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RESUMEN

“Sindrome de Phelan McDermid: frecuencia en pacientes con

retraso mental”.
Leén-Leon C', Araujo-Solis M', Velazquez-Wong’. UMAE. Pediatria', UIGH? CMN
Siglo XXI

Introduccion.

La discapacidad mental es un problema prioritario de salud y una de las 3 primeras
causas de consulta en genética. El sindrome de X fragil es la primera causa de retraso
mental pero en México, las pruebas frecuentemente son negativas. El motivo puede ser
que comparte fenotipo con el sindrome Phelan-McDermid. De éstos, son pocos los casos
confirmados en la literatura internacional y su frecuencia de presentacion es desconocida.
La ventaja del diagndstico repercute en las posibilidades de manejo, asesoramiento y
vigilancia de la salud.

Obj etivo: Identificar a pacientes con delecion 22q13.3 en individuos con sospecha de
X fragil y estudio molecular negativo.

Material y métodos: El disefio del estudio fue prospectivo, transversal y
descriptivo. La muestra fue por conveniencia obtenida de una base de datos de pacientes
con retraso mental y previa sospecha de sindrome de X-fragil, ya descartado en el
Hospital de Pediatria del CMN SXXI del IMSS con RT-PCR y Southern blot ademas de
cariotipo normal. En estos pacientes se recolectd muestra de sangre periférica y se
recabaron datos clinicos con base a una hoja de recoleccion de datos, posteriormente se
realizé la técnica de FISH con la muestra sanguinea para identificar si los pacientes
presentaban el sindrome de Phelan-McDermid por microdelecion

Analisis estadistico: Para el analisis de los datos se emplearon medidas de
dispersion central, para las variables cuantitativas proporciones y frecuencias para las
cualitativas

Resultados: En la muestra estudiada no se encontraron pacientes que presentaran la
delecion del locus 22q13, la cual causa el sindrome de Phelan-McDermid. También se
encontrd que la mayoria de los pacientes no tenian las caracteristicas fiscas tipicas de X-
fragil, que es la entidad diagndstica por la que ya se habian estudiado previamente. Asi
también los individuos de la muestra presentaron pocos datos clinicos compartidos entre
ambos sindromes.

Conclusiones: Con estos resultados se puede considerar que no es conveniente realizar
la busqueda sistematizada de este sindrome mediante FISH en los nifios que presentan
retraso mental de causa desconocida en el hospital de pediatria a pesar de que ya se hayan
descartado otras entidades sindrométicas causantes de retraso mental mas prevalentes.
Asi mismo es conveniente aumentar el tamafio de la muestra a un minimo de 42 y
mejorar los criterios de seleccion para aumentar la probabilidad de encontrar pacientes
con la microdelecion y de ser posible emplear secuenciacién para poder identificar los
casos causados por mutaciones.



ANTECEDENTES

Introduccion

Epidemiologia del retraso mental en México.

El retraso mental en México es uno de los principales problemas de salud con frecuencia
de 2 925 000 individuos (2008). Es un padecimiento de gran impacto social y econémico
porque con frecuencia modifica las relaciones interpersonales, el aspecto laboral y la
atencion para los hermanos a fin de dar prioridad a las necesidades del afectado.

En el 2011 el INEGI inform6 que de 5 739 270 personas con discapacidad (5.1% de la
poblacion mexicana), el 20.9% es menor de 29 afios y el 12.9% de esta poblacion padece
discapacidad mental.”

En muchas ocasiones la causa del retraso mental no se identifica, pero en alrededor del
50% de los casos éste se debe a una enfermedad genética

El retraso mental puede acompafiarse de dismorfias faciales y/o malformaciones
congénitas; esto es, formar parte de un padecimiento genético o un sindrome. En algunos
casos la etiologia del retraso mental sindromético puede sospecharse desde la primera
visita al médico genetista, pero en la mayoria de los casos puede ser un reto establecerla
con certeza, ya sea por la falta de malformaciones asociadas, por la complejidad de la
entidad o por la escasez de herramientas moleculares que ayuden a establecer el
diagnostico.”’

En todos los servicios de genética del pais, el retraso mental esta entre los 10 principales
problemas por los cuales acuden las familias a consulta. En el Departamento Clinico de
Genética Médica (DCGM) de la UMAE (Unidad Médica De Alta Especialidad) Hospital
de Pediatria del CMN Siglo XXI del IMSS se encuentra entre los 3 principales motivos
de consulta (datos no publicados). Al estudiar a los pacientes con éste problema, algunas
veces se puede llega a establecer el diagnostico de certeza, pero en la mayoria de los
casos todos los estudios dirigidos a conocer la etiologia resultan normales, a pesar del
elevado indice de sospecha de pérdidas o ganancias de material hereditario que no son
observables en el cariotipo convencional. Cuando esto sucede, se deteriora la calidad de
la atencion porque la informacién otorgada en el asesoramiento genético queda
inconclusa.

Sindrome de Phelan-McDermid: semejanzas y diferencias con el
sindrome de X fragil.

