Figura 24. Visualizacion en 3D de la proteina afectada en la prediccion de PolyPhen de la variante
NG_007504.2:9.5265 dup.




Figura 25. Prediccion de PolyPhen para la variante NG_007504.2:9.5174 T>C. Se observa que la mutacion es

benigna, con un puntaje de 0.303.

VARIANTES SINONIMAS

Tabla 15. Analisis in silico de las variantes intronicas en la herramienta bioinformatica Human
Splicing Finder.

100

104

115

137

142

1 2

NG_007504.2: g.4876 dup

NG_007504.2: g.5119_5119dup

NG_007504.2: g.5027G>A

NG_007504.2: g.4977 C>G

NG_007504.2: g.4979A>G

NG_007504.2: g.5027G>A

4 5, NG_007504.2: g.11089T>G

7.8,10,11,1516.35,92,
131, 135,y 140

La mutacién ocurre en las posiciones intrénicas profundas.
No afecta las zonas de splicing (puntos naturales de corte ni branch
points)

La variante crea una activacion de un sitio aceptor criptico intrénico.
Posible alteracion del splicing.
También existe una alteracion (rompimiento) de un sitio intrénico de
ESS (Silenciador de Splicing exoénico), no obstante, probablemente
no haya impacto en el splicing.

Existe un rompimiento de un sitio intrénico de ESS, probablemente
no haya impacto en el splicing.

Esta variante probablemente no tenga impacto en las zonas de
splicing (puntos naturales de corte ni branch points)

Existe un rompimiento de un sitio intronico de ESS, probablemente
no haya impacto en el splicing.

Existe un rompimiento de un sitio intrénico de ESS, probablemente
no haya impacto en el splicing

La mutacién ocurre en las posiciones intronicas profundas.
No afecta las zonas de splicing (puntos naturales de corte ni branch
points)




En la tabla se distingue que solo en la variante NG_007504.2: g.5119_5119dup existe la posibilidad de alterar el
splicing, debido a que se crea una activacién de un sitio aceptor criptico intrénico. Todas las demas variantes no

provocan un impacto en zonas de splicing, segun esta base de datos.

Human Splicing Finder es una herramienta que esta destinada a ayudar a estudiar el
splicing previo al mRNA, a continuacion, se presenta una figura que muestra el
resultado que arroja esta base de datos.

Figura 26. Alteracion en el splicing por la variante NG_007504.2: g.5119_5119dup. Crea una activacion de
un sitio aceptor criptico intrénico y por lo tanto, hay un posible alteracion del splicing. También existe una alteracion
(rompimiento) de un sitio intrénico de ESS (Silenciador de Splicing exénico), no obstante, probablemente no haya
impacto en el splicing.

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)

A continuacioén, se muestran los resultados obtenidos de la busqueda de los SNP
encontrados en la base de datos Ensembl:

Categoria Contar Consecuencias (todas) Consecuencias de codificacion
Variantes procesadas 1
Variantes filtradas 00
Novela / variantes existentes 0(0.0)/1{100.0)
‘ upstream_gene_variant: 75%
Genes superpuestos 2 missense_variant: 17% missense_variant 100%
Transcripciones superpuestas 1 @ regulatory_region_variant 8%
Caracteristicas reguladoras superpuestas 1

Vista previa de resultados

© Navegacién (por variante) Q Filtros th Descargar
Pagina: 1det | Mostrar: 1 Todas las variantes | Variante cargada Y| [es v | |definido @ Todos:

BioMart: varian

2
l Mostrar | cculiar columnas (15 OCUHaS) _

Variante Ubicacion  Consecuencia Impacto Simbolo  Gene Tipo de Caracteristica Biotipo Exon

EIGH & ETARTHIE

rs938130628 T missense variant MODERAR SHH ENSG00000164690 Transcripcidn ENST00000297261.7 codificacion de proteinas ~ 1/3
155812100-
155812100

rs938130628 T upstream_gene variant  MODIFICADOR SHH ENSG00000164690 Transcripcidn ENST00000430104.5 codificacion de proteinas
55812100-




Figura 27. Resultados de la herramienta predictor del efecto variante (VEP) de Ensembl pertenecientes al

rs938130628. Se muestra el resumen estadistico, las graficas de consecuencias y la tabla de resultados que

incluyen varias columnas de informacion acerca de la variante analizada.

