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Abreviaciones

BWA Burrows-Wheeler Aligner, herramienta bioinformatica para el alineamiento.

CNVs Copy number variation, variacién en el numero de copias.

dbSNP Single Nucleotide Polymorphism Database, base de datos de polimorfismos de un nucleétido.
DE Displasias Esqueléticas.

DNA Acido Desoxirribonucleico.

EDTA Etilendiaminotetraacético.

ExAC Exome Aggregation Consortium, base de datos de exomas de 60 706 individuos.

Exomiser Exomiser human interactome-PHenotypic Interpretation of Variants in Exomes, programa de
(hiPHIVE) Exomiser para priorizacién de genes.

GATK Genome Analysis Toolkit, herramienta bioinformética para el llamado de variantes.

GRCh37 Genome Reference Consortium Human Build 37, genoma humano de referencia version 37.

hg19 Human Genome version 19, genoma humano de referencia version 19 (GRCh37).

HIMFG Hospital Infantil de México Federico Gémez.

HPO Human Phenotype Ontology, ontologia fenotipica humana.

LGGB Laboratorio de Gendmica, Genética y Bioinformatica.

ml Mililitro.

mM Milimolar.

mRNA RNA mensajero.

NCBI National Center for Biotechnology Information, Centro Nacional para la informacién
biotecnolégica, Bethesda, EEUA.

nM Nanomol.

°C Grados Celsius.

ped Archivos de pedigri.

pM Picomolar.

PolyPhen Polymorphism Phenotyping, herramienta bioinformatica de prediccién de efecto en la proteina.
RNA Acido ribonucleico.

RNV Recién nacidos vivos .
SHS Sindrome de Hallermann-Streiff.
Sorting intolerant from tolerant, herramienta bioinformatica de prediccién de efecto en la
SIFT proteina.
vcf Variant call file, archivo del llamado de variantes.
pl Microlitro.
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Resumen

Introduccién. El sindrome de Hallermann-Streiff (SHS; MIM %234100) es un
padecimiento congénito poco frecuente, de etiologia, 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 secuenciacion del exoma
de tres individuos no relacionados con diagnéstico clinico de SHS.

Planteamiento del problema. Para establecer las caracteristicas moleculares de este
sindrome se requiere identificar el gen cuyas variantes patogénicas dan origen a las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad. En el HIMFG se atiende a pacientes no
relacionados entre si, con diagnéstico de SHS. El analisis genético del exoma de estos
pacientes, asi como el estudio de la distribucion de las distintas variantes a lo largo del
gen o genes candidatos, junto con la prediccién del efecto que tienen estas variantes en el
fenotipo, brindara un mayor conocimiento sobre el desarrollo de este padecimiento.

Pregunta de investigacion. Este proyecto pretende contestar la pregunta: ;Cuales seran
las posibles variantes patogénicas identificadas por secuenciacion del exoma en
pacientes con diagndéstico clinico de SHS?

Hipétesis. Se identificaran variantes genéticas en el exoma de los pacientes con SHS
que podran estar implicadas en la etiologia de la enfermedad.

Justificacion. La identificacion de variantes patogénicas en un gen responsable del SHS
permitira comprender mejor las bases moleculares, la via celular implicada, el papel del
gen involucrado en el desarrollo esquelético, asi como descubrir el patrébn de herencia de
esta enfermedad. Todo esto contribuird al conocimiento universal y eventualmente
conducira a un manejo integral de los individuos afectados por este sindrome.

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

Metodologia. Estudio observacional, transversal, descriptivo. Criterios de inclusion: trios
formados por los pacientes afectados y sus dos padres. Criterios de exclusion: pacientes
con antecedentes de exposicidén a agentes teratégenos o con cointraindicaciéon para toma
de muestra. Criterios de eliminacién: que manifestaran su decision de retirarse del estudio
0 que la calidad del DNA gendmico fuera inadecuada para el analisis. Se identificaron 3
individuos no relacionados con SHS. Se realiz6 una evaluacién clinica a los tres
pacientes. Se extrajo DNA de sangre periférica de los tres pacientes y sus padres. Se
realizé secuenciacion del exoma para conocer la secuencia de las regiones codificantes
de los nueve individuos (Nextera Rapid Capture Exome Kit, y NextSeq500, Illlumina). 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 vy
segregacion en la familia, asumiendo dos patrones de herencia, de novo y autosémico
recesivo basandonos en la presentacién esporadica de los pacientes. Las variantes
restantes se buscaron en una base de datos interna del Laboratorio de Gendmica,
Genética y bioinformatica (LGGB). Se utilizé Exomiser para la priorizacién de genes v,
como control de calidad final, se retuvieron sélo las variantes en las que la informacion 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 GJAT 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 autosémico recesivo, como con presentacion de novo. En el
paciente 1 quedaron 7 variantes en el modelo recesivo y 7 en la presentacién de novo. En
el paciente 2 se obtuvieron 13 variantes en el modelo recesivo y 53 al asumir
presentacion de novo. En el paciente 3 se identificaron 2 variantes en el modelo recesivo
y 77 al asumir presentacion de novo.

Discusion y conclusiones. En la actualidad no existen reportes en la literatura de
pacientes con SHS a los que se haya realizado analisis molecular mediante
secuenciacion 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 relacion a la
incidencia de esta enfermedad, por lo que se descartaron como posibles causantes del
SHS. Asumiendo una presentacion 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 algun tipo de alteracion no
analizada en este trabajo, como es el caso de las variantes sindénimas, variantes
estructurales, variantes intronicas o variantes en el numero de copias (CNVs). Debe
considerarse que la alteracidon molecular pueda estar fuera del exoma, en cuyo caso
tendria que buscarse mediante la secuenciaciéon del genoma completo. La descripcién en
la literatura de gemelos discordantes con SHS sugiere que la causa del SHS puede
deberse a una mutacién somatica, sin embargo, el SHS no presenta caracteristicas
clinicas usuales de las enfermedades ocasionadas por mosaicismo somatico como
asimetrias 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 alteracion en la funcién reproductiva. En
conclusion, los hallazgos de este trabajo amplian la informacién hasta ahora conocida
sobre la causa genética de este sindrome al apoyar la teoria de que la herencia
autosdmica recesiva es improbable, y confirma que las enfermedades anteriormente
asociadas con el SHS como las laminopatias y la displasia 6culodentodigital no son
alélicas de este padecimiento.



UNAM | !dentificacién por secuenciacién de segunda generacién de posibles variantes patogénicas en
HIMFG pacientes con sindrome de Hallermann-Streiff

indice
I 1o Yo [0 T o3 o oY o T 9
2. Planteamiento del problema.............cccooiiiiiiiiimiiisseee s 29
3. Pregunta de Investigacion ... 30
S 1T o T ] == - 31
LT 0L 4 1 o= o (oY o 32
6. ODBJELIVOS ..ot 33
ODbjJEetiVo GENETAL ....cooiiiieeeee e 33
Objetivos @SPECITICOS.....ccciiiiiiie i 33
7. Materiales Yy MEtOdOS ..........coviiiiiiiiiiiiiiii s 34
DiISEA0 eI ESTUAIO .. e e e e 34
(I T = PP UUPPPPPPPPPPPPPPRRTN 34
Periodo de realiZaCiON ..... oo e 34
PobIlacion OBJELIVO ..o 34
Tamano de muestra y tipo de MUestreo..........cooovvviiiiii i, 34
Criterios A SEIECCION .. ..o 35
8. Variables y definiciones..........ccccviiiiiiiiiiiiiciinceeenrrrr s 37
9. Desarrollo general del estudio ..o 38
10. Limitaciones del @StUdIO.......ccvieiieireiriieireirree e rersnsrenrmssrmsrensrenrmnrenssens 47
i O T T= T Mo =0 ¢ 1= 1o 48
B 2 S =X 1§ = Lo o Y= 49
Presentacion de Casos ClINICOS .. ...eeeie e 49
Resultados de la secuenciacion del @Xoma .......o.oveveeeee e 57
0 T T E=T o3 0T e o T 81
090 Y U LU= o s 1= 107
ST =Y = =1 0 Lo = Y= 109
T N 10 o 1 109



UNAM | !dentificacién por secuenciacién de segunda generacién de posibles variantes patogénicas en
HIMFG pacientes con sindrome de Hallermann-Streiff

1. Introduccion

Las displasias esqueléticas (DE) son enfermedades congénitas y hereditarias que
afectan la morfogénesis y el desarrollo del sistema 6seo. A la fecha, las DE
constituyen un grupo de mas de 400 entidades causadas por mutaciones en mas
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 numero tan extenso de DE, en el afio 1970 la Sociedad Internacional de
Displasias Esqueléticas, con la intencién de facilitar la identificacion de estos
padecimientos realiz6 la primera clasificacién y publicé la primera nomenclatura
(Krakow 2015). Esta primera clasificacion ha sufrido modificaciones y se ha
actualizado en los afos 1977, 1983, 1991, 1997, 2001, 2005 y 2010. La mas
reciente nomenclatura, que corresponde a la novena edicion, se elabor6 en el afio
2015 en Bolognia, Italia y en ella se describieron 436 enfermedades esqueléticas y
364 genes asociados con la etiologia de dichos desérdenes. Estas 436 entidades
fueron agrupadas en 42 categorias, en funcion de sus caracteristicas clinicas
(Tabla 1), radiolégicas y moleculares (Bonafe et al. 2015b). Hay DE para las
cuales se desconoce la causa molecular, por lo que aun quedan genes por

identificar y etiologias por comprender.
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Tabla 1. Clasificacidén de las displasias esqueléticas, nomenclatura del afio 2015

(Bonafe et al. 2015b).

1. Condrodisplasias FGFR2
2. Grupo coldgena tipo 2

3. Grupo coldgena tipo 11
4, Trastornos de sulfatacion
5. Grupo perlecan

6. Grupo agrecan

7. Filamina y enfermedades relacionadas
8. Grupo TRPV4
9. Ciliopatias con presentacion esquelética

10. Displasia epifisiaria mltiple y pseudoacondroplasia
11, Displasias metafisiarias

12. Displasias espondilometafisiarias

13, Displasias espondiloepimetafisiarias

14, Displasias espondilodisplasicas severas

15, Displasias acromélicas

16. Displasias acromesomélicas

17. Displasias mesomélicas y rizomélicas

18. Displasia campomélica y enfermedades relacionadas
19, Displasias de huesos delgados

20, Displasias con miiltiples luxaciones

21, Grupo de condrodisplasia punctata

22, Displasias neonatales osteoesclerdticas

23. Osteopetrosis y enfermedades relacionadas

24. Otras enfermedades dseas esclerosantes

25. Grupo de osteogénesis imperfecta

26. Grupo mineralizacion anormal

21. Enfermededes de depdsito lisosomal y compromiso
esquelético

28. Grupo osteolisis

29, Desarrollo esquelético deorganizado

30. Sindromes de sobrecrecimiento y compromiso
esquelético

31. Osteoartropatias genéticas inflamatorias

32. Displasia cleidocranial y defectos de osificacion
33, Sindromes de craniosinostosis

34. Disostosis de compromiso craneofacial

35. Disostosis con compromiso vertebral y costal

36. Disostosis rotulianas

37. Braquidactilias sin manifestaciones esqueléticas
38. Braquidactilias con manifestaciones esqueléticas
39. Defectos de reduccion hipoplasia de extremidades
40. Ectrodactilia con otras manifestaciones

41. Grupo de polidactilia, sindactilia, trifalangismo
42. Defectos en la formacion articular y sonostosis

10 —
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En el grupo numero 19 que corresponde a aquellas DE de huesos delgados, se
encuentra clasificado el sindrome de Hallermann-Streiff (MIM %234100), el
sindrome 3-M (MIM #273750, #612921, #614205), la displasia de Kenny-Caffey
(MIM #244460, #127000), la osteocranioestenosis (MIM #602361), el sindrome de
IMAGE (por las siglas en inglés de intrauterine growth retardation, metaphyseal
dysplasia, adrenal hypoplasia, and genital anomalies) (MIM #614732) y el

enanismo primordial osteodisplasico microcefalico tipos 1, 2 y 3 (MIM #210710).

El sindrome de Hallermann-Streiff (SHS) es la Unica entidad clinica dentro de este
grupo que tiene una causa molecular desconocida, unicamente se ha reportado
una mutacién en el gen GJA71 en un paciente, sin embargo, se ha secuenciado
este gen en otros individuos afectados sin encontrar ninguna mutacion (Bonafe et
al. 2015b).

El presente proyecto de investigacion propone identificar el gen o los genes
candidatos que puedan asociarse con la causa molecular del sindrome de
Hallermann-Streiff mediante Ila identificacion de variantes patogénicas o
mutaciones presentes en individuos afectados quienes son pacientes del Hospital
Infantil de México Federico Gémez (HIMFG).

Sindrome de Hallermann-Streiff

El sindrome de Hallermann-Streiff (SHS) es un padecimiento congénito poco
frecuente, de etiologia y patrbn de herencia desconocidos que afecta
principalmente el desarrollo 6seo y de los tejidos blandos de la regidn 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, Japén, para
conocer la prevalencia de sindromes dismoérficos, de 27 472 nacimientos, sélo se

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

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

Los individuos afectados con SHS se caracterizan por presentar una forma tipica
del craneo 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, malformacion o
mala alineacién dental; envejecimiento prematuro y talla baja proporcionada
(Kortim et al. 2011). Se ha reportado discapacidad intelectual en el 15% de los
casos (Cohen 1991).

Historia del sindrome 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 destacé la presencia de alopecia en el paciente

pero no describié el cuadro clinico completo del sindrome (Cohen 1991).

Fue hasta 1948 que Hallermann, y posteriormente Streiff en 1950, describieron de
forma separada a pacientes con malformaciones de craneo y cara, “aspecto de

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

Francois, en 1958, tuvo un papel muy importante en la delimitacion clinica del
sindrome, pues incluyd en el diagnostico 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
sindrome de Hallermann-Streiff, sindrome de Hallermann-Streiff-Francois,
sindrome de Francois, sindrome discefalico y oculomandibulodiscefalia (Cohen
1991).
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Manifestaciones clinicas del sindrome de Hallermann-Streiff

Los datos clinicos del SHS pueden variar entre los individuos afectados y también
la gravedad es distinta entre cada paciente (Figura 1). Las principales
caracteristicas de esta condicion incluyen anomalias del craneo y de los huesos
faciales. Los individuos afectados tienen caracteristicas faciales distintivas,
alteraciones oculares, alteraciones dentales, alteraciones en piel y estatura baja
(Kirzioglu et al. 2009).

Caracteristicas craneofaciales. El craneo presenta abombamiento frontal o
parietal y occipital aplanado (braquicefalia); a este conjunto de alteraciones
craneales se le denomina discefalia. La cara es pequefa 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 desviacion
septal nasal (Blodi 1957; Ponte 1962).

La mandibula es pequeina y subdesarrollada (micrognatia), la rama ascendente es
corta, y el condilo puede estar ausente lo que ocasiona desplazamiento de la
articulacion temporomandibular. El paladar es alto y estrecho y los senos

paranasales estan disminuidos de tamafo. Es frecuente la hipoplasia malar.

De forma conjunta, estas alteraciones craneofaciales son las responsables del
aspecto tan particular de los individuos afectados, conocido histéricamente en la
literatura como “facies de pajaro” (Figura 1). Esta ultima denominacién esta en

desuso por considerarse que tiene una connotacién despectiva (Cohen 1991).
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Figura 1. Fotografias clinicas de 6 pacientes con SHS. A) y B) Paciente 1 alos 1 y 3 afios
de edad, respectivamente. Obsérvese la hipotricosis de cabello, cejas y pestafias; 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. Notese un fenotipo mas 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. Imagenes
modificadas de Cohen 1991; Kortiim et al. 2011; Muthugaduru et al. 2013; Numabe et al.
2011.

Alteraciones oftalmolégicas. Las cataratas congénitas se presentan en 80-90%
de los casos, y en algunos pacientes se reabsorben espontdneamente (Kirzioglu
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, cornea y parpados, como entropién o
blefaroptosis (Cohen 1991).
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Figura 2. Alteraciones oftalmicas en el SHS. A) Entropién del parpado inferior y superior
derechos, estrabismo izquierdo, blefaroptosis. B) Microftalmia con microcérnea vy
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. Estan presentes en 80-85% de los casos, incluyen
ausencia de piezas dentales, persistencia de los dientes deciduos, ausencia,
malformacion 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 alteracién en el paladar, caries grave y menor nimero de piezas dentales. Imagen
modificada de Muthugaduru et al. 2013; Kirzioglu 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 pestafias (Barrucand et al. 1978) (Figuras 1y
4). La alopecia es mas notoria en las regiones frontales, parietales y sobre las
suturas. El vello axilar y pubico pueden ser escasos (Falls et al. 1960; Francois
1958) .

