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1.- ANTECEDENTES

1.1 Discapacidad Intelectual

1.1.1 Generalidades
Actualmente el término retraso mental se reemplazé por discapacidad intelectual
(DI), cuya frecuencia oscila entre el 1 y 3% de la poblacién general (1)(2). De
acuerdo al meta-analisis publicado por Maulik y colaboradores en 2011, donde se
incluyeron datos de 52 estudios provenientes de 42 paises se estimo una tasa de
Dl de 10.3 por cada 1,000 personas (3). En México, cifras del INEGI en el afio 2014
colocan a la DI en el 6° lugar y dentro de las principales causas de discapacidad

con 2 millones de personas menores de 18 arios afectadas (4).

La DI es un trastorno de las funciones intelectuales, y del comportamiento
adaptativo cuyo inicio comprende desde el periodo de neurodesarrollo hasta antes
de los 18 arios; esta definicion es de acuerdo al manual diagndstico y estadistico de
los trastornos mentales, quinta edicion por sus siglas en ingles DSM-5 (5). El retraso
global en el neurodesarrollo (RGND) es el término empleado para describir en nifios
menores de 6 afos un retraso de mas de 2 desviaciones estandar (DS) en 2 o mas
areas del neurodesarrollo (6), las cuales incluyen el funcionamiento intelectual,

comportamiento adaptativo en los dominios conceptual social y practico (7)

Las funciones intelectuales se refieren a las capacidades mentales generales tales
como el aprendizaje académico, razonamiento, solucidon de problemas,
planificacion, pensamiento abstracto, juicio y el aprendizaje a partir de experiencias
(1). Una forma de medir las funciones intelectuales es a través de la cuantificacién
del coeficiente intelectual (Cl) cuyo rango en la poblacion general es de 100, una

puntuacion menor a 70 indica un déficit en las funciones intelectuales.

Como parte de la atencion de la salud en la nifiez la Academia Americana de
Pediatria recomienda la vigilancia a los 9, 18, 24 o 30 meses con el uso de

instrumentos tales como: “Pediatric Evaluation of Developmental Skills”, y el



“Denver Developmental Screening Test-II” los cuales evallan las habilidades
cognitivas a través de la ganancia de los hitos del neurodesarrollo en las cuatro

esferas: motor grueso, motor fino, lenguaje y social adaptativo (5)

El comportamiento adaptativo es la coleccion de habilidades conceptuales, sociales
y practicas que implican la capacidad de llevar a cabo actividades de la vida diaria
(1), el fracaso del cumplimiento de los estandares del desarrollo y socioculturales
para la autonomia personal y responsabilidad social; la DI se cumple cuando al
menos un dominio del funcionamiento adaptativo (conceptual, social o practico) se

ve afectado en tal medida que se necesita apoyo.(7) (8)

Los niveles de severidad de la DI se clasifican en cuatro grados de acuerdo con el
nivel de Cl en leve 70-55, moderada 40-55, severa 25-40 y profunda menor a 25
(5), cuya frecuencia de presentacion varia desde 85%, 10%, 4% y 2%
respectivamente (3). Las caracteristicas de la DI leve son: dificultades escolares,
comportamiento social inmaduro con respecto a otros nifios de su misma edad, el
cuidado personal se encuentra preservado; moderada: dificultades en el
aprendizaje y lenguaje que inician desde la etapa preescolar, pueden realizar
conductas basicas del cuidado personal como vestirse, control de esfinteres o
comer de manera independiente; severa: limitada capacidad para comprender
lenguaje escrito conceptos numéricos, necesidad de amplio apoyo de cuidadores;
profunda: limitada capacidad de entendimiento no siguen instrucciones basicas,

cuidado dependiente completamente por cuidador (7)(5).

1.1.2 Causas de Discapacidad Intelectual.
De acuerdo a la etiologia la DI se puede clasificar en causas no genéticas y causas
geneticas (9). Tomando en cuenta el primer grupo, dentro de las causas no
geneticas se consideran a los factores ambientales que influyen en el
neurodesarrollo como principales causantes, los cuales dependiendo del momento
en que se presenten se pueden clasificar en prenatales, perinatales y postnatales

(10)(11). Dentro de las causas prenatales se pueden identificar a los teratdgenos



como radiacion, infeccion materna (toxoplasma, rubeola, citomegalovirus, herpes,
sifilis), exposicion a drogas (alcohol, marihuana, cocaina) y agentes quimicos, asi
como las enfermedades maternas y la disfuncién placentaria; con respecto a las
causas perinatales la prematuridad e hipoxia prenatal; y dentro de las causas
posnatales al traumatismo craneoencefalico, infecciones como meningoencefalitis,
toxinas como el plomo, desnutricion, abuso infantil y ausencia de estimulos (9). Se
considera que en paises industrializados estas causas han ido en decremento
gracias a los sistemas de politicas en salud y ocupa el 17% de las causas de DI
(10)(5).

En cuanto a factores genéticos, estos representan del 30 al 50% de las causas de
DI, especificamente del 0.3% de la DI leve, 1-3% moderada y del 20 a 50% de la DI
severa (12). De acuerdo con la base de datos en linea de Herencia Mendeliana en
el Hombre por sus siglas én ingles OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), se
enlistan mas de 8,000 entidades de causa genética que cursan con DI. Estas causas

se pueden dividir en monogeénicas y cromosémicas (1).

De acuerdo al OMIM, dentro de las causas genéticas de la DI de origen monogénico
(40%)(1), el 51% presentan un patrén de herencia autosémico recesivo (AR), 43%
autosomico dominante (AD) y 6% ligada al cromosoma X (LX), alrededor de 700
genes se han asociado con DI algunos de los genes mas frecuentemente
identificados con variantes patogénicas (VP) son: SETD5, ADNP, ARID1B,
GRIN2B, SCN2A, CHD7, KAT6B, TCF4 con patron de herencia AD y ATRX,
CUL4B, IL1RAPL1, PQBP1 con patrén de herencia LX (13)(14).

Las causas de origen cromosomico representan el 20%, las cuales pueden ser
aneuploidias como sindrome de Down (trisomia 21), principal causa de DI de origen
genetico, trisomia 18, trisomia 13, trisomia 8 en mosaico (9), asi como deleciones
o inserciones > 500 pb, también denominadas variantes en el nimero de copias por

sus siglas en inglés CNV (copy number variants) (15). Hasta el momento, 130 CNVs



se han asociado con DI, de las cuales 43% corresponden a deleciones, 37%

duplicaciones y 18% deleciones-duplicaciones (16).

Con respecto a la DI asociada a sindromes por microdeleciones y/o
microduplicaciones, existen fenotipos que clinicamente son reconocibles, algunos
de los ejemplos comprenden al sindrome de Williams (delecion 7q11), Prader-Willi
y Angelman (delecion 15q11-g13), velocardiofacial (delecion 22q11), Smith-
Magenis (delecion 17p11), Potocki—Lupski (duplicacion 17p11) (1)(5)(9). Algunos de
los sindromes causados por CNVs presentan un gran espectro de caracteristicas
clinicas incluyendo, malformaciones congénitas, sintomas neuroldgicos,

alteraciones del comportamiento (17).
1.2 Defectos congénitos

1.2.1 Generalidades
Los defectos de nacimiento también conocidos como defectos congénitos (DC), son
un grupo importante de alteraciones cuya frecuencia se estima en 2 a 4% de los
recieén nacidos vivos; en México, de acuerdo a las cifras del INEGI durante el 2010
y 2017, ocuparon la segunda causa de muerte infantil (18). Los DC por su naturaleza
son de inicio prenatal y es a través de una historia clinica completa y exploracién
fisica adecuada que permite identificarlos, de esta forma se considera que el 3% de
los DC son diagnosticados al nacimiento y durante el transcurso de la vida se

pueden diagnosticar hasta en 12%(19).

Los DC por su presentacién se pueden especificar en Unicos y multiples. Los
defectos Unicos se clasifican en malformacion, deformacion, disrupcién y displasia;
asi como los defectos mdltiples en sindrome, secuencia, asociacion, espectro y
defecto del campo del desarrollo (20). Se define malformacion congénita (MC) como
un error primario en la morfogénesis, las cuales se pueden dividir en mayores
cuando se compromete la vida y/o la funcién y menores cuando su repercusion es

solo estética. Las MC menores se presentan hasta en un 15% de los recién nacidos



vivos; si el recién nacido solo presenta una MC existe solo un 3% de probabilidad
de que se presente una MC mayor, sin embargo, si se presentan tres o mas MC
menores en un mismo paciente existe un 90% de asociarse con una MC mayor; de
tal forma que en la exploracion fisica de un recién nacido con multiples MC menores,
se debera buscar intencionadamente malformaciones congénitas mayores (19). El
resto de las definiciones de DC unicos y multiples se enlista en la Tabla 1 y 2

respectivamente (20)(21).

Tabla 1.- Definiciones de DC unicos

DC unico Definicion

Malfoermacion Defecto morfolégico de un 6rgano, parte de un érgano o una region
mas grande del cuerpo como resultado de un proceso de desarrollo
intrinsecamente anormal.

Deformacién Defecto morfolégico de un érgano, parte de un érgano o una region
mas grande del cuerpo como resultado de una interferencia
extrinseca en un proceso del desarrollo originalmente normal.