Caracteristicas reguladoras superpuestas 1

Mista previa de resultados

acion (por variante)

Pégina: 1del |

1

@ regulatory_region_variant: 8%

Mostrar: 1 Todas las variantes

Impacto

- \
Categoria Contar Consecuencias (todas)
Variantes procesadas 1
Variantes filtradas ]
Movela / variantes existentes 0(0.0)/1({100.0)

‘ upstream_gene_variant: 75%
Genes superpuestos 2 5_prime_UTR_variant: 17%
Transcripciones superpuestas il

Variante cargada v |es v

Simbolo  Gene Tipo de

Variante Ubicacion Consecuencia
cargada 4
rs9333594 T 5p
155812247
155812247
rs9333594 T upstream_gene variant
155812247-
155812247

MODIFICADOR SHH

MODIFICADOR SHH

4 Descargar

definido Todos:

BioMart: varian

2

Mostrar / ocultar columnas (17 ocultas)

Caracteristica Biotipo

caracteristica

ENSG00000164690 Transcripcion

ENSGO00000164690 Transcripcidn

ENST00000297261.7 codificacidn de proteinas 13

ENST00000430104.5 codificacidn de proteinas

Figura 28. Resultados de la herramienta predictor del efecto variante VEP de Ensembl pertenecientes al

rs9333594.

Figura 29. Resultados de la herramienta predictor del efecto variante VEP de Ensembl pertenecientes al

rs1233554.




N. DISCUSION

Como se menciond anteriormente, la microcefalia es un signo clinico que se
encuentra descrito en cientos de sindromes genéticos por lo que su etiologia no

corresponde a la alteracién de un solo gen en particular.

En este estudio, se eligié analizar a Sonic Hedgehog debido a su papel importante
como gen morfégeno. Los morféogenos son moléculas de naturaleza organica que es
producida y secretada por un grupo de células embrionarias y que pueden difundir y
actuar a distancia sobre otras células como sefales posicionales que controlan el
destino celular en el embrion, es decir, regula la expresion diferencial de genes de

una manera dependiente de la concentracion (Rojas, Signore y Mejias, 2014).

Debido a lo anterior, Sonic es determinante en el correcto desarrollo del sistema
nervioso central, siendo légico que alteraciones en su secuencia provoquen

desordenes neuroldgicos de suma importancia clinica.

De las 11 variantes que se encontraron en los exones 1y 2 de SHH (ver tabla 12 y
13), 5 resultaron en un cambio de aminoacidos, es decir son variantes no sindbnimas
debido a que los cambios en las bases dan lugar a un nuevo aminoacido, generando

cambios estructurales o funcionales en la secuencia de la proteina.

Como se menciond en la metodologia, cada variante que originé un cambio en la
secuencia proteica se analizé con la base de datos PolyPhen-2 la cual arroja
resultados prediciendo el posible impacto de estos cambios. La mayor parte de la
variacion genética humana esta representada por SNPs (polimorfismos de un sélo
nucleoétido) y se cree que muchos de ellos causan diferencias fenotipicas entre los
individuos humanos. Esta base de datos se centra especificamente en SNPs no
sinénimos (nsSNPs) (URL 18)

PolyPhen-2 asigna un score o puntuacion entre 0.0 y 1, si el score < 0.45 la variante
se considera benigna, > 0.45 y > 0.85 posiblemente dafiinay < 0.85 probablemente
dafina, y en cuatro de estas variantes se predijo que la sustitucién de aminoacidos
provoca una mutacion probablemente dafiina con scores que tienen un puntaje desde
0.994 a 1.00, lo que significa que probablemente el cambio que genera en el producto

proteico de SHH afecte directamente en su funcién o estructura.




