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RESUMEN

El mielomeningocele (MMC) es una malformacion congénita frecuente a nivel mundial,
causante de discapacidad grave y cronica en la mayoria de los afectados. En México su
prevalencia al nacimiento es de 1/1000% Su etiologia es poco conocida y de naturaleza
multifactorial. Las vias de sefializacion de polaridad celular planar, Hedgehog y Wnt, son
esenciales para el cierre normal del tubo neural y comparten la caracteristica de requerir un cilio
estructural y funcionalmente integro para su adecuada funcién. El objetivo de este trabajo fue
investigar la asociacion de genes candidato relacionados con la estructura, funcién y
transduccion ciliar de procesos del neurodesarrollo como factores de riesgo para el MMC en
nuestra poblacion mexicana mestiza, asi como la posible interaccion gen-gen y posible
correlacion genotipo-fenotipo.

En una muestra de 500 trios (caso con MMC y ambos progenitores) y 500 controles (recién
nacidos vivos no malformados), de 16 centros Teleton de 16 estados Mexicanos, se estudiaron
48 variantes génicas (VG): 16 en 13 genes relacionados con la morfogénesis y funcion del cilio
primario, 8 en 7 genes de la via de sefalizacién Hedgehog, 26 en 20 genes de las vias de
sefializacion canonica y no canonica Wnt (PCP). Se genotipificaron 6 VG mediante PCR y 42
VG con la plataforma Golden Gate de Illumina ®. Informacion del contexto clinico-genético
familiar se obtuvo de las madres de casos y controles. La muestra se estratifico en 2 fenotipos:
MMC-alto (97 casos) y MMC-bajo (403 casos) si afectaba vértebras toracicas o no,
respectivamente. Se utilizaron los programas estadisticos STATA/SE-12.1 y PLINK para el
analisis de asociacion alélica, de desequilibrio de transmision (TDT) y de interaccion gen-gen,
considerando un valor de p <0.01 como significativo estadisticamente.

Nuestros resultados confirman lo previamente reportado para un mayor riesgo de tener un
hijo(a) con MMC en madres obesas. El andlisis de asociacion mostro diferencias estadisticas
significativas para las VG COBL-rs10230120, DVL2-rs2074216, y PLCB4-rs6077510 para el
MMC-total y el MMC-bajo, y VANGL2-rs120886448 para el MMC-total y el MMC-alto, e
INVS-rs7024375 exclusivamente para el MMC-bajo. El analisis de TDT mostrd transmision
preferencial de C2CD3-rs826058 en el MMC-alto, y de LRP5-rs3736228, y BBS2-rs1373 en el
MMC-bajo. Cuatro IGG significativas se observaron en el MMC-total, cuatro completamente
diferentes en el MMC-bajo, y una en el MMC-alto. Interesantemente, ninguna se repitio entre
subfenotipos.

Nuestros resultados apoyan la existencia de una asociacion entre variantes génicas de vias de
sefializacion Hh, Wnt, PCP, y ciliar, con la ocurrencia de la localizacién del MMC, aungue se
requieren estudios futuros de validacion. Ademas, estos resultados muestran un panel distintivo
de variantes génicas que difiere entre subfenotipos de MMC-alto y MMC-bajo, sugiriendo una
muy factible correlacion genotipo-fenotipo. Estudios como el presente representan una
estrategia de analisis para estimar el riesgo de ocurrencia del MMC vy otros defectos congénitos
aislados.



INDICE

RESUMEN 1uutttttsassstsssasssssssasssssssasssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssss sesss ssssnssssss ses e ass sesssanssnssssns snssssnssnssssnssns 2
1. ANTECEDENTES
1.1, INTRODUCCION ...utiiiiiiiieiiiieeaitte ettt e ettt ettt ettt et e e e e st et e s st e e e e st e e e abb e e e bb e e e nneeennneeenneas 5}
1.2. CLASIFICACION DE LOS DEFECTOS DEL TUBO NEURAL ....uvviiiitiieeeiitiieeecetieeeesettreeessireeeessnnreeessannee s 5
1.3. EMBRIOGENESIS DEL TUBO NEURAL .....coutitiitiiiiri ittt st snesn e 8
1.3.1. Morfogénesis de 1a PlACA Y tUDO NEUIALES...........ccreereerrerrisrssirssisisseissssissesisssisssssssessssisssssssssssessssssssssasssssssssssessnss 8
1.3.2. Biologia celular y molecular del proceso de NEUTUIACION .........cowweereerorrermsrnserssrssssssesssesissessssssssessssssssssanses 12
1.4. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS ... .uveiiiiitieeeiittreeeiitreeeseitteeeseisbeeessnsbeeesaaresesssreeessnssesessnssens 14
1.5. ETIOLOGIA DEL MIELOMENINGOCELE Y FACTORES DE RIESGO RECONOCIDOS ......cccovvveerveeennnenn 15

1.5.1. Factores no genéticos en la etiologia del mielomeningocele

1.5.2. Factores genéticos en la etiologia del mielomeningocele
1.6. TRANSDUCCION CILIAR DE LAS VIAS DE SENALIZACION HEDGEHOG, PCP Y WNT, Y SU RELACION
CON LOS DEFECTOS DEL TUBO NEURAL

1.6.1. Cilios y funcion ciliar en procesos del NeUr0deSAITOIIO. ...........eoneeeosseerseeeissserisssesisssessssesasssssssssssanssseos 19
1.6.2. Via de sefializacion Hedgehog, transduccion ciliar y su relacion con DTN ........ocrorseronseeronsereas 21
1.6.3. Via de polaridad celular planar, transduccién ciliar y su relacion con DTN .........oecnseronsenssronnes 23
1.6.4. Via de sefializacion candnica Whnt, transduccion ciliar y su relacion con DTN ........cweonseronseersironnes 27
1.7. ASPECTOS CLINICOS DEL MIELOMENINGOCELE
1.7.1. DIGGNOSEICO ...rurererreereerireersissassesssesissessssesssesissesssssssesssessssassesssssssssssssesssssassessssssssesssssssssansesssssassssassesssessssssssssssesassssessanees 28
1.7.2. Valoracién y tratamiento integrales de los individuos afectados con mielomeningocele.................... 29
1.7.3. Morbilidad, MOrtalidad Y PrONGSLICO .......ccrmvermverimmserissserssissssssssssesssssssisssesisssssssssssassssssssssssssessssessssesasesssseses 30
L1.8. PREVENCION ...oeeiiiitiieeiiitteee e sitteeeesettee e et ettee e e s eabaeeesaabbesesaabbeeesaabbeeesaasbeeesanbbeeesansbeeesansbeeesasteeesansrens 31
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS w.veerurreessseerssreeess 32
2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA . .....ooiiiitiei e i ittt e e s sttt e e s stee e e s satae e e s st e e e s satae e e s sntaeaessntaeaesantaeeeanres 33
2.2. JUSTIFICACION ..oeeiiiittiee e e ettt e e ettt e e e sttt e e s et e e e s stbe e e e e sab e e e e e sabaeeeesabaeeeeaabaeeesaabaeeesaabaeeeeasbeeeeeanteeesanrens 34
2.3 HIPOTESIS uteii i iittiee ettt e e ettt e e e ettt e e e ettt e e e st e e e e sabe e e e e sab e e e e e eabeeeeeaabeeeeeaabeeeeeaabeeeeeaabaeeeeaabaeeeeantaeeeennrees 34
2.4. OBJETIVOS
2.4.1. Objetivo general............
2.4.2. Objetivos especificos.
3. MATERIAL Y METODOS
I B[S o ) o) =1 I =1 U ] [ F U SRR 35
3.2. DISENO DE LA MUESTRA ...c.viutitiiiitetiitiiste sttt st eb st ne et s st sa et b et b et bbbtk n et n s 36
3.2.1. CAlculo del taMATIO A TMUEGSLI A c.....coureeveeerreerisserissserisssesisssesisssesisssesissssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssisssesasssesssssesansses 37

3.2.2. Criterios de inclusion
3.2.3. Criterios de no inclusion

3.2.4. Criterios de elimiNACION.........cwomcrsnecrcsnsirinsiercssisrnsisisssisee
3.3. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE GENOTIPIFICACION
3.3.1. Toma de muestras bioldgicas para extraccion de ADN ........rscrssmsesisssisissssessssssesissssesisse 38
3.3.2. Obtencion de células para extracCion de ADN ........roeoneronessssessssessssesssssssssssssssisssessssesassessnsses 39
3.3.3. Extraccion de ADN..........ircsnsirisnsirissscrissseres .39
3.3.4. SeleCCiON de VATIANTES GEMICAS.....veurererereseseerseriserisessassesssesissessasssssesssssssesssssesssssssssssssssssessssssssssssessssssssssassesssssesesans 39
3.3.5. Proceso de genotipificacion mediante microarreglo 42
3.3.6. Discriminacién alélica por PCR en tiempo real con el uso de sondas TAqMQN..........ccweererenscrsrernsennns 42
3.4. ANALISIS ESTADISTICO
B O B T 1L K R =2 123 7 SO 43
3.4.2. ANGIISIS A€ CASOS Y CONLIOIES ....cooreesevrrerireriisiarseriserisessassesssasissessssssssesssssssessassesssssssssssssssssesasssssssssssessssssssssassesssssssesans 43




3.4.3. ANAIISIS AE LTTOS covuvvirssrsiirsssisrsssivsrsssissrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassns .44

3.4.4. Correlacion GenOtiPO-fENOLIPO......ouwrrwrreerserrerisessassessesissessesssssesasssssesssssessssssssessssssssessssssssssassessssssssssassesssssesesans 44
4. RESULT ADOS tsucsersssassessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssasssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssnsssssens 44
5. CONCLUSIONES Y DISCUSION cuuvsuuuissusessusesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssasassanes 51
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS cuuuseessussssussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasns 57
7. ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Interacciones gen-gen con DES para MMC-total, MMC-alto y MMC-bajo........... 68

Imagen suplementaria 1. Imagenes representativas del proceso de estandarizacion para las 8 sondas

FodSaTeTu T o) (or=To E= T30 0 To) U= Te ) oo - o TP 69




1. ANTECEDENTES.
1.1. INTRODUCCION.

Las malformaciones congenitas (MC) afectan a 1 de cada 33 nacimientos aproximadamente,
incluyendo nacidos vivos y nacidos muertos®. Segin la Organizacion Mundial de la Salud
resultan en 3.2 millones de discapacidades por afio. En la mayoria de las poblaciones estudiadas
los defectos del tubo neural (DTN) representan una de las MC maés frecuentes, con una
prevalencia al nacimiento que varia de 1 a 10 por cada 1,000 recién nacidos entre poblaciones
de distintos paises, asi como dentro de un mismo pais. En nuestra poblacién la prevalencia de
DTN es de 2.89 por 1,000 recién nacidos, es decir 1 de cada 346 nacimientos, y la de
mielomeningocele (MMC) es de 1 por cada 1000 nacimientos. *°

Los DTN constituyen un grupo heterogéneo, complejo y frecuente de MC del sistema
nervioso central resultado de una falla en el proceso morfogenético de cierre del tubo neural
(TN) durante la tercera a sexta semanas de gestacion. La anencefalia y la espina bifida (EB) en
sus diversas variedades representan mas del 90% de los tipos de DTN. La variedad més
frecuente de EB es el mielomeningocele (MMC), representando el 80% aproximadamente.

La etiologia del MMC no sindrémico es de tipo multifactorial, resultado de una
predisposicidn genética poco conocida y en interaccion con factores ambientales muy diversos’
10, Las causas primarias no han sido identificadas a pesar de los numerosos estudios
epidemioldgicos y experimentales realizados a la fecha. En humanos la identificacion de
factores de riesgo genéticos para DTN se ve complicada por la multiplicidad de genes que
participan en la neurulacidn, asi como por la pobre caracterizacién en humanos de este proceso,
y por la importancia de las potenciales interacciones gen-gen y gen-ambiente.

Ciertas vias de sefializacion son esenciales para el cierre del tubo neural e incluyen, entre
otras, la via de polaridad celular planar (PCP), la via de sefializacién Hedgehog (Hh) y la via de
sefializacion candnica Wnt. 11 Los cilios se encuentran presentes en la mayoria, si no es que
todas, las células epiteliales del cuerpo humano. Evidencia reciente sefiala que los cilios
representan un potencial factor clave para el proceso de neurulacion al ser un requisito para la
adecuada funcién de vias de sefializacion que participan durante la formacion y cierre del tubo
neural. 1" Los DTN son fenotipos frecuentes tanto en modelos animales mutantes con
disfuncion ciliar primaria como ante la disfuncion experimental de componentes de las vias de
sefializacion Hh, Wnt y PCP. La compleja interaccion durante el proceso de neurulacion entre
las vias de sefializacion Hh, Wnt y PCP, y considerando el requerimiento de estas de un cilio
estructural y funcionalmente integro para ejercer su adecuada sefializacion, hace necesaria su
consideracién de manera integral en el campo de la investigacion de los DTN en humanos.

1.2. CLASIFICACION DE LOS DEFECTOS DEL TUBO NEURAL.

Los defectos del tubo neural constituyen un grupo de malformaciones frecuentes que en
general pueden dividirse en presentaciones craneales y espinales. Las presentaciones craneales
incluyen: anencefalia, encefalocele, craneoraquisquisis y seno dérmico congénito. Las espinales
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incluyen: espina bifida abierta (quistica) y cerrada. El término disrafismo (del Griego dve = mal
y popn = sutura) se refiere a un cierre defectuoso del tubo neural, y por tanto solo debe aplicarse
a anomalias de la neurulacion primaria. Sin embargo su uso se ha ampliado para incluir todo
trastorno espinal congénito en el que haya diferenciacion andmala y/o cierre incompleto de las
estructuras dorsales de la linea media: piel, mUsculos, vertebras, meninges y sistema nervioso.*®

El término espina bifida se refiere a una fusion defectuosa en la region posterior de los
elementos Gseos espinales. Los defectos espinales clasicamente se categorizan en defectos
abiertos o en defectos cerrados, en base a consideraciones embrioldgicas y a la presencia o
ausencia de tejido neural expuesto. Los términos de EB quistica y de EB oculta se utilizan para
referirse a los defectos espinales abiertos y cerrados, respectivamente, los cuales se detallan a
continuacion:

e Defectos espinales abiertos: resultan de una falla de fusién de los pliegues neurales entre
los dias 18 y 28 de desarrollo embrionario (4.5-6 semanas de gestacion). El tejido neural
y/o meninges estan expuestos al ambiente externo a través de un defecto 6seo congeénito.
Las lesiones pueden ocurrir en cualquier sitio a lo largo de la columna vertebral, pero
son mas frecuentes en la regién lumbosacra. En general se acepta que son a causa de una
falla en el proceso de neurulacion primaria. El tipo mas frecuente de EB abierta, y por
mucho, es el MMC y se caracteriza por una placoda neural central cubierta por una
membrana que contiene liquido cefalorraquideo.

o Defectos espinales cerrados: se localizan y confinan a la médula y clasicamente se
acepta que son el resultado de una falla en la neurulacion secundaria. El tejido neural no
estd expuesto y se observa completamente epitelizado, aunque la piel que le recubre
puede ser displasica. Pueden haber estigmas cutaneos de su presencia como: un nevo
velloso, hemangiomas capilares, hoyuelos, manchas hipocrémicas, distrofia y masas
subcutaneas. Esté tipo de defecto, como hallazgo radioldgico Unico y en ausencia de
manifestaciones cutaneas o neuroldgicas, es muy comdn (5% de la poblacién).

De acuerdo a su clasificacion categdrica por probable origen embrioldgico (Tabla 1) o por
las manifestaciones clinico-neuroldgicas y radioldgicas (Tabla 2), se reconocen distintos tipos
de DTN.

Tabla 1. Clasificacion embrioldgica de los defectos del tubo neural.

Categoria Defecto Definicién / Origen ©

Craneoraquisquisis Cordon espinal abierto / Falla en la elevacién y fusion de los
pliegues neurales, desde la region del cerebro posterior y a lo

Ngl:ir:q?:isn _ largo de_ toda Ia, columna. _
Anencefalia Ausencia de bdveda craneal y de tejido cerebral / Falla en la
elevacion y fusion de los pliegues neurales craneales.
Mielomeningocele Segmento de corddn espinal abierto que protruye a través de un

defecto 6seo posterior en la linea media / Falla en elevacion y
fusion de los pliegues neurales en un segmento.




Lipoma

Masa dorsal en la linea media cubierta por un tejido que
contiene células grasas y que protruye a través de un defecto
6seo / Disyuncion prematura del ectodermo cutaneo del
neuroectodermo y dispersion de células mesenquimatosas hacia
el interior del tubo neural donde se vuelven células grasas.

Lipo-
mielomeningocele

Un lipoma cuya conexion con el corddn espinal esta por fuera
del canal espinal (en un meningocele).

Lipomielocele

Un lipoma cuya conexion con el cordén espinal esta dentro o en
el borde del cordon espinal.

Lipoma intradural

Un lipoma contenido dentro de las meninges (sin masa
subcutanea).

Hemi-
mielomeningocele o
hemimielocele

Un MMC o un meningocele en un cordén espinal caudal
dividido / Falla en la neurulacion de uno de los dos cordones.
Se consideran anomalias de gastrulacién y de neurulacion
primaria

Filum terminal
estrecho

Filum terminal corto y grueso / Falta de diferenciacion
retrogresiva del tubo neural secundario.

Lipoma del filum
Neurulacion terminal
secundaria

Engrosamiento fibrolipomatoso del filum terminal / Células
totipotenciales residuales de la eminencia caudal y que se
diferencian hacia tejido graso.

Mielocistocele lumbar

Dilatacion quistica del tubo neural caudal, sin conexion abierta
hacia el canal central mas rostral / Regresion incompleta del
ventriculo terminal.

Regresién caudal;
agenesia caudal

Sindrome de anomalias caudales: agenesia de la columna
espinal, ano imperforado, agenesia de ductos urogenitales,
displasia o aplasia renal e hipoplasia pulmonar / Defecto de las
células notocordales para formar el notocordo.

Gastrulacion
y formacion
de notocorda

Diastematomelia

Cordon espinal caudal duplicado / Falla en los dos primordios
del notocordo para integrarse en la linea media durante la
gastrulacion. Puede haber anomalia de segmentacion vertebral,
espina bifida y escoliosis.

Otros trastornos de la
integracion notocordal

Fistula entérica dorsal, Quistes neuroentéricos, Seno dérmico.

(*) Ver seccion de Embriogénesis del tubo neural para correlacion.

Tomada y modificada de Tortori-Donati 8.

Tabla 2. Clasificacion clinico-neuroldgica y radioldgica del disrafismo espinal.

Clasificacion

Tipos

Disrafismo espinal abierto MMC, Mielocele, Hemimielomeningocele, Hemimielocele

Con masa subcutéanea lumbosacra: Lipoma con defecto dural
(lipoMMC, lipomielosquisis), Mielocistocele terminal, Meningocele.
Con masa subcuténea cervical: mielocistocele cervical, MMC
o ) cervical, Meningocele.
Disrafismo espinal cerrado  gjn masa subcutanea:
v’ Estados disraficos simples: EB posterior, lipoma intradural e
intramedular, lipoma del filum terminal, filum terminal estrecho,
cordon espinal anormalmente largo, ventriculo terminal persistente.
v' Estados disraficos complejos: Fistula entérica dorsal, Quiste
neuroentérico, malformaciones de division del cordon
(diastematomelia, diplomelia), seno dérmico, sindrome de regresion
caudal, disgenesia espinal segmentaria.




1.3. EMBRIOGENESIS DEL TUBO NEURAL.

Los defectos del tubo neural resultan de una disrupcion en la cascada embriogenética normal
que ocurre durante un periodo limitado y especifico de tiempo, entre las semanas 2 y 4 del
desarrollo embrionario humano para los defectos espinales abiertos y entre las semanas 5 y 6
para los defectos espinales cerrados. El proceso incluye la gastrulacién (semanas 2 a 3), la
neurulacion primaria (semanas 3 a 4), la neurulacién secundaria y la diferenciacion retrogresiva
(semanas 5 a 6). 119

1.3.1. Morfogeénesis de la placa y tubo neurales.

Tras la fecundacion y durante las primeras dos semanas del desarrollo embrionario el cigoto
se convertira en un organismo multicelular mediante un proceso de segmentacién; hacia el tercer
dia post-fecundacion (PF) se distinguird como = une
una morula dentro de la cual se diferenciardn dos | s ——— ;
grupos celulares: el de células internas y el de UL
células externas. Gy -

Hacia los 4-5 dias PF el embrion se denomina T B &
blastocisto y contiene dos capas suspendidas
entre los sacos amniético y de Yolk. La primera
segregacion dentro de la masa celular interna i
forma el hipoblasto que contiene las células que | unica
generaran al embrion y el epiblasto dentro del | "
cual se forma el amnios que encerrara a la T
cavidad amniotica. Estos eventos tempranos son Coclom
importantes para la formacion de la placa Figura 1. Desarrollo embrionario temprano.
procordal (dia 13 PF) que constituye la primera A. Formacién de la masa celular interna vy
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Durante la tercera y cuarta semanas de gestacion (SDG) el embrién es conocido como
néurula, caracterizado por el desarrollo del TN a partir de la placa neural. La néurula es la
primera manifestacion del sistema nervioso y de la etapa de neurulacion (3 SDG), la cual se
describe a continuacion.

