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CAPITULO I: Resumen

Analisis de exoma en dos familias nucleares con gastrosquisis recurrente:
estudio piloto para la identificacion de genes candidatos

Nombre: Dr. Victor Michael Salinas Torres.

Institucion: Universidad Autbnoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina.
Localizacion: Monterrey, Nuevo Ledn, México.

Fecha de titulacién: Julio 2019.

Numero de paginas: 163.

Introduccion: La gastrosquisis es un defecto congénito que involucra el
desarrollo de la pared anterior del abdomen y el anillo umbilical cuya etiologia
es desconocida. La investigacion basada en familias mediante el analisis de
exoma podria contribuir al origen y prevencion de gastrosquisis. Actualmente,
no existen estudios genéticos en gastrosquisis recurrente. Objetivo: |dentificar
genes candidatos de riesgo para gastrosquisis mediante el analisis de exoma
en una familia nuclear. Material y métodos: Se realizé analisis de exoma en
dos medias hermanas afectadas, madre y padre del caso indice. Para el
analisis se utilizé el GRCh37/hg19 y las plataformas ClinVar, SVS-PhoRank y
Ensembl-VEP. SVS-PhoRank clasific6 el modelo de herencia. Se realizé un
enriquecimiento de genes y analisis de interactoma mediante Gene Ontology,
Panther y String. Se clasificaron vias patogenéticas (curacion manual) a través
ToppGene Suite. Resultados: SPATA17, PDE4DIP, CFAP65, ALPP, ZNF717,
OR4C3, MAP2K3, TLRS8, UBE2NL fueron identificados como genes de impacto
alto segregados en la familia. COL6A3, FGFRL1, HHIP, SGCD, RAPGEF1,
PKD1, ZFHX3, BCAS3, EVPL, CEACAMS, KLK14, PLOD1 fueron identificados
como genes segregados en ambos casos Y la madre. Un modelo dominante fue
identificado en OR10G4, PLEKHG4B, ITIH3, SLC9A3, ITGA2, AOX1, ALPP.
Modelo recesivo en UGT1A7, UGT1A6, PER2, PTPRD, UGT1A3 y modelo
heterocigoto compuesto en PDE4DIP, CDYL, KDM5A, F5  RASGRP1,
MYBPC2, OBSCN, UGT1A. Se identificaron interacciones proteina-proteina
directas en los genes UGT1A3-UGT1A10, AOX1, NOTCH1, HIST1HZ2BB,
RPS3, THBS1, ADCY9, FGFR4. Estos genes estan implicados en vias
patogenéticas de xenobibticos, regulacion de procesos metabdlicos, regulacion
de adhesion celular, regulacion de expresidn génica, respuesta inflamatoria,
regulacion del desarrollo vascular, queratinizacion, simetria izquierda/derecha,
epigenética, ubiquitinacion y regulacion de sintesis de proteinas. Conclusion:
Estos genes candidatos pueden contribuir al futuro descubrimiento de nuevos
biomarcadores de diagndstico, prondstico y prevencion de la gastrosquisis.

Directora de Tesis:
Dr. med. Laura Elia Martinez de Villarreal




CAPITULO II: Introduccion

2.1 Gastrosquisis (definicion)

La gastrosquisis es un defecto congénito que involucra el desarrollo de la
pared anterior del abdomen y el anillo umbilical, que resulta en herniacion de
organos abdominales asociado con un riesgo mayor de morbi-mortalidad infantil
(1-3). La Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE) version 10
considera onfalocele y gastrosquisis bajo los codigos Q79.2 y Q79.3
respectivamente (4). Segun la International Clearing House for Birth Defects

Surveillance and Research (ICBDSR), gastrosquisis se define como: “una
malformacion congénita caracterizada por herniacion visceral a través de un
defecto de pared abdominal de lado derecho con un cordon umbilical intacto y
no cubierto por una membrana”. La definicion excluye hipoplasia de musculos
abdominales, hernia umbilical cubierta por piel y onfalocele (herniacion del

contenido abdominal a través de una insercion umbilical cubierto por una

membrana la cual puede o no estar intacta) (5).

2.1.1 Embriologia de la pared abdominal
En el desarrollo humano normal, el embrién comienza como un disco plano
compuesto por dos capas de células epiteliales, el epiblasto y el hipoblasto
(semana 2). Durante la tercera semana, el epiblasto da lugar al ectodermo,

mesodermo y endodermo. La pared del cuerpo ventral comienza a desarrollarse



por primera vez con la diferenciacidén y proliferacion del mesodermo, ubicado
entre el ectodermo y el endodermo, durante el proceso de gastrulacion a través
de la linea primitiva (semana 3). Cabe senalar que el mesodermo de la pared
del cuerpo también se origina en la placoda de la pared del cuerpo durante la
deposicion celular (6-8). En esta etapa temprana de desarrollo, la circunferencia
del embridén plano representa lo que eventualmente se convertira en el anillo
umbilical (9).

El plegamiento del embridn se inicia en la cuarta semana de desarrollo. Este
proceso se caracteriza por un rapido aumento en la proliferacién del
neuroectodermo, asi como del mesodermo subyacente, lo que hace que el
embrion crezca en tamano. Al mismo tiempo, la detencion del crecimiento,
causada por la muerte celular, ocurre en el anillo umbilical. Estos dos eventos
hacen que el disco embrionario "plano" emerja por encima del nivel del anillo
umbilical. Un aumento del crecimiento en el tubo neural hace que el embridn se
curve hacia la superficie ventral desde las regiones de la cabeza (polo craneal)
y la cola (polo caudal). Este movimiento morfogenético permite que las paredes
toracicas y abdominales inferiores adquieran su posicion ventral. El plegamiento
del embrion también implica la migracion del mesodermo. El mesodermo
intraembrionario forma cuatro pliegues: el pliegue cefalico (cabeza), dos
pliegues laterales (lados) y el pliegue caudal (cola). Los cuatro pliegues del
cuerpo, que representarian los pliegues fundamentales del disco germinal
trilaminar necesarios para la formacion de una estructura tridimensional, se

cierran sobre la superficie ventral y dan lugar colectivamente a las paredes



corporales toracicas y abdominales, asi como al esternon, parte del diafragma y
membrana cloacal (9).

Asimismo, las dos paredes laterales del cuerpo se pliegan hacia la linea
media ventral, lo que contribuye a la forma cilindrica del embrion. El vértice de
los cuatro pliegues del cuerpo forma el anillo umbilical. El anillo umbilical esta
ubicado en el centro del abdomen en la superficie ventral y actuia como una
zona de transicion entre la pared del cuerpo y el amnios. Finalmente, al final de
la décima semana, los tejidos epiteliales de ambos lados del embridon se
encuentran y se fusionan en la linea media, dejando solo los vasos umbilicales
en la region del anillo umbilical (7,9-12). El anillo umbilical permanece
aproximadamente del mismo diametro a lo largo del desarrollo; asi, en relacién
con el crecimiento relativo del embrion, el anillo umbilical disminuye de tamano.
La muerte celular y el depdsito celular participan en la prevencion del

crecimiento del anillo umbilical (7,9).
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Figura 1. llustraciones del proceso de plegamiento embrionario humano
(Modificado de Brewer y Williams, 2004) (9). A, B: El proceso de plegamiento
a los 25 dias representado en una seccion sagital (A) y una seccion transversal
(B). A: El embrion se indica en gris claro. El crecimiento en el tubo neural hace
que el embrion se doble hacia la superficie ventral desde la cabeza (pliegue de
la cabeza) y la cola (pliegue de la cola). B: Dos pliegues laterales se doblan
hacia la linea media ventral contribuyendo a la forma cilindrica del embridén y a

la formacion de las paredes abdominales laterales y ventrales. C, D: Embriones



humanos aproximadamente a los 20 dias (C) y a los 25 dias (D) de desarrollo.
El anillo rojo representa el anillo umbilical ubicado en el centro de la superficie
ventral del embrion propiamente dicho. El anillo umbilical permanece
aproximadamente del mismo diametro a lo largo del desarrollo, pero en relacién
con el crecimiento relativo del embridn, el anillo umbilical parece disminuir de
tamano (compare el Panel C y D). Abreviaturas: a, alantoides; am, amnios; bw,
body wall (pared del cuerpo); d, dias; ep, embrién propiamente dicho; h, heart
(corazon); ic, intraembryonic coelom (celoma intraembrionario); mg, midgut
(intestino medio); nc, notocorda; nt, neural tube (tubo neural); ur, umbilical ring
(anillo umbilical); vm, visceral mesoderm (mesodermo visceral); ys, yolk sac

(saco vitelino).

2.1.2 Epidemiologia y factores de riesgo

La prevalencia de gastrosquisis alrededor del mundo varia de 0.5 a 9 casos
por cada 10,000 nacimientos vivos (5). Su presentacidon es similar en fetos del
sexo masculino y femenino, sin embargo, elevada en embarazos unicos y de
origen Hispano, a comparacion de embarazos multiples asi como de origen no-
Hispano (13-16). Por otra parte, diferentes estudios han reportado
consistentemente que las mujeres jovenes (menores de 20 anos de edad),
tienen una tasa elevada de descendientes con afectados con gastrosquisis en
comparacion de la poblacidn obstétrica general (13-22). En México se estima
una prevalencia de 4.01 por 10,000 nacimientos vivos; sin embargo, al
estratificarse por edad materna, la prevalencia cambia a 1:300 en madres <20

anos, 1:750 en madres entre 20-24 afios y 1:1,500 en madres 225 afnos (16).
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Figura 2. Tendencias en la prevalencia de gastrosquisis segun el grupo de
edad materna en México (Modificado de Salinas-Torres y cols., 2018) (16).

Abreviaturas: y; years (anos).

Aunque el origen respecto a la creciente prevalencia de gastrosquisis en
madres jovenes es desconocido, podria estar relacionado a un numero
considerable de factores de riesgo no-genéticos y su concordancia con un
patron de distribucion en conglomerados (distribucion binomial negativa)
(16,23). Asimismo, esto esta probablemente vinculado con factores de estilo de
vida que pudiera caracterizar a esta poblacion como son: tabaquismo, uso de

drogas recreativas (cocaina, marihuana, anfetamina, metanfetamina) vy



consumo de alcohol (24-26), exposicion a medicamentos descongestionantes
(epinefrina, pseudoefedrina, oximetazolina, fenilpropanolamina) y anti-
inflamatorios no esteroideos (ibuprofeno, acido acetilsalicilico, acetaminofén)
(27), anticonceptivos hormonales (21,23), exposicion ocupacional a productos
quimicos (atrazina e hidrocarburos aromaticos policiclicos) (28-30), nivel
socioeconomico bajo y eventos maternos estresantes (cambio de domicilio,
violencia intra-familiar, problemas financieros o legales, enfermedad o muerte
de una amistad/familiar cercano) (31,32), bajo indice de masa corporal y
nutricion materna no-equilibrada (33-36), cambio en la paternidad o tiempo de
convivencia corto (menor de 12 meses) (37-39), aumento en la frecuencia de

infecciones genitourinarias y enfermedades de transmision sexual (40-42).

2.1.3 Etiologia y patogénesis
Las causas de gastrosquisis son desconocidas, pero el defecto es
considerado de etiologia multifactorial (causado por una combinacion de
factores genéticos y no-genéticos) (43). Aunque la mayoria de los casos de
gastrosquisis se consideran esporadicos, existe una contribucion genética
subyacente para gastrosquisis reforzada por la concordancia entre gemelos
monocigoticos, hermanos y otros parientes con un riesgo de recurrencia

estimado del 5.7%, 4.3% para hermanos y 3% para probandos (44).



TABLA 1

Riesgo de recurrencia y distribuciéon geografica de gastrosquisis por
probando (un probando por familia) obtenido de 11 estudios
poblacionales (Modificado de Salinas-Torres y cols., 2018) (44)

Numero de afectados % de afectados
Pais Media Frobandos Miem- Ajustado
(autor y afio) (afio)*  Estudi- Sin Recurr-  bros Crudo’ vara
ados recurr-  encia familia
probando?
(N) encia (m) (n)
Alemania 1972 25 24 1 2 8 4.16
(Angerpointner 1981)
Espafa 1978 12 12 0 0 1 0
(Martinez-Frias 1984)
Estados Unidos 1983 44 44 0 0 1 0
(Yang 1992)
Italia 1986 44 44 0 0 1 0
(Calzolari 1993)
Estados Unidos 1989 127 121 6 13 10.23 5.78
(Torfs 1993)
Estados Unidos 1990 121 118 3 6 4.95 2.54
(Hwang 2004)
Estados Unidos 1994 36 36 0 0 1 0
(Chabra 2008)
Alemania 1999 27 26 1 2 7.40 3.84
(Kohl 2010)



Continua...
Estados Unidos 2002 284 277 7 14 4,92 2.52

(Feldkamp 2011)

Polonia (Materna- 2003 55 55 0 0 1 0
Kiryluk 2016)
México 2013 87 81 6 12 13.79 7.40

(Salinas-Torres 2018)

Total 1994 862 838 24 49 5.68 2.98

N, total de individuos estudiados; n, total de afectados estudiados; m, total de
probandos estudiados. *Media de afio para cada periodo de estudio. T Crudo =
n / N. Cuando n = 0, entonces fue dividido por los probandos sin recurrencia

para gastrosquisis. * Ajustado = (n - m) /(N - m).

Si bien no existe un patron herencia completamente definido por la
agregacion familiar, es dificil descartar un efecto genético (45-61). Por otra
parte, existen reportes de gastrosquisis en asociacion con trastornos
especificos de etiologia vascular como la secuencia de bandas amnioticas y
secuencia disruptiva amioplasia congénita/artrogriposis. Asimismo, la
gastrosquisis también se ha asociado con aberraciones cromosomicas
numéricas y estructurales (principalmente con las trisomias 18, 13 y 21 vy

triploidias) (62).
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TABLA 2

Distribucién de aberraciones cromosémicas y patrones de anomalias
multiples asociados a gastrosquisis (Modificado de Salinas-Torres
y cols., 2018) (62)

Defectos cromosémicos n Defectos multiples n
Trisomia 18 35 Secuencia bandas amnidticas 39
Trisomia 13 30 Complejo pared corporal-extremidad 37
Trisomia 21 10 Prune belly 4
Triploidia 5 Complejo OEIS 4
45,X0 2 Pentalogia of Cantrell 4
47 XXY 1 Sindrome Moebius 4
Mosaicismo monosomia 22 1  Sindrome Poland 4
Trisomia 16 1  Situs inversus 3
inv(5)(q33.3-q35.3) 1 Hipoplasia oromandibular 2
inv(9) 1

OIES, omphalocele-exstrophy-imperforate anus-spinal defects (onfalocele-

extrofia-ano imperforado-defectos espinales); Prune belly (vientre de ciruela).

Otros factores de riesgo han sido identificados por Adjei y colaboradores
(2008) quienes analizaron higados fetales humanos y demostraron que la
variacion genética SULT1A 3/4 (sulfotransferasas) fue un factor de riesgo en el

desarrollo de gastrosquisis en los hijos de madres que habian tomado
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acetaminofén (63). Singh (2003) en un estudio experimental en ratones hibridos
con la cepa CD-1 complejo antigeno demostré que una dieta materna deficiente
en proteinas-zinc y la exposicion a monoxido de carbono puede precipitar la
ocurrencia de gastrosquisis (64). Asimismo, 94 variantes de nucledtido unico
(SNV por sus siglas en inglés Single Nucleotide Variant) en 31 genes
candidatos para gastrosquisis han sido estudiados. Diez estan relacionados con
la respuesta inflamatoria, ocho con la regulacion de la presién sanguinea e
integridad vascular, seis con la interaccion célula-célula e integridad dérmica,
cinco con la coagulacion, uno con el metabolismo de la homocisteina y uno mas

con la estabilizacion fibrilar de colageno (65).
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TABLA 3

Genes y variantes genéticas investigadas en gastrosquisis (Modificado de
Salinas-Torres y cols., 2018) (65)

Gen Locus Nombre SNV Via biolégica
BMP1 8p21.3 Bone morphogenetic - Estabilizacion fibrilar
protein 1 de colageno
F2 11p11.2 Coagulation factor Il,  rs1799963 Coagulacién
thrombin
F5 1924.2 Coagulation factor V. rs6025 Coagulacion
F7 13934 Coagulation factor rs5742910; rs6046 Coagulacion
Vi
MTHFR  1p36.22 Methylenetetrahydro- rs1801133 Metabolismo de
folate reductase homocisteina
NOS3 7936.1 Nitric oxide synthase rs1799983; rs1800779; Regulacion de la
3 rs3918226; rs1036145; presion sanguinea y
rs2373962; rs6951150; angiogénesis
rs10277237; rs1800783;
rs12703107; rs4496877;
rs1799983; rs3918227;
rs3918188; rs743507
AGT 1942.2 Angiotensinogen rs699 Regulacion de la

presion sanguinea e

integridad vascular
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NPPA

ADD1

SCNN1A

SERPIN-

E1

SELE

ICAM1

1p36.22

4p16.3

12p13.31

7922.1

1924.2

19p13.2

Natriuretic peptide A

Adducin 1

Sodium channel
epithelial 1 alpha
subunit

Serpin family E
member 1

Selectin E

Intercellular adhesion

molecule 1

Continua...

rs5065; rs198358;
rs198361; rs5067;
rs198372; rs198373

rs632793; rs5063

rs4961; rs4690002
rs12503220; rs1877723
rs3775068; rs10026792
rs16843523; rs1263359
rs3775067; rs7678161

rs2285084; rs762847

rs5742912; rs2228576

rs1799768; rs7242;
rs2227684; rs1799889

rs5355; rs5361

rs1799969; rs1059840
rs11115; rs1059849
rs281428; rs281432
rs3093030; rs5030390

rs3093032

Regulacion de la

presion sanguinea e

integridad vascular

Regulacion de la

presion sanguinea,

diferenciacion
epidérmica y

cicatrizacion

Regulacion de la

presion sanguinea e

integridad vascular

Coagulacién

Interaccion célula-
célula e integridad
dérmica

Interaccion célula-
célula e integridad

dérmica
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ICAM4

ICAMS

AGTR1

GNB3

ADBR2

MMP3

FGB

ITGA2

19p13.2

19p13.2

3924

12p13.31

5932

11g22.2

4q931.3

5q11.2

Intercellular adhesion

molecule 4

Intercellular adhesion

molecule 5

Angiotensin Il

receptor type 1

G protein subunit

beta 3

Adrenoceptor beta 2

Matrix
metallopeptidase 3
Fibrinogen beta
chain

Integrin subunit

alpha 2

Continua...

rs281438

rs2075741; rs2569702
rs2291473; rs281419
rs281417; rs281439
rs281440; rs2228615

rs892188

rs5186

rs5443

rs1042713; rs1042714

rs3025058; rs35068180

rs1800790; rs1799768

rs1062535

Interaccion célula-
célula e integridad
dérmica

Interaccion célula-
célula e integridad

dérmica

Regulacion de la
presion sanguinea e
integridad vascular
Regulacion de la
presion sanguinea e
integridad vascular
Regulacion de la
presion sanguinea e
integridad vascular
Respuesta
inflamatoria

Coagulacién

Interaccion célula-

célula e integridad

dérmica
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ITGB3

TNF

LTA

AEBP1

CYP1A1

CYP1A2

NAT1

NAT?2

GSTT1

GSTM1

17921.32

6p21.33

6p21.33

7p13

15q24.1

15924.1

8p22

8p22

22q11.23

1p13.3

Integrin subunit beta

3

Tumor necrosis
factor

Lymphotoxin alpha

AE binding protein 1

Cytochrome P450
family 1 subfamily A
member 1
Cytochrome P450
family 1 subfamily A
member 2

N-acetyltransferase 1

N-acetyltransferase 2

Glutathione S-
transferase theta 1
Glutathione S-

transferase mu 1

Continua...

rs5918

rs1800750; rs1800629;
rs673; rs361525

rs1041981

rs2537188; rs13928;

rs13898; rs144799697

rs4646903

rs2069514; rs762551

rs1057126

rs1801280; rs1799930

rs1234

rs5678

Interaccion célula-
célula e integridad
dérmica
Respuesta
inflamatoria
Respuesta
inflamatoria
Respuesta

inflamatoria

Respuesta

inflamatoria

Respuesta

inflamatoria

Respuesta
inflamatoria
Respuesta
inflamatoria
Respuesta
inflamatoria
Respuesta

inflamatoria
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Los estudios de asociacion genética en gastrosquisis han identificado una
relacion significativa con genes involucrados en vias biolégicas como la
angiogénesis, presion sanguinea e integridad vascular, interaccion célula-célula
e integridad dérmica, metabolismo de homocisteina y respuesta inflamatoria
(66-69). En contraste, otros estudios de asociacion genética no identificaron una
asociacion significativa con las vias biolégicas como coagulacion, estabilizaciéon

fibrilar de colageno y respuesta inflamatoria (70-72).
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TABLA 4

Distribucidon de genotipos y asociaciones significativas entre variantes
genéticas y riesgos crudos para gastrosquisis (Modificado de Salinas-
Torres y cols., 2018) (65)

Gen SNV Alelo Genotipos HWE
refe- Heterocigoto Homocigoto (valor P)
rencia OR (95% Cl) OR (95% Cl)

MTHFR  rs1801133  C 2.1 (1.13-3.86) 5.3 (1.0-285° 0.27

NOS3 rs1036145 G 0.4 (0.2-0.7) 2.0 (0.7-5.7) 0.089

rs10277237 G 1.3 (0.6-2.7) 2.7 (1.3-6.0) 0.113

NPPA rs5065 T 1.7 (0.9-3.1) 6.6 (1.5-2.87) <.15

ADD1 rs4961 G 1.5 (0.9-2.8) 45(1.7-11.5) <15

rs12503220 G 2.9 (1.6-5.4) 14(0.5-41)  0.001

SELE rs5361 A 0.3 (0.1-0.9) ND <15

ICAM1 rs281428 C 1.2 (0.7-2.1) 6.9 (2.1-22.9) 0.101

rs3093030 T 1.4 (0.6-2.9) 2.6 (1.2-5.6) <0.001

ICAMA4 rs281438 T 1.1 (0.6-2.2) 4.9 (1.4-16.6) 0.829

ICAMS5 (281417 C 21 (1.1-4.1) 4.8 (1.7-13.6) 0.946

(2075741 c 1.3 (0.6-2.6) 22 (1.1-4.4) 0.003

GNB3 rs5443 c 0.2 (0.1-0.5) 0.4 (0.2-0.9) 0.337

NAT1 rs1057126 T 16(09-28) 03(01-09) 4078

HWE, Hardy-Weinberg equilibrium (equilibrio de Hardy-Weinberg); OR, Odds
Ratio (proporcion de probabilidad); CIl, Confidence Interval (intervalo de
confianza); ND, No Determinado; ? Calculado bajo un modelo de herencia

recesivo.
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En general, estos procesos sugieren que las anomalias hereditarias de la
migracion endotelial, la diferenciacion epidérmica, la angiogénesis y la
remodelacion vascular pueden estar implicadas en la etiologia de la
gastrosquisis. Asimismo, diversas SNV han mostrado una asociacion
significativa con gastrosquisis en conjunto con factores no-genéticos e indica
una causalidad heterogénea para el defecto, lo que apoya una alta complejidad

de interacciones gen-gen o gen-ambiente en gastrosquisis (65).
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TABLA S

Distribucion de genotipos y asociaciones significativas entre las variantes

genéticas y el riesgo de gastrosquisis estratificado por etnia, edad
materna, exposicion al tabaco y uso de vitaminas (Modificado de
Salinas-Torres y cols., 2018) (65)

Gen SNV Genotipos Comentarios
Heterocigoto Homocigoto (OR estratificado por)
OR (95% CI) OR (95% CI)
NOS3 rs1799983 1.9 (1.1-3.4) 1.2 (0.4-3.7) Etnicidad
rs1799983 5.2 (2.4-11.4)° Etnicidad y exposicion al
tabaco
rs1800779 3.6 (1.1-11.2) ND Edad materna 20-24
afios
rs2373962 4.6 (1.4-15.2) ND Edad materna 20-24
afios
rs3918188 1.9 (0.5-6.5) 7.2 (1.6-32.3) Edad materna >25 afos
rs4496877 3.4 (1.1-10.5) ND Edad materna 20-24
afios
rs6951150 4.3 (1.2-15.1) ND Edad materna 20-24
afios
rs1036145 0.2 (0.1-0.7) 1.7 (0.3-8.4) Uso de vitaminas®
rs1036145 0.3 (0.1-0.6) 1.2 (0.3-4.0) No exposicion al tabaco
rs10277237 1.3 (0.4-3.8) 5.1 (1.5-17.6)  Uso de vitaminas®
rs10277237 1.1 (0.4-2.7) 3.8 (1.4-10.8)  No exposicion al tabaco
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NPPA

ADD1

SELE

ICAM1

ICAM4

rs5065

rs5065

rs5065

rs4961

rs4961

rs4961

rs12503220

rs12503220

rs12503220

rs12503220

rs2285084

rs7678161

rs7678161

rs16843523

rs10026792

rs5361

rs5361

rs1799969

rs281432

rs3093030

rs281438

Continua...

1.9 (1.0-3.4)

7.5 (1.7-33.5)

2.4 (1.1-5.0)°

6.4 (2.8-14.6)°

1.5 (0.8-2.8)

4.9 (1.9-12.9)

2.7 (1.3-5.6)°

4.3 (1.7-10.8)°

4.2 (1.2-15.0)

4.8 (1.6-15.0)

3.4 (1.3-8.8)
3.4 (1.5-7.3)
2.6 (0.8-8.3)
0.3 (0.1-0.9)
0.2 (0.1-0.7)
1.0 (0.2-4.1)
3.4 (1.1-10.4)
0.3 (0.1-0.9)

4.4 (1.2-16.2)

ND

ND

2.2 (0.5-10.8)
1.8 (0.5-7.1)
6.4 (1.1-35.6)
ND

ND

6.3 (1.1-36.5)
ND

ND

ND

5.2 (2.1-12.7)°

0.2 (0.1-0.9)
1.8 (0.4-8.3)

4.9 (1.4-16.7)

0.5 (0.1-2.3)
7.7 (1.7-34.0)

ND

Etnicidad

No-Hispanos blancos
Etnicidad y exposicion al
tabaco

Etnicidad

Etnicidad y no exposicion
al tabaco

Etnicidad y exposicion al
tabaco

Hispano nativo

Edad materna 20-24
afios

Uso de vitaminas®

No exposicion al tabaco
Edad materna >25 afios
Edad materna >25 afios
Uso de vitaminas®

Edad materna >25 afios
No uso de vitaminas®
Etnicidad

No-Hispanos blancos
Etnicidad y exposicion al
tabaco

Edad materna >25 afios
No uso de vitaminas”®

No uso de vitaminas®
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ICAMS

AGT

CYP1A1

NAT?2

MTHFR

GNB3

rs281440

rs281440

rs281417

rs281417

rs2075741

rs699

rs4646903

rs1799930

rs1799930

rs1799930

rs1801133

rs1801133

rs5443

rs5443

rs5443

rs5443

rs5443

Continua...