Atrofia de piel. Se ha descrito en 68-70% de los casos y esta 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 cutanea 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 ademas de
las mencionadas, son retraso en el cierre de las fontanelas, suturas amplias,
huesos de la bbveda craneal adelgazados, presencia de huesos wormianos,
calcificacion de la hoz del cerebro, 6rbitas pequefas, escapula alada, pectus
carinatum, pectus excavatum, hipoplasia de las claviculas y costillas, lordosis,

escoliosis, espina bifida, 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 (Francois
1982). El crecimiento esta disminuido de forma proporcionada, con al menos 2-5
desviaciones estandar 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; asi como alargamiento
del clitoris, asimetria y atrofia de las glandulas mamarias en mujeres (Barrucand et
al. 1978; Frangois 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
sintomas neuroloégicos como hiperactividad, coreoatetosis y convulsiones ténico-
clénicas ocasionales. Sin embargo, estos aspectos psicométricos sélo se han

descrito por observacion y sin escalas de medicion (Crevits et al. 1977).

Otras manifestaciones. Se han descrito malformaciones cardiacas en 4.8% de
los pacientes con SHS como estenosis pulmonar, comunicacién interauricular,
comunicacién interventricular, persistencia del conducto arterioso y tetralogia de
Fallot (Dinwiddie et al.1978). En un paciente se report6 deficiencia humoral e

hipoparatroidismo (Chandra et al.1978).

Complicaciones. Las complicaciones en el SHS son secundarias a la estrechez
de la via aérea superior ocasionada por las malformaciones craneofaciales antes
descritas. Ejemplo de éstas son infecciones pulmonares tempranas, compromiso

respiratorio, apnea obstructiva del suefio y aumento en el riesgo anestésico.
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Debido a que de manera usual estos pacientes se someten a cirugias
reconstructivas es importante considerar estas posibles complicaciones (Cohen
1991).

Abordaje diagnéstico del sindrome de Hallermann-Streiff

El diagnéstico del SHS es totalmente clinico, por ello el examen fisico es
primordial para la observacion del fenotipo distintivo y la busqueda intencionada
de las manifestaciones clinicas principales. La facies tipica del SHS es
caracteristica, lo que permite establecer el diagndstico con la revision clinica. Se
utilizan como criterios diagndsticos los 7 datos clinicos descritos por Frangois en
1958 (Kirzioglu et al. 2009; Bénateau et al. 2015). La frecuencia de cada uno de

ellos se esquematiza en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios diagnésticos en el sindrome de Hallermann-Streiff (Cohen 1991).

Datos clinicos Frecuencia
(%)
Discefalia y facies distintiva 98-99
Hipotricosis 80-82
Atrofia de piel, especialmente 68-70

en nariz y centro de la cara

Cataratas congénitas 81-90
Microftalmia bilateral 78-83
Denticién anormal 80-85
Talla baja proporcionada 45-68
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Tratamiento y manejo de los pacientes con sindrome de Hallermann-Streiff

La atencién médica esta dirigida a corregir las malformaciones que cada individuo
con SHS presente (Cohen 1991). El manejo integral de los pacientes requiere
valoraciones complementarias como la oftalmolégica, dermatoldgica, dental, y por
cirugia maxilofacial y reconstructiva, entre otras. El tratamiento se enfoca a la
reparacion quirurgica de las alteraciones craneofaciales, oftalmicas y dentales, con
el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes ya que no existe un

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

Bases genéticas del Sindrome de Hallermann-Streiff

La causa y las bases genéticas moleculares del SHS aun se desconocen, por lo
tanto la herencia de esta condicién también es incierta. La mayoria de los casos
clasicos del SHS ocurren sin distincion de género y de forma esporadica (Cohen
1991).

Se han reportado casos familiares con SHS que presentan diferentes patrones de
herencia: autosdbmico dominante y autosémico recesivo. La herencia autosémica
recesiva es sugerida en los casos reportados por Dennis y colaboradores en 1995,

y por Bueno- Sanchez en 1966.

Denis y colaboradores describieron una familia en la que un neonato varéon murioé
en la etapa perinatal y un feto femenino murié a las 29 semanas de gestacion.
Ambos tenian un padecimiento semejante al SHS: los huesos largos eran
delgados con algunas fracturas, el craneo estaba subdesarrollado y el rostro era
caracteristico de SHS. Sélo en el varon se identificé catarata bilateral. Se

considero la condicion como una forma severa y letal de SHS (Dennis et al.1995).
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Bueno-Sanchez reporté el caso de SHS en dos de tres hermanos de un
matrimonio consanguineo, defendiendo la teoria de una transmision autosémica

recesiva (Bueno-Sanchez 1996).

La herencia autosémica dominante se describié por Guyard y colaboradores en

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

Guyard reporté el caso de un padre y su hija con SHS, sin embargo, los padres
eran consanguineos, 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 diagnéstico de este caso fue puesto
en duda en una revision del sindrome y se desconoce si los integrantes de esta
familia verdaderamente presentaron SHS por lo que la herencia autosOmica

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

La observaciéon tan poco frecuente de la herencia dominante con la transmision
padre a hijo en los casos familiares con SHS y el reporte de hermanos afectados

podria sugerir que el patrén de herencia es autosémico recesivo.

Otra posibilidad es que el SHS tenga un patron autosémico dominante con
presentacion de novo en la mayoria de los casos, con una frecuencia
incrementada de mosaicismo geminal y una marcada alteracion en la funcién

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 sindrome de

Hallermann-Streiff.

Aio de Autor(es) Nidmero de Herencia Observaciones
publicacion Afectados
1961 Van Balen 2 gemelos &? Gemelos
monocigéticos concordantes
1962 Guyard et al. Padre e hija &? Los padres
consanguineos, no se
descarta

pseudodominancia.

1966 Bueno- 2 de tres Autosémico Consanguinidad
Sanchez hermanos recesivo
1975 Koliopoulos y 5 casos en 3 Autosdémico Transmision varon a
Palimeris generaciones dominante varén.
1995 Dennis 2 hermanos Autosébmico = mmmmemeee-
recesivo

El Dr. Michael Cohen menciona que no se puede aceptar ningun caso familiar del
SHS como verdadero porque en los articulos en los que se publicaron no se
describen las caracteristicas clinicas detalladas de los pacientes y no se puede
corroborar que el diagnéstico haya sido el de SHS, ademas de que los casos que

han sido verificados tienen s6lo un individuo afectado por familia (Cohen 1991).

Aunque la herencia o presentacion del SHS es principalmente esporadica, 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 patrén de herencia
autosdmica recesiva y dominante,

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

3) el fenotipo se sobrepone con otros desérdenes congénitos monogénicos como
la displasia Oculodentodigital y el sindrome de Progeria Hutchinson-Gilford
(Kortim et al. 2011; Cohen 1991), lo que nos lleva a suponer que quiza el SHS es
causado por un gen relacionado con las vias de senalizacién de los genes

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

También es importante mencionar que existen varios puntos a discusion en
relacion a la posibilidad de una causa monogénica en el SHS como que mujeres
afectadas con el sindrome concibieron hijos sanos (Numabe et al. 2011), y el

reporte de gemelos monocigoticos discordantes (Schondel 1943).

Genes analizados como causantes de SHS

GJA1 (MIM *121014; 6922.31). En la clasificacion de las DE 2015, el SHS se
encuentra en el grupo 19 con un patron de herencia autosémico recesivo (Bonafe
et al. 2015). En esta publicacién se menciona el reporte de un solo caso de SHS
con una mutacion en el gen GJA1. Las mutaciones en este gen son la causa de la
displasia oculodentodigital (ODDD, MIM #164200), padecimiento autosdmico
dominante caracterizado por malformaciones en ojos, dientes y dedos que tiene
manifestaciones clinicas muy similares al SHS. El paciente que se reporté con
esta mutacion presenté datos clinicos compartidos entre el SHS y la displasia
oculodentodigital (Pizzuti et al. 2004), por lo que es no se descarta que el
verdadero diagnostico de éste paciente haya sido displasia oculodentodigital. Se
realizd secuenciacion Sanger del gen GJA71 a una paciente con SHS y no se
reportaron variantes patogénicas por lo que se requiere analizar molecularmente a
mas pacientes para confirmar o descartar que GJA1 esté asociado con la etiologia.
(Muthugaduru et al. 2013).
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LMNA (MIM *150330, 19q22), ZMPSTE24 (MIM *606480, 1p34.2), e ICMT (MIM
*605851, 1p36.31). Estos genes estan asociados con la causa de las laminopatias,
enfermedades con caracteristicas clinicas muy similares al SHS. Las mutaciones
en estos genes ocasionan progeria Hutchinson-Gilford y Ila displasia
mandibuloacral (Kortim et al. 2011). El sindrome de progeria Hutchinson-Gilford
(HGPS; MIM #176670) es un padecimiento con patrén de herencia autosémico
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 proteinas nucleares laminares, lamina 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 autosémica recesiva y se caracteriza
por retraso del crecimiento, anomalias craneofaciales con hipoplasia mandibular,
anomalias esqueléticas con ostedlisis progresiva de las falanges y claviculas,
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 patrobn de herencia autosbmico recesivo y presenta manifestaciones
clinicas similares. Sin embargo, es causada por mutaciones en el gen ZMPSTEZ24
(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
lamina A, denominada preldmina A (Cunningham et al. 2010; Ben Yaou et al.
2011). El gen ICMT también esta involucrado en el procesamiento de la proteina
prelamina A, por lo que se sospecha que podria estar implicado en la patologia de
la displasia mandibuloacral. Sin embargo, no se han asociado mutaciones en este

gen con enfermedades humanas (Kortim et al. 2011).
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Kortim y colaboradores, en 2011, secuenciaron las regiones codificantes y las
regiones intrénicas adyacentes de estos tres genes en 8 pacientes con SHS, con
el objetivo de averiguar si este sindrome podria considerarse como otra

laminopatia.

Encontraron en el paciente 1, la variante intrénica ¢.1158-44C>T en estado
homocigoto, en el gen LMNA. El analisis de prediccion in silico revel6 que esta
variante podia crear un nuevo sitio donador del splicing. Sin embargo, el andlisis
del RNA no descubrié algun transcrito anormal de LMNA del paciente en

comparacion con 2 individuos sanos.

En el paciente 2 identificaron en estado heterocigoto la variante de sentido
equivocado ¢.1930C>T (p.R644C) en el exdn 11 de LMNA, la cual ya se habia
descrito en pacientes con un amplio espectro de fenotipos como lipodistrofia,
resistencia a la insulina, neuropatia motora, cardiomiopatia dilatada, hipertrofia

ventricular izquierda, esteatosis hepatica y progeria atipica.

Todos los pacientes con la variante ¢.1930C>T (p.R644C) han cursado con
caracteristicas de laminopatias 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 presentdé como una laminopatia clasica, ya que
tuvo catarata congénita bilateral, microftalmia, talla baja, nariz pequefia y delgada

y micrognata, datos clinicos clasicos del SHS.

La variante p.R644C tuvo una frecuencia en la poblacién danesa del 0.8, y
aunque la variante era probablemente patogénica, los autores deliberaron que

debe haber una segunda mutacién implicada en pacientes con esta alteracion.



UNAM | !dentificacién por secuenciacién de segunda generacién de posibles variantes patogénicas en
HIMFG pacientes con sindrome de Hallermann-Streiff

Consideraron que probablemente ésta varante contribuyé al fenotipo del paciente,
pero descartaron a LMNA como el gen principal en la causa del SHS (Kortiim et al.
2011).

Los autores identificaron 2 variantes benignas en ZMPSTE24 y una duplicaciéon

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

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

laminopatias.

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 cromosomicas descritas en pacientes con sindrome de
Hallermann-Streiff

Se ha descrito un complemento cromosdémico normal en la mayoria de los
estudios citogenéticos de los pacientes con SHS (Barrucand et al.1978). Sin
embargo existen reportes de individuos afectados con alteraciones cromosomicas.
Carones en 1961 reportd elongacién de uno de los brazos de un cromosoma 10

en un paciente con SHS (Cohen 1991).

Jalbert y colaboradores describieron, en 1968, una delecién de 4p en un paciente
con SHS. Fryns y colaboradores describieron, en 1993, a una nifia con
caracteristicas clinicas compatibles con el SHS que presentdé monosomia parcial

4q y trisomia parcial 14q (Kortim et al. 2011).

Hasta ahora no se ha encontrado relaciéon entre estas alteraciones cromosdémicas
y el desarrollo de la enfermedad. Basandonos en estas observaciones no se

puede apoyar algun /ocus para el gen causante del SHS.

25 —
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Analisis genémico 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 analisis de ligamiento ha sido
especialmente util para mapear la region que contiene el gen mutado (Lander et
al. 1986; Lathrop et al. 1984; Barrett et al. 2011; Teare 2011).

Esta técnica, sin embargo, requiere de la presencia de multiples individuos
afectados, distribuidos en varias generaciones y es poco util cuando se trata de

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

El desarrollo de la secuenciacidbn de segunda generacién ha cambiado este
panorama y ha hecho posible la busqueda de mutaciones responsables de
enfermedades mendelianas en familias con pocos miembros afectados, y en
casos aislados (Igbal 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 tecnologia de secuenciacion de segunda
generacion, especificamente la secuenciacién del exoma, podria aplicarse para

realizar la busqueda del gen candidato del SHS.

Secuenciaciéon de segunda generacién: secuenciacion del exoma

La secuenciacion del exoma es una técnica de biologia 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 simultanea. Esta herramienta permite el anélisis de
todos los genes que pueden ser responsables de una enfermedad en un solo
experimento, a diferencia de la secuenciacion de tipo Sanger en la que solo 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 secuenciacién del exoma, consiste en crear una
biblioteca de fragmentos por medio de un procedimiento llamado tagmentacién,
en el cual el DNA es cortado y de forma simultanea se le agregan adaptadores

que son secuencias de DNA conocidas.

A continuacién, en el procedimiento del enriquecimiento se capturan los
fragmentos del genoma que corresponden a los exones mediante la hibridacion
con sondas especificas para dichas regiones y se amplifican estas regiones

exonicas; 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 numero de ellas y seleccionar aquellas que se encuentren presentes
sblo 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).

Tagmentacion — Enriquecimiento //,ﬁ /ﬁb

e :
e AN
DNA Fragmentos \ :,\::: \”
Lavados
Obtencion de
variantes patogénicas
1 I i
AGGTCGTTACGTACGCTAC Q.@E,i\-j \ ﬁE@Q
GACCTACATCAGTACATAG < e —
GCATGACAAAGCTAGETGT oo—— =—g9r0
L — ]
Alineamiento y filtrado de < N
NEFIantES Secuenciacion Captura de exones

Figura 5. Técnica de secuenciacidén del exoma. Se muestran los diferentes procedimientos
para obtener las posibles variantes patogénicas. Imagen modificada de Bamshad 2011.
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La secuenciacién del exoma ha jugado un papel muy importante en los ultimos
afios en la identificacidon de variantes patogénicas de numerosas enfermedades
monogénicas como el sindrome de Freeman-Sheldon (DA2A; MIM #193700),
feocromocitoma familiar (MIM #171300) y sindrome de Kabuki (KABUK1;
MIM#147920) (Marian 2012; Ng et al. 2010; Comino-Méndez et al. 2011; Ng et al.
2010).

Hasta el afio 2014, se encontraron 25 publicaciones que reportaron nuevos genes
candidatos para las DE, los cuales se descubrieron con la tecnologia de
secuenciacion de segunda generacion (Lazarus et al. 2014). Algunos de estos
descubrimientos han contribuido a la realizacion de la Nomenclatura y clasificacion
de desordenes genéticos esqueléticos 2015, documento presentado anteriormente
(Bonafe et al. 2015b). La aplicacién de secuenciacién del exoma ha permitido el
descubrimiento de los genes responsables de alteraciones &éseas como el
sindrome de Nager (AFD1; MIM #154400) (Bernier et al. 2012), sindrome 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.