La variante NG_007504.2:9.5174 T>C se encuentra reportada en dbSNP (base de
datos de polimorfismo de nucled6tido unico) que es un recurso en linea unico que
contiene todas las variaciones genéticas identificadas, aunque el nombre de la base
de datos implica una coleccion de una sola clase de polimorfismos (SNP), de hecho
contiene un rango de variacién molecular: pequenos polimorfismos de insercion y
eliminacién cortos (indels / DIP), repeticiones en tandem cortas (STR), secuencias
heterocigotas no caracterizadas y variantes con nombre. (Sherry, 2001) Ademas, esta
variante provoca un cambio de una Leucina por una Prolina en la posicion numero 8
(Leu8Pro) y al analizarla con SIFT, herramienta que analiza en aminoacido en
cuestion de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas, predice que la sustitucion no
se tolerara con un puntaje de 0.02. Siendo lo contrario en PolyPhen, el cual predice
que se trata de una mutacion benigna con un score de 0.303. Al analizar
quimicamente a los aminoacidos, se observa que la Leucina es no polar, de cadena
ramificada y tiene como grupo sustituyente en su cadena R a un grupo isobutilo o 2-
metilpropilo lo que confiere un caracter hidrofébico y no polar, mientras que la Prolina
posee como grupo R un anillo de pirrolidina o tetrahidropirrol, clasificado como polar
sin carga, estas diferencias podrian hacer que el intercambio de estos dos residuos

dificulten la conservacion de la funcién proteica.

Igualmente se examind con la herramienta bioinformatica Panther que estima la
probabilidad de que un SNP codificador no sindbnimo cause un impacto funcional en
la proteina pues calcula el periodo de tiempo en Ma (millones de afos) que un
aminoacido dado se ha conservado en el linaje que conduce a la proteina de interés.
Cuanto mas largo sea el tiempo de conservacion, mayor sera la probabilidad de
impacto funcional. Para la sustituciéon Leu8Pro indica un tiempo de preservacion de
455 Ma, significando que este cambio es probablemente dafino, ya que los umbrales
se definen como: "probablemente danino" (tiempo> 450 Ma), "posiblemente danino"

(450 Ma> tiempo> 200 Ma) y "probablemente benigno" (tiempo <200 Ma).

Dicha variante se encuentra descrita con el numero de identificacion rs938130628, y
aparece como una variante de un solo nucledtido (SNV) sin sentido, con una
frecuencia de 1/125568 y sin significancia clinica reportada en ClinVar (recurso que
agrega informacion sobre la variacion gendmica y su relaciéon con la salud humana 'y

que se encuentra en NCBI). Cada variante recibe una clasificacion clinica mediante



https://en.wikipedia.org/wiki/Polymorphism_(biology)

un sistema de 5 categorias: patogénico, probablemente patogénico, significado
incierto, probablemente benigna y benigna. Ademas, la clasificacion clinica va
acompafnada de una referencia al nivel de confianza de dicha clasificacion, expresado

mediante un codigo de estrellas (Sanchez y De la Hoya, 2016).

No obstante este polimorfismo se buscé en otra base de datos: Ensembl, en donde
los resultados encontrados fueron que esta variante modifica la region 5’ (upstream)
del gen en un 75%, tiene un impacto moderador de variante sin sentidoenun 17 % y
modifica en un 8 % las regiones reguladoras génicas. Asi mismo Ensembl también
proporciona resultados sobre fenotipos asociados a las variantes procesadas,
obteniendo para este caso en particular 20 diferentes fenotipos, entre los que se
encuentran: Esquizencefalia, Microftalmia colobomatosa, Polidactilia de un pulgar,
Holoprosencefalia tipo 3, Holoprosencefalia alobar, Holoprosencefalia por
microforma, Holoprosencefalia semilobar, Holoprosencefalia septopredptica. Como
se menciond en el marco tedrico, la Microcefalia, se encuentra descrita como signo
clinico en algunos tipos de Holoprosencefalia. Roessler y Muenke en su articulo
publicado en 2010, mencionan que la Holoprosencefalia es la malformacion mas
comun del cerebro, cara y cabeza en humanos y que se acompafa de anomalias
faciales como Ciclopia, Cebocefalia, Microcefalia, Microftalmia, Labio leporino entre
otras. Asi, esta variante encontrada podria estar asociada con el desarrollo de
microcefalia como consecuencia de algun tipo de Holoprosencefalia y que, a su vez,
se deriva del cambio de aminoacido que provoca en la secuencia de la proteina SHH.
No obstante, se tendrian que hacer otros analisis para poder determinar con

seguridad esta aseveracion.

