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1. MARCO TEORICO

1.1. Introduccion a la fisiologia del crecimiento en la especie humana

1.1.1 Embriologiay etapas del crecimiento en la especie humana

El crecimiento se define como el aumento continuo en el tamafio de un organismo,
resultante de la proliferacion celular que conduce al desarrollo de estructuras més
especializadas (Cusminsky, Lejarraga et al. 1986). El crecimiento inicia en el periodo
embrionario. En la especie humana es un proceso complejo que comprende multiples etapas
desde la gametogénesis hasta el momento del nacimiento. Luego de la fertilizacion del
ovocito en la ampolla del oviducto se completa la meiosis Il. EI pronucleo del ovocito vy el
espermatozoide se fusionan, y alrededor de 24 a 27 horas después, el cigoto diploide sufre la
primera division para formar dos blastomeros. El subsecuente clivaje resulta en la formacion
de una morula con 12 a 15 células al cuarto dia post-fertilizacion, la cual se compone de una
coleccion de células que formara la masa celular interna (ICM) rodeada por una capa externa

de células llamada trofoblasto, que formara el trofoectodermo (TE) (Hill 2001).

La ICM dara origen al embrion mientras que la mayoria de las células del TE
formaran el corion, el cual es el componente embrioldgico de la placenta (Wong, Loewke et
al. 2010). En el embrién humano los genes cigdticos son expresados por primera vez
alrededor del dia tres post-fertilizacion entre los estadios de la cuarta y octava células

(Epstein, Erickson et al. 2004). En el cuarto dia post-fertilizacion, antes de la formacion de



la morula, los blastomeros que tenian una “configuraciéon movil” se agregan fuertemente en
un proceso conocido como compactacion, en el que se expresan proteinas de adhesion celular

como la E-cadherina (CDH1) (Gasperowicz and Natale 2011).

El momento preciso en el cual los blastdmeros se convierten en ICM o en trofoblastos
es controversial pero se cree que ocurre luego de la formacién de la moérula. Durante el quinto
dia post-fertilizacion se forma el blastocisto secundario a la formacion del blastocele. La ICM
se convierte en una masa separada del trofoectodermo en el estadio de 64 células (Opitz
2012). En los dias seis a siete aproximadamente, la ICM se diferencia en el epiblasto y el
hipoblasto constituyendo la capa de células mas externa que se encuentra sobre el epiblasto.
El epiblasto da origen a todos los linajes embrionarios y al mesodermo extraembrionario. El
hipoblasto da origen al endodermo parietal y visceral (Gasperowicz and Natale 2011). El
epiblasto e hipoblasto forman el disco embrionario bilaminar estableciendo el eje dorso-
ventral del embridn, siendo el epiblasto la superficie dorsal y el hipoblasto la ventral. Cuando
estas dos capas se diferencian, una membrana basal se forma entre ellas (Schoenwolf, Bleyl

etal. 2012). (Figura 1)

- | - Citotrofoblasto

Hipoblasto' . \
‘ A% Disco
\ . embrionario

Cavidad del
blastocisto

[ ,  Cavidad
amnidtica

v
Epiblasto

a3

e o) )
L N e

Membrana amnidtica

Figura 1. Desarrollo del disco embrionario bilaminar (tomado y modificado de Langman)



Después de la fertilizacion la zona pellcida continda cubriendo al embrion en
desarrollo para evitar su adherencia a la pared del oviducto (Opitz 2012). EI endometrio es
receptivo a la implantacion por el blastocisto solo por un periodo de 48 horas alrededor de
siete a diez dias después de la ovulacion (Hill 2001). Aproximadamente el dia ocho post-
fertilizacion una cavidad amniotica se forma dentro del epiblasto y sus células conforman
una membrana extraembrionaria conocida como el amnios (Schoenwolf, Bleyl et al. 2012).
Las células del hipoblasto migran para formar la membrana exocelémica alrededor de la
cavidad del blastocisto, lo cual se transforma en el saco vitelino primario. Simultdneamente
el trofoblasto se diferencia en citotrofoblasto y en sincitiotrofoblasto en expansion,
estructuras que contribuyen a la formacion de la placenta (Aghajanova, Hamilton et al. 2008).
El mesodermo extraembrionario se forma alrededor del dia diez y aproximadamente el dia
doce se divide para formar la cavidad corionica que se expande para rodear al saco vitelino
primario, al disco embrionario bilaminar y a la cavidad amni6tica. Una segunda migracion
de células del hipoblasto desplaza el saco vitelino primario para formar el saco vitelino
secundario (definitivo). El saco vitelino primario se degenera en el dia 13 (Schoenwolf, Bleyl
etal. 2012). Aproximadamente en el dia 15, las células del epiblasto proliferan y migran para
convertirse en el extremo caudal del disco embrionario bilaminar y se forma la linea
primitiva. Las células del epiblasto migran hacia la linea primitiva donde ocurre la transicion
epitelio-mesenquimal (EMT) (Moore, Persaud et al. 2007). Estas células epiblasticas
transformadas invaden y desplazan el hipoblasto, reemplazandolo con una nueva capa de
celulas conocida como el endodermo embrionario definitivo. Alrededor de la tercera semana

las células del epiblasto mesenquimal se invaginan para entrar al espacio entre el epiblasto y



el hipoblasto/endodermo y formar el mesodermo intraembrionario. Una vez el endodermo
definitivo y el mesodermo intraembrionario se han formado, las celulas del epiblasto se
convierten en el ectodermo (Schoenwolf, Bleyl et al. 2012). La formacion de las tres capas
germinales de las células del epiblasto resultan en el disco embrionario trilaminar durante la
gastrulacion. La formacion de la linea primitiva establece el eje principal del cuerpo (Rimoin,

Pyeritz et al. 2013).

En un area craneal a la linea primitiva, el ectodermo forma una depresion y se fusiona
con el endodermo (sin mesodermo) para formar una membrana bilaminar conocida como
membrana orofaringea, en donde luego ocurre una apertura que forma la boca. De manera
similar ocurre en la region caudal, en la membrana cloacal, que posteriormente da origen a
la apertura del ano, el tracto genital y el tracto urinario. Alrededor del dia 17 células
mesodérmicas migran cranealmente para formar el proceso notocordal, el cual se
transformara en notocorda solida en el dia 22. Esta estructura dard origen a los cuerpos

vertebrales (Langman and Leland 1975).