Disrupcion Forma o posicion anormal de una parte del cuerpo causadas por
fuerzas mecanicas.

Displasia Organizacién anormal de las células en tejido (s) y sus resultados
morfoldgicos.

1.1.1 Causas de las malformaciones congénitas

De a cuerdo a su etiologia las MC se pueden dividir en 3 grupos causas primarias
1) origen monogeénico, 2) aberraciones cromosomicas, y 3) multifactorial, como
causas secundarias 1) teratégenos, y una tercera causa desconocida (22)(23);
hasta la fecha, se considera que ésta ultima es responsable del 69% de las MC (24),
y las causas multifactoriales representan el 20-25%. Una sub-clasificacion de la
etiologia las organiza én el momento en que ocurre el evento pre-génesis
(gonadogénesis y gametogénesis), blastogénesis (primeras cuatro semanas de la
embriogénesis), organogenesis (a partir de la quinta semana de gestacion) y

fenogénesis (a partir del periodo fetal) (23).



Tabla 2.- Definiciones de DC muiltiples

DC Multiples definicién
Sindrome Patrén de anomalias multiples relacionadas con una etiologia comun
que puede ser cromosoémica, monogeénica o teratogénica

Asociacién Cascada de sucesos secundarios a una alteracion primaria
resultante de cualquiera de los defectos Unicos.

Secuencia Comprende entidades con muiltiples anomalias que muestran gran
variacion clinica

Defecto del campo del | Alteracion en la unidad embrionaria en la que el desarrollo de
desarrollo estructuras complejas a partir de las sencillas

Espectro Ocurrencia no aleatoria de muiltiples malformaciones que presentan
gran variabilidad en el grado de expresion

2.1 Diagnéstico molecular

Las herramientas de diagnostico genético han evolucionado rapidamente en las
ultimas dos décadas dando como resultado el aumento de las tasas diagnosticas
de numerosas enfermedades genéticas. El nucleo de las tecnologias de los
laboratorios de diagnostico molecular ha evolucionado desde el cariotipo y
secuenciacion Sanger a microarreglos cromosomicos (MAC) y secuenciacion de
nueva generacion (SNG) que incluye (exoma clinico, exoma completo y genoma

completo) (25).

Como resultado, el alcance de las mutaciones identificables ahora varia desde
cambios en la cantidad de un locus genomico en particular, como la pérdida o
ganancia de cromosomas completos, es decir, aneuploidias o regiones mas
pequenas de ADN, que también se conocen como variantes de nimero de copias
(CNV), hasta cambios en la estructura del genoma como: inversiones, inserciones;
e incluso, cambios en la secuencia del genoma, ya sea variantes de un solo

nucledtido (VNS) e inserciones/deleciones cortas (25).
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2.1.1 De la citogenética convencional a la citogenética molecular.

El analisis de los cromosomas o cariotipo ha sido utilizado con éxito en los ultimos
50 anos, lo que ha permitido descubrir las causas cromosomicas en pacientes con
RGND/DI, dismorfias faciales y MC, sin embargo, el nivel de resolucion de un
cariotipo convencional, es decir de 500 a 550 bandas de resolucion, permite detectar
alteraciones mayores a 5 millones de pares de bases (5Mb). Posteriormente, el uso
de sondas para realizar fluorescencia por hibridacion in situ (FISH) permitid la
identificacion y localizacion de ganancias o perdidas submicroscopicas de material
genético de tan solo unas miles de bases (Kb), tipicamente de 40 a 250 Kb (13)(26),
o incluso del tamano de un gen, mejorando el rendimiento diagnéstico en pacientes
con las caracteristicas préviamente descritas del cariotipo convencional que oscila
en un 5% a 10% con el uso del FISH (27).

Los microarreglos cromosémicos (MCA) de DNA fueron introducidos desde la
decada de 1990 y la aplicacion de esta tecnologia permitié entender las diferencias
de el transcriptoma en muestras de cancer comparadas con tejido sin neoplasia.
Hoy en dia la utilidad de los MCA no solo permite identificar cambios en la expresion
de genes, sino también detectan diversas alteraciones genéticas como CNV que
pueden ser duplicaciones, inserciones, deleciones, SNV repetidos, y alteraciones

en el patrén de metilacion (28).

2.1.2 Hibridacion Genomica Comparativa

Sabina Solinas Toldo en 1997 y Daniel Pinkel en 1998 utilizaron la hibridacion
gendmica comparativa (HGC), mediante la realizacion de un solo experimento el
cual consintio en el etiquetando diferencial con florescencia tipicamente Cianina 3 y
Cianina 5 de material genético (DNA de referencia) de un individuo sin patologia y
material genetico (DNA de un probando) de un individuo con patologia; los cuales
cohibridarian competitivamente en una metafase ubicada en un soporte solido con

cromosomas normales. La relacion resultante de intensidades de fluorescencia
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ubicada en el “mapa citogenético” permitio identificar las CNV mayores a 20 Kb
(29)(30).

La propagacién en metafase fue reemplazada por microarreglos basados en CGH
(Hibridacion Genomica Comparativa) de DNA clonados mediante cromosomas
bacterianos BAC o P1 PAC (del inglés baterial or P1 artificial chromosome)
inmovilizados en sobre una superficie de vidrio (31). A partir del 2004, los
microarreglos-CGH fueron implementados como una herramienta diagnéstica por el
colegio de medicina de Baylor, esta tecnologia contenia una cobertura para 40
sindromes conocidos y 41 regiones subteloméricas. El rendimiento diagnéstico
oscilaba alrededor del 6.5%, la tasa de deteccion diagndstica fue a la alza, a partir
de que se fueron agregando mejoras a la técnica tal como se muestra en la tabla 3
(26). '

Tabla 3. Evolucion de los microarreglos- CGH y microarreglos-SNP

Fecha 2004 2005 2006
Version V4 BAC V6 BAC V6 BAC
Desordenes genéticos 40 74 >140
Regiones subteloméricas 41 41 41
Cobertura 5Mb 10Mb 10Mb
Tasa diagnostica 6.5% 9.04% 12%

Tabla modificada de Cheung W.S (2018)

2.1.3 Polimorfismos de nucleétido unico.

Posterior al uso de BAC en los microarreglos-CGH, distintas plataformas
comenzaron a utilizar secuencias con polimorfismos de un solo nucleétido (SNP del
ingles single-nucleotide polymorphism), los cuales no solo permitian identificar
cambios de un solo nucleotido abarcando mas regiones del genoma (32), por lo que
las regiones gendmicas cubiertas por este microarreglo permitié que el rendimiento

diagnostico aumentara como se ejemplifica en la tabla 4.
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Tabla 4. Evoluciéon de los microarreglos- CGH y microarreglos-SNP

Fecha 2007 2008 2009 2011
Version V6 OLIGO V7 OLIGO V8.0 OLIGO V8.0 OLIGO/
SNP
Desordenes >140 420 genes 1,728 exones de | 1,945 exones
genéticos ' genes de genes
Regiones 41 41 41 41
subtelomericas
Cobertura 20 Kb 15 Kb 15 Kb 15 Kb
Tasa diagnostica 12% 15% NA 20%

3.1 Impacto clinico de las plataformas de microarreglos

El uso clinico de las plataformas de microarreglos-CHG y microarreglos-SNP ha
logrado un importante impacto en el diagnostico de pacientes con MC, RGND/DI, y
caracteristicas dismérficas sin causa aparente (26). De tal forma que la tasa de
deteccion de CNVs ha ido en aumento de acuerdo al trabajo publicado por Xin-Yan
Lu y colaboradores en 2008 (33); la tasa de deteccion de CNV’'s mediante
microarreglos cuyas versiones fueron V5, V6, y V6-oligo, obtuvo una tasa
diagnostica de 13%, 16.6, y 19.9% respectivamente, con un promedio de deteccion
de 17% en una poblacién de 608 individuos con MC (34). Mdltiples trabajos han
surgido, ya sea identificando de manera aislada, o en conjunto, con diferentes
indicaciones tales como RGND/DI, MC o trastornos psiquiatricos (trastorno del

espectro autista (TEA), esquizofrenia).

Como resultado, el American College of Medical Genetics (ACMG) recomienda que
el uso de los microarreglos-CGH sea usado como primer paso en el abordaje de
pacientes con diagnoéstico de RGND/DI, MC, y/o TEA, asi como su uso en la
evaluacion prenatal de fetos con multiples MC identificadas mediante ultrasonido,
con el objetivo de identificar CNVs incluyendo pérdidas (deleciones) o ganancias

(duplicaciones y triplicaciones), como entidades causales del fenotipo (40).
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Tabla 5. Porcantaje de deteccian de CNV en distintas poblaciones

Referencia Ao Principal Casos alterados/ | Porcentaje de
alteracion estudiados deteccion
De Vries, et al (35) 2005 DI, MC 10/100 10%
Shaffer G.L., et al (36) 2006 RGND/DI 134/1,500 8.9%
Ming, et al(37) 2006 MC 2/10 20%
Pickering D, et al (38) 2008 RGND/DI 116/1,176 9.8%
Felippe Borlot, et al (39) | 2017 DI/ Epilepsia 23/143 16%
Di Gregorio E, et al (15) | 2017 RGND/ DI 111/1,015 11%

14



2.- PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de la DI oscila entre el 1 a 3% de los recién nacidos vivos a nivel
mundial, el diagnostico etiologico solo se puede identificar en el 50%. Dentro de las
principales causas, las de origen ambiental representan en el 17%, monogénico
40%, y cromosomico en el 20%. Respecto a esta ultima causalidad, las CNV
representan un grupo importante en pacientes con DI y MC, por lo que como parte
de abordaje diagnostico el estudio citogenético, cariotipo BG, puede identificar el
5% de las alteraciones, por otro lado, el estudio de microarreglos de CGH es una

herramienta que permite identificar la causalidad hasta en un 20%.