8.1 (1.6-40.3)
12.0 (2.6-56.4)
12.1 (2.7-54.3)
2.4 (1.0-5.6)
2.5 (0.7-8.8)

4.6 (1.2-17.7)

8.2 (1.0-66.2)
11.2 (1.4-89.2)
ND

5.6 (1.2-27.3)
5.1 (1.4-19.1)

1.2 (0.3-5.2)

0.38 (0.15-0.98)*°

2.17 (1.12-4.19)*°

3.41(1.25-9.31)*¢

3.31 (1.42-7.75)*°

8.1 (1.8-37.2)
3.3 (1.2-8.8)
0.2 (0.0-0.8)
0.2 (0.1-0.8)

0.2 (0.0-0.7)

0.2 (0.1-0.5)

0.2 (0.1-0.5)

5.0 (0.7-37.8)
1.5 (0.4-6.2)
ND

0.1 (0.0-0.6)

0.5 (0.1-2.2)

0.5 (0.1-1.8)

0.5 (0.2-1.6)

No-Hispanos blancos
Uso de vitaminas®

No uso de vitaminas®
No exposicion al tabaco
No uso de vitaminas®
Hispano nacido en el
extranjero

No-Hispanos blancos con
exposicion al tabaco
Hispanos sin exposicion
al tabaco

Parejas maternas e
infantiles no fumadoras
ajustadas por edad y No-
Hispanos blancos
Parejas maternas e
infantiles no fumadoras
ajustadas por edad e
Hispanos blancos
Hispano nativo

Uso de vitaminas®
Hispano nativo

Edad materna <20 afos
Edad materna 20-24
afios

Uso de vitaminas®

No exposicion al tabaco
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Continua...
SERPINE1  rs1799889 0.4 (0.1-1.4) 0.2 (0.0-0.8) No-Hispanos blancos

SCNN1A rs2228576 0.3 (0.1-0.8) ND No uso de vitaminas®

OR, Odds Ratio (proporcién de probabilidad); Cl, Confidence Interval (intervalo
de confianza); ND, No Determinado; ? Los genotipos heterocigoto y homocigoto
fueron combinados para el analisis; ° Uso de vitaminas que contienen &cido

folico materno; © Calculado bajo un modelo de herencia dominante.

Recientemente, bajo un abordaje clinico-patogénico sobre anomalias
asociadas y aberraciones cromosémicas en gastrosquisis se han identificado
una serie de regiones cromosomicas y genes candidatos para el defecto (62).
Especificamente, un agrupamiento de genes en las regiones cromosomicas
21922.11 y 21922.3 (KRTAPs), 18q21.33 (SERPINBs), 18q22.1 (CDH?7,
CDH19), 13q12.3 (FLT1), 13922.1 (KLF5), 13922.3 (EDNRB) y 13q34
(COL4A1, COL4A2, F7, F10) se relacionaron significativamente con los
siguientes procesos bioldgicos/fisiologicos: regulacion de la presion arterial e
integridad vascular, angiogénesis, coagulacion, adhesion célula-célula/célula-
matriz e integridad dérmica y cicatrizacion que apoyan un rol significativo de la
disrupcién vascular, la trombosis y la deficiencia mesodérmica en la
patogénesis de la gastrosquisis (62). Asimismo, estos hallazgos sugieren que la
gastrosquisis puede resultar de la interaccion de varias regiones cromosomicas
(heterogeneidad cromosomica), asi como de interacciones complejas gen-gen o

gen-ambiente en gastrosquisis (62,65).
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TABLA 6

Regiones cromosémicas y genes candidatos para gastrosquisis a partir
de sindromes cromosémicos (Modificado de Salinas-Torres
y cols., 2018) (62)

Regiones Genes Proceso biolégico Valor P
21922.11 KRTAP6-1, 6-3, 8-1, 11-  Desarrollo biolégico y P 8.25E-26,
1, 13-1, 13-2, 13-3, 13-4, queratinizacion FDR 1.29E-21
15-1, 19-1, 19-3, 19-7,
19- 8, 21-2, 21-3, 23-1,
24-1, 25-1, 26-1, 27-1
21922.3 KRTAP10-1, 10-2, 10-3, Desarrollo biolégico y P 5.47E-15,
10-4, 10-5, 10-6, 10-7, queratinizacién FDR 8.57E-11
10-8, 10-9, 10-10, 10-11,
10-12, 12-1, 12-2, 12-4
18921.33 SERPINBZ2, B3, B4, B5, Regulacion negativa de P 3.06E-11,
B7,B11,B12, B13 la actividad de FDR 4.79E-07
endopeptidasas
18q22.1 CDH7, CDH19 Adhesién celular- P 1.50E-06,
dependiente de calcio  FDR 2.34E-02

a través de moléculas
de adhesion celular de

membrana plasmatica
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Continua...
13q12.3 FLT1 Via de sefalizacion del P 2.23E-02,
receptor 1 del factorde FDR 3.15E-00

crecimiento endotelial

vascular
13g22.1  KLF5 Sefalizacion célula- P 2.23E-02,
célula via exosoma FDR 3.23E-00
13q22.3 EDNRB Via de sefalizacion del P 3.33E-02,

receptor de endotelina FDR 2.48E-00
13934 COL4A1, COL4A2 Via de sefalizacion del P 7.70E-03,
receptor de tirosina FDR 4.46E-00
quinasa activada por
colageno
F7, F10 Coagulacién P 3.92E-02,
sanguinea, formacion FDR 2.57E-00

de coagulos de fibrina

FDR, False discovery rate (tasa de descubrimiento falso).

Existe una gran controversia con relacion a la patogénesis de la
gastrosquisis. Las hipdtesis expuestas implican la formacion defectuosa o la
interrupcion de la pared abdominal en el periodo embrionario con la posterior
herniacion del intestino; sin embargo, ninguna de ellas explica totalmente la
etiologia de gastrosquisis (73). Moore y Stokes (1953) propusieron que

gastrosquisis es el resultado de una distorsion o detencion de la pared
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abdominal anterior durante la tercer a quinta semana de gestacion (SDG) (74).
Duhamel (1963) propuso la existencia de un fallo del mesénquima
somatopleural embrionario y crecimiento defectuoso de la pared abdominal
lateral durante la cuarta SDG (75). Shaw (1975) propuso que gastrosquisis
podria resultar de una ruptura del cordon umbilical en su base durante la fase
extra-abdominal del desarrollo del intestino delgado o mas tarde en el periodo
fetal debido a un cierre retardado del anillo umbilical durante la quinta a decima
SDG (76). Thomas y Atwell (1976) propusieron que el defecto puede resultar de
una ruptura temprana del anillo umbilical debido a malformacion de la linea
media de la pared abdominal (77). deVries (1980) propuso la existencia de una
atrofia prematura o persistencia anormal de la vena umbilical derecha que
causa dafo al mesénquima circundante y falla en la repoblacion epidérmica en
el area paraumbilical durante la quinta a octava SDG (78). Hoyme vy
colaboradores (1981) propusieron wuna insuficiencia de Ila arteria
onfalomesentérica con ruptura que conduce a infarto y necrosis en la base del
cordon umbilical durante la quinta a octava SDG (79). Vermeij-Keers y
colaboradores (1996), propusieron una deficiencia mesodérmica en el anillo
umbilical debido a una anomalia o disfuncion de las placodas ectodérmicas
(12,80). Feldkamp y colaboradores (2007) propusieron algo semejante a lo
propuesto por Duhamel (75) que incluye la falla de uno o mas pliegues
responsables del cierre de la pared durante la tercer a cuarta SDG (81).
Stevenson y colaboradores (2009) propusieron que el defecto resulta de una
falla al fusionar el saco vitelino y las estructuras vitelinas relacionadas con el

tallo corporal durante la cuarta SDG (82). Lubinsky (2012 y 2014) propuso la
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existencia de una predisposicidn vascular relacionada con el estrogeno con
posterior trombosis que debilita el anillo umbilical lo que crea un area potencial

para la herniacion (83,84).

2.1.4 Diagnéstico pre y posnatal

El diagndstico posnatal de gastrosquisis tipicamente se realiza a través de
una exploracidn fisica neonatal de rutina. Este defecto de pared abdominal
(DPA) usualmente mide menos de 4 cm en diametro y se presenta
generalmente como una abertura pequefia, de bordes lisos y localizacién
usualmente a la derecha de la region umbilical (para-umbilical derecha). En
contraste con onfalocele, la herniaciéon de visceras no estan cubiertas por una
membrana y estan expuestas a liquido amniético en el utero (1-3). A pesar que
gastrosquisis es una anomalia congénita bien caracterizada, en la practica
clinica podria confundirse con otros DPA; entre estos se encuentran
principalmente: onfalocele, hernia umbilical, abdominosquisis, complejo pared
corporal-extremidad, pentada de Cantrell (DPA supraumbilical, defecto del
esterndn inferior, defecto diafragmatico y pericardico anterior y anomalias
cardiacas congénitas), complejo OIES (onfalocele-extrofia-ano imperforado-
defectos espinales), asi como otras formas sindromicas (62,85-88).

Por otra parte, el diagnodstico prenatal tipicamente incluye la ultrasonografia
(US) de rutina detectable incluso a partir de la decima SDG. Asimismo, la
deteccion de suero materno elevado de alfa-fetoproteina (analogo fetal de
albumina), es identificado en casi todos los casos de gastrosquisis. El nivel de

alfa-fetoproteina en suero materno en embarazos con gastrosquisis esta
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reportado con un valor medio de 9.42 razén de momios, mientras que en
embarazos con espina bifida abierta, en promedio, es de 4 raz6n de momios y
anencefalia 8 razén de momios. Por consiguiente, el examen combinado con
US y suero materno elevado de alfa-fetoproteina detecta al menos el 90% de

los casos con gastrosquisis (89,90).

2.1.5 Presentacion clinica

Clinicamente, la gastrosquisis puede presentarse como una anomalia
aislada o asociada con la co-existencia de anomalias intestinales o extra-
intestinales. Esta ultima, puede ocurrir hasta en el 17.9% de los neonatos
nacidos con este DPA, lo cual puede aumentar significativamente su morbilidad
y mortalidad (62,91). Gastrosquisis generalmente esta considerada como una
anomalia aislada (82.1% de los casos); sin embargo, su frecuencia de
anomalias asociadas varia ampliamente por sistema o regién anatémica. Las
mas comunes estan representadas por anomalias del sistema o regidn
cardiovascular (23.3%), digestivo (20.3%), genitourinario (9%), sistema nervioso
central (7.2%), musculo-esquelético (6.2%), extremidades (5.7%), renal (5.4%),
craneofacial (4.9%), patron de anomalias multiples (4.5%), axiales vy
pulmonares (3.7%, respectivamente), defectos cromosomicos (3.2%), varios
(3.1%) y endocrinos (0.1%). Ademas, existen diferencias significativas al hacer
una comparacidn de caracteristicas sociodemograficas y clinicas sobre la
presencia o la ausencia de cualquier tipo de anomalias asociadas en

gastrosquisis.
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TABLA 7

Algunas caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los casos de
gastrosquisis estratificados por anomalias aisladas y asociadas*
(Modificado de Salinas-Torres y cols., 2018) (62)

Variables Casos de gastrosquisis OR Valor P

(n=18525)

Anomalias Sin anomalias
asociadas asociadas

n=3323% (n)  n=15202 % (n)

Masculino 49.9 (1661) 30.2 (4598) 2.15 <0.00001
Femenino 37.9 (1262) 31.8 (4848) 1.30  <0.00001
Americanos?® 79.3 (2636) 70.6 (10733) 1.59  <0.00001
Caucasicos® 19.5 (651) 29.1 (4433) 0.59 <0.00001
Diagnéstico prenatal 12.6 (421) 10.3 (1574) 1.25 0.0001

Defectos cromosémicos 2.5 (85) 0.07 (11) 36.25 <0.00001
Mortalidad 19.8 (660) 2.2 (342) 10.76 <0.00001

*Es posible que las frecuencias no resulten al total debido a datos faltantes o no
especificados. OR, Odds Ratio (proporcién de probabilidad). # Puede incluir
casos de gastrosquisis entre Hispanos, raza Afroamericana, Hawaiana o
Islefias del Pacifico. ® Puede involucrar casos de gastrosquisis entre raza Negra

o Blanca.
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2.2 Estrategias para la identificaciéon de genes candidatos

Los genes candidatos son generalmente aquellos genes con funcion
biolégica conocida que regula directa o indirectamente los procesos de
desarrollo de los rasgos o patologia a investigar. El enfoque del gen candidato
se ha aplicado de forma ubicua para la investigacion de enfermedades
geneéticas, estudios de asociacion genética, biomarcadores y seleccion de
dianas farmacoldgicas en muchos organismos, desde animales hasta humanos
(92). Uno de los pasos criticos en la realizacion de estudios de genes
candidatos es la eleccion de un gen candidato adecuado que pueda
desempenfar un papel relevante en la enfermedad bajo investigacion. Para este
fin, se deben identificar las variantes genéticas existentes y determinar cual de
esas variantes produce proteinas con funciones alteradas que podrian influir en
el rasgo o patologia de interés (93).

Hasta la fecha, un gran numero de genes candidatos con caracteristicas de
resistencia o susceptibilidad a determinada enfermedad se han detectado de
manera primaria o incluso repetitiva, aunque el numero total de genes
aceptados publicamente todavia es pequefio. En este aspecto, el disefio de
casos/controles se considera una de las principales herramientas para detectar
asociaciones significativas entre las variaciones genéticas y la enfermedad bajo
investigacion. Sin embargo, debido a la extrema rareza de ciertas variantes
genéticas, este enfoque requiere cohortes de gran tamafo para confirmar la
asociacion entre estas variantes y el riesgo de la patologia investigada.

Asimismo, uno de los principales problemas para la falta de replicacion de los
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resultados es la estratificacién de la poblacién, que se puede sortear facilmente
en una cohorte independiente y aleatoria de poblaciones de prueba y control, lo
que reduce la posibilidad de mostrar similares patrones de variacion (94).

El analisis de genes candidatos suele ser un procedimiento indispensable
para la posterior clonacion posicional/funcional de loci de rasgos cualitativos
(QTL por sus siglas en inglés Quantitative Trait Locus) que controlan la
variacion genética principal de los rasgos interesados después de las
exploraciones iniciales del genoma. Junto con esto, el analisis de ligamiento
asocia genes o secuencias cercanas de acido desoxirribonucleico (DNA por sus
siglas en inglés DeoxyriboNucleic Acid) que se van localizando a lo largo del
cromosoma para identificar un gen candidato. Cada nueva mutacion surge de
un haplotipo en particular. Este ultimo, puede aumentar a una alta frecuencia
por deriva genética aleatoria (seleccion, migracion, mezcla de la poblacion) y
posteriormente dividirse en segmentos por recombinacion (variacion genética)
(95). En general, los componentes significativos de los QTL en una regién
cromosomica que afecta la variacion genética de los rasgos investigados son
genes causales. Sin embargo, este enfoque puede ser altamente subjetivo
debido al proceso de seleccion de candidatos especificos. La principal
desventaja es que requiere la informacion que proviene del conocimiento
fisiolégico o bioquimico funcional (por ejemplo, la regulacion hormonal o via
metabdlica/bioquimica), que generalmente es finita o puede no estar disponible
en absoluto (92).

Por otra parte, el estudio de asociacion de genoma completo (GWAS por sus

siglas en inglés Genome-Wide Association Study) es un enfoque utilizado en la
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investigacion genética para asociar variaciones genéticas especificas con
ciertas enfermedades. No obstante, su principal desventaja involucra su
elevado empleo de recursos y costo econdmico. En general, los GWAS sodlo
ubican las regiones cromosémicas de los QTL con la ayuda de marcadores de
DNA en disefios experimentales basados en familias o en poblaciones, que por
lo comun incluyen un gran numero de genes candidatos. En comparacion, el
disefio basado en familias, en el que los miembros de la familia y sus variantes
genéticas compartidas entre los individuos afectados, presumiblemente incluyen
alelos de riesgo para la enfermedad bajo investigacion. Por consiguiente, es
esperado que el enfoque basado en familias y su segregacion familiar de
variantes genéticas relevantes detecte de forma mayormente especifica SNV de
susceptibilidad, a diferencia de la seleccion agrupada de casos/controles no
relacionados. Sin embargo, su viabilidad esta limitada en gran medida por su
confianza en el conocimiento existente sobre la biologia conocida del fenotipo
bajo investigacion y desafortunadamente, la anatomia molecular detallada de la
mayoria de los rasgos biolégicos que sigue siendo desconocida (96).

Avances recientes en tecnologias experimentales de alto rendimiento como
el perfil de expresion génica de genoma completo, GWAS, secuenciacion de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP-seq por sus siglas en inglés Chromatin
Immunoprecipitation Sequencing), asi como la secuenciacion de nueva
generacion (NGS por sus siglas en inglés Next-Generation Sequencing)
escanean el genoma en busca de variantes genéticas asociadas a
enfermedades y agregan conocimiento a la funcion genética, regulacion y

priorizaciéon de recursos de SNV (97). Esto proporciona datos e informacién
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extensa sobre el genoma completo, transcriptomica, epigendmica y protedmica
de alta cobertura en numerosos tipos de células, clasificando el comportamiento
especifico del tejido, sus interacciones y el funcionamiento de las células (98).
La aplicacion del enfoque del gen candidato que emanan de la NGS esta
destinada a dar abundantes dividendos en términos de esclarecimiento de los
mecanismos complejos de la enfermedad bajo investigacidon, un mejor
prondstico y diagnostico de los pacientes en poco tiempo y de manera eficiente
(97,98).

Asimismo, diversos proyectos del mapeo del genoma en mamiferos sobre la
anatomia molecular de rasgos complejos y cuantitativos han revelado una
multitud de vias posibles para identificar genes candidatos en los que el
enfoque digital atrae la atencién; como tal, podria permitir la identificacion
sistematica de los genes que subyacen a los rasgos biolégicos bajo
investigacion [99]. Especialmente, cuando el desarrollo de la ontologia génica
(GO por sus siglas en inglés Gene Ontology) se ha establecido, los recursos
digitales permiten identificar genes candidatos mediante algunos principios
determinados, por ejemplo, la similitud funcional [100]. En tal circunstancia, el
enfoque de gen candidato in silico o enfoque de gen candidato facilitado por
computadora, es un recurso en linea novedoso para los investigadores, que les
brindan recursos rapidos y eficientes, asi como estrategias confiables vy

significantes para identificar variantes genéticas causales.
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TABLA 8

Resumen de diversos softwares de aplicacion y herramientas en linea
relacionadas con el enfoque del gen candidato digital

Nombre Sitio web Referencia
GeneSeeker http://www.cmbi.ru.nl/GeneSeeker/ 101
Endeavour http://www.esat.kuleuven.be/endeavour 102
POCUS http://www.hgu.mrc.ac.uk/Users/Colin.Semple/ 103
G2D http://www.ogic.ca/projects/g2d_2/ 104
SUSPECTS http://www.genetics.med.ed.ac.uk/suspects/ 105
TOM http://www-micrel.deis.unibo.it/~tom/ 106
BioMercator http://moulon.inra.fr/~bioinfo/BioMercator 107
FunMap http://web.biostat.ufl.edu/~cma/genetics/softwa 108
re.html
GFINDer http://www.bioinformatics.polimi.it/GFINDer/ 109

PROSPECTR http://www.genetics.med.ed.ac.uk/prospectr/ 110

eVOC www.sanbi.ac.za/evoc 111
QTL Mixer http://qtl.pzr.uni-rostock.de/qtimix.php 112
DGP http://maine.ebi. ac.uk:8000/services/dgp 113
CoGenT++ http://cgg.ebi.ac.uk/cogentpp.html 114
KNN classifier Disponible por solicitud: jianzxu@hotmail.com 115
SNPs3D http://www.SNPs3D.org 116
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PhD-SNP

REACTOME
Litinspector
NetPath
Predictive
Networks
GeneGo
Topp Gene suite
OMIM
PhenoPred
Oncomine
Entrez Gene
ClinVar
Ensembl

VEP

Aceview
UCSC Genome
Browser
VISTA Genome

Browser

Continua...
http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/PhD-
SNP/Ph D-SNP.cgi
http://www.reactome.org
http://www_litinspector.org
http://www.netpath.org/index.html

http://predictivenetworks.org/

http://www.genego.com/
http://toppgene.cchmc.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

http:// www.phenopred.org/
https://www.oncomine.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://www.ensembl.org
http://www.ensembl.org/info/docs/variation/vep
/index.html
www.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Acembly/

http://genome.ucsc.edu/

http://genome.lbl.gov/vista
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119
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128
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VarioWatch

NCBI's dbSNP
PolyScan
dbSNP-Q
SNPper
RAVEN
ANNOVAR
DistiLD

GLIDERS

SNAP
PolyDoms
UniProt
SNPeffect
PolyPhen-2
SIFT
PROVEAN
PANTHER
STRING
SVS-PhoRank

gene ranking

Continua...
http://genepipe.ncgm.sinica.edu.tw/variowatch/
main.do
http://www. ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://genomewustl.edu/pub/software/polyscan/
https://cgsmd.isi.edu/dbsnpq/
http://snpper.chip.org/
http://www.cisreg.ca/
http://www.openbioinformatics.org/annovar/
http://distild.jensenlab.org/
http://www.sanger.ac.uk/resources/software/gli
ders/
http://www.broad.mit. edu/mpg/snap/
http:// polydoms.cchmc.org
http://www.uniprot.org/
http://snpeffect.switchlab.org/
http:// genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http:// sift.jcvi.org/
http://provean.jcvi.org/
http://pantherdb.org/
https://string-db.org/

http://www.goldenhelix.com
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149
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Continua...

Genecards http://genecards.org/ 151

Malacards http://malacards.org/ 151

TFBIND http://tfbind.hgc.jp/ 152

TFSEARCH http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.ht 153
mi

Mirsnpscore http://www.bigr.medisin.ntnu.no/mirsnpscore/ 154

MirSNP http://cmbi.bjmu.edu.cn/mirsnp 155

2.2.1 Secuenciacion de exoma

La secuenciacion genomica con el uso de tecnologias de secuenciacion
masiva como la NGS ha demostrado ser una alternativa eficaz a las pruebas
especificas y panel de genes en un entorno de investigacion para establecer
una nueva base genética de distintos trastornos mendelianos (monogénicos) o
complejos (multifactoriales) bajo investigacion (156,157). La NGS genera
informacion precisa y confiable para la mayoria de las partes del genoma. En un
estudio realizado en 684 participantes, se compararon los datos de la
secuenciacion del exoma y la secuenciacion de Sanger (considerada el
estandar de la secuenciacion) de cinco genes; la tasa de validacién para los
resultados de la secuenciacion del exoma fue del 99.97%. Ademas, los
resultados discrepantes en las regiones de secuenciacion del exoma de alta

calidad tenian mas probabilidades de ser correctos en los datos de
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secuenciacion del exoma que en la primera ronda de datos de secuenciaciéon de
Sanger (158).

La secuenciacion de exoma completo (WES, por sus siglas en inglés Whole-
Exome Sequencing) consiste en la captura, secuenciacién y analisis de todos
los exones (regiones codificantes) de los genes que codifican para proteinas en
el genoma humano. La WES se enfoca en todos los genes conocidos
(aproximadamente 22,000 genes codificantes de proteinas) que comprende
menos del 2% del genoma. Se estima que el 85% de las mutaciones que
causan enfermedades se localizan en el exoma y por ende, desencadenen una
consecuencia fenotipica grave. Por otra parte, la secuenciacion de genoma
completo (WGS, por sus siglas en inglés Whole Genome Sequencing) genera
datos de secuencia de una region que es de 50 a 100 veces mas grande que la
cubierta por la WES e incluye regiones reguladoras, intronicas e intergénicas.

Entre estas tecnologias existen diferencias que representa un area de
investigacion activa. La WGS genera una secuenciacion mas uniforme en
algunas regiones a diferencia de la WES. Algunos enfoques analiticos
emergentes pueden usar la WGS para detectar variantes estructurales y la
expansion de repeticiones cortas de nucleotidos asociadas con la enfermedad.
Sin embargo, las herramientas bioinformaticas para la WGS estan en general
menos desarrolladas que las disponibles para la WES. Ademas, el costo de la
WGS sigue siendo mayor que el de la WES, en parte debido al costo de la

administracion y el analisis de los datos (159).
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generacion (Modificado de Adams y Eng, 2018) (159). La secuenciacién del

exoma cubre la mayoria de los genes conocidos, incluidos los genes que aun

no se han asociado con enfermedades humanas. La secuenciacion del genoma

cubre la mayoria de genes y regiones intergénicas.

2.3 Originalidad y contribucion del proyecto de investigacion

Actualmente, la prevalencia de gastrosquisis alrededor del mundo (incluido

México) esta en aumento y su etiopatogenia es desconocida (5,16). Asimismo,

hasta el momento no existen estudios genéticos/gendémicos en familias con

gastrosquisis recurrente y abordarlo con este nuevo enfoque podria aportar
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mayor informacién a su etiologia. El analisis genético propuesto (analisis de
exoma), busca identificar la contribucién genética relacionada con gastrosquisis,
al explorar variantes genéticas compartidas entre los miembros familiares e
individuos afectados que pudieran contribuir a su patogénesis. Por lo tanto, se
integro la presente investigacion con la finalidad de buscar e identificar genes

candidatos de posible riesgo implicados en la patogénesis de gastrosquisis.
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CAPITULO lII: Hipétesis

Hipotesis de trabajo: El analisis de exoma de gastrosquisis recurrente

permitira la identificacion de genes de riesgo para el desarrollo de gastrosquisis.
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CAPITULO IV: Objetivos

4.1 Objetivo general

Identificar genes candidatos de riesgo para gastrosquisis, mediante el

analisis de exoma en una familia nuclear.

4.2 Objetivos particulares

1. Identificar en una familia nuclear las variantes genéticas con posible
relevancia en descendientes con gastrosquisis recurrente.
2. Analizar la relacion de dichas variantes con la fisiopatologia de la

enfermedad mediante herramientas bioinformaticas.

42



CAPITULO V: Material y métodos

5.1 Diseio metodolégico del estudio

La presente investigacion es un estudio observacional, transversal,
comparativo, retrospectivo, no ciego. El protocolo fue sometido, aprobado y
finalizado por el Comité de Etica y el Comité Doctoral de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, con los numeros de registro GN17-
00002 (aprobado: 21 de septiembre de 2017, finalizado: 21 de agosto 2018) y

FMSEPG-3322/1017 (25 de octubre de 2017) respectivamente.

5.2 Tipo de estudio

La presente investigacion es un estudio de cohorte transversal.

5.3 Poblacion de estudio

La poblacién de estudio estuvo constituida por individuos afectados con

gastrosquisis y sanos en una familia nuclear.

