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Abreviaciones 
 
BWA  Burrows-Wheeler Aligner, herramienta bioinformática para el alineamiento. 
CNVs Copy number variation, variación en el número de copias. 
dbSNP Single Nucleotide Polymorphism Database, base de datos de polimorfismos de un nucleótido. 
DE Displasias Esqueléticas. 
DNA Ácido Desoxirribonucleico. 
EDTA Etilendiaminotetraacético.   
ExAC Exome Aggregation Consortium, base de datos de exomas de 60 706 individuos. 
Exomiser 
(hiPHIVE)  

Exomiser human interactome-PHenotypic Interpretation of Variants in Exomes, programa de 
Exomiser para priorización de genes.  

GATK  Genome Analysis Toolkit, herramienta bioinformática para el llamado de variantes. 
GRCh37 Genome Reference Consortium Human Build 37, genoma humano de referencia versión 37. 
hg19  Human Genome version 19, genoma humano de referencia versión 19 (GRCh37). 
HIMFG Hospital Infantil de México Federico Gómez. 
HPO Human Phenotype Ontology, ontología fenotípica humana. 
LGGB Laboratorio de Genómica, Genética y Bioinformática. 
ml Mililitro. 
mM Milimolar. 
mRNA RNA mensajero. 
NCBI 
 

National Center for Biotechnology Information, Centro Nacional para la información 
biotecnológica, Bethesda, EEUA. 

nM Nanomol. 
oC Grados Celsius. 
ped Archivos de pedigrí.   
pM Picomolar. 
PolyPhen Polymorphism Phenotyping, herramienta bioinformática de predicción de efecto en la proteína. 
RNA Ácido ribonucleico. 
RNV Recién nacidos vivos . 
SHS Síndrome de Hallermann-Streiff. 

SIFT 
Sorting intolerant from tolerant, herramienta bioinformática de predicción de efecto en la 
proteína. 

vcf Variant call file, archivo del llamado de variantes. 
µl Microlitro. 
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Resumen 
 

Introducción. El síndrome de Hallermann-Streiff (SHS; MIM %234100) es un 
padecimiento congénito poco frecuente, de etiología, prevalencia y herencia 
desconocidas. Los individuos afectados presentan talla baja proporcionada, hipotricosis, 
braquicefalia con abombamiento frontal, microftalmia, catarata congénita, atrofia de la piel 
del centro de la cara y de la nariz, alteraciones dentales y micrognatia. En este trabajo se 
describen las posibles variantes patogénicas identificadas por secuenciación del exoma 
de tres individuos no relacionados con diagnóstico clínico de SHS.  

Planteamiento del problema. Para establecer las características moleculares de este 
síndrome se requiere identificar el gen cuyas variantes patogénicas dan origen a las 
manifestaciones clínicas de esta enfermedad. En el HIMFG se atiende a pacientes no 
relacionados entre sí, con diagnóstico de SHS. El análisis genético del exoma de estos 
pacientes, así como el estudio de la distribución de las distintas variantes a lo largo del 
gen o genes candidatos, junto con la predicción del efecto que tienen estas variantes en el 
fenotipo, brindará un mayor conocimiento sobre el desarrollo de este padecimiento. 

Pregunta de investigación. Este proyecto pretende contestar la pregunta: ¿Cuáles serán 
las posibles variantes patogénicas identificadas por secuenciación del exoma en 
pacientes con diagnóstico clínico de SHS?  

Hipótesis. Se identificarán variantes genéticas en el exoma de los pacientes con SHS 
que podrán estar implicadas en la etiología de la enfermedad.  

Justificación. La identificación de variantes patogénicas en un gen responsable del SHS 
permitirá comprender mejor las bases moleculares, la vía celular implicada, el papel del 
gen involucrado en el desarrollo esquelético, así como descubrir el patrón de herencia de 
esta enfermedad. Todo esto contribuirá al conocimiento universal y eventualmente 
conducirá a un manejo integral de los individuos afectados por este síndrome. 

Objetivo general. Identificar, por secuenciación del exoma, las posibles variantes 
genéticas en pacientes con SHS que puedan explicar la etiología de esta enfermedad. 

Metodología. Estudio observacional, transversal, descriptivo. Criterios de inclusión: tríos 
formados por los pacientes afectados y sus dos padres. Criterios de exclusión: pacientes 
con antecedentes de exposición a agentes teratógenos o con cointraindicación para toma 
de muestra. Criterios de eliminación: que manifestaran su decisión de retirarse del estudio 
o que la calidad del DNA genómico fuera inadecuada para el análisis. Se identificaron 3 
individuos no relacionados con SHS. Se realizó una evaluación clínica a los tres 
pacientes. Se extrajo DNA de sangre periférica de los tres pacientes y sus padres. Se 
realizó secuenciación del exoma para conocer la secuencia de las regiones codificantes 
de los nueve individuos (Nextera Rapid Capture Exome Kit, y NextSeq500, Illumina). Los 
fragmentos de DNA secuenciados fueron alineados usando el genoma hg19 como 
referencia.   
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Las variantes fueron filtradas por calidad, consecuencia, frecuencia poblacional y 
segregación en la familia, asumiendo dos patrones de herencia, de novo y autosómico 
recesivo basándonos en la presentación esporádica de los pacientes. Las variantes 
restantes se buscaron en una base de datos interna del Laboratorio de Genómica, 
Genética y bioinformática (LGGB). Se utilizó Exomiser para la priorización de genes y, 
como control de calidad final, se retuvieron sólo las variantes en las que la información del 
genotipo estuviera en al menos 70% de los individuos de la base de datos del LGGB.  

Resultados. No se identificaron variantes en los genes candidatos GJA1 LMNA, 
ZMPSTE24 e ICMT; que han sido estudiados en otros pacientes, por otros investigadores 
del SHS. En el resto del exoma, se encontraron variantes candidatas diferentes para cada 
paciente, tanto en el modelo autosómico recesivo, como con presentación de novo. En el 
paciente 1 quedaron 7 variantes en el modelo recesivo y 7 en la presentación de novo. En 
el paciente 2 se obtuvieron 13 variantes en el modelo recesivo y 53 al asumir 
presentación de novo. En el paciente 3 se identificaron 2 variantes en el modelo recesivo 
y 77 al asumir presentación de novo. 

Discusión y conclusiones. En la actualidad no existen reportes en la literatura de 
pacientes con SHS a los que se haya realizado análisis molecular mediante 
secuenciación del exoma. En este trabajo se reportan las posibles variantes patogénicas 
del SHS identificadas en tres individuos afectados no relacionados. Las variantes 
encontradas en el modelo recesivo tuvieron una frecuencia elevada con relación a la 
incidencia de esta enfermedad, por lo que se descartaron como posibles causantes del 
SHS. Asumiendo una presentación de novo, se postulamos a las variantes en estado 
heterocigoto que se identificaron en los genes FUT4, FAT3, TCF7L2, BCOR y KMT2D 
(MLL2) para continuar con el estudio y determinar si es posible asociarlas con el SHS. 
Cabe la posibilidad de que la causa del SHS corresponda a algún tipo de alteración no 
analizada en este trabajo, como es el caso de las variantes sinónimas, variantes 
estructurales, variantes intrónicas o variantes en el número de copias (CNVs). Debe 
considerarse que la alteración molecular pueda estar fuera del exoma, en cuyo caso 
tendría que buscarse mediante la secuenciación del genoma completo. La descripción en 
la literatura de gemelos discordantes con SHS sugiere que la causa del SHS puede 
deberse a una mutación somática, sin embargo, el SHS no presenta características 
clínicas usuales de las enfermedades ocasionadas por mosaicismo somático como 
asimetrías hemicorporales, mosaicismo pigmentario y malformaciones vasculares, por lo 
que es poco probable que el SHS sea causado por este mecanismo molecular. Otra 
posibilidad es que el SHS tenga una herencia no tradicional con frecuencia incrementada 
de mosaicismo geminal y una marcada alteración en la función reproductiva. En 
conclusión, los hallazgos de este trabajo amplían la información hasta ahora conocida 
sobre la causa genética de este síndrome al apoyar la teoría de que la herencia 
autosómica recesiva es improbable, y confirma que las enfermedades anteriormente 
asociadas con el SHS como las laminopatías y la displasia óculodentodigital no son 
alélicas de este padecimiento.�  
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1. Introducción 
 

Las displasias esqueléticas (DE) son enfermedades congénitas y hereditarias que 

afectan la morfogénesis y el desarrollo del sistema óseo. A la fecha, las DE 

constituyen un grupo de más de 400 entidades causadas por mutaciones en más 

de 300 genes (Polla et al. 2015; Krakow 2015).  

Si bien algunas DE no se presentan de forma frecuente en lo individual, la 

incidencia de las alteraciones esqueléticas de forma colectiva es de 

aproximadamente 1 en 5000 recién nacidos vivos (RNV), lo que corresponde al 

5% de RNV con un defecto congénito. Se sospecha que la incidencia de DE es 

mayor a consecuencia de los casos subdiagnosticados. (Cho et al. 2015).  

Debido al número tan extenso de DE, en el año 1970 la Sociedad Internacional de 

Displasias Esqueléticas, con la intención de facilitar la identificación de estos 

padecimientos realizó la primera clasificación y publicó la primera nomenclatura 

(Krakow 2015). Esta primera clasificación ha sufrido modificaciones y se ha 

actualizado en los años 1977, 1983, 1991, 1997, 2001, 2005 y 2010. La más 

reciente nomenclatura, que corresponde a la novena edición, se elaboró en el año 

2015 en Bolognia, Italia y en ella se describieron 436 enfermedades esqueléticas y 

364 genes asociados con la etiología de dichos desórdenes. Estas 436 entidades 

fueron agrupadas en 42 categorías, en función de sus características clínicas 

(Tabla 1), radiológicas y moleculares (Bonafe et al. 2015b). Hay DE para las 

cuales se desconoce la causa molecular, por lo que aún quedan genes por 

identificar y etiologías por comprender. 
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Tabla 1. Clasificación de las displasias esqueléticas, nomenclatura del año 2015 

(Bonafe et al. 2015b).  
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En el grupo número 19 que corresponde a aquellas DE de huesos delgados, se 

encuentra clasificado el síndrome de Hallermann-Streiff (MIM %234100), el 

síndrome 3-M (MIM #273750, #612921, #614205), la displasia de Kenny-Caffey 

(MIM #244460, #127000), la osteocranioestenosis (MIM #602361), el síndrome de 

IMAGE (por las siglas en inglés de intrauterine growth retardation, metaphyseal 

dysplasia, adrenal hypoplasia, and genital anomalies) (MIM #614732) y el 

enanismo primordial osteodisplásico microcefálico tipos 1, 2 y 3 (MIM #210710).  

El síndrome de Hallermann-Streiff (SHS) es la única entidad clínica dentro de este 

grupo que tiene una causa molecular desconocida, únicamente se ha reportado 

una mutación en el gen GJA1 en un paciente, sin embargo, se ha secuenciado 

este gen en otros individuos afectados sin encontrar ninguna mutación (Bonafe et 

al. 2015b).  

El presente proyecto de investigación propone identificar el gen o los genes 

candidatos que puedan asociarse con la causa molecular del síndrome de 

Hallermann-Streiff mediante la identificación de variantes patogénicas o 

mutaciones presentes en individuos afectados quienes son pacientes del Hospital 

Infantil de México Federico Gómez (HIMFG).  

 

Síndrome de Hallermann-Streiff 

El síndrome de Hallermann-Streiff (SHS) es un padecimiento congénito poco 

frecuente, de etiología y patrón de herencia desconocidos que afecta 

principalmente el desarrollo óseo y de los tejidos blandos de la región craneofacial. 

No se conoce la prevalencia mundial de esta enfermedad debido a los pocos 

casos descritos. En una encuesta realizada en un hospital de Tokio, Japón, para 

conocer la prevalencia de síndromes dismórficos, de 27 472 nacimientos, sólo se 

reportó un caso con SHS (Higurashi et al. 1990).  
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Desde las primeras descripciones del SHS en el año 1948, hasta la actualidad, se 

han reportado un poco más de 150 casos (Numabe et al. 2011). 

Los individuos afectados con SHS se caracterizan por presentar una forma típica 

del cráneo denominada discefalia (braquicefalia con abombamiento frontal), 

hipotricosis, microftalmia, catarata congénita, atrofia de la piel del centro de la cara 

y de la nariz, micrognatia, alteraciones dentales como agenesia, malformación o 

mala alineación dental; envejecimiento prematuro y talla baja proporcionada 

(Kortüm et al. 2011). Se ha reportado discapacidad intelectual en el 15% de los 

casos (Cohen 1991).  

 

Historia del síndrome de Hallermann-Streiff 

El primer caso de un individuo con SHS, fue descrito en 1893 por Aubry en el 

reporte titulado “Variedad singular de alopecia congénita: alopecia sutural” (Aubry 

1893). En ese documento, el autor destacó la presencia de alopecia en el paciente 

pero no describió el cuadro clínico completo del síndrome (Cohen 1991). 

Fue hasta 1948 que Hallermann, y posteriormente Streiff en 1950, describieron de 

forma separada a pacientes con malformaciones de cráneo y cara, “aspecto de 

pájaro”, cataratas congénitas y microftalmia (Hallermann 1948; Streiff 1950).  

François, en 1958, tuvo un papel muy importante en la delimitación clínica del 

síndrome, pues incluyó en el diagnóstico la hipotricosis, la atrofia de piel, las 

alteraciones dentales y la talla baja proporcionada (Barrucand et al.1978). A partir 

de entonces a esta enfermedad se le ha nombrado de diferentes maneras como 

síndrome de Hallermann-Streiff, síndrome de Hallermann-Streiff-François, 

síndrome de François, síndrome discefálico y oculomandibulodiscefalia (Cohen 

1991).  
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Manifestaciones clínicas del síndrome de Hallermann-Streiff 
 

Los datos clínicos del SHS pueden variar entre los individuos afectados y también 

la gravedad es distinta entre cada paciente (Figura 1). Las principales 

características de esta condición incluyen anomalías del cráneo y de los huesos 

faciales. Los individuos afectados tienen características faciales distintivas, 

alteraciones oculares, alteraciones dentales, alteraciones en piel y estatura baja 

(Kirzioǧlu et al. 2009). 

 

Características craneofaciales. El cráneo presenta abombamiento frontal o 

parietal y occipital aplanado (braquicefalia); a este conjunto de alteraciones 

craneales se le denomina discefalia. La cara es pequeña con una nariz delgada 

que se estrecha y se adelgaza en la punta (Sclaroff et al. 19871). El dorso de la 

nariz es usualmente curvo o convexo. Los afectados pueden tener desviación 

septal nasal (Blodi 1957; Ponte 1962).  

La mandíbula es pequeña y subdesarrollada (micrognatia), la rama ascendente es 

corta, y el cóndilo puede estar ausente lo que ocasiona desplazamiento de la 

articulación temporomandibular. El paladar es alto y estrecho y los senos 

paranasales están disminuidos de tamaño. Es frecuente la hipoplasia malar. 

 De forma conjunta, estas alteraciones craneofaciales son las responsables del 

aspecto tan particular de los individuos afectados, conocido históricamente en la 

literatura como “facies de pájaro” (Figura 1). Esta última denominación está en 

desuso por considerarse que tiene una connotación despectiva (Cohen 1991).  
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Figura 1. Fotografías clínicas de 6 pacientes con SHS. A) y B) Paciente 1 a los 1 y 3 años 
de edad, respectivamente. Obsérvese la hipotricosis de cabello, cejas y pestañas; el 
abombamiento frontal; microftalmia; nariz con punta delgada; alteraciones dentales y 
micrognatia. C) y D) Pacientes 2 y 3 respectivamente, ambos con fenotipo leve. E) y F) 
Paciente 4 con vista frontal y lateral, respectivamente. Nótese un fenotipo más grave con 
mayor alopecia, nariz convexa, microftalmia y micrognatia. G) Paciente 5 con alteraciones 
oculares severas. H) Paciente 6 con fenotipo similar a la paciente 4. Imágenes 
modificadas de Cohen 1991; Kortüm et al. 2011; Muthugaduru et al. 2013; Numabe et al. 
2011. 

 

Alteraciones oftalmológicas. Las cataratas congénitas se presentan en 80-90% 

de los casos, y en algunos pacientes se reabsorben espontáneamente (Kirzioǧlu 

et al. 2009). La microftalmia tiene gravedad variable y ocurre en 78-83% de los 

casos. Las escleras azules se han descrito en 22-31% de los casos, nistagmus en 

32-45%, estrabismo en 33-37%, glaucoma en 7-11%, atrofia de iris en 10-14%, y 

coloboma de iris en 5% de los pacientes (Figura 2). También se han descrito 

alteraciones del fundus, conjuntiva, córnea y párpados, como entropión o 

blefaroptosis (Cohen 1991).   
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Figura 2. Alteraciones oftálmicas en el SHS. A) Entropión del párpado inferior y superior 
derechos, estrabismo izquierdo, blefaroptosis. B) Microftalmia con microcórnea y 
estrabismo de ojo derecho. C) Microftalmia y estrabismo de ojo izquierdo. Imagen 
modificada de Chen et al. 2017; Cho et al. 2011; Pasyanthi et al. 2016. 
 

Alteraciones dentales. Están presentes en 80-85% de los casos, incluyen 

ausencia de piezas dentales, persistencia de los dientes deciduos, ausencia, 

malformación o alineamiento incorrecto de los dientes; caries severas y 

prematuras, dientes supernumerarios y dientes natales (Singh et al. 2015) (Figura 

3).  

 

Figura 3. Alteraciones dentales en el SHS. Se muestran diferentes grados de paladar alto 
y estrecho. A), B) Alteraciones en el esmalte, alineamiento incorrecto y ausencia de 
piezas dentales. C), D) Regiones maxilar y mandibular, respectivamente. Se observa 
mayor alteración en el paladar, caries grave y menor número de piezas dentales. Imagen 
modificada de Muthugaduru et al. 2013; Kirzioǧlu et al. 2009; Singh et al. 2015. 
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Hipotricosis (pelo escaso). Se presenta en 80% de los casos y afecta de manera 

particular el cuero cabelludo, cejas y pestañas (Barrucand et al. 1978) (Figuras 1 y 

4). La alopecia es más notoria en las regiones frontales, parietales y sobre las 

suturas. El vello axilar y púbico pueden ser escasos (Falls et al. 1960; François 

1958) .  

Atrofia de piel. Se ha descrito en 68-70% de los casos y está limitada a la piel del 

cuero cabelludo y a la piel de la nariz. La piel del cuero cabelludo es delgada y 

tensa, resaltan a través de ella las venas subyacentes. Los mismos cambios se 

observan en la piel de la nariz (Carles-Mermet 1979) (Figura 4).  

Figura 4. Atrofia cutánea en el SHS. A) Adelgazamiento de la piel de la nariz, se observan 
las venas subyacentes. B) Piel tensa y delgada del cuero cabelludo y de la nariz. Imagen 
modificada de Bénateau et al. 2015.  
 
Alteraciones esqueléticas. Otras alteraciones esqueléticas descritas además de 

las mencionadas, son retraso en el cierre de las fontanelas, suturas amplias, 

huesos de la bóveda craneal adelgazados, presencia de huesos wormianos, 

calcificación de la hoz del cerebro, órbitas pequeñas, escápula alada, pectus 

carinatum, pectus excavatum, hipoplasia de las clavículas y costillas, lordosis, 

escoliosis, espina bífida, platispondilia, osteoporosis y sindactilia (Cohen 1991).  
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Crecimiento y desarrollo. El peso al nacimiento es normal en 64% de los casos y 

en el 36% restante se presenta un peso bajo (Suzuki 1970).  

La talla baja se ha observado en 45-68% de los individuos afectados (François 

1982). El crecimiento está disminuido de forma proporcionada, con al menos 2-5 

desviaciones estándar debajo de la media. La talla final para las mujeres adultas 

afectadas es de aproximadamente 152.4 cm, y en varones de 154.9 cm-157.4 cm 

(Steele et al. 1970). Se ha reportado hipogenitalismo en 10-12% de los casos. Se 

ha documentado criptorquidia e hipospadias en varones; así como alargamiento 

del clítoris, asimetría y atrofia de las glándulas mamarias en mujeres (Barrucand et 

al. 1978; François 1982).  