En 2016 se llevo a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria de Meéxico por
Yokoyama y colaboradores un estudio en el cual reclutaron 152 pacientes con RND
o DI asociado con MC de origen desconocido, a quienes se les realizd
micreoarreglo-CGH, en el cual se identificé una frecuencia de 21.05% (32/152) de
alteraciones cromosomicas de los cuales 26 fueron alteraciones simples (20
deleciones y 6 duplicaciones), 4 delecion/duplicacion y 2 rearreglos complejos.

Nueve de los treinta dos fueron casos heredados por algun progenitor.

Con estos resultados y los ya reportados en la literatura, podemos deducir que el
abordaje integral, debe incluir técnicas de citogenémica en pacientes con las
caracteristicas previamente descritas ya que esto permite concluir en |la
identificacién de la causalidad, lo que conlleva a obtener la informacion necesaria
para brindar un diagnéstico certero a la familia y determinar con mayor precisién el
riesgo de recurrencia con lo que se puede realizar un adecuado y completo

asesoramiento genético.
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3.- JUSTIFICACION

EIRGND o DI asociado con MC es un reto en cuanto al abordaje integral y mas aln
en cuanto al abordaje genético. En el afio 2016 en el trabajo realizado por
Yokoyama y colaboradores se propuso un algoritmo diagnostico el cual permite
delinear los pasos a seguir en los casos cuyo diagnéstico no es posible integrar por

caracteristicas clinicas ni por citogenética convencional.

En este primer estudio se encontraron similitudes respecto a la frecuencia de CNVs
en cohortes similares, sin embargo, se siguieron reclutando pacientes motivo por el
cual surge la necesidad de seguir alimentando estos primeros resultados con los
subsecuentes pacientes integrados a esta gran cohorte lo que permitira identificar
la potencial causalidad del fenotipo, asi como en caso de identificar CNVs se seguira
el algoritmo diagnostico que permitira su correcta clasificacion y esto va de la mano

a realizar un adecuado asesoramiento genético.



4 - OBJETIVOS:
General

Detectar alteraciones cromosomicas mediante microarreglos de CGH en un grupo
de ocho pacientes con retraso global del neurodesarrollo o discapacidad intelectual

y defectos congénitos sin causa aparente

Especificos
e Aportar mas casos a una cohorte previa de pacientes con diagnostico de
RND o DI y DC sin causa aparente
e Determinar los estudios de microarreglos de cada paciente con resultado
positivo
e Describir el genotipo con el fenotipo de cada paciente con un resultado

positivo

5.- METODOLOGIA

5.1. Clasificacidn de la investigacion (tipo de estudio): Observacional, descriptivo,

transversal, retrospectivo.

Se propone reportar un estudio de tipo observacional ya que no se aplicara
ninguna maniobra que cambie el estado basal de los pacientes; no se hara ninguna
comparacion por lo que se considera descriptivo; solo se realizara una medicion
en el tiempo por lo tanto es transversal; y sera retrospectivo ya que se tomara
informacion de los pacientes que cuenten con los estudios citogenéticos tanto

convencionales como de citogenética molecular.
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5.2. Universo de estudio (poblacion a estudiar):

Pacientes con retraso en el neurodesarrollo o discapacidad intelectual atendidos en
la consulta del departamento de Genética Humana del Instituto Nacional de

pediatria, en un periodo de enero de 2015-2020
5.3. Criterios de inclusion.

1.- Pacientes con retraso en el neurodesarrollo o discapacidad intelectual de origen
desconocido. -

2.- Menores de 18 anos.

3.- Que cuenten con buena calidad y cantidad de muestra de DNA.

4.- Que cuenten con al menos uno de los padres bioldgicos.

5.- Que los padres firmen y acepten la carta de consentimiento informado.
5.4. Criterios de exclusion:

1.- Se excluyeron temporalmente pacientes transfundidos en los Gltimos tres meses.
2.- Se excluyeron a los pacientes en los que se realice el diagndstico de alguna

entidad causal durante el desarrollo del proyecto
5.5. Explicacion general de la investigacion.

5.5.1 Seleccidon de pacientes: La cohorte de este trabajo es derivada del proyecto
titulado “Deteccion de alteraciones cromosomicas por microarreglos y su relacion
en pacientes con retraso mental o retraso psicomotor” con numero de registro: INP
06/2009. Dicha cohorte comprende pacientes atendidos en la consulta del
departamento de Genética Humana que cuenten con el diagnéstico clinico de
retraso global del neurodesarrollo o discapacidad intelectual, a quienes previamente

se les haya realizado abordaje clinico completo que incluye la historia clinica



genética con arbol genealogico, antecedentes prenatales, perinatales y postnatales,
desarrollo psicomotor y exploracion fisica detallada. Deberan tener como parte de
abordaje cariotipo, tamiz metabolico, ultrasonido transfontanelar, tomografia axial
computarizada (TAC) simple cerebral o en su caso resonancia magnética nuclear
(RMN), asi como valoracion del servicio de Salud Mental, en donde se debieron de
haber sometido a escalas de medicion especificas de acuerdo con la edad. Hasta 3
afos escala de Gesell para valorar el coeficiente global del desarrollo y a los

mayores de esta edad, escala de Weshler para determinar el coeficiente intelectual

5.5.2 Cartas de consentimiento informado y captacion de datos: Los padres de

los pacientes con RM, firmaron una carta de consentimiento informado (anexo1).

5.5.3 Muestras bioldgicas: El estudio de aCGH se realizé con el DNA de leucocitos

que se aisl6 a partir de una muestra de sangre periférica de 5 a 10 ml con EDTA.

5.5.4 Microarreglos de CGH (aCGH): Se obtuvo DNA de alta calidad y pureza para
realizar los aCGH del trio. La extraccion se realizd con el kit de purificacion de DNA
(Gentra System) de la siguiente manera: La sangre del paciente se mezcloé con
solucion de lisis de globulos rojos y posteriormente con la solucion de lisis de células
blancas; se trato con RNAsa A y Proteinasa K y se incubo por dos horas a 55° C.
Las proteinas se precipitaron por centrifugacion. El sobrenadante se coloco en otro
tubo y se mezclé con isopropanol al 100%. Los tubos se agitaron por inversion
varias veces, se centrifugdé nuevamente y se les agreg6 etano al 70% para lavarlos.
Se centrifugd y después se retiré el etanol por decantacion y se dejo secar.
Finalmente, se colocaron 200ul de solucion de hidratacién de DNA y se dejaron
almacenados a 4°C. Una vez verificada la pureza y la integridad del DNA

(absorbancia mayor a 1.8) se utilizaron para realizar los aCGH.
Para realizar la busqueda de alteraciones cromosomicas se utilizo el DNA genémico

de cada progenitor como DNA de referencia y el DNA genoémico del probando. De

manera breve las dos muestras de DNA gendmico se marcaron con fluoroforos de
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diferente color y se cohibridaron de forma competitiva con sondas de DNA impresas

robdticamente en un microarreglo. Se usaron microarreglo tipo array CGH (aCGH)

para el genoma humano, kit 8x60K de Agilent, que contienen 59,963 sondas de

DNA de secuencias codificantes, no codificantes, genes conocidos, promotores,

miRNAs y regiones teloméricas. Con esta metodologia se detectaron alteraciones

gendmicas, con muy buena precision en el mapeo de las regiones cromosomicas y

en la identificacion de nuevas microvariaciones. El procedimiento de hibridacion de

DNA y lavado de este microarreglo se realizo de forma manual, y en la plataforma

Agilent se realizo el escaneo de la cantidad y tipo de fluorescencia que se emitio en

cada locus del microarreglo. Se grafico la razon entre el DNA control y el del

paciente, en diferentes longitudes de onda, para cada locus del microarreglo.

5.5.5 Variables:

En la tabla 6 se muestran las variables investigadas en cada paciente

Tabla 6. Variables por investigar en cada sujeto, especificando el tipo variable instrumento y

escala de medicidn para cada una.

Nombre de la
Variable

Definicion Conceptual

Tipo de
Variable

Medicion de la
Variable

Alteraciones
cromosomicas

Se refiere a cualquier cambio en el niumero de cromosomas que pueden ser poliploidias
(cambio en el set de cromosomas) o alteraciones estructurales (implican una o mas
rupturas en uno o mas cromosomas) que pueden ser deleciones, duplicaciones,

inversiones.