Epidemiologia

Este sindrome afecta a ambos sexos por igual y hasta 2008 la literatura internacional ha
informado de 600 casos. La escasa informacién sobre su prevalencia deriva de la
dificultad en el diagnostico clinico. Su frecuencia en poblacion abierta se desconoce,
dado que los estudios existentes se han realizado en poblacion autista, aunque se infiere
que la prevalencia en poblacion general es de 1/15000. Los pocos casos estudiados y
confirmados en comparacion con la incidencia calculada sugieren que este padecimiento
estd subdiagnosticado. Por el contrario, el sindrome de X fragil tiene una prevalencia
hasta de 1:4000 y es comun que se piense en €l como primera opcidon en cualquier varén



con retraso mental y/o autismo, en mujeres con el antecedente de varones afectados en la
familia por rama materna y en aquellas otras afectadas de falla ovérica prematura o
retraso mental.®~

Etiologia

El sindrome de Phelan-McDermid pertenece a los sindromes conocidos como desérdenes
genomicos. Resulta de la pérdida de un segmento de material hereditario por la ruptura
unica distal del brazo largo del cromosoma 22 (delecién 22q13) de 92kb a 8.5Mb dentro
de esta region se encuentran hasta 25 genes dentro de los cuales se encuentran ARSA,

MLC1, ATXN10, FBLN1, Los cuales causan enfermedades autosOmicas recesivas. Se
considera que los datos clinicos se deben a una haploinsuficiencia del gen SHANKS3 que
mide 57kb y tiene 24 exones. Este gen codifica para una proteina de la densidad post-
sinaptica. Conecta canales i0nicos y receptores en la membrana post-sindptica (dendritas)
al citoesqueleto y a las vias de transduccion de sefiales. En los caso de delecion
intersticial de este mismo segmento cromosdmico, se ha observado que el retraso mental
es leve. Sin embargo, no siempre existe correlacion genotipo-fenotipo.“”™ Se han
informado casos mutaciones que producen cambios en el marco de lectura del gen
SHANKS3 resultando en una proteina truncada.®”

Por otra parte, el sindrome de X Fragil pertenece al grupo de trastornos originados por
expansion de repeticiones de trinucleotidos que afecta a la proteina FMR1. Para presentar
este padecimiento con el fenotipo caracteristico, es necesario que el nimero de repetidos
sea mayor de 200. Cuando existen entre 55 y menos de 200 repetidos se considera como
una premutacion.!*!)

Patogénesis

El origen de la delecion en el sindrome de Phelan Mc-Dermid puede ser:

- De novo o no hereditario, en donde ninguno de los progenitores presenta alteracion
cromosOmica.

- Hereditario. En estos casos, alguno de los padres es portador de una anomalia
cromosOmica balanceada detectable en sangre periférica, o en forma no balanceada,
presente en forma de mosaico gonadal.

El 80% de los individuos afectados con el sindrome de Phelan-McDermid son casos no
hereditarios que tienen una microdelecion simple. En dos tercios de ellos la
microdelecion se origind en meiosis paterna y en un tercio, el origen se dio en meiosis
materna. ¥

En el 20% restante, los pacientes tienen un cromosoma con pérdida del segmento 22q13
ocasionado por una translocacion no balanceada con otro cromosoma. De éstos, hasta el
80% son hereditarios (con un cromosoma derivativo) debido a que un progenitor es
portador de un rearreglo estructural balanceado. Con estos datos se puede inferir que
alrededor del 16% de casos son hereditarios. *"%

Ademas de la microdelecion simple, hay casos de sindrome de Phelan Mc-Dermid con un
cromosoma en anillo cuyo sitio de ruptura afecta q13. Los cromosomas en anillo son
inestables durante la divisiéon celular y tienden a encontrarse en mosaico y con
proporciones que varian de tejido a tejido. Por eso resulta indispensable que los
individuos con fenotipo leve sugestivo del sindrome y cariotipo normal en sangre



periférica tengan oportunidad de realizarse el estudio citogenético en otros tejidos para
confirmar o descartar la presencia de la microdelecion en mosaico."'>"”

La fisiopatologia del sindrome de X fragil es aun mas compleja. El gen afectado es FMR1
(fragile X mental retardation 1) que codifica para una proteina de uniéon a RNA que
regula la traduccion de una variedad de mensajes que son importantes en la plasticidad
sinaptica, con funcién inhibidora. La ausencia de FMRP conduce a una sobre-expresion
de multiples proteinas en el cerebro, observandose un aumento de la actividad del
receptor metabotropico de glutamato 5 (mGIuR5). En modelos animales se ha
confirmado mejoria en el déficit cognitivo y del comportamiento con el empleo de
antagonistas para mGluR5.'*2%

Los genes afectados en estos dos padecimientos también participan en mecanismos de
susceptibilidad para otras enfermedades. Existe un estudio en 3 hermanos con
esquizofrenia-15 (613950 OMIM) donde se ha documentado que el cambio R1117X en el
gen SHANKS otorga susceptibilidad para la enfermedad. Mientras tanto FMR1 también se
relaciona con falla ovarica prematura 1 y sindrome de X fragil-tremor/ataxia (311360
OMIM).

Cuadro clinico

El cuadro clinico del sindrome de Phelan-McDermid se caracteriza por hipotonia
neonatal severa, retraso en el desarrollo global, crecimiento normal o acelerado (95%) y
ausencia o retraso grave del lenguaje hablado (>98%) entre otros datos clinicos. El
retraso o ausencia del habla y el retraso global del desarrollo son las caracteristicas
neuroldgicas prevalentes. La facies se caracteriza por cara alargada y delgada, cejas
anchas, ptosis, pestafias largas y gruesas, puente nasal ancho, hipoplasia mediofacial,
menton prominente y terminado en punta, paladar alto y orejas grandes displasicas, dedos
largos en manos y pies.*'?

No existen criterios diagndstico establecidos porque en muchos casos el fenotipo es
variable y en otros es sutil.

Aunque no se ha confirmado una relacion evidente entre el tamafio de la delecion y el
fenotipo de los pacientes a pesar de la gran cantidad de genes reportados en este locus en
algunos estudios se ha propuesto cierta relacion sobre todo en el numero de
caracteristicas **.