*k%

Con la informacion previa, se considera necesario un mayor analisis 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 secuenciacion del exoma podria identificar las variantes causales
del SHS, lo cual seria importante para poder conocer el mecanismo molecular que
produce la enfermedad, las vias celulares implicadas y la herencia. Esto
contribuiria al conocimiento universal de la patologia en estudio, daria oportunidad
de un manejo integral de los pacientes afectados y se podria brindar

asesoramiento genético familiar con bases moleculares.
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2. Planteamiento del problema

El SHS es un padecimiento congénito e infrecuente, de etiologia desconocida.
Para establecer las caracteristicas moleculares de este sindrome se requiere
identificar el gen cuyas variantes patogénicas dan origen a las manifestaciones
clinicas de esta enfermedad. En el HIMFG se atiende a pacientes no relacionados
entre si, con diagnéstico de SHS. El andlisis genético del exoma de estos
pacientes, asi como el estudio de la distribucion de las distintas variantes a lo
largo del gen o genes candidatos, junto con la prediccion del efecto que tienen
estas variantes en el fenotipo, brindara un mayor conocimiento sobre el desarrollo

de este padecimiento.
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3. Pregunta de Investigacion
Este proyecto pretende contestar la pregunta: ;Cudles seran las posibles
variantes patogénicas identificadas por secuenciacion del exoma en pacientes con

diagndstico clinico de SHS?
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4. Hipoétesis
Se identificaran variantes genéticas en el exoma de los pacientes con SHS que

podran estar implicadas en la etiologia de la enfermedad.
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5. Justificacion

La identificacion de variantes patogénicas en un gen responsable del SHS
permitira comprender mejor las bases moleculares de esta enfermedad, asi como,
la via celular implicada, el papel de ese gen en el desarrollo esquelético, y el
patron de herencia de esta enfermedad. Todo esto contribuird al conocimiento
universal y, eventualmente, a un manejo integral adecuado de los individuos

afectados con este sindrome.
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6. Objetivos

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

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

Objetivos especificos

* Identificar a pacientes con diagnéstico clinico del SHS.

* Realizar el analisis del DNA de los pacientes con SHS por medio de la
secuenciacion del exoma.

* Analizar las variantes encontradas, en el contexto de la via implicada y de su
efecto en la proteina.

» Establecer la relacién entre los hallazgos moleculares y los datos clinicos de

los pacientes.
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7. Materiales y métodos

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

con numero de registro HIM 2017-018.

Diseio del estudio
* Tipo de disefo: observacional.
* Tipo de analisis: descriptivo.

* Método de observacioén: transversal.

Lugar
* Departamento de Genética.

* Laboratorio de Gendmica, Genética y Bioinformatica (LGGB), HIMFG.

Periodo de realizacion

e Dos afios, de marzo de 2016 a febrero 2018.

Poblacion objetivo

* Individuos afectados con el sindrome y familiares de primer grado.

* Identificamos tres pacientes no relacionados entre si con diagnéstico de SHS.
Incluimos en el estudio a ambos padres de cada paciente. En total fueron 3

trios incluidos en este protocolo.

Tamaino de muestra y tipo de muestreo
* El numero de muestras a estudiar estuvo determinado por la cantidad de
pacientes identificados y por los recursos disponibles. EI muestreo fue no

probabilistico, con registro consecutivo.
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Criterios de selecciéon

Criterios de inclusién. 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
clinicos principales para el diagnéstico del SHS propuestos por Frangois 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 presentd por primera vez en la familia
(casos esporadicos). Ante esta situacibn sospechamos una herencia
autosdmica recesiva o una herencia autosomica dominante con presentacién
de novo. Obtuvimos muestra de los padres para conocer si alguno de los dos
era portador de la variante patogénica (asumiendo una herencia autosdémica
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 podrian ser las variantes patogénicas que
dieron lugar al SHS (asumiendo una herencia autosomica dominante con
presentacion de novo).

Los hermanos menores de edad del individuo afectado que no tuvieron el
sindrome 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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e Criterios de exclusion

* Pacientes con antecedentes de exposicidn a agentes teratdogenos.

* Contraindicacion para toma de muestra.

¢ Criterios de eliminacion

* Agquellos individuos que manifestaran su decisibn de retirarse del
estudio.

*  Que la calidad del DNA gendmico fuera inadecuada para el analisis.
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8. Variables y definiciones

Variable independiente: Sindrome Hallermann-Streiff

* Definicibn conceptual. Padecimiento congénito caracterizado por
malformaciones en tejido 6seo y tejido blando de la region craneofacial.

* Definicién operacional. Padecimiento congénito en el que estan presentes
las 7 caracteristicas clinicas principales antes mencionadas.

* Escala de medicién. Cualitativa, dicotdmica. Presencia/Ausencia del
sindrome.

* Unidad de medicién: Criterios clinicos propuestos por Frangois en 1958
(Cohen 1991).

Variable dependiente: Variante patogénica

* Definicidbn conceptual. Cambio en la secuencia del DNA que por si solo
explica el desarrollo de una enfermedad.

* Definicidbn operacional. Cambio en la secuencia del DNA que por si solo
explica el desarrollo de una enfermedad, en este caso, el sindrome de SHS.

 Escala de medicion. Cualitativa dicotdmica: Presencia/Ausencia de la
variante patogénica.

* Unidad de medicion. Secuenciacion del exoma y analisis bioinformatico.
Nomenclatura de la Sociedad de las Variantes del Genoma Humano
(Human Genome Variation Society), programas de prediccion 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 identificacion

supervisada de pacientes para su inclusiébn en el estudio hasta el analisis

bioinformatico de los resultados.

Identificacion e inclusion de los individuos participantes en el estudio

Se identificaron, en el archivo clinico del HIMFG, los numeros de registros de
los pacientes con diagnéstico de SHS.

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes identificados y se
tomaron los datos para su localizacion, como teléfono y domicilio. Dos
pacientes habian sido dados de alta del HIMFG por mayoria de edad, por lo
que fue necesario acudir a su domicilio; lo anterior con el conocimiento y
autorizacion de la institucion. La tercera paciente fue evaluada en la consulta
del Departamento de Genética.

Una vez localizados los pacientes, se les realizd una historia clinica, arbol
genealdgico, y una evaluacién fisica con la finalidad de corroborar que
cumplieran con los datos clinicos de los criterios de seleccidon. Se invitd a
participar al estudio a los pacientes y a sus dos padres; se les proporcioné la
carta de consentimiento y/o asentimiento informado (Anexos 1y 2), que les fue
expedida, y se solicitdo la firma de dicho documento. Se realiz6 toma de
fotografias clinicas con previa firma del consentimiento (Anexo 3). Se realizd
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 trios.
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Extraccion del DNA

Las 9 muestras de sangre se recolectaron en tubos con anticoagulante (EDTA)
y se almacenaron a 4°C hasta el momento de ser procesadas para la
extraccion del DNA.

La extraccion 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 extraido, el DNA de los pacientes fue resguardado en el Laboratorio
de Gendmica Genética y Bioinformatica del HIMFG, a -20°C hasta que se

concluyeron todos los estudios necesarios de la secuenciacién del exoma.

Cuantificacion del DNA, verificacion de calidad del DNA y diluciones

Para cuantificar el DNA de cadena doble se utilizé el fluorometro Qubit 3.0,
(Themo Fisher Scientific, Waltham).

Con el fin de realizar un control de calidad de la extracciéon del DNA, se hizo un
gel de agarosa al 1% y se cargaron 4 pl de DNA de cada individuo participante.
Este procedimiento se realizd para observar la integridad del DNA.

Una vez que se comprobd la integridad del DNA, se realizaron diluciones con
Tris HCl a 10 mM con pH de 8.5, para llevar la concentracion final del DNA a 5
ng/ul que es la concentracion deseada para continuar con la generacion de las

librerias.

Secuenciacion del exoma

Para secuenciacion del exoma, se realizaron los siguientes procedimientos: 1)
generacion de la libreria, lo cual comprendié la tagmentacion y el
enriquecimiento; y 2) secuenciaciéon del exoma propiamente dicho. Para la
generacion de la libreria se utilizd el kit y el manual de procedimientos Nextera

Rapid Capture Exome (lllumina, San Diego CA).
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* Tagmentacion. Con el DNA purificado se generé la libreria para la
secuenciacion del exoma. En este procedimiento se realiz6 la fragmentacion
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 anadieron los
adaptadores en los extremos de cada fragmento. Este proceso se realizd de
forma simultanea por medio de una enzima transposasa que tiene la capacidad
de cortar y pegar fragmentos de DNA. (Anexo 4).

* Enriquecimiento. Este proceso consisti6 en separar las secuencias
correspondientes a las regiones exonicas del DNA total, ya que en la
secuenciacion del exoma sélo interesan las secuencias codificantes. Durante
este paso se hicieron varios lavados después de la captura de exones, para
limpiar el DNA exoénico de las otras secuencias no deseadas (Anexo 4).

* Validacion y cuantificacion de la libreria. Antes de la secuenciacion del exoma
se evaluo el tamafo de los fragmentos de la libreria en un gel de agarosa al
4%. La concentracion de la libreria, para posteriormente llevar a cabo la
secuenciacion fue de 1.5 pM.

» Secuenciacion del exoma. La secuenciacidn propiamente dicha se realizo
mediante la técnica de secuenciaciéon por sintesis de puentes en el instrumento
NextSeq500 (lllumina®, San Diego). Se utilizd una celda de flujo de alto
rendimiento, con la capacidad para generar secuencias de extremos pareados.
La secuenciacidon se hizo de manera multiplex: se procesaron las 9 muestras
en un solo experimento, usando codigos de barras (indices) para distinguir
cada muestra.

* Finalmente, se realiz6 el analisis bioinformatico, que incluy6 la evaluacion
global de calidad del experimento, el alineamiento, el llamado de variantes, el
analisis y la priorizacién de las variantes. En la Figura 6 se esquematizan todas

las etapas del estudio de forma secuencial.
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Identificacion de los nimeros de registro de pacientes con sindrome de
Hallerman Streiff del HIMFG

A4 .

Revision de expedientes

K

Confirmacién del diagnéstico, invitacién al estudio, toma de muestra de
sangre periférica a los pacientes y a sus padres

\Z

Extraccién y purificacion del DNA

Construccién de bibliotecas de fragmentacion

\Z

Secuenciacion de exoma (NextSeq500 lllumina®)

AV4

Anélisis bioinformatico

Figura 6. Desarrollo general del estudio. Se muestran las etapas realizadas en el
proyecto.
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Analisis bioinformatico

Evaluacion global del experimento

Una vez que el proceso de secuenciacion termind, el equipo generd 8 archivos
en formato FASTQ por cada muestra de DNA. Dicho formato incluy6 estas
secuencias en formato FASTA y valores de calidad para cada una de las
posiciones de la secuencia. Para comenzar el analisis de los datos, se
revisaron estos archivos en la plataforma de Illumina (Base Space, Sequence
Hub) y se obtuvieron graficas 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 indices para continuar con el alineamiento.

Alineamiento y llamado de variantes

Este procedimiento consistié 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 utiliz6 la versiéon
del genoma GRCh37.p13 (hg19) como modelo y el programa Issac Enrichment
(Nlumina) 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 generd un archivo con la lista de variantes en formato
vcf (variant call file) por cada individuo. Ademas se obtuvieron los datos de

cobertura y profundidad globales, y en cada muestra.

Analisis de las variantes.

Las variantes obtenidas fueron analizadas con el software Base Space Variant
Studio (version 3.0; lllumina). Este procedimiento se realizd solo con las
variantes de los tres individuos afectados. En este proceso las variantes fueron

sometidas a diferentes filtros para reducir el numero 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 codén de paro, corrimiento del
marco de lectura e indels); 3) filtro de frecuencia en la poblacién, se retuvieron solo
aquellas variantes que tuvieron una frecuencia <1% 6 que no estuvieron reportadas en
las bases de datos Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP, NCBI), Exome
Aggregation Consortium (ExXAC) y el Proyecto de los 1000 Genomas; 4) filtro de
segregacion familiar, se compararon las variantes de los individuos afectados con las

de sus familiares sanos.

De acuerdo con los arboles genealdgicos de los 3 pacientes, se asumieron dos
posibles patrones de herencia para evaluar la segregacion de las variantes, el

modelo autosémico 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 utilizé una base de datos del
Laboratorio de Gendmica, Genética y Bioinformatica (LGGB) del HIMFG,
formada por 123 genotipos obtenidos por secuenciacion de segunda
generacion, para aplicar un filtro adicional comparando las variantes presentes
en los 3 trios con las de otros individuos de la poblacién mexicana. La base de
datos reune exomas de pacientes con enfermedades distintas al sindrome de
SHS como inmunodeficiencias, asi como también exomas de familiares sanos.
Este procedimiento permiti6 reducir el numero de variantes candidatas.
Posteriormente, de forma manual, se corroboré que las variantes restantes
segregaran con el patron de herencia autosébmico recesivo o de novo. En el
primero se asumié que los padres debian 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 consider6 la posibilidad de que el paciente fuera heterocigoto
compuesto, situacién en la que los padres hubiesen tenido una mutacion
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 evalud
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 buscé intencionadamente la presencia
de variantes en los genes que se han reportado como posibles causantes del
SHS (GJA1, LMNA, ZMPSTE24, ICTM).

Priorizacion de genes

En esta fase se seleccionaron sélo los genes que se considerd tuvieran alguna
relacion funcional con la causa del SHS. Para ello se utilizd la herramienta
bioinformatica Exomiser version 9.0 (hiPHIVE: human/interactome-PHenotypic
Interpretation of Variants in Exomes) (Smedley et al. 2015). Esta herramienta
priorizd los genes utilizando un analisis de interaccién de proteinas; evalué la
relevancia clinica de las variantes por medio de la comparaciéon entre el
fenotipo de los 3 pacientes con fenotipos similares en humanos, ratén y pez
cebra; tomb en cuenta el efecto de la variante en la proteina y la frecuencia en
bases de datos. Esta herramienta ordend las variantes jerarquicamente de
acuerdo con un valor que le asign6 a cada variante a partir de los tres aspectos
mencionados. De esta manera, los genes que estuviesen hasta arriba, serian
los que tendrian mayor importancia como candidatos a la causa del SHS. Se
realiz6 este andlisis tanto asumiendo una herencia recesiva, como una
presentacion de novo. Como archivos de entrada se utilizaron los vcf de cada
familia, los archivos ped de cada trio (archivos de pedigri que indican la
relacion entre los miembros de la familia, el género de cada integrante y quién
estd afectado) y los términos fenotipicos 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
Osea reducida (HP:0004349), puente nasal convexo (HP:0000444), escoliosis

(HP:0008065). Como control de calidad final, s6lo se retuvieron los genes que

tuvieran informacion del genotipo en al menos 70% de los individuos de la base
de datos del LGGB.

Comparacion de las variantes finales en los 3 pacientes

Por ultimo, se compararon las variantes restantes de un trio con las de los

otros dos trios. Para ello asumimos 3 enfoques:

1.

Se revisd si existian variantes que estuvieran presentes en los tres
individuos afectados, para retenerlas como variantes candidatas. Este
enfoque resultd de la suposicion de que los tres pacientes presentaran el
mismo gen afectado.

Otra posibilidad fue que so6lo 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 1y 3.

La ultima 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

so6lo una variante probablemente patogénica.

En la Figura 7 se muestra el algoritmo del andlisis bioinformatico realizado.
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Figura 7. Secuencia del analisis bioinformatico: la evaluacion de calidad del experimento,
la aplicacion de filtros con Variant Studio y la priorizacion de genes.
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10. Limitaciones del estudio

La secuenciacién de segunda generacion permite secuenciar, de manera rapida y
accesible, genomas o regiones subgenémicas como el exoma. Sin embargo, hay
regiones del genoma que por su naturaleza son todavia inaccesibles, tanto para
este tipo de secuenciacion como para la secuenciacibn Sanger y para la
secuenciacion de segunda generacién. 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 alteracion genética reside en alguna de esas regiones, no se
identificara la alteraciéon. Cuando se lleva a cabo secuenciaciéon del exoma, es
posible hallar las alteraciones que se presentan en regiones codificadoras, pero no
aquéllas que estan presentes en regiones reguladoras O en secuencias
intergénicas, o que constituyen alteraciones estructurales con puntos limites fuera

de las regiones exodnicas.
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11. Financiamiento

Este protocolo formé parte del proyecto mayor: “Identificacidn por secuenciaciéon
de segunda generacion de genes responsables de enfermedades monogénicas”,
con numero de registro HIM 2015-072, por lo que cont6 con recursos del
Departamento de Genética y del Laboratorio de Gendmica, Genética vy
Bioinformatica. Este protocolo también fue sometido a la convocatoria de fondos

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

Presentacion de casos clinicos
En el Hospital Infantil de México se identificaron tres pacientes no relacionados
entre si con diagnostico clinico de SHS. A continuaciéon se describe cada uno de

ellos.