. . f3 Numeérica .
Frecuencia de alteraciones cromosomicas ; Frecuencias
discreta
, , iy Nominal 1= microduplicaciones
Tipo de alteraciones cromosdémicas . . ;
dicotomica 2= microdeleciones
El retraso en el neurodesarrollo es el término
Retraso empleado para describir en nifios menores de | Nominal 1= Presencia
psicomotor |6 afios un retraso de mas de 2 desviaciones | dicotomica 2= Ausencia

estandar en 2 o mas areas del neurodesarroll,
las cuales incluyen el funcionamiento
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intelectual, comportamiento adaptativo en los
dominios conceptual social y practico
La DI es un trastorno de las funciones
i | i . .
Discapacidad mteleclgales, y .de GOMPOMAMIEND Nominal 1= Presencia
. adaptativo cuyo inicio comprende desde el| ,. . . _ ;
intelectual S dicotomica 2= Ausencia
periodo de neurodesarrollo hasta antes de los
18 afos
Nombre de la Definicién Conceptual Tipo de Medicion de la
Variable B Variable Variable
DATOS SOCIODEMOGRAFICOS
; : . Nominal Maculino= 1
Sexo Fenotipo masculino o femenino e .. Gy
dicotomica Femenino= 2
Tiempo transcurrido en afios desde el Numérica
Edad nacimiento hasta la fecha de recoleccion de ) Afos cumplidos
discreta
datos
SOMATOMETRIA
. Numeéri
Peso Peso del paciente # .e e Gramos
continua
Talla Talla en decubito Nurqenca Centimetros
continua
Perimetro Medicion del craneo del paciente desde la Numeérica ;
- . ) . Centimetros
cefalico glabela hasta el opistocraneo continua

DISMORFIAS MENORES: Defectos que solo tienen repercusion estética

: : . ; ; Nominal 0= Ausente
Plagiocefalia Asimetria del craneo e

dicotémica 1= Presente

; .| Apariencia triangular del craneo debida a Nominal 0= Ausente
Trigonocefalia : ; . e

prominencia de la sutura metopica dicotémica 1= Presente

; 1 ; B i Nominal = Ausente

Hipertelorismo | Distancia interpupilar incrementada .0 I. a. 0=
dicotémica 1= Presente




. . . . 4 e Nominal 0= Ausente
Hipotelorismo | Distancia interpupilar disminuida o _
dicotomica 1= Presente
. : ._. | Pequefia variacién normal entre el lado Nominal 0= Ausente
Asimetria facial T e . _
derecho y el lado izquierdo de la cara dicotémica 1= Presente
& - . | labi . .
Filtrum Iteracion de la region del labio su.p?erlor Nominal 0= Avsanta
entre la columnela nasal y el vermilion del S L
anormal . dicotémica 1= Presente
labio
Nombre de la Definicién Concentual Tipo de Medicion de la
Variable P Variable Variable
: . Cejas que se juntan en la linea media del Nominal 0= Ausente
Sinofris s
punto nasal dicotémica 1= Presente
Hipoplasia i Nominal 0= Ausente
mediotagial |0 ooosdelamejila:aplanados dicotomica 1= Presente
. . Maxilar inferior pequefio que no crecio hacia | Nominal 0= Ausente
Micrognatia L -
fuera. Mejor vista de perfil dicotomica 1= Presente
Uvula bifida Uvula divida en dos partes N‘oms.nal. v ClERtE
dicotémica 1= Presente
. Aumento del tamafo de una comisura bucal |Nominal 0= Ausente
Macrostomia s
a otra dicotdmica 1= Presente
Labios , i . .
Labios mas delgados o mas gruesos de lo Nominal 0= Ausente
delgados o ; - . P
usual. Existen mediciones para los mismos | dicotomica 1= Presente
gruesos
; Lengua grande. Si es macroglosia relativa es | Nominal 0= Ausente
Macroglosia : i s
por cavidad oral pequefia con lengua normal |dicotémica 1= Presente
Hiperplasia de & 3 . Nominal 0= Ausente
. Crecimiento anormal de encias NI
encias dicotomica 1= Presente
Pigmentacion 3 . - .
g Pigmentacién o manchas pequenas en Nominal 0= Ausente
de la mucosa . B
mucosa oral y labios dicotomica 1= Presente

oral y labios




Las frenulas son pliegues normales de la

Frénulas mucosa oral que se extiende del puente|Nominal 0= Ausente
accesorias alveolar a la cara interna del labio superior o | dicotémica 1= Presente
del labio inferior
. Pliegue vertical de piel redundante entre los | Nominal 0= Ausente
Epicanto . : g
ojos y la nariz dicotomica 1= Presente
Nombre de la Definicién Concentual Tipo de Medicion de la
Variable P Variable Variable
Ojos Reduccion de la longitud de las fisuras Nominal 0= Ausente
almendrados palpebrales del canto interno y canto externo | dicotémica 1= Presente
Reduccién de la longitud de la fisura
. . | palpebral en el eje horizontal, generalmente | Nominal 0= Ausente
Blefarofimosis .
el globo ocular es normal estructural y dicotomica 1= Presente
funcionalmente
: . Nominal 0= Ausente
Proptosis Protrusion del globo ocular .
dicotomica 1= Presente
Ptosis Se refiere a cuando el parpado superior Nominal 0= Ausente
palpebral cubre mas de 2cm la cornea dicotomica 1= Presente
Opacidad L Nominal 0= Ausente
Apariencia opaca de la cornea L
corneal dicotomica 1= Presente
Pupilas ; o Nominal 0= Ausente
e Pupilas no centradas en el iris S
ectopicas dicotémica 1= Presente
Escleras Coloracion opaca de la coroides que da una | Nominal 0= Ausente
azules apariencia azul a la esclera dicotomica 1= Presente
: ; j isminucio | fi ;
Microtia grado Orejas.co.n dlsmlnu'ca n del tamafio mayor a Nl 0= AuSerita
2 desviaciones estandar que conservan 5 s
| dicotomica 1= Presente
todas sus estructuras normales
Implantacion La definiciéon se basa en una linea horizontal
baja de imaginaria del canto externo de los ojos y se | Nominal 0= Ausente
pabellones indica una implantacién baja si el pliegue del |dicotémica 1= Presente
auriculares hélix se sitta por debajo de esta linea
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Apéndices Presencia de tejido blando en forma de Nominal 0= Ausente
preuriculares | apéndice generalmente frente al trago del dicotémica 1= Presente
Rotacion
posterior de Posicion pabellén auricular cuyo eje vertical | Nominal 0= Ausente
pabellones esta rotado posteriormente dicotomica 1= Presente
auriculares
Nombre de la Definicién Conceptual Tipo de Medicion de la
Variable - B Variable Variable
Hoyuelos o g ;
. Invaginaciones cuya entrada se observa Nominal 0= Ausente
fistulas en el . . ; .. o s _
cusllo Jjusto anterior a la insercion del hélix dicotomica 1= Presente
. Toérax ancho tanto en la base como en la Nominal 0= Ausente
Torax en tonel . e
parte superior dicotémica 1= Presente
. . Exceso de desarrollo mamario en los Nominal 0= Ausente
Ginecomastia P
varones dicotomica 1= Presente
Pecho en quilla | Forma de térax dado por el esternon que Nominal 0= Ausente
o excavado puede ser escavado o prominente dicotomica 1= Presente
Pezones . . y
. | Presencia de pezones extras que siguen o Nominal 0= Ausente
supernumerari 3 2 » P
os no la linea mamaria dicotomica 1= Presente
Unas Formacion anormal (desorganizada) de la Nominal 0= Ausente
hipoplasicas ufia dicotémica 1= Presente
Manos ‘ - Nominal 0= Ausente
P Manos en forma de pufio S
empuiadas dicotémica 1= Presente
Deflexiéon de uno o mas dedos medialmente )
: e : A . Nominal 0= Ausente
Clinodactilia o lateralmente (secundario a hipoplasiadela |, .. .
; dicotomica 1= Presente
falange media)
... | Posicion flexionada de uno o mas dedos que | Nominal 0= Ausente
Camptodactilia ; ; : e
pueden estar en una o mas articulaciones dicotomica 1= Presente
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Ausencia de la regresion normal de los

.. i " inal = nte
Pads cojinetes de la regién palmar distal de los N.om:. . 0= Ause
dicotomica 1= Presente
dedos
Phiague Pliegue unico en la regién palmar Nominal O=Absenta
transverso 9 glonp dicotébmica 1= Presente
; . i . Nominal = Ausente
Hallux ancho Primer ortejo mas ancho del promedio : '. ) 0_
dicotémica 1= Presente
Nombre de la Definicién Concentual Tipo de Medicion de la
Variable & Variable Variable
Asimetria de Variacién en la longitud de la extremidad Nominal 0= Ausente
extremidades |derecha y la extremidad izquierda dicotomica 1= Presente
Defect ]
c-),de . Nominal 0= Ausente
reduccion de Extremidad corta de manera anormal S
. dicotémica 1= Presente
extremidades
Hipermovilidad | Aumento del angulo de movimiento de las Nominal 0= Ausente
articular articulaciones dicotémica 1= Presente
DISMORFIAS MAYORES: Defectos que comprometen
. ; Perimetro cefalico menor a percentil 3 para la | Nominal 0= Ausente
Microcefalia .
edad y talla dicotomica 1= Presente
. Perimetro cefalico mayor a percentil 97 para | Nominal 0= Ausente
Macrocefalia -
la edad vy talla dicotomica 1= Presente
Craneosinosto . Nominal 0= Ausente
. Cierre prematuro de sutura(s) craneal(es) e
sis dicotémica 1= Presente
. \ . . ’ Nominal 0= Ausen
Labio hendido | Falta de cierre de labio superior 'oml'na. usente
dicotomica 1= Presente
Raladqr Falta de cierre de procesos palatinos Nominal 0= Ausente
hendido P R dicotémica 1= Presente