43



5.3.1 Numero de sujetos incluidos y calculo del tamaio de la muestra

La presente investigacion es un estudio piloto en una familia nuclear con

gastrosquisis recurrente.

5.3.2 Caracteristicas de la poblacion

Hombres y mujeres mexicanos de cualquier edad.

5.3.3 Criterios de inclusion

Individuos de una familia nuclear con gastrosquisis recurrente, con
accesibilidad para toma de muestra de sangre y consentimiento informado

firmado.

5.3.4 Criterios de exclusion

Familia nuclear con gastrosquisis sindrémica.

5.3.5 Criterios de eliminacion

Retiro del estudio.
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5.3.6 Lugar de referencia y método de reclutamiento

La elegibilidad de la familia nuclear con gastrosquisis recurrente se llevo a
cabo en el Departamento de Genética de la Facultad de Medicina y Hospital
Universitario de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. Su método de
reclutamiento incluyo la evaluacion del caso indice en la consulta externa de
Genética. Posteriormente, se realizd6 una entrevista personalizada a la familia
nuclear con gastrosquisis recurrente. Se solicitd a los padres de sujetos
menores de edad su participacion voluntaria en el estudio (ver formato de
Consentimiento Informado dirigido hacia los padres y formato de
Consentimiento Informado). Debido al rango de edad (0 a 5 afios) el proceso de
obtencion de asentimiento informado verbal fue obtenido en aquellos sujetos
que tuvieron la capacidad de hacerlo. Se les explico la decision de participar en
la presente investigacion de forma voluntaria y sin ninguna presion, induccion o
pago alguno. Asimismo, se les explicO de que la participacion consistié en
contestar un cuestionario donde se preguntod sobre la enfermedad, historia de la
familia y costumbres o habitos personales para entender su ambiente. Se les
explico que se tomarian muestras de sangre de una vena del brazo para buscar
genes que pudieran estar relacionados con la enfermedad que presentan. Se
explicé las posibles molestias por el tiempo necesario para contestar un
cuestionario y el sitio de la toma de muestra de sangre pudiera ocasionar
molestia o dolor leve, pero que no pondria en riesgo la salud, asi como los
beneficios de la participacion en el estudio que son buscar factores genéticos

que pudieran estar relacionados con la enfermedad. Se les explico que se
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dieron seguridades de que los datos relacionados de esta investigacion fueron

manejados de forma confidencial (Anexos 9.1, 9.2y 9.3).

5.4 Estrategia del disefio metodolégico

Previa autorizacién mediante formato de Consentimiento Informado dirigido
hacia los padres y formato de Consentimiento Informado, se obtuvé muestra de
sangre periférica en los casos afectados e individuos sanos de la familia nuclear
con gastrosquisis recurrente, para realizar extraccion de DNA con la finalidad de
realizar analisis exoma mediante la tecnologia NGS (analisis de datos de
secuenciacion masiva). Las variantes genéticas obtenidas fueron discriminadas
o filtradas entre los casos afectados e individuos sanos, es decir, se
identificaron si fueron idénticas (por descendencia), genes conocidos para otras
enfermedades o si se trataron de variantes comunes (polimérficas) usando
bases de datos internacionales gendmicas. Posteriormente, se buscaron
variantes genéticas funcionales o patogeénicas con la finalidad de buscar la
funcidbn de dichas variantes genéticas y conocer su plausibilidad con la
fisiopatologia de la enfermedad. Se analizd la relacion existente entre las
variantes genéticas de interés a través de un interactoma establecido mediante
la funcion de las variantes genéticas de riesgo analizadas previamente (ver

abajo, analisis bioinformatico integral de los datos).
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5.5 Naturaleza de la muestra y secuenciacion de exoma

Las muestras utilizadas en la presente investigacion fueron DNA gendmico
de 4 individuos, dos pacientes con gastrosquisis aislada (medias hermanas),
madre y padre del caso indice (ambos sanos). Para cada participante, se
obtuvé DNA gendmico total usando el kit QlAamp® DNA Blood Mini y el
sistema automatizado QlAcube (numero de cat. 158445; Qiagen GmbH, Hilden,
Alemania) siguiendo el protocolo recomendado. EI DNA purificado se recolecto
y almaceno a -20°C antes del analisis.

Para el caso indice y sus padres (trio), Centogene AG® (Rostock, Alemania)
valido el desempefio y desarrollo de la WES. Aproximadamente 37 Mb (214,405
exones) de las secuencias de codificacion de consenso se enriquecieron a
partir de DNA gendmico fragmentado por mas de 340,000 sondas disefadas
contra el genoma humano (Nextera® Rapid Capture Exome, lllumina® San
Diego, CA, EE. UU.) y la biblioteca generada secuenciada en una plataforma
lllumina® a un promedio profundidad de cobertura 100-130X. Con respecto a la
media hermana afectada, LC Sciences® (Houston, TX, EE. UU.) valido el
desempenio y desarrollo de la WES. El DNA gendmico fragmentado se sometio
a construccion de biblioteca. La captura del exoma se realizdé con SureSelect®
Human All Exon V6, Agilent® (Santa Clara, CA, EE. UU.) siguiendo el protocolo
recomendado y la secuenciacion se realizé con el lllumina® Hiseq X Ten en LC-
BIO (Hangzhou, China) durante una ejecucion de 150-pb emparejadas. Se
aplicd una tuberia bioinformatica de extremo a extremo para cada uno de los

procesos de bioinformaticos internos que incluyen el llamado de bases, filtrado
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primario de lecturas de baja calidad, duplicados y probables artefactos,
alineacion, controles de calidad y anotacion de variantes (Centogene AG®
Rostock, Alemania y LC Sciences® Houston, TX, EE. UU.).

Las secuencias de DNA del exoma fueron alineadas contra el genoma
humano de referencia (GRCh37/hg19). Las SNV vy las inserciones y deleciones
de nucledtidos (INDEL por sus siglas en inglés INsertion or DELetion) anotadas
fueron filtradas segun las variantes identificadas como intronicas (limites de
intron + 20 pb), no codificantes o sindnimas, asi como variantes con una
frecuencia alélica >1% ya sea en la base de datos de ExAc (160) o 1000
Genomas (161), mientras tanto, todos los patrones de herencia relevantes y las
variantes causantes de enfermedades reportadas en HGMD® (162), ClinVar
(127), CentoMD® (163), Genome (164) y dbSNP (165) fueron considerados.
Una vez que se obtuvo la informacion de la muestra, posteriormente, se
establecid una base de datos unificadora para tener una mejor visualizacion e

interpretacion de las SNV e INDEL anotadas y consideradas.

5.6 Analisis bioinformatico integral de los datos

Las variantes genéticas del exoma fueron filtradas y priorizadas de acuerdo
a su relevancia fenotipica (gastrosquisis) en las plataformas bioinformaticas
ClinVar (127), SVS - PhoRank gene ranking (150) y Ensembl - Variant Effect
Predictor (128). Esta ultima también fue utilizada para evaluar los posibles
efectos deletéreos (impacto alto, moderado, bajo y modificador) de las variantes

del exoma en funcion de los siguientes algoritmos: SIFT, PolyPhen, dbNSFP,
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Condel, LoFtool, MaxEntScan (prediccion de splicing) y BLOSUMG62
(conservacion) (128). El analisis se basé en la anotacion del genoma humano
de referencia GRCh37/hg19.

Mediante SVS - PhoRank gene ranking (algoritmo modelado que clasifica los
genes segun su relevancia con respecto a los fenotipos especificados por el
usuario como lo define la GO) se utilizdé para clasificar el modelo de herencia
para todas las variantes (150). Se consideré una suma del puntaje estandar por
encima de 1.333 para los modelos dominantes y recesivos. Se evalué un
modelo heterocigoto compuesto a partir de la deteccion de al menos dos
genotipos heterocigotos dentro del mismo gen heredado de la madre en un
minimo de dos loci diferentes. Asimismo, se consideraron las siguientes
clasificaciones: materno de novo, paterno de novo, heterocigoto de novo,
homocigoto de novo heterocigoto materno, heterocigoto paterno y homocigoto
ambos.

Posteriormente, se realizé enriquecimiento funcional de genes y analisis de
interactoma. Para ello, se utilizaron herramientas bioinformaticas especificas
para discernir la implicacion de las variantes genéticas y para explorar vias
biolégicas e interacciones proteina-proteina (IPP). El analisis de
enriquecimiento funcional se realiz6 utilizando las plataformas GO y Panther
Classification System, que contienen informacién completa sobre la evolucion y
funcibn de los genes codificadores de proteinas de 104 genomas
completamente secuenciados (148). Un valor de P < 0.05 fue el criterio de
seleccion para las rutas enriquecidas significativamente que incluye una "vista

jerarquica" como una estructura de las clasificaciones/ontologias mas
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significativas de los genes humanos y estadisticas de valor E que incluye tasas
de descubrimiento falso (FDR, por sus siglas en inglés False Discovery Rate).
La red de IPP que incluye procesos fisicos, funcionales y biolégicos asociados
con genes candidatos seleccionados para la gastrosquisis se realizé utilizando
la plataforma String 10.5 con un puntaje de confianza de 0.4. Los pares de
genes detectados en dos o mas de las IPP incluyeron co-expresion, homologia
de proteinas, bases de datos curadas, vecindad de genes o conjuntos de datos
determinados experimentalmente. Estos fueron seleccionados e incluidos en el
analisis de la red utilizando la plataforma String 10.5 (149).

Se realizé una clasificacion de vias patogenéticas (curado manual) basado
en las categorias funcionales GO (vias y procesos biolégicos) de acuerdo a
genes seleccionados co-segregrados con la gastrosquisis (por ejemplo,
variantes de alto impacto, variantes segregadas entre ambos casos y la madre,
asi como genes significantes del enriquecimiento funcional, modelos de
herencia e IPP) mediante la plataforma bioinformatica ToppGene Suite (123).
Los términos GO fueron seleccionados de acuerdo a su proximidad y
plausibilidad con el fenotipo, incluidas vias biolégicas previamente asociadas a

la gastrosquisis (62,65).
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CAPITULO VI: Resultados

6.1 Descripcién clinica de la familia nuclear con gastrosquisis recurrente

El probando, una infante de 1 afio de edad, naci6 en la semana 37 de
gestacion. La madre tenia 24 afios de edad, con antecedente gineco-obstétrico
de dos gestas y una cesarea previa (el indice de masa corporal antes del
embarazo fue de 19.2) y el padre tenia 24 afios de edad (ambos sanos y sin
antecedentes patoldgicos de importancia). El parto fue por cesarea después del
diagnostico prenatal de gastrosquisis. La puntuacion Apgar al minuto y a los 5
minutos de nacida fue de 9, peso al nacer 2050 g (centil <3) y longitud de 48 cm
(centil 15-50). Su media hermana, una infante de 4 afos de edad, naci6 en la
semana 36 de gestacion. La madre tenia 21 afios de edad (el indice de masa
corporal antes del embarazo fue de 18.4) y su ex esposo tenia 23 afios de edad
(no secuenciado con WES y sin antecedentes patologicos de importancia). El
parto fue por cesarea después del diagndstico prenatal de gastrosquisis. La
puntuacion Apgar al minuto y a los 5 minutos de nacida fue de 9, peso al nacer
1670 g y longitud 42 cm (ambos en centil <3). No hubo antecedente de
consanguinidad. Posnatalmente, en ambos casos, se observo la extrusion de
asas intestinales dilatadas a través de un orificio abierto de aproximadamente 3
a 4 cm del lado derecho del anillo umbilical. La gastrosquisis se confirmé como
una anomalia aislada (no se identificaron anomalias congénitas asociadas) y se

realizdé un cierre primario de la pared abdominal sin complicaciones clinicas
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adicionales. La placenta y las membranas fueron normales. A la exploracién
fisica, tanto el probando como su media hermana no presentaron anomalias
congeénitas asociadas ni alteraciones en los hitos del desarrollo motor y
registraron un peso de 8 kg y 13 kg respectivamente (ambos en centil <3) y una
longitud de 77 cm y 98 cm respectivamente (ambos en centil 3-15).

Se detectaron en las historias clinicas de los padres, consumo de tabaco (1
a 2 cigarrillos por dia) y consumo de alcohol (1 a 2 latas de cerveza de 355 ml
por semana) al momento de la preconcepcion y durante el primer trimestre del
embarazo. En ambos casos hubo antecedente de infeccion de vias urinarias
durante el segundo trimestre del embarazo y compartieron una atencion médica
pre-concepcional irregular (menos de cuatro seguimientos clinicos en cada

embarazo). No hubo consumo de suplementos que contengan acido folico.
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6.2 Arbol genealégico

S0y o4y 46y 45y

1 2 3 4

27y \25y 24y
I1
2

I11

Figura 4. Arbol genealégico de la familia con gastrosquisis recurrente
(Modificado de Salinas-Torres y cols., 2019) (43). Los simbolos solidos
indican los casos de gastrosquisis (IlI-1 y 11l-2), los simbolos semisélidos indican
casos de hernia umbilical (I-2 y 1-3) y los simbolos abiertos indican individuos no

afectados. La flecha apunta al probando.

6.3 Naturaleza de la muestra y secuenciacion de exoma

La cantidad de DNA se midi6 mediante la lectura de una relacién 260/280
optima mediante un NanoDrop 8000 (Thermo Fisher). Cuando las relaciones
260/280 se ubicaron en el rango de 1.8 a 2.0, el DNA (con la calidad y

concentracion requerida) fue utilizado para la generacion de las bibliotecas.
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TABLA 9

Resumen de los controles de calidad validados del WES

Probando® Madre? Padre® Media
hermana®

Total de lecturas 62,605,468 45,508,573 49,095,633 67,572,278
Lecturas alineadas al  99.82% 99.82% 99.77% 99.26%
genoma de referencia
Cobertura media del 147 132 132 119
exoma (lecturas)
Exoma cubierto al 98.79% 98.60% 98.83% 97.26%
menos por 10 lecturas
Exoma cubierto al 89.53% 87.42% 87.19% 88.23%

menos por 50 lecturas

@ WES validado por CENTOGENE AG®. ® WES validado por LC Sciences®.

De acuerdo con los reportes generados por CENTOGENE AG® y LC
Sciences® no se detectaron variantes patologicas de DNA asociadas con la
gastrosquisis. Para lo cual, se consideraron un total de 17,358 variantes
genéticas de los dos conjuntos de informes proporcionados por CENTOGENE

AG® y LC Sciences®.
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6.4 Analisis bioinformatico integral de los datos

De acuerdo al fenotipo investigado, se realizé una priorizacion funcional de
las variantes genéticas resultantes del exoma basado en las plataformas
bioinformaticas ClinVar (127), SVS - PhoRank gene ranking (150) y Ensembl -
Variant Effect Predictor (128) (31 de agosto 2018). Se identificaron 450 genes
con variaciones genéticas heterocigotas, las cuales fueron seleccionadas para

el analisis bioinformatico posterior (Anexo 9.4).

6.5 Clasificacidon de genes y variantes genéticas de acuerdo a su

impacto/efecto deletéreo

Un efecto combinado de las herramientas de prediccion in silico identifico las
siguientes variantes de alto impacto: SPATA17 (rs147297747), PDE4DIP
(rs61804988), CFAP65 (rs6736922), ALPP (rs2260309), ZNF717 (rs150689808
y rs140982339), OR4C3 (rs72473368), MAP2K3 (rs55796947), TLRS8

(rs3764880) y UBE2NL (rs237520).
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TABLA 10

Variantes genéticas de alto impacto identificadas en la familia con

gastrosquisis recurrente*

Chr Genes Variantes Nomenclatura HGVS Consecuencias MAF (n)
1 SPATA17 rs147297747 ENST00000470448.5:c.2T>C, Perdida del codon  1.997E-04
ENSP00000473514.1:p.Met1? de inicio, Ol
NMDTV
PDE4DIP rs61804988 ENST00000369356.8:c.7053G>A, Coddn de paro 0.500
ENSP00000358363.4:p.Trp2351Ter prematuro (122829)°
2 CFAP65 rs6736922 ENST00000436631.5:c.1A>C, Perdida del codon  4.073E-06
ENSP00000396836.1:p.Met1? de inicio (s
ALPP rs2260309 ENST00000392027.2:c.804T>G, Coddn de paro 0.617
ENSP00000375881.2:p.Tyr268Ter prematuro (141172)%
3 ZNF717 rs150689808 ENST00000478296.5:¢.596C>G, Coddn de paro 7.964E-06
ENSP00000419377.1:p.Ser199Ter prematuro "
rs140982339 ENST00000468296.5:c.107G>A, Coddn de paro 0.021
ENSP00000418187.1:p.Trp36Ter prematuro (958)°
11 OR4C3 rs72473368 ENST00000319856.5:c.441G>A, Coddn de paro 0.500
ENSP00000321419.5:p.Trp147Ter prematuro (120864)°
17 MAP2K3 rs55796947 ENST00000496046.5:c.304C>T, Coddn de paro 0.500
ENSP00000464043.1:p.GIn102Ter prematuro, (119837)°
NMDTV
X TLR8 rs3764880 ENST00000218032.6:c.1A>G, Perdida del codon  0.464
ENSP00000218032.6:p.Met1? de inicio, (1751)"
SRV
UBE2NL rs237520 ENST00000618570.1:c.266G>T, Perdida del codon  0.617
ENSP00000488314.1:p.Ter89LeuextTer?  de paro (2331)"

*Variantes de exoma como coddén de paro prematuro, perdida del codon de

inicio, perdida del coddn de paro, variante de transcripcion degenerativo sin

sentido (NMDTV, por sus siglas en inglés, Nonsense Mediated Decay Transcript
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Variant), variante de region de empalme (SRV, por sus siglas en inglés, Splice
Region Variant) con efecto combinado por herramientas de prediccién funcional
(128); Nomenclatura de la Sociedad de Variacion Genomica Humana (HGVS,
por sus siglas en inglés, Human Genome Variation Society); frecuencia alélica
menor (MAF, por sus siglas en inglés, Minor Allelic Frequency); "Proyecto 1000
genomas fase 3; SBase de datos de agregacion del genoma versién 9 (gnomAD
exomes 9, por sus siglas en inglés, Genome Aggregation Database version 9);

TPrograma de medicina-omica para medicina de precision.

Un efecto combinado de las herramientas de prediccidon in silico identifico
multiples variantes de impacto moderado. Las siguientes variantes genéticas
fueron identificadas entre ambos casos afectados con gastrosquisis y la madre:
COL6A3 (rs202092407), FGFRL1 (rs4647931), HHIP (rs753937179), SGCD
(rs727503423), RAPGEF1 (rs554713394), PKD1 (rs142888788), ZFHX3
(rs200992486), BCAS3 (rs201061353), EVPL (rs202057945), CEACAMS5
(rs998112305) y KLK14 (rs112658494). La variante genética PLOD1

(201661871) fue identificada como bajo impacto.
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TABLA 11

Variantes genéticas con cambio de sentido de moderado impacto
identificadas en la familia con gastrosquisis recurrente*

Chr Genes Variantes Nomenclatura HGVS MAF (n)
1 F5 rs6027 ENST00000367797.7:c.6665A>G, 0.045 (227)"
ENSP00000356771.3:p.Asp2222Gly
rs1800595 ENST00000367797.7:c.3980A>G, 0.046 (228)"
ENSP00000356771.3:p.His1327Arg
INPP5B rs371536609 ENST00000373027.5:c.13G>T, 0.004 (19)"
ENSP00000362118.1:p.Ala5Ser
OBSCN rs75280352 ENST00000366707.9:¢.7498G>T, 0.005 (23)"
ENSP00000355668.6:p.Ala2500Ser
rs185523702 ENST00000366707.9:¢.5337G>C, 0.004 (20)"
ENSP00000355668.6:p.Glu1779Asp
MilP rs112218993 ENST00000235332.5:c.730C>T, 1.922E-04 (47)°
ENSP00000235332.4:p.Arg244Cys
DPYD rs200562975 ENST00000370192.7:c.451A>G, 0.001 (4)'
ENSP00000359211.3:p.Asn151Asp
2 COL6AS" rs202092407 ENST00000295550.4:¢.7007C>T, 3.993E-04 (2)"
ENSP00000295550.4:p.Pro2336Leu
AOX1 rs3731722 ENST00000260930.10:c.482A>G, 0.084 (422)"
ENSP00000260930.6:p.His161Arg
CFAP65 rs6736922 ENST00000409865.7:c.163A>C, 4.073E-06§
ENSP00000386945.3:p.Met55Leu
ALPP rs13026692 ENST00000392027.2:c.265A>T, 0.389 (1947)"
ENSP00000375881.2:p.lle89Leu
UGT1A3 rs6431625 ENST00000482026.5:c.140T>C, 0.434 (2174)"
ENSP00000418532.1:p.Val47Ala
UGT1A6 rs1105879 ENST00000441351.1:c.552A>C, 0.325 (1626)"

ENSP00000389637.1:p.Arg184Ser
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UGT1A7

PER2

CROCC

ZNF717

GRK7

FGFRLT

HHIP*

SCLT1

SGeD*

SLC6A18

PRDM9

CRYBG1

PRICKLE4

ECI2

UHRF1BP1

rs6759892

rs2070959

rs11692021

rs934945

rs372884123

rs150689808

rs150840377

rs4647931

rs753937179

rs77885682

rs727503423

rs113861454

rs6875787

rs141300996

rs145966346

rs35202579

rs3734265

Continua...
ENST00000305139.10:c.19T>G,
ENSP00000303174.6:p.Ser7Ala
ENST00000305139.10:c.541A>G,
ENSP00000303174.6:p.Thr181Ala
ENST00000373426.3:c.622T>C,
ENSP00000362525.3:p.Trp208Arg
ENST00000254657.7:¢.3731G>A,
ENSP00000254657.3:p.Gly1244Glu
ENST00000375541.9:¢.5522G>A,
ENSP00000364691.4:p.Arg1841GIn
ENST00000478296.5:c.596C>T,
ENSP00000419377.1:p.Ser199Leu
ENST00000264952.2:¢.1204G>T,
ENSP00000264952.2:p.Asp402Tyr
ENST00000264748.6:¢c.1271G>T,
ENSP00000264748.6:p.Arg424Leu
ENST00000296575.3:¢.2044C>A,
ENSP00000296575.3:p.Leu682lle
ENST00000281142.9:c.1508G>A,
ENSP00000281142.5:p.Arg503Lys
ENST00000337851.4:c.494G>A,
ENSP00000338343.4:p.Arg165GIn
ENST00000324642.3:c.235G>A,
ENSP00000323549.3:p.Gly79Ser
ENST00000296682.3:¢.2042C>G,
ENSP00000296682.3:p.Thr681Ser
ENST00000457437.1:c.862G>A,
ENSP00000391419.1:p.Val288Met
ENST00000359201.6:c.512A>G,
ENSP00000352128.6:p.Glu171Gly
ENST00000380118.7:c.964C>T,
ENSP00000369461.3:p.Pro322Ser
ENST00000452449.6:¢.2560A>G,

ENSP00000400628.2:p.Lys854Glu

0.362 (1814)"

0.278 (1390)"

0.298 (1491)"

0.175 (875)"

0.002 (8)*

7.964E-06"

0.003 (15)"

0.007 (36)"

1.018E-04 (25)°

0.014 (72)"

1.236E-04 (30)°

0.034 (171)"

0.702 (2414)"°

0.004 (18)"

4.620E-04 (112)°

0.011 (56)"

0.001 (5)'
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11

12

14

GRM4

HECW1

ZIMIZ2

SPDYES5

TMEM106B

ATP6V1B2

RAPGEF1*

OR13F1

CCDC183

OR10G4

SF3B2

LRP5

P2RY2

RTN3

ITGA7

TTC6

AKAP6

rs188910868

rs200912368

rs71548246

rs371522010

rs147889591

rs116941637

rs554713394

rs79177442

rs76153658

rs4474449

rs11554199

rs41494349

rs117372847

rs139271709

rs11171663

rs181566041

rs200626326

Continua...
ENST00000374177.7:c.1099C>T,
ENSP00000363292.3:p.Arg367Cys
ENST00000453890.5:¢.3692A>G,
ENSP00000407774.1:p.Asn1231Ser
ENST00000441627.5:c.2482G>A,
ENSP00000414723.1:p.Gly828Arg
ENST00000455862.6:c.988C>T,
ENSP00000485662.1:p.Arg330Cys
ENST00000396668.7:c.401G>A,
ENSP00000379902.3:p.Ser134Asn
ENST00000523478.5:c.11G>A,
ENSP00000430154.1:p.Arg4GIn
ENST00000372190.3:c.1457C>T,
ENSP00000361264.3:p.Thr486Met
ENST00000334726.3:c.290G>A,
ENSP00000334452.2:p.Cys97Tyr
ENST00000338005.6:¢.1454T>C,
ENSP00000338013.6:p.1le485Thr
ENST00000320891.4:¢.302A>G,
ENSP00000325076.3:p.Tyr101Cys
ENST00000524627.5:c.76G>T,
ENSP00000435495.1:p.Ala26Ser
ENST00000294304.11:c.266A>G,
ENSP00000294304.6:p.GIn89Arg
ENST00000311131.6:¢c.50A>G,
ENSP00000310305.2:p.Asp17Gly
ENST00000540798.5:c.838A>G,
ENSP00000442733.1:p.lle280Val
ENST00000452168.6:c.38C>T,
ENSP00000393844.2:p.Thr13lle
ENST00000533625.5:¢.275A>G,
ENSP00000451566.1:p.Glu92Gly
ENST00000280979.8:¢.4236A>C,

ENSP00000280979.4:p.Lys1412Asn

0.001 (4)

0.001 (6)*

0.005 (24)"

0.001 (3)*

0.006 (32)"

0.004 (19)"

2.035E-05 (5)°

0.008 (41)"

0.010 (48)"

0.041 (9946)°

0.003 (16)"

0.020 (100)"

0.002 (12)"

3.993E-04 (2)

0.002 (11)"

0.006 (31)"

1.997E-04 (1)
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15

16

17

NAA30

APH1B

THBS1

MCTP2

EMC7

PKD1*

ZFHX3"

ITGAD

PDIA2

IFT140

OR2C1

LMF1

MBTPS1

BCAS3*

EVPL*

DNAH17

GRAP

rs181080853

rs61751105

rs2228262

rs199933047

rs140117138

rs142888788

rs200992486

rs182797885

rs148442250

rs138420849

rs75856110

rs138205062

rs150244031

rs201061353

rs202057945

rs186570138

rs372985295

Continua...
ENST00000556492.5:c.511G>A,
ENSP00000452521.1:p.Glu171Lys
ENST00000261879.9:c.595G>A,
ENSP00000261879.5:p.Val199Met
ENST00000260356.5:c.2099A>G,
ENSP00000260356.5:p.Asn700Ser
ENST00000543482.5:¢c.910A>G,
ENSP00000438521.1:p.Met304Val
ENST00000527822.5:¢.347A>T,
ENSP00000434292.1:p.Met117Leu
ENST00000423118.5:c.8530G>A,
ENSP00000399501.1:p.Val2844lle
ENST00000268489.9:c.10831C>T,
ENSP00000493252.1:p.His3611Tyr
ENST00000389202.2:c.3104A>G,
ENSP00000373854.2:p.GIn1035Arg
ENST00000404312.5:c.611G>A,
ENSP00000384410.1:p.Arg204GIn
ENST00000361339.9:c.1880G>A,
ENSP00000354895.5:p.Arg627His
ENST00000304936.3:c.172C>T,
ENSP00000307726.2:p.Pro58Ser
ENST00000543238.5:c.640C>T,
ENSP00000437418.1:p.Arg214Trp
ENST00000343411.7:¢.373C>T,
ENSP00000344223.3:p.Arg125Trp
ENST00000390652.9:c.2122G>A,
ENSP00000375067.4:p.Asp708Asn
ENST00000586740.1:c.296T>C,
ENSP00000465630.1:p.Leu99Pro
ENST00000591369.5:c.232C>A,
ENSP00000466150.1:p.Ala78Asp
ENST00000284154.9:c.589C>T,

ENSP00000284154.5:p.Arg197Trp

0.005 (25)"

0.008 (40)"

0.040 (201)"

1.997E-04 (1)

0.003 (16)"

1.997E-04 (1)

0.005 (24)"

1.997E-04 (1)

0.002 (8)"

1.728E-04 (40)°

0.032 (160)"

0.003 (16)"

1.997E-04 (1)

1.950E-04 (48)°

2.321E-04 (57)°

0.004 (22)"

2.724E-05 (6)°
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Continua...
TBX21 rs2240017 ENST00000177694.1:c.99C>G, 0.050 (250)"
ENSP00000177694.1:p.His33GIn
GRIN2C rs201241904 ENST00000293190.9:c.1705A>G, 1.997E-04 (1)'
ENSP00000293190.5:p.lle569Val
WDR45B rs148665559 ENST00000571817.5:c.17G>A, 0.002 (12)'
ENSP00000461355.1:p.Cys6Tyr
19 KLK14* rs112658494 ENST00000391802.1:c.412C>T, 0.004 (21)"
ENSP00000375678.1:p.Arg138Trp
CEACAMS5* rs998112305 ENST00000435837.2:c.64+12306G>A, 8.121E-06 (2)°
ENSP00000385072.1:p.Gly651Arg
FAM71E1 rs185418641 ENST00000600100.5:c.397C>T, 0.002 (11)"
ENSP00000472421.2:p.Leu133Phe
21 SLC5A3 rs35707420 ENST00000381151.4:c.1108G>A, 0.003 (13)"
ENSP00000370543.3:p.Val370Met
22 GRK3 rs200558027 ENST00000324198.10:¢c.883C>T, 1.997E-04 (1)'
ENSP00000317578.4:p.Arg295Trp
X CYSLTR1 rs320995 ENST00000373304.3:c.927C>A, 0.663 (2503)"

ENSP00000362401.3:p.Phe309Leu

*Variantes de exoma con cambio de sentido (ATP6V1B2, LRPS, ITGA7, TTC6,
PKD1, DNAH17 y WDR45B también catalogadas como variantes de
transcripcion degenerativas sin sentido), con efecto combinado por
herramientas de prediccion funcional (128); Nomenclatura de la Sociedad de
Variacion Genomica Humana (HGVS, por sus siglas en inglés, Human Genome
Variation Society); frecuencia alélica menor (MAF, por sus siglas en inglés,
Minor Allelic Frequency); *Genes y variantes genéticas identificadas entre
ambos casos afectados con gastrosquisis y la madre; TProyecto 1000 genomas
fase 3; SBase de datos de agregacion del genoma version 9 (gnomAD exomes
9, por sus siglas en inglés, Genome Aggregation Database version 9);

1TPrograma de medicina-omica para medicina de precision; “Base de datos de
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agregacion del genoma versioén 8 (gnomAD exomes 8, por sus siglas en inglés,

Genome Aggregation Database version 8).