Las otras 2 variantes con cambio de sentido encontradas en el exén 1 no estan
reportadas en la literatura, no obstante, PolyPhen arroja que ambas son mutaciones
probablemente dafinas con un score de 0.999. El caso de NG_007504.2:9.5265 dup
genera el cambio Leu39Ala y 25 codones después causa un coddén de paro
anticipado. Este tipo de variantes (INDEL) suelen provocar corrimientos en el marco
de lectura, lo que altera la secuencia de aminoacidos a partir del lugar donde ocurre
la insercion o delecion, por lo que es muy posible que se altere la estructura y funcion

proteica, siendo légico que SIFT indique que la sustitucion afecta la funcion de la




proteina con un puntaje de 0.00; a su vez, Panther indica que es un cambio

probablemente dafino con un tiempo de preservacion de 1036 Ma.

Asimismo, también se analizaron las propiedades de estas moléculas, encontrando
que ambas pertenecen al mismo grupo de aminoacidos no polares o hidréfobos
alifaticos, siendo para el caso de la Alanina el aminoacido menos hidréfobo de los no
polares, cuenta un grupo R pequeno, un hidrocarburo alifatico (CHzs), por lo que ambos
son muy similares en cuanto a estructura, difiiendo ligeramente en su tamafo. En
2015, Monroy Mufioz y colaboradores hallaron una sustitucién similar en la proteina
TBX20, en la que el cambio de una Leucina por una Alanina parecia reducir la
superficie hidrofébica de la proteina. Ellos encontraron que un analisis de
mutagénesis dirigido al sitio donde residuos hidrofébicos voluminosos como la leucina
fueron sustituidos por residuos mas pequenos como Alanina demostré que dichos
reemplazos desestabilizan la proteina no sé6lo porque hay una reduccion en la
estabilizacion hidrofébica sino también porque hay un costo energético asociado con
la creacidon de una cavidad en la proteina plegada, resultando que cuando se crea
una cavidad grande, el reemplazo es mas desestabilizador. Pese a que no se trata de
la misma proteina, se podrian tomar en cuenta estos hallazgos para estudiar mas
profundamente el impacto que genera el mismo cambio de aminoacidos en la proteina
SHH.

Por otra parte, no hay que olvidar que 25 codones después de donde se da el cambio
de aminoacidos existe el surgimiento de un codon de paro prematuro por lo que no
se descarta que el impacto predicho por las herramientas bioinformaticas se pueda
deber también a la detencion de la lectura del mRNA por parte de los ribosomas, lo
que se traduce en una proteina de menor tamafio y probablemente poco funcional.
Keeling y Bedwell en 2011 mencionan que las mutaciones sin sentido o nonsense
estan presentes en un 10-15% de los pacientes con distintas enfermedades genéticas
y ademas que los mRNAs que contienen estos codones de paro prematuro son en si
mismos frecuentemente mas inestables y degradados por el mecanismo de
decaimiento del mRNA (NMD). Todo esto, tiene como consecuencia una reduccién

importante en la produccion de proteina funcional de forma patogénica.

La variante NG_007504.2:9.5362 G>C provoca el cambio Glu71GIn; el Acido

Glutamico es de naturaleza polar y pertenece al grupo de los llamados aminoacidos




acidos, o con carga negativa a pH fisiolégico, debido a que presenta un segundo
grupo carboxilo en su cadena secundaria, por su parte la Glutamina es una cadena
lateral de una amida del Acido Glutamico, formada mediante el reemplazo del
hidroxilo del Acido Glutamico con un grupo funcional amina, lo que le confiere la
naturaleza de polar sin carga, pese a estas diferencias, SIFT predice que la
sustitucion es tolerada con un puntaje de 0.10 y Panther pronostica que el cambio es
probablemente dafiino debido a que el tiempo de preservacion del aminoacido original
es de 750 millones de anos. Es de importancia sefialar que en la muestra en la que
se encontré esta variante, también fueron halladas otras dos mutaciones de tipo
sinbnimo, y es posible que esto se deba a que las mutaciones pueden generar
potencialmente otras mutaciones, esto ocurre indirectamente por una mutacion en un
gen involucrado en la replicacion o reparacion del DNA, causando mutaciones en
otros loci, o directamente por la influencia de una mutacion segregativa en la
estructura del DNA vecino. En el genoma humano se ha visto que la presencia de una
mutacion induce que aumente 6 veces la tasa de mutaciones puntuales (Hodgkinson
y Eyre-Walker, 2011).