A la vez que se forma la placa procordal, en el extremo caudal del embrién aparece en la linea
media la estria primitiva la cual se elongara durante los siguientes tres dias hasta alcanzar su
longitud final (16 dia PF). Mientras la estria se desarrolla, las células de su zona profunda migran
y forman el mesénquima. Una parte del tejido mesenquimatoso origina el mesoblasto que
formara el mesodermo intraembrionario. Algunas células del epiblasto desplazan al hipoblasto,
formando el endodermo intraembrionario en el techo del saco vitelino. Las células restantes del
epiblasto dan lugar al ectodermo intraembrionario. Es asi como mediante el proceso de
gastrulacion, las células del epiblasto originan tres capas germinativas en el embrion (Figura 2).
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Figura 2. Gastrulacion. A. Embrion de 16 dias de edad, con amnios extraido para visualizar disco
embrionario. B. Mitad craneal del disco embrionario; migracion de células mesenquimatosas desde la
linea primitiva para formar el mesoblasto que da origen al mesodermo embrionario; la mayoria del
endodermo embrionario surge también del epiblasto. *

En el extremo craneal de la estria primitiva se forma el nodo de Hensen que contiene la fovea
primitiva. Algunas células mesenquimatosas del nodo y de la estria migran prospectivamente,
formando la prolongacion notocordal (dia 16 PF) que se elongara (dia 17-21 PF) en sentido
craneal hasta la lamina procordal donde ectodermo y endodermo estan en contacto. La estria
primitiva degenera hasta desaparecer en la regién sacrococcigea del embrién (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Superficie dorsal del disco embrionario en
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inducen la formacion de la placa neural en el ectodermo
suprayacente. A finales de la 3 SDG, la prolongacion
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El suelo de la prolongacion notocordal se fusiona con el endodermo embrionario subyacente
alrededor de los dias 18 a 20 PF. Tras procesos degenerativos graduales este suelo desaparece
comunicando el canal notocordal con el saco vitelino. El resto de la prolongacion notocordal
forma una lamina ¢ placa notocordal. Cuando la prolongacion notocordal alcanza la lamina
procordal las células notocordales comienzan a proliferar y la ldmina notocordal se invagina
para originar la notocorda, la cual se extiende desde la membrana bucofaringea hasta el nédulo

primitivo.



La notocorda induce el engrosamiento del
ectodermo embrionario suprayacente y forma la
placa neural, el origen del SNC. La notocorda
degenera y desaparece a medida que se forman los
cuerpos vertebrales, y persiste posteriormente como
nucleo pulposo de cada disco intervertebral. El
ectodermo de la placa neural (neuroectodermo)
dard origen al SNC: encéfalo y médula espinal,
ademas de otras estructuras como la retina. El
neuroectodermo humano es visible hacia el 16 dia
PF como un epitelio columnar pseudoestratificado
sobre la linea media de la notocorda. Al inicio la
placa neural tiene una longitud similar a la de la
notocorda subyacente. A medida que la notocorda
se alarga, la placa neural se ensancha y finalmente
se prolonga hasta la membrana bucofaringea, mas
alla de la notocorda (Figura 5).

Alrededor del dia 18, la placa neural se invagina
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Figura 5. Desarrollo de la placa neural. ?

a lo largo de su eje central para formar un surco neural medio longitudinal, los pliegues neurales
laterales a este surco contintan elevandose para converger hacia la linea media, formando un

tubo neural cerrado (Figura 6).
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El cierre del TN implica la aposicién
y fusion primero del ectodermo cutaneo
y luego del neuroectodermo. El
ectodermo cutdneo se separa del
neuroectodermo  (proceso llamado
disyuncién) mientras el TN se cierra,
posteriormente el ectodermo de

Figura 6. Desarrollo de placa, surco y pliegues neurales.*

superficie se diferencia hacia la
epidermis. Durante los dias 19 a 21 PF

las células de la cresta neural migran en sentido dorsolateral a cada lado formando la cresta
neural. Estas células también migran en distintas direcciones y se dispersan dentro del
mesénquima, diferenciandose terminalmente en una gran variedad de tipos celulares
(melanocitos, células de Schwann, ganglios raquideos y los del sistema nervioso autonomo, las
cubiertas meningeas del SNC, y la médula suprarrenal). La cresta neural continda su desarrollo
hasta el 32 dia PF, después de que los pliegues neurales se han fusionado.

Conforme se forman la notocorda y el TN, el mesodermo embrionario prolifera lateralmente
formando el mesodermo paraxial. Hacia el final de la 3 SDG este mesodermo se diferencia e
inicia su division en pares de somitas, alcanzando un nimero de 38 pares hacia los dias 20-30
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PF. Las somitas originaran vértebras y musculos esqueléticos, asi como la dermis adyacente de
la piel.

Lo mencionado hasta este punto corresponde al proceso de neurulacion primaria (Figura 7)
que en sintesis se define como un complejo proceso morfogenético caracterizado por varios
eventos relacionados, que son: 1) La organizacion del neuroepitelio para formar la placa neural;
2) La invaginacion de la placa neural, primero en el surco neural y luego a lo largo de los bordes
laterales del tubo neural, resultando en elevacion y aposicion en la linea media de los pliegues
neurales y 3) Fusion de los pliegues neurales laterales para cerrar el TN,

a 23 dias b 25 dias < 28 dias d 29 dias

Figura 7. Neurulacion primaria. Vistas dorsales y secciones transversales de embriones humanos
mostrando la elongacion de placa neural (a), canalizacion de la misma (ay b), elevacién de los pliegues
neurales laterales (b) asi como su fusién (c) y el cierre del tubo neural (d).

El cierre del TN en el humano ocurre durante un periodo de 4 a 6 dias, en forma de oleadas
de cierre a lo largo del neuroeje craneocaudal. En el humano, la primer parte del TN en cerrar
es la region del rombencéfalo caudal o cordon espinal craneal, usualmente cuando existen
cinco pares de somitas. El neuroporo anterior o cefélico se cierra entre los dias 24-25 PF y el
neuroporo posterior o caudal (cuando existen 25 pares de somitas) entre los dias 26-27 PF.
Posteriormente el TN se diferenciard en encéfalo y médula espinal mientras que las crestas
neurales formaran el sistema nervioso periférico y parte del sistema nervioso autbnomo. Paralelo
al proceso de la neurulacion primaria, el mesodermo lateral para-axial formara los arcos
vertebrales posteriores. Con el cierre del neuroporo caudal el sistema nervioso es cubierto en
su totalidad con piel. Se ha estimado que el sitio de cierre del neuroporo caudal es opuesto a las
somitas 30/31%, correspondientes al nivel de la segunda vértebra sacra, y en general se acepta
que el neuroporo caudal se cierra entre las vertebras toracica 11 y segunda sacra.

El desarrollo de los metameros sacroccigeos del cordon espinal y filum terminal ocurre por
neurulacion secundaria y diferenciacion retrogresiva, procesos que continuan hasta el dia 48
aproximadamente. La neurulacion secundaria se da principalmente por medio de condensacion
y epitelizacion, sin invaginacion neural. Se puede concluir que en el humano, la mayoria del
cordon espinal (al menos hasta Sacra-2) se forma por neurulacion primariay el filum terminal
y el cordon espinal sacro inferior se forman por neurulacion secundaria.
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Una falla en la neurulacion primaria daré lugar a defectos abiertos del tubo neural, mientras
que una falla o defecto en la neurulacion secundaria da lugar a defectos cerrados del tubo
neural.

1.3.2. Biologia celular y molecular del proceso de neurulacién.

En los Gltimos afios se ha logrado un mayor conocimiento del control molecular y genético
del desarrollo embrionario neural y vertebral, en particular a partir de modelos murinos.
Momentos criticos en el desarrollo neuroembrionario son la induccién del neuroepitelio y la
especificacion de la notocorda por medio de factores de transcripcion. Durante la induccién del
neuroepitelio para desarrollar la placa neural ocurren cambios en la forma celular como
consecuencia de una reorganizacion de los microtibulos asi como por eventos de adhesion-
interaccion intercelulares. El evento final de la neurulacion primaria es la convergencia medial
y fusion de los pliegues neurales. La aposicion y fusion de los pliegues neurales laterales es la
fase menos conocida de la neurulacién. EI comportamiento de las células neuroepiteliales en
aposicion implica potenciales interacciones molécula-molécula, molécula-célula o célula-
celula.

En general, la neurulacion suele referirse como el equivalente la invaginacion de la placa
neural; tal proceso ha sido estudiado exhaustivamente en embriones de pollo e involucra varios
eventos (Figura 8).

{A) Formation of neural folds {B) Elevation of neural folds [
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Figura 8. Morfogénesis y biomecanica del proceso de flexion de la placa neural. A. Formacion de los
pliegues neurales del neuroepitelio y del ectodermo cutaneo adyacente; la zona de transicién dara lugar a las
células de la cresta neural y sus derivados. B. Formacidn del MHP o surco neural, y elevacidn de los pliegues
neurales. C. Formacion de los DLHPs y convergencia de los pliegues neurales al prepararse para la fusion neural.?

El primero se refiere a cambios en la forma celular en la linea media de la placa neural; estas
células cambian de una forma columnar a una en cufia para formar el surco neural medio o MHP
(por sus siglas el ingles: Midline Hinge Point). Después, cambios similares ocurren en la forma
celular de regiones discretas del TN dorsolateral, originando los DLHPs (por sus siglas en
inglés: dorsolateral hinge points), a partir de los cuales los pliegues neurales laterales se elevan
para aproximarse y fusionarse en la linea media. En embriones de mamiferos se han observado
cambios morfoldgicos similares a los descritos.
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A partir de diversa evidencia experimental se sugiere que fuerzas extrinsecas al neuroepitelio
promueven en parte el proceso de plegamiento del TN. La convergencia media del ectodermo
cutdneo adyacente empujaria los pliegues neurales hacia la linea media; la expansion de la
matriz extracelular mesodermica o la acumulacion de células mesodermicas debajo del
neuroepitelio elevarian los pliegues neurales suprayacentes; finalmente, la elongacion del
notocordo y/o del notoplato (es decir, el notocordo y las células del MHP suprayacentes)
elongarian craneocaudalemente al TN y por simple deformacién mecéanica, dirigirian los
pliegues neurales uno con otro (proceso referido como bamboleo o pandeo Euleriano).?

Existe otro concepto tradicional en el que el proceso de plegamiento de la placa neural se
conduce por cambios en la forma celular neuroepitelial, sugiriendo en principio que las células
sobre una superficie plana al cambiar a una forma en cufia, sea por constriccion apical o
expansion basal, ocasionarian invaginacion de la superficie.?? El acufiamiento parece
restringirse a regiones correspondientes a los puntos de angulacién medio (MHP) y dorso-lateral
(DLHP); consecuentemente, la placa neural se invagina en estos puntos especificos.

Un tercer concepto tradicional es que el acufiamiento celular es causado por la contraccion
de microfilamentos apicales orientados en forma circunferencial. La actina y la miosina se
localizan en los apices de las células neuroepiteliales, y los microfilamentos apicales se unen
fuertemente a la meromiosina pesada, un componente del complejo actina-miosina. Sin
embargo, existe evidencia experimental en modelos murinos que indica que a diferencia de la
neurulacion craneal la neurulacion espinal es independiente de microfilamentos de actina.?®

Uno de los eventos tempranos que distinguen a la region ventral de la regién dorsal del TN
es el establecimiento del patron neural, el cual se da por gradientes contrarrestantes de
morfégenos de largo alcance. Los morfégenos Wnt y BMP (Bone morphogenetic protein)
liberados de la placa del techo del TN y tejidos adyacentes promueven las identidades dorsales.
El morfogeno Shh, inicialmente liberado por el notocordo y después por el piso de la placa, tiene
un papel critico en el patron ventral.2* La sefializacion Shh y BMP inhibien la formacion de los
puntos de angulacion dorso-laterales, mientras que el antagonismo BMP por medio de Noggin
induce la angulacion dorsolateral.?® % La sefializacion BMP puede regular la via de polaridad
apicobasal al modular las uniones apicales en las células neuroepiteliales en una manera
dependiente de ciclo celular, resultando en cambios en la forma celular y tisular.?’

La falta de sefalizacion Shh no resulta en DTN, a diferencia de lo observado con una
incrementada sefializacion Shh que resulta en DTN acompafiado de una expansion de los
dominios ventrales hacia regiones dorsales (ventralizacion), e inhibicion de los puntos de
angulacion dorsolaterales?® Ademas, tanto la sefializacion Shh como BMP regulan el balance
entre proliferacion celular neuroepitelial, apoptosis, y morfogénesis para generar la tipica
morfologia del TN.? La fusion de los pliegues neurales para cerrar el tubo neural inicia con
protrusiones de membrana que simulan lamelipodios y filopodios emanando de las células de
superficie ectodérmica, seguido de adhesion epitelial y posterior remodelado para establecer
continuidad.?® *° Las GTPasas Rho son criticas para la formacion de protrusiones membranales;
en particular, Cdc42 y Racl son necesarias para el predominio de filopodios durante la
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neurulacion temprana, y para la formacion de ruffles (extensiones de membrana plasmatica
generadas por la remodelacion del citoesqueleto de actina) en estadios tardios del cierre.*® La
via PCP podria regular la constriccion apical a lo largo del eje mediolateral del TN, induciendo
un doblamiento polarizado.!

Al menos tres mecanismos celulares podrian contribuir, por si solos o en combinacion, con
la fusion de los pliegues neurales: 1) Interacciones de glucoproteinas de superficie celular como
glucosaminoglucanos y/o moléculas de adhesion celular (CAMSs); 2) Interdigitacion de
filopodos o gemaciones de superficie celular; y 3) Formacién de uniones intercelulares. El
reconocimiento de superficie celular podria ser el evento inicial que lleve a los pliegues neurales
a una aposicién entre cuyas superficies celulares neurepiteliales adyacentes se establecerian
conexiones mediante procesos de interdigitacion y de uniones intercelulares. Las moléculas de
adhesion celular NCAM y ECAM, y la cadherina parecen ser importantes para la separacion del
neuroectodermo del ectodermo cutaneo. Antes de la neurulacién, tanto las células epidérmicas
como las neuroectodermicas expresan ECAM. Mientras la neurulacion procede, las células
neuroepiteliales dejan de expresar ECAM y comienzan a expresar NCAM y cadherina; como
resultado, los dos tipos de tejido cesan su adhesion y se disocian. *?

1.4. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LOS DEFECTOS DEL
TUBO NEURAL.

A nivel mundial se asume una prevalencia anual de 300,000 nacimientos con un defecto del
tubo neural *3. Esto representa millones de individuos y sus familias viviendo en condiciones de
discapacidad ocasionadas, en su gran mayoria, por espina bifida. La prevalencia al nacimiento
de los DTN varia de 1 a 10 por 1,000 recién nacidos* entre poblaciones de distintos paises, asi
como dentro de un mismo pais.* En Estados Unidos y en muchos paises europeos la prevalencia
se estima en 0.5-0.8 casos por cada 1,000 nacimientos®, mientras que en algunas regiones de
China se ha reportado hasta 20 veces mayor . Histéricamente la Provincia de Shanxi ha mostrado
una alta prevalencia, reportandose en =14-20/1,000 nacimientos.®® En México, EB y anencefalia
han mostrado una prevalencia de 2.1 por cada 1,000 recién nacidos, es decir 1 de cada 467
nacimientos.* ® % En nuestra poblacion la frecuencia del MMC es de 1 por cada 1000
nacimientos.* EI MMC representa el 50% de los tipos de DTN y el 90% de los tipos de espina
bifida.>* Excluyendo anencefalia, otros tipos de DTN son relativamente poco frecuentes.* ¥’

En Norte América, la prevalencia de EB es mayor en la poblacion hispana (4/10,000NV)
respecto a la poblacion blanca (3/10,000NV) y negra (2.7/10,000NV) no hispana.® Estudios de
migracion en poblacion blanca migrante muestran que la prevalencia de DTN corresponde al
lugar a donde han migrado en comparacion con su lugar de origen, lo cual resalta la importancia
de los factores ambientales en la patogénesis de estas MC. En contraste, estudios similares en
descendientes de poblaciones negras y migrantes asiaticos en Europa y América del Norte no
mostraron prevalencias substancialmente mayores que las de sus lugares de origen. En cuanto a
razon de géneros, los DTN craneales, especificamente la anencefalia, muestran una preferencia
por el género femenino, especialmente entre productos prematuros, observandose una
proporcion femenino:masculino de 3:1. Esta diferencia de géneros no se ha observado para otras
variedades de DTN.*® A pesar de la fortificacion con acido fdlico, la incidencia de
mielomeningocele se ha estabilizado en un 3.4/10,000 NV en los EU.*°
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1.5. ETIOLOGIA DEL MIELOMENINGOCELE Y FACTORES DE RIESGO
RECONOCIDOS.

La etiologia de los DTN en el ser humano es basicamente desconocida. Se acepta que tanto
factores genéticos como ambientales contribuyen al desarrollo de estas MC. Debido a la alta
prevalencia al nacimiento del MMC (1-1.5/1000), al impacto psicosocial, el alto costo del
tratamiento y la morbi-mortalidad que representa se han realizado durante las Gltimas dos
décadas numerosas investigaciones con el propdésito de identificar los factores de riesgo, sean
genéticos o ambientales, asociados con los DTN. Si bien estudios exitosos han permitido
identificar ciertos genes relacionados, se estima que aproximadamente el 80% del riesgo
genético para los DTN en general, y para el MMC en particular, continda siendo desconocido.

En principio, los DTN pueden resultar de insuficiencia en una o mas de las fuerzas
conductoras (es decir, propiedades celulares y/o movimientos morfogenéticos) que son
necesarios para lograr el cierre. De manera alternativa, una lesién genética o exposicion
ambiental pudieran alterar el proceso del cierre incluso cuando la maquinaria subyacente esta
intacta, por ejemplo a través de la induccion de comportamiento celulares aberrantes como lo
es el exceso de apoptosis.”Ya que la embriogénesis neural en general, y la neurulacion en
particular involucran una red compleja de multiples procesos celulares, de morfogénesis tisular,
y de la expresion temporal de multiples factores de transcripcion y de sefializacién celular, no
es sorprendente que el MMC sea el resultado de mdltiples interacciones entre factores genéticos
y ambientales. Los DTN son etiolégicamente heterogéneos en su origen y representan el
resultado final de diversas alteraciones durante el desarrollo embrionario.

Un factor muy importante es la predisposicién genética, fundamentada en hallazgos
epidemioldgicos de agregacion familiar. Asi, el riesgo de recurrencia de un DTN, en particular
anencefalia y MMC para hermanos del afectado es 20 a 50 veces mayor que el riesgo de la
poblacion general, mas aun para una pareja que haya tenidos dos 0 mas hijos previos afectados
0 que existan en la familia antecedentes de otros casos con MMC, aunque sea de parentesco no
tan cercano.* 2 La concordancia en gemelos monocigotos es considerablemente mayor que en
gemelos dicigotos. El riesgo de recurrencia para los hermanos de gemelos monocigotos
afectados es del 20%. Esta y otras lineas de evidencia epidemioldgica han llevado a la
conclusion de que més de 70% de la varianza fenotipica de los DTN es atribuible a factores
genéticos.*®

Siendo el MMC una afeccién de etiologia multifactorial como la mayoria de la patologia
compleja comun del nifio y el adulto, debe descartarse el efecto de un gen mayor y mejor
explorar el efecto pequefio de multiples genes que en interaccion entre si y con factores
ambientales diversos, en particular nutricionales, permita estimar el riesgo de ocurrencia y
recurrencia para el MMC y otros DTN.
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1.5.1. Factores no genéticos en la etiologia del mielomeningocele.

Reportes de casos y estudios epidemioldgicos han identificado cierto numero de factores no
genéticos asociados, siendo los de mayor importancia la deficiencia de folatos y de vitamina
B12, la hiperglicemia en relacion a diabetes materna*, la obesidad materna preconcepcional®
48 y ciertos anticonvulsivos como el valproato de sodio*’. La exposicion a este tltimo compuesto
durante el periodo periconcepcional aumenta el riesgo para EB en ~ 12 veces.* La descendencia
de madres con obesidad preconcepcional y la de madres diabéticas, tienen un riesgo relativo de
4.08% y de 11.5* respectivamente, de gestar un producto con EB.

La suplementacion con 2-4 mg de &cido félico (AF) durante el periodo periconcepcional, 8
semanas previas a la fecundacién y un periodo similar posterior a esta, reduce el riesgo de
recurrencia del MMC en un 70% y 0.4 mg administrados durante el mismo periodo, el de
ocurrencia de casos nuevos en un 50%.* 4° En ratones con dieta deficiente en folatos se puede
observar un retraso significativo del crecimiento, pero que no ocasiona per se DTN. No se sabe
exactamente por que mecanismo la suplementacion o fortificacién con AF tiene un efecto
preventivo sobre esta MC, aunque una serie de teorias existen al respecto.® Unos proponen que
niveles apropiados o elevados de AF o folatos favorecen diversos procesos relacionados con la
proliferacion celular coadyuvando a la sintesis de nucleétidos y la expresion génica. También
niveles séricos e intracelulares de folatos favorecen el buen funcionamiento de determinados
sistemas metabolicos dependientes de metilacion del ADN y control de los niveles de
homaocisteina que es un téxico endotelial.

Dentro del mismo conjunto de vitaminas del grupo B, la B2 actua como cofactor de la enzima
metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR), la B6 como cofactor de la cistationin-beta-
sintetasa (CBS), otro mecanismo de degradacion de la homocisteina, y la B12 que es cofactor
para la metionina sintetasa (MTR), importante paso en la sintesis de metionina, aminoacido
esencial para la iniciacién de la sintesis de proteinas en el ribosoma y base de la S-adenosil-
metionina, reservorio principal de grupos metilos que participan en la regulacién de la expresién
génica a nivel del ADN e histonas. Por tanto, niveles séricos y celulares en una mujer, y el
suplemento apropiado para el producto que se esta gestando, favorecen considerablemente la
prevencion del MMC y otros DTN. Los niveles apropiados de 5,10-metilenetetrahidrofolato, un
genotipo homocigoto silvestre de la variante 677CC e incluso heterocigoto C677T del gen
MTHFR y niveles normales de vitamina B2 garantiza niveles también normales de 5-MTHF y
disponibilidad de grupos metilo para satisfacer las necesidades del organismo.