Alteraciones intelectuales y del comportamiento. Se presenta deficiencia 

intelectual en 15% de los casos en diversos grados, desde retraso en el desarrollo 

psicomotor hasta deficiencia intelectual grave. Se han descrito también otros 

síntomas neurológicos como hiperactividad, coreoatetosis y convulsiones tónico-

clónicas ocasionales. Sin embargo, estos aspectos psicométricos sólo se han 

descrito por observación y sin escalas de medición (Crevits et al. 1977).  

Otras manifestaciones. Se han descrito malformaciones cardiacas en 4.8% de 

los pacientes con SHS como estenosis pulmonar, comunicación interauricular, 

comunicación interventricular, persistencia del conducto arterioso y tetralogía de 

Fallot (Dinwiddie et al.1978). En un paciente se reportó deficiencia humoral e 

hipoparatroidismo (Chandra et al.1978). 

Complicaciones. Las complicaciones en el SHS son secundarias a la estrechez 

de la vía aérea superior ocasionada por las malformaciones craneofaciales antes 

descritas. Ejemplo de éstas son infecciones pulmonares tempranas, compromiso 

respiratorio, apnea obstructiva del sueño y aumento en el riesgo anestésico.  
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Debido a que de manera usual estos pacientes se someten a cirugías 

reconstructivas es importante considerar estas posibles complicaciones (Cohen 

1991).  

 

Abordaje diagnóstico del síndrome de Hallermann-Streiff 

El diagnóstico del SHS es totalmente clínico, por ello el examen físico es 

primordial para la observación del fenotipo distintivo y la búsqueda intencionada 

de las manifestaciones clínicas principales. La facies típica del SHS es 

característica, lo que permite establecer el diagnóstico con la revisión clínica. Se 

utilizan como criterios diagnósticos los 7 datos clínicos descritos por François en 

1958 (Kirzioǧlu et al. 2009; Bénateau et al. 2015). La frecuencia de cada uno de 

ellos se esquematiza en la Tabla 2.  

 
Tabla 2. Criterios diagnósticos en el síndrome de Hallermann-Streiff (Cohen 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
  

Datos clínicos Frecuencia 
(%) 

Discefalia y facies distintiva 98-99 

Hipotricosis 80-82 

Atrofia de piel, especialmente 

en nariz y centro de la cara 

68-70 

Cataratas congénitas 81-90 

Microftalmia bilateral 78-83 

Dentición anormal 80-85 

Talla baja proporcionada 45-68 
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Tratamiento y manejo de los pacientes con síndrome de Hallermann-Streiff 

La atención médica está dirigida a corregir las malformaciones que cada individuo 

con SHS presente (Cohen 1991). El manejo integral de los pacientes requiere 

valoraciones complementarias como la oftalmológica, dermatológica, dental, y por 

cirugía maxilofacial y reconstructiva, entre otras. El tratamiento se enfoca a la 

reparación quirúrgica de las alteraciones craneofaciales, oftálmicas y dentales, con 

el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes ya que no existe un 

tratamiento definitivo para esta condición (David et al. 1999).  

 

Bases genéticas del Síndrome de Hallermann-Streiff 

La causa y las bases genéticas moleculares del SHS aún se desconocen, por lo 

tanto la herencia de esta condición también es incierta. La mayoría de los casos 

clásicos del SHS ocurren sin distinción de género y de forma esporádica (Cohen 

1991).  

Se han reportado casos familiares con SHS que presentan diferentes patrones de 

herencia: autosómico dominante y autosómico recesivo. La herencia autosómica 

recesiva es sugerida en los casos reportados por Dennis y colaboradores en 1995, 

y por Bueno- Sánchez en 1966.  

Denis  y colaboradores describieron una familia en la que un neonato varón murió 

en la etapa perinatal y un feto femenino murió a las 29 semanas de gestación. 

Ambos tenían un padecimiento semejante al SHS: los huesos largos eran 

delgados con algunas fracturas, el cráneo estaba subdesarrollado y el rostro era 

característico de SHS. Sólo en el varón se identificó catarata bilateral. Se 

consideró la condición como una forma severa y letal de SHS (Dennis et al.1995).  
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Bueno-Sánchez reportó el caso de SHS en dos de tres hermanos de un 

matrimonio consanguíneo, defendiendo la teoría de una transmisión autosómica 

recesiva (Bueno-Sanchez 1996).  

 La herencia autosómica dominante se describió por Guyard y colaboradores en 

1962, y por Koliopoulos y Palimeris en 1975 (Cohen 1991).  

Guyard reportó el caso de un padre y su hija con SHS, sin embargo, los padres 

eran consanguíneos, por lo que no se puede descartar pseudodominancia 

(Guyard et. al 1962).  

Koliopoulos y Palimeris reportaron un caso familiar de SHS con 5 integrantes 

afectados en 3 generaciones. Sin embargo, el diagnóstico de este caso fue puesto 

en duda en una revisión del síndrome y se desconoce si los integrantes de esta 

familia verdaderamente presentaron SHS por lo que la herencia autosómica 

dominante no se ha confirmado en esta enfermedad (Cohen 1991).  

La observación tan poco frecuente de la herencia dominante con la transmisión 

padre a hijo en los casos familiares con SHS y el reporte de hermanos afectados 

podría sugerir que el patrón de herencia es autosómico recesivo.  

 

Otra posibilidad es que el SHS tenga un patrón autosómico dominante con 

presentación de novo en la mayoría de los casos, con una frecuencia 

incrementada de mosaicismo geminal y una marcada alteración en la función 

reproductiva (Numabe et al. 2011).  

 

En la Tabla 3 se resumen los casos familiares principales. 
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Tabla 3. Patrones de herencia descritos en casos familiares del síndrome de  

Hallermann-Streiff. 

Año de 
publicación 

Autor(es) Número de 
Afectados 

Herencia Observaciones 

1961 Van Balen 2 gemelos 
monocigóticos 

¿? Gemelos 
concordantes 

1962 Guyard et al. Padre e hija ¿? Los padres 
consanguíneos, no se 

descarta 
pseudodominancia. 

1966 Bueno-

Sanchez 

2 de tres 

hermanos 

Autosómico 

recesivo 

Consanguinidad 

1975 Koliopoulos y 

Palimeris 

5 casos en 3 

generaciones 

Autosómico 

dominante 

Transmisión varón a 

varón. 

1995 Dennis 2 hermanos Autosómico 

recesivo 

---------- 

 

El Dr. Michael Cohen menciona que no se puede aceptar ningún caso familiar del 

SHS como verdadero porque en los artículos en los que se publicaron no se 

describen las características clínicas detalladas de los pacientes y no se puede 

corroborar que el diagnóstico haya sido el de SHS, además de que los casos que 

han sido verificados tienen sólo un individuo afectado por familia (Cohen 1991). 

Aunque la herencia o presentación del SHS es principalmente esporádica, se ha 

considerado que el SHS pueda tener una causa monogénica, es decir que una 

sola variante patogénica pueda ocasionar todas las manifestaciones de este 

padecimiento, lo anterior surge de la siguiente evidencia:  
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1) los reportes mencionados de pacientes con probable patrón de herencia 

autosómica recesiva y dominante,  

2) la concordancia en gemelos monocigóticos (Van Balen 1961) y  

3) el fenotipo se sobrepone con otros desórdenes congénitos monogénicos como 

la displasia óculodentodigital y el síndrome de Progeria Hutchinson-Gilford  

(Kortüm et al. 2011; Cohen 1991), lo que nos lleva a suponer que quizá el SHS es 

causado por un gen relacionado con las vías de señalización de los genes 

causantes de estas dos enfermedades (Kirzioǧlu et al. 2009). 

 

También es importante mencionar que existen varios puntos a discusión en 

relación a la posibilidad de una causa monogénica en el SHS como que mujeres 

afectadas con el síndrome concibieron hijos sanos (Numabe et al. 2011), y el 

reporte de gemelos monocigóticos discordantes (Schondel 1943).  

 

Genes analizados como causantes de SHS  

GJA1 (MIM *121014; 6q22.31). En la clasificación de las DE 2015, el SHS se 

encuentra en el grupo 19 con un patrón de herencia autosómico recesivo (Bonafe 

et al. 2015). En esta publicación se menciona el reporte de un solo caso de SHS 

con una mutación en el gen GJA1. Las mutaciones en este gen son la causa de la 

displasia oculodentodigital (ODDD, MIM #164200), padecimiento autosómico 

dominante caracterizado por malformaciones en ojos, dientes y dedos que tiene 

manifestaciones clínicas muy similares al SHS. El paciente que se reportó con 

esta mutación presentó datos clínicos compartidos entre el SHS y la displasia 

oculodentodigital (Pizzuti et al. 2004), por lo que es no se descarta que el 

verdadero diagnóstico de éste paciente haya sido displasia oculodentodigital. Se 

realizó secuenciación Sanger del gen GJA1 a una paciente con SHS y no se 

reportaron variantes patogénicas por lo que se requiere analizar molecularmente a 

más pacientes para confirmar o descartar que GJA1 esté asociado con la etiología. 

(Muthugaduru et al. 2013).   
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LMNA (MIM *150330, 1q22), ZMPSTE24 (MIM *606480, 1p34.2), e ICMT (MIM 
*605851, 1p36.31). Estos genes están asociados con la causa de las laminopatías,  

enfermedades con características clínicas muy similares al SHS. Las mutaciones 

en estos genes ocasionan progeria Hutchinson-Gilford y la displasia 

mandibuloacral (Kortüm et al. 2011). El síndrome de progeria Hutchinson-Gilford 

(HGPS; MIM #176670) es un padecimiento con patrón de herencia autosómico 

dominante y recesivo, caracterizado por talla baja, peso bajo, pérdida temprana de 

pelo corporal, lipodistrofia y fenotipo facial senil. Es causado por mutaciones en el 

gen LMNA que codifica para las proteínas nucleares laminares, lámina A y C. La 

displasia mandibuloacral se clasifica en tipo A y tipo B. El tipo A (MADA; MIM 

#248370), es una enfermedad con herencia autosómica recesiva y se caracteriza 

por retraso del crecimiento, anomalías craneofaciales con hipoplasia mandibular, 

anomalías esqueléticas con osteólisis progresiva de las falanges y clavículas, 

cambios pigmentarios de la piel y lipodistrofia acral con tejido graso normal de 

cuello y tronco. También se origina por mutaciones en LMNA (Novelli et al. 2002; 

De Sandre-Giovannoli et al. 2003; Eriksson et al. 2003).  

La displasia mandibuloacral tipo B (MADB; MIM #608612), al igual que la tipo A, 

tiene un patrón de herencia autosómico recesivo y presenta manifestaciones 

clínicas similares. Sin embargo, es causada por mutaciones en el gen ZMPSTE24 

(Ahmad et al. 2010), el cual codifica para una metaloproteinasa de zinc que se 

requiere para el procesamiento postraduccional de la molécula precursora de la 

lámina A, denominada prelámina A (Cunningham et al. 2010; Ben Yaou et al. 

2011). El gen ICMT también está involucrado en el procesamiento de la proteína 

prelámina A, por lo que se sospecha que podría estar implicado en la patología de 

la displasia mandibuloacral. Sin embargo, no se han asociado mutaciones en este 

gen con enfermedades humanas (Kortüm et al. 2011).  
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Kortüm y colaboradores, en 2011, secuenciaron las regiones codificantes y las 

regiones intrónicas adyacentes de estos tres genes en 8 pacientes con SHS, con 

el objetivo de averiguar si este síndrome podría considerarse como otra 

laminopatía.  

Encontraron en el paciente 1, la variante intrónica c.1158–44C>T en estado 

homocigoto, en el gen LMNA. El análisis de predicción in silico reveló que esta 

variante podía crear un nuevo sitio donador del splicing. Sin embargo, el análisis 

del RNA no descubrió algún transcrito anormal de LMNA del paciente en 

comparación con 2 individuos sanos.  

En el paciente 2 identificaron en estado heterocigoto la variante de sentido 

equivocado c.1930C>T (p.R644C) en el exón 11 de LMNA, la cual ya se había 

descrito en pacientes con un amplio espectro de fenotipos como lipodistrofia, 

resistencia a la insulina, neuropatía motora, cardiomiopatía dilatada, hipertrofia 

ventricular izquierda, esteatosis hepática y progeria atípica.  

Todos los pacientes con la variante c.1930C>T (p.R644C) han cursado con 

características de laminopatías y muestran complicaciones adicionales como 

glomeruloesclerosis renal focal y segmentaria, retraso en el crecimiento, 

micrognatia, sordera neurosensorial y contracturas con pie equinovaro. Pero el 

fenotipo en dicho paciente no se presentó como una laminopatía clásica, ya que 

tuvo catarata congénita bilateral, microftalmia, talla baja, nariz pequeña y delgada 

y micrognata, datos clínicos clásicos del SHS.  

 La variante p.R644C tuvo una frecuencia en la población danesa del 0.8, y 

aunque la variante era probablemente patogénica, los autores deliberaron que 

debe haber una segunda mutación implicada en pacientes con esta alteración.  
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Consideraron que probablemente ésta varante contribuyó al fenotipo del paciente, 

pero descartaron a LMNA como el gen principal en la causa del SHS (Kortüm et al. 

2011). 

 Los autores identificaron 2 variantes benignas en ZMPSTE24 y una duplicación 

benigna, de 24pb en la región 5´ no traducida del gen ICMT en el paciente 1. 

Con lo anterior, concluyeron que el SHS no pertenece al grupo de las 

laminopatías.  

Pese a los esfuerzos realizados en estos estudios, la causa molecular del SHS 

sigue sin conocerse y, por lo tanto, tampoco se ha podido definir un tipo de 

herencia para esta enfermedad. 

 

Alteraciones cromosómicas descritas en pacientes con síndrome de 
Hallermann-Streiff 

Se ha descrito un complemento cromosómico normal en la mayoría de los 

estudios citogenéticos de los pacientes con SHS (Barrucand et al.1978). Sin 

embargo existen reportes de individuos afectados con alteraciones cromosómicas. 

Carones en 1961 reportó elongación de uno de los brazos de un cromosoma 10 

en un paciente con SHS (Cohen 1991). 

Jalbert y colaboradores describieron, en 1968, una deleción de 4p en un paciente 

con SHS. Fryns y colaboradores describieron, en 1993, a una niña con 

características clínicas compatibles con el SHS que presentó monosomía parcial 

4q y trisomía parcial 14q (Kortüm et al. 2011). 

Hasta ahora no se ha encontrado relación entre estas alteraciones cromosómicas 

y el desarrollo de la enfermedad. Basándonos en estas observaciones no se 

puede apoyar algún locus para el gen causante del SHS.  
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Análisis genómico para genes candidatos de enfermedades monogénicas 

Para el descubrimiento de genes candidatos se han empleado diversos métodos, 

en el caso de las enfermedades monogénicas, el análisis de ligamiento ha sido 

especialmente útil para mapear la región que contiene el gen mutado (Lander et 

al. 1986; Lathrop et al. 1984; Barrett et al. 2011; Teare 2011).  

Ésta técnica, sin embargo, requiere de la presencia de múltiples individuos 

afectados, distribuidos en varias generaciones y es poco útil cuando se trata de 

casos aislados o el número de afectados dentro de una familia es insuficiente. 

El desarrollo de la secuenciación de segunda generación ha cambiado este 

panorama y ha hecho posible la búsqueda de mutaciones responsables de 

enfermedades mendelianas en familias con pocos miembros afectados, y en 

casos aislados (Iqbal et al. 2015; Rauch et al. 2015; Chong et al. 2015; Do et al. 

2015; Fitzgerald et al. 2014).  

Por estas razones, se considera que la tecnología de secuenciación de segunda 

generación, específicamente la secuenciación del exoma, podría aplicarse para 

realizar la búsqueda del gen candidato del SHS. 

 

Secuenciación de segunda generación: secuenciación del exoma 

La secuenciación del exoma es una técnica de biología molecular que determina 

el orden de las bases A, G, C y T de las regiones codificantes del DNA, es decir, 

de todo el exoma de forma simultánea. Esta herramienta permite el análisis de 

todos los genes que pueden ser responsables de una enfermedad en un solo 

experimento, a diferencia de la secuenciación de tipo Sanger en la que sólo se 

analizan uno o varios exones de un gen por vez (Su et al. 2011).  
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De forma general, la técnica de secuenciación del exoma, consiste en crear una 

biblioteca de fragmentos por medio de un procedimiento llamado tagmentación, 

en el cual el DNA es cortado y de forma simultánea se le agregan adaptadores 

que son secuencias de DNA conocidas.  

A continuación, en el procedimiento del enriquecimiento se capturan los 

fragmentos del genoma que corresponden a los exones mediante la hibridación 

con sondas específicas para dichas regiones y se amplifican estas regiones 

exónicas; una vez capturados todos los exones se procede a secuenciarlos.  

La secuencia del DNA obtenida se compara con el genoma de referencia para 

obtener las variantes que sean distintas mediante el alineamiento.  

Posteriormente, se realiza el filtrado de dichas variantes con la finalidad de 

disminuir el número de ellas y seleccionar aquellas que se encuentren presentes 

sólo en el exoma del individuo afectado. De esta forma, se puede determinar la 

presencia de variantes patogénicas causantes de la enfermedad en estudio 

(Figura 5) (Mardis 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Técnica de secuenciación del exoma. Se muestran los diferentes procedimientos 
para obtener las posibles variantes patogénicas. Imagen modificada de Bamshad 2011. 
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La secuenciación del exoma ha jugado un papel muy importante en los últimos 

años en la identificación de variantes patogénicas de numerosas enfermedades 

monogénicas como el síndrome de Freeman-Sheldon (DA2A; MIM #193700), 

feocromocitoma familiar (MIM #171300) y síndrome de Kabuki (KABUK1; 

MIM#147920) (Marian 2012; Ng et al. 2010; Comino-Méndez et al. 2011; Ng et al. 

2010).  

Hasta el año 2014, se encontraron 25 publicaciones que reportaron nuevos genes 

candidatos para las DE, los cuales se descubrieron con la tecnología de 

secuenciación de segunda generación (Lazarus et al. 2014). Algunos de estos 

descubrimientos han contribuido a la realización de la Nomenclatura y clasificación 

de desórdenes genéticos esqueléticos 2015, documento presentado anteriormente 

(Bonafe et al. 2015b). La aplicación de secuenciación del exoma ha permitido el 

descubrimiento de los genes responsables de alteraciones óseas como el 

síndrome de Nager (AFD1; MIM #154400) (Bernier et al. 2012), síndrome de 

Robinow (DRS2; MIM #616331) (White et al. 2015), disostosis acrofacial tipo 

Cincinnati (AFDCIN; MIM #616462) (Weaver et al. 2015) y la disostosis 

mandibulofacial con alopecia (MFDA; MIM #616367) (Gordon et al. 2015), entre 

otros. 

*** 

Con la información previa, se considera necesario un mayor análisis para 

establecer la causa del SHS. Se estima que el 85% de las mutaciones causantes 

de enfermedades se localizan en regiones codificantes (Rabbani et al. 2012). En 

consecuencia, la secuenciación del exoma podría identificar las variantes causales 

del SHS, lo cual sería importante para poder conocer el mecanismo molecular que 

produce la enfermedad, las vías celulares implicadas y la herencia. Esto 

contribuiría al conocimiento universal de la patología en estudio, daría oportunidad 

de un manejo integral de los pacientes afectados y se podría brindar 

asesoramiento genético familiar con bases moleculares. � �
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2. Planteamiento del problema 
El SHS es un padecimiento congénito e infrecuente, de etiología desconocida. 

Para establecer las características moleculares de este síndrome se requiere 

identificar el gen cuyas variantes patogénicas dan origen a las manifestaciones 

clínicas de esta enfermedad. En el HIMFG se atiende a pacientes no relacionados 

entre sí, con diagnóstico de SHS. El análisis genético del exoma de estos 

pacientes, así como el estudio de la distribución de las distintas variantes a lo 

largo del gen o genes candidatos, junto con la predicción del efecto que tienen 

estas variantes en el fenotipo, brindará un mayor conocimiento sobre el desarrollo 

de este padecimiento.  