En el exdn 2, se encontraron las sustituciones de aminoacidos: Ala162Val y
Lys105GIn y son catalogadas como probablemente dafinas con scores de 1.000 y de
0.994, respectivamente, asimismo se predice que ambas afectan a la funcién de la
proteina con puntajes de 0.00. y 0.01. Como ya se mencioné anteriormente, la Alanina
es un aminoacido no polar o hidréfobo (el menor de éstos) alifaticos y cuenta un grupo
R pequeno, un hidrocarburo alifatico (CHs), la Valina comparte las mismas
caracteristicas, solo difiere en que consta de un grupo propilo (CH3-CH2-CHs) en lugar
del metil de la Alanina. Asimismo, Panther sefiala que tiempo de preservacion de la
Alanina en la proteina SHH es de 1036 Ma, por lo que el cambio por la Valina es
catalogado como probablemente dafino, concordando con las predicciones

realizadas por PolyPhen y SIFT.

En el cambio Lys105GiIn, la Lisina es de caracter hidrofilo, y actua quimicamente
como una base, ya que su cadena lateral contiene un grupo amino protonable que a
menudo participa en la formacion de puentes de hidrégeno o en enlaces de tipo idnico
en las cadenas de proteina, por el contrario, la Glutamina como ya se mencioné es

de naturaleza polar, sin carga debido a que es una cadena lateral de una amida del
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Acido Glutamico. El tiempo de preservacion de la Lisina en esa posicion dentro de la
proteina es de 362 Ma por lo que el cambio por la Glutamina es posiblemente danino,
ademas de que las diferencias en carga, polaridad e incluso estructura podrian ser

responsables de la afectacion predicha en la funcién proteica.

Ahora bien, los resultados observados en la tabla 13, muestran que se encontraron 6
variantes de tipo sinénimo, es decir, variantes en las que el cambio de nucleétido no
genera una alteracion en la secuencia de aminoacidos original que conforman a la
proteina. Anteriormente se consideraba que este tipo de mutaciones eran
biolégicamente silenciosas, sin embargo, actualmente se conoce que pueden afectar
la funcidn de la proteina traducida a través de diversos mecanismos celulares. (Hunt,
2014)

Las mutaciones sindénimas pueden afectar la conformacion y la funcién de las
proteinas al afectar el procesamiento y la regulaciéon postranscripcionales del RNA,
alterar la estructura local y global del mRNA asi como su estabilidad e influir en la
cinética de la traduccion. Estimaciones sugieren que del 5 al 10% de los genes
humanos contienen al menos una region donde las mutaciones sinébnimas podrian ser

dafinas. (Sauna y Kimchi, 2011)

Las sustituciones de nucledtidos sindnimas pueden perturbar un sitio de empalme
existente o, con menos frecuencia, introducir uno. Cualquiera de los resultados
genera aberrantes mMRNA que son inestables o codifican isoformas o productos
proteicos defectuosos. Variantes sinénimas incluidas en enhancers y silenciadores
tanto exoénicos (ESE y ESS) como intronicos (ISE y ISS) pueden modificar la
estructura primaria de la proteina debido a que los primeros fomentan la inclusion del
exén en el mMRNA maduro mediante el reclutamiento de la maquinaria de splicing,
mientras que los silenciadores impiden su inclusion mediante diferentes mecanismos.
(Garcia, 2014)

En el presente estudio se analizaron este tipo de variantes, en la herramienta
bioinformatica Human Splice Finder, la cual ayuda en el estudio del splicing previo al
MRNA, encontrandose que las variantes NG_007504.2:9.5027G>A, NG_007504.2:
g.4979A>G y NG_007504.2: g.5027G>A provocan un rompimiento de un sitio

intronico de ESS, no obstante probablemente no exista un impacto en el splicing. Por




el contrario, la variante NG_007504.2: 9.5119 5119dup genera dos efectos: el
primero es que crea una activacién de un sitio aceptor criptico intrénico que muy
posiblemente provoque una alteracion del splicing, y el segundo es una alteracion
(rompimiento) de un sitio intronico de ESS (Silenciador de Splicing exoénico), sin

impacto en el splicing.