Se ha propuesto que una reduccién del inositol sérico materno incrementa el riesgo de DTN
en 2.6 veces.> %2 En un estudio piloto con inositol para la prevencion de recurrencia de DTN se
mostré su efectividad preventiva en humanos.®?

AUn suplementando durante el periodo periconcepcional con la dosis recomendada de AF,
aproximadamente 50% de los DTN escapan a la prevencion esperada, pudiendo deberse a
procesos y mecanismos independientes de la suplementacién con esta vitamina del grupo B y
deberse a una variacion del genoma de los no respondedores que aln no ha sido suficientemente
estudiada. >
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1.5.2. Factores genéticos en la etiologia del mielomeningocele.

Mutaciones en mas de 240 genes en ratones causan DTN®*, indicando los complejos
requerimientos para un proceso de neurulacion normal. Si bien los estudios de mutaciones en
series de genes ortélogos que causan DTN en el ratdn aportan al conocimiento de la etiologia
de estas MC, en general poco contribuyen al conocimiento de la etiologia de los DTN en el
humano.>®*® Los modelos experimentales proveen sistemas para el analisis de los eventos del
desarrollo del cierre del tubo neural, y actualmente contindan por definirse a mayor detalle los
procesos celular y morfolégico fundamentales.

En principio, los DTN pueden resultar de insuficiencia en una o mas de las fuerzas
conductoras (es decir, propiedades celulares y/o movimientos morfogenéticos) que son
necesarios para lograr el cierre. De manera alternativa, una lesion genética o exposicion
ambiental pudieran alterar el proceso del cierre incluso cuando la maquinaria subyacente esta
intacta, por ejemplo a través de la induccion de comportamiento celulares aberrantes como lo
es el exceso de apoptosis. El estudio de modelos experimentales requiere de un analisis
cuidadoso para disecar estas posibilidades. Un reto clave sera entender como los determinantes
moleculares y celulares de la neurulacion se relacionan con las fuerzas bioguimicas requeridas
para plegar el neuroepitelio y lograr el cierre final del tubo neural.’

Con el objetivo de tener un conocimiento integral de los genes expresados durante la
neurulacion normal en humanos, Krupp et al®’ establecio los transcriptomas durante y tras la
neurulacion en fragmentos rostrales y caudales de tubos neurales de embriones normales de 26
a 32 dias de gestacion (estadios de Carnegie 12 y 13). Encontraron cientos de genes
significativamente regulados a la alta o a la baja en el estadio C12 versus C13, muchos de los
cuales tenian un patron similar de regulacién entre regiones, sugiriendo que las mayores
diferencias en la expresion génica en el desarrollo del tubo neural en humanos ocurre entre
diversos periodos de tiempo méas que por su patron de localizacion espacial. Adicionalmente
identificaron genes con expresion de isoformas alternas por region o por estadio del desarrollo
asi como ciertos microRNAs asociados con DTN.®’

Los genes candidato méas frecuentemente estudiados pueden ser clasificados en tres
categorias funcionales: 1) Genes relacionados a la metilacion (Por ej.: BHMT, CBS, DNMT3B,
MTRR, MTR), 2) Genes que codifican para enzimas del ciclo de folatos (Por ej.:MTHFR,
MTHFD1, DHFR, TYMS, TCNII, ALDHI1L1, ATIC, GART, SARDH) y 3) Genes relacionados al
transporte de folatos (Por ej.: SLC19A1, CUBN, FOLR2). Existen otros grupos de genes cuyos
productos participan en diferentes funciones celulares y sintesis de proteinas que colaboran en
algunos de los procesos criticos para el cierre normal del tubo neural. Estos productos proteicos
incluyen aquellos del citoesqueleto, los relacionados al ciclo celular y neurogénesis, los
relacionados a viabilidad celular y los relacionados con interacciones superficie celular/matriz
extracelular.3* %58

Durante los ultimos 10 afios un gran nimero de estudios se han enfocado en la investigacion
de genes que participan en el metabolismo de los folatos, de la vitamina B12 y de la
homocisteina y su relacion con los DTN.>*! Estudios de variantes genéticas de genes del
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metabolismo de folatos®®® en pacientes de razas diferentes han mostrado en diversas
poblaciones, incluyendo la nuestra®® %, ser factores de riesgo asociado a los DTN. El hallazgo
mas robusto obtenido ha sido el relacionado a dos variantes genéticas (C677T y A1298C) en el
gen MTHFR las cuales se han asociado en general con un riesgo incrementado para DTN, 50%
mas de riesgo para el homocigoto 677TT en poblacion caucéasica®®. La variante C677T del gen
MTHFR, que porta la sustitucion de un residuo de alanina por uno de valina, codifica para una
variante termolabil que en un individuo con un genotipo TT reduce la actividad de la enzima
MTHFR en un 70%, incrementando el riesgo para DTN asi como los niveles de homocisteina,
y condicionando alteraciones de la metilacion global y especifica del ADN. Lo anterior sobre
todo en el caso de una dieta deficiente en folatos.

Nuestras investigaciones en genes del metabolismo de los folatos en poblacién mestiza
mexicana muestran que la prevalencia en sujetos normales de las variantes C677T y A1298C
del gen MTHFR son muy diferentes a los de otras poblaciones, siendo la frecuencia del alelo T
(58.6%) la mas alta en numerosos estudios a la fecha.3® %6-% En cambio la variante A1298C en
nuestra poblacion muestra una frecuencia considerablemente menor (14.7%) a la observada en
poblacion caucasica y anglosajona.®® Estos hallazgos pueden explicar en parte la alta prevalencia
de DTN observados en nuestra poblacion. Diferencias similares observamos en variantes de
otros genes como rs1805087 del gen MTR; rs1801394 de MTRR; rs2236225 de MTHFD1;
rs1801198 de TCN2; del19pb de DHFR; rep28pb de TYMS y rs2424913 de DNMT3b. Ha sido
demostrado que la variante C776G en el gen del transportador de la cobalamina (TCN2)
disminuye la concentracién celular y plasmatica de la transcobalamina y por tanto, influye en la
disponibilidad celular de vitamina B12. En poblacién mexicana se ha observado una asociacién
entre este polimorfismo y los niveles de homocisteina.%® Las interacciones gen-ambiente
contribuyen muy probablemente a la predisposicién a los DTN, con ejemplos que incluyen las
interacciones de MTHFR con el uso de multivitaminicos®, MTRR con el uso de vitamina B127°
y PDGFRA con el inositol y el zinc.”

Avances en la secuenciacion de exoma y de genoma completo, y en el andlisis de deleciones
gendmicas y variantes en el nimero de copias permitiran ampliar la investigacion de la base
genética de los DTN en humanos. La complejidad multifactorial de los DTN significa que el
analisis de datos de tales estudios representa un reto mayor. Con el advenimiento de la
tecnologia con microarreglos cromosémicos, la deteccién de variantes en el nimero de copias
(CNV) pudiera revelar genes candidato y vias asociadas con DTN.

Con un mayor uso de plataformas de secuenciacion de siguiente generacion para la
identificacion de genes mutados en los DTN, es critico determinar si mutaciones nuevas
contribuyen a su patogénesis. Es posible probar el papel de las nuevas mutaciones en la
patogénesis de los DTN usando enfoques knock en ratones. Nuevos desarrollos en metodologia
CRIPS-Cas9 hara mas facil generar ratones genéticamente modificados. Ademas, es importante
desarrollar modelos ex vivo de DTN. Avances recientes en cultivos tridimensionales y
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organoides derivados de células madre pluripotentes son prometedoras nuevas direcciones en
modelos de TN en desarrollo para el entendimiento de las consecuencias funcionales de
mutaciones recién identificadas en la patogénesis de los DTN.

Se ha demostrado que ciertas vias de sefializacion son esenciales para el cierre del tubo neural
e incluyen la via de polaridad celular planar (PCP), la via de sefializacion Hedgehog (Hh) y la
via de sefializacion Wnt (candnica), entre otras. Estudios de asociacion en humanos en grupos
de pacientes con DTN, han mostrado resultados estadisticamente significativos en relacion a
ciertas variantes de genes relacionados a las vias de sefializacion de polaridad celular planar
(PCP)"?>", de Hedgehog (Hh)!228 y de Wnt (via candnica)'?, entre otras. Recientemente se ha
propuesto que procesos primarios de ciliogénesis son importantes para la neurulacion primaria
por medio de su interaccion con ciertas vias del neurodesarrollo entre las que resaltan la via de
Hh y las vias candnica y no candnica de Wnt. 2 ®77 Se ha identificado que mutaciones en genes
PCP contribuyen con un 0.5-2.5% de los DTN aislados, con una baja tasa mutacional en los
DTN espinales, pero mayor en los defectos craneales.’®

Por todo lo mencionado, consideramos que en la investigacion del MMC se deben incluir
multiples genes implicados en distintas vias bioquimicas y del desarrollo relacionadas con el
proceso del desarrollo normal del tubo neural, para lograr detectar posibles patrones de variantes
de riesgo propios de nuestra poblacion asi como efectos de interaccion génica de diferentes
combinaciones genotipicas (interaccion gen-gen), que individualmente pudieran no mostrar
asociaciones de riesgo significativas estadisticamente.

1.6. TRANSDUCCION CILIAR DE LAS VIAS DE
SENALIZACION HEDGEHOG, PCP Y WNT, Y SU
RELACION CON LOS DEFECTOS DEL TUBO NEURAL.

1.6.1. Cilios y funcion ciliar en procesos del neurodesarrollo.

Los cilios son un organelo ubiquito, se encuentran presentes en la .. Al ke
mayoria, si no es que todas, las células epiteliales del cuerpo humano. Casi 7“\ n | o
toda célula epitelial tiene un cilio tnico no movil, el cilio primario, que  riguras. piagrama esquemtico det
tipicamente se localiza en el centro de la superficie celular apical. Los "
cilios son protrusiones basadas en microtdbulos y son nexos importantes para la sefializacion
celular, transduciendo sefiales que influyen en el destino y el movimiento celulares.® Tras afios
de investigacién cientifica, el cilio emerge como un organelo clave en numerosos procesos
fisiologicos y del desarrollo, actuando como la “antena celular” que censa sefiales extracelulares
tales como factores de crecimiento, hormonas y morfogenos del desarrollo.

El amplio rango de funciones ciliares implica que defectos ciliares pueden ocasionar un
amplio rango de trastornos por sus efectos pleiotrépicos. Defectos en la motilidad ciliar
producen fallas en la eliminacion del moco, conduciendo a bronquiectasias y sinusitis cronica.
Defectos en la motilidad ciliar en el nodo causan situs inversus, y defectos en la motilidad ciliar
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en el cerebro pueden causar hidrocefalia. Defectos en la funcidn sensorial ciliar en el rifion
Ilevan a enfermedad renal poliquistica y nefronoptosis. Defectos en los cilios primarios en otros
tejidos pueden causar anosmia, degeneracion retiniana y obesidad, por mencionar algunos®’172,
El creciente interés en las enfermedades relacionadas con los cilios ha promovido el analisis
sistematico de la composicion proteica de los cilios; sin embargo, aunque cientos de proteinas
ciliares se han descubierto en los ultimos afios, en una gran proporcion sus funciones
permanecen desconocidas.’®

Evidencia reciente con uso de tecnologia de microarreglos en el estudio de DTN en humanos
apoya el papel de los cilios en su etiologia. Mediante un estudio de analisis gendmico de
variantes en el nimero de copias (CNV) Chen et al® encontré una mayor cantidad de genes
ciliares, no reportados en bases de variantes gendmicas, en pacientes con DTN que en controles
(24,7% vs 9.3%, p<0.05), correspondiendo a un incremento del riesgo para DTN de 3.19 veces
(IC 95%; 1.27-8.01). Finalmente el analisis sugirié que dos vias ciliogénicas, las de uniones
estrechas y de sefializacién de la proteina cinasa A, eran las principales vias candnicas
implicadas con los CNVs especificos de DTN, y que estas dos vias interactlan con vias
conocidas para DTN.® Los genes PARD3-PARDG6 se conocen esenciales para la polaridad
epitelial durante la embriogénesis y la neurulacion. Este complejo de polaridad también se
localiza en los cilios y regula la ciliogénesis, asi como las uniones estrechas durante la
morfogénesis renal. Los modelos de pez cebra han revelado que PARD3 tiene un papel
importante al dirigir el entrecruzamiento en la linea media durante la neurulacion. La deplecién
de PARD3 en pez cebra resulta en cilios intracelulares e hidrocefalia. En humanos, el knock-out
PARD3/PARD6 en células MDCK resulta en defectos morfogénicos graves en las tres
dimensiones del cultivo, formando mdaltiples lumenes, lo cual es similar al fenotipo renal en
humanos.

Los cilios representan un factor clave en la regulacion de la transduccion de sefiales de
diversas vias del neurodesarrollo, y por tanto representan un potencial requisito para un proceso
normal de neurulacién. En relacion a lo anterior, se ha demostrado que los cilios son requeridos
para la funcion de la via de polaridad celular planar (PCP).2 8 En vertebrados, la via de
sefializacion Hedgehog requiere del cilio primario.?® También se ha propuesto que los cilios se
requieren para la sefializacion candnica Wnt, la cual es importante en la regulacion del patron
dorso ventral del tubo neural.”® En modelos experimentales un fenotipo observado para mutantes
ciliares es la presencia de DTN, por ejemplo el 14% de los ratones Bbs4-/- muestran un tubo
neural cefalico abierto.”

Por lo mencionado, nace la posibilidad de que organismos con alteraciones ciliares muestren
DTN como resultado de una mal-regulacion de otras vias de sefalizacion. La compleja
interaccion entre las vias Hh, Wnt, y PCP, y posiblemente otras vias de sefializacion, con el cilio
primario durante el desarrollo embrionario del tubo neural, tienen que ser considerada de manera
integral en la investigacion de los DTN, tanto en modelos experimentales como en estudios
epidemiolégicos y de asociacion en humanos.
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1.6.2. Via de sefalizacion Hedgehog, transduccion ciliar y su relacion con DTN.

La cascada de sefializacion Hedgehog (Hh) es esencial para muchos aspectos del desarrollo
embrionario normal. El cilio primario es critico para la sefializacion Hh durante el
establecimiento del patron dorso ventral del tubo neural.®? 28

El ligando polipeptidico para esta via es una molécula de sefializacion intracelular
denominada Hedgehog y descrita en Drosophila. Los mamiferos tienen tres homologos: Desert
Hedgehog, Indian Hedgehog y Sonic Hedgehog (Shh), de los cuales Shh es el mejor estudiado.
El ligando Shh se expresa primero en el notocordo subyacente al tubo neural ventral induciendo
la expresion de Foxa2, que por si misma inicia la expresion de Shh dentro de la linea media
ventral, el futuro piso de la placa neural. La sefial Shh del notocordo y del piso de la placa actla
para especificar los dominios ventrales, en forma dependiente de concentracion y tiempo. La
sefializacion Shh culmina con el procesamiento de factores de transcripcion Gli para generar
activadores o represores Gli, proceso dependiente del cilio.

Varios componentes de la via Hedgehog se localizan dentro del cilio. Smoothened (Smo) se
localiza en la parte distal del cilio primario tras la estimulacion de la via y es un requerimiento
esencial, aunque no suficiente, para la activacion de la cascada de sefializacion rio abajo.?® La
adicién de Shh resulta en remocion de su receptor ciliar Patched (Ptchl) y en acumulacién de
Smo en el compartimento. Smo determina la activacion de la via al promover la generacion del
activador Gli2.8% Ademas del activador Gli, los represores Gli (principalmente Gli3R) son
generados tras procesamiento proteolitico en una manera dependiente de cilio-proteina quinasa
A(PKA)-Sufu,® referido como la maquinaria basal de represion de la sefializacion Shh.

Tras la activacion de la via Shh, Gprl161 es removido del cilio primario en un proceso de dos
pasos dependiente de Smo y p-arrestina.® Las p-arrestinas son reclutadas a la region proximal
de C-terminal por el receptor competente de sefializacién en una manera dependiente de Grk2.
Los dobles knockout para p-arrestinal/2 o la inhibicion de la cinasa GPCR Grk2 previenen la
pérdida de Gprl61 del cilio primario tras la sefializacion Shh. El trafico Smo hacia el cilio
primario promueve mayor union de g-arrestina y que se requiere para la salida de Gprl61 del
cilio primario. La cola C distal de Gpr161 tiene una hélice anfipatica que se une directamente a
las subunidades tipo | PKA reguladoras (Rl«)® y las cuales se localizan en el cilio®”; la union
directa a PKA en este compartimento podria potenciar la habilidad de Gpr161 para activar PKA
por medio de una sefializacion cAMP constitutiva.

Factores rio abajo de Gpr161 incluyen la subunidad Gas de proteina G y a PKA. La cinasa de
serina-treonina PKA es activada por cCAMP e inhibe a la via de sefializacién Shh al procesar a
las proteinas Gli2 y Gli3 hacia sus formas reprimidas. La holoenzima PKA consiste de dos
unidades cataliticas Ca y Cp (codificadas por Prkaca y Prkacb) y dos subunidades reguladoras,
subunidades tipo | (Rla y RIp, codificadas por Prkarla y Prkarlb, respectivamente) y
subunidades tipo Il (Rlla y R11g, codificadas por Prkar2a y Prkar2b) en el raton.®8 La subunidad
reguladora Rla se localiza en el cilio, mientras que las otras subunidades PKA reguladoras y
cataliticas se han reportado asociadas con el proteoma ciliar y el cuerpo basal.®’
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Existe una gran cantidad de mutaciones genéticas que afectan la sefializacion de Hedgehog
en ratones, ya sea de forma directa o mediante sus efectos sobre la funcion ciliar. Algunas de
estas mutaciones alteran el cierre del tubo neural en el cerebro, cordon espinal, o ambos,
conduciendo a DTN. Estas mutaciones, que tienen efectos directos sobre la via Hedgehog se
pueden dividir en 2 grupos distintos: aquellas que disminuyen la sefializacién causan
holoprosencefalia y ciclopia pero no DTN, y aquellas que muestran activacion incrementada de
la via producen DTN como exencefalia y EB en la mayoria de los casos. Un tercer grupo de
mutaciones, principalmente aquellas que afectan la sefializacion de manera indirecta por medio
de efectos sobre la funcidn ciliar, tienen consecuencias variables en el cierre del tubo neural.?®
89

El requerimiento del cilio en la sefializacion de Hedgehog se identificé al observar en ratones
mutantes con alteraciones en proteinas de transporte intraflagelar (IFT88 e IFT172) defectos
morfol6gicos y evidencia de alteraciones en el patron regulado por el ligando Hedgehog. Desde
entonces, un nimero de reguladores del transporte intra-flagelar han mostrado ser requerimiento
para la sefalizacion Hh.?8

En raton, el alelo hipomérfico Gprl61 (conocido como vaculated lens; vl) con un c-terminal
truncado muestra letalidad embrionaria con EB lumbosacra en =50%.%. Este fenotipo es
modificable dependiendo del background genético de la cepa,®® y la razdn subyacente para estos
fenotipos de EB con penetrancia limitada en GPR161""™ es incierta a la fecha. El C-terminal
truncado en el alelo vl es distal al sitio de union proximal a g-arrestina. En comparacion con su
forma silvestre la g-arrestina se une significativamente mejor en el vl truncado, aun asi el
Gpr161" truncado no es removido del cilio tras la sefializacion Shh.2% Sin embargo, la retencion
ciliar del Gpr161" truncado no resulta en defectos de la sefializacion Shh.8> Perturbaciones
locales de otras vias morfogenéticas, incluyendo la Wnt canonica podrian contribuir con los
DTN caudales.®® Mientras que el directo acoplamiento de PKA por la hélice anfipética podria
funcionar al restringir un incremento de sefializacion Shh, el mutante Gpr161"' no causa defectos
globales de la sefializacion Shh en contraste con el alelo nulo.? ®! Por tanto, la actividad Gpr161
puede persistir en ausencia de acoplamiento directo de PKA por la hélice anfipatica. En general,
Gprl61 es un factor critico en la maquinaria basal de supresion de sefalizacion Shh, la
morfogénesis y el cierre del TN. Factores que regulan el trafico Gprl61 en el cilio primario
incluyen a la proteina 3 tipo-tubby (Tulp3) y al complejo A intraflagelar (IFT-A).° Cualquiera
de estos knockouts resulta en sefializaciéon Shh incrementada, fenocopias de mutantes nulos
Gpri161 que exhiben ventralizacion del TN caudal y DTN como exencefalia y EB.% 9 9697

Mutaciones del gen que codifica Gas en embriones Gnas™’ resultan en TN abierto y letalidad
embrionaria hacia el E9.5.°® Los embriones Gnas’ tienen una regulacion a la alta de la
sefializacion Shh y muestran ventralizacion del TN.% 8Ademas, el knockout Gnas mesodermo-
especifico (Dermol1-Cre; Gnas™") muestra exencefalia hacia el E14.5 (=20%).%

Todas las isoformas PKA reguladoras se expresan en el TN en desarrollo pero solo los
knockouts Prkarla muestran un TN abierto en las regiones del cerebro anterior y medio con un
grave arresto del crecimiento.®® En ratones con pérdida parcial de las subunidades cataliticas
(Ca*"; Cg"; raton PKA deficiente), el 100% de embriones muestran EB y el 25% exencefalia
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hacia el E12.5.1% La pérdida completa de PKA (Ca”"; Cg"; raton PKA nulo) resulta en DTN y
letalidad embrionaria hacia el E9.1%' Los embriones PKA deficientes o nulos muestran
ventralizacion del TN en una manera dependiente de Gli2.2%

Los embriones knockout Sufu muestran ventralizacion del TN.1%2 La pérdida de factores que
regulan la maquinaria basal de represion de la via de sefializacion Shh (Tulp3-1FT-A-Gprl61-
Gas-PKA-Sufu) pueden todos resultar en una incrementada sefializacion Shh en el TN y por
tanto en DTN.