El cuadro clinico es muy similar al de personas afectadas con sindrome de X fragil, en
donde ambos padecimientos tienen como caracteristica principal el retraso mental.
Muchos de los datos clinicos pueden sobreponerse entre ambos padecimientos como se
muestra en la tabla 1.%*)



Sensibilidad y especificidad de los estudios citogenéticos

El parecido entre el sindrome de Phelan McDermid y el de X fragil obliga a confirmar la
etiologia en los casos afectados a través de estudios de citogenética molecular y biologia
molecular. El estudio citogenético es necesario para descartar otros tipos de anomalias
cromosomicas. En mas del 50% el resultado es normal por lo que el FISH y la CGH son
necesarios para establecer un diagnostico de certeza. Aunque estas técnicas tienen una
proporcion de 5% de falsos negativos, la posibilidad de lograr la identificacion de la
etiologia es muy alta. **

La prueba de FISH permite visualizar microdeleciones y brinda un diagnostico preciso,
permitiendo localizar la microdelecion de la region 22q13.3. Se han utilizado dos sondas
comerciales: “TUPLE1” (22q11.2)/ ARSA(22q13.3) y MD Digeorge T-Box1(22ql1)/
SHANK3 (22q13). Esta ultima hibrida por completo la region 22q13 incluyendo al gen
de interés SHANK3.'¥

Es importante mencionar que la técnica de microarreglos es mas sensible que la de FISH
para el diagndstico de desordenes gendmicos. Esta consiste en escanear el genoma
completo en busca de pérdidas o ganancias de material genético y puede detectar
deleciones y translocaciones no balanceadas en cualquier cromosoma. Sin embargo su
costo es muy elevado y no detecta los rearreglos balanceados. Por su gran sensibilidad y
especificidad, la técnica de FISH continta siendo el estandar de oro para el diagnodstico
de microdeleciones, con la ventaja de que su costo es menor.”

Riesgo de recurrencia

Una vez detectada la microdelecion 22q13 en un individuo, es necesario realizar un
cariotipo a los padres. Cuando los padres tienen cariotipo normal el riesgo de recurrencia
para un hermano del caso indice es muy parecido al de la poblacién general. Cuando la
microdelecion se debe a un rearreglo estructural parental el riesgo de recurrencia se
incrementa y varia dependiendo del padre portador y del tipo de rearreglo cromosémico.
El rango va de un 10% hasta un 25%.9% En cambio, en el sindrome de X fragil, el
modelo de herencia es ligado al cromosoma X. Su riesgo de recurrencia es variable y
puede ser hasta de 50% dependiendo del tipo de meiosis parental, la longitud de repetidos
y el sexo del producto'(24)

Complicaciones, manejo y tratamiento

Los pacientes con sindrome de Phelan-McDermid necesitan de un seguimiento médico
para tratar las alteraciones de acuerdo al 6rgano o sistema implicado. Al nacimiento
deben ser valorados por neurologia en caso hipotonia, crisis convulsivas o en presencia
de vomito frecuente, ya que en estos paciente hay una mayor incidencia de quiste
aracnoideo y ventriculomegalia que pueden causar craneo hipertensivo.

El reflujo gastroesofagico generalmente se controla con tratamiento médico y en casos
persistentes con cirugia. Debido a una frecuencia del 25% de pacientes con
malformaciones renales se debe practicar ultrasonido renal una vez que se sospecha el
diagnostico.

La valoracion por audiologia es importante dado que estos pacientes suelen presentar
infecciones recurrentes de oido que pueden causar déficit auditivo empeorando el
lenguaje expresivo.



El cuidado del desarrollo psicomotor, cardiologico, respiratorio, inmunoldgico Y otros
L - . ; . s 2
problemas médicos deben ser manejados de la misma manera que en otros nifios.*”

En ensayos clinicos llevados a cabo por Schmidt y col. en el 2009 , la administracion
intranasal de insulina mostr6 mejoria en las habilidades motoras y la funcion cognitiva en
el grupo de pacientes tratados. Se ha propuesto que estos cambios se deben a la
interaccion entre SHANK3 y los receptores de insulina (IRSp53) que participan en la
reorganizacion morfologica de las sinapsis y la densidad postsindptica.

Por ultimo, la vigilancia de la salud de los nifios afectados con Phelan McDermid y X
Fragil tiene similitudes y diferencias. El tratamiento médico especifico en X fragil se
lleva a cabo con antagonistas para el receptor metabotropico de glutamato, mientras que
en el sindrome de Phelan-McDermid se utiliza insulina inhalada para mejorar el
desempefio cognitivo. Estas y otras necesidades especificas hacen que el diagnostico
etioldgico sea imprescindible. 1%
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de Phelan-McDermid es dificil de diagnosticar debido a que su fenotipo
suele ser sutil y comparte caracteristicas clinicas con el sindrome de X Fragil. La
prevalencia de éste ultimo padecimiento en estudios mexicanos es muy baja comparada
con la reportada en estudios internacionales. Existen muchos casos de nifios con sospecha
de X Fragil cuyo estudio molecular es negativo.?® @” Por las caracteristicas clinicas
similares puede ser que los pacientes en realidad padezcan el sindrome de Phelan-
McDermid, el cual estd subdiagnosticado por ser una entidad de reciente descripcion
actualmente sin determinacion de la prevalencia.?®

La prevalencia del sindrome de Phelan-McDermid en poblacion general se ha calculado a
través de los casos identificados en la poblacion de nifios con autismo. Como ocurre con
otros padecimientos, la frecuencia poblacional puede variar entre grupos humanos y la de
nuestro pais podria estar por encima de lo estimado para la poblaciéon caucésica, pero no
existen estudios latinoamericanos que se puedan tomar como base para realizar una
inferencia.”’