Un efecto combinado de las herramientas de prediccion in silico identificd
multiples variantes de impacto modificador. Asimismo, cabe sefialar que las
variantes genéticas PDE4DIP (rs61804988), SPATA17 (rs147297747), COL6A3
(rs202092407), CFAP65 (rs6736922), ALPP (rs13026692), ZNF717
(rs150689808 'y  rs140982339), FGFRL1 (rs4647931), RAPGEF1
(rs554713394), PKD1 (rs142888788), MAP2K3 (rs55796947), ZFHX3
(rs200992486), BCAS3 (rs201061353), EVPL (rs202057945), CEACAMS5
(rs998112305) y TLR8 (rs3764880) fueron identificadas con un impacto alto o

segregadas entre ambos casos afectados con gastrosquisis y la madre.
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TABLA 12

Variantes genéticas de impacto modificador identificadas en la familia con
gastrosquisis recurrente*

Chr Genes Variantes Nomenclatura HGVS Consecuencias
1 INPP5B rs371536609 ENST00000373024.7:¢.532+213G>T Proteina codificante
OBSCN rs75280352 ENST00000366704, ENST00000602517 Intron retenido, antisentido
PDE4DIP rs61804988 ENST00000530062.5:c.*565G>A, NMDTV, proteina
ENST00000526182.1:n.186G>A, codificante, transcrito
ENST00000369354.7:¢c.*68G>A procesado
rs144590426 ENST00000467859.3:n.837C>G Transcrito procesado
rs2762779 ENSR00000013355, PFR, pseudogen no
ENST00000313342.8:n.180G>A procesado
SPATA17 rs147297747 ENSR00000020110 Promotor
rs72762068 ENSR00000021294 Potenciador
OMA1 rs34851388 ENST00000453710, ENST00000476933 Transcrito procesado,
proteina codificante
DPYD rs200562975 ENST00000474241.1:n.113A>G Intron retenido
F5 rs6027 ENST00000495481.1:n.439A>G Intron retenido
MIIP, MIR6729  rs112218993 ENST00000460823.1:n.120C>T, Transcrito procesado,
ENST00000618194 miRNA
2 COL6AS" rs202092407 ENST00000491769.1:n.1261C>T Intron retenido
AOX1 rs3731722 ENST00000465297.5:n.2822A>G Transcrito procesado
CFAP65 rs6736922 ENST00000441968.5:c.-1524A>C, Proteina codificante, intron
ENST00000462848.5:n.178A>C retenido
ALPP rs13026692 ENST00000474529.1:n.344A>T Intron retenido
CROCC rs372884123 ENST00000465021.5:n.543G>A Transcrito procesado
COL4A3 rs201127190 ENST00000396578.7:¢.987+17T>C Proteina codificante
IRS1 rs1801123 ENST00000498335 Transcrito procesado
UGT1A8, 1A9, rs11692021 ENST00000373450.4:¢.855+63997T>C Proteina codificante
1A10

64



UGT1A6, 1A7,
1A8, 1A9,

1A10

UGT1A4, 1AS,

1A6, 1A7, 1A8,

1A9, 1A10

ZNF717,

MIR4273

ITIH1, ITIH3

IQCJ-SCHIP1

ATP13A5,

ATP13A5-AS1

FGFRLT

SCLT1

CBR4,

RNY4P17

GAK

PRDM9

rs6759892

rs2070959

rs1105879

rs6431625

rs150689808

rs140982339

rs2286797

rs370189872

rs71314493

rs4647931

rs77885682

rs147931542

rs142955360

rs6875787

Continua...
ENST00000446481.6:c.-7-776T>G,
ENST00000373445.1:¢.855+55646T>G
ENST00000373450.4:¢c.856-73489A>G
ENST00000354728.4:¢.855+20767A>C
ENST00000450233.1:¢.867+9579T>C,

ENST00000373414.3:¢c.867+15408T>C

ENST00000477374.5:¢c.277+2399C>T,
ENST00000491507.1:n.544+2399C>T,
ENST00000582824
ENST00000478296.5:c.-44G>A,
ENST00000491507.1:n.374G>A,
ENST00000582824
ENST00000467268.1:n.144G>A,
ENSR00000152596,
ENST00000463893, ENST00000628722
ENST00000476809.7:c.906+17G>A,

ENSR00000161123

ENST00000342358.8:¢.2678+18C>T,

ENST00000495496.1:n.500+18C>T

ENST00000512174
ENST00000439369.6:¢.291-51983G>A,
ENST00000502495.1:n.1165G>A,
ENST00000506233.5:n.2634G>A,
ENST00000612976
ENST00000506808.1:¢.*63A>G,

ENST00000506933, ENST00000364948

ENST00000509566.1:n.1514G>A,
ENST00000515868.5:n.2084G>A
ENSR00000314203,

ENST00000635252

ENST00000273283,

ENSR00000178848,

NMDTV, transcrito
procesado, proteina
codificante, variante

intrénica

Proteina codificante,

transcrito procesado, miRNA

Proteina codificante,

transcrito procesado, miRNA

TFBS, intron retenido,
transcrito procesado,
proteina codificante

PFR, antisentido, transcrito
procesado, proteina
codificante

Proteina codificante,
transcrito procesado,
antisentido

lincRNA

Transcrito procesado,
proteina codificante, intron
retenido, pseudogen
procesado

NMDTV, transcrito
procesado, antisentido,
miscRNA

Transcrito procesado, intron
retenido

OCR, CTCF, proteina

codificante
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ITGA2

EFNAS

PLEKHG4B
SLCI9A3,
SLCI9A3-AS1
SLC6A18

CDYL

CRYBG1
HIST1H2BB,
HIST1H3C,
HIST1H2APS5

GRM4

PRICKLEA4,
USP49, FRSS3,
TOMME6
Cé6orf201,

ECI2

EPDR1,

SFRP4

CYP51A1,
LRRD1
RARRES2

TMEM106B

rs1062535

rs200187971

rs114885385

rs117027344

rs113861454

rs11965336

rs11962921

rs141300996

rs373836422

rs188910868

rs145966346

rs35202579

rs147877097

rs139500916

rs141728712

rs147889591

Continua...
ENST00000503810.6:c.*169G>A
ENST00000333274.10:c.-27C>G,
ENSR00000184916
ENST00000504041.1:n.1518C>T
ENST00000507407,
ENST00000606288.1:n.92+28C>T
ENST00000513607.2:n.304G>A
ENST00000328908.9:¢.187-20T>G,
ENST00000483019
ENST00000483019.1:n.699C>T,
ENST00000440139
ENST00000487681
ENST00000615966,

ENST00000454320

ENST00000609278.1:¢.*684C>T,
ENST00000545715.5:n.1001C>T,
ENST00000609860.5:n.1922C>T
ENST00000463606,
ENST00000398884,
ENST00000422888.5:¢.-168+316T>C
ENST00000380120.6:¢.*587C>T,
ENST00000436110.1:n.744+1710G>A,

ENST00000642280.1:n.615+1710G>A

ENST00000447200.2:¢.43+5705G,
ENST00000476620.1:¢.-37-27865,
ENSR00000211064
ENST00000435873.1:¢.24+69C>T,
ENST00000422722.1:n.667+8140C>T
ENST00000223271.7:¢.279+10G>C
ENST00000420833.5:¢.*287G>A,

ENST00000444443

ENST00000612966,

ENST00000394253,

NMDTV

Promotor, intron retenido,
proteina codificante
Intron retenido

Intron retenido, antisentido

Intron retenido
Proteina codificante,
transcrito procesado
Transcrito procesado,
proteina codificante,
Intron retenido
Proteina codificante,

pseudogen no procesado

NMDTYV, proteina

codificante, intron retenido

Transcrito procesado,
proteina codificante,
NMDTYV, intron retenido
NMDTV, transcrito
procesado, intron retenido,
proteina codificante,
pseudogen

Promotor, proteina
codificante, variante
intronica

Proteina codificante,
transcrito procesado
Proteina codificante
NMDTYV, proteina

codificante
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HECW1,
LUARIS
PMS2P3

ZIMIZ2

ATP6V1B2

EEF1D,

PYCRS3

NOTCH1,
MIR4673

RAPGEF1*

ABCA2

RNF224

PTPRD

RPS6,
DENND4C,
NDUFASP3
SH3GLB2,

NUP188

CCDC183,

RABL6

ODF2, ODF2-

AS1

rs200912368

rs371522010

rs71548246

rs116941637

rs201733245

rs11574872

rs554713394

rs79966110

rs116743582

rs3824417

rs117840373

rs16930816

rs76153658

rs147844613

Continua...
ENST00000429529.1:¢.93-14990A>G,
ENST00000436105
ENST00000529061
ENST00000463931.1:n.586G>A,
ENST00000463056.5:n.1885G>A
ENST00000523482.5:n.15G>A,
ENSR00000221892
ENST00000524397,  ENST00000495276,

ENST00000531770, ENST00000530848

ENST00000491649.1:n.442C>T,
ENSR00000243025, ENST00000584777
ENSR00001467633, ENSR00001467634,

ENST00000481260.1:n.1024C>T

ENST00000459850.5:n.5560C>T,
ENST00000487109.5:¢.*2506C>T,
ENSR00000243121

ENSR00000243166, ENST00000445101
ENST00000397606.7:¢.1793-604C>T,
ENST00000471274.1:n.1040C>T
ENST00000498815,  ENST00000361024,

ENST00000449348, ENST00000609982

ENST00000455407.5:¢.*377A>T,
ENST00000461811.5:n.3816A>T,
ENST00000372577
ENST00000479371.5:¢.*579T>C,
ENST00000415992.5:n.1916T>C,
ENST00000496839.5:n.602T>C,
ENST00000414656.1:n.291A>G
ENST00000448249.7:¢.178-2039T>C,

ENST00000420801.1:n.95A>G

Proteina codificante,
antisentido

Pseudogen

Transcrito procesado, intron
retenido

Promotor, NMDTYV, intron
retenido, proteina
codificante

NMDTYV, proteina
codificante, transcrito
procesado, intron retenido

PFR, miRNA, intron retenido

PFR, CTCF, proteina
codificante, transcrito
procesado

OCR, NMDTYV, intron
retenido, proteina
codificante

OCR, proteina codificante
Proteina codificante,
transcrito procesado
Transcrito procesado,
proteina codificante,
pseudogen, antisentido
NMDTYV, intron retenido,

proteina codificante

NMDTV, transcrito
procesado, intron retenido,
proteina codificante,
antisentido

Proteina codificante,

antisentido
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10

11

12

13

14

15

FAS

SF3B2,

GAL3ST3

RPS3,
SNORD15A,
SNORD15B
CNIH2, YIF1A,

TMEM151A

RTN3

ITGA?,
BLOC1S1

KDM5A

PFDNS,
ESPL1
CACNA2D4

NAXD

TTC6

AKAP6

NAA30

SYNE2

APH1B

THBS1, FSIP1

rs2229521

rs11554199

rs17879266

rs148356112

rs139271709

rs11171663

rs148769146

rs144276601

rs192912818

rs201783863

rs9521879

rs181566041

rs200626326

rs181080853

rs187183308

rs61751105

rs2228262

Continua...
ENST00000479522.5:¢.197-2814A>G,
ENST00000313771.9:n.531A>G,
ENST00000371857.7:n.388A>G
ENSR00000040926,

ENST00000312006, ENST00000529577

ENSR00000042130,
ENST00000384214, ENST00000384714,
ENST00000530170
ENST00000484814.1:¢.*53+12A>G,
ENST00000376899.8:n.597A>G,
ENST00000327259
ENST00000536011.5:¢.143-30315A>G,
ENST00000354497.4:¢.143-30315A>G
ENST00000557257.1:¢.-108C>T,
ENST00000553100

ENST00000540156, ENST00000544760

ENST00000535269
ENST00000243040,
ENST00000549154.1:n.3716-10C>T
ENST00000280663.12:n.1432G>T
ENST00000470164.2:n.411C>T,
ENSR00000065876

ENSR00000067783, ENST00000556845
ENST00000557272.1:¢.3589-7799A>C
ENST00000554703.1:c.-4+763G>A,
ENSR00000068993
ENST00000557005.1:n.431A>G
ENST00000380340.8:¢.*413G>A,
ENST00000558631.1:n.483G>A,
ENST00000560353.1:¢.479-3153G>A
ENST00000642527.1:¢.*215-1403T>C,

ENSR00000075372, ENST00000466755,

ENST00000524475,

ENST00000525690,

ENST00000334478,

NMDTV, transcrito

procesado, intron retenido

Promotor, proteina
codificante, intron retenido,
transcrito procesado
Promotor, NMDTV, snoRNA,
proteina codificante,
transcrito procesado
NMDTV, transcrito
procesado, intron retenido,
proteina codificante
NMDTYV, intron retenido,
proteina codificante
NMDTYV, intron retenido,
proteina codificante

Intron retenido, proteina
codificante

Intron retenido

NMDTYV, proteina
codificante, intron retenido
Intron retenido

OCR, transcrito procesado

PFR, proteina codificante
Proteina codificante
Promotor, proteina
codificante

Intron retenido

NMDTV, transcrito
procesado, intron retenido,
proteina codificante

PFR, NMDTV, antisentido
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16

MIR422A

ADPGK,

ADPGK-AS1

RASGRP1

MCTP2

ITGAD

PDIA2,

ARHGDIG,

AXIN1

IFT140,

TELO2

PKD1*,

MIR6511B1

OR2C1

ZFHX3"

ADCY?9

DNAH3

LMF1

MBTPS1

rs41277714

rs139418345

rs56241040

rs199933047

rs182797885

rs148442250

rs138420849

rs142888788

rs75856110

rs200992486

rs117823661

rs139076305

rs138205062

rs150244031

Continua...
ENSR00000077852, ENST00000362286
ENST00000311669.12:c.-16C>G,
ENST00000563592.5:n.873G>C,

ENSR00000079067

ENST00000414708.6:¢.676-16G>T,
ENST00000558432
ENST00000456504.5:¢.*448A>G,
ENST00000556363.5:n.1182A>C
ENST00000567308
ENST00000462950.1:n.83G>A,
ENSR00000082153, ENST00000219409,
ENST00000262320
ENST00000397417.6:¢.*2736G>A,
ENSR00000082356, ENST00000497339,

ENST00000566922

ENST00000415938.7:n.1775G>A,

ENSR00000082439, ENST00000612014

ENSR00000279491
ENSR00000087760,
ENST00000563328
ENST00000571467.1:¢.177-14059A>G,

ENST00000294016.7:¢.1694-11A>G

ENST00000396036.5:n.837G>A,
ENST00000575491.1:n.833G>A
ENST00000545827.6:¢.*888C>T,
ENST00000569516.5:n.2973C>T,
ENST00000570168.1:n.140C>T
ENST00000570012.1:c.-42+2965C>T,

ENST00000564444

ENST00000584072,

Potenciador, miRNA
Promotor, NMDTYV,
antisentido, intron retenido,
transcrito procesado,
proteina codificante
NMDTYV, proteina
codificante

NMDTV, intron retenido

Intron retenido

OCR, intron retenido,
transcrito procesado,
proteina codificante
TFBS, NMDTV, lincRNA,
intron retenido, proteina
codificante, transcrito
procesado

OCR, NMDTV, miRNA,
intron retenido, proteina
codificante, transcrito
procesado

CTCF

PFR, miRNA, antisentido

NMDTYV, proteina
codificante, transcrito
procesado

Intron retenido, transcrito
procesado

NMDTV, transcrito
procesado, intron retenido,
proteina codificante
Proteina codificante,

transcrito procesado
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17

19

20

21

22

MAP2K3

SLC5A10,
GRAP

TBX21

TRIM37

BCAS3*

EvPL*
FOXK2,
WDR458B

GRIN2C

DNAH17
CEACAMS5*
SIGLEC16
MYBPC2
EMC10,
FAMT71E1
U2AF2

CTCFL

MRPS6

ANKRD54,
EIF3L, MIR658
GRK3

TLRS,
TLR8-AS1

ZRSR2

rs55796947

rs372985295

rs2240017

rs201513200

rs201061353

rs202057945

rs148665559

rs201241904

rs186570138

rs998112305

rs402630

rs75197332

rs185418641

rs149002438

rs183111207

rs35707420

rs182859563

rs200558027

rs3764880

rs148608893

Continua...
ENST00000395491.6:¢.*288C>T,
ENST00000583508.1:n.588C>T
ENST00000317977.10:¢c.*1593G>A,
ENST00000583020.1:¢.*345C>T
ENST00000581328.1:n.129C>G,
ENSR00000095207
ENSR00000096323
ENST00000585979.1:n.555G>A,
ENST00000588604, ENST00000437246
ENST00000587569.1:n.329T>C
ENST00000574828.1:n.230G>A,
ENSR00000099656, ENST00000574694
ENST00000584176.1:n.5061A>G,
ENST00000578159
ENST00000586052.5:n.2012C>A
ENST00000609311
ENSR00000110995, ENST00000599858
ENST00000357701.5:¢c.1749+17C>T
ENST00000599206.1:¢.172-12C>T,
ENST00000595790.5:¢.361-12C>T,
ENST00000592874, ENST00000589456
ENST00000423479.7:¢.926-12G>A,

ENST00000608108.1:n.252-12G>A

ENST00000399312.2:¢.45+22561G>A,
ENST00000477091.5:n.198-6529G>A
ENSR00000146075,
ENST00000385210, ENST00000434930
ENST00000455558
ENST00000451564.1:n.119-456T>C,
ENSR00000244520

ENSR00000244784

ENST00000215941,

NMDTYV, intron retenido,
proteina codificante
OCR, NMDTV, proteina
codificante

Promotor, intron retenido

OCR

Transcrito procesado,
antisentido, pseudogen
Intron retenido

Promotor, NMDTYV,
transcrito procesado
Intron retenido, transcrito
procesado

Transcrito procesado
Proteina codificante

PFR, transcrito procesado
Proteina codificante
NMDTV, antisentido, intron
retenido, NSD

NMDTV, antisentido
NMDTYV, proteina
codificante, transcrito
procesado, intron retenido
Proteina codificante,
transcrito procesado
Promoter, miRNA, NMDTYV,
proteina codificante
NMDTV

PFR, antisentido

OCR

*Variantes de exoma como promotor, potenciador, transcrito, antisentido, intron

retenido, pseudogen, proteina codificante, microRNA (micro acido ribonucleico,
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RNA, por sus siglas en inglés, RiboNucleic Acid), RNA largo no-codificante
(lincRNA, por sus siglas en inglés, long intervening non-coding RNA), RNA
miscelaneo (miscRNA, por sus siglas en inglés, miscellaneous RNA), RNA
nucleolar pequefio (snoRNA, por sus siglas en inglés, small nucleolar RNA),
region flanqueadora del promotor (PFR, por sus siglas en inglés, Promoter
Flanking Region), variante de transcripcion degenerativo sin sentido (NMDTV,
por sus siglas en inglés, Nonsense Mediated Decay Transcript Variant),
transcrito degenerativo con ausencia del codon de paro (NSD, por sus siglas en
inglés, Non Stop Decay Transcript), region de cromatina abierta (OCR, por sus
siglas en inglés, Open Chromatin Region), sitio de union al factor de
transcripcion (TFBS, por sus siglas en inglés, Transcription Factor Binding Site),
represor transcripcional CTCF o factor de transcripcion CCCTC (por sus siglas
inglés, CTCF or CCCTC-binding factor) con efecto combinado por herramientas
de prediccion funcional (128); Nomenclatura de la Sociedad de Variacion
Gendmica Humana (HGVS, por sus siglas en inglés, Human Genome Variation
Society); *Genes y variantes genéticas identificadas entre ambos casos

afectados con gastrosquisis y la madre.
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6.6 Clasificacidon de genes y variantes genéticas de acuerdo a los modelos

de herencia

SVS - PhoRank gene ranking (150) clasificé el modelo de herencia para
todas las variantes genéticas (Anexo 9.5). Un modelo dominante fue
identificado en las siguientes variantes genéticas: OR10G4 (rs4474449, también
como heterocigoto de novo), ITIH3 (rs2286797), PLEKHG4B (rs114885385),
SLCI9A3 (rs117027344), ITGA2 (rs1062535), AOX1 (rs3731722) y ALPP
(rs13026692). Asimismo, UGT1A7 (rs11692021), UGT1A6 (rs6759892,
rs2070959, rs1105879), PER2 (rs934945), PTPRD (rs3824417) y UGT1A3
(rs6431625) fueron identificadas en un modelo recesivo.

Por otra parte, se observd un modelo heterocigoto compuesto entre ambos
casos afectados con gastrosquisis y la madre en las siguientes variantes
genéticas: CDYL (rs11965336 y rs11962921), KDM5A (rs148769146 vy
rs144276601), RASGRP1 (rs56241040, rs55704435 y rs56366451), MYBPC2
(rs75197332 y rs187765595), PDE4DIP (rs61804988, rs144590426 vy
rs2762779), F5 (rs6027 y rs1800595), OBSCN (rs75280352, rs185523702 y
rs72762068) y Subfamilia UGT1A que involucra los genes UGT1A3, UGT1A4,
UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 y UGT1A10 (rs11692021,
rs6759892, rs1105879 genotipo homocigoto en el probando y rs6431625

genotipo homocigoto en la media hermana afectada).
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Figura 5. Regiones del modelo heterocigoto compuesto de las variantes
genéticas identificados entre ambos casos afectados con gastrosquisis y
la madre. F5 (A), CDYL (B), KDM5A (C), RASGRP1 (D), MYBPC2 (E),
PDE4DIP (F), OBSCN (G), Subfamilia UGT1A (H) y region cromosomica
1:144146811-146467744 que incluye el gen PDE4DIP (l). Los puntos rojos
indican las regiones heterocigotas mas significantes. La escala vertical enlista el
numero de genotipos heterocigotos heredados de la madre. La escala

horizontal describe las regiones cromosomicas involucradas.

6.7 Plausibilidad biolégica e identificacion de vias patogenéticas

Las bases de datos GO y el sistema de clasificacion Panther (148),
identificaron varios términos GO altamente enriquecidos dentro de genes co-

segregantes en la familia con recurrencia por gastrosquisis.
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TABLA 13

Representacién de los términos GO enriquecidos dentro de genes co-

segregantes en la familia con gastrosquisis recurrente

Categoria Término GO # P (FDR)

PB Glucoronidacion de xenobiéticos 8 7.99E-11
PB Regulacion negativa de actividad de glucoronosiltransferasa 7 1.42E-09
PB Glucoronidacion de flavonoides 8 2.26E-07
PB Respuesta a hormonas 30 1.65E-04
PB Respuesta a quimicos 75  3.9E-04

PB Regulaciéon del proceso metabolico de acidos grasos 9 7.61E-04
PB Proceso metabolico de acido retinoico 4 2.05E-02
CcC Componente integral de la membrana 70  4.95E-03
CcC Membrana 75  5.55E-03
CcC Reticulo endoplasmico 23  8.92E-03
CcC Citplasma 102 2.18E-02
FM Actividad de glucuronosiltransferasa 8 1.58E-06
FM Union a retinoides 5 7.67E-03
FM Actividad del transportador transmembrana 12 1.27E-02
VK Metabolismo de drogas — otras enzimas 9 1.32E-08
VK Interconversiones de pentosa y glucuronato 8 2.83E-08
VK Metabolismo de retinol 9 1.1E-07

VK Biosintesis de hormonas esteroideas 8 5.85E-07
VK Metabolismo de xenobioticos por citocromo P450 8 3.45E-06

PB, proceso biolégico; CC, componente celular; FM, funcion molecular; VK, Via

KEGG (por sus siglas en inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).
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Los procesos bioldgicos funcionales relacionados con la glucoronidacion de
xenobidticos, regulacion negativa de la actividad de glucoronosiltransferasa y
glucoronidacion de flavonoides fueron los términos mayormente enriquecidos
(Subfamilia UGT1A, P FDR 7.99E-11, 1.42E-09 y 2.26E-07 respectivamente).