 

� �
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3. Pregunta de Investigación 
Este proyecto pretende contestar la pregunta: ¿Cuáles serán las posibles 

variantes patogénicas identificadas por secuenciación del exoma en pacientes con 

diagnóstico clínico de SHS?  
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4. Hipótesis 
Se identificarán variantes genéticas en el exoma de los pacientes con SHS que 

podrán estar implicadas en la etiología de la enfermedad.  
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5. Justificación 
La identificación de variantes patogénicas en un gen responsable del SHS 

permitirá comprender mejor las bases moleculares de esta enfermedad, así como, 

la vía celular implicada, el papel de ese gen en el desarrollo esquelético, y el 

patrón de herencia de esta enfermedad. Todo esto contribuirá al conocimiento 

universal y, eventualmente, a un manejo integral adecuado de los individuos 

afectados con este síndrome. 
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6. Objetivos 
�

 Objetivo general 
Identificar, por secuenciación del exoma, las posibles variantes genéticas en 

pacientes con SHS que puedan explicar la etiología de esta enfermedad. 

 

Objetivos específicos 

• Identificar a pacientes con diagnóstico clínico del SHS. 

• Realizar el análisis del DNA de los pacientes con SHS por medio de la 

secuenciación del exoma. 

• Analizar las variantes encontradas, en el contexto de la vía implicada y de su 

efecto en la proteína. 

• Establecer la relación entre los hallazgos moleculares y los datos clínicos de 

los pacientes. 
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7. Materiales y métodos 
�

Este proyecto fue aprobado por los Comités de Investigación, ética y bioseguridad, 

con número de registro HIM 2017-018. 

Diseño del estudio 

• Tipo de diseño: observacional.  

• Tipo de análisis: descriptivo. 

• Método de observación: transversal.  

Lugar 

• Departamento de Genética. 

• Laboratorio de Genómica, Genética y Bioinformática (LGGB), HIMFG. 

Periodo de realización 

• Dos años, de marzo de 2016 a febrero 2018. 

Población objetivo 

• Individuos afectados con el síndrome y familiares de primer grado.  

• Identificamos tres pacientes no relacionados entre sí con diagnóstico de SHS. 

Incluimos en el estudio a ambos padres de cada paciente. En total fueron 3 

tríos incluidos en este protocolo. 

Tamaño de muestra y tipo de muestreo 

• El número de muestras a estudiar estuvo determinado por la cantidad de 

pacientes identificados y por los recursos disponibles. El muestreo fue no 

probabilístico, con registro consecutivo.  

 

�  
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Criterios de selección 

• Criterios de inclusión. Individuos afectados de SHS y familiares de primer 

grado. Afectados: individuos de cualquier género, de cualquier edad, que 

fueran o hubieran sido pacientes del HIMFG y cumplieran con los 7 criterios 

clínicos principales para el diagnóstico del SHS propuestos por François en 

1958 (Cohen 1991). Familiares de primer grado: padres de los individuos 

afectados.  
 

Seleccionamos a los padres como familiares de primer grado por las siguientes 

razones: 

 

• En los 3 casos identificados, el SHS se presentó por primera vez en la familia 

(casos esporádicos). Ante esta situación sospechamos una herencia 

autosómica recesiva o una herencia autosómica dominante con presentación 

de novo. Obtuvimos muestra de los padres para conocer si alguno de los dos 

era portador de la variante patogénica (asumiendo una herencia autosómica 

recesiva) y para filtrar las variantes partiendo de la premisa de que como los 

padres son individuos sanos, aquellas variantes presentes en los individuos 

afectados y en los padres sanos no podrían ser las variantes patogénicas que 

dieron lugar al SHS (asumiendo una herencia autosómica dominante con 

presentación de novo). 

• Los hermanos menores de edad del individuo afectado que no tuvieron el 

síndrome no se incluyeron ya que por cuestiones éticas preferimos contar con 

el consentimiento de participantes adultos. 

• Los 2 pacientes con SHS que son adultos no tienen descendencia.   
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• Criterios de exclusión 

• Pacientes con antecedentes de exposición a agentes teratógenos. 

• Contraindicación para toma de muestra. 

 

• Criterios de eliminación 

• Aquellos individuos que manifestaran su decisión de retirarse del 

estudio. 

• Que la calidad del DNA genómico fuera inadecuada para el análisis.  
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8. Variables y definiciones 
�

Variable independiente: Síndrome Hallermann-Streiff 

• Definición conceptual. Padecimiento congénito caracterizado por 

malformaciones en tejido óseo y tejido blando de la región craneofacial. 

• Definición operacional. Padecimiento congénito en el que están presentes 

las 7 características clínicas principales antes mencionadas.  

• Escala de medición. Cualitativa, dicotómica. Presencia/Ausencia del 

síndrome. 

• Unidad de medición: Criterios clínicos propuestos por François en 1958 

(Cohen 1991). 

 

Variable dependiente: Variante patogénica 

• Definición conceptual. Cambio en la secuencia del DNA que por sí solo 

explica el desarrollo de una enfermedad. 

• Definición operacional. Cambio en la secuencia del DNA que por sí solo 

explica el desarrollo de una enfermedad, en este caso, el síndrome de SHS.  

• Escala de medición. Cualitativa dicotómica: Presencia/Ausencia de la 

variante patogénica.  

• Unidad de medición. Secuenciación del exoma y análisis bioinformático. 

Nomenclatura de la Sociedad de las Variantes del Genoma Humano 

(Human Genome Variation Society), programas de predicción del efecto de 

las variantes (SIFT y PolyPhen, MutationTaster). 

�  
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9. Desarrollo general del estudio 

 

Las actividades realizadas en este proyecto incluyeron desde la identificación 

supervisada de pacientes para su inclusión en el estudio hasta el análisis 

bioinformático de los resultados.  

 
Identificación e inclusión de los individuos participantes en el estudio 
 

• Se identificaron, en el archivo clínico del HIMFG, los números de registros de 

los pacientes con diagnóstico de SHS. 

• Se revisaron los expedientes clínicos de los pacientes identificados y se 

tomaron los datos para su localización, como teléfono y domicilio. Dos 

pacientes habían sido dados de alta del HIMFG por mayoría de edad, por lo 

que fue necesario acudir a su domicilio; lo anterior con el conocimiento y 

autorización de la institución. La tercera paciente fue evaluada en la consulta 

del Departamento de Genética. 

• Una vez localizados los pacientes, se les realizó una historia clínica, árbol 

genealógico, y una evaluación física con la finalidad de corroborar que 

cumplieran con los datos clínicos de los criterios de selección. Se invitó a 

participar al estudio a los pacientes y a sus dos padres; se les proporcionó la 

carta de consentimiento y/o asentimiento informado (Anexos 1 y 2), que les fue 

expedida, y se solicitó la firma de dicho documento. Se realizó toma de 

fotografías clínicas con previa firma del consentimiento (Anexo 3). Se realizó 

toma de muestra para obtener 1 o 2 ml de sangre periférica de los pacientes y 

sus padres. En total fueron 9 individuos participantes en el estudio contando a 

los afectados y a los familiares de primer grado es decir, tres tríos. 
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Extracción del DNA 

• Las 9 muestras de sangre se recolectaron en tubos con anticoagulante (EDTA) 

y se almacenaron a 4ºC hasta el momento de ser procesadas para la 

extracción del DNA. 

• La extracción del DNA se hizo mediante el método de columnas con el paquete 

comercial Quick-DNA® Universal Kit (Zymo Research, Irvine CA) (Anexo 4).  

•  Una vez extraído, el DNA de los pacientes fue resguardado en el Laboratorio 

de Genómica Genética y Bioinformática del HIMFG, a -20°C hasta que se 

concluyeron todos los estudios necesarios de la secuenciación del exoma. 

 

Cuantificación del DNA, verificación de calidad del DNA y diluciones 

• Para cuantificar el DNA de cadena doble se utilizó el fluorómetro Qubit 3.0, 

(Themo Fisher Scientific, Waltham). 

• Con el fin de realizar un control de calidad de la extracción del DNA, se hizo un 

gel de agarosa al 1% y se cargaron 4 µl de DNA de cada individuo participante. 

Este procedimiento se realizó para observar la integridad del DNA. 

• Una vez que se comprobó la integridad del DNA, se realizaron diluciones con 

Tris HCl a 10 mM con pH de 8.5, para llevar la concentración final del DNA a 5 

ng/µl que es la concentración deseada para continuar con la generación de las 

librerías. 

 

Secuenciación del exoma 

• Para secuenciación del exoma, se realizaron los siguientes procedimientos: 1) 

generación de la librería, lo cual comprendió la tagmentación y el 

enriquecimiento; y 2) secuenciación del exoma propiamente dicho. Para la 

generación de la librería se utilizó el kit y el manual de procedimientos Nextera 

Rapid Capture Exome (Illumina, San Diego CA).  
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• Tagmentación. Con el DNA purificado se generó la librería para la  

secuenciación del exoma. En este procedimiento se realizó la fragmentación 

del DNA de los 9 individuos con la finalidad de obtener secuencias de DNA de 

aproximadamente 300 pares de bases. En este paso también se añadieron los 

adaptadores en los extremos de cada fragmento. Este proceso se realizó de 

forma simultánea por medio de una enzima transposasa que tiene la capacidad 

de cortar y pegar fragmentos de DNA. (Anexo 4). 

• Enriquecimiento. Este proceso consistió en separar las secuencias 

correspondientes a las regiones exónicas del DNA total, ya que en la 

secuenciación del exoma sólo interesan las secuencias codificantes. Durante 

este paso se hicieron varios lavados después de la captura de exones, para 

limpiar el DNA exónico de las otras secuencias no deseadas (Anexo 4). 

• Validación y cuantificación de la librería. Antes de la secuenciación del exoma 

se evaluó el tamaño de los fragmentos de la librería en un gel de agarosa al 

4%. La concentración de la librería, para posteriormente llevar a cabo la 

secuenciación fue de 1.5 pM.  

• Secuenciación del exoma. La secuenciación propiamente dicha se realizó 

mediante la técnica de secuenciación por síntesis de puentes en el instrumento 

NextSeq500 (Illumina®, San Diego). Se utilizó una celda de flujo de alto 

rendimiento, con la capacidad para generar secuencias de extremos pareados. 

La secuenciación se hizo de manera multiplex: se procesaron las 9 muestras 

en un solo experimento, usando códigos de barras (índices) para distinguir 

cada muestra.  

• Finalmente, se realizó el análisis bioinformático, que incluyó la evaluación 

global de calidad del experimento, el alineamiento, el llamado de variantes, el 

análisis y la priorización de las variantes. En la Figura 6 se esquematizan todas 

las etapas del estudio de forma secuencial. 
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Figura 6. Desarrollo general del estudio. Se muestran las etapas realizadas en el 
proyecto. 
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Análisis bioinformático 
 

Evaluación global del experimento 

• Una vez que el proceso de secuenciación terminó, el equipo generó 8 archivos 

en formato FASTQ por cada muestra de DNA. Dicho formato incluyó estas 

secuencias en formato FASTA y valores de calidad para cada una de las 

posiciones de la secuencia. Para comenzar el análisis de los datos, se 

revisaron estos archivos en la plataforma de Illumina (Base Space, Sequence 

Hub) y se obtuvieron gráficas de calidad y de la densidad de los clusters, con la 

finalidad de evaluar la calidad del procedimiento. Posteriormente se eliminaron 

las secuencias de los índices para continuar con el alineamiento. 
 

Alineamiento y llamado de variantes 
 
• Este procedimiento consistió en alinear los fragmentos de DNA secuenciados 

contra el genoma humano de referencia para identificar las diferencias y 

obtener las variantes génicas de las 9 muestras. Para ello se utilizó la versión 

del genoma GRCh37.p13 (hg19) como modelo y el programa Issac Enrichment 

(Illumina) que incluye los programas Burrows-Wheeler Aligner (BWA 

Enrichment v2.1) para el alineamiento propiamiente dicho y Genome Analysis 

Toolkit (GATK v3.1, Broad Institute) para el llamado de variantes. Al término de 

este procedimiento, se generó un archivo con la lista de variantes en formato 

vcf (variant call file) por cada individuo. Además se obtuvieron los datos de 

cobertura y profundidad globales, y en cada muestra. 
 
Análisis de las variantes. 
 
• Las variantes obtenidas fueron analizadas con el software Base Space Variant 

Studio (versión 3.0; Illumina). Éste procedimiento se realizó sólo con las 

variantes de los tres individuos afectados. En este proceso las variantes fueron 

sometidas a diferentes filtros para reducir el número de ellas. 
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Los filtros que se aplicaron fueron los siguientes: 1) valor de calidad mayor o igual 30 

(Q30), profundidad mayor a 9, frecuencia del alelo alternativo superior a 19%; 2) que 

la variante tuviera alguna consecuencia (variantes causantes de error en splicing, sin 

sentido, de sentido equivocado, ganancia o pérdida de codón de paro, corrimiento del 

marco de lectura e indels); 3) filtro de frecuencia en la población, se retuvieron sólo 

aquellas variantes que tuvieron una frecuencia <1% ó que no estuvieron reportadas en 

las bases de datos Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP, NCBI), Exome 

Aggregation Consortium (ExAC) y el Proyecto de los 1000 Genomas; 4) filtro de 

segregación familiar, se compararon las variantes de los individuos afectados con las 

de sus familiares sanos.  
 

De acuerdo con los árboles genealógicos de los 3 pacientes, se asumieron dos 

posibles patrones de herencia para evaluar la segregación de las variantes, el 

modelo autosómico recesivo y el modelo de novo.  

 

• Una vez que se obtuvieron las variantes candidatas para los 3 pacientes en 

ambos modelos, el recesivo y el de novo, se utilizó una base de datos del 

Laboratorio de Genómica, Genética y Bioinformática (LGGB) del HIMFG, 

formada por 123 genotipos obtenidos por secuenciación de segunda 

generación, para aplicar un filtro adicional comparando las variantes presentes 

en los 3 tríos con las de otros individuos de la población mexicana. La base de 

datos reúne exomas de pacientes con enfermedades distintas al síndrome de 

SHS como inmunodeficiencias, así como también exomas de familiares sanos. 

Este procedimiento permitió reducir el número de variantes candidatas. 

Posteriormente, de forma manual, se corroboró que las variantes restantes 

segregaran con el patrón de herencia autosómico recesivo o de novo. En el 

primero se asumió que los padres debían presentar la posible variante 

patogénica de forma heterocigota, es decir, que fueran portadores sanos de la 

variante, y que el paciente tuviera la variante patogénica en los dos alelos, es 

decir de forma homocigota.  
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También se consideró la posibilidad de que el paciente fuera heterocigoto 

compuesto, situación en la que los padres hubiesen tenido una mutación 

distinta en un mismo gen de forma heterocigota y que el afectado tuviera las 

dos mutaciones heredadas de ambos padres. En el modelo de novo, se evaluó 

que los padres no presentaran la variante patogénica, que ésta hubiera 

aparecido por primera vez en el paciente y que la tuviera presente de forma 

heterocigota. En este paso también se buscó intencionadamente la presencia 

de variantes en los genes que se han reportado como posibles causantes del 

SHS (GJA1, LMNA, ZMPSTE24, ICTM).  

Priorización de genes 
 

En esta fase se seleccionaron sólo los genes que se consideró tuvieran alguna 

relación funcional con la causa del SHS. Para ello se utilizó la herramienta 

bioinformática Exomiser versión 9.0 (hiPHIVE: human/interactome-PHenotypic 

Interpretation of Variants in Exomes) (Smedley et al. 2015). Esta herramienta 

priorizó los genes utilizando un análisis de interacción de proteínas; evaluó la 

relevancia clínica de las variantes por medio de la comparación entre el 

fenotipo de los 3 pacientes con fenotipos similares en humanos, ratón y pez 

cebra; tomó en cuenta el efecto de la variante en la proteína y la frecuencia en 

bases de datos. Esta herramienta ordenó las variantes jerárquicamente de 

acuerdo con un valor que le asignó a cada variante a partir de los tres aspectos 

mencionados. De esta manera, los genes que estuviesen hasta arriba, serían 

los que tendrían mayor importancia como candidatos a la causa del SHS. Se 

realizó este análisis tanto asumiendo una herencia recesiva, como una 

presentación de novo. Como archivos de entrada se utilizaron los vcf de cada 

familia, los archivos ped de cada trío (archivos de pedigrí que indican la 

relación entre los miembros de la familia, el género de cada integrante y quién 

está afectado) y los términos fenotípicos obtenidos de Human Phenotype 

Ontology (HPO; www.human-phenotype-ontology.org.) siguientes: anormalidad 

de las fontanelas o suturas craneales (HP:000023), anormalidad de las fosas 

nasales (HP:0005288), micrognatia (HP:0000347), talla baja (HP:0004322), 
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hipotricosis (HP:0001006), microftalmia (HP:0000568), catarata (HP:0000518), 

abombamiento frontal (HP:0002007), agenesia dental (HP:0001592), densidad 

ósea reducida (HP:0004349), puente nasal convexo (HP:0000444), escoliosis 

(HP:0008065). Como control de calidad final, sólo se retuvieron los genes que 

tuvieran información del genotipo en al menos 70% de los individuos de la base 

de datos del LGGB.  

 
Comparación de las variantes finales en los 3 pacientes 

 

Por último, se compararon las variantes restantes de un trío con las de los 

otros dos tríos. Para ello asumimos 3 enfoques: 

1. Se revisó si existían variantes que estuvieran presentes en los tres 

individuos afectados, para retenerlas como variantes candidatas. Este 

enfoque resultó de la suposición de que los tres pacientes presentaran el 

mismo gen afectado. 

2. Otra posibilidad fue que sólo dos pacientes compartieran variantes en el 

mismo gen y el otro tuviera como variante patogénica una que se 

presentara en un gen distinto. Se compararon las variantes entre los 

pacientes 3 y 2, posteriormente, entre los pacientes 1 y 2 y finalmente entre 

los pacientes 1 y 3.  

3. La última posibilidad fue que se encontrara una variante patogénica en 

genes distintos en los 3 pacientes; es decir que 3 genes diferentes fueran 

los responsables de la causa del SHS. Por lo que se analizaron las 

variantes resultantes en cada individuo afectado con la finalidad de tener 

sólo una variante probablemente patogénica.  

 En la Figura 7 se muestra el algoritmo del análisis bioinformático realizado. 

�
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Figura 7. Secuencia del análisis bioinformático: la evaluación de calidad del experimento,  
la aplicación de filtros con Variant Studio y la priorización de genes. 
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 10. Limitaciones del estudio 
La secuenciación de segunda generación permite secuenciar, de manera rápida y 

accesible, genomas o regiones subgenómicas como el exoma. Sin embargo, hay 

regiones del genoma que por su naturaleza son todavía inaccesibles, tanto para 

este tipo de secuenciación como para la secuenciación Sanger y para la 

secuenciación de segunda generación. Estas regiones incluyen, sobre todo, 

aquellas que tienen una baja complejidad o que contienen secuencias repetidas o 

que pertenecen a familias de secuencias con elementos muy similares. Esto 

significa que si la alteración genética reside en alguna de esas regiones, no se 

identificará la alteración. Cuando se lleva a cabo secuenciación del exoma, es 

posible hallar las alteraciones que se presentan en regiones codificadoras, pero no 

aquéllas que están presentes en regiones reguladoras o en secuencias 

intergénicas, o que constituyen alteraciones estructurales con puntos límites fuera 

de las regiones exónicas. 

 
 
 
 
�  



UNAM 
HIMFG�

Identificación por secuenciación de segunda generación de posibles variantes patogénicas en 
pacientes con síndrome de Hallermann-Streiff 

�

�
�	�

�

11. Financiamiento 
Este protocolo formó parte del proyecto mayor: “Identificación por secuenciación 

de segunda generación de genes responsables de enfermedades monogénicas”, 

con número de registro HIM 2015-072, por lo que contó con recursos del 

Departamento de Genética y del Laboratorio de Genómica, Genética y 

Bioinformática. Este protocolo también fue sometido a la convocatoria de fondos 

federales 2016, y fue aprobado con número de registro HIM 2017-018. 
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12. Resultados  
�

Presentación de casos clínicos 
En el Hospital Infantil de México se identificaron tres pacientes no relacionados  

entre sí con diagnóstico clínico de SHS. A continuación se describe cada uno de 

ellos.  