La identificacion de la delecion también facilitara el reconocimiento de los casos
hereditarios con un riesgo de recurrencia especifico y otorgard a los padres informacion
sobre la causa de la enfermedad de su hijo(a) disminuyendo la ansiedad que esto les
causa y facilitando su adaptacion al padecimiento.

Este estudio puede contribuir con casos nuevos para delinear mejor aquellas
caracteristicas utiles para elaborar criterios diagndsticos mayores y menores, que han sido
de mucha utilidad en la deteccion clinica en otras entidades sindromaticas.

JUSTIFICACION

En México el retraso mental es uno de los principales problemas de salud y los casos que
se estudian hasta llegar al diagnéstico de certeza son pocos. El motivo es la escasa
disponibilidad de los insumos de laboratorio, que son costosos y de importacion. Por lo
regular, la unica forma de conseguirlos es mediante el desarrollo de proyectos de
investigacion para obtener el financiamiento necesario y asi mejorar la calidad del
diagnostico en genética médica.”

Hasta ahora no existe en nuestro pais informacion sobre la prevalencia de la
microdelecion 22q13. Por tal motivo es necesario buscarla en nuestros pacientes para
tener al menos una idea de su frecuencia en una muestra especifica.

Por ultimo, conocer la frecuencia de esta delecion en un grupo de nifios mexicanos cuya
sospecha diagndstica inicial es de sindrome de X Fragil, puede mostrar la relevancia del
sindrome de Phelan-McDermid como diagnostico diferencial durante la atencion médica
de primer contacto y cobrar mayor importancia en el trabajo diario de los médicos
genetistas.
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Preguntas de investigacion

1.- ;Qué proporcion de pacientes con retraso mental estudiados en el Hospital de
Pediatria del CMN SXXI del IMSS con RT-PCR negativo para el transcrito del gen
FMR1 son positivos para microdelecion 22q13?

2.- De los casos positivos para la delecion, ;cuantos de ellos son hereditarios?

3.- (Cuaéles son las caracteristicas que predominan en su fenotipo?

HIPOTESIS

1.- Debido a las caracteristicas presentes en nuestra muestra habrd una mayor proporcion
de pacientes con delecion 22q13 que en la poblacion general

2.- Los casos hereditarios se estima seran alrededor de un 20% conforme lo reportado a la
literatura

3.- Las caracteristicas predominantes son: retraso en el desarrollo psicomotor, retraso
mental, hipotonia neonatal, alteraciones psiquiatricas, dismorfismo craneofacial y poca
sensibilidad al dolor.

OBJETIVOS

1.-Determinar la frecuencia de la delecion 22q13 en una muestra de pacientes con RT-
PCR negativo para el gen FMR1.

2.-Determinar la frecuencia de los casos hereditarios mediante estadistica descriptiva.

3.-Describir las principales caracteristicas que componen el fenotipo de los casos
estudiados.

Objetivos secundarios.-
1.- Ofrecer un riesgo de recurrencia especifico para los casos aislados y los familiares.

2.- Contribuir a delinear los criterios clinicos mayores.

12



MATERIAL Y METODOS

LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO

El estudio se realizara en el departamento clinico de genética médica y la Unidad de
Investigacion Médica de Genética Humana de la Unidad Médica de Alta Especialidad
“Hospital de Pediatria” del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

DISENO

Observacional, prospectivo, transversal, descriptivo.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion
e Pacientes masculinos y femeninos menores de 17 afios.
Que tengan caracteristicas clinicas compartidas de X fragil/Phelan-McDermid.
Resultado negativo de estudio molecular para X fragil.
Cariotipo normal.

Pacientes con retraso en el desarrollo diagnosticado por test de Denver o Retraso
metal diagnosticado por test de WIPPSI o WISC- RM seglin sea el caso

Criterios de exclusion
e Pacientes que no acepten ingresar al estudio.

Criterios de eliminacion
e Pacientes cuya muestra no sea recuperable y que produzca un cultivo insuficiente.

MUESTRA
Pacientes pediatricos con retraso mental y estudio molecular negativo para X fragil
estudiados en el Hospital de Pediatria del CMN S XXI, IMSS.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se decidi6 realizar el estudio en una muestra ya existente de pacientes estudiados en el
Hospital de Pediatria del CMN S XXI, IMSS con retraso mental y con sospecha de
sindrome de X-fragil el cual se descartd por estudio molecular (PCR con transcriptasa
reversa).
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Tabla 1. Variables

Variable Definicion Definicion Escala de Tipo de
Conceptual Operativa Medicion Variable
Del 22q13 Delecion del locus 22q13.3 Ausencia de | Cualitativa | Dicotomi-
una de las dos ca
sefales
fluorescentes.
Caso familiar | Rearreglo cromosomico que | Translocacion | Cualitativa | Dicotomi-
incluya 22q13 en al menos uno | o pérdida que ca
de los progenitores. implique la
region 22ql3
en al menos
uno de los
progenitores.
Edad Tiempo vivido de una persona | Diferencia Cuantitativa | Continua
desde su nacimiento entre la fecha
actual y la
fecha de
nacimiento
del individuo
Talla Medicion de una persona desde | Valor Cuantitativa | Continua
los pies hasta la cabeza resultante de
la  medicion
en un
estadimetro
Peso Fuerza resultante de la accion | Valor de la| Cuantitativa | Continua
de la gravedad sobre un cuerpo | medicion
sobre una
bascula
Retraso mental | Adquisicion lenta e incompleta | C.I. de 70 o | Cualitativa | Dicotomi-
de las habilidades cognitivas | inferior en un ca
durante el desarrollo humano | test de C.I.
Retraso Se define como el retraso en | Desarrollo Cualitativa | Dicotomi-
psicomotor 2 o mas de las areas | psicomotor ca
del desarrollo en nifios menores | menor de lo
de S anos esperado
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para la edad
con test de