El analisis del componente celular GO también revel6 que el componente
integral de la membrana fue la categoria funcional mas significativa (UGT1AS3,
UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, AOX1,
NAA30, OMA1, DPYD, PDIA2, ALPP, CDYL, ADPGK, KDM5A, PRDMO,
ZFHX3, BCAS3, NOTCH1, TELO2, PLEKHG4B, SPATA17, LRP5, AXIN1,
PKD1, SLC9A3, GAL3ST3, RASGRP1, AKAP6, HIST1H2BB, EIF3L, RPSS3,
RPS6, MRPS6, INPP5B, IRS1, FGFR4, FGFRL1, EFNA5, ATP13A5, TBX21,
TLR8, ADCY9, GRM4, GRIN2C, OR13F1, OR10G4, OR4C3, OR2C1, FS5,
THBS1, MAP2K3, RTN3, EVPL, KLK14, ITGA7, ITGA2B, ITGA2, ITGAD,
CTCFL y RABL6, P FDR 4.95E-03).

La funcion molecular resultd principalmente enriquecida en la actividad de la
glucuronosiltransferasa (Subfamilia UGT1A, P FDR 1.58E-06), mientras que el
analisis de la via KEGG identifico metabolismo de farmacos - otras enzimas y
las interconversiones de pentosa y glucuronato como las categorias funcionales
mas significativas (Subfamilia UGT1A y AOX1, P FDR 1.32E-08 y 2.83E-08).

El analisis de IPP mediante la plataforma bioinformatica STRING (149)
identific6 quince genes representados por UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS,
UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, AOX1, NOTCH1,
HIST1H2BB, RPS3, THBS1, ADCY9 y FGFR4, que mostraron una alta

conectividad entre si y con otros genes a través del interactoma.
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Figura 6. Modelado de redes a partir de interacciones proteina-proteina.

Las figuras (A-D) muestran una alta conectividad e IPP directas a través del

interactoma en los genes UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7,

UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, AOX1, NOTCH1, HIST1H2BB, RPS3 y THBST1.

La figura (E) representa los procesos biolégicos identificados en las redes.
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Figura 7. Modelado de redes a partir de interacciones proteina-proteina.
Las figuras (A y C) muestran multiples diadas y triadas con IPP directa. Las
figuras (B y D) muestran una alta conectividad e IPP directas a través del
interactoma en los genes ADCY9 y FGFR4. La figura (E) representa los

procesos biologicos identificados en las redes.

De acuerdo a la plataforma bioinformatica ToppGene Suite (123), se
identificaron once vias patogenéticas mediante curado manual basado en las
categorias GO entre genes seleccionados co-segregantes en la familia con

gastrosquisis recurrente.
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TABLA 14

Vias patogenéticas a partir de categorias funcionales GO entre genes
seleccionados co-segregantes en la familia con gastrosquisis recurrente*

Via patogenética

Términos GO

Genes involucrados

Xenobidtico

Regulacién de
procesos

metabdlicos

Regulacién de

adhesion celular

Glucuronidacion de xenobidticos y flavonoides, metabolismo

de retinol, regulacién negativa del metabolismo del acido
graso, metabolismo de farmacos, biosintesis de hormonas
esteroides, regulacién negativa del metabolismo de los
carbohidratos, respuesta celular al estimulo xenobidtico,
carcinogénesis quimica, regulaciéon negativa del
metabolismo lipidico, proceso metabdlico hormonal celular
Regulacion negativa de la actividad catalitica, regulacion
negativa de la funcién molecular, regulacion de la actividad

transferasa, proceso metabdlico del acido carboxilico,

respuesta al factor de crecimiento, regulacién de la actividad

hidrolasa, respuesta al estimulo endégeno, deteccion del
estimulo, regulacion del proceso de modificacion de

proteinas, biosintesis de folatos

Adhesion del sustrato celular, adhesion celular, regulacion
del ensamblaje de la unién celular, regulaciéon negativa de
anoikis, morfogénesis y desarrollo del epitelio, adhesién
celular-célula a través de moléculas de adhesion de

membrana plasmatica, adhesion focal, cicatrizacion

UGT1A4, UGT1A3, UGT1A10,
UGT1A8, UGT1A7, UGT1A6,

UGT1A5, AOX1, UGT1A9

UGT1A4, UGT1A3, PLEKHG4B,
COL6A3, RASGRP1, HHIP,
THBS1, ADCY9, PER2, KDM5A,
SLC9A3, BCAS3, OR2C1,
OR4C3, RPS3, OR13F1, OBSCN,
UGT1A10, UGT1A8, UGT1A?,
UGT1A6, PKD1, UGT1A9,
RAPGEF1, FGFRL1, ZFHXS3,
MAP2K3, FGFR4, ITGA2, TLRS,
OR10G4, ITIH3, NOTCH1, ALPP,
PLOD1

COL6A3, RASGRP1, THBS1,
CEACAMS, PTPRD, BCAS3,
HHIP, PKD1, RAPGEF1,
FGFRL1, ITGA2, F5, KLK14,
EVPL, FGFR4, PLOD1, NOTCH1,

MYBPC2
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Regulacion de

expresion génica

Respuesta

inflamatoria

Regulacion del

desarrollo vascular

Queratinizacion
Simetria
izquierda/derecha

Epigenética

Ubiquitinacion
Regulacién de

sintesis proteinas

Continua...
Regulacion circadiana de la expresion génica, biologia del
desarrollo, proceso reproductivo de multiples organismos,
regulacion negativa de la transcripcion con plantilla de acido
nucleico
Via de sefializacion de receptores Toll, respuesta
inflamatoria, regulacion del proceso biosintético de
citoquinas
Desarrollo del sistema circulatorio, desarrollo de vasos

sanguineos, hemostasis, coagulacion sanguinea

Formacion de la envoltura cornificante

Especificacion del axis izquierda/derecha

Modificacion de histonas, organizacion de cromatina,
metilacion de DNA
Ubiquitinacion de proteinas

Complejo/andamiaje que contiene proteinas

PER2, ZNF717, KDM5A, ZFHX3,

COL6A3, RASGRP1, KLK14,
HIST1H2BB, CDYL, EVPL,
FGFR4, ITGA2, NOTCH1
UBE2NL, MAP2K3, TLRS,
RASGRP1, THBS1, AOX1,
ITGA2, NOTCH1

HHIP, RASGRP1, THBS1,
CEACAMS, ITGA2, F5, ITIH3,
BCAS3, SGCD, PKD1,
RAPGEF1, FGFRL1, NOTCH1
KLK14, EVPL

NOTCH1

PER2, KDM5A, HIST1H2BB,
CDYL

UBE2NL, PER2, RPS3
RASGRP1, RPS3, PDE4DIP,

FGFRL1, HIST1H2BB, F5

*Vias patogenéticas curadas manualmente basadas en categorias funcionales
GO relacionadas de acuerdo con ToppGene (123) entre genes seleccionados
co-segregantes en la familia con gastrosquisis recurrente (SPATA17, PDE4DIP,
CFAP65, ALPP, ZNF717, OR4C3, MAP2K3, TLR8, UBE2NL, COLG6AS3,
FGFRL1, HHIP, SGCD, RAPGEF1, PKD1, ZFHX3, BCAS3, EVPL, CEACAMS,
KLK14, PLOD1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1AS,
UGT1A9, UGT1A10, AOX1, NOTCH1, HIST1H2BB, RPS3, THBS1, ADCY?9,
FGFR4, OR10G4, OR2C1, OR13F1, ITIH3, PLEKHG4B, SLC9A3, ITGA2,
PER2, PTPRD, CDYL, KDM5A, RASGRP1, MYBPC2, F5, and OBSCN). No se

identificaron categorias GO para los genes SPATA17y CFAPG6S.
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CAPITULO VII: Discusién

La presente investigacion es el primer estudio sobre el papel de los genes y
las variantes genéticas en la recurrencia familiar de la gastrosquisis. La
aplicaciéon de NGS a través de un enfoque basado en la familia, resulté una
modalidad util para identificar variaciones de DNA con un probable efecto de
alteracion génica que se segrega con la gastrosquisis en esta familia Mexicana
mediante WES como un sistema modelo. Los dos casos afectados en esta
familia podrian sugerir un origen monogénico de la gastrosquisis; sin embargo,
no se identific6 ninguna variante disruptiva génica. Con un analisis posterior,
identificamos un conjunto de variantes no sinénimas, codificantes y de baja
frecuencia que se segrega dentro de la familia y probablemente podrian
vincularse con este caso de gastrosquisis familiar (Tablas 10, 11y 12).

Asimismo, al emplear un analisis bioinformatico integral de genes y variantes
geneéticas candidatas co-segregantes con gastrosquisis, se exploraron posibles
vias implicadas en el cierre de la pared corporal. Nuestros hallazgos
demuestran que varias categorias funcionales GO mostraron plausibilidad
(Tabla 13, Figuras 6 y 7), mientras que nuevas variantes genéticas candidatas
dentro de los modelos dominante, recesivo y heterocigoto compuesto (Figura 5)
posiblemente fueron subyacentes a la gastrosquisis. También caracterizamos

diversas vias patogenéticas novedosas que pueden tener consecuencias
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significativas para el cierre de la pared del cuerpo ventral en la gastrosquisis

(Tabla 14) (166).

7.1 Modelo multigénico/multifactorial en gastrosquisis

La busqueda de las variantes genéticas que proporcionan la integracion de
un asesoramiento genético preciso o la prediccidon de enfermedad individual
para desarrollar la gastrosquisis es un reto (62,65). En el presente estudio, nos
centramos en dos medias hermanas afectadas con gastrosquisis confirmada
como un defecto aislado. Otras caracteristicas relacionadas a estos casos
incluyeron la edad materna joven con un bajo indice de masa corporal pre-
gestacional, atencion preconcepcional irregular, infecciones genitourinarias,
cambio en la paternidad, asi como exposicién potencial como la ingesta de
alcohol y el tabaquismo en los padres. Con certeza, el mecanismo subyacente
para gastrosquisis es complejo e involucra varios genes que interactuan
funcionalmente para los cuales todos los posibles factores genéticos y no
genéticos que contribuyen a este defecto deben considerarse (Tablas 10, 11y
12) (166). En este sentido, los multiples factores e interacciones genéticas
identificadas, en particular, las variantes modificadoras de fondo (Tabla 12)
pueden agravar o enmascarar el fenotipo esperado mediante mutaciones de
ganancia o pérdida en genes involucrados en funciones celulares relacionadas
(167). En consecuencia, la genética de los trastornos complejos es significativa,
considerando que incluso las fluctuaciones menores en un numero modesto de

genes o vias genéticas con ceélulas relevantes para la enfermedad, asi como
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sus reguladores directos pueden contribuir a la susceptibilidad de la
enfermedad, como se describe en la hipotesis "omnigénica" (168).

Hasta el 31 de agosto de 2018, el analisis bioinformatico indico6 que multiples
genes podrian ser candidatos potenciales para futuros estudios como los
observados con un alto impacto (SPATA17, PDE4DIP, CFAP65, ALPP,
ZNF717, OR4C3, MAP2K3, TLRS8, UBEZ2NL), los identificados entre ambos
casos afectados con gastrosquisis y la madre (COL6A3, FGFRL1, HHIP,
SGCD, RAPGEF1, PKD1, ZFHX3, BCAS3, EVPL, CEACAMS5, KLK14, PLOD1),
asi como aquellos con un enriquecimiento funcional altamente significativo, alta
conectividad e IPP directa y la puntuacion mas alta para los modelos
dominante, recesivo y heterocigoto compuesto (UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS,
UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGT1A10, AOX1, NOTCH1,
HIST1H2BB, RPS3, THBS1, ADCY9, FGFR4, OR10G4, ITIH3, PLEKHG4B,
SLC9A3, ITGA2, ALPP, PER2, PTPRD, CDYL, KDM5A, RASGRP1, MYBPC2,
PDE4DIP, F5, OBSCN). Por lo tanto, nuestros hallazgos indican que una
interaccidn compleja entre varios genes que interactuan funcionalmente (junto
con factores no genéticos) pueden ser elementos precipitantes en el desarrollo
de la gastrosquisis (166).

Lo anterior resalta varias de las limitaciones de este estudio. Primero, en
ausencia de evidencia funcional de las variantes genéticas identificadas
resultantes del WES, los hallazgos de algoritmos de prediccion solo pueden
tomarse como evidencia sugestiva. En segundo lugar, se minimizé la falta de
evaluacion de la funcion de otros tipos de variacion genética, como las variantes

estructurales o numero de copias, ya que los criterios para la evaluacion del
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WES se basaron en una familia sin evidencia de anomalias congénitas
multiples o un sindrome. En tercer lugar, dado que no se identificé ninguna
variante disruptiva génica ni en el WES basado en trio ni en el WES de la media
hermana afectada, lo que sugeriria una influencia monogénica, se considero un
enfoque multifactorial a pesar de la investigacion limitada con respecto a las
interacciones gen-gen o gen-ambiente en la susceptibilidad de gastrosquisis.
Finalmente, las muestras objetivo validadas de dos tecnologias de
secuenciacion diferentes también podrian afectar nuestros hallazgos. La
cobertura de la profundidad de WES dentro de la familia en 10x fue del 98,60%
y el 97,26% de las tecnologias de Nextera y Agilent respectivamente (Tabla 9),
lo que concuerda con un estudio anterior que indica que no hay una diferencia
significativa en la eficiencia de la cobertura entre estas tecnologias y por lo

tanto, ofrece una alta reproducibilidad técnica (169).

7.2 Nuevos genes candidatos y vias patogenéticas para gastrosquisis

Dada la escasez actual de conocimientos con respecto a los genes en
humanos que influyen en el desarrollo normal o con una implicacién causal
significativa en la gastrosquisis, un papel directo del efecto de los genes y las
variantes de genéticas identificadas por la WES no es familiar. Sin embargo, se
identificaron influencias genéticas significativas que muestran plausibilidad
dentro de las vias biolégicas y las categorias funcionales GO posiblemente

relacionadas con la gastrosquisis.
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Con respecto a los genes de alto impacto, PDE4DIP (por sus siglas en
inglés, Phosphodiesterase 4D Interacting Protein) (1921.2), funciona como un
componente de ancla de la via dependiente de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) hacia la region de Golgi y el centrosoma de la célula, las alteraciones
génicas en PDE4DIP esta asociada a la cardiomiopatia, el cancer de peritoneo
y el pineoblastoma (151,170-172). Sus anotaciones GO incluyen la union de
proteinas y enzimas y la actividad de andamiaje (complejo) que contiene
proteinas; reguladores cruciales de la transduccion de sefales y la reaccion a
un area especifica de la célula (151). Estudios sobre el ortélogo Pde4dip indican
expresion en los sistemas nervioso central y cardiovascular en el dia 14.5
(etapa de Carnegie); correspondiente a la quinta SDG en humanos (semanas a
partir de la fertilizacion) (173).

SPATA17 (por sus siglas en inglés, Spermatogenesis Associated 17) (1941)
ha sido sugerido con implicaciones significantes en la apoptosis de células
espermatogenéticas en ratones y en la espermatogénesis humana con paro
meidtico (174,175). Ademas, el gen PRDM9 (por sus siglas en inglés, PR/SET
domain 9) (5p14.2) también podria desempefiar un papel importante en la
espermatogénesis humana, sin embargo, su relacion con el defecto sigue
siendo desconocida (176). El gen SPATA17 esta asociado con ictiosis
congénita autosomica recesiva, sindrome de Usher y sindrome de Loeys-Dietz
(128). Ademas, es un miembro de la familia de proteinas de unién a la
calmodulina, donde tipicamente dos dominios de la calmodulina se envuelven
alrededor de un dominio de unién a la calmodulina helicoidal emergente de una

variedad de proteinas diana como acidos grasos, hormonas, elementos
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metalicos, vitaminas y pigmentos (151). La expresion del ortélogo Spata17 ha
sido identificada en el cerebro en los dias 15.5 y 18.5 (sexta y séptima SDG)
(177).

CFAPG65 (por sus siglas en inglés, Cilia and Flagella Associated Protein 65)
(2935) desempenia una funcién en la motilidad de los espermatozoides, ya que
la alteracion de CCDC108 puede provocar este defecto (178). Ademas, el
analisis de expresion tisular de Ccdc108 se vinculd como una proteina
codificada por cilios y flagelos. EI gen CROCC (por sus siglas en inglés, Ciliary
Rootlet Coiled-Coil Rootletin) (1p36.13) es un componente principal de las
raicillas ciliares que se extienden basalmente desde los cuerpos basales de los
cilios ubicados en los botones dendriticos de las neuronas sensoriales olfativas
y se extienden hacia el nucleo celular (151,179). No se han asociado trastornos
con estos genes, sin embargo, se debe tener en cuenta que estos genes
podrian estar involucrados en varios procesos ciliares, incluido el patrén
embrionario de izquierda-derecha. En consecuencia, el ortélogo Cfap65 se
expreso en embrion en los dias 7.5-8 (tercer SDG) (180).

ALPP (por sus siglas en inglés, Alkaline Phosphatase Placental) (2q37.1) es
una metaloenzima que cataliza la hidrdlisis de los monoésteres de acido
fosforico. Este gen esta asociado a hipofosfatasia asi como diversos trastornos
y se expresa principalmente en el tejido placentario. Las categorias funcionales
GO incluyen la biosintesis de folato, la tiamina, la piridoxina y el metabolismo de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), asi como las vias de diferenciacion de
células madre pluripotentes embrionarias e inducidas y los marcadores

especificos del linaje, la actividad de la fosfatasa alcalina y la unién a proteinas
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(151). El ortélogo Alpi se encontré expresado en el intestino y el estomago
desde los dias 15 a 18 (quinta a séptima SDG) (181).

ZNF717 (por sus siglas en inglés, Zinc Finger Protein 717) (3p12.3)
pertenece a un gran grupo de reguladores de la transcripcion en mamiferos que
participan en anotaciones GO como la expresion de genes, la actividad del
factor de transcripcidn de union al DNA, la actividad del factor de transcripcion
al RNA polimerasa Il y la union a iones metalicos. Hasta la fecha, no se han
asociado trastornos con el gen ZNF717 (151). La expresion del ortélogo Zfip39,
se ha identificado en el mesénquima embrionario y en el sistema nervioso
central entre los dias 10.5 y 13.5 (cuarta SDG) (182).

ORA4C3 (por sus siglas en inglés, Olfactory Receptor family 4 subfamily C
member 3) (11p11.2) junto con OR10G4 (por sus siglas en inglés, Olfactory
Receptor family 10 subfamily G member 4) (11q24.2), OR2C1 (por sus siglas en
inglés, Olfactory Receptor family 2 subfamily C member 1) (16p13.3) y OR13F1
(por sus siglas en inglés, Olfactory Receptor family 13 subfamily F member 1)
(9931.1) son miembros de una gran familia de receptores acoplados a la
proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés, G Protein-Coupled Receptors)
involucrados en anotaciones GO tales como GPCR y actividades de receptores
de sefalizacién de transmembrana y olfativas. No se han asociado trastornos
con estos genes (151). Estos receptores olfativos son responsables de la co-
regulacion en respuesta a los productos quimicos, drogas y medicamentos
(128,151). El ortélogo Olfr140 se expresd en epitelio olfativo a los 14.5 dias

(quinta SDG) (183).
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MAP2K3 (por sus siglas en inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase
3) (17p11.2) es una quinasa (serina/treonina) dirigida a la prolina que induce la
fosforilacién y activacion de los factores de transcripcion y la regulacion de la
expresion génica en respuesta mitogénica (citoquinas) y estrés ambiental en
vivo (184). Las quinasas son sistemas de sefalizacion altamente organizados
controlados por proteinas de andamiaje que traducen sefales extracelulares en
una variedad de respuestas intracelulares como la mitosis, el metabolismo, la
motilidad, la supervivencia, la apoptosis, la proliferacion celular y la
diferenciacion. El gen MAP2K3 esta asociado con malformaciones cavernosas
cerebrales y sus anotaciones GO incluyen la adhesion focal, la via de
sefalizacion del receptor tipo foll, la union a nucledtidos, la actividad de la
proteina tirosina quinasa y la actividad de la transferasa (151). El ortdlogo
Map2K3 se expresd desde etapas embrionarias hasta el blastocisto (dias 1-4,
primer SDG) (185), asi como en los vasos sanguineos, los sistemas
cardiovascular, nervioso central y periférico, la piel y el cabello en el dia 14.5
(quinta SDG) (173).

TLRS (por sus siglas en inglés, Toll Like Receptor 8) (Xp22.2) desempefia un
papel fundamental en el reconocimiento de patdgenos y la activacion de la
inmunidad innata. Participa en anotaciones GO que incluyen MAPK vy vias de
sefalizacion de receptores tipo toll, la unidon a farmacos, actividad del receptor
de senalizacion transmembrana, la union a RNA y DNA. El gen TLR8 esta
asociado a carcinoma basocelular superficial y enfermedad infecciosa viral
(151). La variante genética (rs3764880) esta relacionada con la susceptibilidad

en la respuesta inflamatoria y el metabolismo de los lipidos implicado en el ictus
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isquémico (186), asi como con la activacion del TLR8 inducida por el virus de
Epstein-Barr y la respuesta inmune innata en pacientes con esclerosis sistémica
(187). Dicha influencia genética probablemente esté involucrada en la respuesta
inmune e inflamatoria que interactua con exposiciones toxicas e infecciones
genitourinarias o de transmision sexual, incluido el virus de Epstein-Barr y el
riesgo de gastrosquisis (188). El ortdlogo TIr8 fue detectado en el higado y el
cerebro en los dias 15.5y 17.5 (sexta y séptima SDG) (177,189).

UBEZ2NL (por sus siglas en inglés, Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 N Like
Gene/Pseudogene) (Xq27.3) es un miembro del gen codificador de proteinas de
la familia de enzimas conjugadoras de ubiquitina. Hasta la fecha, ningun
trastorno se ha asociado con el gen UBEZ2NL y se expresa principalmente en el
cerebro, el corazon y la piel. Sus anotaciones GO incluyen la protedlisis
mediada por ubiquitina, la ubiquitilacion de proteinas, la union y actividad de
ubiquitina proteina ligasa (128,151).

En relacidén a los genes de impacto moderado, COL6A3 (por sus siglas en
inglés, Collagen type VI Alpha 3 chain) (2937.3) esta asociado a miopatia
Bethlem y distrofia muscular congénita Ullrich. Entre sus anotaciones GO
incluyen la trimerizacion de la cadena de colageno, vias de sefalizacion de la
integrina, senalizacion regulada por quinasas extracelulares (ERK, por sus
siglas en inglés, Extracellular signal-Regulated Kinases), fosfatidilinositol-3-
quinasa-proteina quinasa B (PI3K-Akt, por sus siglas en inglés,
Phosphatidylinositol 3-Kinase-Protein Kinase B) y fosfolipasa-C, adhesion focal,
receptores de membrana y matriz extracelular (MEC) miRNA, actividad

inhibidora de la endopeptidasa de tipo serina y la unién a proteinas. El colageno
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VI desempefia un papel critico en la organizacion de los componentes de la
MEC que actua como una proteina de unién celular (151). La expresion de
Col6a3 ha sido detectada de los dias 12.5 a 14.5 (cuarta a quinta SDG) en el
mesodermo del saco vitelino, el mesénquima sub-epidérmico y otros tejidos. La
produccion de la cadena Col6a3 puede tener un control pivote en la regulacién
del ensamblaje de la MEC durante el desarrollo, asi como el control
transcripcional durante la embriogénesis, lo que contribuye a las propiedades
de traccion del colageno, como un componente principal de la dermis fetal y
adulta (190).

FGFRL1 (por sus siglas en inglés, Fibroblast Growth Factor Receptor Like 1)
(4p16.3) esta asociado a la delecion del cromosoma 4p (sindrome de Wolf-
Hirschhorn). Sus anotaciones GO incluyen la regulacion negativa de la
sefializacion de FGFR1, las vias de sefalizacion de factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés, Vascular Endothelial
Growth Factor) | MAPK / diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR,
por sus siglas en inglés, mammalian Target of Rapamycin) /| GPCR, la actividad
del receptor activado por el FGF y la union a heparina. Los FGFR
potencialmente pueden inhibir la sefalizacion e influenciar la mitogénesis y la
diferenciacion celular (151). Una expresion prominente de Fgfrl1 fue detectada
desde los dias 14.5 a 18.5 (quinta a séptima SDG) en el musculo del diafragma,
los musculos intercostales y la lengua (183,191).

HHIP (por sus siglas en inglés, Hedgehog Interacting Protein) (4q31.21) esta
asociado a condrodisplasia tipo Blomstrand y Jansen, holoprosencefalia y

carcinoma de células basales. Sus anotaciones GO incluyen sefalizacion por
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Hedgehog, proteinas sin alas/integrado (Wnt, por sus siglas en inglés,
Wingless/Integrated) y AMPc, la unién de proteinas y la unién a iones de zinc
(151). Las mutaciones en los morfogenos Shh (por sus siglas en inglés, Sonic
hedgehog) estan asociadas a defectos graves en el patron y el control del
crecimiento, ya que contribuye a la regulacion global de la simetria anterior-
posterior, dorsal-ventral, izquierda-derecha y proximal-distal. La expresion de
HIP ha sido identificada abundantemente en células endoteliales vasculares, lo
que promueve la angiogénesis (192). En este contexto, la actividad
proangiogénica de Shh se ha identificado como un requisito para la
angiogénesis del saco vitelino embrionario (cuarta a quinta SDG) (193). Este
ultimo incluye una expresiéon disminuida de Flt1 (por sus siglas en inglés, Fms
Related Tyrosine Kinase 1), involucrada en varios procesos bioldgicos
esenciales como la angiogénesis, la migracion y diferenciacion celular, asi
como la morfogénesis embrionaria y recientemente propuesto como gen
candidato para la gastrosquisis (62).