La mayoria de los homoélogos de la via HH no se han asociado con enfermedad en humanos,
sin embargo polimorfismos en algunos de estos genes se asocian a un conjunto comun de
trastornos. Mutaciones en SHH, similar a lo que ocurre en ratones, se asocian con
holoprosencefalia (HPE), tanto en casos familiares como en esporadicos. Mutaciones con
pérdida de funcion de DISP1 se asocian a fenotipos tipo HPE, al igual que ocurre con
mutaciones en GLI2 o PTCHL. Se predice que mutaciones en PTCHL1 potencian la accion de
PTCH1 sobre la represion de la via Hedgehog. La formacion de tumores es una afeccion
aparentemente comun en pacientes con disrupcién en genes de la via Hedgehog. Polimorfismos
en SUFU se asocian con meduloblastoma, mientras que mutaciones en GLI1 se asocian con
gliomas. Estas asociaciones son de esperarse, dada la interaccion entre la sefializacion Hedgehog
y la regulacion de la proliferacion celular y apoptosis.

1.6.3. Via de polaridad celular planar, transduccion ciliar y su relacién con DTN.

La via de polaridad celular planar (PCP) es
una cascada de sefializacion no canénica Wnt- @ Wntit/sa
Frizzled-Dishevelled, altamente conservada [
(Figura 8), que controla la polarizacion de las
, L. . é) Frizzled Sy, |
celulas epiteliales en el plano de un epitelio. En Strabismus/VANGL2
vertebrados, esta via tiene un papel clave en el i e FRNIL L2
1ego/inversin
establecimiento y mantenimiento de una Inturned/PDZK6
. . . . Fuzzy
coordinada orientacion polarizada de las ot
células, necesaria para numerosos procesos del
desarrollo, incluyendo movimientos l
direccionales durante la gastrulacion vy Dindmica de Actina
1y Polaridad Celul
neurulacion en vertebrados. oamcac ewar

p - . . Figura 8. Cascada de sefializacion PCP. La via PCP
La via Wnt no canonica, a diferencia de la inicia sefiales extracelulares (morado) a través de la

canonica, es independiente de beta-catenina y membrana (componentes azules) e influye sobre la
£ . s d Imoduli . dinamica de actina del citoesqueleto (componentes verdes),
unciona a través de calmodulina quinasa conrolando la polaridad celular.?

(CamK) y JNK, reordenando el citoesqueleto

para regular la morfologia y orientacién celulares en el campo planar. Durante la neurulacién,
la sefializacion PCP organiza protrusiones celulares basadas en actina (lamelipodios) en las
células de la placa neural, permitiendo a las células moverse medio-lateralmente e intercalarse

una con otra. Este movimiento celular direccional causa la extension de la placa neural a lo largo

23



del eje antero-posterior con el concomitante estrechamiento en direccion perpendicular, proceso
conocido como extension convergente.’® El estrechamiento de la placa neural permite que los
pliegues neurales laterales se opongan y fusionen.

Los componentes PCP claves incluyen a la proteina Van Gogh/Strabismus (Vangl1/2 en
vertebrados) de cuatro pasos transmembrana, dos proteinas Frizzled (Fz) de sietes pasos
transmembrana, una cadherina atipica Flamingo (Fmn, o Starry Night, Celsr en vertebrados) y
a las proteinas citoplasmaticas Prickle (Pk), Dishevelled (Dsh/Dvl), y Diego (Dgo o Diversina
en vertebrados). Estas proteinas PCP forman un complejo de sefializacion asociado a la
membrana donde su localizacion subcelular, cantidad y distribucion son cruciales para una
sefializacion PCP normal. Efectores rio debajo de esta via incluyen pequefias GTPasas de la
familia RhoA y JNK que tras la activacion conducen a una variedad de respuestas celulares
incluyendo el reordenamientos del citoesqueleto. *

Una funcion apropiada de la via PCP en la neurulacién podria asegurar una polarizacion
global normal, lo que no solo significa que las células en el plano se coordinan una a otra, si no
también que los tejidos corporales se desarrollen en armonia. El orden especifico, altamente
controlado y asimétrico de estos componentes diana PCP, que parece ser altamente sensible a
la orientacion de los lados celulares con respecto al eje global del epitelio, permite que la
polaridad de la célula se establezca dentro del plano del epitelio y promueve el reordenamiento
de los componentes del citoesqueleto. Aunque la localizacion asimétrica de algunos de estos
factores PCP ha sido documentada en algunos tejidos de vertebrados, por ejemplo durante la
gastrulacion y neurulacion en el pez cebra, no existe aln un conjunto completo de datos y por
tanto un modelo equivalente al de Drosophila. Recientemente se ha demostrado que la
distribucion asimétrica de los componentes diana PCP como Pk1 en la placa neural es esencial
para el cierre del tubo neural. Otro ejemplo es la localizacidn asimétrica de Pk y Dsh durante el
proceso de extensién convergente en el pez cebra.

DVL es esencial para el proceso de extension convergente. En el modelo experimental de
Xenopus que carece de funcion del ortdlogo de DVL (Dvl) se forman lamelipodios pero no se
logra la polarizacion celular; su orientacion es al azar, teniendo como resultado falla en la
extension convergente. La disrupcion de la via de sefializacion PCP en ratones causa DTN
graves. Componentes PCP, como Dvl, Celsrly Fz3/Fz6 son esenciales para el cierre caudal del
tubo neural en ratones.

La disrupcion experimental de componentes clave de la via PCP, especificamente la pérdida
de funcién de genes clave de la via como son Vangl2, Celsrl y Dishevelled, resultan en
craneoraquisquisis, a causa de falla en la iniciacion de la formacion del tubo neural en el sitio
de cierre 1. Este fendmeno es distinto a la exencefalia y EB observados en los mutantes ciliares,
sin embargo una disrupcion parcial de la actividad de la via PCP puede resultar en EB, tal como
se observa en algunos mutantes heterocigotos Vangl2 o en los mutantes heterocigotos
compuestos entre Vangl2 y cordon bleu (Cobl). 14 81104

24



El ratdn mutante, Looptail (Lp), muestra craneoraquisquisis, fenotipo resultante de mutacion
en Vangl2, el ortélogo en vertebrados del gen diana PCP Strabismus. Para determinar los
fenotipos producidos en dobles heterocigotos Murdoch et al'® generé ratones con
combinaciones de tres pares de mutaciones: Vangl®-?, Scrib®® y Celsr1™", los mutantes PCP
mas estudiados. La mayoria de los embriones doble-mutantes tuvieron DTN abiertos, con un
rango de fenotipos que incluia de anencefalia a espina bifida, reflejando los defectos observados
en humanos. Se observo, incluso con una base genética uniforme, variabilidad en la penetrancia
y gravedad de los fenotipos mutantes entre las diferentes combinaciones de dobles
heterocigotos. Fenotipicamente, los triples heterocigotos Celsr1°™"; Vangl®-?; Scrib® no eran
mas graves que los dobles heterocigotos o que los homocigotos mutantes. En base a lo anterior
se propone que parte de la variacion entre los fenotipos doble-mutantes puede atribuirse a la
naturaleza de la disrupcion proteica en cada alelo: mientras Scrib® es un mutante nulo y no
produce proteina Scrib, ambos homocigotos Celsr1¢ "y Vangl?-? expresan proteinas mutantes,
lo cual es consistente con efectos dominantes.

Los resultados variables de estas interacciones génicas son de relevancia directa para los
DTN en humanos y enfatizan la importancia de realizar tamizajes genéticos integrales al
investigar defectos congénitos. Aungque mutaciones heterocigotas en un solo gen podria no tener
efecto, la disrupcion de multiples genes podria combinarse en un individuo para tener
consecuencias devastadoras sobre el desarrollo embrionario. No se debe subestimar el potencial
efecto de variantes genéticas incluso si se detectan en individuos no afectados, ya que la
combinacion de multiples mutaciones es muy probablemente un factor critico para los DTN en
humanos.

Los receptores 1 a 3 de CELSR pertenecen a la familia B de GPCRs (receptores acoplados a
proteina G)!%, en su porcion N-terminal presentan dominios repetidos de cadherina siendo
moléculas de adhesion celular dependientes de calcio. La adhesion célula-célula participa en la
activacion de los CELSRs.1% El raton Crash (Crsh™") tiene una mutacion de sentido erréneo en
la region codificante de Celsrl y muestra creaneoraquisquisis hacia el E38.5 y exencefalia hacia
el E12.5.197 CELSR1 se concentra en las uniones adherentes orientadas hacia los ejes
mediolaterales de las placas neurales, recluta a Frizzled y Dishevelled, resultando en una
activacion localizada de PDZ-RhoGEF y cinasa Rho (ROCK), lo que induce contraccion de
actomiosina a lo largo del eje medio-lateral y doblamiento de la placa neural 3! Los embriones
Celsr2”y Celsr3” no muestran DTN.8

Conociendo la importancia en vertebrados de los cilios primarios en la recepcion de sefiales
extracelulares, no es sorprendente que estén implicados en la regulacion de la via PCP. Ademas
componentes claves de la via PCP, Vangl2 y Dvl, se localizan dentro de los cilios o en su cuerpo
basal. El gen Fuzzy de la via PCP participa en la polaridad planar en moscas y en la formacion
del tubo neural en vertebrados; en ratones knockout Fuzzy se observan DTN vy cilios primarios
defectuosos.

En ratones se ha observado que la disrupcion de la via de sefializacion PCP causa DTN, asi
como se observa en la disrupcién de genes BBS necesarios para el ensamblaje y mantenimiento
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ciliar.”* Ratones mutantes ciliares muestran defectos PCP en el oido interno y en modelos de
pez cebra knockdown para proteinas ciliares se observan fenotipos PCP incluyendo extension
convergente defectuosa y malformaciones de la cola.'® Existe una conexion funcional y
estructural entre componentes ciliares y PCP: la proteina inversina, que ha sido estudiada en la
funcion ciliar, es también una proteina clave en la via PCP.1° La inversina se une y bloquea a
Dvl mediante la activacion de la via canonica Wnt, y funciona como un interruptor entre las vias
canonica y no candnica Wnt. La conexién entre sefializacion PCP y proteinas ciliares se
evidencia con el hallazgo de que las proteinas PCP Vangl2 y Dvl se localizan en la base de los
cilios en las células de vertebrados. Otro vinculo entre PCP y cilios proviene de experimentos
con embriones de Xenopus, en los que la disrupcion de Inturned o Fuzzy ocasiona defectos de
cierre del tubo neural, prominentemente rostrales. En estos modelos de Xenopus se demostrd
que los DTN se originan por falla tanto en la sefializacion PCP como en la de Hedgehog. Esto
sugiere que Inturned y Fuzzy tienen un papel en la estructura o funcion ciliar.**® En ratones
knockout Fuzzy se observan tanto DTN como cilios primarios defectuosos.

Dado que el gen FUZ se expresa en el tubo neural emergente y que en ratones knockout se
observan DTN, se ha estudiado en humanos con DTN y se han identificado cambios no
sindnimos, demostrando que varias de estas mutaciones afectan la formacién de los cilios
primarios, la longitud ciliar o el movimiento celular direccional.”

De Marco et al muestra una revision de los genes de la via PCP en la etiologia de los DTN
en humanos, actualizando la lista de las mutaciones raras y deletéreas identificadas hasta la
fecha.” Se han reportado 50 mutaciones no sinénimas en genes PCP en 54 pacientes con DTN,
que tienen un efecto patogénico sobre la funcion proteica. Las mutaciones en genes PCP
asociadas con DTN en humanos son poco frecuentes, la mayoria de sentido erroneo, en estado
heterocigoto y transmitidas por un progenitor sano.’* Se han encontrado mutaciones en las
regiones codificantes de genes centrales de la via PCP: CELSR1, FZD6, PRICKLEL, DVL2,
VANGL1 y VANGLZ2, asi como de genes asociados a la via PCP: SEC24B, DACT1, FUZ y
SCRIB. Las mutaciones en genes VANGL se estima contribuyen a un 0.4-2.5% de los DTN en
humanos.’® 1t Ademas el rango de fenotipos DTN asociado a mutaciones PCP es mucho mayor
al observado en ratones mutantes y no ha sido posible identificar alguna correlacién genotipo-
fenotipo,” observandose ya sea defectos abiertos como craneoraquisquisis, anencefalia y
mielomeningocele, o defectos cerrados como lipomielomeningocele, mielocistocele terminal y
agenesia sacra, e incluso diastematomelia y trastornos del filum terminal.”

En humanos, es posible que estas variantes PCP actien como mutaciones dominantes con
penetrancia variable, aunque también se sugiere podrian interactuar de manera digénica o
poligénica con otros, aun no identificados, factores genéticos de riesgo generando la diversidad
observada en los fenotipos DTN. Ademas, en ratones se sabe que el gen Vangl2 interactua con
genes no-PCP resultando en espina bifida abierta o exencefalia, proveyendo de un paradigma
sobre la participacion de estas interacciones génicas en la causalidad de los DTN.% En humanos
con EB, craneoraquisquisis y agenesia caudal también se han identificados mutaciones CELSR1
de sentido erroneo.” 112 113

26



1.6.4. Via de sefalizacion canonica Wnt, transduccion ciliar y su relacion con
DTN.

La sefializacion de la via candnica Wnt/beta-catenina tienen un papel critico en una amplia
gama de procesos biologicos, incluyendo la proliferacion celular, la migracion, el
establecimiento de la polaridad, la auto-renovacion de células madre y el destino celular durante
el desarrollo. La sefializacion Wnt es importante para la regulacion del patrén dorso ventral del
tubo neural, ya que las sefiales Wnt y BMP desde el techo de la placa neural y la superficie del
ectodermo son importantes para la regulacion de la identidad neuronal dorsal.

El ligando Wnt se une a los receptor Frizzled (Fz) y Lrp5/6 tras lo cual Dishevelled (Dvl) es
reclutado a Fz. Posteriormente Dvl se une y desestabiliza y el complejo de destruccion de beta-
catenina que consiste de Axina/Conductina, la proteina supresora de tumores poliposis
adenomatosa familiar y la glucdgeno sintetasa-quinasa 3. Este complejo se une
constitutivamente a beta-catenina dirigiéndola para su poli-ubiquitinacion y degradacion en el
proteosoma. Cuando el complejo de destruccion de beta-catenina es desestabilizado, la beta-
catenina se acumula en el ndcleo donde se une a miembros de la familia de factores de
transcripcion LEF/TCF, previniendo su represidn de transcripcion génica y funcionando como
un co-activador de transcripcion. 1%

Ankrd6, un homdlogo en vertebrados del mediador PCP diego, actGa como un interruptor
entre ambas vias Wnt; su localizacion centrosomica es crucial para la funcion de la via.
Promueve la sefializacion de la via PCP y simultaneamente inhibe la transcripcion génica a
través de la via canonica Wnt/beta-catenina. La Diversina, codificada por Ankrd6, es una
proteina citoplasmica con ocho dominios repetidos anquirina N-terminales, un dominio central
conservado y un dominio C-terminal. En vertebrados, la Diversina interactda directamente con
Dvl a través de sus repetidos anquirina y ambas proteinas median de manera mutua la
sefializacion Wnt/PCP en cultivos celulares y en embriones de pez cebra. La Diversina también
se une a CKle y a Conductina o Axina a traves de sus dominios centrales y C-terminal,
respectivamente. Esto lleva a reclutamiento de CKle hacia el complejo de degradacién de beta-
catenina con la subsecuente inhibicion de la sefializacion beta-catenina/TCF. 1

Wnt5 y Wnt11 son miembros clave de la via Wnt y también se asocian a la via de sefializacion
PCP. Recientemente se ha reportado que wnt5a/pipetail y wntll/silberblick controlan el
movimiento celular durante la embriogénesis del pez cebra por medio de la via PCP.}° El
componente PCP Wnt11 podria estar involucrado en el movimiento de extension convergente
que tiene lugar durante la gastrulacion y tal vez, de forma mas amplia, durante la organogénesis.
Disheveled es un componente diana en ambas vias PCP y Wnt. La inversina participa en el
control del balance entre la via de sefializacion Wnt canonica y no candnica. Una mayor
actividad de Inversina favorece a la sefializacion no canonica (via PCP) y una menor actividad
favorece a la via de sefializacion canonica Wnt. 11
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La via canonica Wnt/beta-catenina requiere de los cilios para la transduccion de sefiales. En
ratones, la proteina asociada al cuerpo basal ciliar Chibby (Chy), regula la sefializacion Wnt
mediada por beta-catenina. Estudios en Xenopus laevis apoyan el papel de Cby en la mediacién
de la red de interacciones entre la ciliogénesis, los sistemas de sefializacion y el patrén tisular.
114

La disrupcion experimental de algunas moléculas involucradas en la sefializacion canonica
Whnt también conduce a DTN, incluyendo Axinly Lrp6. La disrupcién de las proteinas Frizzled
o Dishevelled resulta en DTN aunque en estos mutantes tanto la via canonica como la no
candnica de Wnt se ven afectadas. En el raton knockout condicional para beta-catenina en los
pliegues neurales dorsales se ha demostrado la importancia de la via candnica Wnt en el cierre
del tubo neural en la region caudal. En este raton knockout una expresion disminuida de Pax3 'y
Cdx2 en el neuroporo posterior dorsal y de genes diana de la sefializacion Wnt/beta-catenina,
Thx6 y Fgf8 en la eminencia caudal, conduce a espina bifida abierta y doblamiento del eje
caudal.!®® En estudios en humanos se ha demostrado asociacion entre DTN y mutaciones LRP6
raras, las cuales reducen la actividad de la via canénica Wnt y potencian la sefializacion PCP.116

1.7. ASPECTOS CLINICOS DEL MIELOMENINGOCELE

1.7.1. Diagnostico.

La mayoria de los DTN son aparentes al momento del nacimiento. Los DTN cerrados tienen
una presentacion variable, lo mas com(n es una masa quistica y algin estigma cutaneo (ya sea
un area de hipo o hiperpigmentacion, aplasia cutis, seno dérmico congeénito,
teleangiectasia/hemangioma capilar, hipertricosis, apéndices cutaneos, o una hendidura glitea
asimétrica).’” La segunda razon de blsqueda de atencion médica es por asimetria en longitud
y/o volumen de los miembros pélvicos. Otras presentaciones incluyen: escoliosis progresiva,
dolor lumbar con o sin déficit neurolégico dependiendo de su asociacion con una médula
anclada.

En el recién nacido con un DTN abierto, en especifico un MMC, es necesario realizar una
evaluacion integral para conocer la extension del defecto, incluyendo la medicion del perimetro
cefalico, valoracion de la funcién motora y sensitiva asi como del sistema nervioso autbnomo.
Usualmente el nivel de la disfuncion sensitiva es ligeramente mayor que el de la disfuncion
detectada en la exploracién motora. Si la diferencia en el nivel segmentario entre los dos lados
es mayor a 1 nivel, un problema neuroldgico oculto debe sospecharse (como lo es la hemimelia).

En los casos con MMC es comun encontrar defectos congeénitos asociados, sobre todo del
mismo sistema nervioso central. La hidrocefalia es el defecto mas comdnmente asociado; se
presenta en el 90% de los casos con MMC lumbosacro. La malformacion de Arnold-Chiari tipo
Il se presenta en mas del 70% de los casos con MMC y se refiere a una constelacion de anomalias
que incluye herniacién cerebral posterior (desplazamiento inferior de la médula, el cuarto
ventriculo y el cerebelo hacia el canal espinal), anomalias del tronco encefalico, senos venosos
bajos, y una fosa posterior pequefia. La malformacion de Chiari Il puede tener efectos en las
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funciones motora, cognitiva y de nervios craneales, lo cual se complica por los efectos adversos
de la hidrocefalia y la derivacion de la hidrocefalia.''® En un 10-15% de los pacientes con MMC
se presenta retraso mental grave.

1.7.2. Valoracion y tratamiento integrales de los individuos afectados con
mielomeningocele.

En el recién nacido con MMC la resonancia magnética nuclear es el estudio de eleccion para
valorar el tejido neural y para identificar el contenido del defecto. La tomografia computarizada
permite la visualizacién directa de la anatomia y el defecto 6seo. Este ultimo también se usa
para determinar la presencia o ausencia de hidrocefalia u otras anomalias intracraneales. El
estudio urodindmico permite valorar el involucro del sistema urinario en los afectados. Para el
tamizaje prenatal se utiliza la ultrasonografia (USG) y los niveles séricos maternos de alfa-feto
proteina (AFP). En la etapa postnatal el USG es de utilidad para la busqueda répida de
hidrocefalia.

La observacion mediante imagenes ultrasonograficas secuenciales en fetos con MMC llevo
a sugerir que las alteraciones en los sistemas nerviosos centrales y periféricos podrian ser
progresivas, perdiéndose el movimiento de extremidades inferiores y empeorando la herniacion
cerebral posterior y la hidrocefalia durante la gestacion fetal.!*® Posteriormente estudios en
animales mostraron que el cubrimiento prenatal de lesiones tipo-EB preservaba la funcién
neuroldgica y mejoraba la herniacion cerebral posterior.1?® Asi es como surgi6 la hipotesis del
“doble-hit” en el que el déficit neuroldgico final se da por la combinacion de una falla en la
formacion del tubo neural y de lesion al corddn espinal resultado de la exposicion prolongada
de los elementos neurales al ambiente intrauterino.