Posteriormente, una subpoblacion de células mesodérmicas se convierte en el
mesodermo paraxial que limita con la notocorda a cada lado. En la regidn que se convertira
en la cabeza, estas células forman “bandas” que no se segmentaran. En la region que se
desarrollara en el tronco, la columna de mesodermo paraxial a cada lado de la notocorda
(conocida como el mesodermo presomitico) formara “bandas de células” que se segmentan
en blogues conocidos como somitas en una direccidn craneo-caudal. Este proceso inicia en
la union cabeza-tronco el dia 20 y se prolonga hasta el dia 30, cuando aproximadamente 42
a 44 pares de somitas son formadas. Las somitas mas caudales regresan, quedando

aproximadamente 37 pares de somitas (Schoenwolf, Bleyl et al. 2012). Los primeros cuatro



pares de somitas contribuyen a la formacion del hueso occipital del craneo, los huesos medio-
faciales, el oido interno y los musculos de la lengua. Las demés somitas forman las vértebras,
los musculos esqueléticos, la dermis del cuello, el térax y las regiones lumbar y sacra. Las

tres somitas méas caudales forman el coxis (Rimoin, Pyeritz et al. 2013).

En el segundo mes de gestacion empiezan a aparecer los esbozos de todos los 6rganos
del cuerpo, los cuales se desarrollan a partir de las tres hojas embrionarias. En este periodo
se producen cambios que definen la forma corporal secundaria al plegamiento cefalo-caudal
y transversal para modificar un disco plano en un embridn cilindrico que permanecera unido

al cordon umbilical (Langman and Leland 1975). (Figura 2)

Figura 2. Plegamiento embrionario (tomado y modificado de Langman)

A partir del ectodermo se desarrolla el sistema nervioso central, el epitelio de la piel,
las glandulas endocrinas y los 6rganos de los sentidos. EI mesodermo da origen a los
fibroblastos, los condroblastos y los osteoblastos, a la musculatura de las extremidades y el
tronco, a la dermis y al tejido celular subcutaneo, al aparato urogenital, las visceras del tronco,

la musculatura de las paredes laterales y anteriores del tronco, los vasos y tejidos sanguineos.



El endodermo da origen al tubo digestivo, el higado, el pancreas, el aparato respiratorio, la

tiroides y la paratiroides (Langman and Leland 1975).

El periodo fetal transcurre desde el tercer mes hasta el momento del parto y se
caracteriza por la maduracion de los érganos y los tejidos. En este periodo ocurre un
crecimiento rapido del cuerpo. Durante el tercer, cuarto y quinto mes el feto crece en longitud.
El incremento en peso ocurre en los ultimos meses antes del parto (Eynard, Valentich et al.

2008).

El hueso es uno de los tejidos con una funcion principal durante el proceso de
crecimiento. Es una forma particular de tejido conectivo con una trama de colageno embebida
en sales de calcio y de fosfato, en particular cristales de hidroxiapatita. El hueso interviene
en la homeostasis global del calcio y del fosfato, protege 6rganos vitales y su rigidez permite

la locomocidn y el sostén (Ganong and Barrett 2005).

En el desarrollo fetal casi todos los huesos son “modelados” en cartilago para después
osificarse y convertirse en hueso (formacién endocondral). Las excepciones son las
claviculas, los maxilares y algunos huesos del craneo en los cuales la formacién Gsea se
produce directamente a partir de las células mesenquimales (formacion intramembranosa).
Durante el crecimiento las epifisis se separan de la diéfisis por medio de una ldmina de
cartilago que prolifera activamente, la l&mina epifisiaria. EI hueso aumenta su longitud
cuando esta lamina deposita tejido nuevo en el extremo de la diafisis. La amplitud de la
lamina epifisiaria es proporcional a la rapidez del crecimiento. Este parametro es modificado
por diversas hormonas pero muy particularmente por la hormona de crecimiento (GH) vy el

factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF1) (Ganong 2001).



El crecimiento lineal del hueso se produce durante el lapso de tiempo en que las
epifisis estan separadas de las diéfisis, pero se detiene una vez se unen (cierre epifisiario).
Las células de cartilago finalizan su proliferacién, sufren hipertrofia y secretan el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que lleva a la vascularizacion y a la osificacion. Las
epifisis se cierran en un orden cronoldgico especifico y las Gltimas en cerrarse lo hacen luego
de la pubertad (Blumer, Longato et al. 2008). El crecimiento somatico en los seres vivos es
dependiente de la multiplicacion y del aumento del tamafio de las células. Presenta diferentes

etapas en las que la tasa de crecimiento es variable (Dvorkin, Dvorkin et al. 2010).
Fases del crecimiento:

Crecimiento prenatal: después de la finalizacion de la organogénesis en el primer
trimestre hay una réapida aceleracion del crecimiento en el segundo trimestre hasta una
velocidad pico de 2.5 cm/semana. La influencia mas importante sobre el crecimiento en esta

etapa es la nutricion. (Rosenbloom 2007, Jones, Jones et al. 2013).

El enanismo esencial afecta esta etapa y se caracteriza por una severa restriccion del
crecimiento intrauterino. Esta condicion puede ser reconocida entre las 12 y 14 semanas de
gestacion. Si el nacimiento ocurre a término el peso del recién nacido es inferior a los 1500
g., aunque habitualmente se encuentra entre el rango de 1100 g a 1300 g. Al igual que el
peso, la talla se encuentra severamente comprometida y se puede observar entre 30 cm y 40

cm al término (Hall, Flora et al. 2004).

Crecimiento en la lactancia: posterior al nacimiento, la velocidad de crecimiento ya
no estd determinada principalmente por factores maternos sino que esta condicionada

fundamentalmente por factores genéticos. El crecimiento lineal es un proceso gradual y



discontinuo como puede ser valorado durante la lactancia (Lampl, Veldhuis et al. 1992). La
velocidad de crecimiento durante el primer afio va disminuyendo de 20 cm/afio durante los
primeros meses a 10 a 12 cm/afio al afo de edad. Durante este periodo la talla aumenta un
50% y el peso se triplica. Durante los tres a seis meses posteriores al nacimiento los hombres

crecen mas rapidamente que las mujeres (Rosenbloom 2007).