Paladar

. Falta de cierre de proceso palatinos Nominal 0= Ausente

hendido . C e

observables solo por nasofibroscopia dicotémica 1= Presente
submucoso
Labio y paladar | Falta de cierre de labios superior y de los Nominal 0= Ausente
hendido procesos palatinos dicotomica 1= Presente
Coloboma de . - Nominal 0= Ausente
" Fisura del iris i _
iris dicotémica 1= Presente
Nombre de la Definicién Conceptual Tipo de Medicion de la
Variable P Variable Variable

. Ausencia completa de crecimiento de la Nominal 0= Ausente

Anoftalmia . o o .

vesicula éptica y falta de formacién ocular dicotdomica 1= Presente

2 . & Nominal = Ausente
Microftalmia Globo ocular anormalmente pequefio .0 I. a‘ G= A
_ dicotémica 1= Presente

Tipo II: defecto que comprende el cartilago

del pabelldn con una superficie que recuerda
Microtia grado | un oido en forma de S; el tipo Il es el mas Nominal 0= Ausente
lH-1v comun y presenta tejido blando rudimentario | dicotémica 1= Presente

sin forma de oreja; el tipo IV es la ausencia

total del oido externo
Hipoacusia Audicién conductiva por debajo del promedio | Nominal 0= Ausente
conductiva para la poblacion o ausente dicotomica 1= Presente
Hipoacusia Audicion sensorial por debajo del promedio | Nominal 0= Ausente
sensorial para la poblacién o ausente dicotomica 1= Presente

o Curvatura de la columna de 10° o0 mas Nominal 0= Ausente

Escoliosis . .

apreciable en rayos X dicotémica 1= Presente
Cardiopatia Defecto del corazon que se presenta desde | Nominal 0= Ausente
congénita el nacimiento dicotémica 1= Presente
Hernia Protrusién de un asa intestinal a través de la | Nominal 0= Ausente
umbilical cicatriz umbilical dicotomica 1= Presente




. . Protrusion de un asa intestinal a través del Nominal 0= Ausente
Hernia Inguinal S .
anillo inguinal dicotdmica 1= Presente
Hernia Protrusion de las asas intestinales o Nominal 0= Ausente
diafragmatica |estomago a través del diafragma dicotomica 1= Presente
Protrusion de visceras abdominales junto a la :
G AR . Nominal 0= Ausente
Gastrosquisis | cicatriz umbilical por defecto de pared NP _
; dicotomica 1= Presente
abdominal
Nombre de la Definicion Concential Tipo de Medicion de la
Variable P Variable Variable
ProFrUSlon del ombligo cgblerto de p.lel K] S
Onfalocele debido a un defecto de cierre del anillo ey s
i dicotdmica 1= Presente
umbilical
. : Posicion del meato urinario por debajo de la | Nominal 0= Ausente
Hipospadias L E
punta del glande dicotomica 1= Presente
. ;i : : Nominal 0= Ausente
Criptorquidia Ausencia de un testiculo en bolsa escrotal R _
dicotomica 1= Presente
Ano Ausencia congénita de ano il 0= AusENte
imperforado g dicotomica 1= Presente
Poliquistosis Presencia de multiples quistes en rifion o Nominal 0= Ausente
renal ambos rifiones dicotdmica 1= Presente
Hipoplasia . . 5 Nominal 0= Ausente
Rinones mas pequeros para la edad T
renal dicotdmica 1= Presente
Presencia de sobre crecimiento de un organo .
Organomegalia | solido (no hueco) como rifién, higado Nominal 0= Ausente
9 d . » higado, dicotémica 1= Presente
pancreas.
Fusién parcial o total entre los dedos de .
. - , .. | Nominal 0= Ausente
Sindactilia manos y/o pies, la cual puede ser solo de piel | ,. ., .
. dicotémica 1= Presente
o de piel con hueso
Braguidactilia Dedos de manos y/o pies mas pequefios a lo N.OITII'I'IE!! 0= Ausente
esperado dicotomica 1= Presente
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Presencia de dedo o dedos extra que puede . 3
Pollidactilia ser antes (preaxial) o después (posaxial) del Nominal 0= Ausente
P R P dicotomica 1= Presente
pulgar
Pie equino Deformidad no reducible que presenta el pue | Nominal 0= Ausente
en posicion equino, varo y supinacion dicotomica 1= Presente
T Contractura de miltiples articulaciones que | Nominal 0= Ausente
Artrogriposis _ E .
se presentan desde nacimiento dicotémica 1= Presente

6.- TAMANO DE LA MUESTRA

En el proyecto titulado “Deteccién de alteraciones cromosdmicas por microarreglos
y su relacion en pacientes con retraso mental o retraso psicomotor” con nimero de
registro INP 06/2009 se realizo el calculo de muestra tomando en cuenta los
porcentajes de deteccion de alteraciones cromosdmicas de los diferentes estudios
en donde se analizaron pacientes con DI asociados o no a MC por aCGH, se realizd

el calculo de tamafo de muestra para proporciones.

El porcentaje mas alto de deteccidn de alteraciones cromosémicas es de 17%
(p=0.17;9=0.83) y el mas bajo de 4.2% (p=0.042; q=0.958). Tomando un valor de
alfa de 0.05 y un poder de 90% se aplico la siguiente formula y se obtuvo un tamario
de muestra de 46.6 = 47 pacientes

n=poqo’ [21- @/2 + 21 — B * Vp1q1/p0q0 |2/ p1-p0

Para este estudio realizamos diferentes escenarios de calculo de muestra.
Asumiendo una prevalencia minima del 1% y maxima del 3% y tomando en cuenta
el nimero de pacientes a reclutar, con el objetivo de detectar al menos 8 casos en

la muestra

n== (ﬁ)pr(l—p)




Tabla 7. Ejercicio de célculos de muestra

Prevalencia n
1% 1,312
2% 655
3% 436

Para este trabajo se reclutaron 8 trios integrados por padre, madre y probando el

cual debe cumplir con los criterios de inclusion previamente descritos.

7.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis se realizo en el paquete estadistico SPSS version 19.0, en este programa
se construyé una base de datos donde se capturaron los datos obtenidos. Las
variables fueron analizadas mediante estadistica descriptiva contemplando medidas
de tendencia central y dispersion o en proporciones dependiendo el tipo de variable
cualitativa o cuantitativa. Adicionalmente si las variables cuantitativas tienen
distribucion normal se utilizé6 media y DE y si no medianas y cuartiles. Las variables
cualitativas como género (femenino/masculino) y consanguinidad, se realizaron en

forma de frecuencias y graficas de barras.

En caso de ser positivos los resultados de aCGH, para definir si se trata de un
polimorfismo o de una variante patogénica cromosémica se compararon con ambos
padres en caso que se encuentre la variante en padres cuyo fenotipo sea normal se
determiné como variante polimérfica, en caso de que sea variante sea de novo se
determiné si es una CNV privada o si ya se encontro reportada en la literatura, asi
como. A demas, se determinaron los genes que involucraron el segmento
desbalanceado y si estos genes son sensibles a dosis, posteriormente se realizé la
correlacion genotipo fenotipo para concluir un diagnéstico y brindar un

asesoramiento genético.

Los resultados de los microarreglos se reportan de acuerdo a la nomenclatura

internacional basada en el ISCN 2016 (An International System for Human



Cytogenetic Nomenclature) (41). Posteriormente se determinaron las regiones
cromosomicas y genes que pusieran estar involucrados en el cuadro clinico. Para
el analisis genomico de la region afectada de casa paciente, se ingresaron las
regiones involucradas en cada alteracion cromosomica en las siguientes bases de
datos: UCSC genome Browser, Database of Genomic Variants (DGVs),
DECIPHER, NCBI, Gene Ontology, miRBase y miRanda. Se seleccionaron todos
los genes que se encuentren en las regiones afectadas, se investigd su producto
génico, funcion y proceso. Para descartar que alguno de los progenitores sea
portador balanceado de rearreglo cromosomico que hubiese originado el
desbalance gendmico en los pacientes, se les realizd cariotipo por medio de

citogenética convencional con una resolucion de 600 a 700 bandas.

Para la relacidon entre el fenotipo se presentaran dos situaciones:

A. Alteraciones cromosomicas no referidas en la literatura. Representan nuevos
casos en los cuales se realizd la descripcidn clinica, asi como el analisis de
las regiones cromosomicas involucradas para encontrar genes que pudieran
estar involucrados en la etiopatogenia de las manifestaciones

B. Alteraciones cromosomicas referidas en la literatura. En estos casos se
realizé un andlisis comparativo de las caracteristicas clinicas y de nuevas

manifestaciones, asi como de las regiones cromosémicas involucradas.



8.- RESULTADOS

Se reclutaron para esta parte del estudio 8 familias, en las cuales los casos indice
fueron 5 mujeres (63%) y 3 varones (37%), el promedio de edad fue de 8.3 anos; el
promedio de edad de las madres fue de 29 afios y el promedio de edad de los padres
26 anos; el 100% de las familias nego consanguinidad y se identifico positividad
para endogamia en una familia (12.5%). EI 100% de nuestros casos indice

reclutados presentd al menos un defecto congénito y RGND o DI.