Denver
Autismo Trastorno que afecta la| Diagnostico Cualitativa | Dicotomi-
socializacion, la comunicacion, | de espectro ca
la imaginacion, la planificacion | autista segin
y la reciprocidad emocional, y | criterios de
evidencia conductas repetitivas | DSM IV
o0 inusuales
TDAH Trastorno del comportamiento | Diagnostico Cualitativa | Dicotomi-
5 caracterizado por distraccion | de TDAH ca
moderada a grave, periodos de | segun
atencion  breve, inquietud | criterios de
motora, inestabilidad | DSM 1V
emocional y conductas
impulsivas
Hipotonia Disminucion patologica del | Afirmacion Cualitativa | Dicotomi-
neonatal tono postural en las cuatro | por parte del ca
extremidades, el tronco y el | tutor
cuello durante el primer mes de
vida extrauterina
Percepcion al | Umbral aumentado al dolor Afirmacion Cualitativa | Dicotomi-
dolor por parte del ca
disminuida tutor
Conducta oral | Llevarse objetos a la boca Afirmacion Cualitativa | Dicotomi-
por parte del ca
tutor
Dolicocéfalo Diametro cefialico AP mayor al | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
lateral dato clinico ca
Cara larga Cara con incremento en la | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
longitud dato clinico ca
Cejas anchas Cejas con grosor aumentado Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
dato clinico ca
Ptosis Descenso permanente | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
del parpado superior dato clinico ca
Enoftalmos Desplazamiento posterior de un | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
globo ocular de tamafio normal | dato clinico ca
dentro de la orbita
Estrabismo Desviacion del alineamiento de | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
un ojo en relacion al otro dato clinico ca
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Pestaiias largas | Pestafias con incremento en su | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
longitud dato clinico ca
Epicanto Pliegue del parpado superior | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
que cubre la esquina interna | dato clinico ca
del ojo
Hipoplasia Menor desarrollo del tercio | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
mediofacial mediofacial de la cara en |dato clinico ca
relacion al superior e inferior
Puente  nasal | Grosor aumentado del puente | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
ancho nasal dato clinico ca
Filtrum largo | Longitud del filtrum | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
incrementada dato clinico ca
Menton Menton incrementado en su | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
prominente longitud dato clinico ca
Orejas grandes | Orejas  incrementadas de | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
tamafio dato clinico ca
Pabellones Orejas con pérdida de la| Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
auriculares arquitectura normal dato clinico ca
displasicas
Paladar alto Paladar desplazado | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
superiormente dato clinico ca
Talla alta Talla por encima de la percentil | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
90 dato clinico ca
Pubertad Presencia de caracteres | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
PRECOZ sexuales secundarios a la edad | dato clinico ca
indicada
Pubertad Ausencia de caracteres sexuales | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
RETRASADA | secundarios a la edad indicada | dato clinico ca
Reflujo Flujo anormal del contenido del | Afirmacion Cualitativa | Dicotomi-
gastroesofagico | estomago hacia el esofago. por parte del ca
tutor
Manos Manos incrementadas en su | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
LARGAS longitud dato clinico ca
Unas Desarrollo anormal de las ufias | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
displasicas dato clinico ca
Sudoracion Disminucion en la sudoracion | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
disminuida en relacion a otras personas dato clinico ca
Linfedema Edema producido por una | Presencia del | Cualitativa | Dicotomi-
obstruccion en los vasos | dato clinico ca

linfaticos del organismo
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Antecedentes Presencia de familiares con | Afirmacion Cualitativa | Dicotomi-

herdofamiliares | retraso mental por parte del ca

de RM

tutor

Descripcion del estudio

Una vez otorgado el consentimiento bajo informacion se tom6 una muestra de sangre
periférica no mayor a Sml por venopuncion se etiquetd, se realizo el cultivo y cosecha de
linfocitos para preparar las laminillas para el estudio de FISH. Se recabaron los datos
clinicos de los pacientes a través del interrogatorio directo y la exploracion fisica en base
a la hoja de recoleccion de datos.

Técnica de citogenética clasica para cultivo de linfocitos y obtencion de
cromosomas

Se toman de 2 a 3 ml de sangre periférica de cada paciente por medio de una jeringa
previamente heparinizada. La muestra se coloca en tubos conicos de 15 ml que contengan
5 ml de medio de cultivo PB-MAX (Gibco). La muestra se deja incubar a 37°C por 72
horas. Una vez transcurrido este tiempo, se le agrega a cada tubo 150 pl de colchicina
(inhibidor mitdtico) por un lapso de 45 minutos, para posteriormente centrifugar a 3500
rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se retira el sobrenadante y se
resuspende el boton en 8 ml de solucion hipoténica (KCl1 0.075 M) (para romper las
membranas) dejando incubar la muestra a 37°C por 45 minutos. Transcurrido este
tiempo, se le agrega a cada tubo 1 ml de solucion fijadora Carnoy (metanol-acido acético
3:1) y se centrifugan los tubos a 3,500 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se desecha el sobrenadante y se resuspende el boton en 8 ml de solucion fijadora,
centrifugando nuevamente la muestra durante 10 minutos. Este Gltimo paso se repite dos
o tres veces mas, hasta obtener el boton limpio. Una vez obtenido el botdon, se desecha el
sobrenadante y se resuspende en 1 ml de solucion fijadora. Para hacer las laminillas de
esta suspension se utiliza una pipeta de transferencia dejando caer de 3-5 gotas sobre
cada portaobjetos. Se revisan las laminillas al microscopio para ver el indice mitotico y la
calidad de las metafases.

Técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

La laminilla que contiene las metafases de linfocitos se lava por dos minutos en solucion
salina 2XSSC y se deja secar al aire, se deshidrata en una serie de etanol (70%, 85% y
100%) durante 2 minutos en cada concentracion. Se dejara secar al aire y posteriormente
se le agrega 10uL de la mezcla de sondas que contiene: 7pl de buffer de hibridacion, 2 pl
de agua destilada y 1 ul de sonda MD DiGeorge “TUPLE”/22ql3 (Kreatech).
Posteriormente se coloca un cubreobjetos de 22x22mm y se le coloca en una placa de
calentamiento a 75°C durante 5 minutos para llevar a cabo la desnaturalizacion
simultdnea de la muestra y la sonda. Se sella perfectamente la preparacion con resina o
pegamento Iris y se deja incubando en una camara de humedad a 37°C durante 3 dias
para permitir la hibridacion. Después de transcurrido este tiempo se realizan lavados
post-hibridacién con solucién salina (2XSSC). Finalmente se agrega 10 ul de medio para
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montar laminillas de la marca Vectashield con DAPI-antifade y se observa en un
microscopio de fluorescencia Axiolmager Al de Carl Zeiss, que estd equipado con un
filtro de triple banda para permitir la deteccion simultanea de sefiales fluorescentes. Las
imagenes observadas se capturardn y analizaran con el software especifico ISIS
Metasystems de Carl-zeiss.

Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central y para las
cualitativas proporciones y frecuencias.
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CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo al reglamento general de salud en materia de investigacion en salud, en el
titulo segundo sobre los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos y conforme
a lo que se comenta en el articulo 17, el estudio corresponde a una investigacion con
riesgo minimo debida a que la muestra sanguinea requerida es menor al 2% del volumen
total de los pacientes, y no se realiz6 ninguna modificacion fisioldgica, psicoldgica o
social en los individuos que participaron en este estudio. El protocolo fue aprobado por el
comité local de investigacion en salud. (Anexo 6)
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RESULTADOS

De los 41 pacientes con estudio de X fragil negativo, 24 de ellos (58.5%) cumplieron los
criterios de inclusion, 19 fueron varones 5 mujeres, con una relacion hombre-mujer de
3.8:1. La mediana para la edad fue de 7.5 afios con media de 7.8 (rango: 3-15).

En cuanto a las caracteristicas clinicas observadas, en el 50% de pacientes la talla superd
la percentila 90 para la edad y sexo. El cociente intelectual promedio fue de 58.16 puntos
y el 88.8% padece retraso mental leve con dos afectados por retraso mental moderado.

La caracteristica clinica mas frecuente ademas del retraso mental fue el puente nasal
ancho (n=16) seguido de algunas manifestacciones craneofaciales y resistencia al dolor
(n=15). Lo menos frecuente en este grupo fue enoftalmos y ptosis. (Figura 1 y 2)

La proporcion de pacientes que presentaron las caracteristicas de mayor prevalencia en
ambas entidades (talla alta, caracteristicas craneofaciales y retraso mental) fue del 33%
(n=8) y so6lo 10 de ellos reunieron 6 o mas caracteristicas. (Figura 3)

Por ultimo, los resultados de la hibridacion in situ por fluorescencia fueron negativos para
la delecidn en todos los pacientes, por lo que se descartd el diagndstico con esta técnica.

(Figura 4)
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Figura 1. Ademas del retraso mental y de lenguaje otras caracteristicas que estuvieron
presentes en mas del 50% de la muestra fueron puente nasal ancho, percepcion al dolor
disminuida, cara larga, mentén prominente, filtrum largo, paladar alto, orejas grandes y
pestaias largas.
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FRECUENCIA DE PACIENTES POR NUMERO DE
ANOMALIAS FENOTIPICAS

B NUMERO DE 5
PACIENTES

Figura 2. La mayor proporcion de pacientes present6 entre 4 y 7 caracteristicas clinicas.

PROPORCION DE CASOS POR EL NUMERO DE CARACTERISTICAS
PRESENTES

120% -

NUMERO DE
CASOS 100% - O

—
ao% N

\\
~

20% - \
~—

0% —*

NUMERO DE
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CARACTERISTICAS

Figura 3. Porcentaje de pacientes en orden decreciente con cierto numero de
caracteristicas clinicas. Se toman en cuenta solo las caracteristicas clinicas compartidas
entre el sindrome de X-fragil y el sindrome de Phelan-McDermid.
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Figura 4. Iméagenes del estudio de FISH de dos pacientes en las cuales se muestra
presencia dos sefales verdes que representan el locus 22ql13 y dos sefales rojas que
marca la sonda control para el locus 22qll, lo que demuestra que no hay delecion
causante del sindrome de Phelan-McDermid.
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DISCUSION

Las manifestaciones presentes en el sindrome de Phelan-McDermid se describieron por
primera vez en 1998 lo que hace de este cuadro clinico una entidad de estudio
relativamente reciente. Su parecido con el cuadro clinico en los afectados por X fragil
puede dificultar su diagnéstico. *

La literatura internacional propone que el sindrome de Phelan-McDermid esta
subdiagnosticado ya que el espectro fenotipico es amplio y también comparte
caracteristicas con varias entidades mas como el sindrome de Angelman, Opitz-Caveggia
y Rett, entre otros. ¥ Esto podria estar ocurriendo también en nuestro pais.

En México se ha observado que los casos con sindrome de X fragil son raros y no hay
estudios que informen si se han realizado pruebas de FISH en estos pacientes para
descartar la delecion 22q13.%9” Por tanto no hay un estimado de la prevalencia del
sindrome de Phelan-McDermid a pesar de considerarse como diagndstico diferencial de
X fragil.