Hacia 1997 se realiz6 la primera reparacion prenatal de MMC mediante histerotomia. El
ensayo clinico aleatorizado MOMS (Management of Myelomeningocele Study), demostré que
la cirugia prenatal para el MMC reducia la necesidad de derivacion ventriculoperitoneal en
comparacioén con la cirugia postnatal (RR 0.48, p<0.001), mejoraba el desarrollo mental y la
funcion motora (p=0.007) asi como la herniacion cerebral posterior y la ambulacion.'?

Dentro de los riesgos maternos reportados se encuentran: parto pretérmino, desprendimiento
de placenta y adelgazamiento uterino o dehiscencia para el embarazo indice; dehiscencia y
ruptura uterinas en embarazos subsecuentes (14%). Respecto a la técnica quirurgica de eleccion
para la reparacion prenatal existe controversia entre la cirugia abierta y la fetoscopica. Se ha
reportado que la técnica endoscopia resulta en mayores tasas de muerte fetal, ruptura prematura
de membranas, corioamnionitis, oligohidramnios, parto prematuro y herniacién cerebral
posterior persistente.'?? 122 Recientemente en un ensayo clinico de reparacion endoscopia
prenatal en pacientes con EB abierta se utilizd una técnica que implica liberacion de la
neuroplacoda, colocacion de un parche de biocelulosa sobre la lesion y cierre cutaneo simple, a
diferencia de la técnica clasica en el que la duramadre se diseca y el defecto se cierra en multiples
capas.’®* En los resultados de fase | para este ensayo se observo reversion de la herniacion
cerebral, mejor funcién motora, sin morbilidad materna significativa, adelgazamiento o
dehiscencia miometrial; sin embargo las limitaciones reportadas fueron ruptura prematura de
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membranas y prematurez, requiriendo de ensayos fase Il para prevenir tales complicaciones y
analizar los riesgos y beneficios para esta técnica quirtrgica. 12

El cierre quirtrgico del MMC neonatal debe realizarse a la brevedad y su objetivo primario
es detener la pérdida de LCR y prevenir la infeccion del tejido nervioso expuesto. Para hacerlo
la placa neural es liberada, la dura madre cerrada de manera hermética, y los musculos
paravertebrales aproximados, la piel es cerrada. Aproximadamente 52-91% de los pacientes
requerirad de una derivacion ventriculoperitoneal para tratar la hidrocefalia. Las complicaciones
que pueden ocurrir tras la reparacion quirargica y la derivacion ventriculoperitoneal:
obstruccion, infeccion, sindrome de médula anclada. Para tales complicaciones se requiere
nuevamente de neurocirugia, que puede ocasionar mayor pérdida de funcién neuroldgica. En
caso de hidrocefalia se indica la derivacién ventriculoperitoneal al momento del cierre y que
posteriormente requerird de monitorizacién de por vida, siendo susceptibles de falla de la
derivacion o infeccion'®. Los pacientes con malformacion de Chiari sintomatica deben ser
sometidos a una craneotomia suboccipital y descompresion de la fosa posterior y de las
amigdalas. En general los afectados con estas MC requieren de valoracion inicial
multidisciplinaria integrada por un equipo de Neurocirugia, Urologia, Ortopedia y Terapia
Fisica. Para su seguimiento requerirdn de un equipo compuesto por Neonatologia, Neurologia
Pediétrica, Ortopedia Pediatrica, Urologia, Medicina Fisica, Cirugia Ortopédica y Psicologia.

1.7.3. Morbilidad, mortalidad y prondstico.

Dentro de los DTN mas comunes se encuentran el MMC vy la anencefalia, esta ultima
incompatible con la vida; la sobrevida de los recién nacidos afectados por anencefalia se limita
a unas pocas horas (<2 dias). EI DTN mas comdn y compatible con la vida es el
mielomeningocele. La paralisis, la disfuncion vesical e intestinal, y la hidrocefalia son las
complicaciones clinicas mas comunes en el MMC. El dafio al cordon espinal y nervios
periféricos usualmente es evidente al nacimiento e irreversible a pesar de una temprana
reparacion quirdrgica postnatal. La gravedad de la discapacidad neuroldgica en las extremidades
inferiores se correlaciona con el nivel de lesion en el corddon espinal.!*® La tasa de mortalidad
para los nacidos con mielomeningocele se ha reportado en un 10% aproximadamente.*?

El avance en el cuidado del paciente con EB en las Gltimas décadas ha resultado en una
ganancia en longevidad y calidad de vida para los afectados y sus cuidadores. La disfuncién
vesical es muy comun en pacientes con EB y puede resultar en infeccion, cicatrizacion renal y
enfermedad renal cronica.*?” Se ha observado que los pacientes con EB desarrollan falla renal a
una edad mucho mas temprana en comparacion con quienes no padecen EB. 128 Por tal motivo
los centros para el control de enfermedades (CDC) dirigieron el disefio de un plan de tratamiento
que determinara un estandar de cuidado para los pacientes con EB, cuyos topicos de
investigacion incluyen el manejo de las infecciones del tracto urinario, el nimero ideal de
ultrasonidos necesarios durante el primer afio de vida y las caracteristicas descriptivas de los
afectados durante el primer afio de vida. %’
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A pesar de un cuidado médico intensivo, un 10-15% de los afectados fallecen durante la
infancia temprana. La mayoria de los afectados con MMC aislado y tratados oportunamente
sobreviven hacia la etapa adulta, y su expectativa de vida es cercana a la de la poblacion general,
sin embargo, invariablemente presentan algun grado de discapacidad multisistémica.*?® Un 65%
tienen inteligencia normal, aunque de estos, un 60% muestran algin grado de trastorno
intelectual (particularmente dificultades en matematicas y en la solucién de problemas). En estos
nifios también se ha descrito trastorno por déficit de atencion sin hiperactividad. En un 85% de
los casos se presenta hidrocefalia, pero no guarda relacion con el grado de inteligencia; alrededor
de un 80% presentan suficiencia social (aunque muchos suelen requerir cateterizacion vesical
intermitente). Las complicaciones a mediano y largo plazos suelen ser infecciosas y de
disfuncion vesical.

Para el MMC, y en ausencia de MC adicionales, la tasa de mortalidad en 1990 era del 21%.
Previamente las principales causas de muerte durante la infancia eran la ventriculitis y las
complicaciones relacionadas a la derivacion ventricular por hidrocefalia; actualmente es la
disfuncion del tronco cerebral a causa de la malformacién de Chiari, que lleva a disfuncién
respiratoria y disfuncion para deglutir. En la mayoria de los estudios a largo plazo, son las
complicaciones renales la causa mas comun de muerte en pacientes que sobrevien hacia la edad
adulta. La hidrocefalia se ha considerado como una secuela casi inevitable del
mielomeningocele, requiriendo derivacion neuroquirurgica hasta en el 80-90% de los casos. Las
tasas de infeccion del shunt de derivacién son mayores en pacientes con MMC que en otros
grupos de hidrocefalia. La tendencia en las Gltimas décadas hacia un manejo mas conservador,
evitando en lo posible el uso de shunts de derivacién, permitiendo incluso una ventriculomegalia
moderada, ha disminuido las complicaciones relacionadas a este.**® La malformacion de Chiari
tipo Il se presenta en casi todos los pacientes con MMC y es causa de sintomatologia en
aproximadamente 1/3 de los pacientes afectados.

Respecto a la ambulacién, en ausencia de retraso del desarrollo (que se observa en 13% de
pacientes con MMC) los niveles de movilidad independiente se relacionan de forma estrecha
con el nivel de lesion neurologica. Para lesiones lumbares bajas y sacras, la movilidad
independiente se da en casi todos los casos. Para lesiones por encima de L2, la pérdida de
funcién de los musculos cuadriceps e ileo-psoas traducen una muy baja probabilidad de
movilidad independiente.3!

1.8. PREVENCION.

Al momento no existe un tratamiento efectivo para el MMC una vez que el TN ha fallado en
su cierre, y dado que el cierre normalmente se completa hacia el dia 28 de gestacién
aproximadamente, la terapia preventiva debe administrarse periconcepcionalmente,
definiendosé esta entre 8 semanas antes y 8 semanas después de la concepcion. Diversos ensayos
clinicos en humanos han mostrado que la suplementacion materna con AF previo al embarazo
y durante etapas tempranas del mismo, puede prevenir tanto la ocurrencia como la recurrencia
de los DTN.*2 1% |_a suplementacion periconcepcional con 0.4mg/dia de &cido félico reduce la
ocurrencia de DTN en un 50% o mas, y la suplementacion periconcepcional con 4mg/dia de
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acido fdlico reduce la recurrencia de DTN hasta en un 75%.% Lo anterior ha llevado a la
recomendacion generalizada de que toda mujer en edad fértil o que planee un embarazo debe
recibir un suplemento de 0.4mg de AF diario, y aquella mujer que haya tenido previamente un
hijo con DTN debe recibir 2 a 4mg/dia de forma periconcepcional. Sin embargo, existe un
subgrupo de MMC que no son prevenibles con las estrategias actuales, ya que la incidencia de
casos resistentes a AF es de 0.5-0.7 por 1000 embarazos aproximadamente.

En 1992 en Estados Unidos se recomendo el consumo diario de 400 microgramos de AF para
toda mujer en edad reproductiva, para reducir el riesgo de tener un embarazo afectado por
DTN.*® En 1996 la FDA ordend que hacia enero de 1998 todo producto marcado como
“enriquecido” (pan, cereal, arroz) tuvieran adicion de acido félico para ayudar en la reduccion
del riesgo de DTN, accion conocida como fortificacion de acido folico. ElI cambio estimado en
la prevalencia de DTN antes y después de la introduccién de la fortificacion con AF ha sido de
una reduccion del 28% para anencefalia y espina bifida. Una mayor reduccion (35%) se observa
para programas de vigilancia de MC que activamente consideran el diagnostico prenatal para
los DTN respecto a los programas que no lo consideran (21%).13* En EU se estima que a partir
de la fortificacion con AF cada afio alrededor de 1,300 bebes nacen sin un DTN (especificamente
600-700 sin EB) que de no haber ocurrido la fortificacion habrian presentado un DTN.1%
Ademaés se ha estimado que la cantidad de dinero ahorrado como resultado de la politica de
fortificacion es de 400 millones a 600 millones de ddlares cada afio en EU.1%

Respecto al inositol, recientemente se realizé un estudio piloto para evaluar su papel en la
prevencion de recurrencia de DTN, mostrando efectividad preventiva en humanos y sirviendo
como un estudio preliminar para un futuro ensayo clinico a gran escala.>? En ensayos clinicos
para el tratamiento de trastornos psiquiatricos, el inositol ha sido bien tolerado en dosis
relativamente altas, y en ratones no se han observado efectos teratdgenos en los fetos tratados.*%

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION, HIPOTESIS
Y OBJETIVOS.

El MMC es causa frecuente de mortalidad en el periodo perinatal, y en los sobrevivientes
afectados es causa de discapacidad sea por el defecto per se o por las complicaciones asociadas
a esta MC. Ademas del problema médico que representa el MMC, también afectan
emocionalmente al paciente y su familia, y constituyen un considerable costo econémico para
las familias de los afectados y para los diferentes sistemas de salud del pais. Reconociendo el
problema de salud que representan los DTN, en especial el MMC, es necesario obtener el mayor
grado de conocimiento posible sobre sus causas y mecanismos de desarrollo, para asi poder
establecer estrategias de prevencion y/o tratamiento que permitan reducir su frecuencia y
complicaciones asociadas. Al respecto, nuestro equipo de trabajo ha establecido una linea de
investigacion para la identificacion de factores de riesgo para el desarrollo de MMC en nuestra
poblacion mestizo-mexicana. Hemos estudiado diversos factores genéticos y ambientales en un
disefio combinado de familias nucleares, asi como de casos y controles, con un especial énfasis
en los genes que participan en el metabolismo de los folatos. Reconocemos la necesidad de
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evaluar genes relacionados con diversas vias de sefializacion y procesos celulares con el objetivo
de detectar posibles efectos compuestos o combinaciones de alelos de riesgo que,
individualmente, pueden no mostrar significancia estadistica.

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los defectos del tubo neural son la segunda causa mas frecuente de malformaciones
congénitas en la gran mayoria de las poblaciones estudiadas. Son defectos graves, de mal
pronostico y frecuentemente letales. De estos, su prevalencia al nacimiento varia (0.5-5/1000)
en diversos grupos étnicos y poblaciones de distintos paises asi como dentro de un mismo pais.*
3 En México la anencefalia y el MMC, los tipos mas frecuentes de DTN (70-80% de los casos),
presentan una muy elevada prevalencia al nacimiento: 1/467 recién nacidos.*

Debido a la alta prevalencia al nacimiento del MMC, al impacto psicosocial, el alto costo
del tratamiento y la morbi-mortalidad que representa se han realizado durante las Gltimas dos
décadas numerosas investigaciones con el proposito de identificar factores de riesgo genéticos
y ambientales asociados a esta MC. Si bien estudios exitosos han permitido identificar ciertos
genes relacionados, se estima que aproximadamente el 80% del riesgo genético para los DTN
en general, y para el MMC en particular, continGa siendo desconocido. Ademas la investigacion
de la varianza genotipica de esta MC se complica aun méas por la heterogeneidad del riesgo de
ocurrencia observado en diversos grupos culturales y étnicos. La dificultad mayor en el estudio
de la mayoria de las MC es su etiologia multifactorial, resultado de la predisposicion genética
basada en un sistema poligénico en interaccién con factores nutricionales y ambientales
diversos, pudiendo esta interaccion tener un efecto aditivo y/o multiplicativo de predisposicién
a la presentacion del MMC.

Se conoce que ciertas vias de sefializacion son esenciales para el cierre del tubo neural e
incluyen la via de polaridad celular planar (PCP), la via de sefializacion Hedgehog (Hh) y la via
de sefalizacion Wnt (candnica). Los cilios se encuentran presentes en la mayoria, si no es que
todas, las células epiteliales del cuerpo humano. Recientemente se ha propuesto que el cilio es
necesario para la transduccion de sefiales de ciertas vias del neurodesarrollo entre las que
resaltan la via de sefalizacion Hedgehog, asi como las vias canonica y no canonica de Wnt. 2
7677

Se requieren estudios que evaltuen de manera integral genes relacionados con diversas vias
de sefializacion y procesos celulares, tales como las mencionadas previamente, con el objetivo
de detectar posibles efectos compuestos o combinaciones de alelos de riesgo que,
individualmente, pueden no mostrar significancia estadistica. EI poder identificar factores de
riesgo genético asociados a estos defectos permitiria aportar conocimiento sobre la etiologia de
estas MC y asi dirigir estrategias de prevencion especificas.
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2.2. JUSTIFICACION.

Dada la alta frecuencia del MMC, la complejidad que implica su tratamiento, la cronicidad
de la afeccion y el gran costo emocional y econdmico para el paciente, su familia y los sistemas
de salud, esta malformacion congénita representa un importante problema de salud publica,
justificandose plenamente en costo y beneficio el esfuerzo de apoyar el desarrollo de
investigaciones que permitan una mayor comprension de su etiologia, con especial enfasis en
factores de riesgo genético, que permitan establecer estrategias adecuadas de prevencion para
la poblacioén en riesgo. Es importante también considerar la marcada diferencia en la frecuencia
de presentacién y riesgo de recurrencia del MMC en distintas poblaciones y grupos étnicos, muy
probablemente explicable por la contrastante estructura gendémica de estas y por las
caracteristicas ambientales en que las mismas se reproducen.

Consistente  con lo mencionado, son necesarios estudios multicéntricos y
multidisciplinarios que analicen las posibles interacciones gen-gen y gen-ambiente como
etiol6gicamente relacionados a la presentacion del MMC en nuestra poblacion. Estos deberan
incluir la investigacion de maltiples genes, en relacion a diversas vias 0 procesos celulares, que
puedan contribuir al desarrollo de estas MC.

La compleja interaccion entre las vias de sefializacion Hh, Wnt, y PCP durante el proceso
de cierre del tubo neural tiene que ser considerada en la investigacion de la etiologia de los DTN.
El hecho de que se requiera un cilio estructural y funcionalmente integro para la transduccién
de sefiales de vias del desarrollo conocidas esenciales para el cierre del tubo neural, asi como la
sobre posicion de los fenotipos asociados ante la disfuncion experimental de algin componente
de esta compleja red de interaccion, hacen evidente la necesidad de estudiar de manera integral
la implicacion de estos componentes en el desarrollo de MMC en humanos.

Consideramos que el estudio de factores genéticos asociados al MMC en diferentes grupos
de la poblacion mexicana permitira conocer mejor el comportamiento de estos factores, entender
mejor la etiologia del MMC y de los DTN en general. Este conocimiento muy probablemente
facilitara la elaboracion de programas de prevencién méas acorde a las caracteristicas genéticas
de la familia y extrapolarlos de manera méas personalizada a diferentes gurpos de poblacion
genotipicamente similares que comparte habitos de vida semejantes.

2.3. HIPOTESIS.

Ciertas variantes de genes relacionados con la estructura, funcion y transduccion ciliar de
procesos del neurodesarrollo, ya sea en forma aislada o por efecto de la interaccion gen-gen,
representan factores de riesgo para mielomeningocele en la poblacién en estudio.
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2.4. OBJETIVOS.
2.4.1. Objetivo general.

Estudiar la relacion de determinadas variantes alélicas en genes candidato relacionados con
la estructura, funcién y transduccién ciliar de procesos del neurodesarrollo, como factores de
riesgo para mielomeningocele en una muestra de familias nucleares mestizas mexicanas.

2.4.2. Objetivos especificos.

1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de 16 variantes en 13 genes
relacionados con la morfogénesis y funcién del cilio primario: BBS1, BBS2, BBS4, C2CD3,
CC2D2A, COBL, HNF1B, IFT52, KIF7, MKKS, PARD3, RPGR1PL1 y TMEMG67.

2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de 8 variantes en 7 genes de la via de
sefializacion Hedgehog cuyos productos proteicos requieren de la transduccién de sefiales a
través del cilio primario: GLI3, INTU, LRP2, PTCH1, SHH, SMO y SUFU.

3. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de 26 variantes en 20 genes cuyos
productos requieren de la transduccidén de sefiales a través del cilio primario y que son
componentes de la via de sefializacion Wnt candnica y no candnica (PCP): AXIN1, CDHS,
FZD6, FZD7, INVS, LRP5, LRP6, PLCB2 y PLCB4; asi como CELSR1, CELSR2, DVL1, DVL2,
DVL3, FUZ, FZD1, ROCK2, VANGL1, VANGL2 y WNT9B, respectivamente.

4. ldentificar factores de riesgo clinico-genéticos.

5. Determinar que variantes génicas, sea en forma individual o en interaccidn con variantes
de otros genes, constituyen asociaciones de riesgo para MMC.

6. Determinar la posible correlacion genotipo-fenotipo fundamentada en la localizacion del
MMC como expresion de gravedad variable.

3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. DISENO DEL ESTUDIO.

Se trata de un estudio colaborativo-multicéntrico, en el que participan 16 Centros de
Rehabilitacion Infantil Teleton (CRIT) de 16 diferentes estados del pais (Figura 10). El estudio
es transversal, observacional-analitico, retrospectivo y prolectivo. Es un estudio de asociacion
genética basado en un disefio combinado de familias asi como de casos y controles.
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3.2. DISENO DE LA MUESTRA.

El proyecto mayor fue aprobado por CONACYT (Sectorial de Salud-2013) con el titulo
“Identificacion de Patrones de Riesgo Genético-Ambiental Asociados al Mielomeningocele en
Familias Mexicanas Mestizas”. Incluye familias reclutadas de 16 diferentes Centros de
Rehabilitacion Infantil Teleton (CRIT) que tuvieron un hijo o hija con MMC (trios), asi como
familias en las cuales el o la paciente presenta paralisis cerebral infantil no asociada a ninguna
malformacion congénita. A las familias que aceptaron participar en el estudio se les solicité la
firma de consentimiento informado y se les realizd una encuesta clinico-genética (ver formato
en apartado de anexos) y a cada integrante de los trios se les tomo muestra de sangre periférica
o saliva. Las muestras biolégicas de mas de 1,000 casos y sus progenitores, existen en el
Departamento de Genética y consisten en un banco de ADN y de paquetes celulares (buffy
coats) preservados en RNAlater.

Para el presente estudio se seleccionaron 500 familias nucleares o trios (paciente con MMC
y ambos progenitores), asi como 500 controles sin antecedentes de MMC para la comparacion
de antecedentes clinico-genéticos.

La encuesta de antecedentes clinico-genéticos adaptada para la patologia en estudio fue
previamente disefiada por miembros del Departamento de Genética (INCMNSZ) para la
recoleccion de datos correspondientes a antecedentes familiares y validada para otras
investigaciones en el area de la genética de diferentes tipos de enfermedades. Con esta encuesta
se recolectd informacion de casos y controles y sus respectivas familias de las siguientes
variables:

1) Identificacion de la persona, datos del paciente (fecha de nacimiento, peso, talla,
perimetro cefalico, duracion de la gestacion en semanas, lugar de nacimiento, lugar donde
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transcurrio el embarazo de su madre, momento de la deteccion del MMC, durante la gestacion
o0 al nacimiento).

2) Datos de la madre y del padre: edad, lugar de nacimiento, peso de la madre al inicio del
embarazo, peso al final, talla materna (para IMC), edad inicio de la menarca, tipo de parto,
gestaciones previas y posteriores al caso o al control, producto de cada una de las mismas, si
son todas con el mismo padre del propdsito, si los 4 abuelos nacieron en México, control
prenatal, patologia materna durante el embarazo, ingesta de substancias medicinales durante el
embarazo.

3) Ingesta de &cido fdlico y otras vitaminas, en qué momento del embarazo, especificado
en cuantas semanas antes y cuantas semanas después de la concepcion.