Paciente 1 

Masculino de 33 años, originario de Tlaxcala y residente del Estado de México, 

padres sanos, hermana de 31 años sana, sin otro familiar afectado (Figura 8). La 

madre negó exposición a teratógenos durante el embarazo. Conocido en esta 

institución a la edad de 5 años, referido de un hospital de Tlaxcala por probable 

diagnóstico de síndrome de SHS por presentar al nacimiento catarata congénita 

de ojo izquierdo, nariz pequeña con atrofia de piel y micrognatia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Árbol genealógico del paciente 1, la estrella en azul señala los individuos que 
fueron estudiados por secuenciación del exoma.   
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Se corroboró catarata congénita de ojo izquierdo, microftalmia bilateral, y ausencia 

congénita de piezas dentales. Presentó edad ósea retrasada y, desde la edad de 

cinco años, se observó una estatura por debajo de 2 desviaciones estándar de la 

normalidad sin acortamiento de extremidades. Se concluyó diagnóstico clínico del 

SHS con expresión leve, pues aunque cuenta con los 7 criterios clínicos 

principales, el fenotipo no es tan grave como el descrito en otros pacientes con 

síndrome SHS.  

En la exploración física se documentó: talla de 1.68 m dentro de la normalidad 

para su edad y acorde con la talla blanco familiar; peso de 70kg, IMC de 24.8. 

Discefalia condicionada por abombamiento frontal y braquicefalia, frente muy 

amplia, microftalmia, estrabismo, nariz convexa, atrofia de piel de la nariz y 

apiñamiento dental (Figura 9).  
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Figura 9. Fotografías clínicas del paciente 1. Se  muestra abombamiento frontal, 
microftalmia de predominio izquierdo, punta nasal delgada, nariz convexa, apiñamiento 
dental y micrognatia. 
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Paciente 2 

 
Femenino de 16 años, originaria y residente del Estado de México. Madre y padre 

sanos, hermana de 7 años, sana. Sin otro familiar afectado por esta entidad 

(Figura 10). Conocida en el HIMFG a la edad de 28 días por síndrome dismórfico. 

La madre negó exposición a teratógenos durante el embarazo. Desde el mes de 

vida se realizó el diagnóstico de SHS clásico al cumplir con los 7 criterios 

principales. Presentó retraso en el desarrollo psicomotor evidenciado por tener 

hitos del desarrollo anormales como el sostén cefálico hasta los 12 meses de vida, 

sedestación a los 18 meses, gateo a los dos años y deambulación a los tres años 

de vida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Árbol genealógico de la paciente 2, la estrella señala los individuos que fueron 
estudiados por secuenciación del exoma.  
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Se realizó extracción de catarata congénita bilateral y se documentó microftalmia 

bilateral, atrofia de la piel de la nariz y desviación septal derecha, además de 

ausencia de varios gérmenes dentarios e hipoplasia de esmalte. Presentó 

escoliosis severa que ha requerido múltiples correcciones quirúrgicas. Presenta 

talla baja proporcionada desde la infancia y ha requerido de educación especial. 

La paciente presenta un fenotipo grave del SHS al presentar compromiso 

intelectual y esquelético más severo. 

Exploración física actual: talla baja proporcionada de 1.23 m, peso de 24.5 kg, 

IMC:16.33. Cabello escaso, discefalia condicionada por braquicefalia, frente 

amplia, microftalmia bilateral, atrofia de piel de la nariz, con desviación septal, 

apiñamiento dental y ausencia de varias piezas dentales, pectus carinatum, 

escoliosis grave (Figura 11).  

   

Figura 11. Fotografías clínicas de la paciente 2. A) B) Aspecto facial característico, 
manifestado por hipotricosis, microftalmia, nariz convexa y adelgazada en la punta, y 
micrognatia. C) Apiñamiento dental y ausencia de piezas dentales. D) Manos de la 
paciente. E), F) Se muesta la talla baja, pectus carinatum y xifoescoliosis de la paciente. �
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Paciente 3 

�

Masculino de 31 años, originario y residente de Veracruz. Padres y dos hermanos 

sanos, sin otro familiar afectado por esta entidad (Figura 12). Conocido en esta 

institución a la edad de 6 meses, la madre negó exposición a teratógenos durante 

el embarazo. Desde el nacimiento la madre notó opacidad en ambos ojos y se 

realizó el diagnóstico de SHS clásico a la edad de seis meses al cumplir con los 7 

criterios clínicos principales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Árbol genealógico del paciente 3, la estrella señala los individuos que fueron 
estudiados por secuenciación del exoma.  
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Se realizó extracción de catarata congénita bilateral. Presenta talla baja 

proporcionada desde la infancia y ausencia de múltiples piezas dentales.  

 

Exploración física actual: talla baja proporcionada de 159.2cm, peso de 72.6 kg, 

IMC de 29.04, hipotricosis generalizada, discefalia caracterizada por braquicefalia 

y abombamiento frontal, microftalmia bilateral, esclera azul de ojo izquierdo, atrofia 

de la piel de la nariz, agenesia de piezas dentales (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Fotografías clínicas del paciente 3. A), B) C) Se observa el fenotipo 
característico del síndrome que incluye hipotricosis, abombamiento frontal, microftalmia y 
opacidad corneal, nariz convexa y microftalmia. D) Ausencia de piezas dentales. E) Se 
observa la ausencia de alteraciones esqueléticas severas en éste paciente.  
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Los tres individuos afectados fueron los primeros en su familia en presentar el 

SHS y ninguno de ellos tuvo otros familiares afectados. Por este motivo los 

patrones de herencia a considerar son 1) autosómico dominante con presentación 

de novo o 2) autosómico recesivo con padres portadores.  

 

Es importante destacar dentro de los resultados clínicos obtenidos que se 

encontró una diferencia importante entre el fenotipo del paciente1 que es leve, el 

de la paciente 2 que es grave, y el del paciente 3 que es intermedio. El paciente 1, 

como se mencionó previamente, tiene un fenotipo leve en comparación con los 

otros dos. Además la paciente 2 está más afectada que el paciente 3 puesto que 

presenta deficiencia intelectual y escoliosis grave. Esta información clínica podría 

ser útil para el análisis de las variantes, puesto que podría tenerse un escenario 

donde el individuo 1 tuviera como causa una variante en un gen distinto al de los 

otros dos pacientes, o que cada paciente tuviera una variante candidata distinta en 

genes diferentes, situación que podría explicarse si hubiera heterogeneidad 

genética en el SHS. En la Tabla 4 se comparan los datos clínicos entre los 3 

individuos afectados. 
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Tabla 4. Datos clínicos de los 3 sujetos afectados. 

Datos clínicos  Paciente 
1 

Paciente 
2 

Paciente 
3 

Edad 33a 16a 31a 

Género M F M 

Defiencia intelectual  - ++ - 

Aspecto facial característico del 
síndrome 

+ +++ ++ 

Talla baja proporcionada +i +++ ++ 

Discefalia  + ++ ++ 

Microftalmia bilateral ++ ++ ++ 

Catarata congénita +u +b +b 

Atrofia de piel (nariz) + ++ ++ 

Nariz adelgazada hacia la punta ++ +++ + 

Nariz convexa  ++ ++ +++ 

Dentición anormal +ap +ag +ag 

Paladar arqueado  + +++ ++ 

Micrognatia + +++ ++ 

Hipotricosis +i ++ ++ 

Escoliosis - +++ - 

Gravedad de fenotipo + +++ ++ 

 +: leve; ++: moderado; +++:severo; a: años; ag: agenesia de piezas dentales;  
ap:apiñamiento dental; b: bilateral; F: femenino; i: infancia; M: masculino; u: unilateral.  
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Resultados de la secuenciación del exoma 
 

Calidad 

En nuestro experimento se encontró que el porcentaje de pares de bases 

secuenciadas que tuvo una calidad mayor a Q30 fue de 75.5%, lo que asegura 

que el experimento haya tenido una calidad adecuada (Figura 14). 

 

Figura 14. Gráfica de Q score promedio de la corrida de secuenciación del exoma. El eje 
vertical corresponde al número total de pares de bases (en Gigabases), y el eje horizontal 
corresponde a los valores de Q. Las barras en verde indican un Q score igual o mayor a 
30. 
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Densidad 
 

La densidad de los grupos (clusters) para cada uno de los cuatro carriles de la 

celda de flujo donde se realizó la reacción de secuenciación fue de 

aproximadamente entre 175 mil y 260 mil/mm2. (Figura 15 A, B) 

 

 

Figura 15. A) Esquema de la celda de flujo con los 4 carriles, sitio en donde se realizó la 
secuenciación del exoma. B) Densidad de los clusters, en azul se muestra la densidad 
antes de utilizar el filtro de calidad y en verde, después de aplicar dicho filtro. La densidad 
recomendada por el fabricante, para el diseño experimental que se empleó, es de 170 mil 
a 210 mil clusters/mm2 
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Profundidad (cobertura) 

La profundidad promedio de las 9 muestras fue de 115.5X y la proporción del 

exoma que superó una cobertura mayor a 20X fue de 92.22 %. En la tabla 5 se 

muestran la profundidad y los valores de cobertura obtenidas en cada muestra 

por separado. En la Figura 16 se observa la distribución de la profundidad de las 

9 muestras y en la Figura 17 la uniformidad de la cobertura entre las 9 muestras 

de DNA secuenciadas.  

 

Tabla 5. Valores de profundidad o cobertura de las 9 muestras. 

 

Muestra Cobertura 
media 

Proporción 
del exoma 

con 
cobertura 

≥ 1X 

Proporción 
del exoma 

con 
cobertura 

≥ 10X 

Proporción 
del exoma 

con 
cobertura 

≥ 20X 

Proporción 
del exoma 

con 
cobertura 

≥ 50X 

Paciente 1 138.4 99.59% 97.54% 94.82% 83.81% 

Padre 1 111.5 99.53% 97.02% 93.36% 77.62% 

Madre 1 135.2 99.47% 97.34% 94.66% 83.54% 

Paciente 2 104.6 99.33% 95.98% 91.46% 73.48% 

Padre 2 113.4 99.50% 96.66% 92.67% 76.79% 

Madre 2 98.1 99.23% 95.22% 89.75% 69.06% 

Paciente 3 93.2 99.40% 95.65% 90.34% 69.70% 

Padre 3 115.1 99.54% 96.96% 93.34% 78.28% 

Madre 3 130.9 99.48% 97.01% 94.15% 82.27% 
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Figura 16. Gráfica de profundidad. Se ilustra la distribución de la profundidad obtenida en 
cada muestra, graficada con diferente color. El promedio fue de 115.5X. 

 

 

 

Figura 17. Gráfica de barras de la cobertura. Se ilustra la uniformidad de la cobertura en 
cada muestra (m). El promedio de la cobertura en las 9 muestras fue de 92.22 % 
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Resultados moleculares del paciente 1 
 

Alineamiento de la familia 1 

Los resultados en la familia 1 mostraron que el promedio de los fragmentos 

secuenciados fue de 114 598 097 en las tres muestras. El tamaño promedio de 

éstos fragmentos fue de 165pb. El total de fragmentos alineados en las tres 

muestras fue de aproximadamente 95 159 064 con un porcentaje promedio de 

91.64%. El porcentaje de bases que tuvieron una calidad ≥Q30 fue de 76.24% 

como promedio en los tres individuos. La cobertura promedio en las tres 

muestras fue de 128.36X. En la Tabla 6 se muestra el promedio de dichos 

parámetros en las tres muestras de la familia 1. 

 

Tabla 6. Resumen del alineamiento de la familia 1. 

Total de fragmentos secuenciados 114 598 097 

Tamaño de los fragmentos 165pb 

Total de fragmentos alineados 95 159 064 

Porcentaje de fragmentos alineados  91.64% 

Porcentaje de bases ≥Q30                 76.24% 

Cobertura  128.36X 
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Variantes resultantes del paciente 1 
 
 
Después de aplicar los filtros de calidad, consecuencia y frecuencia en bases de 

datos con el software Base Space Variant Studio (versión 3.0; Illumina), se 

obtuvieron 128 variantes en 46 genes cuando asumimos una herencia 

autosómica recesiva y 149 variantes en 143 genes cuando asumimos una 

presentación de novo (Filtros 0-4, Tabla 7).  

Posteriormente, luego de haber comparado las variantes restantes con 123 

exomas de la base de datos del LGGB, quedaron con una herencia autosómica 

recesiva, 24 variantes en 16 genes. De éstas, 16 variantes se encontraron en 8 

genes para las cuales el paciente fue heterocigoto compuesto y las 8 variantes 

restantes se identificaron en el paciente en estado homocigoto. Se obtuvieron 87 

variantes candidatas en 86 genes que fueron compatibles con una presentación 

de novo (Filtro 5, Tabla 7). No se hallaron variantes en los genes GJA1, LMNA, 

ZMPSTE24 e ICTM con herencia autosómica recesiva ni presentación de novo. 

Al final de la priorización de variantes con Exomiser (versión 9.0, hiPHIVE) y de 

aplicar el último control de calidad, en el que sólo se retuvieron las posiciones 

genotipificadas en más del 70% de los individuos de la base de datos del LGGB, 

los resultados mostraron en el modelo autosómico recesivo 6 variantes en 3 

genes (PKD1, PNPLA3, FBXO10,) para las cuales el paciente resultó ser 

heterocigoto compuesto. Además se encontró 1 variante adicional para la cual el 

paciente fue homocigoto (gen ZNF541). Cuando se asumió una presentación de 

novo quedaron al final de todo el análisis 7 variantes en 7 genes distintos 

(CAPN6, RAB5C, FAT3, ZNF423, GPANK1, FUT4, OR5C1) todas ellas en 

estado heterocigoto (Filtro 6, Tabla 7).  

En la Tabla 7 se muestra el proceso de filtrado de variantes. En las tablas 8 y 9 

se enumeran jerárquicamente las variantes finales con patrón de herencia  

autosómico recesivo y presentación de novo, respectivamente. 
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Tabla 7. Filtrado de variantes en el paciente 1. 
 
 

Número 
de filtro  

Descripción del filtro o estrategia  Número de 
variantes 

Número 
de genes 

0 Variantes iniciales, resultantes del alineamiento. 

 

97697 20487 

1 Calidad ≥Q30, profundidad mayor a 9, 
frecuencia del alelo alternativo >19%. 

 

25071 14786 

2 Consecuencia. Variantes causantes de error en 
el sitio de splicing, sin sentido, de sentido 
equivocado, ganancia o pérdida de codón de 
paro, corrimiento del marco de lectura, indels. 

10470 9532 

3 Frecuencia en la población <1%, variantes que 
no estuvieron reportadas en las bases de datos 
(dbSNP, ExAC Proyecto de los 1000 
Genomas). 

681 568 

4 Segregación familiar.  

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 

128 
149 

 
 

46 
143 

5 Base de datos de población mexicana (LGBB, 
HIMFG)  

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 
 

24 
87 

   
 
 

16 
86 

6 Exomiser versión 9.0 (hiPHIVE) y filtro de 
calidad final. 

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 
 

7 
7 

 
 
 

4 
7 



U
N

A
M

 
H

IM
FG

�
Id

en
tif

ic
ac

ió
n 

po
r 

se
cu

en
ci

ac
ió

n 
de

 s
eg

un
da

 g
en

er
ac

ió
n 

de
 p

os
ib

le
s 

va
ria

nt
es

 p
at

og
én

ic
as

 e
n 

pa
ci

en
te

s 
co

n 
sín

dr
om

e 
de

 H
al

le
rm

an
n-

St
re

iff
 

�

�

�
�
�
�

�
�

�

Ta
bl

a 
8.

 V
ar

ia
nt

es
 fi

na
le

s 
de

l p
ac

ie
nt

e 
1,

 e
n 

el
 m

od
el

o 
au

to
só

m
ic

o 
re

ce
si

vo
. 

      
 

C
ro

m
os

om
a 

 
 

G
en

 
cD

N
A

:P
ro

t 
C

on
se

cu
en

ci
a 

SI
FT

 
Po

ly
Ph

en
 

M
ut

at
io

n 
Te

st
er

 
Fr

ec
.  

M
áx

. 
Sc

or
e 

Ex
om

is
er

 

ch
r1

6 
  

P
K

D
1 

c.
10

31
6G

>A
: p

.A
rg

34
39

G
ln

 
V

ar
ia

nt
e 

de
 s

en
tid

o 
eq

ui
vo

ca
do

 
0.

27
5 

0.
03

5 
- 

0.
06

49
 

0.
03

80
45

 

ch
r1

6 
  

P
K

D
1 

c.
21

02
C

>A
: p

.T
hr

70
1A

sn
 

V
ar

ia
nt

e 
de

 s
en

tid
o 

eq
ui

vo
ca

do
 

0.
09

5 
0.

21
9 

- 
0 

0.
03

80
45

 

ch
r2

2 
  

P
N

P
LA

3 
c.

30
2G

>A
: p

.C
ys

10
1T

yr
 

V
ar

ia
nt

e 
de

 s
en

tid
o 

eq
ui

vo
ca

do
 

1 
0 

- 
0.

01
33

 
0.

02
34

76
 

ch
r2

2 
  

P
N

P
LA

3 
c.

10
53

_1
05

4i
ns

G
G

TA
G

: 
p.

S
er

35
2G

ly
fs

*5
 

C
or

rim
ie

nt
o 

de
l m

ar
co

 d
e 

le
ct

ur
a 

y 
pé

rd
id

a 
de

l c
od

ón
 d

e 
pa

ro
 

- 
- 

- 
0 

0.
02

34
76

 

ch
r9

 
  

FB
X

O
10

 
c.

43
4G

>T
: p

.G
ly

14
5V

al
 

V
ar

ia
nt

e 
de

 s
en

tid
o 

eq
ui

vo
ca

do
 

0.
26

7 
0.

02
2 

1 
0.

20
40

 
0.

01
39

25
 

ch
r9

 
  

FB
X

O
10

 
c.

39
8G

>A
: p

.A
rg

13
3G

ln
 

V
ar

ia
nt

e 
de

 s
en

tid
o 

eq
ui

vo
ca

do
 

0.
00

2 
0.

36
2 

1 
0.

02
38

 
0.

01
39

25
 

ch
r1

9 
  

ZN
F5

41
 

c.
20

79
C

>G
: p

.P
he

69
3L

eu
 

V
ar

ia
nt

e 
de

 s
en

tid
o 

eq
ui

vo
ca

do
 

0.
24

1 
0.

10
4 

- 
0.

20
87

 
0.

00
14

47
 



U
N

A
M

 
H

IM
FG

�
Id

en
tif

ic
ac

ió
n 

po
r 

se
cu

en
ci

ac
ió

n 
de

 s
eg

un
da

 g
en

er
ac

ió
n 

de
 p

os
ib

le
s 

va
ria

nt
es

 p
at

og
én

ic
as

 e
n 

pa
ci

en
te

s 
co

n 
sín

dr
om

e 
de

 H
al

le
rm

an
n-

St
re

iff
 

� � � � �

�
�
�
�

�
�

�

Ta
bl

a 
9.

 V
ar

ia
nt

es
 fi

na
le

s 
de

l p
ac

ie
nt

e 
1 

al
 a

su
m

ir 
pr

es
en

ta
ci

ón
 d

e 
no

vo
. 

   

C
ro

m
os

om
a 

G
en

 
cD

N
A

:P
ro

t 
C

on
se

cu
en

ci
a 

SI
FT

 
Po

ly
Ph

en
 

M
ut

at
io

n 
Te

st
er

 
Fr

ec
. 

M
ax

.  
 

Sc
or

e 
Ex

om
is

er
 

ch
rX

 
  

C
A

P
N

6 
c.