SGCD (por sus siglas en inglés, Sarcoglycan Delta) (5933.2-933.3) esta
asociado con cardiomiopatia dilatada asi como con diversos trastornos. Sus
anotaciones GO incluyen la miocardiopatia arritmogénica del ventriculo
derecho, la miocardiopatia dilatada y la unién a proteinas. Los sarcoglicanos
son un grupo complejo de proteinas transmembrana que se expresan
principalmente en el musculo esquelético que une el citoesqueleto de actina F y
la MEC (151). Basado en un modelo de ratdon experimental, se encontré que la
integridad del complejo de sarcoglicanos es dependiente de los sarcoglicanos

beta y delta (nucleo funcional). En consecuencia, las mutaciones en el
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sarcoglicano beta o en el delta podria tener un efecto significativo en el
complejo del sarcoglicano, incluidos sus trastornos relacionados (194). El
ortélogo Sgcd se expreso en el cerebro en los dias 15.5 y 18.5 (sexta y séptima
SDG) (177).

RAPGEF1 (por sus siglas en inglés, Rap Guanine Nucleotide Exchange
Factor 1) (9934.13) activa a diversos miembros de la familia Ras/GTPasas
(proteina G monomérica unida al guanosin trifosfato) considerados interruptores
moleculares esenciales en el crecimiento, diferenciacion, supervivencia vy
adhesion de células eucariotas. Hasta la fecha, ningun trastorno se ha
relacionado con este gen. RAPGEF1 desempefia una funcion en el
establecimiento de la barrera endotelial basal, asi como el crecimiento de
neuritas. Sus anotaciones GO incluyen la sefializacion RET (por sus siglas en
inglés, Rearranged during Transfection), promocion de la motilidad celular
mediante el gen MET (por sus siglas en inglés, Tyrosine-Protein Kinase Met), la
adhesion focal, la sefializacién del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF,
por sus siglas en inglés, Hepatocyte Growth Factor), la sefializacién de la
familia de las cadenas gamma del receptor de citocinas, la actividad del factor
de intercambio de guanilo-Rap, la unidon al dominio SH3 y la unién a proteinas
(128,151). La activacién de Rapgefl ha demostrado ser necesaria para la
adhesion y la propagacion de los fibroblastos embrionarios y la embriogénesis
temprana, ya que parece ser la base de la letalidad en ratones antes del dia 7.5
(tercer SDG) (195). El analisis de expresion de Rapgef1 fue identificado en el
sistema cardiovascular, el embridn y el vaso sanguineo desde los dias 10.5 a

12.5 (cuarta SDG) (196).
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PKD1 (por sus siglas en inglés, Polycystin 1) (16p13.3) esta asociado con la
enfermedad renal poliquistica con o sin enfermedad hepatica poliquistica, asi
como con diversos trastornos. Sus anotaciones GO incluyen el trafico de carga
a la membrana periciliar, la biogénesis y el mantenimiento de los organulos, el
mapa de interaccion simplificado entre LOXL4 (por sus siglas en inglés, Lysyl
Oxidase Like 4) y la via del estrés oxidativo, la union especifica a proteinas y la
unién a proteina quinasa. Esta proteina de membrana integral actua como un
regulador de la sefalizacion WNT moduladora de la longitud del cilio durante la
tubulogénesis renal. También esta involucrado en las interacciones célula-MEC,
ademas de la union y activacion de proteinas G heteroméricas requeridas para
la integridad estructural de los vasos sanguineos (151). La expresion del
ortdlogo Pkd1 mostr6 una condensacion temprana predominante del
mesodermo primitivo y el ectodermo en los dias 12.5 a 18.5 (cuarta a séptima
SDG). Ademas, este experimento demostré un patron temporal de tejido
especifico de la expresion de Pkd1 en el arco adrtico y la aorta toracica en los
dias 12.5 y 16.5 respectivamente (cuarta y sexta SDG respectivamente) (197).
Asimismo, los ortélogos Pkd1y Pkd2 (por sus siglas en inglés, Polycystin 2) han
sido implicados en la regulacion de la morfogénesis placentaria y la integridad
vascular (por ejemplo, el reclutamiento de pericitos) (198).

ZFHX3 (por sus siglas en inglés, Zinc Finger Homeobox 3) (16922.2-q22.3)
esta asociado con cancer de prostata y fibrilacion auricular. Sus anotaciones
GO incluyen las vias de sefalizacion que regulan las células madre
pluripotenciales, la red reguladora de la transcripcidn en las células madre

embrionarias, los genes relacionados con el ritmo circadiano, actividad de factor
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de transcripcion RNA polimerasa Il con unidén especifico al DNA, promotor
proximal de la RNA polimerasa proximal con union especifico al DNA y la
secuencia promotora del nucleo con union especifico al DNA (151). ZFHXS,
también denominado ATBF1 (por sus siglas en inglés, AT motif binding factor
1), es un factor de transcripcion con 23 dedos de zinc y cuatro homeodominios.
Esto ultimo sugiere que tiene una funcion dinamica en diversos procesos
bioldgicos, ya que la delecion de Zfhx3 causa defectos de desarrollo, interrumpe
la homeostasis epitelial e induce una morfologia neoplasica en prostatas de
ratones (199). ATBF1 actua como un regulador transcripcional negativo del gen
AFP (por sus siglas en inglés, Alpha-fetoprotein), considerada una
glucoproteina oncofetal altamente expresada en saco vitelino e higado durante
el desarrollo embrionario en los dias 14-15 (quinta SDG); sin embargo, puede
expresarse desde el dia 7 (tercer SDG) y durante todas las etapas de desarrollo
(200). En particular, un aumento de alfa-fetoproteina sérica materna en el
segundo trimestre podria detectar casi todos los casos de gastrosquisis (201).
De acuerdo con esto, otros experimentos han indicado que el gen ATBF1 es
indispensable en la sefalizacién del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B, por sus siglas en inglés, Transforming Growth Factor Beta) y Smad
(por sus siglas en inglés, Small Mothers Against Decantaplegic) lo cual puede
contrarrestar la transcripcion del gen AFP (202).

BCAS3 (por sus siglas en inglés, Microtubule Associated Cell Migration
Factor) (17923.2) esta asociado al cancer de mama y sus anotaciones GO
incluyen la diferenciacion del ectodermo, la actividad de la acetiltransferasa, la

unién a histona acetiltransferasa, la union a factor de transcripcién, la union a
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cromatina y la uniéon de proteinas (151). Rudhira, el ortdlogo de BCASS,
desempefia un papel fundamental en el control de la migracion celular
direccional y la angiogénesis, al facilitar la comunicacién entre elementos del
citoesqueleto (por ejemplo, los microtubulos y los filamentos intermedios) que
conducen a pérdida del centro de organizacion de los microtubulos y la
reorientacion del aparato de Golgi en el citosqueleto de la actina en la
cicatrizacion (203). El analisis de expresion de Bcas3 fue identificado en
mesénquima del saco vitelino, embrion, corazon, vaso sanguineo e higado en
los dias 8.5 a 11.5 (tercer a cuarta SDG) (204).

EVPL (por sus siglas en inglés, Envoplakin) (17925.1) esta asociado con el
pénfigo paraneoplasico asi como con diversos trastornos. Sus anotaciones GO
incluyen la queratinizacion, la biologia del desarrollo, neurofilamentos
remodelantes del citoesqueleto, la actividad molécular estructural, la union a
proteinas y la union a cadherinas (151). La proteina codificada por EVPL media
la asociacion de filamentos intermedios con sitios de interaccion célula-célula y
célula-MEC en la membrana, los desmosomas o los hemidesmosomas.
Experimentos en un modelo murino Evpl ha mostrado una mayor proporcion de
envolturas cornificantes inmaduras, que se correlaciona con un ligero retraso en
la adquisicion de la barrera durante el desarrollo embrionario en los dias 16.5 y
17.5 (sexta y séptima SDG) indicativos de andamiaje sobre el cual se ensambla
la envoltura cornificante (205,206).

CEACAMS (por sus siglas en inglés, Carcinoembryonic Antigen related Cell
Adhesion Molecule) (19913.2) esta asociado con cancer gastrointestinal asi

como con diversos tumores. Sus anotaciones GO incluyen el metabolismo de
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las proteinas, la adhesion, la sefializacion del factor de transcripciéon nuclear
kappa de las células B (NF-kappaB, por sus siglas en inglés, Nuclear Factor
kappa B cells), las vias de diferenciacion de células madre hematopoyéticas y
los marcadores especificos de linaje celular, las interacciones de la superficie
celular en la pared vascular, la actividad de homodimerizacion de proteinas, la
unidn/anclaje de la glicosilfosfatidilinositol (GPI, por sus siglas en inglés,
Glycosylphosphatidylinositol) y la union a proteinas idénticas. La proteina
codificada por CEACAMS es una dglicoproteina de superficie celular que
desempefia un papel en la adhesidén celular y la sefalizacion intracelular.
Ademas, actua como inhibidor general de la apoptosis en la MEC (anoikis)
(128,151). CEACAMS favorece la union del dominio trans-homotipico que
produce agregacion celular y proliferacion que conduce a la tumorigénesis,
mientras que funciones heterotipicas adicionales involucran otros componentes
y receptores de la MEC (207).

KLK14 (por sus siglas en inglés, Kallikrein Related Peptidase 14) (19q13.41)
esta implicado en la progresion de los tumores de mama y prostata. Sus
anotaciones GO incluyen la trimerizacion de la cadena de colageno, la
queratinizacion, la sefializacién de la proteina estimulante de macréfagos-
receptor de origen Nantes (MSP-RON, por sus siglas en inglés, Macrophage
Stimulating Protein-Recepteur d'Origine Nantais), la biologia del desarrollo y la
actividad de endopeptidasa, peptidasa e hidrolasa de tipo serina (151). La
proteina codificada por KLK714 esta implicada en la homeostasis epitelial-
epidermis (por ejemplo, remodelacion de la MEC) y la permeabilidad de los

lipidos (208). KLK14 esta relacionado con la descamacion epidérmica debido a

95



una degradacion de las moléculas de adhesion corneodesmosomal intercelular
en la patogénesis de la rosacea, asi como un papel relacionado con el
complemento extrinseco durante la activacion de la respuesta inmune innata
(208,209). El analisis de expresion de un modelo murino Klk14 fue identificado
en el estomago y en todo el organismo en los dias 17 y 18 (sexta y séptima
SDG) (181).

PLOD1 (por sus siglas en inglés, Procollagen-Lysine, 2-Oxoglutarate 5-
Dioxygenase 1) (1p36.22) es requerido para el ensamblaje de las fibrillas de
colageno y esta asociado con el sindrome de Ehlers-Danlos tipo 1
cifoescoliotico, hernia umbilical y onfalocele. Sus anotaciones GO incluyen la
trimerizacion de la cadena de colageno, la degradacion de la lisina, la
degradacion de la MEC, la union del i6n de hierro, la actividad de la
oxidorreductasa y la actividad homodimerizacion de proteinas (151). En
particular, la gastrosquisis esta reportada en asociacion con hernia umbilical y
onfalocele en algunas familias (43-45,47,49,210). Lo anterior sugiere que las
variaciones en el gen PLOD1 podrian tener una influencia significativa en estas
consecuencias clinicas, ya que los abuelos del probando sufrieron de hernia
umbilical (Figura 4). Ademas, el sindrome de Axenfeld-Rieger (enfermedad
autosomica dominante caracterizada por defectos oculares, craneofaciales y
umbilicales) debido a mutaciones de PITX2 (por sus siglas en inglés, Paired
Like Homeodomain 2) regula la expresion del promotor del gen PLOD1 en los
dias 7 a 15 (tercer a quinta SDG) (173,183,211).

Por otra parte, se observaron IPP significantes, asi como un alto

enriquecimiento funcional en los genes xenobibticos (subfamilia UGT1A,
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2937.1), UGT1A3 (por sus siglas en inglés, UDP Glucuronosyltransferase family
1 member A3 gene), UGT1A4 (por sus siglas en inglés, UDP
Glucuronosyltransferase family 1 member A4), UGT1A5 (por sus siglas en
inglés, UDP Glucuronosyltransferase family 1 member AS5), UGT1A6 (por sus
siglas en inglés, UDP Glucuronosyltransferase family 1 member A6) UGT1A7
(por sus siglas en inglés, UDP Glucuronosyltransferase family 1 member A7),
UGT1A8 (por sus siglas en inglés, UDP Glucuronosyltransferase family 1
member A8), UGT1A9 (por sus siglas en inglés, UDP Glucuronosyltransferase
family 1 member A9) UGT1A10 (por sus siglas en inglés, UDP
Glucuronosyltransferase family 1 member A10). Las proteinas codificadas por la
subfamilia UGT1A se unen a la conjugacién de enzimas, carbohidratos y
proteinas con la posterior desactivacion y eliminacion de xenobioticos
potencialmente toxicos (por ejemplo, medicamentos, contaminantes
ambientales, productos quimicos de la dieta) y compuestos endoégenos (por
ejemplo, bilirrubina, esteroides, acidos biliares) (151). Ademas, el gen CYP2C8
(por sus siglas en inglés, Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8)
junto con el gen CYP2C9 (por sus siglas en inglés, Cytochrome P450 family 2
subfamily C member 9) y el gen CYP2B6 (por sus siglas en inglés, Cytochrome
P450 family 2 subfamily B member 6) a través de la oxidacion mediada por el
citocromo P450 pueden experimentar actividades de glucuronidacion (Figura
6A) (151,212). La subfamilia UGT1A esta asociada con una diversidad de
trastornos metabolicos de la bilirrubina (151). El analisis de expresion de los

ortdlogos Ugt1a1, Ugtla2, Ugtiab, Ugtlabb, Ugtia7c, Ugtia8, Ugtia8,
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Ugt1a10 se identificaron en higado en los dias 15.5 y 18.5 (sexta y séptima
SDG) (128,151,177).

AOXT1 (por sus siglas en inglés, Aldehyde Oxidase 1) (2933.1), se observo
con IPP directa y por medio de genes de la subfamilia UGT1A, CYP2C9,
CYP2B6 y DPYD (por sus siglas en inglés, Dihydropyrimidine Dehydrogenase);
este ultimo, esta relacionado con el metabolismo de la pirimidina y la sintesis de
nucleotidos. EI gen AOXT1 participa en la regulacion de la homeostasis de las
especies reactivas del oxigeno y esta asociado a la xantinuria hereditaria (151).
El analisis de expresion del ortdlogo Aox1 se identificé en higado en el dia 15.5
(sexta SDG) (177).

Asimismo, se observd IPP directa en el gen NOTCH1 (por sus siglas en
inglés, Notch 1) (9934.3), PLEKHG4B (por sus siglas en inglés, Pleckstrin
Homology and RhoGEF domain containing G4B) (5p15.33) e HIST1H2BB (por
sus siglas en inglés, Histone Cluster 1 H2B Family Member B) (6p22.2) (Figura
6B). Sus anotaciones GO para estos genes incluyen la expresién de genes, la
actividad del factor de intercambio de nucle6tidos de Rho guanilo, la union del
promotor del nucleo, la unién a cromatina, la union al DNA y la unién a
proteinas (128,151). El ortélogo Notch1 se expreso tanto en trofoblasto como en
células madre embrionarias desde la preimplantacién e incluso en todas las
etapas de desarrollo (151,213), mientras que el ortdlogo Hist1h2bb se expreso
en higado y cerebro entre los dias 15.5 y 18.5 (sexta y séptima SDG) (177). De
particular interés, KDM5A (por sus siglas en inglés, Lysine Demethylase 5A)
(12p13.33) y CDYL (por sus siglas en inglés, Chromodomain Y Like) (6p25.1)

interactuaron estrechamente con esta red en particular. Estos genes juegan un
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papel central en la codificacion de histonas, lo que regula la transcripcion
especifica de genes y la represion de procesos biologicos esenciales que
preservan el proceso epigenético (151). Los ortdlogos Kdmba y Cdyl se
expresaron en el blastbmero y el blastocisto (dias 1.5 a 4.5, primer SDG)
(214,215), asi como en higado y cerebro en los dias 15.5 y 18.5 (sexta y
séptima SDG) (177).

Se detectd IPP directa en el gen RPS3 (por sus siglas en inglés, Ribosomal
Protein S3) (11913.4) interactuando con multiples genes implicados en la
regulacion de la sintesis de proteinas (Figura 6C). El gen RPS3 desempefia un
papel clave en la proteccion del DNA al unirse con similar afinidad al DNA
danado e intacto. Asimismo, cuando se encuentra en la mitocondria, reduce los
niveles de especies reactivas del oxigeno celular y el dafio del DNA
mitocondrial. Ademas, se une y protege al gen TP53/p53 (por sus siglas en
inglés, Tumor Protein P53) de la ubiquitinacion mediada por el gen MDM2 (por
sus siglas en inglés, MDM2 Proto-Oncogene) y participa en la induccién de la
apoptosis a través de su papel en la activacion del gen CASPS8 (por sus siglas
en inglés, Caspase 8) (151). El ortélogo Rps3 se expreso en higado y el cerebro
en el dia 15.5 (sexta SDG) (177).

Se observaron IPP directas adicionales por medio de los genes THBS1 (por
sus siglas en inglés, Thrombospondin 1) (15q14), ITGAZ2 (por sus siglas en
inglés, Integrin Subunit Alpha 2) (5911.2), ITIH3 (por sus siglas en inglés, Inter-
Alpha-Trypsin Inhibitor Heavy Chain 3) (3p21.1) y F5 (por sus siglas en inglés,
Coagulation Factor V) (1924.2) (Figura 6D). Estos genes estan asociados con

una variedad de anomalias trombdticas, ya que desempefian un papel central
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en la hemostasia y la adhesion celular, mediando y estabilizando la adhesion de
plaquetas (incluyendo otros tipos de células, como el colageno) a la MEC (151).
El analisis de expresion del ortélogo Thbs1 se identificd en el saco vitelino y el
mesénquima embrionario en los dias 9.5 y 14.5 (cuarta y quinta SDG
respectivamente) (183,216), mientras que el ortdlogo /fga2 se identificd
expresado en embrion, epidermis, endotelio de vasos sanguineos y estrato
basal de las epidermis en los dias 7.5, 16.5 y 18.5 (tercer, sexta y séptima SDG
respectivamente) (217,218). El ortélogo /tih3 se detectd expresado en higado
en el dia 15.5 (sexta SDG) (177), mientras que el ortdlogo F5 se detectod
expresado en embrion de los dias 7.5 a 14.5 (tercer a quinta SDG) y notocordia
en el dia 8.0 y 8.5 (tercer SDG) (219,220).

Se observd el gen ADCY9 (por sus siglas en inglés, Adenylate Cyclase 9)
(16p13.3) con IPP directas en multiples genes implicados en las actividades del
GPCR, incluida la activacion inducida por catecolamina, la quimiotaxis y la
migracion, la folitropina, la melanogénesis y la transduccion molecular de
sefales del olor y del sabor (Figura 7D). Estos genes contribuyen en las
cascadas de sefalizacion activadas por el factor liberador de corticotropina, los
corticosteroides y los receptores betaadrenérgicos, implicados en la produccién
de factores de crecimiento endoteliales derivados de plaquetas y vasculares
(151). El analisis de expresion del ortdlogo Adcy9 se detectd en el sistema
cardiovascular, el esqueleto axial, la piel y el cabello en el dia 14.5 (quinta SDG)
(173).

Se observo el gen FGFR4 (por sus siglas en inglés, Fibroblast Growth Factor

Receptor 4) (5935.2) con IPP directas en multiples genes implicados en la

100



regulacion de las actividades de tirosina quinasas y receptores de superficie
celular para factores de crecimiento de fibroblastos (Figura 7B). Estos genes
son cruciales para diversos procesos de desarrollo, metabdlicos, inmunes y
cancer, ya que regulan la proliferacién, diferenciacion y migracion celular,
incluida la regulacion del metabolismo de los lipidos, la biosintesis de acidos
biliares, la captacion de glucosa, el metabolismo de la vitamina D y la
homeostasis del fosfato (151). El analisis de expresion del ortélogo Fgfr4 se
detectd en embridn y en blastocisto en los dias 2 y 3.5 (primer SDG) (215,221),
en el ectodermo neural, el mesénquima embrionario, el ectodermo extra-
embrionario en el dia 7.5 (tercer SDG), asi como en somita, el endodermo del
saco vitelino y el endodermo del intestino de los dias 8.5 a 14.5 (tercer a quinta
SDG) (222,223). Ademas, se restringid a niveles bajos de expresion en el
higado y en el sistema nervioso central desde el dia 11.5 (cuarta SDG) en
adelante (221).

La clasificacion bioinformatica por patron de herencia también identificd el
gen PERZ2 (por sus siglas en inglés, Period Circadian Regulator 2) (2q37.3).
Este gen regula los ritmos circadianos en la expresion génica, que se traducen
en ritmos en el metabolismo y el comportamiento, incluida una amplia gama de
funciones fisiologicas como el suefio, la temperatura corporal, la presion arterial,
las funciones endocrinas, inmunes, cardiovasculares y renales (151). El analisis
de expresion del ortélogo Per2 se identificé en la médula espinal y el sistema
nervioso central en los dias 11.5 y 13.5 (cuarta SDG) (182,224), los vasos
sanguineos y el sistema cardiovascular en el dia 14.5 (quinta SDG) (173) vy el

higado en el dia 15.5 (sexta SDG) (177).
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SLC9A3 (por sus siglas en inglés, Solute Carrier family 9 member A3)
(5p15.33), es un intercambiador de Na/H que elimina la toxicidad &acida
generada por el metabolismo activo o condiciones ambientales adversas (151).
El analisis de expresion del ortdlogo Sic9a3 se identificé desde el embrion en
etapa celular hasta el trofo-ectodermo (dias 1 a 3.5, primer SDG) (225,226), asi
como en metanefros en el dia 18.5 (séptima SDG) (227).

RASGRP1 (por sus siglas en inglés, RAS Guanyl Releasing Protein 1)
(15914) y PTPRD (por sus siglas en inglés, Protein Tyrosine Phosphatase
Receptor type D) (9p24.1-p23) son moléculas de sefializacién cruciales para
una variedad de procesos celulares que incluye el crecimiento celular, la
diferenciacion, el ciclo mitético y la transformacion oncogénica, al regular el
desarrollo de las células T y B, la citotoxicidad de las células asesinas (NK, por
sus siglas en inglés, Natural Killers) y la produccion de citoquinas dependientes
de la inmunoactivacion de tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés,
Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motifs) mediante la activacion de las
vias ERK, MAPK y quinasas c-Jun N-terminal (JNK, por sus siglas en inglés, c-
Jun N-terminal Kinases) mediadas por Ras (151). El analisis de expresion de
los ortélogos Rasgrp1 'y Ptprd se identificaron en el I6bulo olfativo y epitelio en
el dia 14.5 (quinta SDG), asi como en higado y el sistema nervioso central en
los dias 15.5y 16.5 (sexta SDG) (177,183,228).

MYBPC2 (por sus siglas en inglés, Myosin Binding Protein C fast type)
(19913.33) y OBSCN (por sus siglas en inglés, Obscurin) (1942.13) son
proteinas de sefalizacion clave que juegan un papel en la regulacion de la

miofibrilogénesis y la modulacion de la contraccion muscular, ya que se une y
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modifica el ensamblaje de la miosina ATPasa activada por actina en bandas
sarcoméricas A en el musculo estriado (151). El analisis de expresion del
ortélogo Mybpc2 se identificé en la extremidad posterior en el dia 18 (séptima
SDG) (229), mientras que el ortélogo Obscn se detecto en el diafragma y en los
cardiomiocitos en los dias 14.5 y 17 (quinta y sexta SDG respectivamente)
(183,230).

En general, estos genes candidatos demostraron una representacion
significativa de vias patogenéticas de xenobidticos, regulacién de los procesos
metabalicos, regulacion de la adhesidon celular, regulacion de la expresion
génica, respuesta inflamatoria, regulacion del desarrollo vascular,
queratinizacion, simetria izquierda/derecha, epigenética, ubiquitinacion y
regulacion de la sintesis de proteinas (Tabla 14). Por lo tanto, de acuerdo con
nuestros resultados, multiples genes y vias patégenas novedosas podrian estar
implicadas en la patogénesis de la gastrosquisis. De hecho, nuestros hallazgos
apuntan a una compleja interaccion de factores genéticos y no genéticos que
interactuan funcionalmente; por lo cual, se propone que cada uno de estos
genes son probablemente influencias sustanciales para el desarrollo de este
defecto, lo que resalta brechas importantes en relacion con el conocimiento

actual de la genética y la biologia del desarrollo de gastrosquisis (166).
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7.3 Teorias sobre el defecto del cierre de la pared abdominal en humanos

y su implicacioén para la gastrosquisis

Se identificaron un numero considerable de categorias GO que evocan
previas teorias postuladas en gastrosquisis (74-84). Estas hipétesis junto con
nuestro propuesto “modelo multigénico/multifactorial” resalta las nuevas
variantes genéticas de susceptibilidad dentro de vias patogenéticas
posiblemente implicadas en la patogénesis de gastrosquisis (166).

Quiza la explicacion principal para una escasez experimental respecto a los
mecanismos bioldgicos o moleculares del desarrollo de la pared abdominal en
humanos, particularmente en gastrosquisis, esta vinculada a la suposicion que
dicho defecto no tiene una base genética. Recientemente, postulamos que este
fenotipo podria resultar de interacciones complejas gen-gen o gen-ambiente
(16,43,44,62,65). De acuerdo con lo anterior, es posible que las vias
patogenéticas previamente descritas conlleven a una disrupcion de la pared
abdominal, ya que diversos mecanismos bioldgicos y moleculares podrian
interactuar con la predisposicidon genética en gastrosquisis dentro de las
primeras diez semanas de desarrollo humano.

Reportes previos de los analisis de expresidén en ortélogos que involucra los
genes previamente descritos indicaron que una reducida pero significante
predisposicidn genética (regulacion de expresion génica) estan expresados en
etapas iniciales embrionarias e implantacion (173,213-215,221,225,226),
mientras que diversas influencias genéticas implicadas en la regulacion de los

procesos metabolicos, regulacion del desarrollo vascular, ubiquitinacion vy
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regulacion de la sintesis de proteinas puede llevar a una alteracion del cierre de
la pared abdominal de forma masiva, presumiblemente entre la tercer y la
quinta SDG (173,182,183,213,216,217,219-224). Notablemente, multiples
factores e interacciones genéticas (variantes modificadoras) pueden agravar o
enmascarar el fenotipo esperado a través de mutaciones de ganancia o pérdida
de funcion en genes o vias genéticas involucradas en células relacionadas con
enfermedades relevantes (231-233), lo que quizas podria inducir a una
anomalia aislada. En estas etapas embrionarias, se produce el plegamiento del
embrion debido a un rapido aumento de la proliferacion del neuroectodermo y el
mesodermo subyacente, dando lugar a los cuatro pliegues de la pared del
cuerpo ventral abdominal, asi como a la membrana toracica, esterndn,
diafragma y cloaca. Estos eventos morfogenéticos se determinan debido a la
detencion del crecimiento causada por la muerte celular en el anillo umbilical
(6,7,9,12).