Crecimiento en la infancia: durante el segundo afio de vida la velocidad de
crecimiento tiene un promedio de 10 a 13 cm/afio y durante el tercer afio es de 7.5 a 10
cm/afo. Después de los 3 afios y hasta la adolescencia la tasa de crecimiento se estabiliza en
5 a 6 cm/afio, pero puede producirse un pequefio retraso (de hasta 2 cm/afio) durante un
tiempo antes de la adolescencia (Rosenbloom 2007). Durante la infancia el crecimiento
presenta un cambio en las proporciones corporales debido a que las extremidades crecen mas
rapido que el tronco y ambos mas rapido que la cabeza. La proporcion entre el segmento
superior (distancia entre el vértex craneal y la sinfisis pabica) y el segmento inferior del
cuerpo (distancia desde la parte superior de la sinfisis pubica hasta el suelo) oscila entre 1.7

al nacimiento y 1 a los 10 afios de edad, pasando por 1.4 a los 2 afios (Smith 1977).

Crecimiento en la adolescencia: aunque las nifias empiezan su adolescencia con la
aparicion del botén mamario, seis meses antes que los nifios quienes la inician con el
crecimiento testicular, el inicio del crecimiento acelerado en la adolescencia empieza dos
afios antes en las nifias. Esta cronologia que proporciona a los nifios un mayor periodo de
crecimiento lento puede explicar en parte la mayor estatura que alcanzan los hombres en la
edad adulta junto con la contribucién al proceso de la testosterona. El crecimiento durante el
periodo de la adolescencia confiere mas del 20% de la estatura final del adulto. Este finaliza

cuando por funcién de los estrogenos producidos por el ovario en la mujer u obtenidos por



aromatizacion de testosterona en el hombre, se produce la fusion epifisiaria (Root and
Diamond Jr 2007, Rosenbloom 2007). En los sindromes con enanismo esencial la talla

pospuberal final es usualmente inferior a 100 cm (Hall, Flora et al. 2004).

1.1.2 Factores que intervienen en el crecimiento

La adecuada alimentacion es una condicion fundamental para el crecimiento normal
en los nifios. En los primeros seis meses de vida los requerimientos energéticos (115
cal/kg/dia al nacimiento — 100 cal/kg/dia a los 6 meses) y proteicos (2 a 2.4 g/kg/dia en el
primer mes, disminuyendo de manera gradual a 1.5 g/kg/dia a los 6 meses), son cubiertos de
manera apropiada por la leche materna. La lactancia materna debe ser la alimentacion
exclusiva en los primeros seis meses de vida e idealmente debe mantenerse hasta el afio de
edad. Luego de los seis meses se debe iniciar alimentacion complementaria a la lactancia
materna. El requerimiento diario de hierro es aproximadamente 2 mg/kg/dia de los cuales la
mitad son aportados por la lactancia y la alimentacion, por lo cual se recomienda suministrar
1 mg/kg/dia de sulfato ferroso por un periodo minimo de un afio a partir de los seis meses de
edad (Rosenbloom 2007). Durante las siguientes etapas todos los requerimientos son

cubiertos por una dieta adecuada (Lampl, Veldhuis et al. 1992).

Los componentes hormonales son factores fundamentales que intervienen en el
crecimiento normal del individuo. La hormona de crecimiento (GH) también llamada
somatotropina es una proteina de 191 aminoacidos, producida y secretada por la hipofisis
anterior. Esta hormona puede ejercer su funcion de manera directa o tambiéen a traves de
factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) producidos en el higado y en otros

tejidos. En la especie humana la GH se produce durante toda la vida, pero su pico maximo



de produccion es entre los 10 y 15 afios. Con el paso de la edad la produccién desciende con

extensas variaciones interindividuales (Perry, Farquharson et al. 2008).

La accion principal de la GH es la induccion del crecimiento 0seo, cartilaginoso y
tisular. Esta hormona induce la proliferacion de los condrocitos y de los osteoblastos por lo
que contribuye de manera importante en el crecimiento en longitud y a la mineralizacién
Osea. Es una hormona anabdlica (aumenta la sintesis de proteinas). Sus principales acciones
son ejercidas en el hueso y en el masculo pero también estimula la degradacion (lipdlisis) del
tejido adiposo provocando la reduccién de la masa en este tejido. Ademas posee una accién

hiperglucemiante (Mezquita 2011).

El control de la secrecion de la GH es complejo, siendo ejercido basicamente por un
equilibrio entre dos péptidos hipotalamicos, la hormona liberadora de GH (GHRH) que tiene
un efecto estimulador y la somatostatina con un efecto inhibidor. Sin embargo est4 bien
documentado que multiples neuropéptidos, neurotransmisores y hormonas interfieren en la

regulacién de la dindmica de la GH (Soliman, De Sanctis et al. 2014).

La secrecion de GH es pulsatil. Los intervalos entre los pulsos son de
aproximadamente dos horas en humanos. Los hombres presentan mayores pulsos por
influencia androgénica que regula la amplitud del pulso, mientras que los estrogenos regulan
la secrecion basal. Un pico de secrecion de GH esté asociado con el suefio profundo (estadios
1y 1V) y el 70% de su liberacion ocurre durante la noche. La GH tiene una vida media en
la circulacion plasmatica de 15 a 20 minutos luego de su secrecidn o de inyeccion intravenosa
si se encuentra libre. La mayoria de las veces se encuentra unida a una proteina transportadora

(GHBP) que prolonga su vida media (Perry, Farquharson et al. 2008).
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El receptor de GH (Picq, Santoni et al. 2014) es una proteina transmembrana que se
une a la hormona con alta afinidad y especificidad. Pertenece a la super familia de receptores
de citoquinas que comprende receptores con un Unico dominio transmembrana. Esta
acoplado a las tirosinquinasas (JAK-2). Este receptor ha sido detectado en gran cantidad de
tejidos incluyendo el higado, el musculo estriado, el rifion, el pulmon, la gldndula mamaria,
la placenta, el tejido adiposo, los linfocitos, el hueso, el cartilago y las células del sistema

nervioso central (Camacho-Hubnerb 2011).