Ramirez y colaboradores en el 2013 sefialan entre el 70-98% de los genes humanos
que contienen varios exones, sufren corte y empalme, por lo que las variables
genéticas que producen defectos en el splicing se encuentran demostradas como

causa de multiples enfermedades.

Dentro de este grupo de variantes sinénimas, se encontraron dos polimorfismos mas
reportados en dbSNP. La variante NG_007504.2:9.5027 G>A tiene el numero de
identificacion rs9333594 y como SNV, con una frecuencia de 9294/125568 y de
significancia clinica benigna reportada en ClinVar. Aunado a lo anterior, este
polimorfismo genera como consecuencia molecular una variante 5’UTR. EI 5'UTR es
la secuencia de RNA inmediatamente rio arriba del RNA codificante y generalmente
no se traduce (aunque existen algunas excepciones, en las que parte de la 5 'UTR se
traduce). Variantes genéticas que modifican elementos reguladores como lo son: la
secuencia de consenso de Kozak (que contiene el coddén de iniciacion de la
traduccion), sitios CpG, uORF, IRES, sitios de unién de RBP, y estructuras
secundarias, como los bucles de horquilla, (importantes en la regulaciéon de la
traduccién debido a que a menudo ocurren dentro de la 5'UTR) pueden tener un
impacto importante en la produccion general de la proteina al afectar la transcripcion,
estabilidad y traduccion del RNA. (Steri, et. al., 2018)

Por su parte el 3 'UTR se encuentra rio abajo de la secuencia de codificacién, y esta
involucrado en procesos reguladores, que incluyen estabilidad de RNA, traduccion y
localizacion de mRNA. Se caracteriza por sitios de unién para RBP y miRNA, vy, por
lo tanto, cualquier variacion en la longitud y secuencia de 3'UTR puede cambiar la
union de miRNA y RBP, lo que lleva a un cambio en la expresion génica. (Steri, et
al., 2018).

No obstante, para obtener mas informacion sobre este polimorfismo, se busco

también en Ensmbl, en donde los resultados encontrados fueron que esta variante de




secuencia es ubicada en la region 5° del gen en un 75 %, modifica en un 8 % las
regiones reguladoras génicas y concordando con dbSNP es una variante de la region
5 UTR que en un 17 % no cuenta con una asociacion con algun fenotipo o
enfermedad reportado en esta base de datos, evidenciando y coincidiendo su

clasificacién como variante benigna.

El ultimo polimorfismo perteneciente a la variante NG_007504.2:9.11089 T>G es
rs1233554. Como se muestra en la tabla 13, esta variante es la unica que se encontré
en la mayoria de las muestras analizadas y s6lo se informa por parte de dbSNP que
es una SNV, con una frecuencia de 26323/125568 y de significancia clinica no

reportada en ClinVar.

Es necesario recordar que esta variante se encontré en el exén 2, que como se
menciono en la metodologia, se realizé por la técnica de HRM. Pese a que éste es un
meétodo potente y homogéneo para detectar una amplia gama de mutaciones en
cualquier posicion dentro del amplicon, con ventajas unicas sobre los métodos
convencionales, la sensibilidad y la especificidad de HRM dependen exquisitamente
de la temperatura de fusion de cada muestra individual, la variacién en la
concentracion de sal o tampdn en las reacciones de PCR junto con la calidad del DNA
ya que puede generar perfiles de fusion heterogéneos (Garritano, et al., 2009). El
software Precision Melt Analysis™ que utiliza esta técnica formulé 4 clusteres o
grupos en los que se clasificaron las 63 muestras utilizadas en el exon 2, y se
secuenciaron por electroforesis capilar las muestras con mayor valor de porcentaje
de confianza (>90 %), encontrando que en los 4 clusteres se encuentra presente el
polimorfismo lo que significa que se encuentra en la mayoria de las muestras. Este
hallazgo denota, que lo propuesto por Garritano y colaboradores en su articulo, es de
gran importancia, pues los diferentes perfiles arrojados por HRM en este caso,
podrian estar asociados en mayor medida, a la diferencia en la concentracion en las
muestras, calidad del material genético, presencia de otras sustancias derivadas de
la purificacién, o inclusive a la longitud del tamafo del amplicén, puesto que también
es mencionado que esta técnica posee mayor sensibilidad y especificidad para

amplicones de longitud menor a 400 pares de bases.