Paciente 1

Masculino de 33 afos, originario de Tlaxcala y residente del Estado de México,
padres sanos, hermana de 31 afos sana, sin otro familiar afectado (Figura 8). La
madre negd exposicion a teratdgenos durante el embarazo. Conocido en esta
institucion a la edad de 5 afos, referido de un hospital de Tlaxcala por probable
diagndéstico de sindrome de SHS por presentar al nacimiento catarata congénita

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

55a 50a

33a

/

Sindrome
Hallermann-Streiff

Figura 8. Arbol genealdgico del paciente 1, la estrella en azul sefala los individuos que
fueron estudiados por secuenciacion del exoma.
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Se corroboro catarata congénita de ojo izquierdo, microftalmia bilateral, y ausencia
congénita de piezas dentales. Present6 edad Osea retrasada y, desde la edad de
cinco afos, se observd una estatura por debajo de 2 desviaciones estandar de la
normalidad sin acortamiento de extremidades. Se concluyd diagnéstico clinico del
SHS con expresion leve, pues aunque cuenta con los 7 criterios clinicos
principales, el fenotipo no es tan grave como el descrito en otros pacientes con

sindrome SHS.

En la exploracion fisica se documenté: 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

apifamiento dental (Figura 9).

Figura 9. Fotografias clinicas del paciente 1. Se muestra abombamiento frontal,
microftalmia de predominio izquierdo, punta nasal delgada, nariz convexa, apifiamiento
dental y micrognatia.
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Paciente 2

Femenino de 16 afos, originaria y residente del Estado de México. Madre y padre
sanos, hermana de 7 afos, sana. Sin otro familiar afectado por esta entidad
(Figura 10). Conocida en el HIMFG a la edad de 28 dias por sindrome dismorfico.
La madre neg6 exposicion a teratdgenos durante el embarazo. Desde el mes de
vida se realiz6 el diagnéstico de SHS clasico al cumplir con los 7 criterios
principales. Presentd retraso en el desarrollo psicomotor evidenciado por tener
hitos del desarrollo anormales como el sostén cefalico hasta los 12 meses de vida,
sedestacion a los 18 meses, gateo a los dos afios y deambulacion a los tres afios

de vida.

43a 39a

7a

Sindrome de
Hallermann-Streiff

Figura 10. Arbol genealdgico de la paciente 2, la estrella sefiala los individuos que fueron
estudiados por secuenciaciéon del exoma.
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Se realiz6 extraccion de catarata congénita bilateral y se documentd microftalmia
bilateral, atrofia de la piel de la nariz y desviacién septal derecha, ademas de
ausencia de varios gérmenes dentarios e hipoplasia de esmalte. Presentd
escoliosis severa que ha requerido multiples correcciones quirurgicas. Presenta
talla baja proporcionada desde la infancia y ha requerido de educacién especial.
La paciente presenta un fenotipo grave del SHS al presentar compromiso

intelectual y esquelético mas severo.

Exploracién fisica 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 desviacion septal,

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

escoliosis grave (Figura 11).

Figura 11. Fotografias clinicas de la paciente 2. A) B) Aspecto facial caracteristico,
manifestado por hipotricosis, microftalmia, nariz convexa y adelgazada en la punta, y
micrognatia. C) Apifiamiento 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 afos, originario y residente de Veracruz. Padres y dos hermanos
sanos, sin otro familiar afectado por esta entidad (Figura 12). Conocido en esta
institucion a la edad de 6 meses, la madre neg6 exposicion a teratégenos durante
el embarazo. Desde el nacimiento la madre not6 opacidad en ambos ojos y se
realizd el diagndstico de SHS clasico a la edad de seis meses al cumplir con los 7

criterios clinicos principales.

| wr -
55a 54a
I o
1
32a 31a 26a

Sindrome de
Hallermann-Streiff

Figura 12. Arbol genealdgico del paciente 3, la estrella sefala los individuos que fueron
estudiados por secuenciaciéon del exoma.
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Se realizd extraccion de catarata congénita bilateral. Presenta talla baja

proporcionada desde la infancia y ausencia de multiples piezas dentales.

Exploracién fisica 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. Fotografias clinicas del paciente 3. A), B) C) Se observa el fenotipo
caracteristico del sindrome 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) autosomico dominante con presentacion

de novo o 2) autosémico recesivo con padres portadores.

Es importante destacar dentro de los resultados clinicos obtenidos que se
encontré 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 menciond previamente, tiene un fenotipo leve en comparacion con los
otros dos. Ademas la paciente 2 estd mas afectada que el paciente 3 puesto que
presenta deficiencia intelectual y escoliosis grave. Esta informacién clinica podria
ser util para el analisis de las variantes, puesto que podria 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, situacibn que podria explicarse si hubiera heterogeneidad
genética en el SHS. En la Tabla 4 se comparan los datos clinicos entre los 3

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

Datos clinicos Paciente  Paciente  Paciente
1 2 3
Edad 33a 16a 31a
Género M F M
Defiencia intelectual - ++ -
Aspecto facial caracteristico del + +++ ++
sindrome
Talla baja proporcionada +i +++ ++
Discefalia + ++ ++
Microftalmia bilateral ++ ++ ++
Catarata congénita +u +b +b
Atrofia de piel (nariz) + ++ ++
Nariz adelgazada hacia la punta ++ +++ +
Nariz convexa ++ ++ +++
Denticién anormal +ap +ag +ag
Paladar arqueado + +++ ++
Micrognatia + +++ ++
Hipotricosis +i ++ ++
Escoliosis - F++ R
Gravedad de fenotipo + +++ ++

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

Calidad

En nuestro experimento se encontré 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).
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Figura 14. Grafica de Q score promedio de la corrida de secuenciacion del exoma. El eje
vertical corresponde al numero 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 flujp donde se realizd la reaccibn de secuenciacion fue de

aproximadamente entre 175 mil y 260 mil/mm?. (Figura 15 A, B)
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Figura 15. A) Esquema de la celda de flujo con los 4 carriles, sitio en donde se realiz6 la
secuenciacién 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 disefio experimental que se empled, es de 170 mil
a 210 mil clusters/mm?
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Profundidad (cobertura)

La profundidad promedio de las 9 muestras fue de 115.5X y la proporcion del
exoma que superd 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 distribucién 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 Proporcion Proporcion Proporcion Proporcion
media del exoma delexoma delexoma del exoma
con con con con

cobertura cobertura cobertura cobertura
21X 2 10X 2 20X 2 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 1134 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. Gréfica de profundidad. Se ilustra la distribucién de la profundidad obtenida en

Uniformidad de
cobertura
8

cada muestra (m). El promedio de la cobertura en las 9 muestras fue de 92.22 %

cada muestra, graficada con diferente color. El promedio fue de 115.5X.
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Muestra

Paciente 1(m7)
Padre 1 (m2)
Madre 1(m8)
Paciente 2 (m3)
Padre 2 (m6)
Madre 2 (m9)
Paciente 3 (m5)
Padre 3 (m1)
Madre 3 (m4)

Figura 17. Gréfica de barras de la cobertura. Se ilustra la uniformidad de la cobertura en
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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 tamafo 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 2Q30 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

parametros en las tres muestras de la familia 1.

Tabla 6. Resumen del alineamiento de la familia 1.

Total de fragmentos secuenciados 114 598 097

Tamano de los fragmentos 165pb

Total de fragmentos alineados 95 159 064

Porcentaje de fragmentos alineados 91.64%

Porcentaje de bases 2Q30 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 (versién 3.0; lllumina), se
obtuvieron 128 variantes en 46 genes cuando asumimos una herencia
autosdmica recesiva y 149 variantes en 143 genes cuando asumimos una

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

ZMPSTEZ24 e ICTM con herencia autosémica recesiva ni presentacion de novo.

Al final de la priorizacién de variantes con Exomiser (version 9.0, hiPHIVE) y de
aplicar el ultimo control de calidad, en el que sélo se retuvieron las posiciones
genotipificadas en mas del 70% de los individuos de la base de datos del LGGB,
los resultados mostraron en el modelo autosémico recesivo 6 variantes en 3
genes (PKD1, PNPLA3, FBX010,) para las cuales el paciente resultd ser
heterocigoto compuesto. Ademas se encontr6 1 variante adicional para la cual el
paciente fue homocigoto (gen ZNF541). Cuando se asumi6 una presentacion de
novo quedaron al final de todo el andlisis 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 jerarquicamente las variantes finales con patron de herencia

autosdmico recesivo y presentacion de novo, respectivamente.
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Tabla 7. Filtrado de variantes en el paciente 1.

Nimero Descripcion del filtro o estrategia Nimero de Numero
de filtro variantes de genes
0 Variantes iniciales, resultantes del alineamiento. 97697 20487
1 Calidad =Q30, profundidad mayor a 9, 25071 14786
frecuencia del alelo alternativo >19%.
2 Consecuencia. Variantes causantes de error en 10470 9532
el sitio de splicing, sin sentido, de sentido
equivocado, ganancia o pérdida de codén de
paro, corrimiento del marco de lectura, indels.
3 Frecuencia en la poblacion <1%, variantes que 681 568
no estuvieron reportadas en las bases de datos
(dbSNP, EXAC Proyecto de los 1000
Genomas).
4 Segregacion familiar.
* Herencia autosdmica recesiva. 128 46
* Presentaciéon de novo. 149 143
5 Base de datos de poblacién mexicana (LGBB,
HIMFG)
* Herencia autosdmica recesiva. 24 16
* Presentacion de novo. 87 86
6 Exomiser version 9.0 (hiPHIVE) y filtro de
calidad final.
* Herencia autosémica recesiva. 7 4
* Presentacion de novo. 7 7
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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 tamafio 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 2Q30 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 parametros en

las tres muestras de la familia 2.

Tabla 10. Resumen del alineamiento de la familia 2.

Total de fragmentos secuenciados 98 531 934

Tamano de los fragmentos 157pb

Total de fragmentos alineados 80 659 066

Porcentaje de fragmentos alineados 92.17%

Porcentaje de bases 2Q30 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 (versién 2.3; lIllumina), se
obtuvieron 86 variantes en 27 genes cuando se asumi6é una herencia autosémica
recesiva y 225 variantes en 220 genes cuando se asumidé presentacion 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 autosdmica 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 presentacion 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 priorizacion de variantes con Exomiser (version 9.0, hiPHIVE) y de aplicar
ultimo control de calidad, en el que sbélo se retuvieron las posiciones en las que
hubiera genotipo en mas del 70 % de los individuos de la base de datos del LGGB, los
resultados mostraron en el modelo autosémico recesivo 10 variantes en 5 genes
(ADGRV1, PCDH15, MUC16, NAALADL2, TMEMG63A) para las cuales el paciente
resultdé ser heterocigoto compuesto. Ademas se encontraron 3 variantes adicionales
para las cuales el paciente fue homocigoto (genes RAB38, DNAJC30, CROCC).
Cuando se asumidé una presentacion 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 12y 13 se
enumeran jerarquicamente las variantes finales con patrén de herencia autosémico

recesivo y presentacion de novo, respectivamente.
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Tabla 11. Filtrado de variantes en la paciente 2.
Ndmero Descripcion del filtro o estrategia Nimero de Numero
de filtro variantes de
genes
0 Variantes iniciales, resultantes del 90611 20136
alineamiento.
1 Calidad =2Q30, profundidad mayor a 9, 22680 13749
frecuencia del alelo alternativo >19%.
2 Consecuencia. Variantes causantes de error en 9446 8243
el sitio de splicing, sin sentido, de sentido
equivocado, ganancia o pérdida de codon de
paro, corrimiento del marco de lectura, indels.
3 Frecuencia en la poblacién <1%, variantes que 701 588
no estuvieron reportadas en las bases de datos
(dbSNP, ExAc, Proyecto de los 1000
Genomas).
4 Segregacion familiar.
* Herencia autosémica recesiva. 86 27
* Presentaciéon de novo. 225 220
5 Base de datos de poblacion mexicana (LGBB,
HIMFG).
* Herencia autosémica recesiva. 20 11
* Presentaciéon de novo. 184 184
6 Exomiser version 9.0 (hiPHIVE) y fltro de
calidad final.
* Herencia autosémica recesiva. 13 8
* Presentacion de novo. 53 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 tamafo 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 2Q30 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 parametros en las tres muestras de la familia 3.

Tabla 14. Resumen del alineamiento de la familia 3.

Total de fragmentos secuenciados 100 432 109

Tamano de los fragmentos 158pb

Total de fragmentos alineados 84 157 770

Porcentaje de fragmentos alineados 91.80%

Porcentaje de bases 2Q30 76.52%

Cobertura 113.06X

73
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HIMFG pacientes con sindrome de Hallermann-Streiff

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 (versién 2.3; lIllumina), se
obtuvieron 125 variantes en 40 genes cuando se asumié una herencia autosémica
recesiva y 247 variantes en 236 genes cuando se asumi6é una presentaciéon 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 autosémica 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 presentacion de
novo (Filtro 5, Tabla 15). No se hallaron variantes en los genes GJA1, LMNA,
ZMPSTE24 e ICTM, cuando se asumié una herencia autosbmico recesiva ni al

asumir presentacion de novo.

Al final de la priorizacion de variantes con Exomiser (version 9.0, hiPHIVE) y de aplicar
ultimo control de calidad, en el que se retuvieron las variantes genotipificadas en mas
del 70% de los individuos de la base de datos del LGGB, los resultados finales
mostraron en el modelo autosdmico recesivo 2 variantes en 1 gen (MYBL2) para las
cuales el paciente resultdé ser heterocigoto compuesto. Cuando se asumid
presentacion 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 jerarquicamente las variantes finales con patrén de herencia autosémico

recesivo y presentacion de novo, respectivamente.
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Tabla 15. Fltrado de variantes en el paciente 3.
Filtro Descripcion del filtro Nimero de Numero de
variantes genes
0 Variantes iniciales, resultantes del 91397 20227
alineamiento.
1 Calidad =Q30, profundidad mayor a 9, 23215 12634
frecuencia del alelo alternativo >19%.
2 Consecuencia. Variantes causantes de 9741 8786
error en el sitio de splicing, sin sentido, de
sentido equivocado, ganancia o pérdida de
codén de paro, corrimiento del marco de
lectura, indels.
3 Frecuencia en la poblacion <1%, variantes 783 657
que no estuvieron reportadas en las bases
de datos (dbSNP, ExAc, Proyecto de los
1000 Genomas).
4 Segregacion familiar.
* Herencia autosdmica recesiva. 125 40
* Presentaciéon de novo. 247 236
5 Base de datos de poblacion mexicana
(LGBB, HIMFG)
* Herencia autosbmica recesiva. 37 20
* Presentaciéon de novo. 206 200
6 Exomiser version 9.0 (hiPHIVE) y filtro de
calidad final.
* Herencia autosémica recesiva. 2 1
* Presentaciéon de novo. 77 76
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HIMFG pacientes con sindrome de Hallermann-Streiff

Comparacion de las variantes finales entre los 3 pacientes

Con un patrén de herencia autosémico 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 situacién similar ocurrié al asumir presentacion de
novo. En la Figura 18 se muestran los genes obtenidos después de la priorizacion con
Exomiser. En el caso de los pacientes 2 y 3, solo se incluyen los 10 primeros genes de

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

Modelo autosémico RAB38
recesivo e
PNPLA3 PCDH15
FBX010 MUC16 MYBL2
ZNF541 NAALAD2
TMEMG3A
DNAJC30
CROCC

Presentacion de

novo

HIRA ATP7A
CAPN6 NELFA BCOR
RAB5C ARID1B OBSL1
FAT3 PDE4D KMT2D
ZNF423 CHST11 MEAF6
GPANK1 NEDDAL XRCC6
FUT4 TCF7L2 FGF3
OR5C1 COL6A3 PTPN7

ODC1 COPB1

GANAB ALS2

Figura 18. Variantes obtenidas en los 3 pacientes con el modelo autosémico recesivo y
presentacién de novo. El circulo azul contiene las variantes del paciente 1, el circulo verde
contiene las variantes de la paciente 2 y el circulo naranja contiene las variantes del paciente
3.
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13. Discusion

La causa del sindrome de Hallermann-Streiff (SHS) es desconocida. Si bien se han
descrito algunos casos familiares, todos los casos clasicos con diagnéstico confirmado
de esta entidad se han presentado esporadicamente sin predileccion de género (Cohen

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

A favor estan los reportes mencionados de pacientes con probable patrén de herencia
autosémica recesiva y dominante, la concordancia en gemelos monocigéticos (Van
Balen 1961) y el hecho de que el fenotipo del SHS se sobrepone con otros desérdenes
congénitos mendelianos como la displasia 6éculodentodigital y el sindrome de Progeria
Hutchinson-Gilford (Kortiim et al. 2011; Cohen 1991), lo que nos lleva a suponer que
quiza el SHS es causado por un gen relacionado con las vias de sefalizacién de los

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

La evidencia que podria hacer menos probable una herencia mendeliana, es el hecho
de que todos los casos confirmados de SHS han sido esporadicos (Cohen 1991), que
el trastorno ha sido concordante y discordante en gemelos monocigoéticos (Schondel
1943), y que hay reporte de mujeres afectadas que concibieron hijos sanos (Numabe et
al. 2011).