La tiroxina por su parte ejerce un papel “permisivo”, esto hace referencia a que es
necesaria para que se manifieste de forma optima el efecto de otra hormona. Actta de forma
sinérgica con la GH induciendo la sintesis de proteinas y el desarrollo del sistema nervioso.
La insulina estimula el crecimiento tisular promoviendo la sintesis de proteinas y la

proliferacion celular. También ejerce un papel permisivo para la GH (Mezquita 2011).

La TSH suprime la remodelacion dsea interviniendo directamente sobre los
osteoclastos. La FSH por el contrario, activa la diferenciacion osteoclastica y la resorcion
Osea. La oxitocina es esencial en el mantenimiento de la masa 6sea tanto en hombres como
en mujeres. Tiene un efecto anabdlico con accién dominante sobre los osteoblastos (Mezquita

2011).

Los estrégenos favorecen la maduracion 6sea, el crecimiento, la fusion epifisiaria y
el mantenimiento de la masa y la densidad del hueso. Inducen la produccién del ligando
FASL, citoquina efectora de linfocitos T implicada tanto en fendmenos de tolerancia
inmunologica como en apoptosis. Disminuyen de manera radical la supervivencia de
osteoclastos aumentando asi la masa 0sea. El efecto de los andrdgenos sobre el crecimiento
depende de la aromatasa (enzima que cataliza la conversion de androgenos a estrogenos) la
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cual se expresa en la placa de crecimiento y de la activacion por la testosterona y la
dihidrotestosterona del receptor de andrdgenos presente en los condrocitos de la placa de
crecimiento. Los estrdgenos y los androgenos activan el crecimiento dseo actuando

sinérgicamente con la GH (Hall 2011).

Los glucocorticoides impiden el crecimiento éseo por medio de la inhibicion de la
proliferacion de los condrocitos en la placa de crecimiento y por estimulacion apoptotica.

Ademas retrasan la senescencia de la placa de crecimiento (Mezquita 2011).

1.1.3 Factores genéticos

Los factores genéticos son fundamentales en el crecimiento humano. Se estima que
del 70% al 90% de la talla adulta estd determinada genéticamente. Aparte de los factores
moleculares que intervienen en la produccion hormonal, existe un gran control genético del
crecimiento por la expresion de diversos genes que actuan en la placa de crecimiento. Durante
la embriogénesis ejercen su acciéon un grupo comun de genes y de vias del desarrollo. El
mismo gen puede ser expresado en diferentes tejidos durante distintos estadios del desarrollo
o regular diferentes vias y por lo tanto afectar el desarrollo de varios sistemas a la vez
(Epstein, Erickson et al. 2004). Por ejemplo, la familia de genes Hox (Homeobox) son
responsables de la determinacion del eje antero-posterior y del perfil del esqueleto axial en

todos los vertebrados (Wellik and Capecchi 2003).

Los factores de transcripcion homeodominio (Homeobox) POUS5SF1 (también
conocido como OCT4) y NANOG confieren pluripotencialidad. Estan inicialmente presentes
en todos los blastomeros tempranos pero posteriormente son Gnicamente expresados en la

ICM. POUSFL1 es requerido para la determinacién de la ICM. NANOG es critico para la
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pluripotencialidad y para la formacion del epiblasto. El factor de transcripcion SALL4 es
necesario para la diferenciacion de la ICM en el epiblasto y en el ectodermo primitivo. Un
factor HMG-box, SOX2, se heterodimeriza con POU5SF1 y promueve su unién a genes
blanco. POUSF1 se une al promotor de CDX2 y viceversa para suprimir mutuamente la
transcripcion uno del otro y asi las células se diferenciaran en ICM o trofoblasto (Chen, Wang

et al. 2010).

Los factores de transcripcion CDX2 y TEAD4 son requeridos para la transformacion
inicial de los blastdmeros a trofoblastos. Se cree que el CDX2 derivado de la madre y presente
en el cigoto temprano es también necesario para el paso inicial y la polarizacion de los
blastomeros en el trofoectodermo (Gilbert and Epel 2009). En el momento en que la ICM se
ha diferenciado en epiblasto y en ectodermo primitivo NANOG es expresado exclusivamente
en el epiblasto. El factor de transcripcion GATAG6 es expresado especificamente en el

hipoblasto y es requerido para su desarrollo (Arnold and Robertson 2009).

Ha sido sugerido que la expresion de GATAG es inducida por la activacion de la via
RTK-MAPK por el factor de crecimiento fibroblastico y por GRB2. Este proceso también
parece inhibir la expresion de NANOG (Gasperowicz and Natale 2011). Se ha evidenciado
gue SOX17 promueve la expresion de GATA6 y GATA4, y los tres son requeridos para la
diferenciacion de la ICM en el hipoblasto (Albert and Peters 2009). Adicionalmente, algunos
microRNAs suprimen la transcripcion de factores pluripotenciales especificos como
POUS5F1, SOX2 y KLF4 en células madre embrionarias humanas. Esto sugiere que los
microRNAs pueden ser importantes en la regulacion de la diferenciacion de la ICM

(Chazaud, Yamanaka et al. 2006).
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El conjunto de genes GH consiste de cinco genes muy similares: GH1, CSHP
(pseudogen de la somatotropina corionica), CSH1 (gen de la somatotropina corionica), GH2
y CSH2. Estos comprenden 65 kb del brazo largo del cromosoma 17 (Hirt, Kimelman et al.
1987). El gen GH2 codifica una proteina que es expresada en la placenta mas que en la
hipofisis. Esta hormona reemplaza la GH hipofisaria en la circulacion materna durante la
segunda mitad del embarazo (Frankenne, Closset et al. 1988). Los genes CSH1 y CSH2
codifican proteinas de secuencias idénticas. EI gen CSHP codifica una proteina que difiere
por 13 amino&cidos y contiene una variante que altera su patron de splicing y, por lo tanto,
la secuencia primaria de la proteina (Hirt, Kimelman et al. 1987). Estos genes tienen una

importante funcion en el control del crecimiento (Selby, Barta et al. 1984).