Por otra parte, predominantes y significativas predisposiciones genéticas
como aquellas implicadas en las vias patogenéticas de xenobidticos, la
regulacion de los procesos metabdlicos, la regulacion de la adhesién celular, la
respuesta inflamatoria, la queratinizacion y la epigenética) pueden conducir a
una alteracion del cierre de la pared abdominal como un alargamiento del anillo
umbilical presumiblemente entre la sexta y décima SDG (177,213,218,221,227-
229). Entre estas etapas, el anillo umbilical, emerge de los cuatro pliegues del
cuerpo y se ubica en el centro del abdomen (superficie ventral) realizando una
transicion adecuada entre la pared del cuerpo y el amnios, mientras que este

ultimo permanece en continuidad con el peridermo a lo largo de todo el periodo

105



embrionario. Durante la décima y undécima semana de desarrollo, los tejidos
epiteliales de ambos lados del embrion se encuentran y se fusionan en la linea
media. Al mismo tiempo, una capa intermedia se eleva desde el estrato
basal/germinativo, que incluye fibras colagenas y elasticas (peridermo
queratinizado y descamado); mientras que la muerte celular y la deposicidon
celular impiden el crecimiento del anillo umbilical manteniendo
aproximadamente el mismo diametro a lo largo del desarrollo (6,7,9,12,234).
Nuestros resultados contribuyen a la creciente evidencia que relaciona a la
gastrosquisis con la teoria de la disgenesia embrionaria (6,7,12,62,235). La
aberracion en las placodas ectodérmicas conduce a alteraciones en el proceso
de deposicidn celular y por consecuencia, el mesodermo de la pared del cuerpo
ventral podria estar subdesarrollado, lo que podria dar como resultado un anillo
umbilical alargado (deficiencia mesodérmica) (6,7,12). La placoda ectodérmica
expresamente en el anillo umbilical implica una sefializacién fundamental para
la transicidon adecuada entre el amnios y el anillo umbilical, asi como para la
comunicaciéon célula-célula del ectodermo al mesodermo, lo que produce un
deposito de células mesoectodérmicas que contribuyen a la pared lateral y
ventral del cuerpo del embrion. Ademas, el proceso de deposicién celular
debido a un mecanismo combinado de apoptosis y la proliferacion celular de las
células ectodérmicas subyacentes se puede agregar al compartimiento
mesodérmico que se encuentra debajo, incluidos los tejidos asociados con el
cierre de la pared del cuerpo ventral (6,7,9,12). Aunque existen diferencias
significativas entre la embriologia humana y la del raton (9), estos mecanismos

moleculares se han dilucidado con éxito en embriones de rata cultivados in vivo
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y ratones con mutaciones en el gen Tfap2a (por sus siglas en inglés,
Transcription factor AP-2-alpha) (8,236).

En conjunto, nuestros hallazgos favorecen los modelos recientemente
propuestos denominados "crecimiento mediolateral en la pared corporal
dorsolateral" y "crecimiento diferencial" (237,238). De acuerdo con estos
modelos, la migracion celular es innecesaria para el desarrollo de nuevas
estructuras, ya que un aumento robusto en el tamano corporal de los embriones
experimentales contrasta con cambios minimos en el tamafo del anillo umbilical
y la diastasis de los musculos rectos observados desde la sexta a décima
semana de desarrollo. Estas observaciones albergan la hipdtesis de que
aunque los huesos y los musculos de la pared ventral del cuerpo pueden haber
sufrido una diferenciacion normal, los defectos ventrales de la linea media
podrian tener su origen debido a un crecimiento dorsoventral insuficiente (237).
En este sentido, el desarrollo de la pared ventral del cuerpo es consistente con
una variedad de interacciones orquestadas que involucran una adhesién celular
equilibrada para el cual las adherencias conservadas de la MEC en la
morfogénesis de los musculos vertebrados son primordiales (239,240). Aunque
el tipo de defecto dependeria del grado y la ubicacion de la insuficiencia, dicho
periodo es consistente con la ausencia de anomalias asociadas
(62,77,235,241).

Alternativamente, el modelo clasico "frontera somitica lateral" plantea la
hipdtesis de que las células musculares somiticas tienen un patron de migracion
independiente o de translocacién al area de la placa lateral, ya que la migracién

de las costillas y los musculos a través de la pared del cuerpo se produce en
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una direccion ventral (242). Este modelo se relaciona con otras teorias en las
que involucra la interrupcibn de la organizacidon basica del desarrollo
embrionario, un entorno embrionario adverso o teratogénico proporcionado por
las madres joévenes y el alto riesgo de ocurrencia mediante la interrupcion
vascular intrauterina entre la tercer y quinta SDG (74,75,78,79,81-84,243,244).
La disrupcién embrionaria asi como una alteracion en la transicién vascular,
involucran procesos esenciales como la angiogénesis, la apoptosis y la
migracion celular. Desde nuestra perspectiva, este escenario bioldgico podria
ser demostrativo para aquellos casos que demuestran una constelacién de
anomalias asociadas (62,85,87), o tal vez muerte fetal, en particular, cuando se
asocia con exposiciones toxicas maternas, dado que mas de un evento
disruptivo pudiera ocurrir, incluso después del periodo embrionario (245). Por
otra parte, la deposicién celular también puede reducirse masivamente entre la
pared abdominal y el amnios, lo que podria provocar un defecto extenso de la

pared abdominal junto con 6rganos abdominales (6).

7.4 Susceptibilidad clinica en gastrosquisis

En nuestra opinion, todos los posibles factores genéticos y no genéticos,
incluidas sus variantes genéticas reguladoras directas que contribuyen a la
complejidad de gastrosquisis deben considerarse (166). Por consiguiente, al
tomar en cuenta nuestros resultados y la posible presentacién variable de la
enfermedad (62), varios mecanismos complejos como el efecto mutacional

epistatico, la heterocigosidad sinérgica o la herencia multigénica, las variantes
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en los genes modificadores o los efectos debidos a la carga de variantes raras
en general pueden causar un aumento o represion del fenotipo, asi como los
defectos en las vias que causan efectos acumulativos podrian conducir a
susceptibilidad o variabilidad fenotipica (presentacion gravel/inusual o
presentacion leve/aislada) (231-233).

Desde nuestra perspectiva, la razon de una asociaciéon prevalente de
gastrosquisis con la edad materna joven (quizas junto con un bajo indice de
masa corporal antes del embarazo o con influencias nocivas ambientales),
podria ser orquestada por genes involucrados en varios mecanismos biologicos
y moleculares sincronizados en vias patogenéticas de xenobioticos y regulacion
de los procesos metabdlicos. Estos genes pueden contribuir al riesgo de
gastrosquisis debido a una toxicidad endo- o xenobidtica relacionada con el
metabolismo de los lipidos, flavonoides, acidos grasos, drogas, hormonas,
carbohidratos, quimicos o lipidos. Ademas, también regulan la respuesta a los
factores de crecimiento, la deteccidn y la respuesta a los estimulos celulares, la
biosintesis de folatos, asi como una co-regulacion negativa del musculo
esquelético, los fibroblastos y el tejido adiposo subcutaneo (128,151). En este
sentido las influencias genéticas relacionadas con la epigenética también
podrian estar interactuando con una particular plétora de factores de riesgo no
genéticos, como la ingesta de alcohol y el tabaquismo por parte de los padres.
Este parece ser el caso de una proporcion cada vez mayor de fetos afectados
de madres jovenes, consideradas como una poblacion vulnerable asociada con

una atencidon pre/peri-concepcional limitada, asi como con disruptores

109



relacionados con el estrégeno (edad materna joven, nuliparidad, disminucion de
la masa corporal, ingesta de alcohol) (16,83,84).

Dado lo anterior, se deduce que los genes implicados en la respuesta
inflamatoria pueden jugar un papel clave para los factores inmunologicos
maternos y posiblemente, sean responsables de la susceptibilidad de las
infecciones genitourinarias y el cambio en la paternidad y su asociacién con la
gastrosquisis (22,23,37,38,43,44). En conjunto con los genes implicados en la
regulacion de la expresion génica, la epigenética, la regulaciéon de la sintesis de
proteinas y la ubiquitinacion, los genes reguladores del desarrollo inmunitario
fetal también pueden desempefiar un papel central en el parto prematuro y el
bajo peso fetal, como se observé en nuestros pacientes (166). Ademas, los
pacientes con gastrosquisis han mostrado niveles elevados de citoquinas
inflamatorias, lo que incluye una activacion mas temprana de CD4+ y CD8+ vy
células T de memoria (246).

El mecanismo o causa de muerte prenatal en la gastrosquisis es
controvertido y en este estudio no ofrecemos ninguna explicacién para esta
complicacion. Los estudios morfolégicos brindan apoyo a un posible efecto que
involucra la compresion del cordon umbilical debido a una hernia intestinal
extraabdominal que conduce a la hipoxia y finalmente a la muerte fetal
(235,247). La respuesta inflamatoria mediada por citoquinas se ha incriminado
por igual (248). Futuros estudios que investiguen los fenomenos de adhesion
celular o vasculares, asi como la inflamacion cronica/respuesta inmune podrian

ser valiosos para esta consecuencia perjudicial.
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Los genes CFAP65, CROCC, NOTCH1, HHIP, PKD1 e IFT140 (por sus
siglas en ingles, Intraflagellar Transport 140) fueron identificados como
influencias en la simetria izquierda-derecha de los casos de gastrosquisis.
Estos genes pueden reflejar una interrupcion asimétrica del suministro vascular
(tercer a quinta SDG) (179,180,183,192,197,213,249,250), deposicién celular
asimétrica en el anillo umbilical (sexta a décima SDG) (197,235,249,250) o
ruptura amnidtica a lo largo del cordon umbilical en su pars flaccida (octava a
onceava SDG) (218,241,249), similar al punto débil sugerido a la izquierda
después de la involucién de la vena umbilical derecha entre la quinta y décima
SDG (76,78). En particular, una expresion ectopica de Pitx2 en el lado derecho
de los embriones experimentales afecté la asimetria izquierda-derecha del
corazon, el intestino y la vena vitelina, lo que dio lugar a fenotipos similares a
los asociados con el gen Shh y la expresion aberrante de nodal en los dias 10 a
16 (cuarta a sexta SDG) (251). Estos genes también pueden servir como
objetivos criticos de transcripcion que median la asimetria izquierda-derecha,
asi como derivaciones de izquierda a derecha entre la vena umbilical izquierda,
el canal hepatocardiaco derecho y la vena vitelina derecha (252). Ademas, la
expresion diferencial izquierda-derecha de los genes durante las etapas
embrionarias y de organogénesis puede afectar la proliferacién celular, la
comunicaciéon célula-célula y otros procesos morfogenéticos del desarrollo de
lateralidad especifica; particularmente cuando se trata de un entorno

embrionario desfavorable/teratogénico o influencias genéticas adversas (253).
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CAPITULO VIII: Conclusién

Se identificaron multiples genes y variantes genéticas candidatas de
susceptibilidad a la gastrosquisis utilizando WES de una familia mexicana con
recurrencia para el defecto. Al tomar en cuenta el probable efecto disruptivo de
segregacion de las variantes genéticas y los resultados de la prediccion del
efecto de las proteinas se propone un "modelo multigénico/multifactorial”
conjunto para esta familia y quizas, para el proceso de desarrollo de la
gastrosquisis (166).

De la misma manera, se identificaron multiples vias patogenéticas
novedosas implicadas en el cierre de la pared abdominal a partir de genes co-
segregantes con gastrosquisis. Basados en nuestros hallazgos y al considerar
la plausibilidad de los mecanismos y del patron patogenético bioldgico, asi
como del modelado de redes de los genes identificados, se sugiere que el
proceso de desarrollo de la gastrosquisis puede ser la consecuencia de
diversos mecanismos moleculares y biolodgicos sincronizados, orquestados
mediante la interaccion de multiples predisposiciones de la gastrosquisis dentro
de los primeras diez semanas de desarrollo humano (166).

Estos genes resaltan una participacion significante en vias patogenéticas de
xenobidticos, la regulacion de los procesos metabdlicos, la regulacion de la
adhesion celular, la regulacion de la expresion génica, la respuesta inflamatoria,

la regulacion del desarrollo vascular, la queratinizacion, la simetria
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izquierda/derecha, la epigenética, la ubiquitinacion y la regulacién de la sintesis
de proteinas en la patogénesis gastrosquisis (166).

En conclusién, estos genes pueden contribuir al futuro descubrimiento de
nuevos biomarcadores de diagndstico y prondstico de gastrosquisis y pueden
ayudar a obtener mas informacion sobre los mecanismos moleculares

implicados en la gastrosquisis.
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CAPITULO IX: Anexos

9.1 Formato de consentimiento informado

Titulo del Proyecto de Investigacion Andlisis de exoma en dos familias nucleares con gastrosquisis recurrente:

Estudio piloto para la identificacién de genes candidatos

Nombre del Investigador Principal Dra. Med. Laura Elia Martinez de Villareal
Servicio / Departamento Genética

Teléfono de Contacto (81)832942 17, (81) 83 48 35 09.
Persona de Contacto Dra. Med. Laura Elia Martinez de Villarreal
Version de Documento Version 3

Fecha de Documento 01 septiembre 2017

Usted ha sido invitado(a) a participar en un proyecto de investigacion. Este documento contiene informacién importante
acerca del propdsito del estudio, lo que Usted hara si decide participar y la forma en que nos gustaria utilizar su
informacion personal y la de su salud. Puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor solicite a su médico o
al personal del estudio que le explique cualquier palabra o informacién que no le quede clara.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION?

El siguiente proyecto de investigacion tiene como proposito buscar genes (informacion de mi herencia) que pueda
ocasionar una enfermedad llamada gastrosquisis (malformacién al nacimiento en el cual no hubo un cierre normal del
abdomen provocando la salida de los intestinos). Es importante que usted participe porque con los resultados obtenidos
podriamos conocer el origen de esta enfermedad.

¢CUAL SERA LA DURACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN
ESTE ESTUDIO?

La duracién del proyecto de investigacion sera de un afio aproximadamente y se incluirdn nueve pacientes.

¢CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI PARTICIPACION?

Los criterios de inclusién y exclusion son los siguientes:

Se necesita que Usted sea Mexicano(a) de nacimiento y que Usted o algun otro pariente de su familia haya presentado
una malformacion llamada gastrosquisis (en el cual no hubo un cierre normal del abdomen provocando la salida de los
intestinos) y que no se haya acompafado de ningun otro defecto al nacimiento. Si Usted no cumple con estos requisitos
no podra ser incluido en el proyecto de investigacion.

¢CUALES SON LOS PROCEDIMIENTOS QUE SE ME REALIZARAN?
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Se le pedira contestar un cuestionario (preguntas personales) donde se le preguntara sobre la enfermedad llamada
gastrosquisis (malformacion al nacimiento en el cual no hubo un cierre normal del abdomen provocando la salida de los
intestinos). Ademas, se les preguntara la historia personal sobre su familia y sus costumbres personales para entender
el ambiente en el que vive. Tambien se le tomaran fotografias con el proposito de ensefianza. Tambien se le tomaran
muestras de sangre de una vena de su brazo para buscar genes (informaciéon de mi herencia) que pudieran estar
relacionados con la enfermedad.

¢QUE VA A HACER SI USTED DECIDE PARTICIPAR EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION?

1. Autorizar que a Usted se le pregunte sobre la historia personal sobre su familia y sus costumbres personales. 2.
Autorizar que se tomen fotografias. 3. Autorizar que se tomen muestras de sangre de una vena del brazo. 4. Firmar el
documento de consentimiento informado.

¢CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS?

Durante el cuestionario (preguntas personales) pudiera haber molestias por el tiempo que se necesita para responder
las preguntas. También en el lugar de la toma de muestra de sangre pudiera provocar molestia o dolor leve pero que no
pone en peligro mi vida. Entiendo que el riesgo es pequefio y pudiera provocar mareo, desmayo o moretones.
¢(CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED O PARA OTROS?

Usted puede resultar beneficiado al participar en este proyecto de investigacion, porque con los resultados obtenidos
podriamos conocer el origen de esta enfermedad e informarle con mayor seguridad la posibilidad de que se repita esta
enfermedad en su familia y en otros pacientes con este defecto al nacimiento. Ademas recibira sin costo los resultados
del examen de exoma (estudio genético donde se analiza la informacion de mi herencia).

¢SU PARTICIPACION EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION LE GENERARA ALGUN COSTO?

No habra costos para Usted por participar en este estudio. El médico del proyecto de investigacion le proporcionara a
Usted los resultados del examen genético de exoma (estudio donde se analiza la informacién de mi herencia) sin costo
al termino del proyecto de investigacion.

¢SE LE PROPORCIONARA ALGUNA COMPENSACION ECONOMICA PARA GASTOS DE TRANSPORTACION?
No habra ninguna compensacion para sus gastos de transportacion.

¢RECIBIRA ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION?

No habra o recibira ningin pago por la participacion en este proyecto de investigacion.

¢SE ALMACENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES?

Autorizar el almacenamiento de sus muestras de sangre o tejidos para futuras investigaciones de su enfermedad no le
generara un costo a Usted. Sus muestras seran utilizadas sélo para esta investigacion y no se comercializaran. Usted
no recibird ninguna compensacion ahora o en el futuro por el uso de estas muestras. Asimismo, no se generaran lineas
celulares inmortales. Las muestras seran almacenadas en el Departamento de Genética, Facultad de Medicina y
Hospital Universitario, Universidad Autbnoma de Nuevo Le6n, por un lapso de 1 afio.

¢CUALES SON SUS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?
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Si decide participar en este proyecto de investigacion, Usted tiene derecho a ser tratado con respeto, incluyendo la
decision de continuar o no en el proyecto de investigacion. Usted es libre de terminar su participacion en este proyecto
de investigacion en cualquier momento.

¢PUEDE TERMINAR SU PARTICIPACION EN CUALQUIER MOMENTO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION?

Su participacién es voluntaria. Si desea suspender su participacion, puede hacerlo con libertad en cualquier momento.
Si elige no participar o retirarse del estudio, su atencion médica presente y/o futura no se vera afectada y no incurrira en
sanciones ni perdera los beneficios a los que usted tendria derecho.

Su participacion también podra ser suspendida o terminada por el médico del estudio, sin su consentimiento, por
cualquiera de las siguientes circunstancias: 1. Que el estudio haya sido cancelado. 2. Que el médico considere que es
lo mejor para Usted. 3. Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con esta investigacion.

Si Usted decide retirarse de este estudio, debera realizar lo siguiente: 1. Notificar a su médico tratante del estudio. 2.
Debera de regresar todo el material que su médico le solicite.

Si su participacién en el estudio se da por terminada, por cualquier razén, por su seguridad, el médico continuara con
seguimientos clinicos. Ademas, su informacién médica recabada hasta ese momento podra ser utilizada para fines de la
investigacion.

¢COMO SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE SUS DATOS PERSONALES Y LA INFORMACION DE SU
EXPEDIENTE CLINICO?

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estudio analizara y registrara la informacién personal confidencial
acerca de su salud. Esta informacion no contendra su nombre completo ni su domicilio, pero podra contener otra
informacion acerca de Usted, tal como iniciales y su fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como finalidad
garantizar la integridad cientifica del proyecto de investigacion. Su nombre no sera conocido fuera de la Institucion al
menos que lo requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley Federal de Proteccion de datos
Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de solicitar el acceso, correccion y oposicién de su informacion
personal. La solicitud sera procesada de acuerdo a las regulaciones de proteccién de datos vigentes. Sin embargo,
cierta informacion no podra estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger la
integridad del Estudio.

La Facultad de Medicina y Hospital Universitario, asi como el Investigador Principal seran los responsables de
salvaguardar la informacion de acuerdo con las regulaciones locales.

Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al médico un resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del proyecto de investigacion podra procesarse o
transferirse a terceros en otros paises para fines de investigacion y de reportes de seguridad, incluyendo agencias
reguladoras locales (Secretaria de Salud SSA), asi como al Comité de Etica en Investigacion y al Comité de

Investigacion de nuestra Institucion.
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Para los propdsitos de este estudio, autoridades sanitarias como la Secretaria de Salud y el Comité de Etica en
Investigacion y/o el Comité de Investigacion de nuestra Instituciéon, podran inspeccionar su expediente clinico, incluso
los datos que fueron recabados antes del inicio de su participacion, los cuales pueden incluir su nombre, domicilio u otra
informacioén personal.

En caso necesario estas auditorias o inspecciones podran hacer fotocopias de parte o de todo su expediente clinico. La
razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando a cabo apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus
derechos como sujeto en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en reuniones o en publicaciones.

La informacién analizada durante este estudio sera almacenada en bases de datos del investigador principal, los cuales
podran ser usados en otros estudios en el futuro. Estos datos no incluiran informacién médica personal confidencial. Se
mantendra el anonimato.

Al firmar este documento, Usted autoriza el uso y revelaciones de la informacion acerca de su estado de salud y
tratamiento identificado en esta forma de consentimiento. No perdera ninguno de sus derechos legales como sujeto de
investigacion. Si hay cambios en el uso de su informacién, su médico le informara.

SI TIENE PREGUNTAS O INQUIETUDES ACERCA DE ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION, ;A QUIEN PUEDE
LLAMAR?

En caso de tener alguna pregunta relacionada a sus derechos como sujeto de investigacion de la Facultad de Medicina
y Hospital Universitario podra contactar al Dr. José Gerardo Garza Leal, Presidente del Comité de Etica en
Investigacion de nuestra Institucién o al Lic. Antonio Zapata de la Riva en caso de tener dudas en relacion a sus
derechos como paciente.

Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n

Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Le6n México. CP 66460

Teléfonos: (81) 83294000 ext. 2870 a 2874

Correo electronico: investigacionclinica@meduanl.com

RESUMEN DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA LLENAR POR EL SUJETO DE INVESTIGACION
o  Mi participacion es completamente voluntaria.
o Confirmo que he leido y entendido este documento y la informaciéon proporcionada del proyecto de
investigacion.
o Confirmo que se me ha explicado el proyecto de investigaciéon, que he tenido la oportunidad de hacer
preguntas y que se me ha dado el tiempo suficiente para decidir sobre mi participacion. Sé con quién debo

comunicarme si tengo mas preguntas.
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o  Entiendo que las secciones de mis anotaciones médicas seran revisadas cuando sea pertinente por el Comité
de Etica en Investigacion o cualquier otra autoridad regulatoria para proteger mi participacion en el proyecto
de investigacion.

o  Acepto que mis datos personales se archiven bajo cédigos que permitan mi identificacion.

o  Acepto que mis materiales biologicos (sangre) recolectados puedan usarse para los fines que convengan a
este proyecto de investigacion.

o  Acepto que mi médico sea informado de mi participacion en este proyecto de investigacion.

o Acepto que la informacion acerca de este estudio y los resultados de cualquier examen o procedimiento
pueden ser incluidos en mi expediente clinico.

o  Confirmo que se me ha entregado una copia de este documento de consentimiento firmado.

Nombre y Firma del Sujeto de Investigacion

Fecha

PRIMER TESTIGO

Nombre y Firma del Primer Testigo

Direccion

Fecha

Relacién con el Sujeto de Investigacion

SEGUNDO TESTIGO

Nombre y Firma del Segundo Testigo

Direccion

Fecha

Relacién con el Sujeto de Investigacion

PERSONA QUE OBTIENE CONSENTIMIENTO
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He discutido lo anterior y he aclarado las dudas. A mi mas leal saber y entender, el sujeto estd proporcionando su
consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y él/ella posee el derecho legal y la capacidad

mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Nombre y Firma de la Persona que obtiene el Consentimiento

Fecha

9.2 Formato de consentimiento informado dirigido hacia los padres

Titulo del Proyecto de Investigacion Andlisis de exoma en dos familias nucleares con gastrosquisis recurrente:

Estudio piloto para la identificacién de genes candidatos

Nombre del Investigador Principal Dra. Med. Laura Elia Martinez de Villareal
Servicio / Departamento Genética

Teléfono de Contacto (81)832942 17, (81) 83 48 35 09.
Persona de Contacto Dra. Med. Laura Elia Martinez de Villarreal
Version de Documento Versioén 2

Fecha de Documento 01 septiembre 2017

Ustedes han sido invitados a participar en un proyecto de investigacion. Este documento contiene informacion
importante acerca del propdsito del estudio, lo que Ustedes haran si deciden participar y la forma en que nos gustaria
utilizar su informacion personal y la de su salud. Puede contener palabras que Ustedes no entiendan. Por favor solicite
a su médico o al personal del estudio que le explique cualquier palabra o informacién que no les queden claras.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION?

El siguiente proyecto de investigacion tiene como proposito buscar genes (informacion de mi herencia) que pueda
ocasionar una enfermedad llamada gastrosquisis (malformacién al nacimiento en el cual no hubo un cierre normal del
abdomen provocando la salida de los intestinos). Es importante que ustedes permitan la participacion de su hijo(a)
porque con los resultados obtenidos podriamos conocer el origen de esta enfermedad.

¢CUAL SERA LA DURACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN
ESTE ESTUDIO?

La duracién del proyecto de investigacién sera de un afio aproximadamente y se incluirdn nueve pacientes.

¢CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI PARTICIPACION?

Los criterios de inclusién y exclusion son los siguientes:

Se necesita que se hijo(a) sea Mexicano(a) de nacimiento y que en su familia se haya presentado una malformacion

llamada gastrosquisis (en el cual no hubo un cierre normal del abdomen provocando la salida de los intestinos) y que no
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se haya acompafado de ningun otro defecto al nacimiento. Este mismo defecto debe estar presente en al menos dos
parientes de su familia. Se necesita cumplir con estos requisitos ya que de lo contrario no podran ser incluidos en el
proyecto de investigacion.

¢CUALES SON LOS PROCEDIMIENTOS QUE SE ME REALIZARAN?

Se les pedira contestar un cuestionario (preguntas personales) sobre la enfermedad llamada gastrosquisis
(malformacioén al nacimiento en el cual no hubo un cierre normal del abdomen provocando la salida de los intestinos).
Ademas, se les preguntara la historia personal sobre su familia y sus costumbres personales para entender el ambiente
en el que viven. Tambien se tomaran fotografias con el proposito de ensefianza y se tomaran muestras de sangre de
una vena del brazo de su hijo(a) para buscar genes (informaciéon de mi herencia) que pudieran estar relacionados con la
enfermedad.

¢QUE VAN A HACER SI USTEDES DECIDEN PARTICIPAR EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION?

1. Autorizar que a Ustedes se les pregunte sobre la historia personal sobre su familia y sus costumbres personales. 2.
Autorizar que se tomen fotografias de su hijo(a). 3. Autorizar que se tomen muestras de sangre de una vena del brazo y
de su hijo(a). 4. Firmar el documento de Consentimiento Informado.

¢(CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS?

Durante el cuestionario (preguntas personales) pudiera haber molestias por el tiempo que se necesita para responder
las preguntas. También en el lugar de la toma de muestra de sangre pudiera provocar molestia o dolor leve pero que no
pone en peligro la vida de mi hijo(a). Entendemos que el riesgo es pequefio y pudiera provocar mareo, desmayo o
moretones.