De nuestra poblacion de estudio con antecedentes de RGND o DI asociado con MC,
dos pacientes (25%) presentaron una alteracion cromosoémica, en el primer caso se
identificé una delecidn y en el otro paciente se identificé una duplicacién; en el resto
de los 6 pacientes no se identificé ninguna CNV (Ver tabla). Con respecto a los

padres no se identificaron CNV.

Tabla 8. CNV identificadas en los casos indice

Probando | Banda CNV Inicio Final Tamano | Origen
1 22q13.33 | Delecién 51123491 | 51157432 | 33.9kb | De
novo
2 Xp22.31 | Duplicacion | 8295591 | 8514217 | 431.5kb | De
novo
3a8 Sin VNC

Paciente 1 Sindrome de Phelan-McDermid, delecion 22q13.33.

Femenino conocida a la edad de 11 afos 7 meses, producto de la gesta uno, al
momento de embarazo madre de 19 afios, padre de 34 afos, ambos sanos;
endogamia positiva habitan en comunidad de 2,800 habitantes. Embarazo
normoevolutivo el cual se resuelve via abdominal secundario a posicion podalica,
presentd un peso de 2500 gr, se desconoce talla y Apgar. A la exploracion fisica
con peso y talla por debajo del percentil 5 y perimetro cefalico en percentil 75-90,
macrocraneo relativo, frente amplia, cejas rectas dispersas en tercio externo,



telecanto, clinodactilia de quinto dedo de ambas manos, mosaico pigmentario en
abdomen, espalda y brazo derecho, mancha hipercrémica lineal en cara interna de
antebrazo, xerosis generalizada (Ver imagen 1). Inicié6 abordaje por macrocefalia
relativa, discapacidad intelectual con predominio del lenguaje, problemas de
comportamiento, peso y talla bajos para la edad y dermatosis por manchas

hipercrémicas en tronco compatibles con mosaico pigmentario.

Imagen 1. Se pueden observar las dismorfias faciales frente amplia, cejas rectas
dispersas en tercio externo, telecanto.

Se realizo cariotipo el cual se reportd 46, XX en 15 metafases de 400-500 bandas
GTG de resolucion. Debido a manchas hiperpigmentadas que siguen las lineas de
Blaschko se realizo cariotipo en piel clara y piel obscura reportandose como normal,
asi mismo se realiz6 resonancia magnética cerebral en la cual se observa discreta
asimetria ventricular supratentorial, restos hematicos y/o calcificaciones
periventriculares occipitales, probables zonas de gliosis focales en sustancia blanca
subcortical frontal y quiste aracnoideo retrocerebeloso. El estudio de aCGH detecto
una delecion monoalélica de 33.9 Kb en 22g13.33, la cual se comparé con ambos

padres y de identifico como variante de novo, como se puede ver en la imagen 2
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Imagen 2. aCGH paciente 1 a) Representacion grafica de normalizacion de
LogRatio, izquierda DNA probando vs madre, derecha probando vs padre b)
acercamiento del locus donde se observa un desplazamiento cuadros verdes de la
normalizacion LogRatio de 0 hacia -1 de las sondas correspondientes a las
coordenadas ya descritas en la Tabla 8, a la izquierda DNA probando vs madre
derecha DNA probando vs padre.

De acuerdo a la base de datos GeneDistiller version 2014 solo existe un gen dentro
de este locus, asi como se observa en la plataforma UCSC Genome Browser on
Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly ver figura 1, ninguna CNV se ha
reportado en genomAD ni en Data Base of Genomic Variants (DGV), las cuales
corresponden con poblacion sana se realizd blusqueda en base de datos
DECIPHER la cual describe el involucro de solo un gen SHANK3 (Ver tabla 9).

Esta deleciéon intragénica afecta los exones 10 al 20 y al promotor alternativo
localizado en el intrén 10 como se observa en la figura 1, de acuerdo al manual de
citogenetica ISCN 2016 la interpretacion citogenémica que corresponde es: arr
[GRCh37]22913.33(51,123,491-51,157,432)x1.
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SHANK3

Dosage Sensitivity

Figura 1. Se observan los puntos de ruptura, asi como la regién deletada del gen SHANK3

Asi mismo se realizé busqueda en ClinVar, VARSOME y Franklin by Genoox las
tres bases de datos coinciden que la pérdida de funcion en estado heterocigoto de
esta region es responsable del sindrome Pheland-Mcdermid (OMIM #606232).

Tabla 9. Genes localizados en el locus 22q13.33

Gen Descripcion Producto Funcién Proceso
SHANK3 | SH3 And Proteina 2 Proteinas de andamio | Sinapsis
Multiple Ankyrin | asociada a multidominio que
Repeat sinapsis rica | conecta receptores
Domains 3 en prolina con

neurotransmisores,
canales idnicos y

citoesqueleto

https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SHANK3

Paciente 2 duplicacion Xp22.31

Femenino conocida a los 3 meses de edad producto de la gesta 3, al momento de
embarazo madre de 25 afos, padre de 29 afios, ambos sanos, originarios de
Chilpancingo, Guerrero. Niegan consanguinidad. Tiene hermana y hermano de 7 y
2 anos, sanos. Durante el embarazé la madre consumié acido folico a partir de la
semana 4 de gestacion, en el cuarto mes presento pico febril y contacto positivo con
8 familiares con diagnéstico de chinkungunya. Nacié via vaginal a las 38 semanas

de gestacion, con un peso de 2,625 (percentil 7 z score = -1.48) gr y una talla de 50
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cm (percentil 31, z score -0.49). Es conocida por el servicio debido a microcefalia
(p<5 z score = -6.9) y crisis convulsivas a la exploracién fisica se evidencio
estrechamiento bifrontal, cejas arqueadas, puente nasal ancho, pezén
supernumerario derecho y 3 izquierdos, debido a malformaciones menores vy
mayores, asi como retraso del neurodesarrollo se solicité estudio citogenético, el
cual se reportdé como 46,XX en 15 metafases de 400- 500 bandas GTG de
resolucidn, asi como por dismorfias menores se realizo FISH para el locus 4p16.3

el cual fue negativo para la microdelecion.

Por parte, neurologia realizé RT-PCR para Zika, el cual fue positivo en liquido
cefalorraquideo, asi como tomografia axial computarizada de craneo la cual se
reporto como perdida de volumen del encéfalo, con pobre definiciéon de giros
corticales, calcificaciones puntiformes corticosubcorticales de ambos l6bulos
frontales y parietales, sin embargo, debido a malformacién congénita mayor
(microcefalia), malformacion congénita menor (dismorfias faciales, pezones
supernumerarios) y retraso global del neurodesarrollo la paciente fue candidata a
estudio de microarreglos aCGH comparandose con el material genético de ambos

padres el cual se reportdé como duplicacién Xp22.31 de 435.1 kb.

El material genético de la probando se comparo con el de la madre con quien se
evidencio duplicacién monoalélica y con respecto al padre una delecién monoalélica
por lo que se puede deducir que el origen parental es paterno como se puede ver

en la imagen 3.

Dosage Sensitivity

Curated Submissions B oef el

Figura 2. Se observan los puntos de ruptura, asi como la region duplibéda la- cual.comprende el
gen VCX3B y ANOS1



Se realizé blusqueda en base de datos GeneDistiller version 2014 encontrando que
se encuentran en estas regiones 2 genes (Ver tabla 10), asi como se observa en la
plataforma UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19)
Assembly ver figura 2, la region duplicada afecta especificamente a los genes de
forma completa a VCX3B y parcial a ANOS1? en su region centromérica hasta los
exones 10-14. de acuerdo al manual de citogenética ISCN 2016 la interpretacion
citogenomica que corresponde es: arr [GRCh37] Xp21.31(8,295,591-8,514,217)x3
pat. Ninguna CNV se ha reportado en genomAD ni en Data Base of Genomic
Variants (DGV), se realizd busqueda en base de datos DECIPHER coincide con
presencia de dos genes, sin embargo, ANOS1 es sensible a haploinsuficiencia, no
asi a triplosensibilidad, y para el gen VCX3B, se desconoce su sensibilidad a
haploinsuficiencia y triplosensibilidad. Ante esto las bases de datos DECIPHER,

ClinVar y Franklin by Genoox concluyen que esta VNC se clasifica como VUS.
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Imagen 3.- aCGH paciente 2 a) Representacion grafica de normalizacion de
LogRatio, izquierda DNA probando vs madre, derecha probando vs padre b)
acercamiento del locus donde se observa izquierda DNA probando vs madre
duplicacion monoalélica cuadros rojos se desplazan de O hacia 1, derecha DNA
probando vs padre donde cuadros rojos se desplazan de 1 hacia 0.5
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Tabla 10. Genes localizados en el locus Xp22.31

Gen Descripcion Producto Funcion Proceso

ANOS1 | Anosmina 1 Anosmina Proteinas de en la | Citoesqueleto
adhesibn de las
células neurales y la

migracion axonal.