La fuerte homologia (92-98%) entre estos cinco genes sugiere que esta familia génica
surgidé de una serie de eventos ancestrales duplicativos (Mullis 2005). Con la excepcion de
CSHP, cada gen codifica una prehormona de 217 aminoacidos que es clivada para producir

una hormona madura con 191 aminoéacidos (Mullis 2005).

Los factores de transcripcion con funciones relevantes para el desarrollo embrionario
temprano de la glandula hipofisis son PITX1/2, HESX1, SHH y LHX3/4. Los genes PROP1
y POU1F1 tienen una importante funcién sobre las células que secretan hormonas en la
hipdfisis anterior (Kelberman, Rizzoti et al. 2009). En general, las alteraciones de los genes
involucrados en el desarrollo hipofisario temprano resultan en defectos méas severos y
frecuentemente en anomalias cerebrales; por ejemplo, la holoproscencefalia debida a
mutaciones en el gen SHH. Los defectos en genes involucrados en el desarrollo tardio de la
hipdfisis llevan a diferentes combinaciones de defectos hormonales hipofisarios (Dattani and

Preece 2004) (Mullis 2005).
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El gen del receptor 2 de FCF se expresa en los condrocitos tempranos e induce la
expresion del factor de transcripcion SOX9 necesario para la diferenciacion de los
condrocitos. El gen del receptor 3 de FCF induce la proliferacion de células inmaduras y
limita la divisién de los condrocitos proliferantes y sus mutaciones se asocian con

acondroplasia (Rosenbloom 2007) (Root and Diamond Jr 2007).

El gen SHOX fue descubierto a partir del mapeo de deleciones del brazo corto del
cromosoma X (Rao, Weiss et al. 1997). EI gen esta localizado en el extremo de los brazos
cortos de ambos cromosomas sexuales X y Y. Este gen hace parte de los genes homeobox
los cuales cumplen una importante funcion durante la embriogénesis y el desarrollo por
medio de la regulacion de los perfiles de formacién morfoldgica espacio/temporal (Binder
2011). La funcién del gen SHOX es dosis dependiente, su haploinsuficiencia resulta en un
trastorno que causa falla en el crecimiento. La ganancia de una o dos copias adicionales del
gen debido a aberraciones estructurales del cromosoma X pueden estar asociadas con talla
alta (Thomas, Harvey et al. 2009). Las mutaciones mas frecuentemente encontradas en este
gen son deleciones de diferentes tamafios y la pérdida de ambos alelos del gen causa un

fenotipo extremo de osteodisplasia llamado sindrome de Langer (Zinn, Wei et al. 2002).

El péptido natriurético tipo C (PNC) es un regulador del crecimiento esquelético
recientemente descrito. Interactia fundamentalmente con el receptor tipo B produciendo un
aumento de GMP ciclico intracelular e interaccion con la proteina quinasa. La mutacion
homocigota del gen del receptor tipo B de PNC lleva a un tipo de displasia esquelética
conocido como Maroteaux-Lamy (displasia acromesomélica). Los portadores heterocigotos
de la mutacion se han descrito con menor talla que los no portadores (Olney, Biikiilmez et al.

2006).
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1.2. Alteraciones en el crecimiento

La talla normal varia ampliamente tanto entre grupos étnicos como de una poblacion
especifica. La talla alta y baja son por lo tanto términos relativos y se determinan comparando
al individuo con personas de la misma etnia, familia y estado nutricional. Cuando se establece
que un individuo presenta talla baja teniendo en cuenta sus bases genéticas (y no simplemente
dado por un retraso constitucional), su etiologia debe ser esclarecida para establecer un

manejo adecuado (Tolmie and Rimoins 1996) (Rimoin, Pyeritz et al. 2013).

La talla baja se define como aquella que esta por debajo de -2 desviaciones estandar (DE)
para la edad y el género con relacion a la media de la poblacion de referencia (Rimoin, Pyeritz
etal. 2013). Actualmente se clasifica en talla baja idiopatica y talla baja patolégica (Ramirez,

Barros et al. 2013).

La talla baja idiopatica refiere a aquella condicion en la cual se desconoce la causa
subyacente. Un paciente clasificado en este grupo debe cumplir con unos criterios
establecidos: la talla y el peso del recién nacido deben ser normales para la edad gestacional,
las proporciones corporales normales, ausencia de enfermedades cronicas, endocrinopatias o
trastornos psicoafectivos y presentar una adecuada nutricion. Dentro de este grupo se
encuentran clasificados los pacientes que presentan talla baja familiar (Rimoin, Pyeritz et al.

2013).

El retraso constitucional del crecimiento también se encuentra en este grupo de
condiciones. Los pacientes presentan longitud y pesos neonatales normales, pero tienen una
velocidad de crecimiento adecuada durante un periodo de tiempo variable, seguido de una
desaceleracion. El pico de crecimiento en la adolescencia se retrasa de dos a cuatro afios con

respecto a individuos normales. En la mayoria de los casos la talla final es normal, pero un
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10% a 20% de los pacientes alcanzan una talla final por debajo de los limites habituales

(Ramirez, Barros et al. 2013).

La talla baja patoldgica hace alusién un grupo de enfermedades que alteran el desarrollo
normal de la talla. Este grupo de trastornos puede ser clasificado en talla baja proporcionada
(arménica) y no proporcionada (disarménica) (Warman, Cormier-Daire et al. 2011). Los
nifios con talla baja desproporcionada usualmente padecen una displasia esquelética o una
enfermedad 6sea metabdlica mientras aquellos con talla baja proporcionada pueden tener un
trastorno mas generalizado, por ejemplo: una enfermedad cronica, un trastorno psicosocial,

una enfermedad endocrina, entre otros (Warman, Cormier-Daire et al. 2011).