¢(CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTEDES O PARA OTROS?

Ustedes pueden resultar beneficiados al participar en este proyecto de investigacion, porque con los resultados
obtenidos podriamos conocer el origen de esta enfermedad e informarle con mayor seguridad la posibilidad de que se
repita esta enfermedad en su familia y en otros pacientes con este defecto al nacimiento. Ademas recibiran sin costo los
resultados del examen de exoma (estudio genético donde se analiza la informacion de mi herencia).

£SU PARTICIPACION EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION LES GENERARA ALGUN COSTO?

No habra costos para su hijo(a) por participar en este estudio. El médico del proyecto de investigacion les proporcionara
a Ustedes los resultados del examen genético de exoma (estudio donde se analiza la informacion de mi herencia) sin
costo al termino del proyecto de investigacion.

¢SE LES PROPORCIONARA ALGUNA COMPENSACION ECONOMICA PARA GASTOS DE TRANSPORTACION?
No habra ninguna compensacion para sus gastos de transportacion.

¢RECIBIRAN ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION?

No habra o recibira ningin pago por la participacion en este proyecto de investigacion.

¢SE ALMACENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES?

Autorizar el almacenamiento de sus muestras de sangre o tejidos para futuras investigaciones de su enfermedad no les

generara algun costo a Ustedes. Sus muestras seran utilizadas sélo para esta investigacion y no se comercializaran.
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Ustedes no recibiran ninguna compensaciéon ahora o en el futuro por el uso de estas muestras. Asimismo, no se
generaran lineas celulares inmortales. Las muestras seran almacenadas en el Departamento de Genética, Facultad de
Medicina y Hospital Universitario, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, por un lapso de 1 afio.

¢CUALES SON SUS DERECHOS COMO SUJETOS DE INVESTIGACION?

Su hijo(a) tiene derecho a ser tratado(a) con respeto, incluyendo la decisién de continuar o no en el proyecto de
investigacion. Ustedes son libres de terminar su participacion en este proyecto de investigacion en cualquier momento.
¢PUEDEN TERMINAR SU PARTICIPACION EN CUALQUIER MOMENTO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION?
Su participacién es voluntaria. Si desea suspender su participacion, puede hacerlo con libertad en cualquier momento.
Si elige no participar o retirarse del estudio, la atencién médica presente y/o futura de su hijo(a) no se vera afectada y
no incurrira en sanciones ni perdera los beneficios a los que ustedes tendrian derecho de algin otro modo.

La participacion de su hijo(a) también podra ser suspendida o terminada por el médico del estudio, sin su
consentimiento, por cualquiera de las siguientes circunstancias: 1. Que el estudio haya sido cancelado. 2. Que el
médico considere que es lo mejor para su hijo(a). 3. Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere
con esta investigacion.

Si Ustedes deciden retirarse de este estudio, deberan realizar lo siguiente: 1. Notificar a su médico tratante del estudio.
2. Debera de regresar todo el material que su médico le solicite.

Si su participacion en el estudio se da por terminada, por cualquier razén, por su seguridad, el médico continuara con
seguimientos clinicos. Ademas, la informacion médica analizada de su hijo(a) hasta ese momento podra ser utilizada
para fines de la investigacion.

¢COMO SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE SUS DATOS PERSONALES Y LA INFORMACION DE SU
EXPEDIENTE CLINICO?

Si aceptan participar en la investigacion, el médico del estudio analizara y registrara la informacion personal confidencial
acerca de la salud de su hijo(a). Esta informacién no contendra nombres completos ni domicilios, pero podra contener
otra informacion acerca de su hijo(a), tal como iniciales y su fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como
finalidad garantizar la integridad cientifica del proyecto de investigacion. El nombre de su hijo(a) no sera conocido fuera
de la Institucién al menos que lo requiera nuestra Ley.

Ustedes tienen el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley Federal de Proteccion de
datos Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de solicitar el acceso, correccién y oposicion de su informacion
personal. La solicitud sera procesada de acuerdo a las regulaciones de proteccién de datos vigentes. Sin embargo,
cierta informacion no podra estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger la
integridad del Estudio.

La Facultad de Medicina y Hospital Universitario, asi como el Investigador Principal seran los responsables de
salvaguardar la informacion de acuerdo con las regulaciones locales.

Ustedes tienen el derecho de solicitar por escrito al médico un resumen de su expediente clinico.
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La informacién personal de su hijo(a) acerca de la salud y tratamiento del proyecto de investigacion podra procesarse o
transferirse a terceros en otros paises para fines de investigacion y de reportes de seguridad, incluyendo agencias
reguladoras locales (Secretaria de Salud SSA), asi como al Comité de Etica en Investigacion y al Comité de
Investigacion de nuestra Institucion.

Para los propdsitos de este estudio, autoridades sanitarias como la Secretaria de Salud y el Comité de Etica en
Investigacion y/o el Comité de Investigacion de nuestra Institucién, podran inspeccionar el expediente clinico de su
hijo(a), incluso los datos que fueron analizados antes del inicio de su participacion, los cuales pueden incluir sus
nombres, domicilios u otra informacién personal.

En caso necesario estas auditorias o inspecciones podran hacer fotocopias de parte o de todo el expediente clinico de
su hijo(a). La razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando a cabo apropiadamente con la finalidad de
salvaguardar los derechos de su hijo(a) como sujeto en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en reuniones o en publicaciones.

La informacién analizada durante este estudio sera almacenada en bases de datos del investigador principal, los cuales
podran ser usados en otros estudios en el futuro. Estos datos no incluiran informacién médica personal confidencial. Se
mantendra el anonimato.

Al firmar este documento, Ustedes autorizan el uso y revelaciones de la informaciéon acerca del estado de salud y
tratamiento identificado en esta forma de consentimiento. No perdera ninguno de sus derechos legales como sujeto de
investigacion. Si hay cambios en el uso de su informacién, su médico les informara.

SI TIENE PREGUNTAS O INQUIETUDES ACERCA DE ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION, ;A QUIEN PUEDE
LLAMAR?

En caso de tener alguna pregunta relacionada a sus derechos como sujeto de investigacion de la Facultad de Medicina
y Hospital Universitario podra contactar al Dr. José Gerardo Garza Leal, Presidente del Comité de Etica en
Investigacion de nuestra Institucion o al Lic. Antonio Zapata de la Riva en caso de tener dudas en relacion a sus

derechos como paciente.

Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n

Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Le6n México. CP 66460

Teléfonos: (81) 83294000 ext. 2870 a 2874

Correo electronico: investigacionclinica@meduanl.com

RESUMEN CONSENTIMIENTO
PARA LLENAR POR EL SUJETO DE INVESTIGACION
o  Nuestra participaciéon es completamente voluntaria.
o  Confirmamos que hemos leido y entendido este documento y la informacion proporcionada del proyecto de

investigacion.
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o  Confirmamos que se nos ha explicado el proyecto de investigacion, que hemos tenido la oportunidad de hacer
preguntas y que se nos ha dado el tiempo suficiente para decidir sobre nuestra participacion. Sé con quién
debemos comunicarnos si tenemos mas preguntas.

o Entiendemos que las secciones de mis anotaciones médicas seran revisadas cuando sea pertinente por el
Comité de Etica en Investigacion o cualquier otra autoridad regulatoria para proteger nuestra participacion en
el proyecto de investigacion.

o Aceptamos que los datos personales de nuestro hijo(a) se archiven bajo coédigos que permitan mi
identificacion.

o  Aceptamos que el material biolégico (sangre) recolectado de nuestro hijo(a) puedan usarse para los fines que
convengan a este proyecto de investigacion.

o  Aceptamos que nuestro médico sea informado de la participacion de nuestro hijo(a) en este proyecto de
investigacion.

o  Aceptamos que la informacion acerca de este estudio y los resultados de cualquier examen o procedimiento
pueden ser incluidos en el expediente clinicode nuestro hijo(a).

o  Confirmamos que se nos ha entregado una copia de este documento de consentimiento firmado.

Nombre y Firma de la Madre del Sujeto de Investigacion

Fecha

Nombre y Firma del Padre del Sujeto de Investigacion

Fecha

PRIMER TESTIGO

Nombre y Firma del Primer Testigo

Direccion

Fecha

Relacién con el Sujeto de Investigacion

SEGUNDO TESTIGO
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Nombre y Firma del Segundo Testigo

Direccion

Fecha

Relaciéon con el Sujeto de Investigacion

PERSONA QUE OBTIENE CONSENTIMIENTO

He discutido lo anterior y he aclarado las dudas. A mi mas leal saber y entender, el sujeto estd proporcionando su
consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y él/ella posee el derecho legal y la capacidad

mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Nombre y Firma de la Persona que obtiene el Consentimiento

Fecha

9.3 Cuestionario suministrado a los sujetos de investigacion

Nombre de la madre:

Edad de la madre:

Nombre del hijo(a):

Fecha de nacimiento:

Introduccioén: Este cuestionario tiene por objetivo conocer las posibles causas, historia familiar y costumbres o habitos
personales que pudieran ocasionar la enfermedad que tuvo su bebé durante y después del embarazo llamada

gastrosquisis. Todas sus respuestas seran estrictamente confidenciales, por favor conteste responda con honestidad.
1. Cuantas semanas de embarazo tenia cuando se entero que estaba embaraza?

2. En los tres meses antes de quedar embarazada ¢tomo algun multivitaminico que contuviera acido félico o algun

complemento de acido félico? Y que dosis tomaba? Lo tomaba todos los dias?
3. Hasta qué mes del embarazo empezé a tomar acido folico?
4. Sabia usted que tomar acido félico desde antes del embarazo ayuda a prevenir algunos defectos del nacimiento?

5. Cuantas semanas de embarazo tenia cuando fue por primera vez a consultar por su embarazo? Cuantas consultas

tuvo durante su embarazo? En donde consulto sobre su embarazo?

6. Alguien le informo acerca de la malformacién (gastrosquisis)? Que presentaba su hijo(a) durante algunas de sus
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consultas sobre su embarazo?
7. Cuantas semanas de embarazo tenia cuando le dijeron que su hijo(a) presentaba gastrosquisis?
8. Cuanto mide de estatura? Cuanto pesaba antes de su embarazo? Cuanto pesaba al final de su embarazo?

9. Actualmente, usted fuma? En los tres meses antes de su embarazo o antes de saber que estaba embarazada usted

fumaba?

10. En los tres meses antes de su embarazo o antes de saber que estaba embarazada usted consumio alcohol? En los

dias que ingeria alcohol, cuantas bebidas consumia?

11. En los tres meses antes de su embarazo o antes de saber que estaba embarazada consumié alguna droga
(marihuana, cocaina, anfetaminas, solventes o derivados, heroina)? Con que frecuencia consumia estas drogas durante

este periodo?

12. Consumi6 café con cafeina durante el embarazo?

13. Edad de la madre durante el embarazo del nifio(a) afectado con gastrosquisis?

14. Edad del padre durante el embarazo del nifio(a) afectado con gastrosquisis?

15. Cual es el sueldo mensual que recibia usted y/o su pareja antes del nacimiento de su hijo(a)?

16. Consumié usted paracetamol, ibuprofeno o aspirina durante los primeros tres meses del embarazo? Con que

frecuencia consumié estos medicamentos?

17. Consumié usted descongestionantes, anticonceptivos orales o antihistimanicos? Cuales consumié y con que

frecuencia?

18. Consumié durante su embarazo productos de origen animal como carne roja de res, carne de pollo y/o pescados

como atunes, sardinas, filetes? Cuales consumié y con que frecuencia?
19. Consumi6 durante su embarazo frutas y verduras? Cuales consumié y con que frecuencia?

20. Consumi6 durante su embarazo productos lacteos como leche, queso, crema y/o yogurt? Cuales consumié y con

que frecuencia?

21. Consumié durante su embarazo productos ricos en grasas como huevo, tocino, mantequilla, manteca de puerco y/o

aceites? Cuales consumié y con que frecuencia?

22. Consumi6 durante su embarazo productos ricos en carbohidratos como pan, galletas, papas, “papitas”, dulces y/o

pastas? Cuales consumio y con que frecuencia?
23. Se realizé radiografias antes de saber de su embarazo y durante los primero tres meses del mismo?

24. Cuantas parejas sexuales ha tenido? Cuanto tiempo tiene/tenia con el padre de su hijo afectado con gastrosquisis?
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Sus hijos anteriores son del mismo padre de su hijo afectado con gastrosquisis?

25. A que edad tuvo su primer menstruacion?

26. Cuantos embarazos habia tenido antes de tener a su hijo afectado con gastrosquisis?
27. Ha tenido abortos?

28. Durante su embarazo de su hijo afectado con gastrosquisis, tuvo amenaza de aborto y parto pre-termino antes de

las 37 semanas de gestacion?
29. Se ha realizado algun Papanicolaou?

30. Usted trabajaba tres meses antes de su embarazo o durante los primeros tres meses del embarazo? Cual era o es
su trabajo? Estuvo expuesta a altas temperaturas? Estuvo expuesta a quimicos o sustancias toxicas? Estuvo expuesta

a radiacion?

31. En los tres meses antes de quedar embarazada y/o durante los primeros tres meses del embarazo, estuvo en

contacto con personas que tuvieran varicela, sarampioén o rubeola o algun otro agente infeccioso?
32. Usted padece o padecia diabetes, preeclampsia, IVU o VIH/SIDA antes de su embarazo?

33. Cual fue el manejo de su hijo afectado con gastrosquisis después de nacido?

34. De que lado se presentd el defecto?

35. Cual fue su peso, talla y perimetro cefélico al nacer?

36. Presento otras malformaciones congénitas/dismérfias asociadas?

9.4 Priorizacién funcional e identificaciéon de genes de acuerdo al fenotipo

investigado*
Impacto / Genes
plataforma
Alto / Ensembl- ALPP, CFAP65, MAP2K3, OR4C3, PDE4DIP, SPATA17, TLR8, UBE2NL, ZNF717
VEP
Moderado / A2ML1, ACTN3, AKAP6, AL365205.1, ALPP, AOX1, APH1B, ATG5, ATP6V1B2, BCAS3, C4orf50,
Ensembl-VEP CCDC110, CCDC183, CD200R1, CFAP65, CROCC, CRYBG1, CT45A5, CYSLTR1, DENND2A,

DNAH17, DPYD, ECI2, EMC7, EMILIN2, EVC2, EVPL, EXD3, F5, FAM71E1, FGFRL1, GGA1,
GPR137, GRAP, GRIN2C, GRK3, GRM4, HECW1, HIPK4, IFT140, INPP5B, ITGA7, ITGAD, KLK14,

LIG4, LMF1, LRP5, MBTPS1, MCTP2, MIIP, MS4A8, NAA30, NELL1, NLRP5, OBSCN, OR10G4,

126



Modificador /

Ensembl-VEP

Continua...

OR13F1, OR2C1, P2RY2, PDIA2, PER2, PKD1, PLEKHM2, PPP1R7, PRDM9, PRICKLE4, PRSS1,
RBM12B, RHBDD2, RPA4, RTN3, SCLT1, SF3B2, SLC2A14, SLC5A3, SLC6A18, SLCTAS,
SPDYE5, TAS1R2, TBX21, TEKT2, THBS1, TIGD5 TMEM106B, TTC6, UGT1A3, UGT1AS,
UGT1A7, UHRF1BP1, WDR45B, ZFHX3, ZMIZ2, ZNF280A, ZNF285, ZNF716, ZNF717

A2ML1, A2ML1-AS1, A2ML1-AS2, ABCA13, ABCA2, ABCA9, ABCA9-AS1, AC004918.3,
AC004943.2, AC005586.2, AC005884.1, AC005884.2, AC008735.1, AC008735.2, AC009779.3,
AC010442.1, AC010735.2, AC010834.1, AC012485.1, AC019103.1, AC020909.3, AC021151.1,
AC026471.5, AC037198.1, AC037198.2, AC068134.1, AC079203.1, AC093783.1, AC097382.2,
AC097662.1, AC104809.2, AC116158.1, AC122685.1, AC124283.5, AC133555.1, AC245297.1,
AC245748.1, ACP2, ACTN3, ADAM3A, ADCY9, ADGRG2, ADPGK, ADPGK-AS1, ADPRHL2,
AKAP6, AL031705.1, AL080251.1, AL138787.1, AL353593.1, AL353593.2, AL355987.4,
AL355994.2, AL365205.1, AL391834.2, AL450998.3, AL512590.2, AL512590.3, AL590705.5,
AL663093.1, AL805909.2, ALPP, ANKRD54, AOX1, AP000317.2, AP001453.3, AP002748.1,
AP002761.4, APH1B, ARHGDIG, ATG5, ATP13A5, ATP13A5-AS1, ATP6V1B2, AXIN1, BAD,
BCAS3, BLOC1S1, BX248321.1, BX927139.1, C40rf50, C60rf201, CACNA2D4, CBR4, CCDC110,
CCDC183, CCDC183-AS1, CD200R1, CDYL, CFAP65, CLCN7, CLCNKA, CNIH2, COL4A3,
CPNES5, CR753812.2, CR759772.2, CR759964.2, CROCC, CRYBG1, CTCFL, CXorf40A, CYP51A1,
DAB1, DDB2, DENND4C, DIAPH2, DNAH17, DNAH3, DOPEY2, DPH7, DPY19L4, DPYD, ECI2,
EEF1D, EFNA5, EIF2AK1, EIF3L, EMC10, ENPP2, EPDR1, ESPL1, EVPL, EXD3, F5, FAM71E1,
FAM92A, FAS, FGFRL1, FOXK2, FRS3, FSIP1, GAK, GAL3ST3, GGA1, GOLGA6B, GOLGASIP,
GPATCH2, GPR137, GPR182, GRAP, GRIN2C, GRK3, GRM4, HECW1, HIST1H2APSS5,
HIST1H2BB, HIST1H3C, HSFX3, IFT140, IGSF10, INPP5B, IQCJ-SCHIP1, IQCJ-SCHIP1-AS1,
IRS1, ITGA2, ITGA7, ITGAD, ITIH1, ITIH3, JOSD2, KCNK4, KDM5A, KIAA0319L, KLHL13,
LINC00893, LMF1, LRPAP1, LRRC61, LRRD1, LUARIS, MAP2K3, MBTPS1, MCTP2, MEAFS,
MECOM, MFAP2, MIIP, MIR422A, MIR4273, MIR5581, MIR6511B1, MIR658, MIR659, MIR6729,
MIR888, MIR890, MIR892A, MIR892B, MIR892C, MRPS6, MS4A8, MYBPC2, NAA30, NANOGP1,
NAXD, NDUFA5P3, NELL1, NOTCH1, NPAS4, NPIPB12, NR1H3, NUP188, OBSCN, OCA2, ODF2,
ODF2-AS1, OMA1, PDE4DIP, PDIA2, PFDN5, PKD1, PLD3, PLEKHG4B, PLEKHM2, PMS2P3,
PPP1R7, PRDM9, PRICKLE4, PRSS1, PTPRD, PYCR3, RABL6, RANBP10, RARRES2, RASGRP1,
RBM12B, RHBDD2, RN7SL853P, RNF224, RNU6-344P, RNY4P17, RPL23AP74, RPS3, RPS6,
RTN3, SCLT1, SF3B2, SFRP4, SH3BP1, SH3GLB2, SHROOM?2, SIGLEC16, SLC26A4, SLC5A10,
SLC6A18, SLC7A6, SLC9A3, SLCY9A3-AS1, SNORD15A, SNORD15B, SPIB, STK40, SYNE2,
TBX21, TEKT2, TELO2, THBS1, TLR8-AS1, TMEM106B, TMEM151A, TOMMS6, TRAVS8-1, TTCS,

U2AF2, UGT1A10, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, USP49, WDR45B,
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XPNPEP2, YIF1A, ZBTB39, ZBTB49, ZMIZ2, ZMYND19, ZNF285, ZNF717

ClinVary SVS- ABCC6, ADA, ADAMTS13, ADRB1, ARSA, CCR2, CHEK2, CLECT7A, CTH, CYP2B6, CYP2C9,
PhoRank gene ELAC2, FECH, FGFR4, FSHR, FUT3, FUT6, HFE, IL4R, ITGA2B, KCNMB1, MC1R, MMACHC,
ranking NAT2, NCF2, OCA2, PPARGC1B, PRODH, PRSS1, SCNN1G, SDC3, SLC24A5, SLC29A3,

SLC45A2, SLC4A1, SPTA1, TAS2R38, TLR4, TMPO, TPCN2, TSC1

*Genes priorizados basado en las plataformas bioinformaticas Ensembl -
Variant Effect Predictor (impacto alto, moderado y modificador, 128), ClinVar
(127) y SVS - PhoRank gene ranking (150) identificados hasta el 31 de agosto

2018.

9.5 Clasificacion de genes y variantes genéticas de acuerdo al modelo de

herencia

Variantes genéticas con modelo de herencia dominante*

Marcador SNV Gen Puntaje total
chr11-123886583-A-G rs4474449 OR10G4 2.000
chr3-52829633-G-A rs2286797 ITIH3 1.667
chr5-181729-C-T rs114885385 PLEKHG4B 1.667
chr5-477479-C-T rs117027344 SLC9A3 1.667
chr5-52351413-G-A rs1062535 ITGA2 1.667
chr2-201534389-A-G rs3731722 AOX1 1.333
chr2-233243981-A-T rs13026692 ALPP 1.333

*Clasificacion mediante la plataforma bioinformatica SVS - PhoRank gene

ranking (150), con un puntaje estandar por encima de 1.333.
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Variantes genéticas con modelo de herencia recesivo*

Marcador SNV Gen Puntaje total
chr2-234591205-T-C rs11692021 UGT1A7 1.500
chr2-234601669-T-G rs6759892 UGT1A6 1.500
chr2-234602191-A-G rs2070959 UGT1A6 1.500
chr2-234602202-A-C rs1105879 UGT1A6 1.500
chr2-239155053-C-T rs934945 PER2 1.500
chr9-8485928-G-A rs3824417 PTPRD 1.500
chr2-234637912-T-C rs6431625 UGT1A3 1.333

*Clasificacion mediante la plataforma bioinformatica SVS - PhoRank gene

ranking (150), con un puntaje estandar por encima de 1.333.

Variantes genéticas con modelo de herencia heterocigoto compuesto*

Gen Chr Posicion Paro # Marcadores  Puntaje total
UGT1A9 2 234580544 234681951 5 5.481013
UGT1A8 2 234526291 234681945 5 5.367089
UGT1A10 2 234545123 234681951 5 5.367089
UGT1A7 2 234590584 234681945 5 5.367089
UGT1A6 2 234600321 234681945 4 4.481013
OBSCN 1 228395831 228548951 3 3.400000
RASGRP1 15 38780298 38857007 3 3.400000
PDE4DIP 1 144851424 144995033 3 3.392405
F5 1 169481192 169555769 2 2.655696
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CDYL 6 4776680 4955778 2 2.473418
KDM5A 12 389223 498621 2 2.473418
MYBPC2 19 50936160 50969583 2 2.392405

*Clasificacion mediante la plataforma bioinformatica SVS - PhoRank gene
ranking (150) a partir de la deteccion de al menos dos genotipos heterocigotos
dentro del mismo gen heredado de la madre en un minimo de dos loci

diferentes.

Variantes genéticas con otros modelos de herencia*

Marcador SNV Gen Clasificacion

chr11-123886583-A-G rs4474449 OR10G4 Heterocigoto de novo

chr2-219903258-T-G rs6736922 CFAP65 Homocigoto ambos
chr2-234591205-T-C rs11692021 UGT1A7 Homocigoto ambos
chr2-234601669-T-G rs6759892 UGT1A6 Homocigoto ambos
chr2-234602191-A-G rs2070959 UGT1A6 Homocigoto ambos
chr2-234602202-A-C rs1105879 UGT1A6 Homocigoto ambos
chr2-239155053-C-T rs934945 PER2 Homocigoto ambos
chr9-8485928-G-A rs3824417 PTPRD Homocigoto ambos
chr8-39312996-C-G rs201472802 ADAM3A Materno de novo

*Clasificacion mediante la plataforma bioinformatica SVS - PhoRank gene

ranking (150).
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9.6 Produccioén cientifica y distinciones

Derivado del analisis clinico, epidemiolégico y genético de familias e

individuos con gastrosquisis, asi como otras formas sindromicas, se obtuvieron

nueve productos cientificos publicados en revistas indizadas al Journal Citation

Reports relacionados con el tema de investigacion. Ademas, se obtuvo la

promocién como Investigador Nacional Nivel | del Sistema Nacional de

Investigadores CONACYT (miembro vigente desde enero 2016). A continuacion

se describen cada una de las publicaciones y las distinciones obtenidas.

PUBLICACIONES

Titulo del articulo Revista Anio  Autoria FI Cuartil Citas
Bioinformatic analysis of gene variants from gastroschisis IntJ Mol 2019 1de7 3.687 Q1 0
recurrence identifies multiple novel pathogenetic pathways: Sci Med &
implication for the closure of the ventral body wall BM
A clinical-pathogenetic approach on associated anomalies Pediatr 2018 1de5 1.476 Q2 1
and chromosomal defects supports novel candidate critical Surg Int Med &
regions and genes for gastroschisis Pediatr
Genetic variants conferring susceptibility to gastroschisis: a Pediatr 2018 1de4 1.476 Q2 4
phenomenon restricted to the interaction wih the Surg Int Med &
environment? Pediatr
Familial occurrence of gastroschisis: a population-based Pediatr 2018 1de4 1.476 Q2 4
overview on recurrence risk, sex-dependent influence, and Surg Int Med &
geographical distribution Pediatr
Prevalence, mortality, and spatial distribution of gastroschisis ~ J Pediatr 2018 1de 4 1.752 Q2 9
in Mexico Adolesc Med &
Gynecol Pediatr
Evaluation of familial factors in a Mexican population-based J Pediatr 2018 1de4 2140 Q2 5
setting with gastroschisis: further evidence for an underlying  Surg Med &
genetic susceptibility Surg
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Severe intrauterine amputations in one dichorionic twin with  Pediatr 2017 1de3 1.250 Q2 4
pentalogy of Cantrell: further evidence and consideration for Dev Med &
mechanical teratogénesis Pathol Pediatr
Expansion of the SHORT syndrome phenotype in an adult Genet 2016 1de3 0.444 Q3 1
patient with unilateral basal ganglia calcification Couns Med &

Genet
Fetus with casamassima-morton-nance syndrome and limb-  Pediatr 2016 1de1 1.089 Q2 5
body wall defect: Presentation of a novel association and Dev Med &
review of the phenotype Pathol Pediatr

DISTINCIONES
Titulo de la distincion Organizacion Fecha de inicio y finalizacién
INVESTIGADOR NACIONAL NIVEL |  Sistema Nacional de Investigadores, 01 de enero de 2019 al 31 de
CONACYT diciembre de 2021

CANDIDATO A INVESTIGADOR Sistema Nacional de Investigadores, 01 de enero de 2016 al 31 de

NACIONAL CONACYT

diciembre de 2018
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