Aunque la presentacion del SHS es principalmente esporadica, se ha considerado que
el SHS pueda tener una causa monogénica. Para el estudio de esta enfermedad se
necesita iniciar con una hipétesis que pueda comprobarse o refutarse, en éste ultimo
caso, la informacidén obtenida sera util al conocimiento universal. En este trabajo se
asumi6 una probable causa monogénica del SHS y se describen las posibles variantes
patogénicas identificadas por secuenciacién del exoma de 3 trios conformados por 3
individuos no relacionados con diagnostico clinico de SHS y padres sanos, asumiendo

un patrén de herencia autosdmico recesivo y presentacion de novo.
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Discusion de los hallazgos clinicos en los 3 pacientes con SHS

Los tres individuos afectados tuvieron una presentacion esporadica del SHS, este
hallazgo fue consistente con la mayoria de los casos reportados en la literatura
(Numabe et al. 2011). Los tres individuos afectados tuvieron hermanos sanos, lo que
haria menos probable una herencia autosomica recesiva en el SHS manifestado en
estos pacientes. Los tres pacientes tuvieron los 7 principales datos clinicos del
sindrome descritos desde 1958 (Francois 1958). Sin embargo, hubo diferencias

especificas entre los ellos.

El paciente 1 manifesté un fenotipo leve en comparacion con los pacientes 2 y 3,
caracterizado por talla baja durante la infancia que se compensé en la adolescencia al
llegar a valores normales con respecto a la talla familiar. Ademas presentd hipotricosis
en la nifiez, segun lo descrito en su expediente, pero en la etapa adulta esta
manifestacion se torné poco evidente. Presenté 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 s6lo presentd apifiamiento
dental, a diferencia de los pacientes 2 y 3 que presentaron ausencia de varias piezas

dentales.

La paciente 2 present6 un aspecto facial caracteristico mas notable que en el paciente
1, con mayor similitud a la facies del paciente 3. La talla de la paciente 2 tuvo una
mayor alteracién, a diferencia de los pacientes 1 y 2. También manifestd
malformaciones esqueléticas adicionales como escoliosis severa y pectus carinatum
que no se observaron en los otros dos pacientes. La paciente 2 presenté retraso en el
desarrollo psicomotor y ha requerido de educacion especial; los otros dos pacientes no
tuvieron ninguna alteracién intelectual. Con esta informacién es posible concluir que la

paciente 2 tuvo el fenotipo mas severo .
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El paciente 3 tuvo un fenotipo similar a la paciente 2, manifesté las caracteristicas
clinicas principales del sindrome 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 1y la paciente 2.

Todas las manifestaciones de los 3 pacientes ya han sido descritas en la literatura; no
se encontraron datos clinicos nuevos. A diferencia de otros reportes de pacientes con
SHS, los pacientes estudiados no presentaron alteraciones esqueléticas como
sindactilia o hipoplasia de clavicula y costillas. Las malformaciones genitourinarias,
cardiacas y neuroldgicas previamente descritas en otros casos del SHS, no se

evidenciaron en éstos 3 pacientes.

*kk
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Discusion de los hallazgos moleculares en los pacientes con SHS

El analisis molecular por medio de la secuenciacién del exoma en los 3 individuos y en
sus padres permitié evaluar las posibles variantes patogénicas al asumir dos patrones
de herencia, autosémico recesivo y presentacion de novo, basados en la presentacion

esporadica de los 3 pacientes.

Variantes identificadas en el modelo autosémico recesivo

Dentro del modelo autosémico 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 analisis detallado de cada variante, se observé que la variante en estado
heterocigoto ¢.2102C>A (p.Thr701Asn) en PKD1 también se encontr6 en 5 personas
mas de la base de datos del LGGB. Debido a que esto representaria un exceso de
heterocigotos en la poblacién e implicaria una proporcidén elevada de portadores del
SHS, lo cual es incompatible con la incidencia de la enfermedad, lo mas probable es
que ésta variante sea un polimorfismo sin efecto en el fenotipo estudiado. Si se elimina
esta variante, queda unicamente otra en PKD1, lo que es incompatible con un modelo
autosdmico recesivo. Con esto descartamos que el gen PKD1 esté relacionado con la
causa del SHS.
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Las dos variantes del gen FBX0O10, c.434G>T (p.Gly145Val) y ¢.398G>A
(p-Arg133GIn), ya se han reportado previamente en dbSNP (rs201749348,
rs752526134) con una frecuencia maxima de 0.2041 y 0.0238 respectivamente. Al
realizar el calculo 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, habria una incidencia mas elevada de

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

La variante en estado homocigoto presente en ZNF541, ¢.2079C>G (p.Phe693Leu), se
ha reportado en la base de datos de dbSNP (rs776910248) con una frecuencia maxima
de 0.2087. Siguiendo el razonamiento de los parrafos anteriores, esta frecuencia alélica

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

Se hallaron 2 variantes en el gen PNPLA3, ¢.302G>A (p.Cys101Tyr) vy
c.1053_1054insGGTAG (p.Ser352Glyfs*5). La primera no ha sido reportada
previamente y la segunda se encuentra en dbSNP (rs747155219) en una frecuencia
maxima del 0.0133. La consecuencia de la variante ¢.302G>A (p.Cys101Tyr) es una
mutacion de sentido equivocado; SIFT y PolyPhen predicen un efecto benigno en la
proteina. La consecuencia de la variante ¢.1053_1054insGGTAG (p.Ser352Glyfs*5) es
el corrimiento del marco de lectura con pérdida del codon de paro, por lo que se
considera que podria ser deletérea. Al analizar la red de interaccidon de proteinas de la
base de datos STRING mostré que PNPLAS3 interactua con DHCR7 (dehidrocolesterol
7 reductasa; enzima de la biosintesis de esteroles que convierte el 7-dehidrocolesterol
en colesterol). El gen que codifica a ésta ultima proteina, estd asociado con el
sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS; MIM #27044), un padecimiento con
malformaciones congénitas multiples y deficiencia intelectual que se hereda con patrén
autosbmico recesivo. Exomiser encontré similitud fenotipica entre el SLOS con el
fenotipo del SHS.
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Las caracteristicas fenotipicas del SLOS similares al SHS fueron talla baja, alteraciones
craneofaciales (microcefalia, estrechamiento bitemporal, micrognatia), alteraciones
oftalmicas (catarata, estrabismo), alteraciones nasales (nariz antevertida, puente nasal
aplanado y ancho) y apifiamiento dental. Sin embargo, la frecuencia de la variante
c.1053_1054insGGTAG (p.Ser352Glyfs*5) es alta si consideramos una incidencia del
SHS de maximo 1 en 10 mil individuos afectados, por lo que aunque esta variante

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

Variantes identificadas en la paciente 2. Siguiendo con el modelo autosdémico
recesivo, en la paciente 2 se identificaron 13 posibles variantes patogénicas en los
genes ADGRV1, PCDH15, MUC16, NAALADL2, TMEMG63A, RAB38, DNAJC3O0,
CROCC (Tabla 12). Al realizar la evaluacién 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 TMEMG63A fueron ¢.946G>T (p.Glu316*) y ¢.523C>T
(p.Pro175Ser). La primera es una variante con coddn de paro prematuro y la segunda
es de sentido equivocado. Para la primera no hubo datos de prediccién del efecto en la
proteina, y la segunda es deletérea segun PolyPhen y Mutation Taster, y tolerada
segun SIFT. Esta segunda variante ha sido reportada previamente en dbSNP
(rs1019154055) con una frecuencia maxima de 0.0034. Exomiser encontr6 una
similitud fenotipica con un modelo murino en este gen y algunos datos clinicos del
SHS. Los términos fenotipicos similares fueron polisindactilia y fusion de arcos
vertebrales, caracteristicas 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 identific6 la variante ¢.356C>T (p.Pro119Leu) en estado
homocigoto; esta variante ya se ha reportado en dbSNP (rs762740402) con una
frecuencia maxima de 0.0086 en la poblacién. Se trata de una variante de sentido
equivocado con efecto benigno en la proteina segun PolyPhen, deletéreo de acuerdo
con SIFT, y danino por Mutation Taster. El analisis de interaccion de proteinas mostrd
una interaccién entre RAB38 y HELLS. El gen que codifica esta ultima proteina es el
responsable del sindrome de inmunodeficiencia-inestabilidad centromérica y anomalias
faciales 4 (ICF4; MIM #616911); padecimiento autosémico recesivo caracterizado por
infecciones recurrentes en la infancia y rasgos faciales dismorficos. Exomiser descubrio
datos fenotipicos similares del ICF4 al fenotipo del SHS como micrognatia, talla baja y
deficiencia intelectual. Aunque la variante en RAB38 no se encontré en ningun 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 tendria con la frecuencia
alélica de 0.0086, seria de 2.9 afectados en 10 mil individuos, cifra que es elevada si
consideramos que el SHS es menos frecuente. Por esta razén, no podemos postular

este gen para asociarlo con la etiologia del SHS.

Variantes identificadas en el paciente 3. En el paciente 3 se identificaron las
variantes ¢.821C>T (p.Pro274Leu) y c.1542C>A p.(Asn514Lys) en el gen MYBL2 en el
modelo autosémico recesivo (Tabla 15). Ambas variantes son de sentido equivocado.
Solo la primera variante se ha reportado previamente en dbSNP (rs148341654) con
una frecuencia maxima de 0.1834. De acuerdo a la frecuencia de esta variante, la
incidencia del SHS seria 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.

*kk
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Las situaciones que podrian explicar el hecho de que en el modelo autosémico
recesivo no se encontraron variantes o genes compartidos entre los tres pacientes
podrian ser las siguientes: 1) que el modelo sea erréneo, 2) que la region sea dificil de
secuenciar, 3) que la variante en cuestion se haya filtrado (falso negativo), 4) que no
sea una variante pequefia dentro de un exén y 5) la existencia de heterogeneidad

genética en el SHS.

Se considerd que hubiera ocurrido este ultimo escenario, sin embargo, los genes que
quedaron después del proceso de filtrado y priorizacion en el modelo autosémico
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 hipotesis de que el SHS no tiene un patrén de herencia
autosémico recesivo. En la literatura existen pocos casos descritos de hermanos
afectados con SHS (Numabe et al. 2011). ElI Dr. Michael Cohen, en una revision
completa del sindrome, argumentd al respecto que dos hermanos afectados reportados
por Hall y colaboradores en 1974, en realidad presentaban un sindrome
fenotipicamente similar al SHS, el sindrome Pseudoprogeria-Hallermann-Streiff,
entidad en la que los afectados ademas de presentar datos clinicos caracteristicos del
SHS, cursan con cuadriplejia espastica (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, sélo uno estuvo afectado (Berbich et al. 1977).
Francois, en 1982, cit6 otras situaciones de consanguinidad pero los casos que se han

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

Esta tesis concuerda con la postura del Dr. Cohen. En los arboles genealdgicos de los
3 individuos que se estudiaron, se puede observar que todos tienen hermanos y
ninguno de ellos estda afectado. Ademas, los resultados moleculares de la
secuenciacion del exoma, asumiendo un modelo autosémico recesivo, no mostraron
ningun 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 presentacion de novo

De forma similar a lo que resultdé en el modelo autosémico recesivo, al asumir
presentacion 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, FATS3,
ZNF423, GPANK1, FUT4, OR5C1 (Tabla 9). Todas las variantes fueron de sentido
equivocado, a excepcion de la que se encontrd 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 describiran brevemente cada una de ellas.

La variante en CAPNG6, c.1160A>G (p.Tyr387Cys), se catologd como probablemente
deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. CAPN6 se encuentra en Xq23, tiene
13 exones y codifica para la proteina Calpaina 6. Las calpainas son una familia ubicua
y bien conservada de proteasas de cisteina dependientes de calcio. Las proteinas de
calpaina forman heterodimeros que consisten de una subunidad pequefia no variable y
una subunidad grande variable. Las calpainas han sido implicadas en procesos
neurodegenerativos, ya que su activacion puede ser desencadenada por la presencia
de calcio y el estrés oxidativo. La proteina codificada por este gen esta altamente
expresada en la placenta. Una enfermedad asociada con CAPNG es la distrofia corneal
posterior polimorfa 1 (MIM #122000) (Tonami et al. 2011). Este ultimo dato podria ser
relevante, ya que éste gen podria participar en vias el desarrollo embriolégico del ojo y
no se descartaria la posibilidad de asociarlo con el SHS. Por otro lado, este gen se
encuentra en el cromosoma X, y aunque no esperariamos que el SHS tuviera una
herencia ligada al X al no haber predileccion por el sexo en esta entidad, no puede

descartarse una mutacién de novo en este gen.
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La variante en RABS5C, c¢.190T>G (p.Cys64Gly), también se catologd como
probablemente deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. EI gen RAB5C se
encuentra en 17921.2, tiene 9 exones y codifica para una proteina miembro de la
familia RAB, grupo proteico que forma parte de la superfamilia de oncogenes RAS. Los
miembros de la familia de proteinas RAB son pequeias GTPasas que se cree que
aseguran la fidelidad en el proceso de acoplamiento y fusion de vesiculas 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 embriolégicos o de
organogénesis hasta ahora desconocidos, que puedan asociarse con la causa del
SHS.

La variante en FATS3, c.22T>C (p.Cys8Arg), se clasific6 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 proteina protocadherina FAT-3, miembro de la familia
de las cadherinas. Entre sus funciones esta la de unién de iones de calcio. Se ha
detectado mMRNA de FAT3 en células madre embrionarias, neuroectodermo primitivo,
cerebro fetal, tejido neuronal en adultos y en prostata (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 6rganos
derivados del ectodermo, y la participacién de FAT3 en el desarrollo de las estructuras
craneofaciales hacen de FAT3 un gen de interés en relacion a la posible causa del
SHS.

Se esperaria que la variante en ZNF423, c.1314del (p.Pro438Profs*24), por ser una
mutacién con corrimiento en el marco de lectura, tuviera un efecto mas severo que las
de sentido equivocado. El gen ZNF423 se localiza en 16q12.1, tiene 17 exones y
codifica para la proteina dedo de zinc 423. Dentro de sus funciones esta la de unirse al
DNA como un factor de transcripcion y se piensa que tiene un papel importante en la
sefalizacion de las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), las cuales estan

implicadas en la formacidn del hueso, cartilago 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 quistica con herencia autosémica recesiva que conduce a falla renal
en la infancia o adolescencia; y al sindrome de Joubert 19 (MIM #213300), entidad
autosémica recesiva caracterizada por hipoplasia del vermis cerebelar, retraso en el
desarrollo, alteraciones en el patron respiratorio, distrofia de retina y alteraciones
renales (Chaki et al. 2012). Esta variante parece relevante por tener un posible efecto
mas severo en la proteina, porque la proteina implicada participa en una de las vias
mas importantes para el desarrollo esquelético y porque en el sindrome de Joubert se

presentan alteraciones oftalmicas como en el SHS.

La variante en el gen GPANK1, ¢.544C>G (p.GIn182Glu), fue clasificada como benigna
por PolyPhen, tolerada segun SIFT y dafina segin Mutation Taster. Este gen se
localiza en 6p21.33, en un grupo de genes asociados con HLA-B, el cual esta incluido
en la regién del complejo mayor de histocompatibilidad Ill. Tiene 5 exones y codifica
para una proteina con un rol importante en la inmunidad (Spies et al. 1989). Este gen
no se ha relacionado con la causa de otras enfermedades y no se encontrd que tuviese
relacion con vias importantes de la organogénesis, en el desarrollo 6seo o0 con genes
involucrados en la formacién 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) sélo fue clasificada por
PolyPhen y SIFT como deletérea y tolerada, respectivamente. FUT4 se localiza en
11921, sélo tienen un exdn y codifica para la proteina fucosiltransferasa 4, cuya funcién
es transferir fucosa a polisacaridos de N-acetil-lactosamina para generar estructuras
fucosiladas de los carbohidratos. Esta proteina se expresa durante la embriogénesis en
tejidos como higado, musculo, rifién, piel e intestino delgado (Cailleau-Thomas et al.
2000). No se descarta que éste gen se asocie con la causa del SHS ya que podria

participar en la formacion de las estructuras de la piel y estructuras craneofaciales.
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Por ultimo, la variante en OR5C1, c.413C>A (p.Thr138Lys), se clasific6 como benigna
segun Plyphen y deletérea segin SIFT. Este gen se localiza en 9933.2, s6lo tiene un
exon y codifica para el miembro 1 de la familia 5, subfamilia C, de los receptores
proteicos olfatorios. Esta proteina esta acoplada a proteina G e interactia con las
moléculas del olfato en la nariz para iniciar una respuesta neuronal que desencadena la
percepcion del olor (Zozulya et al. 2018). La funcidén de ésta proteina sugiere que el
gen que la codifica no esta relacionado con el SHS, al no participar en procesos

embriologicos.