La talla baja proporcionada puede ser clasificada segiin el momento de aparicion en la
etapa prenatal o posnatal (Rimoin, Pyeritz et al. 2013). La deficiencia de crecimiento de inicio
prenatal usualmente implica una injuria en el ambiente fetal o un defecto genético celular
generalizado que podria alterar la mitosis. Dentro de las principales causas prenatales se
encuentran las cromosomopatias y los factores externos que causan supresién en el desarrollo
del feto, como la malnutricion materna, los toxicos o las infecciones (Graham and Rimoin

1997).

El inicio posnatal de deficiencia de crecimiento proporcionado usualmente implica una
injuria medioambiental posnatal como el hipocrecimiento de origen nutricional (causa
principal), el hipocrecimiento de origen psicosocial, las patologias crénicas, las
enfermedades gastrointestinales (trastorno inflamatorio intestinal, enfermedad celiaca y de
Chron, fibrosis quistica), los desérdenes cardiopulmonares (patologia cardiaca cronica,
fibrosis quistica y asma cronica severa), los trastornos hepaticos, las alteraciones

hematoldgicas (anemia cronica severa), la insuficiencia renal crénica, las infecciones
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cronicas e inmunodeficiencias, los errores congénitos del metabolismo y las enfermedades
endocrinas (déficit de hormona de crecimiento, hipotiroidismo, diabetes mellitus,
hipocrecimiento en el hipogonadismo, pubertad precoz, hipercortisolismo, patologia

paratiroidea), entre otras (Melmed, Polonsky et al. 2011). (Figura 3)
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Desnutricion
Enfermedades cronicas
- Gastrointestinales
- Cardiopulmonares
- Renales
- Hematologicas
- Meurologicas
- Infecciones
Medicamentos
Enanismo psicosocial
Trastornos endocrinos

Figura 3. Clasificacion de la talla baja (tomado y modificado de Emery & Rimoin’s)

1.2.1 Talla baja proporcionada de inicio prenatal

La restriccion de crecimiento intrauterino (RCIU) puede ser atribuida a diversas
causas tanto genéticas como adquiridas. La restriccion mecanica tardia gestacional se ha
propuesto como la causa mas comun de deficiencia de crecimiento de inicio prenatal. La
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preeclampsia, la insuficiencia placentaria u otras causas fetales tardias muestran usualmente
una rapida resolucion, a diferencia de las alteraciones presentes en etapas tempranas de la
vida fetal, como por ejemplo, la hipertension cronica materna (Gémez, Padilla et al. 2014)

(Graham and Rimoin 1997).

Se han descrito gran cantidad de sindromes complejos asociados a malformaciones
en el feto causados por alteraciones monogénicas, trastornos cromosémicos, teratégenos o
infecciones intrauterinas en los cuales la hipoplasia fetal es una de sus principales
caracteristicas. En los nifios que padecen estos sindromes malformativos no se espera que
alcancen un crecimiento normal y algunos de estos trastornos pueden estar asociados con un

alto grado de letalidad perinatal (Resnik 2002).

En varios casos es posible realizar un diagnostico de un trastorno genético especifico
por sus caracteristicas clinicas particulares. Algunos de estos sindromes se describen a

continuacion.

1.2.1.1.  Sindrome de Cornelia de Lange

El sindrome de Cornelia de Lange tiene una prevalencia aproximada de 1 en 10.000
individuos (Opitz and Reynolds 1985). Las caracteristicas incluyen talla baja proporcionada
que inicia en el periodo prenatal, talla en promedio en la edad adulta de 156 cm en hombres
y 131 cm en mujeres y microcefalia. Las caracteristicas faciales son lo méas representativo
del sindrome, entre las que se encuentran el hirsutismo frontal, la sinofris que se extiende
hasta el puente nasal con una apariencia curva de las cejas, la ptosis severa, las pestafias
gruesas Yy largas, el tercio medio facial aplanado y la nariz pequefia con un puente nasal
deprimido y narinas antevertidas, los pabellones auriculares gruesos y displasicos con
implantacion baja y/o rotados posteriormente, un filtro largo, prominente y bien formado, un
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labio superior delgado y comisuras labiales dirigidas hacia abajo, el paladar alto, la diastasis
dental y la micrognatia. Algunos hallazgos en las extremidades que se presentan
frecuentemente incluyen las manos y los pies pequefios, el acortamiento del quinto hueso
metacarpiano, la braquidactilia, la clinodactilia y el pliegue palmar Gnico. En general,
cualquier sistema puede verse afectado; sin embargo, se altera principalmente el
neurodesarrollo y los sistemas craneofacial, gastrointestinal y musculoesquelético. Este
sindrome presenta heterogeneidad genética. Alrededor del 50-60% de los casos son debidos
a la mutacion en el gen NIPBL. Otros genes asociados son el SMC1A, el SMC3 y el RAD21.
Todos estos genes codifican componentes del complejo cohesina. Otros casos han sido
asociados con mutaciones en el gen HDACS, una deacetilasa de histonas. Se han reportado
patrones de herencia autosémico dominante y ligado al X (Kline, Krantz et al. 2007) (Ptacek,

Opitz et al. 1963).

1.2.1.2.  Sindrome de Russell-Silver

El Sindrome de Russell-Silver tiene una prevalencia estimada de 1 en 100.000
individuos (Christoforidis, Maniadaki et al. 2005). Sus principales caracteristicas clinicas
incluyen RCIU, retardo de crecimiento posnatal (alcanzando una talla final promedio en
adultos de 151 cm en hombres y de 139 cm en mujeres), perimetro cefalico normal,
clinodactilia del quinto dedo y asimetria de las extremidades. Otros hallazgos de este
sindrome son una edad Osea retardada, una facies tipica con frente prominente, la cara
triangular pequefia, el mentdén pequefio y las comisuras labiales dirigidas hacia abajo,
braquidactilia, campodactilia, maculas café con leche en la piel, hipoglucemia, déficit de la
hormona de crecimiento, retardo en el desarrollo motor y cognitivo, diaforesis y trastornos

gastrointestinales. Este sindrome es genéticamente heterogéneo. Se ha asociado
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principalmente con anormalidades en un dominio de impronta en el cromosoma 11p15.5,
region cromosémica en la que se encuentra un grupo de genes que cumplen funciones criticas
en el crecimiento fetal y placentario. En este caso, la hipometilacion del centro de impronta
1 (IC1) conduce a la expresion bialélica del gen H19 y al silenciamiento bialélico del gen
IGF2 resultando en la restriccién del crecimiento. En otros casos se han descrito
duplicaciones que involucran la region 11p15.5 materna. También ha sido asociada la
disomia uniparental materna del cromosoma 7 (UPD7) en ciertos casos. (Saal, Pagon et al.