4) Nivel de educacion de los progenitores, ocupacion y elaboracién de genealogia.

La informacién recogida se codifico e incorporé en la base de datos del proyecto.

Como controles para la comparacion de informacion genética se utilizaron muestras de
sangre de 500 recién nacidos vivos, de ambos sexos, no malformados. EI ADN de este grupo de
controles se obtuvo a partir de gotas de sangre periférica preservadas en papel filtro. Personal
especializado en tamiz neonatal realizé la toma de muestra de sangre periférica del talon de
recién nacidos vivos de 12 estados de la Republica Mexicana (Aguascalientes, Baja California
Sur, Campeche, Coahuila, Durango, Estado de Meéxico, Guanajuato, Hidalgo, Puebla,
Querétaro, Quintana Roo y Sinaloa) como parte del “Programa de deteccion de hipotiroidismo
congénito”.

Como parte del proyecto mayor, se disefié una plataforma de microarreglos Golden Gate para
el estudio de 768 variantes, de las cuales 656 fueron sobre genes candidato (391 genes candidato
en total) y 112 marcadores de ancestria. Para el presente protocolo en una primera etapa de
investigacion fueron seleccionados los genes y variantes incluidos en el microarreglo que
estuvieran relacionados con la morfogénesis y funcionalidad del cilio primario, asi como con la
transduccion ciliar de vias de sefializacién asociadas al cierre del tubo neural (42 variantes que
comprenden 32 genes). En una segunda etapa se realizé la genotipificacion mediante PCR en
tiempo real para un grupo de genes y variantes complementarias a la red de interaccion en
estudio (8 variantes en 8 genes) (Ver seccion 3.3.4. Seleccion de variantes genéticas).

3.2.1. Célculo del tamafo de muestra.

Se estimd una muestra de 500 trios completos (caso-madre-padre) de acuerdo al calculo
realizado con el programa QUANTO v.1.2.4, 2009, de libre acceso, para un modelo aditivo de
analisis de interaccion gen-gen, una frecuencia del alelo menor del 10%, OR de 1.7, intervalo
de confianza del 95% y p<0.01, y un grupo de 500 controles.

3.2.2. Criterios de inclusion.

De los casos: 1) Pacientes con MMC confirmado después de los estudios de rutina clinicos
y de gabinete por los respectivos especialistas, cuyos progenitores aceptaran voluntariamente
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participar después de leer la carta de informacion y firmar el consentimiento informado; 2) Que
los progenitores del paciente y los 4 abuelos hayan nacido en México; 3) Que los progenitores
aceptaran se les tome una muestra de sangre periférica (o en su defecto de saliva) a cada uno de
ellos y a su hija o hijo con MMC. 4) Que las madres aceptaran responder la encuesta de
antecedentes clinico-genéticos.

Del grupo de comparacion clinico-genética: 1) Pacientes con pardlisis cerebral infantil
idiopatica y ninguna malformacién congénita provenientes de los mismos CRIT que los casos
y pareados uno a uno, cuyos progenitores aceptaran voluntariamente participar después de leer
la carta de informacion y de firmar el consentimiento informado; 2) Que las madres acepten
responder la encuesta de antecedentes clinico-genéticos.

Del grupo de comparacion genética: Recién nacidos vivos, no malformados, pareados por
region de nacimiento con los casos, y cuyos progenitores y cuatro abuelos hayan nacido en
México.

3.2.3. Criterios de no inclusion.

De los casos: 1) Falta de un diagndstico confirmado de MMC; 2) Que no fuera posible
estudiar a ambos progenitores o0 alguno se negara a la toma de muestra de sangre o saliva o se
nieguen a contestar la encuesta; 3) Que él (la) paciente sea adoptado; 4) Que él (la) paciente
presentara MMC como parte de un sindrome o asociado a otras malformaciones que sugieran
una posible relacion etiologica establecida. Del grupo de comparacion clinico-genética: 1) Que
la madre del paciente con PCI no acepte contestar la encuesta; 2) Que el nifio(a) sea adoptado.

Del grupo de comparacion genética: Que el ADN obtenido de determinada muestra no
cumpliera con los criterios de calidad y cantidad requeridos.

3.2.4. Criterios de eliminacion.

Familias que aceptaron participar, que completaron la encuesta y se obtuviera muestra de
sangre del paciente, pero los progenitores negaran donar muestra de sangre o saliva. Que el
paciente haya sido dado de alta y no se haya completado la aplicacién de las encuestas y/o la
toma de muestras de sangre o saliva. Que la familia decidiera en cualquier momento del estudio
que no se analicé la informacion y muestras bioldgicas de su hijo(a) y/o de alguno de los
progenitores.

3.3. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE GENOTIPIFICACION.

3.3.1. Toma de muestras bioldgicas para extraccion de ADN.

A los miembros de las familias que aceptaron participar, previo consentimiento informado por
escrito, se les tomo6 una muestra de sangre periférica (6ml) en un vacutainer con EDTA o de
saliva la cual se deposit6 en un tubo con 10ml de enjuague bucal al 10%.
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3.3.2. Obtencidn de células para extraccion de ADN.

Se obtuvieron leucocitos a partir de los 6ml de sangre total mediante lisis de eritrocitos
con una solucion de sucrosa y triton al 5% en Tris 0.1Mm (TTS). Se realiz6 un lavado de
leucocitos con solucion TTS en tubos plasticos de 50ml, centrifugandose la muestra a 3000 rpm
durante 15 min, el boton obtenido se transfirio a tubos Eppendorf de 1.5 uL, en donde se
realizaron 2 lavados adicionales con TTS, centrifugandose a 14000 rpm durante 5 min. Se
concluyo esta fase realizando 2 lavados con solucion PBS 1X, después de lo cual el boton se
recuperd en criotubos a los que se agregd RNAlater® Ambion) y se congelaron a -70°C,
constituyendo un biobanco para una posterior extraccion de ADN.

El tubo con las células de mucosa oral (muestra de saliva) fue centrifugado durante 5
minutos con 30ml de solucién PBS 1x, a 3000 rpm para eliminar el enjuague bucal. A
continuacion las células fueron recuperadas en criotubos con RNAlater® (Ambion) y
congeladas a -70°C para una posterior extraccion de ADN.

3.3.3. Extraccién de ADN.

La extraccion de &cidos nucleicos de las muestras sanguineas y de saliva se realizd
empleando el kit QlIAamp DNA mini (QIAGEN®) usando el equipo de extraccion automatizada
QlAcube (QIAGEN®) que cuenta con programas especificos de purificacion de acuerdo a la
cantidad y tipo de muestra a ser procesada. Brevemente el proceso consiste en: 1) Se utilizd una
alicuota de 200 pL del concentrado celular en el equipo QlAcube, iniciandose el proceso de
extraccion con la lisis celular; 2) Se coloca la muestra en una columna con resina, se realizan
lavados a la resina para eliminar restos de sales y proteinas y por dltimo se eluye el ADN en un
tubo limpio.

Una vez obtenido el ADN, se determiné la concentracion de cada muestra por medio de
espectrofotometria (NanoDrop 1000, Termo Scientific) a una longitud de onda de A=260nm, la
cuantificacion se realizé usando como blanco la solucion de elusion AE para las muestras de los
controles, y agua para las muestras de las familias nucleares. Se obtuvieron de 5 a 15
microgramos de ADN por muestra, con una pureza por densidad Optica de ~2 en el cociente
260nm/280nm y 260nm/230nm. Posteriormente el ADN se preservo a -70°C hasta su uso.

3.3.4. Seleccion de variantes génicas.

Los genes candidato y sus variantes genéticas se seleccionaron en base a cumplir con dos o

mas de los siguientes criterios de inclusion:

1) Existe evidencia biologica de que el producto del gen donde se localiza la variante,
participa en alguno de los siguientes procesos celulares: morfogénesis del cilio primario,
mantenimiento de la funcionalidad ciliar, transduccion ciliar de vias de sefalizacion
Hedgehog o Wnt canédnica o de polaridad celular planar.
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2) Se hareportado alguna asociacion de riesgo estadisticamente significativa entre la variante
del gen candidato con los DTN en general y con el MMC en particular.

3) Preferencialmente localizarse en regiones codificantes, o en la region promotora y ademas
ser de sentido erroneo condicionando un cambio de aminoéacido en el producto proteico
del gen correspondiente o que su localizacion en regiones intronicas sugiera una alteracion
en el proceso de corte y empalme alternativos.

4) Tener una frecuencia del alelo menor igual o mayor al 10%, ya sea en poblacion mexicana,
o tomando como referencia otras poblaciones (poblacion con ancestria mexicana,
poblacion japonesa, poblacién china, poblacion europea) de diversas bases de datos
(International HapMap Project: http://www.hapmap.org/)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

De acuerdo con los criterios expuestos se incluyeron 50 variantes genéticas que comprenden
40 genes candidato (Tabla 3):

e 16 variantes genéticas en 13 genes relacionados con la morfogénesis y funcién del
cilio primario: BBS1, BBS2, BBS4, C2CD3, CC2D2A, COBL, HNF1B, IFT52, KIF7,
MKKS, PARD3, RPGR1PL1y TMEM®67.

e Ocho variantes genéticas en 7 genes de la via de sefializacion Hedgehog: GLI3, INTU,
LRP2, PTCH1, SHH, SMO y SUFU.

e 14 variantes genéticas en 11 genes que participan en la via de sefializacion de
polaridad celular planar (Wnt no canonica): CELSR1, CELSR2, DVL1, DVL2, DVL3,
FUZ, FZD1, ROCK2, VANGL1, VANGL2 y WNT9B

e 12 variantes genéticas de 9 genes que participan en la via de sefializacion Wnt
candnica: AXIN1, CDH6, FZD6, FZD7, INVS, LRP5, LRP6, PLCB2 y PLCBA4.
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Tabla 3. Detalle de las variantes seleccionadas en los genes candidatos.

Cambio Cambio

Categoria Alelost 1 : Clasificacion funcional
alélico residuo
BBS1 11  rs2298806 ) G/A CTG-CTA Leu-Leu Sin6nima
BBS2 16  rs11373 © AIG  ATT-GTT lle-Val Sentido erroneo; ncRNA
BBS4 15 rs2277598 AIG  ATA-ACA lle-Thr Sentido erréneo; ncRNA
C2CD3 11 rs11235995 C/IT CGA-CAA Arg-GIn  Sentido erréneo; ncRNA
C2CD3 11  rs826058 G/A  CGG-CAG Arg-GIn  Sentido erréneo; ncRNA
CC2D2A 4 rs16892095 A/IC  GAG-GCG Glu-Ala  Sentido erréneo; ncRNA
. COBL 7 rs2240089 C/IG CAC-CAG His-GIn Sentido erréneo
Morfogénesis /- ~op| 7 1510230120 GIT GAC-GCC Asp-Ala  Sentido errd
funcionamient p-Ala entido erroneo
o el HNF1B 17  rs2689 TIA NA NA 3.U, _ )
IFT52 20 rs2664519 A/IG GTG-GTA Val-Vval Sinénima; 5’"UTR
KIF7 15 rs12900805 CIT GGG-AGG Gly-Arg  Sentido erréneo
MKKS 20 rs17852625 ™ G/A  ATC-ATT lle-lle Sinénima
PARD3 10 rs12782862 G/A NA NA Intronica
PARD3 10 rs3851068 C/IT NA NA Intronica
RPGRIPIL 16 rs1946155 C/IT NA NA 3'UTR
TMEMG67 8 rs3134031 G/IA  ATT-GTT lle-Val Sentido erroneo; ncRNA
GLI3 7 15846266 G/A ACT-GCT Thr-Ala Sentido erréneo
INTU 4 rs3749507 O C/IT CGA-CGG Arg-Arg Sinénima; ncRNA
Via de LRP2 2 rs4667591 G/IT  ATC-CTC lle-Leu Sentido erréneo
sefalizacion LRP2 2 rs830994 A/IG GTC-GTT Val-Vval Sinénima
Hedgehog PTCH1 9  rs2236405 O TIA  ACA-TCA Thr-Ser  Sentido erréneo
SHH 7  rs1233556 C/IT NA NA Intrénica
SMO 7 rs2228617 O C/IG GGG-GGC Gly-Gly  Sinénima
SUFU 10 rs17114803 TIC ATT-ATC lle-lle Sinénima
CELSR1 22 154044210 T/IC ATC-GTC lle-Val Sentido erroneo
CELSR2 1 rs653635 AIG TAC-CAC Tyr-His  Sentido erréneo
DVL1 1 rs61735963 ) C/IT GCC-ACC Ala-Thr  Sentido erréneo
DVL2 17 152074222 G/A  NA NA Intrénica
DVL2 17 152074216 G/A  TCC-TCT  Ser-Ser Sinénima; ncRNA
Via de DVL3 3 rs11919795 AIG NA NA 3:UTR
sefializacion FUz 19 rs2305918 TIA  NA NA S,UTR
PCP FzD1 7  rs1052015 A/IC NA NA 3,UTR
ROCK2 2 rs978906 AIG NA NA 3'UTR
VANGL1 1 rs41310108 C/IT NA NA 3'UTR
VANGL1 1 rs41299565 C/IT NA NA 3'UTR
VANGL2 1 rsl7380127 AIC  GGA-GGC Gly-Gly  Sinénima
VANGL2 1 rs12086448 G/A AAA-AAG Lys-Lys  Sinénima
WNT9B 17 rs4968281 C/IT ATG-ACG Met-Thr  Sentido erréneo
AXIN1 16 rs1805105 CIT  GAT-GAC Asp-Asp  Sinonima; ncRNA
CDH6 5 152229575 T/IC CAT-CAC His-His Sinénima; ncRNA
CDH6 5 152287582 G/A  GAC-GAT Asp-Asp  Sinonima; ncRNA
FzZD6 8 151053917 G/A CCG-CCA Pro-Pro Sinénima; ncRNA
Via de FzD6 8 rs3808553 T/IG ATG-CTG Met-Leu Sgntido erréneo; nctv
seRalizacion FzD7 2 rs13034579 GIT NA NA 3,UTR
Wnt INVS 9 rs7024375 T/IG NA NA 5 U'I_'R; ncRNA
LRP5 11  rs3736228 C/IT GCG-GTG Ala-Val Sentido erroneo; ncRNA
LRP5 11 rs556442 A/G GTG-GTA Val-val Sinénima; ncRNA
LRP6 12 rs7978064 AIG TGT-TGC Cys-Cys Sinénima; ncRNA
PLCB2 15 152229691 T/IC ACT-ACC Thr-Thr  Sinénima; ncRNA
PLCB4 20 rs6077510 A/G GCA-ACA Ala-Thr Sentido erréneo

(1) El segundo alelo corresponde al alelo menor. (*) Variantes analizadas por PCR tiempo real. ncRNA: &cido ribonucleico no codificante. nctv: variante
de transcrito no codificante. NA: no aplica. Informacién acorde a GRCh38.p7
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3.3.5. Proceso de genotipificacion mediante microarreglo.

Como parte del proyecto mayor del que deriva el presente trabajo de investigacion, se disefid
un microarreglo que incluyé 656 variantes génicas en 395 genes candidato, asi como 112
marcadores informativos de ancestria recomendados para la poblacion mestiza mexicana. 13/

La genotipificacion de las 1500 muestras de ADN de los 500 trios asi como de los 500
controles se realiz6 empleando la plataforma de microarreglos GoldenGate de Illumina (San
Diego, CA USA). Para ello se utilizé aproximadamente 1.5 pg de ADN a una concentracion de
50ng/uL en 30uL de agua libre de DNAsas y RNAsas, las cuales se depositaron en placas de 96
p0Zzos.

Las muestras se genotipificaron en la Unidad de Genotipificacion de Instituto Nacional de
Medicina Genomica (INMEGEN) donde previo al proceso de las mismas se verifico la
concentracion, pureza e integridad del ADN. El formato del microarreglo mencionado permite
el analisis de 32 muestras de ADN por chip. Los resultados del procesamiento de las muestras
se leyeron con el escaner BeadArray. Con el uso del software GeneCall y GenomeStudio
v.2011.1 se obtuvieron los resultados finales de la genotipificacion.

3.3.6. Discriminacién alélica por PCR en tiempo real con el uso de sondas Tagman

Los ensayos de genotipificacion de las 8 variantes en los 8 genes complementarios a los
seleccionados del microarreglo, se realizaron mediante discriminacion alélica por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real con uso de sondas Tagman® disponibles
comercialmente (Tabla 4) y siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA).

Para este procedimiento las 2000 muestras de ADN, 1500 correspondientes a 500 familias
nucleares (trios de caso, padre y madre) ademas de 500 correspondientes a controles, fueron
distribuidas en placas de 96 pozos: 92 muestras y 4 controles de genotipificacion por placa. En
cada pozo se colocaron 10-25 ng de ADN por reaccion, cantidad definida para cada una de las
8 sondas previo proceso de estandarizacion (Imagen suplementaria 1). Preparadas las placas se
permitio el secado del ADN mediante evaporacion para después cubrir y sellar con adhesivo
Optico y almacenar hasta su posterior utilizacién en el proceso PCR en tiempo real, para el que
se afladieron 5ul por reaccién de Master Mix (16,000 reacciones en total para las 8 sondas en
las 2,000 muestras). Las placas fueron corridas en el Sistema StepOne™ Real Time PCR
(Applied Biosystems). Las condiciones de los ciclos incluyeron una desnaturalizacion inicial a
95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos a 92°C por 15 segundos y a 60°C por 1 minuto
(992/1178). Los datos obtenidos fueron analizados con el Software TagMan ® Genotyper ™ .
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Tabla 4. Detalle de los primers utilizados para genotipificacion por PCR en tiempo real.

Secuencia y fluorescencia de la sonda Tagman

Primer ID*

(VIC/IFAM)

TCAGACCCTACTTCAAGTTCAGCCT(A/G)
CCCCAATTGCCTCCAAATCCTCTGG
ATGTCTCCCAATGTCCCCAGCACAA(CIT)
TGCATTTGCCCCATCTGCTACCTAA
GAATTGTAAGCAAAAAGGCTCTCAG(A/G)
ATCAAAGCACTGACATGCTCTGTTT
AGACAGGAGTCATTGTCCAACAGCG(A/G)
TACAAAGATGTGAATGTTTATGTAA
CTGGGGGGTGGCTCAGGGGAGGGTG(AIT)
GGGCAGGCGGTTCAAGCCGTTGGCT
AGGTGGATGGGGACTCTGTGAGTGG(C/G)
ATTTGTTTTGTGGGCTACAAGAACT
AAGCCTGCCTTGTGCCTTCACAGAT(C/T)
CTGTTGACCGAAGAGTTTGTAGAGA
CCCCTTGGGTGCCCATTGGTCCGGG(CIT)
GGCTGTGGGGGCAGCAGGTTGGGAA

BBS1 rs2298806  C_ 16190768 20
BBS2  rs11373 C_ 11718236_10
MKKS 517852625 C_ 25623408 20
INTU rs3749507  C__ 1617938 1 _
PTCHL rs2236405  C_ 15954310 10
SMO  rs2228617  C__ 3208161 10
SUFU 517114803  C_ 25749597 10

DVL1 rs61735963  C_ 64625331_10

* Sondas Tagman ® de Applied Biosystems.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO.

3.4.1. Anélisis general.

Para el anélisis de epidemiologia descriptiva se utiliz6 el calculo de proporciones, promedios
y desvio estandar, estratificacion por percentilas, cuartilas y porcentajes.

Para la estimacion de diferencias se utilizaron pruebas de estadistica inferencial aceptandose
como estadisticamente significativo un valor de P < 0.01 e intervalos de confianza (I1C) al 95%.

Para variables con distribucién normal se utilizaron las pruebas de “¢” de Student o ANOVA.
Para variables no paramétricas se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney. Para variables
categoricas se utilizaron pruebas de y? o exacta de Fisher.

Para cada grupo estudiado (casos, madres, padres, controles) se calcularon frecuencias
alélicas y genotipicas. En el grupo de controles se realizo la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Se utilizé el software STATA/SE 12.1.

3.4.2. Analisis de casos y controles

Se analizaron diferencias en las frecuencias alélicas de las variantes génicas mediante la
prueba de ¥ de Pearson y se estimaron razones de momios e IC al 95%. Para estudiar las posibles
diferencias por ancestria entre casos y controles, se realizo un analisis de componentes
principales con un panel de 112 marcadores informativos de ancestria que permiti6 discriminar
los componentes nativo americano, europeo y africano. Este analisis se realiz6 con el programa
EIGENSTRAT®®,

El andlisis de interaccion gen-gen se realiz6 entre dos loci mediante el método de regresion
logistica multiple con el programa Plink *°v1.07.
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3.4.3. Andlisis de trios

Para el estudio de familias nucleares (trios) se utilizo la prueba de desequilibro de transmision
alélica (TDT)° para evaluar la transmision preferencial de alelos de riesgo con el programa
STATAJ/SE v.12. Al analizar la variacion genotipica en los trios (caso, padre y madre) mediante
este método se compara la distribucidn de genotipos observada en los casos para la esperada de
acuerdo a los genotipos de los progenitores para una caracteristica bialélica con modo de
herencia mendeliano clésico, bajo la hipotesis nula de “no ligamiento y no asociacion” o “no
asociacion en presencia de ligamiento”.'t Considerando como resultados significativos
aquellas variantes génicas que muestren apartarse del 50% de transmisién esperada para cada
alelo.

3.4.4. Correlacion genotipo-fenotipo.

La muestra se estratifico en dos fenotipos de acuerdo a la localizacion del mielomeningocele:
MMC-alto, para aquellos casos con defectos localizados en regién toracica 6 toracolumbar, y
MMC-bajo, agrupando a los defectos localizados en el nivel lumbar, lumbosacro y sacro.
Estratificada la muestra se realizaron las pruebas de asociacion, TDT e interaccion gen-gen.