Por lo anterior, en el paciente 1, las variantes mas interesantes fueron las que se
encontraron en los genes FAT3, ZNF423 y FUT4. El resto de las variantes no se
pueden excluir definitivamente ya que tienen un efecto en la proteina 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 priorizacion con Exomiser, en aproximadamente el 80-90% de los casos, el
gen causante de la entidad en cuestién queda en las primeras 10 posiciones (Smedley
et al. 2015), por lo que se discutiran sélo las variantes localizadas en los primeros diez
genes encontrados en la paciente 2, que son: HIRA, NELFA, ARID1B, PDEA4D,
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, ¢.2380G>T (p.Ala794Ser), se clasifico como deletérea segun
PolyPhen y SIFT y posiblemente patogénica segun Mutation Taster. El gen HIRA se
encuentra en 22g11.21, tiene 25 exones y codifica para una chaperona de histonas que
determina la localizacién 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 sugiri6 que HIRA puede tener participacion en el
sindrome de haploinsuficiencia causado por la delecibn cromosémica de 22q11, el
sindrome Velocadiofacial (VCF; MIM #192430). Este sindrome se caracteriza por
dismorfias faciales, defectos cardiacos, alteraciones del paladar, retraso en el
desarrollo y alteraciones inmunolégicas (Roberts et al. 1997). No se descarta que este
gen se pueda asociar con la causa del SHS porque existen similitudes fenotipicas entre
ambos sindromes, como talla baja y micrognatia. Aunque no son las mismas
alteraciones, también comparten manifestaciones oftalmicas, anormalidades en la nariz

y alteraciones inmunoldgicas.

En el gen NELFA (WHSC2) se identificé la variante ¢.634G>C (p.Gly212Arg), la cual
tuvo una prediccidén 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 elongacion negativo, cuya funcion es regular
negativamente la elongacion de la transcripcién por la RNA polimerasa |l. Este gen se
encuentra dentro de la regién critica del sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHS; MIM
#194190), y se piensa que tiene una participacion importante en el fenotipo de esta
entidad (Wright et al. 1999). Este sindrome se debe a la microdelecion, en un alelo, del
brazo corto del cromosoma 4. El SHS comparte datos clinicos con el WHS como la talla
baja, malformaciones del craneo, alteraciones oftadlmicas, micrognatia e hipodontia.
Otro aspecto interesante es que encontramos interaccion entre NELFA y ERCC6; el
gen que codifica a esta ultima proteina se asocia con la causa del sindrome de
Cockayne tipo B (CSB; MIM #133540). EI CSB también comparte datos fenotipicos con
el SHS como talla baja, alteraciones craneales, catarata, microftalmia, microcérnea,
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 prediccion de efecto
benigno segun PolyPhen y deletéreo segun SIFT y Mutation Taster. EI gen ARID1B se
encuentra en 6g25.3, tiene 24 exones y codifica para una proteina que contiene un
dominio de interaccion con regiones ricas en AT del DNA. La proteina codificada es un
componente del complejo de remodelacién de la cromatina SWI/SNF y puede
desempenar un papel en la activacién del ciclo celular. Una enfermedad relacionada
con éste gen es el sindrome de Coffin-Siris 1 (CSS; MIM #135900); un sindrome de
malformaciones multiples con herencia autosébmica 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 podria
asociarse con la causa del SHS porque el CSS comparte manifestaciones fenotipicas

similares al SHS como talla baja, alteraciones oftdlmicas y denticidén retrasada.

La variante en el gen PDE4D, c.1216A>G (p.(lle406Val), fue clasificada como deletérea
por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen PDE4D se encuentra en 5q11.2-q12.1,
estd formado por 36 exones y codifica para la proteina fosfodiesterasa 4D, la cual
degrada y activa el AMPc que a su vez actua como una molécula de trasduccion de
sefiales en multiples células. Este gen estd relacionado con la causa de la
Acrodisostosis 2 con o sin resistencia hormonal (ACRDYS2; MIM #6114613), un tipo de
displasia esquelética con herencia autosémica 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

fenotipicos con el SHS como la talla baja y alteraciones esqueléticas craneofaciales.

La variante identificada en CHST11, ¢.219C>A (p.His73GIn), tuvo una predicciéon de
efecto deletéreo segun PolyPhen y Mutation Taster, y tolerado por SIFT. El gen
CHST11 se encuentra en 12q923.3, estd formado por 7 exones y codifica para la
proteina carbohidrato sulfotransferasa 11, que se localiza en la membrana de Golgi y
tiene por funcion catalizar la transferencia de sulfato a la posicion 4 del residuo N-

acetilgalactosamina de condroitin (Schmidt et al. 2004).
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El condroitin sulfato constituye el proteoglicano predominante en el cartilago que se
distribuye en la superficie de las células y en la matriz extracelular. Esto podria ser
relevante en el contexto del SHS porque esta proteina podria estar implicada en el

desarrollo del cartilago de la regidn craneofacial.

La variante identificada en NEDDA4L, c.877C>A (p.Pro293Thr), tuvo una prediccién de
consecuencia benigna segun PolyPhen, tolerada segun SIFT, y deletérea segun
Mutation Tester. NEDD4L se localiza en 18921.31, estd formado por 38 exones y
codifica para un miembro de la familia NEDD4 ubiquitin ligasas, cuya funcién es marcar
con ubiquitina a proteinas para su degradacién lisosomal. Juega un papel critico en el
transporte de sodio epitelial mediante la regulacién de la expresion de la superficie
celular del canal de sodio epitelial, ENaC (Broix et al. 2016). Los polimorfismos de un

solo nucleétido en este gen estan asociados con la hipertensiéon esencial.

Este gen se ha asociado con la causa de la heterotopia periventricular nodular 7
(PVNH7; MIM#617201), entidad autosbmica dominante caracterizada por migracién
neuronal anormal durante el desarrollo cerebral, deficiencia intelectual y convulsiones
(Broix et al. 2016). Exomiser encontrd similitud fenotipica entre PVNH7 y SHS en datos
clinicos como micrognatia, alteraciones oculares (estrabismo y atrofia oéptica) e

hipodontia. No se descarta la asociacién de éste gen con el SHS.

La variante identificada en TCF7L2, c.1528C>A: (p.Pro510Thr), tiene un efecto
deletéreo segun PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen TCF7L2 se localiza en
10925.2-g25.3, tiene 19 exones y codifica para el factor de trancripcidon 7 like-2, que
participa de forma importante en la via de sefalizacién de Wnt/beta catenina, la cual
constituye un mecanismo esencial en la reguacién del remodelado 6seo y ejerce un
control sobre el osteoblasto, favoreciendo su proliferacion, diferenciacion o apoptosis
(Escobar-Gémez et al. 2009). Las enfermedades asociadas con este gen incluyen
diabetes mellitus no insulino dependiente (MIM #125853), cancer colorectal, y el
sindrome de Pitt-Hopkins (PTHS; MIM #610954).
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El PTHS es un padecimiento con herencia autosémica dominante, caracterizado por
deficiencia intelectual, hiperventilacién intermitente seguida de apnea y caracteristicas
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 clinicos semejantes son las alteraciones
craneales (microcefalia, estrechamiento bitemporal, cara cuadrada, pdmulos
prominentes), alteraciones oftdlmicas (ojos hundidos, estrabismo, miopia,
astigmatismo, fisuras palpebrales ascendentes), alteraciones nasales (puente nasal
ancho, narinas antevertidas, nariz convexa), y dientes espaciados. Estas similitudes y
el hecho de que éste gen participa en una de las vias mas importantes para la

modelacién ésea, sugieren que éste gen podria 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 colageno tipo VI, que forma parte del
tejido conectivo. Las enfermedades asociadas con este gen son la miopatia de Bethlem
1 (BTHLM1; MIM #158810), padecimiento con herencia atosbmica dominate y recesiva
caracterizada por torticolis congénita, contracturas de codos y tobillos y debilidad
muscular; la distonia 27 (DYT27; MIM #616411), una enfermedad con herencia
autosdmica recesiva caracterizada por distonia aislada en region craneocervical y de
miembros superiores; y la distrofia muscular congénita de Ulrich 1 (UCMD1; MIM
#254090), entidad de herencia autosbmica 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 clinicas del SHS incluyen
alteraciones esqueléticas de la regidon craneofacial; 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 prediccion de efecto

benigno segun PolyPhen, tolerado segun SIFT y deletéreo segun 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 biosintesis de
poliamina que convierte la ornitina en putrescina; ésta ultima es precursor de las
poliaminas, la espermidina y la espermina. Las poliaminas son esenciales para la
proliferacion celular y estan implicadas en los procesos celulares, que van desde la
replicaciéon del DNA hasta la apoptosis. Variantes de un solo nucle6tido en este gen se
han asociado con un riesgo reducido para el adenoma de colon (Martinez et al. 2003).
Este gen no parece tener funciones relevantes relacionadas con el desarrollo

embrionario del 0jo 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. EIl gen GANAB se encuentra en 11912.3, tiene 26
exones y codifica para la subunidad alfa de la glucosidasa Il, ésta enzima es
heterodimérica y desempefia una funcién importante en el plegamiento de proteinas,
asi como en la escisién de residuos de glucosa de glicoproteinas inmaduras en el
reticulo endoplasmico. Una enfermedad relacionada con este gen es la enfermedad
renal poliquistica 3 (APKD3; MIM#60066), una entidad con herencia autosdmica
dominante caracterizada por quistes renales y hepaticos que pueden conducir a
disfuncién organica (Porath et al. 2016). Estas caracteristicas no parecen estar

relacionadas con el SHS.

Para la paciente 2, los genes mas relevantes, en el contexto del SHS, fueron HIRA,
NELFA, ARID1B, PDE4D, CHST11, NEDD4L, TCF7L2 y COL6A3. Sin embargo, no se
pueden excluir definitivamente el resto de los genes, ya que las variantes encontradas

en éstos tienen un efecto en la proteina 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 discutiran sélo los
diez genes con el score mas alto, de acuerdo con la priorizacion 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 segun PolyPhen, SIFT y
Mutation Taster. EI 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 i6n. Se traslada a la
membrana plasmatica en condiciones de cobre extracelular elevado y participa en la
expulsion de cobre de las células. Se ha descrito que Atp7a se expresa durante el
desarrollo embrionario del ratéon (Kuo et al. 1997). Este gen esta 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 hipotonia generalizada y debilidad distal; y el
sindrome del cuerno occipital (OHS; MIM #304150), padecimiento caracterizado por
hiperlaxitud, hernias, diverticulos vesicales, y multiples anomalias esqueléticas.
Exomiser identifico similitud fenotipica 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 predileccién por el sexo en esta

entidad, no puede descartarse una mutacion de novo en este gen.

La variante identificada en BCOR, c.216G>T (p.Met72lle), tiene efecto deletéreo segun
PolyPhen y Mutation Taster, y tolerado segdén SIFT. BCOR se encuentra en Xp11.4,
esta formado por 18 exones y codifica para un correpresor transcripcional que inhibe la

expresion génica al interactuar con BCL6 y MLLT3.
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Esta represion esta mediada por actividades de histona deacetilasa. La proteina BCOR
esta involucrada en la represion de TFAP2A, alterando la union de BCL6 y KDM2B a
las regiones promotoras de TFAP2A. A través de ésta represiéon, BCOR actua 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
sindrébmica tipo 2 o sindrome Ooculofaciocardiodental (MCOPS2; MIM #300166),
condicion ligada al X que se caracteriza por alteraciones oftalmicas como microcornea,
catarata congénita, microftalmia, blefarofimosis, ptosis, sinequia de iris, estrabismo y
pérdida de vision; alteraciones en la forma de la nariz como punta nasal ancha, punta
nasal bifida, cartilago nasal septado; y alteraciones dentales como denticidén
permanente, oligodontia, apifiamiento dental y dientes supernumerarios (Horn et al.
2005). Estas manifestaciones clinicas 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 mutacién de novo como la causa del SHS

en este paciente.

La variante en OBSL1, c.676G>T (p.Ala226Ser), se clasific6 como deletérea por
PolyPhen y Mutation Taster, y como tolerada por SIFT. OBSL1 se encuentra en 2q35,
esta formado por 23 exones y codifica para la proteina similar a la obscurina 1, la cual
es un componente principal del complejo 3M, un complejo requerido para regular la
dindmica de los microtubulos y la integridad del genoma. También actua como
regulador de la ubiquitina-ligasa Cul7-RING, desempefiando un papel critico en la via
de ubiquitina ligasa que regula la morfogénesis del aparato de Golgi y el patron de
dendritas en el cerebro (Geisler et al. 2007). Se ha atribuido a este gen la causa del
sindrome 3M (3M2; MIM #612921), un padecimiento con herencia autosomica 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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Ademas de estas caracteristicas, el sindrome 3M presenta talla baja, abombamiento
frontal y dolicocefalia, puente nasal aplanado, narinas antevertidas, pectus excavatum

e hipoplasia de costillas; datos fenotipicos similares al SHS.

La variante c.169G>T (p.Asp57Tyr), fue encontrada en el gen KMT2D, también llamado
MLL2. Esta 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 proteina
lisina metiltransferasa 2D, KMT2D. Como su nombre lo indica, metila la lisina 4 de la
histona H3 (H3K4me). Esta marca representa una etiqueta especifica para la activacién
transcripcional epigenética. Un dato relevante es que esta proteina paticipa en el
ensamblaje del complejo beta-catenina-TCF (Lee et al. 2013). Alteraciones en este gen
son la causa molecular del sindrome de Kabuki 1 (KMS; MIM #147920), una
enfermedad con herencia autosémica dominante caracterizada por deficiencia
intelectual y dismorfias adicionales como talla baja, microcefalia, ptosis, fisuras
palpebrales largas, eversion del tercio lateral del parpado inferior, cejas anchas y
arqueadas, punta nasal deprimida, columnela nasal corta, malformacién de pabellones
auriculares, paladar hendido, malformaciones cardiovasculares, genitourinarias vy
esqueléticas como escoliosis, alteraciones vertebrales y acortamiento del quinto dedo
de las manos (Ng et al. 2010). Aunque los datos fenotipicos del KMS difieren de los del
SHS, se considera relevante este gen para asociarlo como causa del SHS por su

participacion en la via canénica de WNT/beta-catenina-TCF.

La variante en MEAF6, c.467G>T p.(Arg156Met), tuvo una prediccion de consecuencia
deletérea por PolyPhen, SIFT y Mutation Taster. El gen se encuentra en 1p34.3, tiene
10 exones y codifica para MEAFG6, un componente del complejo de acetiltransferasas
de histonas NuA4, el cual participa en la activacion 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 proteina, aunque regula la activacion trasncripcional de los genes, no tiene una
participacion importante conocida en las vias candnicas del desarrollo embrioldgico,
oftalmico 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 funcion destacada en las translocaciones cromosdmicas y en la reparacion
del DNA de extremos no homélogos. 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 informacion sugiere que el gen XRCC6 es un candidato débil
para el SHS.

La variante en el gen FGF3, c.438G>T (p.GIn146His), tiene un efecto deletéreo segun
PolyPhen, y tolerado segun SIFT. FGF3 se encuentra en 11913.3, 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; estan
involucrados en una variedad de procesos biolégicos que incluyen desarrollo
embrionario, crecimiento celular, morfogénesis, reparacién de tejidos, crecimiento
tumoral e invasion. Los estudios de estas proteinas en ratén y pollo sugieren que éstos
participan en la formacién del oido interno (Alsmadi et al. 2009). Una enfermedad
relacionada con este gen es la sordera congénita con agenesia del oido interno,
microtia y microdontia (LAMM; MIM #610706), una entidad de herencia autosémica
recesiva que comparte algunas manifestaciones clinicas 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 funcidén de la proteina FGF3, y la similitud
fenotipica 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. EI gen PTPN7 se encuentra en 1932.1,
tiene 12 exones y codifica para un miembro de las proteinas tirosina fosfatasas (PTP).
Dentro de sus funciones relevantes estan la regulacion del desarrollo de los linfocitos T
y B, y la transduccién de sefales. Entre las vias relacionadas con esta proteina esta la
via de sefalizacion 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 coatémero. El
coatomero es una proteina citosélica que reviste las vesiculas de secrecidon constitutiva
que proceden del aparato de Golgi o del reticulo endoplasmico rugoso. También
participa en la autofagia, especificamente regulando la funcién del endosoma temprano
(Duden et al. 1991). La funcién de la proteina no parece tener relacién con el desarrollo

embrioldgico, ocular o esquelético, y, por ende, con el SHS.