1985) (Wollmann, Kirchner et al. 1995) (Price, Stanhope et al. 1999).

1.2.1.3.  Sindrome de Dubowitz

Se han descrito menos de 200 casos del sindrome de Dubowitz en la literatura. Esta
patologia se caracteriza por presentar rasgos faciales distintivos dentro de los cuales se
encuentran una forma triangular de la cara, el pelo y las cejas delgadas y escasas, la frente
amplia, el puente nasal ancho o plano (algunas veces se presentan con una punta nasal
prominente y redondeada), micrognatia con un mentén retraido, implantacion baja de los
pabellones auriculares que en algunos casos evidencian displasia. En los 0jos se pueden
encontrar algunas alteraciones como ptosis palpebral y pliegues epicanticos, o alteraciones
en las fisuras palpebrales. También se han reportado alteraciones estructurales de los globos
oculares y defectos visuales, asi como diferentes anomalias en la cavidad oral. Los pacientes
presentan restriccion de crecimiento pre y posnatal, microcefalia y multiples malformaciones
esqueléticas variables. Se han evidenciado varios casos de anomalias genitales y rectales y
es comun encontrar déficit cognitivo leve a moderado con caracteristicas comportamentales
alteradas que incluyen alteraciones del lenguaje y del temperamento. Se ha establecido un

patron de herencia autosémico recesivo. Aunque algunas investigaciones sugieren que se
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trata de un sindrome causado por microdeleciones o microduplicaciones, su causa es
desconocida (llyina and Lurie 1990, Chan and King 2005) (Huber, Houlihan et al. 2011)
(Tsukahara and Opitz 1996, Pascual, Betlloch et al. 2005) (Swartz, Resnick et al. 2003)
(Maas, Thienpont et al. 2006) (Orrison, Schnitzler et al. 1980, Tsukahara and Opitz 1996)
(Swartz, Resnick et al. 2003) (llyina and Lurie 1990) (Parrish, Wilroy et al. 1980) (Huber,

Houlihan et al. 2011).

1.2.1.4. Sindrome de Smith-Lemli-Opitz

La prevalencia del Sindrome de Smith—Lemli—Opitz ha sido estimada en 1 en 20.000
a 1 en 40.000 individuos (Nowaczyk, Zeesman et al. 2004). Este sindrome presenta
expresividad variable. En los casos severos se evidencia retardo en el crecimiento pre y
posnatal, déficit cognitivo moderado a severo, microcefalia y otras malformaciones presentes
en la cara (frente estrecha, pliegues epicanticos, ptosis palpebral, nariz pequefia con narinas
antevertidas, micrognatia y hemangioma en la raiz nasal que se extiende a la glabela, entre
otras) y alteraciones en el corazén, el rifidén, los genitales o las estructuras esqueléticas
(Cunniff, Kratz et al. 1997, Ryan, Bartlett et al. 1998, Krajewska-Walasek, Gradowska et al.
1999, Kelley and Hennekam 2000, Nowaczyk and Waye 2001). Los individuos con
expresion mas leve presentan rasgos faciales tenues, hipotonia, sindactilia entre el segundo
y el tercer dedo de los pies y no cursan con déficit cognitivo (Nowaczyk and Waye 2001,

Eroglu, Nguyen-Driver et al. 2011).

Se reportan diferentes dificultades para la alimentacion en la edad neonatal y
alteraciones gastrointestinales (Dallaire and Fraser 1966, Patterson, Toomey et al. 1983).
Ademas, se evidencian anomalias del comportamiento y trastornos del suefio (Diaz-Stransky

and Tierney 2012). Se encuentran también alteraciones estructurales cerebrales y/o
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cerebelares (Lee, Conley et al. 2013). La fotosensibilidad es comun (Anstey 2001). En los
genitales es posible encontrar hipospadias y/o criptorquidia en hombres y utero bicorne y/o
vagina septada en mujeres (Dallaire and Fraser 1966). También se han identificado anomalias
endocrinas (Chemaitilly, Goldenberg et al. 2002). Este sindrome tiene una herencia
autosémica recesiva (Nowaczyk and Waye 2001). Es causado por mutaciones homocigotas

0 heterocigotas compuestas en el gen DHCR7 (Fitzky, Witsch-Baumgartner et al. 1998).

1.2.1.5. Sindrome de Robinow

El Sindrome de Robinow es un trastorno raro aungque no se conoce su prevalencia
exacta (Robinow, Silverman et al. 1969, Pagon 1987). Los pacientes presentan facies tipicas
en el nacimiento y en la nifiez temprana asociadas a una apariencia caracterizada por la
presencia de una cara pequefia asociada a telecanto y macrocefalia. Mas adelante en el
desarrollo se presenta un rapido crecimiento de la nariz durante la adolescencia, lo cual da
una apariencia mas habitual a la cara, aungue la frente es amplia, el puente nasal ancho y
existe hipertelorismo ocular hasta la edad adulta. También se presentan diferentes
alteraciones dentales (Beiraghi, Leon-Salazar et al. 2011). La mayoria de los pacientes
presentan talla baja desde la nifiez hasta la edad adulta y otras anormalidades esqueléticas
como el acortamiento mesomeélico o acromesomélico de los antebrazos, sindactilias,
cifoescoliosis y alteraciones costales (Pagon, Adam et al. 2013) (Tufan, Cefle et al. 2005).
Se han reportado ademas alteraciones genitales como clitoris pequefio y labios hipoplasicos
en mujeres, y pene aparentemente pequefio por una insercion andémala en los hombres.
También se presentan alteraciones cardiacas como la atresia valvular pulmonar o tricuspidea,
los defectos septales, la tetralogia de Fallot y la coartacion adrtica, las cuales constituyen la

principal causa de muerte (Al-Ata, Paquet et al. 1998) (Wilcox, Quinn et al. 1997). Su
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coeficiente intelectual es habitualmente normal (Pagon, Adam et al. 2013). Este sindrome
presenta patrones de herencia autosomicos dominantes y recesivos. El fenotipo puede variar
de acuerdo a su herencia en algunas caracteristicas especificas pero en general se evidencian
anomalias similares (Roifman, Brunner et al. 1993). Las mutaciones en el gen ROR2 causan
el sindrome de Robinow autosémico recesivo y las mutaciones heterocigotas en los genes
WNT5A o DVL1 causan el sindrome de Robinow autosémico dominante (Afzal, Rajab et al.