4. RESULTADOS.

En la figura 10 se muestra la distribucion de la localizacion del mielomeningocele en donde
se puede observar que los defectos bajos sin afeccion de vértebras toracicas conforman el 81%
de la muestra (403 casos), y los defectos altos representados por el mielomeningocele torécico
y toracolumbar corresponden al 19% (97 casos) del total de la muestra.

DISTRIBUCION DE LA LOCALIZACION DEL DEFECTO

G% 10% - ¥ Torécico

MMC ALTO:
¥ Toracolumbar 97 CASOS

¥ Lumbar

Lumbosacro MMC BAIO:
403 CASOS

¥ Sacro

Figura 11. Distribucién de los casos de acuerdo alalocalizacion del Mielomeningocele. Al estratificar
por fenotino el MMC-alto representa el 19% v el MMC-baio el norcentaie restante.

En la tabla 5 se muestran los resultados del analisis de las 56 variables clinicas incluidas en
la encuesta clinico-genética, en la que puede observarse que el indice de masa corporal (IMC)
materno, el antecedente materno de ciclos menstruales irregulares asi como el de cesareas
previas, y la hidrocefalia mostraron diferencias estadisticas significativas. Existe un nimero
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significativamente mayor de madres de casos con sobrepeso y obesidad grados 1 y 2 que las
madres control, con un riesgo 48% aumentado de tener un hijo(a) con MMC. El antecedente de
irregularidades menstruales mostré un riesgo aumentado del 89% para MMC. El parto por
cesarea y la hidrocefalia, ambas consecuencia I6gica dependiente de la malformacién, mostraron
diferencias estadisticas significativas al comparar con controles. El resto de variables clinico-
genéticas, incluidos el antecedente de suplementacion con acido folico sea periconcepcional o
durante la gestacion, no mostraron diferencias estadisticamente significativas al comparar entre
casos y controles.

Tabla 5. Resultados del anélisis de factores de riesgo clinicos.

Variable Casos Controles Resultados
Suplementacion con AF 0.77 0.81 p=0.14
Acido félico periconcepcional 0.36 0.35 p=0.89
IMC periconcepcional IMC >25: ¥?=7.37, p=0.006, OR 1.48, IC 95% 1.10-1.99
Ciclos menstruales irregulares 0.63 0.37 p=0.0001, OR 1.89, IC95 1.37-2.61
Cesareas previas 0.71 0.60 v?(3)=8.21, p=0.04

RL p=0.005, OR 1.36, 1C95 1.09-1.69 (™)
Hidrocefalia 0.44 0.01 p<0.001, OR=1.36, IC 95% 1.09-1.69

(*): Antecedente de cesareas previas (hasta 4). (**): Valores correspondientes a analisis de regresion lineal.

En un andlisis preliminar de las ocho variantes a genotipificar mediante PCR-TR, realizado
en 110 trios y 110 controles con el objetivo de conocer las frecuencias alélicas y genotipicas en
nuestra muestra, dos mostraron frecuencias alélicas menores al 0.05 tanto en el grupo de
controles como en el de casos. Por lo que, dada su muy baja frecuencia alélica en nuestra
poblacién, se excluyeron del estudio las variantes en los genes PTCH1 y DVL1 (Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de dos variantes con frecuencia del alelo menor
<0.05.

Genotipos Casos | Controles Valor p EHW
Alelos Proporcion | n = Proporciéon  Casos Controles
PTCH1 A/T, rs2236405
AA 0 0.00 0 0.00
AT 0 0.00 3 0.03
TT 108 1.00 101 0.97 NA 0.88
Frecuencia A 0 0.00 3 0.01
Frecuencia T 216 1.00 205 0.99
DVL1 C/T, rs61735963
cC 109 1.00 103 0.98
CT 0 0.00 2 0.02
TT 0 000 O 0.00 NA 0.92
Frecuencia C 218 1.00 208 0.99
Frecuencia T 0 000 2 0.01

Nota: EHW, Equilibrio Hardy-Weinberg; NA, no aplica por frecuencia nula para uno de los alelos.
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Las frecuencias alélicas de las 48 variantes génicas y los resultados de la prueba de
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se presentan en la tabla 7. Sélo tres VG (CDH6-
rs2229575, LRP5-rs556442 y SUFU-rs17114803) mostraron un valor de p <0.01 y por lo tanto
se excluyeron de subsecuentes andlisis estadisticos dado que los resultados obtenidos fueron
considerados errores técnicos de genotipificacion ya que todos los grupos del estudio casos,
controles y progenitores, no se encontraban en EHW.

Tabla 7. Frecuencias del alelo menor en 500 casos y 500 controles para 48 variantes.

Categoria AM MAF MAF Valor de Observado Esperado

funcional casos controles p EHW (HET) (HET)

BBS1 (52298806 A  0.13 0.11 03654  0.19 0.20
BBS2 rs11373 C 035 0.30 05827 043 0.42

BBS4 (52277598 G 0.48 0.46 02399 047 0.50

C2CD3 rs11235995 A 0.12 0.13 03201  0.22 0.23

c2cD3 rs826058 A 040 0.40 05149 050 0.48

CC2D2A 1516892095 C  0.30 0.33 05430 043 0.44

. COBL (s2240089 C  0.15 0.16 0.8690  0.28 0.27
M‘;;‘:’gﬁgﬁi’“ COBL (510230120 A 0.03 0.06 07111  0.12 0.12
ool HNFIB  rs2689 T 035 0.37 01814 050 0.47
IFT52 (52664519 G 0.23 0.27 03047  0.41 0.39

KIF7 (512900805 A 0.40 0.41 0.9266  0.48 0.49

MKKS (517852625 A 0.09 0.09 0.7873  0.18 0.17

PARD3 rs3851068 A 0.38 0.42 1.0000  0.49 0.49

PARD3 (512782862 A 0.38 0.42 03574 047 0.49

RPGRIPIL rs1946155 A 0.18 0.18 1.0000  0.30 0.30

TMEM67  rs3134031 G 0.10 0.09 00136  0.13 0.16

GLI3 15846266 G 029 0.31 0.0280 _ 0.38 0.43

INTU (s3749507 A 0.43 0.43 03578  0.47 0.49

Via setalizacion -RP2 rs4667591 A 0.22 0.23 04547  0.37 0.36
o LRP2 rs830994 A 044 0.47 0.1508  0.47 0.50
SHH rs1233556 A 0.11 0.09 04092 017 0.16

SMO (52228617 G 031 0.32 1.0000  0.43 0.43

SUFU rs17114803 C  0.35 0.28 00079  0.35 0.40

CELSRI __ rs4044210 G 0.08 0.07 1.0000  0.14 0.13

CELSR2  rs653635 G 004 0.06 0.0671  0.10 0.11

DVL2 (52074216 A 0.18 0.12 02966  0.21 0.22

DVL2 (52074222 G 0.49 0.45 04164 048 0.50

DVL3 (511919795 G 0.11 0.12 05206  0.22 021
Viaseratizacion FYZ (52305018 T  0.28 0.27 07318 0.39 0.39
e FZD1 (51052015  C  0.16 0.16 0.0605  0.24 0.26
ROCK2  rs978906 A 041 0.44 05858  0.51 0.49

VANGL1  rs41310108 A 0.5 0.15 00369  0.23 0.26

VANGL1  rs41299565 A  0.15 0.15 00343 023 0.26

VANGL2  rs12086448 G  0.34 0.40 09257 048 0.48

VANGL2  rs17380127 C 0.8 0.20 1.0000  0.32 0.32

WNT9B  rsA968281 A 0.42 0.43 05240 048 0.49

AXINL 151805105 G 0.41 0.39 0.2580  0.45 0.47

CDH6 (52287582 G 051 0.47 0.8574  0.49 0.50

Via sefializacion CDH6 rs2229575 G 0.33 0.44 0.0005 0.57 0.49
whnt FZD6 rs1053917 G 0.36 0.37 0.2475  0.49 0.47
FZD6 rs3808553 A 0.37 0.36 02087  0.49 0.46

FzD7 (513034579 A 0.25 0.27 05659  0.38 0.39
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INVS rs7024375 A 0.52 0.48 0.2097 0.47 0.50
LRP5 rs3736228 A 0.21 0.20 0.3260 0.30 0.32
LRP5 rs556442 A 0.36 0.30 0.0021 0.36 0.42
LRP6 rs7978064 G 0.15 0.14 0.8550 0.25 0.25
PLCB2 rs2229691 A 0.36 0.30 0.9158 0.42 0.42
PLCB4 rs6077510 G 0.39 0.45 0.6510 0.48 0.50

Nota: AM, alelo menor; MAF, frecuencia del alelo menor. EHW, equilibrio de Hardy-Weinberg en controles;
Observado HET, heterocigosidad observada en controles. Esperado HET, Heterocigosidad esperada en controles.

Para los 37 genes y sus 45 variantes que continuaron en el estudio se obtuvieron las
frecuencias alélicas, y al comparar entre casos y controles (Tabla 8) se encontraron diferencias
estadisticas significativas (DES) para 5 variantes génicas (COBL-rs10230120, DVL2-
rs2074216, INVS-rs7024375, PLCB4-rs6077510, y VANGL2-rs12086448), y que al estratificar
por fenotipo difieren entre el MMC-bajo con cuatro variantes génicas, y el MMC-alto con 1
variante génica (VANGL2-rs12086448).

Tabla 8. Resultados del analisis de asociacion de frecuencias alélicas para el MMC-total y
por subfenotipo.

Fenotipo  Gen Rs AR DI N valor — op 1 95%

casos controles de p*
MMC total (n = 500)

COBL rs10230120
DVL2 rs2074216
PLCB4 rs6077510
VANGL2 rs12086448
MMC-alto (n = 97)

A 003 0.06 0.0025 0.52 0.33-0.82
A
G
G
VANGL2 rs12086448 G  0.35 0.50 0.0029 0.54 0.35-0.83
A
A
A

0.18 0.12 0.0004 156 1.21-2.02
0.39 0.45 0.0051 0.78 0.65-0.93
0.34 0.40 0.0032 0.76  0.63-0.92

MMC-bajo (n = 403)

COBL rs10230120 0.03 0.07 0.0003 0.41 0.24-0.69
DVL2 rs2074216 0.18 0.12 0.0010 1.60 1.20-2.15
INVS rs7024375 0.54 0.47 0.0028 1.35 1.10-1.65

PLCB4 rs6077510 G 0.38 0.46 0.0012 0.72 0.59-0.88

Nota: IC 95%, intervalos de confianza superior e inferior al 95%; AM, alelo menor; MAF, frecuencia del alelo menor. * Sélo se muestran
los valores de p <0.01

La variante del gen VANGL2 muestra diferencias significativas entre casos y controles para
el MMC en general (p=0.0032) y al estratificar por fenotipos muestra una mayor significancia
para el MMC-alto (p=0.0029) y no para el MMC-bajo (p>0.01). Una sola variante génica mostro
diferencias significativas exclusivas para el grupo del MMC-bajo, y es la correspondiente al gen
INVS. Se observa que cuatro variantes génicas (COBL-A, SUFU, DVL2 y PLCB4) muestran
resultados significativos tanto en el MMC total como en el MMC-bajo, lo cual podria ser por
efecto del tamafio de muestra mayor en el MMC-bajo (403 casos) respecto al MMC-alto (97
€asos).

Las mismas variantes del andlisis de frecuencias alélicas con resultados estadisticos
significativos o con tendencia a la significancia se incluyeron en el analisis de frecuencias
genotipicas tanto para el total de la muestra (Tabla 9) como para los fenotipos MMC-alto y
MMC-bajo (Tabla 10).
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Tabla 9. Resultados del anélisis de asociacion de frecuencias genotipicas entre casos y
controles para el MMC-total.

Gen Rs Al A2| Modelo |Casos Controles  GL Valorp OR IC95% |
COBL rs10230120 A C Tendencia  34/964 63/935 1 0.0024 0.52 0.33-0.82
Tendencia  179/817 122/870 1 0.0006 1.56 1.21-2.02
DVL2 rs2074216 A G Dominante  160/338 112/384 1 0.0007 1.62 1.21-2.17
Genotipico  19/141/338 10/102/384 2 0.0025 -
PLCB4 6077510 G A Tend.enCIa 391/607 451/543 1 0.0061 0.77 0.65-0.93
Dominante  308/191 346/151 1 0.0087 0.70 0.54-0.92
Dominante  273/198 175/210 1 0.0003 1.65 1.25-2.19
SUFU rs17114803 C T Genotipico 56/217/198 41/134/210 2 0.0010 -
Tendencia  329/613 216/554 1 0.0031 1.38 1.11-1.70
Tendencia  337/663 399/597 1 0.0028 0.76 0.63-0.92
VANGL2 rs12086448 G A Recesivo 50/450 79/419 1 0.0058 0.59 0.40-0.87

Genotipico  50/237/213  79/241/178 0.0079 -

Nota: Al, alelo 1 corresponde al alelo menor; A2, alelo 2 corresponde a silvestre; Modelo genético que mostrd diferencias
estadisticas significativas; GL, grados de libertad; 1C95%, limites superior e inferior para intervalos de confianza al 95%.

N

Se pueden observar diferentes modelos genéticos con resultados significativos al comparar
las frecuencias genotipicas entre casos y controles (Tablas 9 y 10), de los diferentes genes en
estudio, tanto para el MMC-total como para el MMC-alto y el MMC-bajo, muy probablemente
debido por un lado al nimero de genotipos disponibles para ciertas variantes con MAF y
heterocigosidad reducidas, y por otro dado el posible efecto de la variante (dominante, recesivo).

Tabla 10. Resultados del andlisis de asociaciéon de frecuencias genotipicas entre casos y
controles para los subfenotipos MMC-alto y MMC-bajo.

Al A2 Modelo* |Casos Controles 1C 95%

MMC-alto (n = 97)

Tendencia  68/126 97/97 1 0.0018 0.54 0.35-0.83
VANGL2 ~ 1s12086448 G A o otipico  9/50/38  22/53/22 2 00074 -
MMC-bajo (n = 403)
COBL rs10230120 A C Tendencia 23/781 54/752 1 0.0003 041 0.24-0.69

Tendencia  141/661 94/706 1 0.0013 1.60 1.20-2.15
DVL2 rs2074216 A G Dominante 125/276 87/313 1 0.0025 1.63 1.17-2.27

Genotipico  16/109/276  7/80/313 2 0.0058 -

Tendencia  369/437 429/377 1 0.0036 0.74 0.61-0.91
INVS rs7024375 A C Recesivo 86/317 122/281 1 0.0038 0.62 0.45-0.87

Genotipico  86/197/120 122/185/96 2 0.0097 -

Dominante  237/165 280/121 1 0.0013 0.62 0.46 0.84
PLCB4 rs6077510 G A Tendencia  304/500 367/435 1 0.0018 0.72 0.59 0.88

Genotipico  67/170/165 87/193/121 2 0.0045 -

Dominante  226/152 136/176 1 223% 192  1.40-2.64
SUFU rs17114803 C T Genotipico 43/183/152 30/106/176 2 9.890 -

Tendencia  269/487 166/458 0.0004 1.52 1.20-1.94

Nota: Al, alelo 1 corresponde al alelo menor; A2, alelo 2 corresponde a silvestre; Modelo genético que mostré diferencias
estadisticas significativas; GL, grados de libertad; 1C95%, limites superior e inferior para intervalos de confianza al 95%.

[y
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En la tabla 11 se muestran los resultados del analisis de desequilibrio de transmision (TDT)
para las familias nucleares, y que mostraron apartarse de manera significativa del 50% de
transmision esperada para cada alelo, silvestre o variante, de acuerdo a un sistema bialélico.
Para el MMC-total (500 trios) se observd transmision preferencial para 5 variantes génicas
(BBS2, CDHG6-rs2229575, IFT52, LRP5-rs3736228 y LRP5rs556442). De manera interesante al
estratificar por fenotipo ninguna de las 5 variantes génicas que mostraron diferencias
estadisticas significativas para el MMC-bajo se repiten en el MMC-alto, sugiriendo una posible
correlacion genotipo-fenotipo.

Tabla 11. Resultados de analisis del desequilibrio de transmisién (TDT) en general y
estratificado por fenotipos

Fenotipo Gen Rs Al A2 T U OR IC9%  Valorp
= MMC-total (n = 500)
BBS2 rs11373 C T 232 181 128 1.05-1.56 0.0121

LRP5 rs3736228 A G 179 139 129 1.03-1.61 0.0249

mu"a:“;'f K

K MMC-alto (n = 97)
o C2CD3  rs826058 A G 58 32 181 118279  0.0061
& MMC-bajo (n = 403)

LRP5 rs3736228 A G 146 101 145 1.12-1.86 0.0042
BBS2 rs11373 C T 189 140 135 1.09-1.68 0.0069

Nota: Al, alelo 1 corresponde al alelo de menor frecuencia; A2, alelo 2 corresponde al silvestre; T, alelos
transmitidos; U, alelos no transmitidos; 1C95% limites superior e inferior para intervalos de confianza al 95%.

En la tabla 12 se presentan los resultados del analisis de interaccion gen-gen (IGG) con el
detalle de los genes que participan en la interaccion, la variante de cada uno de ellos, asi como
los ORs e intervalos de confianza. Identificamos 22 diferentes interacciones génicas con un
valor de p<0.01, nueve para el MMC-total, 6 IGG exclusivas para el MMC-alto y 7 IGG
exclusivas para el MMC-bajo. De igual manera se puede observar el fenébmeno previamente
encontrado tanto para el analisis de asociacion como para el de TDT, siendo que las 6 IGG con
diferencias estadisticas significativas para el MMC-alto son diferentes de las 10 IGG que se
encuentran para el MMC-bajo, sugiriendo una posible correlacidén genotipo-fenotipo.

Finalmente la inclusion de un panel validado para poblacion mexicana®'® de 112 marcadores
informativos de ancestria, como parte del microarreglo, permitio realizar el andlisis de
componentes principales para distinguir la variacion genética a lo largo de tres ejes: el
componente nativo americano, europeo Yy africano, en los 500 casos y 500 controles en quienes
no se observaron diferencias sistematicas por ancestria descartandose de esta manera posibles
sesgos por estratificacion de la muestra (Figura 12).
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Tabla 12. Interacciones gen-gen estadisticamente significativas en el MMC-total y por
subfenotipos MMC-alto y MMC-bajo.

Via de Via de
sefalizacion sefalizacion

OR Valordep

MMC-total (n = 500)

LRP2 rs4667591 Hh INTU rs3749507 Hh 1.58 0.0028
LRP2 rs830994 Hh BBS1 rs2298806 Cilio 1.82 0.0032
COBL rs10230120  Cilio FUZ rs2305918 PCP 3.47 0.0048
COBL rs10230120  Cilio MKKS rs17852625 Cilio 5.18 0.0099
MMC-alto (n = 97)
PARD3 rs12782862 Cilio PLCB4 rs6077510 Wnt 2.54 0.0038
MMC-bajo (n = 403)
LRP5 rs3736228 Whnt IFT52 rs2664519 Cilio 1.77 0.0065
CELSR2  rs653635 PCP COBL rs2240089 Cilio 3.17 0.0081
HNF1B rs2689 Cilio IFT52 rs2664519 Cilio 1.62 0.0088
CELSR2  rs653635 PCP PLCB2 rs2229691 Wnt 3.09 0.0097
% 0.04 | .-‘Ii,‘_‘._‘ 4
§= 0.02 I .\"—',’Tﬁ’_r"jx ! T
002 ‘ r-;_“: B = 4
0.04 |- I;;ii"" . -
Figura 12. Grafico del analisis de componentes principales de los
marcadores informativos de ancestria. Marcadores de origen nativo % ;
de origen europeo +; de origen africano x.

A manera de sintesis, en la tabla 13 se muestran en conjunto los resultados estadisticamente
significativos obtenidos con los diferentes analisis genéticos realizados, categorizados por
MMC-total, asi como por fenotipos en MMC-alto y MMC-bajo, resaltando la via de
sefializacion o funcion ciliar en la que participa cada gen al que pertenece cada variante génica
asociada. En el MMC-total, observamos diferencias estadisticamente significativas para 8
variantes génicas en el andlisis de asociacion, para 5 variantes génicas en el analisis de
desequilibrio de transmision alélica, y para 9 pares de genes en el analisis de interaccion gen-
gen; resaltando en general un enriquecimiento de genes de la via de sefializacion Wnt. La via de
sefializacion con menor representacion en los resultados significativos para cualquier modalidad
de andlisis estadistico realizado, corresponde a la de Hedgehog.
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Tabla 13. Sintesis de las variantes genéticas asociadas al MMC.

GENES*
PCP

FENOTIPO Anélisis

MMC total
o DVL2, CDH6-75, LRP5-
Asociacion 8 COBL-20 SUFU VANGL2-48, 42, PLCB4
BBS2, CDH6-75, LRP5-
DT 5 IFT52 28, LRP5-42
LRP2-91 + BBS2, LRP2-91 + INTU, LRP2-94 + BBS1,
IGG** 9 LRP2-91 + VANGL2-48, LRP5-42 + WNT9B, COBL-20 + FUZ
DVL3 + VANGL2-48, DVL3 + C2CD3-95, COBL-20 + MKKS
——>\MC alto
Asociacion 2 VANGL2-48 CDH6-75,
TDT 2 C2CD3-58 PLCB2
IGG* 6 CDH6-75 + FUZ, CDH6-82 + FUZ, CDH6-82 + LRP2-94,
PLCB4 + PARD3, PLCB4 + FZD7, LRP6 + C2CD3-58
MC bajo
L CDH6-75, INVS,
Asociacion 6 COBL-20 SUFU DVL2 PLCBA
LRP5-28, LRP5-
TDT 5 BBS2 VANGL2- 27 42 PLCB4
LRP5-42 + WNT9B, LRP5-28 + IFT52, HNF1B + IFT52,
GG 10 LRP2-91 + BBS2, C2CD3-58 + RPGRIP1L,

CC2D2A + SMO, VANGL2-48 + DVL3, PLCB4 + ROCK2
COBL-89 + CELSR2, PLCB2 + CELSR2

No. VG: nimero de variantes genéticas con resultados estadisticos significativos. (*): Se indica el nombre del gen
y los Ultimos digitos del rs cuando estudiamos dos 0 mas VG en el mismo gen. TDT: prueba de desequilibrio de
transmisién. IGG: interaccion gen-gen. (**): Se muestra el nimero de interacciones y los genes que participan en
cada una.