La variante identificada en ALS2, c.639C>A: (p.Ser213Arg), tuvo una prediccion de
efecto deletéreo por PolyPhen, Mutation Taster y SIFT. El gen ALS2 se encuentra en
2g33.1, tiene 38 exones y codifica para la proteina llamada alsina (ALS2), cuya funcién
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 amiotréfica juvenil 2 (ALSJ; MIM #205100), entidad de herencia
autosbmica recesiva; esclerosis primaria lateral juvenil (PLS; MIM #606353),
padecimiento con patron de herencia autosomico recesivo; y paralisis espastica de
inicio infantil (IAHSP; MIM #607225), también con herencia autosémica recesiva. De
acuerdo a la funcién de ALS2, esta proteina no estd involucrada en vias de
sefalizacion relevantes para el SHS por lo que no se considera que pudiera existir una

relacion causal.
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Para el paciente 3, las variantes mas interesantes para poder asociarlas con el SHS
son las presentes en los genes ATP7A, BCOR, OBSL1, KMT2D, y FGF3. Sin embargo,
no se pueden excluir definitivamente el resto de los genes, ya que las variantes
encontradas en éstos tienen un efecto en la proteina y no se han reportado

previamente.

*k*

Se identificaron variantes posiblemente patogénicas distintas en los tres pacientes
cuando se asume una presentacidon de novo. Sin embargo, a diferencia de los
resultados obtenidos con el modelo autosémico 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 clinica, hubieran tenido como causa genética 3 diferentes genes, el hecho de
que los 3 pacientes tengan un fenotipo ligeramente distinto, podria deberse a
heterogeneidad genética o de locus en el SHS. Sin embargo, la expresividad variable

de la enfermedad también podria explicar esta situacion.

Asumiendo que si exista heterogeneidad genética en el SHS, se hizo un andlisis de
redes moleculares entre las proteinas codificadas por los genes candidatos de los 3
pacientes, con el objetivo de averiguar si dichas proteinas participan en una via en

comun.

Se incluyeron las proteinas CAPNG6, RAB5C, FAT3, ZNF423, GPANK1, FUT4 y OR5CA1
del paciente 1; HIRA, NELFA, ARID1B, PDE4D, CHST11, NEDDA4L, TCF7L2, COL6AS3,
ODC1 y GANAB de la paciente 2; y ATP7A, BCOR, OBSL1, KMT2D (MLL2), MEAF®,
XRCC6, FGF3, PTPN7, COPB1 y ALS2 del paciente 3.
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Interesantemente, se observo que FUT4, FAT3, TCF7L2, BCOR y MLL2 son un grupo
de proteinas con relacion funcional entre ellas (Figura 19). Aunque son genes distintos,
FUT4 y FAT3 se expresan durante la embriogénesis, TCF7L2 y KMT2D (MLL2)
participan en la via canonica Wnt/beta-catenina y, BCOR estad 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, podrian

estar relacionados con la causa molecular del SHS.

Figura 19. Red de interaccion de proteinas STRING. Las flechas sefialan que las las proteinas
FUT4, FAT3, TCF7L2, BCOR y MLL2 tienen relacién funcional entre ellas por lo que pudieran
estar asociadas con el SHS.
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*kk

Aun después de aplicar los filtros a las variantes halladas en los 3 trios, y después de
priorizar los genes afectados, quedé un numero relativamente alto de posibles
variantes patogénicas, principalmente en los pacientes 2 y 3. Todas estas variantes

tienen un efecto relevante en la proteina y no se han reportado en las bases de datos.

Para reducir el numero de genes candidatos seria necesario estudiar mas pacientes
con SHS, podria ser util profundizar en las caracteristicas de los genes FUT4, FATS3,
TCF7L2, BCOR y KMT2D (MLL2), y determinar si es posible asociarlos con el SHS.

En este trabajo unicamente se analizaron variantes puntuales e indels pequefias 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 sindnimas, variantes intronicas o variantes en el

numero de copias (CNVs) que pudieran estar relacionadas con el SHS.

Debe considerarse que la alteracion molecular pueda estar fuera del exoma, en cuyo

caso tendria que buscarse mediante la secuenciacién del genoma completo.

La descripcidn en la literatura de gemelos discordantes con SHS (Schondel 1943) y el
hecho de que las manifestaciones principales de este sindrome estan muy localizadas
en los tejidos 6seo y blando de la regidén craneofacial, sugieren que la causa del SHS
puede deberse a una mutacion somatica. En este sentido, podria ser util aislar DNA de
un tejido afectado y de otro no afectado, para secuenciar el exoma en ambos. Un
ejemplo de enfermedad monogénica causada por mutacion somatica es el sindrome de
Proteus. La secuenciacion del exoma descubrié que una mutacién 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 somatico, suelen tener caracteristicas clinicas como asimetrias
hemicorporales, mosaicismo pigmentario y malformaciones vasculares que se alternan
con tejido normal. EI SHS no tiene este tipo de manifestaciones, por lo que es poco

probable que se trate de una enfermedad causada por este mecanismo.

Otra hipdtesis es que el SHS tenga una herencia no tradicional con una frecuencia
incrementada de mosaicismo geminal y una marcada alteracion en la funcién

reproductiva.

*kk
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14. Conclusiones

En este trabajo se describen las posibles variantes patogénicas identificadas por
secuenciacion del exoma de tres individuos no relacionados con diagnéstico

clinico de SHS y sus padres sanos.

Se encontraron variantes candidatas diferentes para cada paciente en el modelo

autosdmico recesivo y en la presentacion de novo.

Las variantes encontradas en el modelo recesivo tuvieron una frecuencia
elevada con relacién a la incidencia de esta enfermedad, por lo que se

descartaron como posibles causantes del SHS.

Asumiendo una presentacion 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 autosdmico recesivo, ni al asumir presentacion 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 algun tipo de
alteracion no analizada en este trabajo, como variantes sindénimas, variantes
estructurales, variantes intronicas o variantes en el numero de copias (CNVs),

que pudieran estar relacionadas con la causa del SHS.

Debe considerarse que la alteracion molecular pueda estar fuera del exoma, en
cuyo caso tendria que buscarse mediante la secuenciacion del genoma

completo.
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La descripcidn en la literatura de gemelos discordantes con SHS sugiere que la
causa del SHS puede deberse a una mutacion somatica. Sin embargo, el SHS
no presenta caracteristicas clinicas usuales de las enfermedades ocasionadas
por mosaicismo somatico como asimetrias hemicorporales, mosaicismo
pigmentario y malformaciones vasculares, por lo que es poco probable que el

SHS sea causado por este mecanismo molecular.

Otra hipétesis es que el SHS tenga una herencia no tradicional con una
frecuencia incrementada de mosaicismo geminal y una marcada alteracién en la

funcién reproductiva.

En la actualidad no existen reportes en la literatura de pacientes con sindrome
de Hallermann-Streiff a los que se haya realizado analisis molecular mediante la
técnica de secuenciacion del exoma. Los hallazgos de este trabajo amplian la
informacion hasta ahora conocida sobre la causa genética de este sindrome al
apoyar la teoria de que la herencia autosémica recesiva en el SHS es
improbable, y confirma que las enfermedades cuyo fenotipo es similar al SHS,
como las laminopatias y la displasia 6culodentodigital no son alélicas de este

padecimiento.
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16. Anexos

Anexo 1. Carta de consentimiento informado
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Carta de consentimiento informado
Proyecto de investigacidn:
Descubrimiento, por Secuenciacién de Segunda Generacion, de Variantes Asociadasa
Displasias Esqueléticas de Causa Genética Desconocida.

Estimada madre v/o padre:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba. Usted debe saber
gue la participacion en esta investigacidn es totalmente voluntaria, de manera que usted puede
decidir no participar en el estudio v en este caso no perderd ninguna prestacién a la que tiene
derecho.

Debido a que la informacion que se recabe es absolutamente confidencial y con fines de
investigacion, no daremos a conocer ninguna informacion acerca de su hija{o), sin su
consentimiento.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

La presente investigacion busca determinar la causa genética de la enfermedad que tiene su hijo(a).
Esta informacidn contribuird a comprender el origen de la enfermedad. En algunos casos se
estudiarin todos los genes, v en otros todo el material genético, con objeto de hallar la alteracidn
genética.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDID
Para este estudio requerimos una muestra de sangre mediante el signiente procedimiento:
= Bajo condiciones higiénicas dptimas se coloca el brazo extendido y se selecciona la
vena, preferentemente en el antebrazo.
+ Para toma de muestra sanguinea se tomarin 1-3 ml de sangre, aproximadamente.
* La muestra serd almacenada a -202C hasta el momento de extraer el material
genético.

RIESGOS ¥ MOLESTIAS
Los posibles riesgos de la toma de muestra sanguinea son: molestia leve en ¢l sitio donde se toma la
muestra, formacion de moretones, hemorragia o infeccidn.

BENEFICIOS
Su colaboracion permitird obtener conocimientos sobre la enfermedad y el funcionamiento de los
genes, que podria ayudar a otras familias que presenten problemas similares en un futuro.

HALLAZGOS NO PREVISTOS
El propasito de este estudio es buscar genes, y variantes de los mismos, que pudieran estar
asociados con enfermedades dseas. El procedimiento que se sigue involucra la revisién de todos los
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genes, en busca de aquéllos gue pudieran tener alguna variacion asociada con la enfermedad. Sin
embargo, al revisar todos los genes, es posible que se descubran algunos que contengan variantes
que estén asociadas con otras enfermedades. A estos hallazgos no buscados, gue no tienen que ver
con el padecimiento gque se estudia, se les llama hallazgos secundarios, inesperados, imprevistos o
incidentales. Si asi lo desea, puede recibir informacion sobre estos hallazgos, de acuerdo con la
legislacion vigente y con las normas internacionales aceptadas en este contexto.

COSTOS

Las pruebas realizadas en la muestra sanguinea, asi como cualguier consulta que usted tenga con el
médico en relacion al estudio de investigacion, no tendrin ningim costo. Los gastos adicionales
generados por esta investigacion serdn absorbidos por la Institucidn.

MAMNE]JD Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La muestra serd resguardada en congeladores o refrigeradores bajo llave, en el Laboratorio de
Genomica, Genética y Bioinformatica; y la persona responsable del manejo de la muestra serd el Dr.
Jesiis Aguirre Herndndez, titular de este proyecto y jefe del laboratorio mencionado.

DUDAS ¥ ACLARACIONES

Usted podra recibir respuesta a sus preguntas y aclaracion a cualquier duda acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el
tratamiento del paciente. Si este fuera el caso, debera comunicarse con los médicos responsables de
la investigacidn: Dr. Jesiis Aguirre Herndndez al Laboratorio de Gendmica, Genética y Bioinformatica
52 2899 17 ext. 4409 y/o a la Direccidn de Investigacidn del HIMFG, ext. 2361.

Usted tiene la libertad de retirar este consentimiento en cualguier momento, y dejar de participar
en este estudio sin que esto afecte los cuidados y el tratamiento gue la Institucion otorga. En caso de
que usted se retire del estudio, la muestra ser:d destruida, lo mismo gue los datos gue se hubieran
generado a partir de la misma.

La muestra de sangre, y el material que se obtenga de la misma, no serin utilizados para ningin otro
estudio, ni con ningiin fin distinto del expresado en esta carta.

La identidad de los participantes sera confidencial, v la informacidn relacionada sera manejada de
acuerdo con las politicas de privacidad vigentes.
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Le sugerimos gue conserve una copia de este documento para consultarlo si es necesario.

il f CEMETICR ¥ BIOINFORSASICR

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de discutirias y de

hacer preguntas.
La informacion fue explicada por:
Seiiale las respuestas en el siguiente cuadro.
1 He leidn! 0 5¢ me I:r.l Eu:pli{'adn, la naturaleza del estudio v se me ha dado la Sl
oportunidad de discutirlo y de hacer preguntas.
2 | Otorgo mi consentimiento para la participacion de mi hijo(a) en el estudio. | SI
3 | Deseo gque se me informe sobre los resultados incidentales. SI | NO

Cindad de México a de de

Nombre del paciente

Nombre y firma de la Madre:

Nombre y firma del Padre:

Nombre y firma de testigo 1:

Parentesco con el paciente:

Nombre y firma de testigo 2:

Parentesco con el paciente:

€. r
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Anexo 2. Carta de asentimiento informado
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Carta de asentimiento informado
Estimado paciente:

Te invitamos a participar en el proyecto de investigacion:

Descubrimiento, por Secuenciacién de Segunda Generacion, de Variantes Asociadasa
Displasias Esqueléticas de Causa Genética Desconocida.

Debes saber que la participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria, de manera gue
puedes decidir no participar en el estudio y en este caso no perderiis ninguna prestacion a la gue
tienes derecho. De igual manera, si mas adelante decides retirarte del estudio, seguiris recibiendo
de la Institucion la atencidn a la que tienes derecho, y la muestra que hayas proporcionado serd
destruida, lo mismo que los datos que se hubieran obtenido de la misma. Debido a que la
informacidn gue se recabe es absolutamente confidencial, eso significa que nadie se enterara de ti ni
del motivo por el que ti vienes a consulta, ni del tratamiento gue se te brindar: en HIMFG. Todo lo
anterior es con fines de investigacion.

La presente investigacion quiere buscar errores en la informacion hereditaria que pueda explicar la
enfermedad que presentas. Esta informacion nos ayudard a entender mejor las funciones del cuerpo
humano y como aparecen algunas enfermedades. La muestra de sangre que proporciones, asi como
el material que se obtenga de ella, no serd utilizada para ningin otro fin. La muestra serd
resguardada bajo llave en el Laboratorio de Gendmica, Genética y Bioinformética, bajo la
responsabilidad del Dr. Jesis Aguirre Herndndez, quien es el titular de este proyecto, y jefe del
laboratorio mencionado.

El procedimiento para buscar alteraciones genéticas responsables de la enfermedad que tienes
consiste en revisar todos los genes. En este proceso, es posible que se encuentren alteraciones en
genes que no tienen relacion con ese padecimiento, pero si con otros distintos. Estos son los
llamados hallazgos incidentales o no previstos y puedes optar porgue se te informe de los mismaos,
de acuerdo con los lineamientos que rigen estos estudios y conforme a las normas
internacionalmente aceptadas.

Para este estudio necesitamos tomarte una muestra de sangre. Los posibles riesgos de la toma de
muestra sanguinea son molestia leve en el sitio donde se toma la muestra, formacion de moretones,
sangrado, infeccidn.

Este estudio nos ayudari a tener mas informacion sobre la enfermedad y en el futuro podria ayudar
a piras personas que pudieran tener lo mismo gue ti.

Las pruehas realizadas y cualguier consulta gue tengas con el médico en relacion al estudio de
investigacion no tendrin ningin costo. Tienes la garantia de recibir respuesta a tus preguntas
acerca de cualguier asunto relacionado con la investigacion. Si este fuera el caso, deberis
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iy - Sr. Mirguez 162, Col. Doctares. _r:.lal :
Cormutador: 52208-9917
wwrw feimfipedin e

. BET20 México O.F.
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BOSPFITAL THFANTIL DE HEXTCO FERERIOO COMEZ

At i | LARQRATOAID DE GEROMICRK,

CEMETICR ¥ BIOEINFORSATICA

SA LU D INSTITUTO REACIOMAL OE SALOD
EECEETANLA

comunicarte con los médicos responsables de la investigacin los médicos responsables de la

il
it TR

[T}

s

s

investigacion: Dr. Jesiis Aguirre Herndindez al Laboratorio de Gendmica, Genética y Bioinformética

52 2899 17 ext. 4409 y/o a la Direccién de Investigacidn del HIMFG, ext. 2361,
Por este medio otorgo mi asentimiento para participar en el estudio.

La informacidn fue explicada por:

Sefiale las respuestas en el siguiente cuadro.