11
60

A
>G

: p
.T

yr
38

7C
ys

 
V

ar
ia

nt
e 

de
 s

en
tid

o 
eq

ui
vo

ca
do

 
0.

00
1 

0.
99

7 
1 

0 
0.

74
97

38
 

ch
r1

7 
  

R
A

B
5C

 
c.

19
0T

>G
: p

.C
ys

64
G

ly
 

V
ar

ia
nt

e 
de

 s
en

tid
o 

eq
ui

vo
ca

do
 

0.
04

5 
0.

97
5 

1 
0 

0.
74

93
87

 

ch
r1

1 
  

FA
T3

 
c.

22
T>

C
:p

.C
ys

8A
rg

 
V

ar
ia

nt
e 

de
 s

en
tid

o 
eq

ui
vo

ca
do

 
0.

01
5 

0.
00

1 
0.

99
97

93
 

0 
0.

74
88

65
 

ch
r1

6 
  

ZN
F4

23
 

c.
13

14
de

l: 
p.

P
ro

43
8P

ro
fs

*2
4 

C
or

rim
ie

nt
o 

de
l m

ar
co

 d
e 

le
ct

ur
a 

y 
ga

na
nc

ia
 d

e 
co

dó
n 

de
 p

ar
o 

pr
em

at
ur

o 

- 
- 

- 
0 

0.
65

34
85

 

ch
r6

 
  

G
P

A
N

K
1 

c.
54

4C
>G

: p
.G

ln
18

2G
lu

 
V

ar
ia

nt
e 

de
 s

en
tid

o 
eq

ui
vo

ca
do

 
0.

30
2 

0.
07

 
0.

93
42

98
 

0 
0.

62
00

09
 

ch
r1

1 
  

FU
T4

 
c.

15
60

C
>A

: p
.S

er
52

0A
rg

 
V

ar
ia

nt
e 

de
 s

en
tid

o 
eq

ui
vo

ca
do

 
0.

07
7 

0.
54

4 
- 

0 
0.

60
24

89
 

ch
r9

 
  

O
R

5C
1 

c.
41

3C
>A

: p
.T

hr
13

8L
ys

 
V

ar
ia

nt
e 

de
 s

en
tid

o 
eq

ui
vo

ca
do

 
0.

00
1 

0.
34

8 
- 

0 
0.

01
60

87
 



UNAM 
HIMFG�

Identificación por secuenciación de segunda generación de posibles variantes patogénicas en 
pacientes con síndrome de Hallermann-Streiff 

�

�
���

�

 

Resultados moleculares de la paciente 2 

 

Alineamiento de la familia 2 

Los resultados en la familia 2 mostraron que el promedio de los fragmentos 

secuenciados fue de 98 531 934 en las tres muestras. El tamaño promedio de 

éstos fragmentos fue de 157pb. El total de fragmentos alineados en las tres 

muestras fue de aproximadamente 80 659 066 con un porcentaje promedio de 

92.17%. El porcentaje de bases que tuvieron una calidad ≥Q30 fue de 77.27% 

como promedio en los tres individuos. La cobertura promedio en las tres muestras 

fue de 105.5X. En la Tabla 10 se muestra el promedio de dichos parámetros en 

las tres muestras de la familia 2. 

 

Tabla 10. Resumen del alineamiento de la familia 2. 

Total de fragmentos secuenciados  98 531 934 

Tamaño de los fragmentos 157pb 

Total de fragmentos alineados 80 659 066 

Porcentaje de fragmentos alineados  92.17% 

Porcentaje de bases ≥Q30                 77.27% 

Cobertura  105.5X 
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Variantes resultantes de la paciente 2 

 

Después de aplicar los filtros de calidad, consecuencia y frecuencia en bases de datos 

con ayuda del software Base Space Variant Studio (versión 2.3; Illumina), se 

obtuvieron 86 variantes en 27 genes cuando se asumió una herencia autosómica 

recesiva y 225 variantes en 220 genes cuando se asumió presentación de novo 

(Filtros 0-4, Tabla 11). 

Luego de haber comparado las variantes restantes con 123 exomas de la base de 

datos del LGGB, quedaron con una herencia autosómica recesiva 20 variantes en 11 

genes. De éstas, 17 variantes se encontraron en 4 genes para las cuales el paciente 

fue heterocigoto compuesto, y las 3 variantes restantes se identificaron en el paciente 

en un estado homocigoto. Se obtuvieron 184 variantes candidatas en 184 genes 

distintos que fueron compatibles con una presentación de novo (Filtro 5, Tabla 11). No 

se hallaron variantes en los genes GJA1, LMNA, ZMPSTE24 e ICTM; previamente 

implicados con la posible causa del SHS. 

Al final de la priorización de variantes con Exomiser (versión 9.0, hiPHIVE) y de aplicar 

último control de calidad, en el que sólo se retuvieron las posiciones en las que 

hubiera genotipo en más del 70 % de los individuos de la base de datos del LGGB, los 

resultados mostraron en el modelo autosómico recesivo 10 variantes en 5 genes 

(ADGRV1, PCDH15, MUC16, NAALADL2, TMEM63A) para las cuales el paciente 

resultó ser heterocigoto compuesto. Además se encontraron 3 variantes adicionales 

para las cuales el paciente fue homocigoto (genes RAB38, DNAJC30, CROCC). 

Cuando se asumió una presentación de novo, quedaron al final del proceso 53 

variantes en 53 genes distintos (Filtro 6, Tabla 11).  

 En la Tabla 11 se muestra el proceso de filtrado de variantes. En las tablas 12 y 13 se 

enumeran jerárquicamente las variantes finales con patrón de herencia autosómico 

recesivo y presentación de novo, respectivamente.  
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Tabla 11. Filtrado de variantes en la paciente 2. 

 

 

 

�

 

 

 

 

 

 

 

Número 
de filtro 

Descripción del filtro o estrategia Número de 
variantes 

Número 
de 

genes 

0 Variantes iniciales, resultantes del 
alineamiento. 

 

90611 20136 

1 Calidad ≥Q30, profundidad mayor a 9, 
frecuencia del alelo alternativo >19%. 

 

22680 13749 

2 Consecuencia. Variantes causantes de error en 
el sitio de splicing, sin sentido, de sentido 
equivocado, ganancia o pérdida de codón de 
paro, corrimiento del marco de lectura, indels. 

9446 8243 

3 Frecuencia en la población <1%, variantes que 
no estuvieron reportadas en las bases de datos 
(dbSNP, ExAc, Proyecto de los 1000 
Genomas). 

701 588 

 

4 Segregación familiar.  

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo. 

 
 

86 
225 

 
 

27 
220 

5 Base de datos de población mexicana (LGBB, 
HIMFG). 

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 
 

20 
184 

    
 
 

11 
184 

6 Exomiser versión 9.0 (hiPHIVE) y fltro de 
calidad final. 

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 
 

13 
53 

 
 
 

8 
53 
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Resultados moleculares del paciente 3 

 

Alineamiento de la familia 3 

Los resultados en la familia 3 mostraron que el promedio de los fragmentos 

secuenciados fue de 100 432 109 en las tres muestras. El tamaño promedio de éstos 

fragmentos fue de 158pb. El total de fragmentos alineados en las tres muestras fue de 

aproximadamente 84 157 770 con un porcentaje promedio de 91.80%. El porcentaje 

de bases que tuvieron una calidad ≥Q30 fue de 76.52% como promedio en los tres 

individuos. La cobertura promedio en las tres muestras fue de 113.06X. En la Tabla 

14 se muestra el promedio de dichos parámetros en las tres muestras de la familia 3. 

 

Tabla 14. Resumen del alineamiento de la familia 3. 

Total de fragmentos secuenciados 100 432 109 

Tamaño de los fragmentos 158pb 

Total de fragmentos alineados 84 157 770 

Porcentaje de fragmentos alineados  91.80% 

Porcentaje de bases ≥Q30                  76.52% 

Cobertura  113.06X 
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Variantes resultantes del paciente 3 

 

Después de aplicar los filtros de calidad, consecuencia y frecuencia en bases de datos 

con ayuda del software Base Space Variant Studio (versión 2.3; Illumina), se 

obtuvieron 125 variantes en 40 genes cuando se asumió una herencia autosómica 

recesiva y 247 variantes en 236 genes cuando se asumió una presentación de novo 

(Filtros 0-4, Tabla 15). 

Posteriormente, luego de haber comparado las variantes restantes con 123 exomas de 

la base de datos del LGGB, quedaron con una herencia autosómica recesiva 37 

variantes en 20 genes. De éstas, 33 variantes se encontraron en 16 genes para las 

cuales el paciente fue heterocigoto compuesto y las 4 variantes restantes se 

identificaron en el paciente en un estado homocigoto. Se obtuvieron 206 variantes 

candidatas en 200 genes distintos que fueron compatibles con una presentación de 

novo (Filtro 5, Tabla 15). No se hallaron variantes en los genes GJA1, LMNA, 

ZMPSTE24 e ICTM, cuando se asumió una herencia autosómico recesiva ni  al  

asumir presentación de novo.  

Al final de la priorización de variantes con Exomiser (versión 9.0, hiPHIVE) y de aplicar 

último control de calidad, en el que se retuvieron las variantes genotipificadas en más 

del 70% de los individuos de la base de datos del LGGB, los resultados finales 

mostraron en el modelo autosómico recesivo 2 variantes en 1 gen (MYBL2) para las 

cuales el paciente resultó ser heterocigoto compuesto. Cuando se asumió 

presentación de novo, se encontraron 77 variantes finales en 76 genes distintos (Filtro 

6, Tabla 15).  

En la Tabla 15 se muestra el proceso de filtrado de variantes. En las tablas 16 y 17 se 

enumeran jerárquicamente las variantes finales con patrón de herencia autosómico 

recesivo y presentación de novo, respectivamente.  
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Tabla 15. Fltrado de variantes en el paciente 3. 

Filtro Descripción del filtro Número de 
variantes 

Número de 
genes 

0 Variantes iniciales, resultantes del 
alineamiento. 

 

91397 20227 

1 Calidad �Q30, profundidad mayor a 9, 
frecuencia del alelo alternativo >19%. 

 

23215 12634 

2 Consecuencia. Variantes causantes de 
error en el sitio de splicing, sin sentido, de 
sentido equivocado, ganancia o pérdida de 
codón de paro, corrimiento del marco de 
lectura, indels. 

9741 8786 

3 Frecuencia en la población <1%, variantes 
que no estuvieron reportadas en las bases 
de datos (dbSNP, ExAc, Proyecto de los 
1000 Genomas). 

783  657 

4 Segregación familiar.  

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo. 

 
 

125 
247 

 
 

40 
236 

5 Base de datos de población mexicana 
(LGBB, HIMFG)  

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 
 

37 
206 

    
 
 

20 
200 

6 Exomiser versión 9.0 (hiPHIVE) y filtro de 
calidad final.  

• Herencia autosómica recesiva. 
• Presentación de novo.               

 
 
 

2 
77 

 
 
 

1 
76 
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Comparación de las variantes finales entre los 3 pacientes 

Con un patrón de herencia autosómico recesivo no se obtuvieron variantes o genes 

candidatos compartidos por los 3 individuos afectados. Tampoco hubo variantes o 

genes compartidos por al menos 2 pacientes. Se encontraron variantes candidatas 

diferentes para cada paciente. Una situación similar ocurrió al asumir presentación de 

novo. En la Figura 18 se muestran los genes obtenidos después de la priorización con 

Exomiser. En el caso de los pacientes 2 y 3, sólo se incluyen los 10 primeros genes de 

las tablas 13 y 17, resultantes de la priorización con Exomiser.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Variantes obtenidas en los 3 pacientes con el modelo autosómico recesivo y 
presentación de novo. El círculo azul contiene las variantes del paciente 1, el círculo verde 
contiene las variantes de la paciente 2 y el círculo naranja contiene las variantes del paciente 
3. 
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13. Discusión  
�

La causa del síndrome de Hallermann-Streiff (SHS) es desconocida. Si bien se han 

descrito algunos casos familiares, todos los casos clásicos con diagnóstico confirmado 

de esta entidad se han presentado esporádicamente sin predilección de género (Cohen 

1991). Hay puntos a favor y en contra de que el SHS tenga herencia mendeliana. 

 

A favor están los reportes mencionados de pacientes con probable patrón de herencia 

autosómica recesiva y dominante, la concordancia en gemelos monocigóticos (Van 

Balen 1961) y el hecho de que el fenotipo del SHS se sobrepone con otros desórdenes 

congénitos mendelianos como la displasia óculodentodigital y el síndrome de Progeria 

Hutchinson-Gilford (Kortüm et al. 2011; Cohen 1991), lo que nos lleva a suponer que 

quizá el SHS es causado por un gen relacionado con las vías de señalización de los 

genes causantes de estas dos enfermedades (Kirzioǧlu et al. 2009). 

 

La evidencia que podría hacer menos probable una herencia mendeliana, es el hecho 

de que todos los casos confirmados de SHS han sido esporádicos (Cohen 1991), que 

el trastorno ha sido concordante y discordante en gemelos monocigóticos (Schondel 

1943), y que hay reporte de mujeres afectadas que concibieron hijos sanos (Numabe et 

al. 2011).  

Aunque la presentación del SHS es principalmente esporádica, se ha considerado que 

el SHS pueda tener una causa monogénica. Para el estudio de esta enfermedad se 

necesita iniciar con una hipótesis que pueda comprobarse o refutarse, en éste último 

caso, la información obtenida será útil al conocimiento universal. En este trabajo se 

asumió una probable causa monogénica del SHS y se describen las posibles variantes 

patogénicas identificadas por secuenciación del exoma de 3 tríos conformados por 3 

individuos no relacionados con diagnóstico clínico de SHS y padres sanos, asumiendo 

un patrón de herencia autosómico recesivo y presentación de novo.   
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Discusión de los hallazgos clínicos en los 3 pacientes con SHS 

Los tres individuos afectados tuvieron una presentación esporádica del SHS, este 

hallazgo fue consistente con la mayoría de los casos reportados en la literatura 

(Numabe et al. 2011). Los tres individuos afectados tuvieron hermanos sanos, lo que 

haría menos probable una herencia autosómica recesiva en el SHS manifestado en 

estos pacientes. Los tres pacientes tuvieron los 7 principales datos clínicos del 

síndrome descritos desde 1958 (François 1958). Sin embargo, hubo diferencias 

específicas entre los ellos. 

El paciente 1 manifestó un fenotipo leve en comparación con los pacientes 2 y 3, 

caracterizado por talla baja durante la infancia que se compensó en la adolescencia al 

llegar a valores normales con respecto a la talla familiar. Además presentó hipotricosis 

en la niñez, según lo descrito en su expediente, pero en la etapa adulta esta 

manifestación se tornó poco evidente. Presentó también catarata congénita unilateral 

izquierda, a diferencia de los pacientes 2 y 3 que presentaron catarata congénita 

bilateral. Dentro de las alteraciones dentales, el paciente 1 sólo presentó apiñamiento 

dental, a diferencia de los pacientes 2 y 3 que presentaron ausencia de varias piezas 

dentales. 

La paciente 2 presentó un aspecto facial característico más notable que en el paciente 

1, con mayor similitud a la facies del paciente 3. La talla de la paciente 2 tuvo una 

mayor alteración, a diferencia de los pacientes 1 y 2. También manifestó 

malformaciones esqueléticas adicionales como escoliosis severa y pectus carinatum 

que no se observaron en los otros dos pacientes. La paciente 2 presentó retraso en el 

desarrollo psicomotor y ha requerido de educación especial; los otros dos pacientes no 

tuvieron ninguna alteración intelectual. Con esta información es posible concluir que la 

paciente 2 tuvo el fenotipo más severo . 
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El paciente 3 tuvo un fenotipo similar a la paciente 2, manifestó las características 

clínicas principales del síndrome pero no se evidenciaron alteraciones esqueléticas ni 

compromiso intelectual. La talla tampoco fue severamente afectada. El paciente 3 tuvo 

un fenotipo intermedio entre el paciente 1 y la paciente 2. 

Todas las manifestaciones de los 3 pacientes ya han sido descritas en la literatura; no 

se encontraron datos clínicos nuevos. A diferencia de otros reportes de pacientes con 

SHS, los pacientes estudiados no presentaron alteraciones esqueléticas como 

sindactilia o hipoplasia de clavícula y costillas. Las malformaciones genitourinarias, 

cardiacas y neurológicas previamente descritas en otros casos del SHS, no se 

evidenciaron en éstos 3 pacientes.  

*** 
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Discusión de los hallazgos moleculares en los pacientes con SHS 

El análisis molecular por medio de la secuenciación del exoma en los 3 individuos y en 

sus padres permitió evaluar las posibles variantes patogénicas al asumir dos patrones 

de herencia, autosómico recesivo y presentación de novo, basados en la presentación 

esporádica de los 3 pacientes.  

 

Variantes identificadas en el modelo autosómico recesivo 

Dentro del modelo autosómico recesivo, no se obtuvieron variantes o genes candidatos 

que estuvieran presentes en los 3 individuos afectados; ni variantes o genes que fueran 

compartidos en al menos 2 pacientes. Se encontraron variantes candidatas diferentes 

para cada paciente. 

 

Variantes identificadas en el paciente 1. En el paciente 1, se obtuvieron 7 posibles 

variantes patogénicas en los genes PKD1, PNPLA3, FBXO10 y ZNF541 (Tabla 8). 

Al realizar un análisis detallado de cada variante, se observó que la variante en estado 

heterocigoto c.2102C>A (p.Thr701Asn) en PKD1 también se encontró en 5 personas 

más de la base de datos del LGGB. Debido a que esto representaría un exceso de 

heterocigotos en la población e implicaría una proporción elevada de portadores del 

SHS, lo cual es incompatible con la incidencia de la enfermedad, lo más probable es 

que ésta variante sea un polimorfismo sin efecto en el fenotipo estudiado. Si se elimina 

esta variante, queda únicamente otra en PKD1, lo que es incompatible con un modelo 

autosómico recesivo. Con esto descartamos que el gen PKD1 esté relacionado con la 

causa del SHS. 
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Las dos variantes del gen FBXO10, c.434G>T (p.Gly145Val) y c.398G>A 

(p.Arg133Gln), ya se han reportado previamente en dbSNP (rs201749348, 

rs752526134) con una frecuencia máxima de 0.2041 y 0.0238 respectivamente. Al 

realizar el cálculo de las frecuencias génicas esperadas para una incidencia 

aproximada de menos de 1 en 10 000, se tiene que las frecuencias alélicas de estas 

variantes son muy altas y con estas frecuencias, habría una incidencia más elevada de 

SHS. Por esta razón, pueden descartarse estas variantes y el gen que las contiene. 

La variante en estado homocigoto presente en ZNF541, c.2079C>G (p.Phe693Leu), se 

ha reportado en la base de datos de dbSNP (rs776910248) con una frecuencia máxima 

de 0.2087. Siguiendo el razonamiento de los párrafos anteriores, esta frecuencia alélica 

es mayor a la esperada, por lo que esta variante también se descartó.  

Se hallaron 2 variantes en el gen PNPLA3, c.302G>A (p.Cys101Tyr) y 

c.1053_1054insGGTAG (p.Ser352Glyfs*5). La primera no ha sido reportada 

previamente y la segunda se encuentra en dbSNP (rs747155219) en una frecuencia 

máxima del 0.0133. La consecuencia de la variante c.302G>A (p.Cys101Tyr) es una 

mutación de sentido equivocado; SIFT y PolyPhen predicen un efecto benigno en la 

proteína. La consecuencia de la variante c.1053_1054insGGTAG (p.Ser352Glyfs*5) es 

el corrimiento del marco de lectura con pérdida del codón de paro, por lo que se 

considera que podría ser deletérea. Al analizar la red de interacción de proteínas de la 

base de datos STRING mostró que PNPLA3 interactúa con DHCR7 (dehidrocolesterol 

7 reductasa; enzima de la biosíntesis de esteroles que convierte el 7-dehidrocolesterol 

en colesterol). El gen que codifica a ésta última proteína, está asociado con el 

síndrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS; MIM #27044), un padecimiento con 

malformaciones congénitas múltiples y deficiencia intelectual que se hereda con patrón 

autosómico recesivo. Exomiser encontró similitud fenotípica entre el SLOS con el 

fenotipo del SHS.  
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Las características fenotípicas del SLOS similares al SHS fueron talla baja, alteraciones 

craneofaciales (microcefalia, estrechamiento bitemporal, micrognatia), alteraciones 

oftálmicas (catarata, estrabismo), alteraciones nasales (nariz antevertida, puente nasal 

aplanado y ancho) y apiñamiento dental. Sin embargo, la frecuencia de la variante 

c.1053_1054insGGTAG (p.Ser352Glyfs*5) es alta si consideramos una incidencia del 

SHS de máximo 1 en 10 mil individuos afectados, por lo que aunque esta variante 

parecía atractiva, no se considera que pueda relacionarse con la causa del SHS. 