VCX3B | Variable - | VCX3B Espermatogénesis, | Ensamblaje
Charge X- aun no se termina de | de ribosomas
Linked 3B ' identificar su funcion.
Paciente 3

Femenino de 16 afios, conocida por antecedente de RGND, actualmente DI severa,
disgenesia cerebral (hemiatrofia cerebral derecha), epilepsia parcial compleja,
dismorfias faciales: cejas arqueadas y pobladas, enoftalmos, epicanto bilateral,
antihélix prominente, nariz pequefa, filtrum corto, labio superior delgado, dedos
fusiformes, talla baja proporcionada de inicio posnatal con patréon atenuado,
dislipidemia  (hipertrigliceridemia e  hipercolesterolemia),  hipogonadismo
hipogonadtropico. Como parte de su abordaje cuenta con -cariotipo, tamiz
metabilico, FISH para los loci 1p36 y 17p11.2 reportados como normales. De
acuerdo al estudio de aCGH no se evidencid VNC.

Paciente 4

Femenino conocido a la edad de 2 anos 9 meses, debido a antecedente de
persistencia del conducto arterioso la cual requiri6 manejo quirtrgico, DI leve
(coeficiente intelectual de 60), asi como, fusidn de vertebras T6-T7, hemivértebras
en T12, L1, L2 y ausencia de arco costal, talla baja de inicio posnatal con patrén
atenuado. Se realizé cariotipo el cual se reporto: 46, XX BG en 15 metafases, 400
bandas GTG de resolucion, asi como ultrasonido renal reportado sin alteraciones

estructurales. Los resultados del estudio de aCGH no evidenciaron VNC.
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Paciente 5

Masculino de 5 meses conocido por el servicio de genética debido a retraso global
del neurodesarrollo, microcefalia (z score = -5.11 a los 6 anos), micropene,
criptorquidia derecha, displasia congénita de cadera, sinostosis radio-cubital, uvula
bifida, reflujo gastroesofagico, peso y talla bajos para edad y grupo poblacional. Se
realizo cariotipo el cual se reportd como 46,XY en 25 metafases de 450-500 bandas
GTG de resolucion. Cuenta con ultrasonido renal el cual se evidencié ambos rinones
con ligera dilatacion de sistemas colectores, rifidn izquierdo probablemente

hipoplasico. Los resultados del estudio de aCGH no evidenciaron VNC.

Paciente 6

Masculino conocido a la edad de 2 afios 6 meses el cual nacio a las 36 semanas de
gestacion, via abdominal secundario a preeclampsia, peso 2500 gr, talla de 45 cm,
es valorado por el servicio de genética por dismorfias faciales (dolicocefalia, fisuras
palpebrales oblicuas hacia arriba), retraso global del neurodesarrollo, hipotonia,
insuficiencia pancreatica exocrina, peso y talla bajos para edad y grupo poblacional.
Se realiz6 estudio citogenético el cual se reportd6 como 46,XY,16gh+ en 70
metafases de 450-500 bandas GTG de resolucion. Resonancia magnética nuclear
cerebral con leucomalacia y gliosis periventricular y atrofia cerebral. Los resultados

del estudio de aCGH no evidenciaron VNC.

Paciente 7

Femenino conocida de 2 afios 3 meses, en abordaje por retraso global del
neurodesarrollo, dismorfias faciales hipertelorismo, hipoplasia medio facial, puente
nasal deprimido, comisuras labiales oblicuas hacia abajo. Cuenta con cariotipo 46,
XX en 15 metafases de 400 a 500 bandas GTG de resolucion. Los resultados del
estudio de aCGH no evidenciaron VNC.

Paciente 8

Masculino conocido a los 10 meses por dismorfias faciales (braquicéfalia, pelo
aspero, con hipopigmentacion en region frontal, cejas escasas, epicanto inverso

38



bilateral, filtrum poco marcado, boca pequefa), microcefalia, zonas de alopecia,
pectum excavatum cuadriparesia espastica, retraso global del neurodesarrollo,
hipoacusia bilateral. Cuenta con resonancia magnética cerebral atrofia cortico
subcortical, hipoplasia de cuerpo calloso, atrofia de cerebelo, impresiona una
probable alteracion en sustancia blanca. Los resultados del estudio de aCGH no
evidenciaron VNC.

9.- DISCUSION

La identificacion de VNC incluyen pérdidas (deleciones) y ganancias (duplicaciones
y triplicaciones) del material genético actualmente el microarreglo aCGH es
recomendado como el primer nivel de evaluacion postnatal en pacientes con RGND
o DI, TEA y/o MC multiples (40), dependiendo de la cohorte estudiada el rendimiento
diagnostico oscila entre el 10 al 20%(16); en nuestra serie de pacientes se identifico
en 1 de 8 casos (12.5%) pérdida del material genético y en un segundo caso
ganancia de material (12.5%), un total de 25% con VNC, coincidiendo de manera
proporcional con lo ya reportado en la literatura, en el resto de los casos no se

identifico variantes en el niumero de copias.

Con respecto a la primera paciente, en la cual se identifico una delecidon monoalélica
de 33.9 Kb en el locus 22913.33. Esta delecion en estado heterocigoto es
responsable del sindrome Pheland-Mcdermid (PMS) (OMIM #606232) o también
llamado sindrome por delecion 22q13.3 la prevalencia de esta entidad es
desconocida; sin embargo, en 2015 Costales J. y colaboradores describen que se
han reportado 1200 casos en todo el mundo (42), a la fecha se han documentado
1500 casos en el registro internacional de SPM (43). El tamario de la delecion puede
variar ampliamente se han descrito rangos desde 0.22 a 9.22 Mb, la delecidon de
nuestra probando coincide dentro del rango de tamano.

En el locus 22913.33 se encuentran los genes ARSA, SHANK3, ACR, RABL2B Yy la

region telomérica, como se muestra en la imagen 4. SHANK3 proteina SH3 con



multiples dominios de repeticion de anquirina 3 o proteina 2 asociada a sinapsis rica
en prolina, esta compuesta de 22 exones, tiene una longitud de 60 Kb (44), se
expresa en cerebro, corazon bazo, higado, utero, pulmaon y aparato gastrointestinal
se estima un biotipo pLI de 1, el cual calcula la probabilidad de que un gen sea
intolerante a la pérdida de funcién donde 0 es tolerante y 1 es intolerante (18), asi
mismo variantes patogénicas puntuales también se han asociado con esquizofrenia
tipo 15 (OMIM #613950).

Se describen cuatro mecanismos moleculares causales de SPM a) deleciones
cromosomicas terminales 22q13.3 usualmente de novo, sin embargo en 20% de los
casos los padres son portadores de translocaciones balanceadas, que aumentan el
riesgo de SPM; b) deleciones intragénicas; c¢) translocaciones desbalanceadas o
rearreglos cromosomicos produciendo la formacion de un cromosoma 22 en anillo;
d) variantes patogénicas que condicionen haploinsuficiencia del gen SHANK3

(43)(45). En nuestra paciente el mecanismo fue delecién intragénica.
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Imagen 4.- Representacion esquematica del locus 22q13.3. Imagen tomada de
Costaless L, Neurotherapeutics (2015).

Clasicamente se habia considerado el involucro del gen SHANK3 como el
responsable del cuadro clinico, sin embargo, en un trabajo realizado por Shan Li en

2020 reportan la identificacion de una delecion intersticial que no involucra este gen,
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pero que coincide con las caracteristicas clinicas y moleculares descritas en SPM
por lo que se sugiere son regiones que regulan la expresion del mismo causan
fenotipo indistinguible de SPM (46). En nuestra paciente se identifico una delecion
intragénica de 33.9 Kb con puntos de ruptura descritos en la Tabla 8, dicha delecion
abarca los exones 10 al 20 y el promotor alternativo en el intrén 10 que de acuerdo
a las bases de datos GeneDestiller y UCSC Genome Browser coinciden con los

puntos de ruptura intragénicos.

Las caracteristicas clinicas de SPM son dismorfias menores antecedentes de
RGND/DI, perdida o ausencia del lenguaje, hipotonia neonatal, sintomas de TEA
(43). A continuacién, se presenta una tabla que resume las dismorfias faciales
descritas en esta entidad comparadas con las presentadas por nuestra paciente,
por lo que consideramos que presenta las dismorfias faciales que con mayor

frecuencia se encuentran descritas en esta entidad.

Tabla 11. Dismorfias descritas en SPM y en la paciente 1

Dismorfias % de presentacion Paciente 1
Macrocefalia 7-31 si
Dolicocefalia 0-86 Si

Fisuras palpebrales largas 25-60 si
Hipertelorismo 13-36 si

Nariz bulbosa 47-80 si
Epicanto 30-73 no
Pabellones auriculares dismorficos | 27-86 no

Respecto a la afectacidn sistémica se involucran los sistemas nervioso, esquelético,
cardiovascular, genitourinario, endocrinolégico, por lo que comparamos los
hallazgos mas frecuentemente presentados en SPM y la paciente 1, como se
observa en la tabla 12. Donde se evidencia que el mayor involucro después de las
dismorfias faciales es el sistema nervioso central un dato que hasta el momento no

se ha reportado en la literatura es dermatosis diseminada a miembro superior
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derecho, tronco, abdomen derecho, region lumbar derecha e izquierda constituida

por manchas hiperpigmentadas color marrén claro con distribucion lineal

Blaschkoide bien delimitadas, las cuales fueron estudiadas mediante citogenética

convencional sin identificar alteraciones.