He leido, o se me ha explicado, la naturaleza del estudio y se me ha dado la

A oportunidad de discutirlo y de hacer preguntas. SI
2 | Otorgo mi asentimiento para la participacion en el estudio. S
3 | Deseo gue se me informe sobre los resultados incidentales. 51 [ ND

Cindad de México a de de

Nombre y firma del participante en el estudio

Nombre v firma de la Madre

Nombre y firma del Padre

iy b O, Mirguer 162, Col. Doctores. Dol. Coaohtémoc, C.P. 0&T20

Commutador: 5228-9917 ext.
www kimf edi. mer
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Anexo 3. Carta consentimiento informado para toma de fotografias clinicas

HOSPITAL INFANTIL DE MEXIGDO
FEDERICO GOMEZ

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
OR. MARQUEZ NO..162 COL. DOCTORES,
DELEGACIAON GUAUHTEMOE, C.P. 06720 MEXICA, D.F.
INSTITUCION DE.SERVICIO MEDICO, ENSENANZA E INVESTIGACION
AFILIADO A LA .UNIVERSIDAD NACIONAL AUTANOMA DE MEXICO

1

@5228-9?1 7

México, D.F. a de _de 20,

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente deseo manifestar que estoy de acuerdo con la invitacién que
me’ o2 ha/han " hecho’ el . Daoctor/Doctores

del Departamento de Genética de Hospital Infantil de México Federico Gémez para que
sean publicadas y/o presentadas en conaresos cientificos nacionales e internacinnales las
caracteristicas clinicas de mi caso y/o ¢l de mi hijo, en forma escrita o en fotografias.

Se me ha explicado que ello obedece al interés cientifico de compartir conocimiento con
- la comunidad médica y cientifica internacional que pudiese en un futuro redundar en un
mejor conocimiento y entendimiento de la enfermedad de que se trate ademés del que
actualmente se tiene. Se me ha explicado que de realizarse dicha “publicacién o
presentacién en congreso, esta serd un medio cientifico, reconocido nacional e
- internacionalmente, que se tomardn todas las medidas necesarias para preservar la
confidencialidad del caso y todo aquello que pudiese permitir la identificacién de la
persona de quien se trate, incluyendo la modificacién de las fotografias clinicas para
preservar el anonimato. : -

= Por lo anterior establezco aqui que he tomado esta decision libremente y que se me ha
explicado que no es obligatorio el participar y que no percibiré por.ello ningin beneficio
en especie o0 econémico de ninguna naturaleza y de la misma manera que de negarme a
participar ello no influiria en el trato y prestaciones que recibo por parte del Hospital
Infantil de México Federico Gémez, obedeciendo a los derechos que como paciente
tengo y al respeto 2 mi toma de decisiones y de mi dignidad.

Por lo anterior firmo este documento de conformidad y recibo una copia del documento.
Nombre y firma

Paciente/tutor
- Parentesco con el paciente

Testigo 1 . . Testigo 2
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Anexo 4. Técnicas experimentales

Técnica de extraccion de DNA

Realizamos la extraccion de 9 muestras de DNA correspondientes a los 9 individuos con el
siguiente procedimiento:

Se utilizo el kit de extraccion Quick-DNA® Universal Kit (Zymo Research, Irvine). Se
resuspendié 200 ul de cada muestra de sangre en 200 ul de solucion de lisis.

Se mezclaron 20 pl de proteinasa Ky se incub6 a 55 °C por 10 minutos.

Posteriormente se agregaron 420 ul de amortiguador de unién de DNA gendmico y se
transfirié toda la solucion a la columna de purificacion con un tubo de recoleccién. Se
centrifugd un minuto a 12 000 x g. Se deseché lo obtenido en el tubo de recoleccién.

Se agregaron 400 pl de amortiguador de pre-lavado de DNA a la columna y se centrifug6 a
12,000 g por un minuto. Al finalizar se desecho el contenido del tubo colector.

Se afadieron 700 pl de amortiguador de lavado de DNA gendémico a la columna y se
centrifugd un minuto a 12,000 x g, nuevamente se deseché el contenido del tubo colector.
Se agregaron 200 ul de amortiguador de lavado de DNA gendmico a la columna, se
centrifugd un minuto a 12,000 g y se deseché el tubo de coleccion.

Se transfirié la columna a un tubo para microcentrifuga limpio y se agregaron 50 ul de
buffer de elucion de DNA a la columna, se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugdé a 12 000 x g por un minuto para eluir el DNA.

Realizamos un control de calidad de la extraccion del DNA con un gel de agarosa al 1% en
el que se colocaron 4ulL DNA de cada individuo participante.

Técnica de cuantificacion del DNA

La cuantificacion se realizé con el equipo fluorimétrico Quibit v 3.0.

Se prepar6 solucién de trabajo diluyendo 1:200 intercalante de DNA con amortiguador.

Para cuantificar el DNA se utilizaron 2 yl de DNA y se agregaron 198 pl de solucion de
trabajo.

Para los estandares de concentracion se mezclaron 10 pl de estandar en 190 ul de
amortiguador.

La solucion se ley6 en el Quibit.
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Técnica de Tagmentacion del DNA genomico

Durante la tagmentacion se corté el DNA con una transposasa que, ademas de cortar, agregé
adaptadores a los extremos de cada segmento. Se diluyé el DNA en 10 uL de Tris-HCI 10 mM
pH 8.5, obteniéndose una concentracion de 5 ng/uL. En seguida, se agregaron, en el orden en
que se anotan, 10 uyL de DNA, 25 pL de buffer de tagmentacién y 15 yL de enzima de
tagmentacion. Se agité con vortex por 1 minuto y se centrifugd durante 1 minuto a 280 x g. Se
incubé 10 minutos a 58 °C y posteriormente se afiadieron 15 uL de buffer de paro de la
tagmentacion; se agité con vortex y se centrifugd 1 minuto a 280 x g, para después incubar a
temperatura ambiente durante 4 minutos.

Limpieza del DNA tagmentado

Se afadieron 65 pL de perlas magnéticas de purificacibn a cada muestra; se agitd
vigorosamente durante un minuto, y se incub6 8 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugdé a 280 x g por un minuto y se colocd sobre una gradilla magnética
hasta que el liquido quedé transparente (5 minutos). Después se removié y se desechd todo el
sobrenadante. La pastilla se lavo 2 veces con 200 uL de etanol fresco al 80%; se incub6 sobre
la gradilla magnética durante 30 segundos y después se descarté el sobrenadante. Usando
una pipeta de 20 uL se removieron los remanentes de etanol al 80%. La muestra se dej6é secar
al aire por 10 minutos sobre la gradilla magnética. Al término de la incubacién se removio la
placa de la gradilla magnética y se afadieron 22.5 yL de buffer de resuspension (RSB); se
agité un minuto y se incub6 a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se centrifugd a 280 x g
por 1 minuto y se colocé la placa sobre la gradilla magnética hasta que el liquido quedd
transparente (2-5 minutos). Se trasfirieron 20 yL de sobrenadante a un pozo limpio de la placa
para PCR.

Ampilificacion del producto de la tagmentacion

Se agregaron 5 pL del indice i7a, y la misma cantidad del indice i5. Las tapas de los tubos con
los indices fueron reemplazadas por tapas nuevas. Se afiadieron 20 pL de mezcla de
amplificacién de libreria, se agitdé por 1 minuto y se centrifugd a 100 x g por 10 segundos. La
mezcla se coloc6 en un termociclador con el siguiente programa: 72 °C por 3 minutos, 98 °C,
durante 30 segundos, y 10 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 60 °C durante 30 segundos, y
72 °C durante 30 segundos, para finalizar con un ciclo de 72 °C por 5 minutos. Después se dej6
incubar a 10 °C hasta el siguiente paso.
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Limpieza del DNA amplificado

Se centrifugd la muestra a 280 x g durante 1 minuto, se transfirieron 50 pL de sobrenadante a
una placa para PCR limpia y se agregaron 90 pL de perlas magnéticas de purificacion. Se agitd
vigorosamente por 1 minuto, y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos; se centrifugd
a 280 x g por 1 minuto. Posteriormente se colocé la placa en la gradilla magnética hasta que el
liquido quedo transparente (2-5 minutos), y se procedié a desechar todo el sobrenadante. La
muestra se lavd 2 veces con 200 pL de etanol fresco al 80%, se incubd 30 segundos sobre la
gradilla magnética y se deseché el sobrenadante. Se removieron los residuos de etanol con
una micropipeta de 20 uL y se dejo secar al aire por 10 minutos. Se agregaron 27 uL de RSB,
se agité durante un minuto, se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos y se centrifug6 a
100 x g por 10 segundos. Se transfirid la placa a la gradilla magnética hasta que el liquido
quedé transparente y se transfirieron 25 uL del sobrenadante a un tubo Eppendorff de 0.5 mL.

Hibridacion con las sondas de captura

Se cuantificd la muestra y se mezclaron , en un solo tubo, 500 ng de cada muestra, 50 uL de
buffer de enriquecimiento de hibridacién, y 10 pL de oligos para exoma (CEX). Se agité por 1
minuto, se centrifugd a 280 x g durante 1 minuto y se colocé el tubo en el termociclador para
correr el programa NRC HYB (95 °C 10 minutos, 18 ciclos de 1 minuto cada uno, iniciando a 94
°C y bajando la temperatura 2 °C por ciclo. Al final se dej6 incubando a 58 °C durante 2 horas).

Captura de las sondas hibridadas

Se centrifugd a 280 x g durante 1 minuto, se transfirié todo el volumen de reaccion (100 pL) a
un pozo de la placa para PCR. Se agregaron 250 pL de perlas magnéticas con estreptavidina,
se agitd vigorosamente por 5 minutos, se incub6 a temperatura ambiente durante 25 minutos, y
se centrifugd a 280 x g por 1 minuto. Se colocé la placa en la gradilla magnética hasta que el
liquido quedé transparente, y se deseché todo el sobrenadante. Se retird la placa de la gradilla
magnética y se realizé el primer lavado. Se afiadieron 200 pyL de solucidon de lavado de
enriquecimiento. Se agité por 4 minutos y se resuspendié con micropipeta. Se colocé la placa
en el sistema de incubacién (SciGen), con una placa Midi (lllumina), precalentado a 50 °C, y se
incub6 durante 30 minutos. Inmediatamente después de finalizar el tiempo de incubacién, se
transfirié la placa a la gradilla magnética y se esperd a que el liquido estuviera transparente; se
removio y se desech6 todo el sobrenadante. Se retiré la placa de la gradilla y se repitidé este
lavado una segunda vez.
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Para la primera elucién se mezclaron, en un tubo para microcentrifuga, 28.5 uL de buffer de
elucion y 1.5 yL de NaOH 2N. Se afiadieron 23 pL de la mezcla de elucién, se agité por 2
minutos, se incub6 a temperatura ambiente 2 minutos, se centrifugd a 280 g por 1 minuto. Se
transfirié la placa a la gradilla magnética hasta ver el liquido transparente y se transfirieron 21
ML del sobrenadante a otro pozo limpio de la placa. Después se anadieron 4 uL del buffer de
elucién 2, se agitd por 1 minuto y se centrifugd a 100 x g por 10 segundos.

Segunda hibridacion

Se agregaron, en un tubo para PCR, 15 uL de RSB (buffer de resuspensién), 50 yL EHB (buffer
de enriquecimiento de hibridacién) y 10 yL de CEX. Se agité vigorosamente por 1 minuto, se
centrifugd a 100 x g por 10 segundos y se colocé el tubo en un termociclador, incubando a
95°C durante 10 minutos, seguido de 18 ciclos de 1 minuto cada uno, iniciando a 94°C y
bajando la temperatura 2°C por ciclo. Al finalizar se dejoé incubando la reaccién a 58°C por 19
horas.

Segunda captura

Se centrifugd a 280 x g durante un minuto, se transfiri6 todo el volumen (100 pL) al pozo
correspondiente de la placa para PCR. Se agregaron 250 pyL de perlas magnéticas con
estreptavidina, se agitdé vigorosamente por 5 minutos, se incub6 a temperatura ambiente por 25
minutos y se centrifugd a 280 x g por 1 minuto. Se coloco la placa en la gradilla magnética
hasta que el liquido quedoé transparente, y se desechd todo el sobrenadante. Se retird la placa
de la gradilla magnética. Se anadieron 200 yL de solucién de lavado de enriquecimiento. Se
agitdo por 4 minutos y se resuspendié con micropipeta. Se coloco la placa en el sistema de
incubaciéon (SciGene), con un adaptador Midi (lllumina), previamente calentado a 50°C, y se
incub6 durante 30 minutos. Finalizado el tiempo, se transfirié la placa a la gradilla magnética y
se esperd0 a que el liquido estuviera transparente; se removié y se desechd todo el
sobrenadante. Se retird la placa de la gradilla y se repitio este lavado una segunda ocasion.
Para la elucion se mezclaron, en un tubo para microcentrifuga, 28.5 puL de buffer de elucion y
1.5 pL de NaOH 2N, agitandose con vortex. Después se afiadieron 23 uL de mezcla de
preelucién, se agitdé por 2 minutos y se incub6 a temperatura ambiente 2 minutos. Se centrifugé
a 280 x g por 1 minuto. Se colocd en la gradilla magnética hasta que el liquido quedo
transparente y se transfirieron 21 uL del sobrenadante a otro pozo limpio de la placa. Se
afiadieron 4 uL de buffer de elucion 2, se agité por 1 minuto y se centrifugd 100 x g por 10
segundos.
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Lavado de los productos de la segunda captura (libreria)

Se agregaron 45 L de perlas magnéticas de purificacion, se agitdé por 1 minuto y se incubd a
temperatura ambiente 10 minutos. Se centrifugd a 100 x g por 10 segundos. Posteriormente se
coloco la placa en la gradilla magnética hasta ver el liquido transparente y se descart6 todo el
sobrenadante. Se lavé 2 veces con 200 pL de etanol al 80% recién preparado, se incub6 en la
gradilla magnética 30 segundos y se removieron los residuos de etanol. Se dej6é secar por 10
minutos. Se retird de la gradilla magnética y se agregaron 27.5 uL de RSB; se agité durante 1
minuto y se incubé a temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifugd a 280 x g por 1
minuto. Se colocé en la gradilla magnética hasta ver el liquido transparente y se transfirieron 25
ML del sobrenadante a otro pozo limpio de la placa.

Ampilificacion de la libreria enriquecida

Se agregaron 5 L de mezcla de iniciadores para PCR y 20 pL de mezcla de enriquecimiento
de amplificacidén; se agité la mezcla durante un minuto. Se centrifugd a 100 x g por 10
segundos. Se llevo el tubo con la mezcla a un termociclador con un programa consistente en
incubaciéon a 98°C durante 30 segundos, seguida de 12 ciclos a 98°C 10 segundos, 60°C por
30 segundos, y 72°C durante 30 segundos, para finalizar con una incubacién a 72°C durante 5
minutos, seguida de otra a 10°C hasta sacar el tubo del termociclador.

Limpieza de la amplificacion de la libreria enriquecida

Se centrifugd a 100 x g por 10 segundos y se mezclaron los 50 pL de la libreria enriquecida con
90 uL de perlas magnéticas de purificacion (SPB); se agitaron por 1 minuto, para después
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifug6b a 280 x g por 1 minuto.
Posteriormente se colocé la placa en la gradilla magnética hasta ver el liquido transparente y
se descartd todo el sobrenadante. Se lavo 2 veces agregando 200 uL 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 retir6 la placa de la
gradilla magnética y se agregaron 32 pyL de RSB, se agité durante un minuto y se incub6 a
temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifugdé a 280 x g por 1 minuto. Se colocd sobre la
gradilla magnética hasta ver el liquido transparente y se transfirieron 30 uL del sobrenadante a
un pozo limpio de la placa.
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Validacion y cuantificacion de la libreria

Se llevé a cabo con un gel de agarosa al 4% para determinar la distribucion de tamafnos de los
fragmentos de la libreria. Esta se cuantifico por triplicado utilizando el Quibit 3.0 anteriormente
descrito. Después de la cuantificacién, se diluyé a una concentracion de 4 nM.

Preparacion del cartucho de reactivos

El cartucho de reactivos se retird del congelador (-20°C) y se transfirié a un refrigerador a 8°C
durante la noche. Antes de utilizarlo se dej6é a temperatura ambiente y, previo a su introduccién
en el secuenciador, se colocé la muestra en el pozo nimero 10. Se us6 el secuenciador
NextSeq 500 de lllumina (figura 1a), que utiliza un sistema de secuenciacion por sintesis de
puentes (figura 1b). La reaccidén 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 camaras del
secuenciador.
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