 

Variantes identificadas en la paciente 2. Siguiendo con el modelo autosómico 

recesivo, en la paciente 2 se identificaron 13 posibles variantes patogénicas en los 

genes ADGRV1, PCDH15, MUC16, NAALADL2, TMEM63A, RAB38, DNAJC30, 

CROCC (Tabla 12). Al realizar la evaluación de las frecuencias alélicas de estas 

variantes, se eliminaron las pertenecientes a los genes ADGRV1, PCDH15, MUC16, 

NAALADL2, DNAJC30 y CROCC, ya que tuvieron una alta frecuencia en las bases de 

datos.  

Las variantes del gen TMEM63A fueron c.946G>T (p.Glu316*) y c.523C>T 

(p.Pro175Ser). La primera es una variante con codón de paro prematuro y la segunda 

es de sentido equivocado. Para la primera no hubo datos de predicción del efecto en la 

proteína, y la segunda es deletérea según PolyPhen y Mutation Taster, y tolerada 

según SIFT. Esta segunda variante ha sido reportada previamente en dbSNP 

(rs1019154055) con una frecuencia máxima de 0.0034. Exomiser encontró una 

similitud fenotípica con un modelo murino en este gen y algunos datos clínicos del 

SHS. Los términos fenotípicos similares fueron polisindactilia y fusión de arcos 

vertebrales, características que, sin embargo, no son las principales en el SHS. El 

score obtenido de Exomiser fue muy bajo, por lo que es poco probable que este gen 

sea la causa del SHS.  
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En el gen RAB38 se identificó la variante c.356C>T (p.Pro119Leu) en estado 

homocigoto; esta variante ya se ha reportado en dbSNP (rs762740402) con una 

frecuencia máxima de 0.0086 en la población. Se trata de una variante de sentido 

equivocado con efecto benigno en la proteína según PolyPhen, deletéreo de acuerdo 

con SIFT, y dañino por Mutation Taster. El análisis de interacción de proteínas mostró 

una interacción entre RAB38 y HELLS. El gen que codifica esta última proteína es el 

responsable del síndrome de inmunodeficiencia-inestabilidad centromérica y anomalías 

faciales 4 (ICF4; MIM #616911); padecimiento autosómico recesivo caracterizado por 

infecciones recurrentes en la infancia y rasgos faciales dismórficos. Exomiser descubrió 

datos fenotípicos similares del ICF4 al fenotipo del SHS como micrognatia, talla baja y 

deficiencia intelectual. Aunque la variante en RAB38 no se encontró en ningún otro 

individuo de la base de datos del LGGB, y aparentemente la frecuencia de esta 

variante no es muy grande, la incidencia del SHS que se tendría con la frecuencia 

alélica de 0.0086, sería de 2.9 afectados en 10 mil individuos, cifra que es elevada si 

consideramos que el SHS es menos frecuente. Por esta razón, no podemos postular 

este gen para asociarlo con la etiología del SHS.  

 
Variantes identificadas en el paciente 3. En el paciente 3 se identificaron las 

variantes c.821C>T (p.Pro274Leu) y c.1542C>A p.(Asn514Lys) en el gen MYBL2 en el 

modelo autosómico recesivo (Tabla 15). Ambas variantes son de sentido equivocado. 

Sólo la primera variante se ha reportado previamente en dbSNP (rs148341654) con 

una frecuencia máxima de 0.1834. De acuerdo a la frecuencia de esta variante, la 

incidencia del SHS sería mayor a 1 en 10 000, por lo que no se considera que esta 

variante esté relacionada con la causa del SHS. Para el paciente 3 no se encontraron 

variantes o genes candidatos asociados a la causa del SHS.  

 

*** 
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Las situaciones que podrían explicar el hecho de que en el modelo autosómico 

recesivo no se encontraron variantes o genes compartidos entre los tres pacientes 

podrían ser las siguientes: 1) que el modelo sea erróneo, 2) que la región sea difícil de 

secuenciar, 3) que la variante en cuestión se haya filtrado (falso negativo), 4) que no 

sea una variante pequeña dentro de un exón y 5) la existencia de heterogeneidad 

genética en el SHS.  

Se consideró que hubiera ocurrido este último escenario, sin embargo, los genes que 

quedaron después del proceso de filtrado y priorización en el modelo autosómico 

recesivo, tuvieron una frecuencia elevada en bases de datos, contra lo esperado para 

una enfermedad rara, por lo que se descartaron como posibles causantes del SHS.  

Estos resultados apoyan la hipótesis de que el SHS no tiene un patrón de herencia 

autosómico recesivo. En la literatura existen pocos casos descritos de hermanos 

afectados con SHS (Numabe et al. 2011). El Dr. Michael Cohen, en una revisión 

completa del síndrome, argumentó al respecto que dos hermanos afectados reportados 

por Hall y colaboradores en 1974, en realidad presentaban un síndrome 

fenotípicamente similar al SHS, el síndrome Pseudoprogeria-Hallermann-Streiff, 

entidad en la que los afectados además de presentar datos clínicos característicos del 

SHS, cursan con cuadriplejia espástica (Hall et al. 1974). Berbich y colaboradores, en 

1977, describieron consanguinidad en una familia con SHS. Sin embargo, en ésta 

familia integrada por 8 hermanos, sólo uno estuvo afectado (Berbich et al. 1977). 

François, en 1982, citó otras situaciones de consanguinidad pero los casos que se han 

podido verificar tienen un solo individuo afectado por familia (François 1982). 

Esta tesis concuerda con la postura del Dr. Cohen. En los árboles genealógicos de los 

3 individuos que se estudiaron, se puede observar que todos tienen hermanos y 

ninguno de ellos está afectado. Además, los resultados moleculares de la 

secuenciación del exoma, asumiendo un modelo autosómico recesivo, no mostraron 

ningún gen o variante relevante que pudiera asociarse con la causa del SHS en alguno 

de los tres pacientes.   
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Variantes identificadas al asumir presentación de novo 

De forma similar a lo que resultó en el modelo autosómico recesivo, al asumir 

presentación de novo, no se encontraron variantes o genes compartidos por los 3 

pacientes; ni variantes o genes que fueran compartidos por dos de los 3 pacientes. Se 

hallaron variantes candidatas diferentes para cada paciente. 

 
 
Variantes identificadas en el paciente 1. En el paciente 1, se obtuvieron 7 posibles 

variantes patogénicas en estado heterocigoto en los genes CAPN6, RAB5C, FAT3, 

ZNF423, GPANK1, FUT4, OR5C1 (Tabla 9). Todas las variantes fueron de sentido 

equivocado, a excepción de la que se encontró en el gen ZNF423, que fue una variante 

con corrimiento en el marco de lectura. Ninguna de las 7 variantes se ha reportado 

previamente en las bases de datos. Se describirán brevemente cada una de ellas.  

La variante en CAPN6, c.1160A>G (p.Tyr387Cys), se catologó como probablemente 

deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. CAPN6 se encuentra en Xq23, tiene 

13 exones y codifica para la proteína Calpaina 6. Las calpaínas son una familia ubicua 

y bien conservada de proteasas de cisteína dependientes de calcio. Las proteínas de 

calpaína forman heterodímeros que consisten de una subunidad pequeña no variable y 

una subunidad grande variable. Las calpaínas han sido implicadas en procesos 

neurodegenerativos, ya que su activación puede ser desencadenada por la presencia 

de calcio y el estrés oxidativo. La proteína codificada por este gen está altamente 

expresada en la placenta. Una enfermedad asociada con CAPN6 es la distrofia corneal 

posterior polimorfa 1 (MIM #122000) (Tonami et al. 2011). Éste último dato podría ser 

relevante, ya que éste gen podría participar en vías el desarrollo embriológico del ojo y 

no se descartaría la posibilidad de asociarlo con el SHS. Por otro lado, este gen se 

encuentra en el cromosoma X, y aunque no esperaríamos que el SHS tuviera una 

herencia ligada al X al no haber predilección por el sexo en esta entidad, no puede 

descartarse una mutación de novo en este gen.   
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La variante en RAB5C, c.190T>G (p.Cys64Gly), también se catologó como 

probablemente deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen RAB5C se 

encuentra en 17q21.2, tiene 9 exones y codifica para una proteína miembro de la  

familia RAB, grupo proteico que forma parte de la superfamilia de oncogenes RAS. Los 

miembros de la familia de proteínas RAB son pequeñas GTPasas que se cree que 

aseguran la fidelidad en el proceso de acoplamiento y fusión de vesículas con su 

aceptor correcto (Lo et al. 2012). Aunque este gen no se ha relacionado con ninguna 

enfermedad, no podemos descartar que participe en procesos embriológicos o de 

organogénesis hasta ahora desconocidos, que puedan asociarse con la causa del 

SHS. 

La variante en FAT3, c.22T>C (p.Cys8Arg), se clasificó como benigna por PolyPhen y 

posiblemente deletérea por SIFT y Mutation Taster. FAT3 se encuentra en 11q14.3, 

tiene 33 exones y codifica para la proteína protocadherina FAT-3, miembro de la familia 

de las cadherinas. Entre sus funciones está la de unión de iones de calcio. Se ha 

detectado mRNA de FAT3 en células madre embrionarias, neuroectodermo primitivo, 

cerebro fetal, tejido neuronal en adultos y en próstata (Katoh et al. 2006). En el pez 

cebra también se ha reportado que Fat3, participa en la morfogénesis de condrocitos 

para formar el primordio esquelético craneofacial (Le Pabic et al. 2014). El hecho de 

que las estructuras afectadas del SHS como piel, pelo, dientes y ojo sean órganos 

derivados del ectodermo, y la participación de FAT3 en el desarrollo de las estructuras 

craneofaciales hacen de FAT3 un gen de interés en relación a la posible causa del 

SHS. 

Se esperaría que la variante en ZNF423, c.1314del (p.Pro438Profs*24), por ser una 

mutación con corrimiento en el marco de lectura, tuviera un efecto más severo que las 

de sentido equivocado. El gen ZNF423 se localiza en 16q12.1, tiene 17 exones y 

codifica para la proteína dedo de zinc 423. Dentro de sus funciones está la de unirse al 

DNA como un factor de transcripción y se piensa que tiene un papel importante en la 

señalización de las proteínas morfogenéticas del hueso (BMPs), las cuales están 

implicadas en la formación del hueso, cartílago y tejido conectivo (Hata et al. 2000).  
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Se ha asociado a este gen con la causa de la Nefronoptisis 14 (MIM #256100), 

enfermedad renal quística con herencia autosómica recesiva que conduce a falla renal 

en la infancia o adolescencia; y al síndrome de Joubert 19 (MIM #213300), entidad 

autosómica recesiva caracterizada por hipoplasia del vermis cerebelar, retraso en el 

desarrollo, alteraciones en el patrón respiratorio, distrofia de retina y alteraciones 

renales (Chaki et al. 2012). Esta variante parece relevante por tener un posible efecto 

más severo en la proteína, porque la proteína implicada participa en una de las vías 

más importantes para el desarrollo esquelético y porque en el síndrome de Joubert se 

presentan alteraciones oftálmicas como en el SHS.  

La variante en el gen GPANK1, c.544C>G (p.Gln182Glu), fue clasificada como benigna 

por PolyPhen, tolerada según SIFT y dañina según Mutation Taster. Éste gen se 

localiza en 6p21.33, en un grupo de genes asociados con HLA-B, el cual está incluido 

en la región del complejo mayor de histocompatibilidad III. Tiene 5 exones y codifica 

para una proteína con un rol importante en la inmunidad (Spies et al. 1989). Éste gen 

no se ha relacionado con la causa de otras enfermedades y no se encontró que tuviese 

relación con vías importantes de la organogénesis, en el desarrollo óseo o con genes 

involucrados en la formación de las estructuras del ojo, por lo que es probable que no 

esté asociado con la causa del SHS. 

La variante en el gen FUT4, c.1560C>A (p.Ser520Arg) sólo fue clasificada por 

PolyPhen y SIFT como deletérea y tolerada, respectivamente. FUT4 se localiza en 

11q21, sólo tienen un exón y codifica para la proteína fucosiltransferasa 4, cuya función 

es transferir fucosa a polisacáridos de N-acetil-lactosamina para generar estructuras 

fucosiladas de los carbohidratos. Ésta proteína se expresa durante la embriogénesis en 

tejidos como hígado, músculo, riñón, piel e intestino delgado (Cailleau-Thomas et al. 

2000). No se descarta que éste gen se asocie con la causa del SHS ya que podría 

participar en la formación de las estructuras de la piel y estructuras craneofaciales. �
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Por último, la variante en OR5C1, c.413C>A (p.Thr138Lys), se clasificó como benigna 

según Plyphen y deletérea según SIFT. Éste gen se localiza en 9q33.2, sólo tiene un 

exón y codifica para el miembro 1 de la familia 5, subfamilia C, de los receptores  

proteicos olfatorios. Ésta proteína está acoplada a proteína G e interactúa con las 

moléculas del olfato en la nariz para iniciar una respuesta neuronal que desencadena la 

percepción del olor (Zozulya et al. 2018). La función de ésta proteína sugiere que el 

gen que la codifica no está relacionado con el SHS, al no participar en procesos 

embriológicos.  

Por lo anterior, en el paciente 1, las variantes más interesantes fueron las que se 

encontraron en los genes FAT3, ZNF423 y FUT4. El resto de las variantes no se 

pueden excluír definitivamente ya que tienen un efecto en la proteína y son variantes 

no reportadas previamente. 

 

Variantes identificadas en la paciente 2. En la paciente 2, se identificaron 53 posibles 

variantes patogénicas en 53 genes. Se ha descrito en la literatura que cuando se 

realiza la priorización con Exomiser, en aproximadamente el 80-90% de los casos, el 

gen causante de la entidad en cuestión queda en las primeras 10 posiciones (Smedley 

et al. 2015), por lo que se discutirán sólo las variantes localizadas en los primeros diez 

genes encontrados en la paciente 2, que son: HIRA, NELFA, ARID1B, PDE4D, 

CHST11, NEDD4L, TCF7L2, COL6A3, ODC1, GANAB (Tabla 13). Todas las variantes 

son de sentido equivocado y se encuentran en estado heterocigoto.  

La variante en HIRA, c.2380G>T (p.Ala794Ser), se clasificó como deletérea según 

PolyPhen y SIFT y posiblemente patogénica según Mutation Taster. El gen HIRA se 

encuentra en 22q11.21, tiene 25 exones y codifica para una chaperona de histonas que 

determina la localización de la histona H3.3 a los nucleosomas. HIRA se expresa en el 

desarrollo de la placa y el tubo neural, la cresta neural, el tejido mesenquimatoso de la 

cabeza y las estructuras del arco branquial.   
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A partir de éstos hallazgos, se sugirió que HIRA puede tener participación en el 

síndrome de haploinsuficiencia causado por la deleción cromosómica de 22q11, el 

síndrome Velocadiofacial (VCF; MIM #192430). Este síndrome se caracteriza por 

dismorfias faciales, defectos cardiacos, alteraciones del paladar, retraso en el 

desarrollo y alteraciones inmunológicas (Roberts et al. 1997). No se descarta que este 

gen se pueda asociar con la causa del SHS porque existen similitudes fenotípicas entre 

ambos síndromes, como talla baja y micrognatia. Aunque no son las mismas 

alteraciones, también comparten manifestaciones oftálmicas, anormalidades en la nariz 

y alteraciones inmunológicas.  

En el gen NELFA (WHSC2) se identificó la variante c.634G>C (p.Gly212Arg), la cual 

tuvo una predicción de efecto deletéreo por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen 

NELFA se localiza en 4p16.3, tiene 12 exones y codifica para el miembro A del 

complejo proteico del factor de elongación negativo, cuya función es regular 

negativamente la elongación de la transcripción por la RNA polimerasa II. Este gen se 

encuentra dentro de la región crítica del síndrome de Wolf-Hirschhorn (WHS; MIM 

#194190), y se piensa que tiene una participación importante en el fenotipo de esta 

entidad (Wright et al. 1999). Este síndrome se debe a la microdeleción, en un alelo, del 

brazo corto del cromosoma 4. El SHS comparte datos clínicos con el WHS como la talla 

baja, malformaciones del cráneo, alteraciones oftálmicas, micrognatia e hipodontia. 

Otro aspecto interesante es que encontramos interacción entre NELFA y ERCC6; el 

gen que codifica a esta última proteína se asocia con la causa del síndrome de 

Cockayne tipo B (CSB; MIM #133540). El CSB también comparte datos fenotípicos con 

el SHS como talla baja, alteraciones craneales, catarata, microftalmia, microcórnea, 

nariz adelgazada en la punta, alteraciones dentales, atrofia de piel, cabello escaso y 

delgado. Esto permite pensar que esta variante pudiera estar asociada con el SHS.  
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La variante en ARID1B, c.4405A>G (p.Arg1469Gly) tuvo una predicción de efecto 

benigno según PolyPhen y deletéreo según SIFT y Mutation Taster. El gen ARID1B se 

encuentra en 6q25.3, tiene 24 exones y codifica para una proteína que contiene un 

dominio de interacción con regiones ricas en AT del DNA. La proteína codificada es un 

componente del complejo de remodelación de la cromatina SWI/SNF y puede 

desempeñar un papel en la activación del ciclo celular. Una enfermedad relacionada 

con éste gen es el síndrome de Coffin-Siris 1 (CSS; MIM #135900); un síndrome de 

malformaciones múltiples con herencia autosómica dominante caracterizado por 

deficiencia intelectual, hipertricosis, cabello escaso en cuero cabelludo y ausencia o 

hipoplasia del quinto dedo de manos y pies. Se considera que éste gen podría 

asociarse con la causa del SHS porque el CSS comparte manifestaciones fenotípicas 

similares al SHS como talla baja, alteraciones oftálmicas y  dentición retrasada.  

La variante en el gen PDE4D, c.1216A>G (p.(Ile406Val), fue clasificada como deletérea 

por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen PDE4D se encuentra en 5q11.2-q12.1, 

está formado por 36 exones y codifica para la proteína fosfodiesterasa 4D, la cual 

degrada y activa el AMPc que a su vez actúa como una molécula de trasducción de 

señales en múltiples células. Éste gen está relacionado con la causa de la 

Acrodisostosis 2 con o sin resistencia hormonal (ACRDYS2; MIM #6114613), un tipo de 

displasia esquelética con herencia autosómica dominante caracterizada por 

braquidactilia, disostosis facial y estenosis espinal (Michot et al. 2012). No se descarta 

que éste gen pueda asociarse a la causa del SHS ya que el ACRDYS2 comparte datos 

fenotípicos con el SHS como la talla baja y alteraciones esqueléticas craneofaciales. 

La variante identificada en CHST11, c.219C>A (p.His73Gln), tuvo una predicción de 

efecto deletéreo según PolyPhen y Mutation Taster, y tolerado por SIFT. El gen 

CHST11 se encuentra en 12q23.3, está formado por 7 exones y codifica para la 

proteína carbohidrato sulfotransferasa 11, que se localiza en la membrana de Golgi y 

tiene por función catalizar la transferencia de sulfato a la posición 4 del residuo N-

acetilgalactosamina de condroitín (Schmidt et al. 2004).   
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El condroitín sulfato constituye el proteoglicano predominante en el cartílago que se 

distribuye en la superficie de las células y en la matriz extracelular. Esto podría ser 

relevante en el contexto del SHS porque esta proteína podría estar implicada en el 

desarrollo del cartílago de la región craneofacial. 