Tabla 12. Manifestaciones sistémicas de SPM

Sistema Caracteristica Porcentaje Paciente 1
RGND con mayor afectacion 50 Si
del lenguaje
Retraso del lenguaje 100 Si

SNC DIl leve — moderada 87 Si
TEA 26-84 Si
Agresividad 28 No
Convulsiones 14-41 No
Catatonia 53 No
Hipotonia 20-100 No

Musculo- Hipermovilidad articular 25-61 No

esquelético Laxitud ligamentaria 65% No
Defectos cardiacos 3-25% No

Cardiovascular | Valvulopatias 3-25% No

Crecimiento Talla baja 0-13 Si
Talla alta 3-18 No

Debido a que se analizé al trio, y en ambos padres no se identificd la delecion

22g13.3, se considerdé como variante de novo, por lo que se brindé un riesgo de

recurrencia del 50% para la descendencia de la probando. En cuanto al seguimiento

actualmente se encuentra con manejo por neurologia, salud mental y nuestro

servicio.
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En cuanto al segundo caso se identificé una duplicacién del material genético en el
locus Xp22.31 de 218.6 Kb de acuerdo con el estudio de aCGH se concluyo6 que la
ganancia es de origen paterno ya que como se muestra en las graficas, cuando se
compard el DNA de la probando con respecto al DNA materno se identifico una
duplicacién monoalélica como se muestra en la grafica 1, asi mismo, cuando se
compard el DNA paterno con el DNA de la probando se evidencié una delecion
monoalélica, siendo que si el padre no presentara dos copias del material genético
en este locus se deberia encontrar como una delecion bialélica respecto a la
probando ya que los varones son hemicigotos, por lo que se concluye que la

delecion es de origen paterno.

LUOSIS genica

W, o re e e, | Yol SAE RN o PR N ey Dyt v il
Materno vs Probando O2anado Varon vs rrobando

Grafica 1. Dosis génica del locus Xp22.3 donde se evidencia que respecto a
Materno vs Probando se identifica una duplicacion del probando. Paterno vs
Probando se identifica una delecion monoalélica, relacion hipotética entre un
Varén vs Probando

La region duplicada afecta especificamente al gen VCX3B de forma completa y
parcial a ANOS1 en su region centromérica hasta los exones 10-14. De acuerdo al
manual de citogenética ISCN 2016 la interpretacion citogenémica que corresponde
es: arr [GRCh37] Xp21.31(8,295,591-8,514,217)x3 pat. Al revisar la base de datos
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OMIM y en plataforma “PubMed"” para el gen VCX3B, no existen entidades clinicas
asociadas directamente a variantes puntuales en este gen, sin embargo, deleciones
en el locus Xp22.3 que incluyen la pérdida de genes VCX se han asociado con
ictiosis ligada al cromosoma X (47), sin embargo, no se han identificado entidades
clinicas asociadas a duplicaciones de este gen, de acuerdo a base de datos Franklin
by genook el pLI corresponde a 0.38, lo que hace tolerante su pérdida de funcién y
no existen datos respecto a triplosensibilidad.

De acuerdo a la base de datos “The Human Gene” https://www.genecards.org/ se
describe que los seres humanos poseemos un gran numero de copias de la familia
de genes VCX, especificamente VCX3B. Se desconoce con precision su funcion,
sin embargo, se sabe que participa en la estabilizacion del RNAm y tiene un papel
en el ensamblaje de los ribosomas durante la traduccion, esto durante la

espermatogénesis.

Respecto al segundo gen implicado ANOS7 se encuentra relacionado con
hipogonadismo hipogonadotrofico tipo 1 (OMIM # 300836), también denominado
sindrome de Kallman (SK). Este sindrome presenta en varones una incidencia de 1
por cada 30 000 recién nacidos vivos y abarca un amplio espectro clinico que
consiste en hipogonadismo hipogonadotrofico, con anosmia y su variedad con
normosmia (48). Este gen consta de 14 exones codifica para una glicoproteina
extracelular de 680 aminoacidos, llamada Anosmina-1, la cual se asocia con la
membrana plasmatica a través de proteoglicanos de heparan sultafo, se expresa en
tracto respiratorio, rifiones, sistema digestivo y ciertas regiones del cerebro
(49)(50)(51). De acuerdo a base de datos Franklin by genook el pLI corresponde a
1, lo que hace intolerante fia pérdida de funcion y no existen datos respecto a

triplosensibilidad.

Variantes patogénicas en este gen condicionan una disrupcion en la migracién de
las neuronas liberadoras de gonadotrofinas hacia el bulbo olfatorio. Esta mutacion
representa el 14% de los casos familiares y el 11% de los casos esporadicos (51);
respecto a formas mas sindromicas, éstas se pueden originar por deleciones en

locus Xp23 y ser parte de entidades sindromicas por delecion de genes contiguos
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y pueden presentar formas complicadas con retraso mental, Ictiosis ligada al
cromosoma X (STS #300747), condrodisplasia punctata ligada al cromosoma X,
(CPDX1 #302950), estatura baja (SHOX # 312865) y albinismo ocular (OA1
#300500)(52).

Respecto a la duplicacion Xp22.31 de 218.6 Kb como se muestra en la Tabla 12, se
han reportado un gran espectro de manifestaciones clinicas, asi como una alta
heterogeneidad en cuanto al tamafio y al nimero de genes involucrados. Lo que
queda completamente claro es que es una region altamente sensible a dosis,
aunque en nuestra paciente la delecion es de las mas pequefias en comparacion
con las ya reportadas en la literatura y solo afecta a dos genes, el que se duplica de
manera completa es VCX3B y de manera parcial ANOST que de acuerdo a la base
de datos Franklin by genoox no hay informacion suficiente respecto a la
triplosensibilidad de estos genes, se hace una comparacién respecto a las
caracteristicas clinicas de estos pacientes asi como nuestro caso indice
coincidiendo algunas dismorfias faciales, no asi el pezon supernumerario el cual no

se ha reportado como distincién de esta duplicacion.

Por parte del servicio neurologia se realizd RT-PCR para virus del Zika como
abordaje inicial de microcefalia la cual fue positiva, sin embargo, esta infeccidn solo
explicaba la microcefalia y las calcificaciones intracraneales no asi las dismorfias

faciales, pezon supernumerario, cardiopatia congénita, cuadriparesia espastica.



Tabla12. CNV (duplicaciones/triplicaciones) asociadas a Xp22.31

Autores Polo-Antunez Pavone Pengfei Liu Faletra Favio | Feng Li Probando
2017(53) 2018(54) 2011(55) 2011(56) 2010(57)
n=1 n=1 n=14 n=1 n=23
Sexo F M F(n=3)/ M F(n=12) F
M(n=11) M(n=11)
Tamarno 1.6 Mb 1.5 Mb 350 Kb -1.9 1.5 Mb 149 Kb-19 |218Kb
Mb Mb
Genes PUDP, STS, HDHD1, STS, | FAM9A, STS, VCX2 VCX3A, VCX3B
VCX, y VCX, y ANOST, HDHD1A, ANOS1(exones
PNPLA4 PNPLA4 VCX3B STS, VCX, 1-10)
VCXx2 PNPLA4,
PNPLA4 VCX2
VCX
STS
HDHD1A
VCX3A
Caracteristicas | Fenotipo Retraso del RGND Talla baja Talla baja Microcefalia
clinicas normal lenguaje Convulsion Microcefalia Microcefalia | Estrechamiento
Cuadriparesia, | Microcefalia Hipotonia Frente Frente bifrontal
epilepsia Trigonocefalia | TEA prominente prominente Cejas
Sutura Macrocefalia | Pabellones Epicanto arqueadas
metopica Microcefalia auriculares Ptosis Puente nasal
prominente IRM alterada | anormales Filtrum largo | ancho
Facies EEG alterado | Epicanto RGND/DI Pezones
triangular Ptosis Hipotonia supernumerarios
Filtrum plano Filtrum largo | Convulsiones
Retrognatia

IRM: Imagen por resonancia magnética. EEG: Electroencefalograma
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10.- CONCLUSIONES

Respecto a el abordaje diagnostico en pacientes con RGND/DI, MC, y/o TEA el
primer nivel de evaluacion es la identificacion de VNC cuyo rendimiento maximo a
lo largo de la experiencia de su uso no va mas alla del 20%, lo que permite lograr
un diagnéstico causal, para con ello brindar un asesoramiento de certeza y una
intervencion familiar que permita el uso de técnicas reproductivas para diagnostico
prenatal. En la actualidad, nuevas tecnologias permiten identificar las causas
genéticas de causa monogénica, las cuales incluyen la secuenciacién masiva en
paralelo de la region codificante de genes, grupo de genes (secuenciacion de exoma
clinico), o secuenciacion de exoma completo e incluso nos encontramos en la era
de la secuenciacion del genoma completo. Con el advenimiento de las nuevas
tecnologias y las lecturas cada vez mas amplias nos permitira con un solo ensayo
no solo identificar variantes de un solo nucleoétido, sino también grandes deleciones
y duplicaciones del material genético lo que cambiara los algoritmos diagnosticos.
Actualmente las principales limitaciones, para concluir un estudio molecular es el
costo que estas tecnologias conllevan, por lo que en futuras generaciones muy
probablemente esto disminuya, lo que nos permitira lograr una medicina de
precision. Se tienen que continuar llevando a cabo mas estudios para que en México
podamos generar la epidemiologia molecular suficiente para lograr una medicina

eficiente.
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