Al analizar las caracteristicas clinicas y compararlas con la literatura, observamos que la
hipotonia neonatal estuvo presente en menos del 50% de los nifios estudiados y el 88%
padece retraso mental leve y solo 2 moderado, mientras que en la literatura la mayor
proporcion de pacientes presenta retraso mental de grave a moderado. Ambas
caracteristicas han sido informadas con una frecuencia del 95%. Asi también, otras
manifestaciones clinicas con una frecuencia importante en la literatura (75%) estan
presentes en una frecuencia menor en nuestra muestra. Esta es una de las principales
debilidades de nuestro estudio que se hizo evidente al recolectar los datos clinicos
durante el interrogatorio y la observacion directa del paciente.

Otra debilidad en nuestro estudio es el tamafo de la muestra ya que solo se pudieron
incluir 24 pacientes, debido a que el tamafio de muestra ideal seria de 42 pacientes.

Por ultimo, podria existir la posibilidad de que el fenotipo clinico de los pacientes fuese
producto de una mutacién en el gen SHANKS, pero la baja frecuencia de ésta (5%)
comparada con la delecion lo hace poco probable.(3 )

Podria también ser de importancia en el grupo de pacientes debido a las caracteristicas
presentes, algunos diagnosticos diferenciales que pudieran actuar como un factor
distractor, como lo son los sindromes de retraso mental ligado al X en los varones, sobre
todo el MRX93. También los sindromes de sobrecrecimiento que cursan con retraso
mental, para los pacientes con talla alta, aunque individualmente los pacientes no cuentan
con otras caracteristicas distintivas que hagan otros diagndsticos a considerar de manera
importante.
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Dada la variabilidad fenotipica ya informada, es importante para el médico contar con
criterios clinicos de sospecha con alta probabilidad de deteccion de la delecion. Tomando
en cuenta tanto las anomalias mas frecuentes reportadas en la literatura, como los
hallazgos fenotipicos en los pacientes estudiados se sugiere que estén presentes las
siguientes caracteristicas en un mismo paciente para aumentar la probabilidad de la
delecion que nos ocupa como causa del fenotipo:

1)-Retraso mental moderado a grave

2)-Espectro autista y/o tolerancia al dolor

3)-Al menos dos anomalias fisicas craneofaciales

4)-uiias de los pies displésicas
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CONCLUSIONES

En la muestra estudiada la frecuencia de pacientes con retraso mental fue de 0 por lo cual
tampoco existen casos familiares ni casos en los cuales se pueda especificar un riesgo de
recurrencia. Por ultimo los datos clinicos presentes en la muestra no son posibles
utilizarlos para ayudar establecer criterios clinicos debido a que no se encontraron casos
positivos.

Se concluye con la siguiente recomendacion:

Para conocer si la frecuencia de presentacion del sindrome de Phelan McDermid en nifios
con retraso mental de nuestro pais es diferente que lo reportado en la literatura con un
margen de error de 5% (P=0.05) y un intervalo de confianza de 95% es necesario estudiar
una poblacion de 42 pacientes. Para aumentar la probabilidad de observar deleciones se
sugiere que los pacientes cumplan con las caracteristicas de la lista mencionada en la
discusiéon y de ser posible emplear secuenciacion para poder identificar los casos
causados por mutaciones.
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ANEXOS

ANEXO 1

b) Paciente con sindrome de X fragil

a) Paciente con sindrome de Phelan-Mcdermid
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ANEXO 2

Tabla 2.- Caracteristicas clinicas comparadas entre sindrome de Phelan McDermid y X

Fragil.

Caracteristicas asociadas a sindrome de
microdelecion 22q13

Caracteristicas asociadas a sindrome de
X fragil

Alteraciones

neurologicas

Retraso en el desarrollo global 95%
Retraso mental 95%*

Retraso mental*
Retraso en el lenguaje™

Retraso en el lenguaje* 95% Autismo*
Hipotonia neonatal 95% TDAH*
Autismo* 50%
TDAH*
Percepcion del dolor disminuido 75%

Caracteristicas faciales

Pestafias largas 75%

Cara alargada* 50%

Mentén prominente® 50%
Orejas grandes displasicas* 50%
Hipoplasia mediofacial * 50%
Puente nasal ancho 50%
Dolicocefalia 50%

Ptosis 50%

Cejas anchas 50%
Enoftalmos 50%

Estrabismo *25%

Paladar alto* 25%

Epicanto 25%

Philtrum largo 25%

Mejillas plenas 50%

Nariz bulbosa 50%

Cara alargada* 80%

Orejas grandes displasicas™ 66-78%
Paladar alto* 63%

Mentoén prominente™

Prominencia frontal

Hipoplasia mediofacial*
Estrabismo*

Otras caracteristicas

Crecimiento normal o acelerado™ 95%
Manos largas* y carnosas 75%

Unias de los pies displasicas 75%
Conducta de masticamiento/llevarse a la
boca objetos no comestibles 75%
Foseta sacra 50%

Sudoracion disminuida 50%

Pubertad precoz o retrasada™ 25%
Alteraciones renales 25%

Reflujo gastresofagico 25%
Maloclusion 25%

Hipotiroidismo 25%

Linfedema 25%

Crecimiento normal o acelerado™

Manos Largas*

Dedos hiperextensibles 81%

Pliegue palmar tnico 26%

Pie plano 82%

Pectus excavatum

Macroorquidia 54-92% (adultos)

Pubertad precoz*

Murmullo o click a la auscultacion
cardiaca

Cassidy S., Allanson J.
Managment of genetic syndrome

Fragile X: A Family of Disorders
Weerasak Chonchaiya, MD
Adv Pediatr. 2009 ; 56: 165-186