La variante identificada en NEDD4L, c.877C>A (p.Pro293Thr), tuvo una predicción de 

consecuencia benigna según PolyPhen, tolerada según SIFT, y deletérea según 

Mutation Tester. NEDD4L se localiza en 18q21.31, está formado por 38 exones y 

codifica para un miembro de la familia NEDD4 ubiquitin ligasas, cuya función es marcar 

con ubiquitina a proteínas para su degradación lisosomal. Juega un papel crítico en el 

transporte de sodio epitelial mediante la regulación de la expresión de la superficie 

celular del canal de sodio epitelial, ENaC (Broix et al. 2016). Los polimorfismos de un 

solo nucleótido en este gen estan asociados con la hipertensión esencial.  

Este gen se ha asociado con la causa de la heterotopia periventricular nodular 7 

(PVNH7; MIM#617201), entidad autosómica dominante caracterizada por migración 

neuronal anormal durante el desarrollo cerebral, deficiencia intelectual y convulsiones 

(Broix et al. 2016). Exomiser encontró similitud fenotípica entre PVNH7 y SHS en datos 

clínicos como micrognatia, alteraciones oculares (estrabismo y atrofia óptica) e 

hipodontia. No se descarta la asociación de éste gen con el SHS. 

La variante identificada en TCF7L2, c.1528C>A: (p.Pro510Thr), tiene un efecto 

deletéreo según PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen TCF7L2 se localiza en 

10q25.2-q25.3, tiene 19 exones  y codifica para el factor de trancripción 7 like-2, que 

participa de forma importante en la vía de señalización de Wnt/beta catenina, la cual 

constituye un mecanismo esencial en la reguación del remodelado óseo y ejerce un 

control sobre el osteoblasto, favoreciendo su proliferación, diferenciación o apoptosis 

(Escobar-Gómez et al. 2009). Las enfermedades asociadas con este gen incluyen 

diabetes mellitus no insulino dependiente (MIM #125853), cáncer colorectal, y el 

síndrome de Pitt-Hopkins (PTHS; MIM #610954).   
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El PTHS es un padecimiento con herencia autosómica dominante, caracterizado por 

deficiencia intelectual, hiperventilación intermitente seguida de apnea y características 

faciales distintivas (Amiel et al. 2007). Interesantemente, se encontraron 

manifestaciones del PTHS que aunque no son idénticas a las del SHS, afectan 

regiones corporales similares. Los datos clínicos semejantes son las alteraciones 

craneales (microcefalia, estrechamiento bitemporal, cara cuadrada, pómulos 

prominentes), alteraciones oftálmicas (ojos hundidos, estrabismo, miopía, 

astigmatismo, fisuras palpebrales ascendentes), alteraciones nasales (puente nasal 

ancho, narinas antevertidas, nariz convexa), y dientes espaciados. Éstas similitudes y 

el hecho de que éste gen participa en una de las vías más importantes para la 

modelación ósea, sugieren que éste gen podría ser un buen candidato para el SHS.  

La variante identificada en COL6A3, c.79G>T(p.Val27Phe), fue clasificada como 

deletérea por PolyPhen y SIFT. COL6A3 se encuentra en 2q37.3, tiene 50 exones y 

codifica para la cadena alfa-3 de la molécula del colágeno tipo VI, que forma parte del 

tejido conectivo. Las enfermedades asociadas con este gen son la miopatía de Bethlem 

1 (BTHLM1; MIM #158810), padecimiento con herencia atosómica dominate y recesiva 

caracterizada por tortícolis congénita, contracturas de codos y tobillos y debilidad 

muscular; la distonía 27 (DYT27; MIM #616411), una enfermedad con herencia 

autosómica recesiva caracterizada por distonía aislada en región craneocervical y de 

miembros superiores; y la distrofia muscular congénita de Ulrich 1 (UCMD1; MIM 

#254090), entidad de herencia autosómica dominante y recesiva caracterizada por 

debilidad muscular, hipermobilidad de articulaciones distales y contractura de 

articulaciones proximales con inteligencia normal  (N. L. Baker et al. 2004) (N. L. Baker 

et al. 2007) (Zech et al. 2015). Las manifestaciones clínicas del SHS incluyen 

alteraciones esqueléticas de la región cráneofacial; el gen COL6A3, al estar 

involucrado en padecimientos del tejido conectivo, pudiera relacionarse con el SHS.  

La variante en ODC1, c.1011G>T (p.Lys337Asn), tuvo una predicción de efecto 

benigno según PolyPhen, tolerado según SIFT y deletéreo según Mutation Taster.  
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El gen ODC1 se encuentra en 2p25.1, tiene 13 exones y codifica para la ornitina 

descarboxilasa 1, enzima que cataliza el primer paso limitante de la biosíntesis de 

poliamina que convierte la ornitina en putrescina; ésta última es precursor de las 

poliaminas, la espermidina y la espermina. Las poliaminas son esenciales para la 

proliferación celular y están implicadas en los procesos celulares, que van desde la 

replicación del DNA hasta la apoptosis. Variantes de un solo nucleótido en este gen se 

han asociado con un riesgo reducido para el adenoma de colon (Martinez et al. 2003). 

Éste gen no parece tener funciones relevantes relacionadas con el desarrollo 

embrionario del ojo o hueso, por lo que no parece ser un candidato importante. 

La variante en GANAB, c.1073G>T (p.Gly358Val), fue clasificada como deletérea por 

Plyphen, SIFT y Mutation Taster. El gen GANAB se encuentra en 11q12.3, tiene 26 

exones y codifica para la subunidad alfa de la glucosidasa II, ésta enzima es 

heterodimérica y desempeña una función importante en el plegamiento de proteínas, 

así como en la escisión de residuos de glucosa de glicoproteínas inmaduras en el 

retículo endoplásmico. Una enfermedad relacionada con este gen es la enfermedad 

renal poliquística 3 (APKD3; MIM#60066), una entidad con herencia autosómica 

dominante caracterizada por quistes renales y hepáticos que pueden conducir a 

disfunción orgánica (Porath et al. 2016). Estas características no parecen estar 

relacionadas con el SHS.  

Para la paciente 2, los genes más relevantes, en el contexto del SHS, fueron HIRA, 

NELFA, ARID1B, PDE4D, CHST11, NEDD4L, TCF7L2 y COL6A3. Sin embargo, no se 

pueden excluír definitivamente el resto de los genes, ya que las variantes encontradas 

en éstos tienen un efecto en la proteína y son variantes no reportadas previamente.  
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Variantes identificadas en el paciente 3. En el paciente 3, se obtuvieron 77 posibles 

variantes patogénicas en 76 genes. Al igual que en la paciente 2, se discutirán sólo los 

diez genes con el score más alto, de acuerdo con la priorización de Exomiser: ATP7A, 

BCOR, OBSL1, KMT2D, MEAF6, XRCC6, FGF3, PTPN7, COPB1, ALS2 (Tabla 16). 

Todas las variantes son de sentido equivocado y se encuentran en estado heterocigoto.  

La variante en ATP7A, c.1229T>C (p.Val410Ala), es deletérea según PolyPhen, SIFT y 

Mutation Taster. El gen ATP7A se encuentra en Xq21.1, tiene 23 exones y codifica 

para la ATPasa transportadora de cobre alfa, que se encuentra en el aparato de Golgi, 

donde suministra cobre a las enzimas dependientes de éste ión. Se traslada a la 

membrana plasmática en condiciones de cobre extracelular elevado y participa en la 

expulsión de cobre de las células. Se ha descrito que Atp7a se expresa durante el 

desarrollo embrionario del ratón (Kuo et al. 1997). Éste gen está relacionado con la 

enfermedad de Menkes (MK; MIM #309400), una enfermedad ligada al X caracterizada 

por deficiencia de cobre; la atrofia muscular espinal distal ligada al X (SMAX3; MIM 

#300489), padecimiento caracterizado por hipotonía generalizada y debilidad distal; y el 

síndrome del cuerno occipital (OHS; MIM #304150), padecimiento caracterizado por 

hiperlaxitud, hernias, divertículos vesicales, y múltiples anomalías esqueléticas. 

Exomiser identificó similitud fenotípica entre el OHS y el SHS ya que el primero se 

manifiesta con una frente amplia, nariz curveada, alteraciones esqueléticas como 

pectus excavatum, pectus carinatum, costillas cortas y xifosis; piel suave, y alteraciones 

en el pelo, como ocurre con el SHS. Por otro lado, aunque no hay razones para pensar 

que el SHS tenga herencia ligada al X, porque no hay predilección por el sexo en esta 

entidad, no puede descartarse una mutación de novo en este gen.  

 

La variante identificada en BCOR, c.216G>T (p.Met72Ile), tiene efecto deletéreo según 

PolyPhen y Mutation Taster, y tolerado segón SIFT. BCOR se encuentra en Xp11.4, 

está formado por 18 exones y codifica para un correpresor transcripcional que inhibe la 

expresión génica al interactuar con BCL6 y MLLT3.   
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Esta represión está mediada por actividades de histona deacetilasa. La proteína BCOR 

está involucrada en la represión de TFAP2A, alterando la unión de BCL6 y KDM2B a 

las regiones promotoras de TFAP2A. A través de ésta represión, BCOR actúa como un 

regulador negativo de la capacidad osteodentinogénica en las células madre adultas 

(Huynh et al. 2000). Una enfermedad relacionada con BCOR es la microftalmia 

sindrómica tipo 2 o síndrome óculofaciocardiodental (MCOPS2; MIM #300166), 

condición ligada al X que se caracteriza por alteraciones oftálmicas como microcórnea, 

catarata congénita, microftalmia, blefarofimosis, ptosis, sinequia de iris, estrabismo y 

pérdida de visión; alteraciones en la forma de la nariz como punta nasal ancha, punta 

nasal bífida, cartílago nasal septado; y alteraciones dentales como dentición 

permanente, oligodontia, apiñamiento dental y dientes supernumerarios (Horn et al. 

2005). Estas manifestaciones clínicas son muy semejantes a las del SHS por lo que 

éste gen es un buen candidato para asociarlo a su causa ya que aunque se localiza en 

el cromosoma X, no se puede descartar una mutación de novo como la causa del SHS 

en este paciente.  

La variante en OBSL1, c.676G>T (p.Ala226Ser), se clasificó como deletérea por 

PolyPhen y Mutation Taster, y como tolerada por SIFT. OBSL1 se encuentra en 2q35, 

está formado por 23 exones y codifica para la proteína similar a la obscurina 1, la cual 

es un componente principal del complejo 3M, un complejo requerido para regular la 

dinámica de los microtúbulos y la integridad del genoma. También actúa como 

regulador de la ubiquitina-ligasa Cul7-RING, desempeñando un papel crítico en la vía 

de ubiquitina ligasa que regula la morfogénesis del aparato de Golgi y el patrón de 

dendritas en el cerebro (Geisler et al. 2007). Se ha atribuído a este gen la causa del 

síndrome 3M (3M2; MIM #612921), un padecimiento con herencia autosómica recesiva 

caracterizado por un fenotipo facial distintivo, retraso en el crecimiento prenatal y 

postnatal, y desarrollo intelectual normal (Hanson et al. 2009).  
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Además de estas características, el síndrome 3M presenta talla baja, abombamiento 

frontal y dolicocefalia, puente nasal aplanado, narinas antevertidas, pectus excavatum 

e hipoplasia de costillas; datos fenotípicos similares al SHS. 

La variante c.169G>T (p.Asp57Tyr), fue encontrada en el gen KMT2D, también llamado 

MLL2. Ésta variante fue clasificada como deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation 

Taster. El gen se encuentra en 12q13.12, tiene 56 exones y codifica para la proteína 

lisina metiltransferasa 2D, KMT2D. Como su nombre lo indica, metila la lisina 4 de la 

histona H3 (H3K4me). Esta marca representa una etiqueta específica para la activación 

transcripcional epigenética. Un dato relevante es que esta proteína paticipa en el 

ensamblaje del complejo beta-catenina-TCF (Lee et al. 2013). Alteraciones en este gen 

son la causa molecular del síndrome de Kabuki 1 (KMS; MIM #147920), una 

enfermedad con herencia autosómica dominante caracterizada por deficiencia 

intelectual y dismorfias adicionales como talla baja, microcefalia, ptosis, fisuras 

palpebrales largas, eversión del tercio lateral del párpado inferior, cejas anchas y 

arqueadas, punta nasal deprimida, columnela nasal corta, malformación de pabellones 

auriculares, paladar hendido, malformaciones cardiovasculares, genitourinarias y 

esqueléticas como escoliosis, alteraciones vertebrales y acortamiento del quinto dedo 

de las manos (Ng et al. 2010). Aunque los datos fenotípicos del KMS difieren de los del 

SHS, se considera relevante este gen para asociarlo como causa del SHS por su 

participación en la vía canónica de WNT/beta-catenina-TCF.  

La variante en MEAF6, c.467G>T p.(Arg156Met), tuvo una predicción de consecuencia 

deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen se encuentra en 1p34.3, tiene 

10 exones y codifica para MEAF6, un componente del complejo de acetiltransferasas 

de histonas NuA4, el cual participa en la activación transcripcional de genes acetilados 

en las histonas H2 y H4 (Doyon et al. 2004). No se encontraron enfermedades 

relevantes relacionadas con éste gen y con el SHS.  
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La proteína, aunque regula la activación trasncripcional de los genes, no tiene una 

participación importante conocida en las vías canónicas del desarrollo embriológico, 

oftálmico o esquelético, por lo que no consideramos a este gen como candidato para 

relacionarlo como la causa del SHS.  

La variante encontrada en el gen XRCC6, c.338C>A (p.Ala113Glu), fue clasificada 

como deletérea por SIFT, PolyPhen y Mutation Taster. XRCC6 se encuentra en 

22q13.2, tiene 13 exones y codifica para una helicasa dependiente de ATP, KU70, que 

tiene una función destacada en las translocaciones cromosómicas y en la reparación 

del DNA de extremos no homólogos. Este gen se ha asociado con el desarrollo de 

lupus eritematoso sistémico, pero no se ha asociado con enfermedades mendelianas 

(Reeves et al. 1989). Esta información sugiere que el gen XRCC6 es un candidato débil 

para el SHS.  

La variante en el gen FGF3, c.438G>T (p.Gln146His), tiene un efecto deletéreo según 

PolyPhen, y tolerado según SIFT. FGF3 se encuentra en 11q13.3, tiene 3 exones y 

codifica para el factor de crecimiento de fibroblastos 3, FGF3. Los miembros de la 

familia FGF poseen amplias actividades mitogénicas y de sobrevivencia celular; están 

involucrados en una variedad de procesos biológicos que incluyen desarrollo 

embrionario, crecimiento celular, morfogénesis, reparación de tejidos, crecimiento 

tumoral e invasión. Los estudios de estas proteínas en ratón y pollo sugieren que éstos 

participan en la formación del oído interno (Alsmadi et al. 2009). Una enfermedad 

relacionada con este gen es la sordera congénita con agenesia del oído interno, 

microtia y microdontia (LAMM; MIM #610706), una entidad de herencia autosómica 

recesiva que comparte algunas manifestaciones clínicas con el SHS, como 

micrognatia, microdontia, y nariz con alas nasales no desarrolladas. Se considera a 

este gen como un candidato del SHS por la función de la proteína FGF3, y la similitud 

fenotípica del LAMM con el SHS.  
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La variante encontrada en PTPN7, c.1109G>T (p.Gly370Val), fue clasificada como 

deletéra por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen PTPN7 se encuentra en 1q32.1, 

tiene 12 exones y codifica para un miembro de las proteínas tirosina fosfatasas (PTP). 

Dentro de sus funciones relevantes están la regulación del desarrollo de los linfocitos T 

y B, y la transducción de señales. Entre las vías relacionadas con esta proteína está la 

vía de señalización MAPK. Se ha descrito que el mRNa de PTPN7 se expresa 

predominantemente en células hematopoyéticas (Adachi et al. 1992), por lo que no 

parece ser un candidato fuerte para el SHS. 

La variante en COPB1, c.636C>G (p.Cys212Trp), tuvo un efecto deletéreo por 

PolyPhen y Mutation Taster, y de tolerado por SIFT. COPB1 se encuentra en 11p15.2, 

tiene 22 exones y codifica para la subunidad beta del complejo coatómero. El 

coatómero es una proteína citosólica que reviste las vesículas de secreción constitutiva 

que proceden del aparato de Golgi o del retículo endoplásmico rugoso. También 

participa en la autofagia, específicamente regulando la función del endosoma temprano 

(Duden et al. 1991). La función de la proteína no parece tener relación con el desarrollo 

embriológico, ocular o esquelético, y, por ende, con el SHS. 

La variante identificada en ALS2, c.639C>A: (p.Ser213Arg), tuvo una predicción de 

efecto deletéreo por PolyPhen, Mutation Taster y SIFT. El gen ALS2 se encuentra en 

2q33.1, tiene 38 exones y codifica para la proteína llamada alsina (ALS2), cuya función 

es actuar como un regulador GTPasa. Controla la sobrevivencia y crecimiento de las 

neuronas motoras (Hadano et al. 2006). Las enfermedades relacionadas con este gen 

son esclerosis lateral amiotrófica juvenil 2 (ALSJ; MIM #205100), entidad de herencia 

autosómica recesiva; esclerosis primaria lateral juvenil (PLS; MIM #606353), 

padecimiento con patrón de herencia autosómico recesivo; y parálisis espástica de 

inicio infantil (IAHSP; MIM #607225), también con herencia autosómica recesiva. De 

acuerdo a la función de ALS2, esta proteína no está involucrada en vías de 

señalización relevantes para el SHS por lo que no se considera que pudiera existir una 

relación causal.   
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Para el paciente 3, las variantes más interesantes para poder asociarlas con el SHS 

son las presentes en los genes ATP7A, BCOR, OBSL1, KMT2D, y FGF3. Sin embargo, 

no se pueden excluír definitivamente el resto de los genes, ya que las variantes 

encontradas en éstos tienen un efecto en la proteína y no se han reportado 

previamente. 

*** 

 

Se identificaron variantes posiblemente patogénicas distintas en los tres pacientes 

cuando se asume una presentación de novo. Sin embargo, a diferencia de los 

resultados obtenidos con el modelo autosómico recesivo, ninguna de estas variantes se 

ha reportado en la literatura, todas fueron variantes nuevas, sin datos de frecuencia en 

las bases de datos. 

Aunque es poco probable que tres individuos seleccionados al azar con la misma 

entidad clínica, hubieran tenido como causa genética 3 diferentes genes, el hecho de 

que los 3 pacientes tengan un fenotipo ligeramente distinto, podría deberse a 

heterogeneidad genética o de locus en el SHS. Sin embargo, la expresividad variable 

de la enfermedad también podría explicar esta situación. 

Asumiendo que sí exista heterogeneidad genética en el SHS, se hizo un análisis de 

redes moleculares entre las proteínas codificadas por los genes candidatos de los 3 

pacientes, con el objetivo de averiguar si dichas proteínas participan en una vía en 

común.  

Se incluyeron las proteínas CAPN6, RAB5C, FAT3, ZNF423, GPANK1, FUT4 y OR5C1 

del paciente 1; HIRA, NELFA, ARID1B, PDE4D, CHST11, NEDD4L, TCF7L2, COL6A3, 

ODC1 y GANAB de la paciente 2; y ATP7A, BCOR, OBSL1, KMT2D (MLL2), MEAF6, 

XRCC6, FGF3, PTPN7, COPB1 y ALS2 del paciente 3.  
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Interesantemente, se observó que FUT4, FAT3, TCF7L2, BCOR y MLL2 son un grupo 

de proteínas con relación funcional entre ellas (Figura 19). Aunque son genes distintos, 

FUT4 y FAT3 se expresan durante la embriogénesis, TCF7L2 y KMT2D (MLL2) 

participan en la vía canónica Wnt/beta-catenina y, BCOR está relacionado con 

microftalmia. 