Al igual que los otros dos polimorfismos encontrados, también se buscé en Ensembl

para obtener mayor informacion, encontrando que se trata de una variante de




transcripcion que ocurre dentro de un intréon y con impacto modificador en un 59 %,
es una variante de transcripcion no codificante en un 12%, es una variante ubicada
en la region 3°del gen en un 6% y una variante de transcripcion que es el objetivo de
NMD. Segun la literatura, NMD es un mecanismo de control de calidad de mRNA
postranscripcional responsable de la eliminacién de los mMRNA que contienen codones
de terminacion prematura debido a mutaciones, que si se deja intacto, conduciria a la
produccion de proteinas truncadas (esta intimamente relacionado con la terminacién
de la traduccion) con efectos perjudiciales predichos para el organismo. Desde una
perspectiva médica, esto sugiere que la via NMD tiene un papel importante en la
modulacién del resultado fenotipico de los trastornos genéticos (Hug, Longman y
Caceres, 2016)

A proposito de lo anterior, este polimorfismo se encuentra asociado por la misma base
de datos a 20 diferentes fenotipos, entre los que se encuentran: Esquizencefalia
Adquirida, Holoprosencefalia Alobar y Semilobar, Microftalmia Colobomatosa, HPES,
Holoprosencefalia por Microforma, Variante Interhemisférica de la Linea Media de la
Holoprosencefalia y Sindactilia tipo 4 por mencionar algunos; por lo que, al igual que
el anterior polimorfismo se podria asociar el diagnéstico de Microcefalia como
consecuencia de algun tipo de Holoprosencefalia, derivada de alguna de las
consecuencias que se mencionaron anteriormente. Sin embargo, se tendran que
realizar analisis mas exhaustivos para este tipo de variantes e incluso de

funcionalidad proteica.

Por ultimo, cabe mencionar que el exon 3 no se alcanzd secuenciar, debido a que
posee un gran tamano: 987 pares de bases y un alto contenido de GC: 56.5 % y
requeria de condiciones especiales para su estudio (reactivos especificos para este
tipo de fragmentos), que por motivos de tiempo no se pudieron completar para la

realizacidon de este trabajo.




O. CONCLUSIONES
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Se logro estandarizar las condiciones 6ptimas de amplificacion para los exones
1y 2 del gen SHH.

Se identificaron 5 variantes en los exones 1y 2 que provocan una modificaciéon
en la secuencia de aminoacidos de la proteina SHH, de las cuales solo 1 se
encuentra reportada como un SNP. Las 4 restantes son variantes no

reportadas.

Asimismo, el polimorfismo rs938130628 se encuentra asociado por Ensembl
con la Holoprosencefalia, pudiendo ser ésta la causa de la microcefalia
diagnosticada en esa muestra, no obstante, se deben realizar otros analisis

para comprobar esto.

Las 4 variantes no sindnimas restantes se clasifican como probablemente
dafinas por las bases bioinformaticas utilizadas, no obstante, como aun no han

sido reportadas, tampoco su asociacién con la Microcefalia.

Se identificaron 6 variantes sinénimas, de las cuales 2 estan reportadas con
SNP, solo uno de estos polimorfismos: rs1233554 se encuentra asociado con
la Holoprosencefalia, pudiendo en un futuro, comprobar que ésta es la causa

de la Microcefalia diagnosticada.

Una de estas variantes crea una activacion de un sitio aceptor critico intrénico,
provocando una alteracion del splicing, la cual puede afectar la conformacién

y funcién de la proteina.




P. PROSPECTIVAS

« Realizar la estandarizacién de la secuenciacion del exdn 3 esperando
encontrar mas variantes genéticas que pudieran relacionarse a la microcefalia,

al ser una region exdnica de mayor tamafno.

+ Realizar estudios bioinformaticos mas exhaustivos para poder comprender

<,

mejor el papel de las variantes sindnimas.

% Aumentar la n de estudio, y analizar otros posibles genes candidatos a la

asociacion con esta enfermedad genética.
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