*Caracteristicas compartidas entre los sindromes de Phelan McDermid y X fragil.
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ANEXO 3

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del paciente

Edad: Sexo: NSS:

CL Fecha: Folio:
Email:

Datos clinicos:

Alteraciones neurolégicas

1) Retraso en el desarrollo global

2) Retraso mental Crecimiento

3) Retraso en el lenguaje

4) Hipotonia neonatal

23) Crecimiento normal o acelerado

5) Autismo

6) TDAH

Endocrinoldgico

7) Percepcion del dolor disminuido

24) Pubertad precoz o retrasada

8) Conducta de masticamieto/conducta
oral

25) Hipotiroidismo

Caracteristicas faciales

Gastrointestinal

9) Pestanas largas

26) Reflujo gastresofagico

10) Cara alargada

27) Maloclusion

11) Mentén prominente

12) Orejas grandes displasicas

Genitourinarias

13) Hipoplasia mediofacial

28) Alteraciones renales

14) Puente nasal ancho

15) Dolicocefalia

Extremidades

16) Ptosis

29) Manos largas y carnosas

17) Cejas anchas

30) Unas de los pies displasicas

18) Enoftalmos

19) Estrabismo

Otras

20) Paladar alto

31) Foseta sacra

21) Epicanto

32) Sudoracion disminuida

22) Philtrum largo

33) Linfedema

31




ANEXO 4

ARBOL GENEALOGICO
Nombre del paciente: NSS:
Edad: Sexo: CL Folio:
Email:
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ANEXO 5
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F., de del
Por medio de la presente autorizo que mi
hijo(a):

participe en el protocolo de investigacion titulado: “Sindrome de Phelan-McDermid: frecuencia en pacientes con
retraso mental’.

El objetivo de este estudio es: Buscar la pérdida de material hereditario en la banda 13 del brazo largo del
cromosoma 22 en una muestra de sangre de donde se obtendran cromosomas de mi hijo(a) y en caso necesario
de algunos miembros de mi familia, incluyéndome.

Se nos ha explicado que la participacién consistira en: Permitir que se tome una muestra de sangre a
través de la puncién de una vena y proporcionar informacién acerca del problema de mi paciente, incluyendo los
antecedentes de enfermedades en la familia. La informacién sera utilizada para conocer las manifestaciones
clinicas de los pacientes asociadas a la pérdida de material hereditario y la muestra se utilizara para extraer el
material hereditario de los glébulos blancos y estudiarlo mediante procedimientos de laboratorio especiales. La
muestra obtenida podra ser almacenada y utilizarla en otros estudios de investigacion.

Posibles riesgos: Debido a que la toma de muestra requiere la obtencion de sangre, se me ha informado
ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y molestias derivados de la participacion de mi(s)
familiar(es) en el estudio. Las molestias que se pueden presentar son; dolor a la puncién de la vena y después
de ésta, moretdn posterior a la venopuncion. Es posible que si no se obtienen las células de la primera muestra,
sea necesario que se tome nuevamente.

Posibles beneficios: El conocimiento del resultado ayudara a informar a la familia de la presencia o ausencia de
riesgo de que el padecimiento se presente en otro hijo(a). Sabemos también que podemos rechazar esta
informacion si asi lo consideramos conveniente.

Informacién: La M en C Ana Claudia Velazquez Wong y la Dra. Ma. Antonieta Araujo Solis como investigadoras
corresponsables se han comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier pregunta y aclarar cualquier
duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro
asunto relacionado con la investigacién. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.
Ambas corresponsables me han dado seguridades de que no se incluirda el nombre de mi hijo(a) o de mis
familiares en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con
mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se han comprometido a solicitar mi
consentimiento y asentimiento por escrito en caso de que se necesiten fotografias de mi familiar. También me
proporcionaran la informaciéon actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme
cambiar de parecer respecto a la permanencia de mi(s) representado(s) en el mismo.

Estamos enterados de la opcion de retirarnos del estudio en cualquier momento sin que esto repercuta en la
atencion de mi paciente.

Hemos comprendido por completo la informacién otorgada y damos nuestro asentimiento.

Nombre y firma del participante (en su caso)

Nombre y firma padre o tutor o representante legal Nombre y firma madre o tutor o representante legal

M. en C. Ana Claudia Velazquez Wong Dra. Ma. Antonieta Ardujo Solis Dr. Christian Ledn Ledn
Nombre y firma de los Investigadores Corresponsables.

Nombre y firma del Testigo 1: Nombre y firma del TestigoNumeros
telefénicos a los cuales se puede comunicar en caso de emergencia y/o dudas y preguntas relacionadas con el estudio:
56276900 ext 21941 y 22281.
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ANEXO 6

Carta Dictamen Pégina 1 de |

.
\D)

INSTITUTO MEXICAND DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
Unided de Educacidn, Investisacion y Politicas de Salud
Coordinacidn de [nvestigacidn en Salud

Dictamen de Autorizado

Comité Local de 'Im'sugamén y Etica en Investigaclin en Salud 3603
HOSPITAL DE PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIOMNAL SIGLO XXI, DuF. SUR

FECHA 277022013

DRA. MARLA ANTONIETA DE JESUS ARAUIO SOLiS

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo:
“Sindrome de Phelan McDermid: frecuencia en pacientes con retrasoe mental”

que usted sometid a consideracién de este Comité Local de Investigacién y Etica en Investigacidn
en Salud, de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con
la calidad metodalogica v los requerimientos de dtica y de investigacion, por lo que el dictamen es

AUTORIZATD O coneal nimerg de registro institucional;

| Miim. de Registro ]
¥ L R-2013-3603-14 |

ATENTAMENTE }l

DR. HERMILD DE|LA T "
Presidente del Comité Locz
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