Este hallazgo sugiere que los genes candidatos FUT4 y FAT3 del paciente 1, el gen 

TCF7L2 de la paciente 2 y los genes BCOR y KMT2D (MLL2) del paciente 3, podrían 

estar relacionados con la causa molecular del SHS.  

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Red de interacción de proteínas STRING. Las flechas señalan que las las proteínas 
FUT4, FAT3, TCF7L2, BCOR y MLL2 tienen relación funcional entre ellas por lo que pudieran 
estar asociadas con el SHS.   
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*** 

Aún después de aplicar los filtros a las variantes halladas en los 3 tríos, y después de 

priorizar los genes afectados, quedó un número relativamente alto de posibles 

variantes patogénicas, principalmente en los pacientes 2 y 3. Todas estas variantes 

tienen un efecto relevante en la proteína y no se han reportado en las bases de datos.  

 
Para reducir el número de genes candidatos sería necesario estudiar más pacientes 

con SHS, podría ser útil profundizar en las características de los genes FUT4, FAT3, 

TCF7L2, BCOR y KMT2D (MLL2), y determinar si es posible asociarlos con el SHS. 

 
En este trabajo únicamente se analizaron variantes puntuales e indels pequeñas dentro 

de regiones codificantes. Cabe la posibilidad de que las alteraciones moleculares 

asociadas con el SHS no sean variantes de este tipo, por lo que es necesario estudiar 

variantes estructurales, variantes sinónimas, variantes intrónicas o variantes en el 

número de copias (CNVs) que pudieran estar relacionadas con el SHS.  

 
Debe considerarse que la alteración molecular pueda estar fuera del exoma, en cuyo 

caso tendría que buscarse mediante la secuenciación del genoma completo. 

 

La descripción en la literatura de gemelos discordantes con SHS (Schondel 1943) y el 

hecho de que las manifestaciones principales de este síndrome están muy localizadas 

en los tejidos óseo y blando de la región craneofacial, sugieren que la causa del SHS 

puede deberse a una mutación somática. En este sentido, podría ser útil aislar DNA de 

un tejido afectado y de otro no afectado, para secuenciar el exoma en ambos. Un 

ejemplo de enfermedad monogénica causada por mutación somática es el síndrome de 

Proteus. La secuenciación del exoma descubrió que una mutación en mosaico del gen 

AKT1 es la responsable de esta enfermedad (Lindhurst et al. 2011).   
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En contraste con lo anterior, las enfermedades causadas por mutaciones con 

mosaicismo somático, suelen tener características clínicas como asimetrías 

hemicorporales, mosaicismo pigmentario y malformaciones vasculares que se alternan 

con tejido normal. El SHS no tiene este tipo de manifestaciones, por lo que es poco 

probable que se trate de una enfermedad causada por este mecanismo.  

 
Otra hipótesis es que el SHS tenga una herencia no tradicional con una frecuencia 

incrementada de mosaicismo geminal y una marcada alteración en la función 

reproductiva.  

*** 

�  
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14. Conclusiones 
�

• En este trabajo se describen las posibles variantes patogénicas identificadas por 

secuenciación del exoma de tres individuos no relacionados con diagnóstico 

clínico de SHS y sus padres sanos.  

• Se encontraron variantes candidatas diferentes para cada paciente en el modelo 

autosómico recesivo y en la presentación de novo.  

• Las variantes encontradas en el modelo recesivo tuvieron una frecuencia 

elevada con relación a la incidencia de esta enfermedad, por lo que se 

descartaron como posibles causantes del SHS. 

• Asumiendo una presentación de novo, se identificaron varios genes que 

pudieran ser de interés (FUT4, FAT3, TCF7L2, BCOR y MLL2) para continuar el 

estudio y determinar si es posible asociarlos con el SHS. Una posibilidad es 

estudiar estos genes en otros pacientes con SHS. 

• No se identificaron variantes en los genes candidatos GJA1, LMNA, ZMPSTE24 

e ICMT; previamente analizados como causantes del SHS, ni cuando aplicamos 

un modelo autosómico recesivo, ni al asumir presentación de novo. Esto permite 

concluir que las enfermedades mencionadas no son alélicas del SHS. 

• Cabe la posibilidad de que la causa del SHS corresponda a algún tipo de 

alteración no analizada en este trabajo, como variantes sinónimas, variantes 

estructurales, variantes intrónicas o variantes en el número de copias (CNVs), 

que pudieran estar relacionadas con la causa del SHS. 

• Debe considerarse que la alteración molecular pueda estar fuera del exoma, en 

cuyo caso tendría que buscarse mediante la secuenciación del genoma 

completo.  
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• La descripción en la literatura de gemelos discordantes con SHS sugiere que la 

causa del SHS puede deberse a una mutación somática. Sin embargo, el SHS 

no presenta características clínicas usuales de las enfermedades ocasionadas 

por mosaicismo somático como asimetrías hemicorporales, mosaicismo 

pigmentario y malformaciones vasculares, por lo que es poco probable que el 

SHS sea causado por este mecanismo molecular. 

• Otra hipótesis es que el SHS tenga una herencia no tradicional con una 

frecuencia incrementada de mosaicismo geminal y una marcada alteración en la 

función reproductiva.  

• En la actualidad no existen reportes en la literatura de pacientes con síndrome 

de Hallermann-Streiff a los que se haya realizado análisis molecular mediante la 

técnica de secuenciación del exoma. Los hallazgos de este trabajo amplían la 

información hasta ahora conocida sobre la causa genética de este síndrome al 

apoyar la teoría de que la herencia autosómica recesiva en el SHS es 

improbable, y confirma que las enfermedades cuyo fenotipo es similar al SHS, 

como las laminopatías y la displasia óculodentodigital no son alélicas de este 

padecimiento.  
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16. Anexos 
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Anexo 2. Carta de asentimiento informado 
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Anexo 3. Carta consentimiento informado para toma de fotografías clínicas 
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Anexo 4. Técnicas experimentales 

 

Técnica de extracción de DNA 

Realizamos la extracción de 9 muestras de DNA correspondientes a los 9 individuos con el 
siguiente procedimiento: 

• Se utilizó el kit de extracción Quick-DNA® Universal Kit (Zymo Research, Irvine). Se 
resuspendió 200 µl de cada muestra de sangre en 200 µl de solución de lisis. 

• Se mezclaron 20 µl de proteinasa K y se incubó a 55 ºC por 10 minutos.  
• Posteriormente se agregaron 420 µl de amortiguador de unión de DNA genómico y se 

transfirió toda la solución a la columna de purificación con un tubo de recolección. Se 
centrifugó un minuto a 12 000 x g. Se desechó lo obtenido en el tubo de recolección.  

• Se agregaron 400 µl de amortiguador de pre-lavado de DNA a la columna y se centrifugó a 
12,000 g por un minuto. Al finalizar se desechó el contenido del tubo colector.   

• Se añadieron 700 µl de amortiguador de lavado de DNA genómico a la columna y se 
centrifugó un minuto a 12,000 x g, nuevamente se desechó el contenido del tubo colector. 
Se agregaron 200 µl de amortiguador de lavado de DNA genómico a la columna, se 
centrifugó un minuto a 12,000 g y se desechó el tubo de colección.  

• Se transfirió la columna a un tubo para microcentrifuga limpio y se agregaron 50 µl de 
buffer de elución de DNA a la columna, se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y 
se centrifugó a 12 000 x g  por un minuto para eluir el DNA.  

• Realizamos un control de calidad de la extracción del DNA con un gel de agarosa al 1% en 
el que se colocaron 4μL DNA de cada individuo participante.  

�

 
Técnica de cuantificación del DNA 

• La cuantificación se realizó  con el equipo fluorimétrico Quibit v 3.0. 
• Se preparó solución de trabajo diluyendo 1:200 intercalante de DNA�con amortiguador� 
• Para cuantificar el DNA se utilizaron 2 µl de DNA y se agregaron 198 µl de solución de 

trabajo. 
• Para los estándares de concentración se mezclaron 10 µl de estándar en 190 µl de 

amortiguador. 
• La solución se leyó en el Quibit. 
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Técnica de Tagmentación del DNA genómico 

Durante la tagmentacion se cortó el DNA con una transposasa que, además de cortar, agregó 
adaptadores a los extremos de cada segmento. Se diluyó el DNA en 10 µL de Tris-HCl 10 mM 
pH 8.5, obteniéndose una concentración de 5 ng/µL. En seguida, se agregaron, en el orden en 
que se anotan, 10 µL de DNA, 25 µL de buffer de tagmentación y 15 µL de enzima de 
tagmentación. Se agitó con vortex por 1 minuto y se centrifugó durante 1 minuto a 280 x g. Se 
incubó 10 minutos a 58 ºC y posteriormente se añadieron 15 µL de buffer de paro de la 
tagmentación; se agitó con vortex y se centrifugó 1 minuto a 280 x g, para después incubar a 
temperatura ambiente durante 4 minutos. 
 

Limpieza del DNA tagmentado 

Se añadieron 65 µL de perlas magnéticas de purificación a cada muestra; se agitó 
vigorosamente durante un minuto, y se incubó 8 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente se centrifugó a 280 x g por un minuto y se colocó sobre una gradilla magnética 
hasta que el líquido quedó transparente (5 minutos). Después se removió y se desechó todo el 
sobrenadante. La pastilla se lavó 2 veces con 200 µL de etanol fresco al 80%; se incubó sobre 
la gradilla magnética durante 30 segundos y después se descartó el sobrenadante. Usando 
una pipeta de 20 µL se removieron los remanentes de etanol al 80%. La muestra se dejó secar 
al aire por 10 minutos sobre la gradilla magnética. Al término de la incubación se removió la 
placa de la gradilla magnética y se añadieron 22.5 µL de buffer de resuspensión (RSB); se 
agitó un minuto y se incubó a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se centrifugó a 280 x g 
por 1 minuto y se colocó la placa sobre la gradilla magnética hasta que el líquido quedó 
transparente (2-5 minutos). Se trasfirieron 20 µL de sobrenadante a un pozo limpio de la placa 
para PCR. 

 
Amplificación del producto de la tagmentación 

Se agregaron 5 µL del índice i7a, y la misma cantidad del índice i5. Las tapas de los tubos con 
los índices fueron reemplazadas por tapas nuevas. Se añadieron 20 µL de mezcla de 
amplificación de librería, se agitó por 1 minuto y se centrifugó a 100 x g por 10 segundos. La 
mezcla se colocó en un termociclador con el siguiente programa: 72 ºC por 3 minutos, 98 ºC, 
durante 30 segundos, y 10 ciclos de 98 ºC durante 10 segundos, 60 ºC durante 30 segundos, y 
72 ºC durante 30 segundos, para finalizar con un ciclo de 72 ºC por 5 minutos. Después se dejó 
incubar a 10 ºC hasta el siguiente paso. 
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Limpieza del DNA amplificado 
 
Se centrifugó la muestra a 280 x g durante 1 minuto, se transfirieron 50 µL de sobrenadante a 
una placa para PCR limpia y se agregaron 90 µL de perlas magnéticas de purificación. Se agitó 
vigorosamente por 1 minuto, y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos; se centrifugó 
a 280 x g por 1 minuto. Posteriormente se colocó la placa en la gradilla magnética hasta que el 
líquido quedó transparente (2-5 minutos), y se procedió a desechar todo el sobrenadante. La 
muestra se lavó 2 veces con 200 µL de etanol fresco al 80%, se incubó 30 segundos sobre la 
gradilla magnética y se desechó el sobrenadante. Se removieron los residuos de etanol con 
una micropipeta de 20 µL y se dejó secar al aire por 10 minutos. Se agregaron 27 µL de RSB, 
se agitó durante un minuto, se incubó a temperatura ambiente por 2 minutos y se centrifugó a 
100 x g por 10 segundos. Se transfirió la placa a la gradilla magnética hasta que el líquido 
quedó transparente y se transfirieron 25 µL del sobrenadante a un tubo Eppendorff de 0.5 mL. 

 

 Hibridación con las sondas de captura 
 
Se cuantificó la muestra y se mezclaron , en un solo tubo, 500 ng de cada muestra, 50 µL de 
buffer de enriquecimiento de hibridación, y 10 µL de oligos para exoma (CEX). Se agitó por 1 
minuto, se centrifugó a 280 x g durante 1 minuto y se colocó el tubo en el termociclador para 
correr el programa NRC HYB (95 ºC 10 minutos, 18 ciclos de 1 minuto cada uno, iniciando a 94 
ºC y bajando la temperatura 2 ºC por ciclo. Al final se dejó incubando a 58 ºC durante 2 horas). 

 

Captura de las sondas hibridadas 

Se centrifugó a 280 x g durante 1 minuto, se transfirió todo el volumen de reacción (100 µL) a 
un pozo de la placa para PCR. Se agregaron 250 µL de perlas magnéticas con estreptavidina, 
se agitó vigorosamente por 5 minutos, se incubó a temperatura ambiente durante 25 minutos, y 
se centrifugó a 280 x g por 1 minuto. Se colocó la placa en la gradilla magnética hasta que el 
líquido quedó transparente, y se desechó todo el sobrenadante. Se retiró la placa de la gradilla 
magnética y se realizó el primer lavado. Se añadieron 200 µL de solución de lavado de 
enriquecimiento. Se agitó por 4 minutos y se resuspendió con micropipeta. Se colocó la placa 
en el sistema de incubación (SciGen), con una placa Midi (Illumina), precalentado a 50 ºC, y se 
incubó durante 30 minutos. Inmediatamente después de finalizar el tiempo de incubación, se 
transfirió la placa a la gradilla magnética y se esperó a que el líquido estuviera transparente; se 
removió y se desechó todo el sobrenadante. Se retiró la placa de la gradilla y se repitió este 
lavado una segunda vez.  
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Para la primera elución se mezclaron, en un tubo para microcentrífuga, 28.5 µL de buffer de 
elución y 1.5 µL de NaOH 2N. Se añadieron 23 µL de la mezcla de elución, se agitó por 2 
minutos, se incubó a temperatura ambiente 2 minutos, se centrifugó a 280 g por 1 minuto. Se 
transfirió la placa a la gradilla magnética hasta ver el líquido transparente y se transfirieron 21 
µL del sobrenadante a otro pozo limpio de la placa. Después se añadieron 4 µL del buffer de 
elución 2, se agitó por 1 minuto y se centrifugó a 100 x g por 10 segundos. 

 

Segunda hibridación 

Se agregaron, en un tubo para PCR, 15 µL de RSB (buffer de resuspensión), 50 µL EHB (buffer 
de enriquecimiento de hibridación) y 10 µL de CEX. Se agitó vigorosamente por 1 minuto, se 
centrifugó a 100 x g por 10 segundos y se colocó el tubo en un termociclador, incubando a 
95ºC durante 10 minutos, seguido de 18 ciclos de 1 minuto cada uno, iniciando a 94ºC y 
bajando la temperatura 2ºC por ciclo. Al finalizar se dejó incubando la reacción a 58ºC por 19 
horas. 

 

Segunda captura 
 
Se centrifugó a 280 x g durante un minuto, se transfirió todo el volumen (100 µL) al pozo 
correspondiente de la placa para PCR. Se agregaron 250 µL de perlas magnéticas con 
estreptavidina, se agitó vigorosamente por 5 minutos, se incubó a temperatura ambiente por 25 
minutos y se centrifugó a 280 x g por 1 minuto. Se colocó la placa en la gradilla magnética 
hasta que el líquido quedó transparente, y se desechó todo el sobrenadante. Se retiró la placa 
de la gradilla magnética. Se añadieron 200 µL de solución de lavado de enriquecimiento. Se 
agitó por 4 minutos y se resuspendió con micropipeta. Se colocó la placa en el sistema de 
incubación (SciGene), con un adaptador Midi (Illumina), previamente calentado a 50ºC, y se 
incubó durante 30 minutos. Finalizado el tiempo, se transfirió la placa a la gradilla magnética y 
se esperó a que el líquido estuviera transparente; se removió y se desechó todo el 
sobrenadante. Se retiró la placa de la gradilla y se repitió este lavado una segunda ocasión. 
Para la elución se mezclaron, en un tubo para microcentrifuga, 28.5 µL de buffer de elución y 
1.5 µL de NaOH 2N, agitándose con vortex. Después se añadieron 23 µL de mezcla de 
preelución, se agitó por 2 minutos y se incubó a temperatura ambiente 2 minutos. Se centrifugó 
a 280 x g por 1 minuto. Se colocó en la gradilla magnética hasta que el líquido quedó 
transparente y se transfirieron 21 µL del sobrenadante a otro pozo limpio de la placa. Se 
añadieron 4 µL de buffer de elución 2, se agitó por 1 minuto y se centrifugó 100 x g por 10 
segundos. 
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Lavado de los productos de la segunda captura (librería) 

Se agregaron 45 µL de perlas magnéticas de purificación, se agitó por 1 minuto y se incubó a 
temperatura ambiente 10 minutos. Se centrifugó a 100 x g por 10 segundos. Posteriormente se 
colocó la placa en la gradilla magnética hasta ver el líquido transparente y se descartó todo el 
sobrenadante. Se lavó 2 veces con 200 µL de etanol al 80% recién preparado, se incubó en la 
gradilla magnética 30 segundos y se removieron los residuos de etanol. Se dejó secar por 10 
minutos. Se retiró de la gradilla magnética y se agregaron 27.5 µL de RSB; se agitó durante 1 
minuto y se incubó a temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifugó a 280 x g por 1 
minuto. Se colocó en la gradilla magnética hasta ver el líquido transparente y se transfirieron 25 
µL del sobrenadante a otro pozo limpio de la placa. 

 

Amplificación de la librería enriquecida 

Se agregaron 5 µL de mezcla de iniciadores para PCR y 20 µL de mezcla de enriquecimiento 
de amplificación; se agitó la mezcla durante un minuto. Se centrifugó a 100 x g por 10 
segundos. Se llevó el tubo con la mezcla a un termociclador con un programa consistente en 
incubación a 98ºC durante 30 segundos, seguida de 12 ciclos a 98ºC 10 segundos, 60ºC por 
30 segundos, y 72ºC durante 30 segundos, para finalizar con una incubación a 72ºC durante 5 
minutos, seguida de otra a 10ºC hasta sacar el tubo del termociclador. 

 

Limpieza de la amplificación de la librería enriquecida 

Se centrifugó a 100 x g por 10 segundos y se mezclaron los 50 µL de la librería enriquecida con 
90 µL de perlas magnéticas de purificación (SPB); se agitaron por 1 minuto, para después 
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugó a 280 x g por 1 minuto. 
Posteriormente se colocó la placa en la gradilla magnética hasta ver el líquido transparente y 
se descartó todo el sobrenadante. Se lavó 2 veces agregando 200 µL de etanol al 80% recién 
preparado, dejando incubar sobre la gradilla magnética durante 30 segundos para después 
quitar los residuos de etanol, antes de dejar secar por 10 minutos. Se retiró la placa de la 
gradilla magnética y se agregaron 32 µL de RSB, se agitó durante un minuto y se incubó a 
temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifugó a 280 x g por 1 minuto. Se colocó sobre la 
gradilla magnética hasta ver el líquido transparente y se transfirieron 30 µL del sobrenadante a 
un pozo limpio de la placa. 
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Validación y cuantificación de la librería 

Se llevó a cabo con un gel de agarosa al 4% para determinar la distribución de tamaños de los 
fragmentos de la librería. Ésta se cuantificó por triplicado utilizando el Quibit 3.0 anteriormente 
descrito. Después de la cuantificación, se diluyó a una concentración de 4 nM.  

 

Preparación del cartucho de reactivos 

El cartucho de reactivos se retiró del congelador (-20ºC) y se transfirió a un refrigerador a 8ºC 
durante la noche. Antes de utilizarlo se dejó a temperatura ambiente y, previo a su introducción 
en el secuenciador, se colocó la muestra en el pozo número 10. Se usó el secuenciador 
NextSeq 500 de Illumina (figura 1a), que utiliza un sistema de secuenciación por síntesis de 
puentes (figura 1b). La reacción se lleva a cabo en la superficie de la celda de flujo. Cada 
terminador contiene una marca fluorescente que es detectada por alguna de las 6 cámaras del 
secuenciador. 
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