5. CONCLUSIONES Y DISCUSION.

El mielomeningocele (MMC) es la variedad mas frecuente y grave de espina bifida, un tipo
de defecto del cierre del tubo neural, malformacion congénita mas frecuente después de las
cardiopatias congénitas**?. Se caracteriza por una herniacion quistica de la médula espinal que
contiene meninges, raices nerviosas y liquido cefalorraquideo, y es consecuencia de una
alteracion del proceso de neurulacion primaria durante la embriogénesis temprana en las
semanas 2 a 4 después de la fecundacion.* *°

Si bien muchos esfuerzos se han dirigido a la investigacion de los defectos del cierre del tubo
neural, ain es poco lo que se sabe sobre su etiopatogenia en humanos*®. Estudios que
contribuyan a un mejor entendimiento de su etiologia y de la heterogeneidad del riesgo entre
diversas poblaciones muy probablemente repercutirdn en una disminucion del riesgo de
ocurrencia y recurrencia del MMC.

En nuestro estudio hemos identificado una serie de factores genéticos y algunos ambientales
asociados a esta malformacion congénita (MC), muy frecuente no s6lo en nuestra poblacion
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mestizo-mexicana®, sino a nivel mundial, la que representa un importante problema de salud
publica.

En el andlisis de antecedentes clinicos maternos se observo en el grupo de casos una mayor
frecuencia de las siguientes caracteristicas: un creciente indice de masa corporal, irregularidades
menstruales y cesareas previas (tabla 5).

Respecto al IMC encontramos un riesgo 48% mayor para las madres con sobrepeso y
obesidad grados 1 y 2 de tener un hijo(a) afectado con MMC, en comparacion con madres
control, confirmando reportes previos.*® 6 148 E| antecedente de irregularidades menstruales
mostré una frecuencia significativamente mayor en las madres de casos, no encontrando
antecedentes en la literatura que vinculen esta caracteristica con MMC u otro defecto de cierre
del tubo neural. Existe evidencia que asocia la obesidad con las irregularidades menstruales*®,
pudiendo tener esta condicion una relacion de susceptibilidad en comin que predisponen en
conjunto al MMC.

La mayor frecuencia de parto por cesarea es muy probablemente una consecuencia de la MC,
particularmente en las Gltimas décadas en que la implementacion del ultrasonido fetal de manera
rutinaria permite el diagndstico del MMC con precision en los primeros meses del embarazo
permitiendo planear este tipo de parto.

La hidrocefalia, frecuente consecuencia secundaria del mielomeningocele, se confirmé en el
44% de casos. Consistente con reportes previos, la hidrocefalia es una asociacién muy comin
con espina bifida*. Se ha propuesto que la hidrocefalia se origina de manera primaria a partir
de una obstruccién al flujo del liquido cefalorraquideo a nivel del cuarto ventriculo cerebral
ocasionada por la malformacion de Chiari tipo 11*44; sin embargo la hidrocefalia también se
puede observar en DTN sin malformacion Chiari 1l asociada®®®. Otros factores que contribuyen
a su origen incluyen estenosis del acueducto, hemodinamia venosa y denudacion ependimaria®®.
Por otro lado, existe evidencia que indica que disrupciones ciliares, como lo es el ensamblaje de
los brazos de dineina ciliares ependimarios, resultan en pérdida de liquido cefalorraquideo y
subsecuentemente en el desarrollo de hidrocefalia.}*® 14 Esta asociacion muy frecuente, entre
espina bifida e hidrocefalia, podria representar la presencia de diferentes malformaciones
congénitas con una base etiopatogénica comun.

Las vias de sefializacion de polaridad celular planar, de Hedgehog y de Wnt, son esenciales
para el cierre normal del tubo neural y comparten la caracteristica de requerir un cilio estructural
y funcionalmente integro para su adecuada funcién. Decidiéndose incluir en el estudio, variantes
en genes relacionados a estas especificas vias de sefializacién y funcionamiento ciliar.

Los resultados del analisis de asociacion, de desequilibrio de transmisién (TDT), y del
analisis de interaccion gen-gen muestran claramente un comportamiento diferencial
dependiente de la localizaciéon del defecto, de las variantes génicas y del tipo de analisis
realizado.

Al comparar entre casos y controles las frecuencias alélicas de los 37 genes y sus 45 variantes,
se encontraron diferencias estadisticas significativas para cinco variantes de los genes COBL,
DVL2, INVS, PLCB4, y VANGL2. Cuatro de estas variantes génicas mostraron asociacion con
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MMC-bajo, dos positivamente asociadas al riesgo, DVL2-rs2074216 e INVS-rs7024375 con
ORs 1.60 (1.20-2.15) y 1.35 (1.10-1.65), respectivamente. Y las otras dos variantes
negativamente asociadas al riesgo de MMC-bajo, COBL-rs10230120 y PLCB4-rs6077510, ORs
0.41 (0.24-0.69) y 0.72 (0.59-0.88), respectivamente (Tabla 8). Estos resultados significativos
son exclusivos para el subfenotipo del MMC-bajo. En cambio el subfenotipo MMC-alto mostré
solo asociacion significativa con una variante, VANGL2-rs12086448, OR 0.54 (IC 95% 0.35-
0.83), datos que apoyan una posible correlacion genotipo-fenotipo. Resultados similares se
observan al comparar las frecuencias genotipicas entre casos y controles (Tabla 9), resaltando
diversos modelos genéticos para diferentes variantes génicas y observando nuevamente que las
variantes con resultados significativos difieren entre el MMC-alto y el MMC-bajo (Tabla 10).
No hemos encontrado reporte previos para estudios de genes candidato, como el presente, que
analicen una posible correlacion genotipo-fenotipo con MMC u otros defectos del tubo neural.

El gen COBL (proteina cordon-bleu con repetidos WH2) codifica para una proteina
reguladora de actina, que en el raton mutante Vangl2-?/Cobl®1%Y€10 causa exencefalia %8, En
humanos, se ha estudiado en DTN craneales mediante estrategia de secuenciacion exénica
dirigida, mostrando variantes nuevas y raras estadisticamente significativas **°, con un efecto
Polyphen estimado como benigno para la variante de sentido erréneo rs10230120 *°. Sin
embargo, en nuestra muestra, observamos DES con una asociacion de riesgo negativa tanto para
el MMC-total como para el subfenotipo MMC-bajo (Tabla 8).

La proteina multifuncional DVL2 participa en la via PCP. De Marco et al 1%° report6 una
posible participacion de variantes raras en el gen DVL2 como deletéreas para los DTN en
humanos. De forma significativa nosotros encontramos la variante alélica un 50% mas
frecuentemente en casos que en controles, para el MMC-total (OR 1.56, p <0.0004) y para el
MMC-bajo (OR 1.60, p <0.0010) (Tabla 8). Si bien en la base de datos SNPinfo'*? |a variante
DVL2-rs2074216 se predice que cambia el patron o la eficiencia del proceso de corte y empalme
al alterar el sitio de empalme, no se ha reportado relacionada con los DTN en estudios de
asociacion en humanos.

La proteina ciliar Inversina se une a los microtibulos y se localiza en el cuerpo basal del
cilio®, y dirige a la proteina DVL1 para su degradacion inhibiendo asf la sefializacion de la via
Whnt candnica . Ratones con mutaciones en el gen ciliar Invs muestran defectos morfol6gicos
diferentes de los DTN, tales como situs inversus’™®. En humanos, no se ha reportado asociada
con DTN. Si bien la variante rs7024375 se localiza en la regién 5"UTR del gen INVS (Tabla 3),
esta se encuentra en un sitio de union a factores de transcripcion y muestra un potencial
regulatorio de 0.41'°2, lo que no la descarta como una variante de riesgo para el MMC-bajo,
principalmente en esta muestra de poblacién Mexicana,.

La proteina PLCB4 (fosfolipasa C beta 4) pertenece a un grupo de enzimas que hidrolizan
fosfolipidos y otras moléculas lipofilicas, y por similitud con otras isoformas de fosfolipasa C
se ha vinculado a la via Wnt/Ca?* como un segundo mensajero tras la activacion del receptor
Frizzled por su ligando Wnt5*2, En humanos no se han reportado estudios de asociacion con
defectos del tubo neural. En modelos animales se ha demostrado que isoformas de proteina
cinasa C participan en las malformaciones embrionarias inducidas por hiperglucemia en madres
diabéticas, muy probablemente a través de la via de peroxidacion de fosfolipidos cPLA*. En
la presente muestra la variante PLCB4-rs6077510 muestra DES, pero asociada negativamente
al riesgo con el MMC-total (OR 0.68, p =.0051) y con el subfenotipo de MMC-bajo (OR 0.72,
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p = .001), siendo que esta variante de sentido erroneo se predice como benigna mediante el
software Polyphen®®,

El gen VANGL2 (Van Gogh-like 2) codifica para una proteina de membrana implicada en
la regulacion de la polaridad celular planar, y transmite sefiales direccionales a las células en las
capas epiteliales 51, En el modelo de raton looptail para DTN, Vangl2 esta alterado 2, y en
otros modelos de ratdn induce espina bifida caudal %3, En humanos, se ha estudiado en
diferentes tipos de DTN "8 184 affadiendo evidencia de su patogenicidad para estos defectos.
Contrario a esto, observamos que la variante VANGL2-rs120864468 sindnima fue
significativamente menos frecuente en el MMC-total (OR 0.76, p = .0032) y en el MMC-alto
(OR 0.54, p =.0029), pero no asi para el MMC-bajo, sugiriendo, como las otras cuatro variantes
génicas discutidas previamente, una posible correlacion genotipo-fenotipo para la muestra
estudiada.

El anélisis de desequilibrio de transmision (TDT) (Tabla 10) mostré que el alelo parental
con la variante se transmite con significativamente mayor frecuencia respecto a lo esperado para
tres variantes de sentido erroneo en los genes BBS2 y C2CD3 que participan en la morfogénesis
y funcionamiento ciliares, y en LRP5 involucrado en la sefalizacién de la via Wnhnt.
Interesantemente, dos de estas, BBS2-rs11373 y LRP5-rs3736228 se observan para el MMC-
bajo (OR 1.35, p =.007; y OR 1.45, p =.004, respectivamente), y la variante C2CD3-rs3736228
exclusivamente para el MMC-alto (OR 1.81, p =.006), reafirmando una vez mas la existencia
de una muy probable correlacion genotipo-fenotipo (Tabla 11).

Otro hallazgo interesante es el de transmision preferencial de la variante PLCB4-
rs6077510 para el MMC-bajo y que en el analisis de asociacion comparando tanto frecuencias
alélicas como genotipicas muestra resultados significativos también para el MMC-bajo (Tabla
12). De los 8 genes donde se localizan las 9 variantes génicas que encontramos con transmision
preferencial en el TDT, cuatro participan en la via de sefializacion Wnt, tres en la
morfogénesis/funcion ciliar, y un gen en la via de sefializacion PCP.

El gen BBS2 (proteina 2, sindrome de Bardet-Biedl) es un miembro de la familia de genes
BBS2, y codifica para una proteina que participa, en conjunto con el complejo BBSoma, en la
formacion y funcién ciliares. La variante de sentido erroneo BBS2-rs11373 se predice in silico
como benigna®. Si bien encontramos estudios en pez cebra®®® que reportan defectos en la
neurulacion y la adhesion celular neural, asi como mutaciones en ratones %7 que describen la
ocurrencia de DTN, no encontramos estudios en humanos respecto a variantes génicas en BBS2
y los DTN.

El gen LRP5 (proteina 5 relacionada al receptor LDL) codifica para un receptor
transmembranal lipoproteico de baja densidad que actla como un co-receptor de los miembros
de la familia de proteinas Frizzled para la transduccion de sefiales de proteinas de la via Wnt 162,
La transduccion de sefiales de la via Wnt3 es critica para el proceso de formacion de la estria
primitiva, tal como se ha reportado en ratones mutantes con alteraciones en Lrp5 y Lrp5 8, La
variante LRP5-rs3736228 se ha asociado con fracturas vertebrales y densidad mineral 0sea
reducida %°, y aunque se predice como benigna %, altera el sitio de corte y empalme 2. En
esta muestra, observamos que este alelo se transmite preferencialmente en los casos con el
subfenotipo MMC-bajo (OR 1.45, p = 0.0042). Aunque ambas variantes génicas muestran una
tendencia de patron similar de riesgo TDT para el MMC-total, como se observa en el MMC-
bajo, los valores de p no alcanzan significancia estadistica (Tabla 11). En humanos, se ha
investigado en diversas enfermedades, pero a nuestro conocimiento, no en los defectos de cierre
del tubo neural.
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El gen C2CD3 (proteina 3 contenedora de dominio C2) codifica para una proteina que
funciona como un controlador de la elongacion de centriolos y se requiere para la formacion de
cilios y para la sefializacion Hedgehog %° 17, La variante de sentido erréneo rs826058, induce
un posible cambio dafiino tal como se predice in silico 1°°. Observamos que esta variante alélica
es significativamente mas frecuentemente transmitida en los casos, pero solo para aquellos con
subfenotipo MMC-alto, reforzando la propuesta hipétesis de una posible correlacion genotipo-
fenotipo.

De las 13 interacciones gen-gen (IGG) que mostraron DES (Tabla suplementaria 1), nueve
mostraron un OR sugerente de interaccion de riesgo positivamente asociada al MMC (Tabla
12). De las cuales, cuatro se presentaron en MMC-total, cuatro en MMC-bajo, y s6lo una en el
MMC-alto. Interesantemente, ninguna de las IGG de riesgo se repite en los diferentes grupos de
casos considerados, la muestra total y los subfenotipos de MMC alto y bajo, mostrando un
patron especifico de variantes de IGG como se puede observar en la tabla 12. Este muy particular
comportamiento de variantes en 1GG, asi como los resultados de los anélisis de asociacion y
TDT mencionados previamente, sugieren en conjunto su contribucion en algunos casos de una
manera aditiva para las diferentes localizaciones a lo largo de la columna vertebral del MMC, y
en consecuencia de los subfenotipos anatdmicos y neuroldgicos.

En sintesis, los resultados del andlisis de IGG que mostraron significancia estadistica,
muestran que los genes y sus variantes interactlan con otros genes y variantes de forma
aleatoria. Sin embargo, algunos genes y variantes participan mas frecuentemente que otros. Esto
es cierto para genes involucrados en la ciliogénesis, que se observo participando en siete 1GG,
cinco con genes de diferentes vias de sefializacion, y una con genes ciliares.

Los genes de la via de sefializacion Wnt participaron en tres IGG con diferentes genes,
dos veces con VG de genes ciliares y en una con un gen PCP. Los genes de la via de sefializacion
PCP también participaron en tres IGG, en dos ocasiones con dos diferentes VG de COBL. La
via de sefializacion con menor representacion en las IGG fue la de Hedgehog, observandose en
dos ocasiones, una con un gen ciliar y otra con otro gen de la via Hh. Como previamente se
menciond, sélo una IGG significativa se detectd en los casos de MMC-alto, y fue entre variantes
de genes ciliares y de la via de sefializaciéon Wnt (PARD3 y PLCB4), y la cual no participa en
alguna otra 1GG sea del MMC-total o del MMC-bajo.

El MMC puede ocurrir a cualquier nivel a lo largo de la columna vertebral, siendo més

frecuente en las vértebras inferiores. De acuerdo al nivel anatomico de presentacion del defecto,
diferentes sub-fenotipos pueden clasificarse: toracico, toraco-lumbar, lumbar, lumbo-sacro o
sacro. Existe evidencia que sugiere que ciertos subtipos de espina bifida y/o sub-fenotipos
pueden ser etioldgicamente distintos.>® 157 Se sabe que cuanto mas alto a nivel de la columna
vertebral se localice el MMC mayor la gravedad de las lesiones, de la afectacion neuromuscular
y de trastornos asociados. El resultante efecto aditivo combinado al considerar la gravedad del
fenotipo y las interacciones gen-gen representa una interesante estrategia de analisis para
estimar el riesgo de ocurrencia del MMC vy otros defectos congénitos.

El disefio de tipo multicéntrico de este estudio que incluye casos y controles de 16 CRIT
distribuidos en 16 estados diferentes con informacion de las caracteristicas clinico-genéticas
considerando pautas reproductivas y de exposicion a diversos factores ambientales permite
obtener un panorama bastante amplio y representativo del mielomeningocele en nuestra
poblacién. Ademas la inclusién de familias nucleares o trios brinda mayor fortaleza al estudio,
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controlando posibles errores mendelianos, de genotipificacion asi como de estratificacion
poblacional.

Estudios como el presente que incluyen un disefio combinado de casos-controles y trios, la
estratificacion en subfenotipos de acuerdo a la gravedad del defecto asi como el analisis de
interaccion gen-gen pueden ayudar al mejor entendimiento de la etiologia del MMC y de otros
defectos congénitos aislados.

Tal como se puede observar en nuestros resultados y como se ha mencionado en parte de la
discusion, es la asociacion especifica entre variantes génicas y la localizacion anatémica del
defecto un hallazgo a ser considerado en estudios posteriores, hecho no reportado previamente
en la literatura especializada. Los diferentes tipos de analisis estadisticos realizados, tanto el de
frecuencias alélicas y genotipicas como el de desequilibrio de transmision alélica y de
interaccion gen-gen, sugieren fuertemente una correlacion genotipo-fenotipo entre ciertas
variantes génicas de vias de sefializacion asociadas directa o indirectamente al cilio primario y
la gravedad del mielomeningocele.

Existe evidencia en modelos animales de que las vias de sefializacion Hedgehog, Wnt, y
de polaridad celular planar participan en el desarrollo y cierre normal del tubo neural »°"*, y de
que comparten la necesidad, para su adecuada funcion, de un cilio integro estructuralmente y
funcional **°. Con base en lo anterior, investigamos la participacion de diferentes variantes
génicas ciliares y de estas vias de sefalizacion, afiadiendo una variable conceptual poco
considerada en estudios previos en humanos, el analisis de una posible correlacion genotipo-
fenotipo involucrando la localizacion del MMC vy la gravedad clinico-neurolégica del defecto.

Los resultados presentados identifican un conjunto de variantes genéticas que interfieren con

el cierre normal del tubo neural, y que sugieren correlaciones genotipo-fenotipo, hallazgos que
pueden influir en la localizacién de la ocurrencia del MMC asi como la gravedad de esta muy
frecuente malformacidn congénita en nuestra poblacion Mexicana-Mestiza. La validacion de
nuestras observaciones en futuros estudios permitiria, por un lado su confirmacion y por otro la
posibilidad de establecer y dirigir estrategias de prevencion mas personalizadas, sea a nivel
familiar como a nivel poblacional para grupos en mayor riesgo dado su
antecedentes/componente genético de susceptibilidad y heredofamiliar de riesgo.
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ANEXOS.

Tabla suplementaria 1. Interacciones gen-gen con DES para MMC-total, MMC-alto y

MMC-bajo.

Fenotipo

Gen Rs Gen Rs OR Valor p
MMC total
LRP2 rs4667591 BBS2 rs11373 0.573 0.0019
LRP2 rs4667591  INTU rs3749507 1.584 0.0028
LRP5 rs556442 WNT9B rs4968281 1.412 0.0029
LRP2 rs830994 BBS1 rs2298806 1.819 0.0032
VANGL2 rs12086448 LRP2 rs4667591 0.613 0.0037
COBL rs10230120 FUZ rs2305918 3.473 0.0048
VANGL2 rs12086448 DVL3 rs11919795 0.548 0.0050
DVL3 rs11919795 C2CD3 rs11235995 0.417 0.0088
COBL rs10230120 MKKS rs17852625 5.185 0.0099
—>MMC alto
CDH6 rs2229575 FUZ rs2305918 4,796 0.0021
PARD3 rs12782862 PLCB4 rs6077510 2.544 0.0037
FzD7 rs13034579 PLCB4 rs6077510 0.325 0.0038
LRP2 rs830994 CDH6 rs2287582 0.464 0.0060
C2CD3  rs826058 LRP6 rs7978064 0.259 0.0061
CDH6 rs2287582 FUZ rs2305918 0.392 0.0063
>MMC bajo
LRP5 rs556442 WNT9B rs4968281 1.528 0.0013
VANGL2 rs12086448 DVL3 rs11919795 0.476 0.0020
ROCK2  rs978906 PLCB4 rs6077510 0.647 0.0023
CC2D2A rs16892095 SMO rs2228617 0.609 0.0039
LRP5 rs3736228  IFT52 rs2664519 1.773 0.0065
C2CD3  rs826058 RPGRIP1L rs1946155 0.588 0.0078
CELSR2 rs653635 COBL rs2240089 3.173 0.0081
LRP2 rs4667591 BBS2 rs11373 0.596 0.0085
HNF1B  rs2689 IFT52 rs2664519 1.619 0.0088
CELSR2 rs653635 PLCB2 rs2229691 3.091 0.0097
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Imagen suplementaria 1. Imagenes representativas del proceso de estandarizacion para las 8
sondas genotipificadas por Tagman.
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