2000, Person, Beiraghi et al. 2010, White, Mazzeu et al. 2015).

1.2.1.6.  Sindrome de Coffin-Siris

El Sindrome de Coffin-Siris constituye un trastorno raro con menos de 100 casos
reportados en el mundo (Schrier Vergano, Santen et al. 2014). Los pacientes presentan
caracteristicamente hipoplasia o aplasia de la falange distal o ausencia de la ufia del quinto
dedo, déficit cognitivo que varia de leve a severo, retardo en el desarrollo psicomotor y
caracteristicas faciales especificas con cejas gruesas y pestafias largas, puente y punta nasal
anchas, labios gruesos y evertidos (Fleck, Pandya et al. 2001, Schrier, Bodurtha et al. 2012).
Otras caracteristicas que pueden estar presentes son la microcefalia, la talla baja pre y
posnatal, el hirsutismo, las alteraciones dentales, las dificultades para la alimentacion y las
anormalidades estructurales gastrointestinales como la hernia diafragmatica, la
intususcepcion y la mucosa gastrica redundante. También se presentan alteraciones cardiacas
como los defectos septales ventriculares o auriculares, la tetralogia de Fallot o el ductus
arterioso persistente, las malformaciones renales (rifion en herradura) y las hipospadias, las
afecciones cerebrales o craneales que pueden incluir la variante de Dandy Walker, la agenesia
del cuerpo calloso y la hipoacusia neurosensorial. Ademas se hacen observables

anormalidades oftalmoldgicas como ptosis, estrabismo y cataratas (Schrier, Bodurtha et al.
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2012) (Delvaux, Moerman et al. 1997) (Bodurtha, Kessel et al. 1986) (Coffin and Siris 1970).
Este sindrome presenta patrones de herencia autosomico dominante y recesivo (Fleck,
Pandya et al. 2001). Se han encontrado mutaciones en los genes ARID1A, ARID1B,
SMARCA4, SMARCB1 o SMARCEL como causales en algunos de los pacientes (Tsurusaki,

Okamoto et al. 2012).

1.2.1.7. Sindrome de Turner

El Sindrome de Turner es una de las anomalias cromosomicas mas frecuentes.
Presenta una incidencia aproximada de 1 en 2.500 recién nacidas vivas femeninas (Ranke
and Saenger 2001). El espectro clinico es muy variado e incluye linfedema en pies y manos
al nacimiento, pterigium colli o cuello alado secundario a higroma nucal en el periodo
neonatal, retraso de crecimiento con unatalla baja al final de la adolescencia, ensanchamiento
relativo del térax y de los hombros constituyendo el llamado “térax en escudo”
(ocasionalmente asociado a pectum excavatum), alteraciones en las extremidades dadas por
cubitus valgus (dngulo entre el eje del brazo y el antebrazo superior a 15°), acortamiento del
cuarto hueso metacarpiano y deformidad de Madelung (subluxacién dorsal del extremo distal
del cubito proyectandose mas alla del dorso de la mano). En las extremidades inferiores es
posible encontrar genu varo y acortamiento de los huesos del metatarso (Ferrandez, Labarta

et al. 2002) (Labarta, Ferrandez et al. 1994) (Lippe, Rosenfeld et al. 1990).

El cuello es generalmente corto debido a la hipoplasia de las vértebras cervicales. En
la facies se encuentra retrognatia, micrognatia y paladar ojival con maloclusion dental, ptosis
palpebral, fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo, labio superior delgado con comisuras
dirigidas hacia abajo y filtro largo, epicanto e implantacion baja de los pabellones auriculares

con rotacion posterior, implantacién baja del pelo a nivel cervical, ufias hipoplasicas,
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estrechas y convexas (Lippe, Rosenfeld et al. 1990). En la piel son frecuentes multiples nevus
pigmentarios, telangiectasias y cicatrices queloides. Es posible encontrar alteraciones en
diferentes drganos y sistemas tales como trastornos cardiovasculares, principalmente valvula
adrtica bicuspide y coartacion de la aorta, alteraciones renales mas frecuentemente dadas por
anomalias en la rotacién y la estructura renal, y malformaciones del sistema colector (Bilge,
Kayserili et al. 2000) (Mazzanti, Cacciari et al. 1998). Las pacientes presentan otitis media
con mayor frecuencia, estrabismo y telecanto, enfermedades autoinmunes como la tiroiditis
de Hashimoto, obesidad y osteoporosis entre otras alteraciones (Gravholt, Juul et al. 1998).
Este sindrome es secundario a la ausencia total o parcial de un cromosoma X. Dentro de las
posibles alteraciones cromosdmicas se encuentran la monosomia total del X (45,X), la
monosomia parcial por alteraciones estructurales como deleciones, microdeleciones o

isocromosomas y los mosaicismos (Saenger, Wikland et al. 2001).

1.2.2 Talla baja proporcionada de inicio posnatal

Las personas que presentan talla baja de inicio posterior al nacimiento cominmente
han sufrido de algun tipo de alteracion medioambiental posnatal, como una enfermedad
endocrina gque puede estar asociada con un descenso de las cantidades normales de IGF o por
la falta de su accion periférica secundaria a la supresion de su sintesis hepatica (Laron 2001,
Rimoin, Pyeritz et al. 2013). El estado de desnutricion cronica, ademas de ser una condicion
caracterizada por la ausencia del sustrato necesario para el crecimiento, es una de las causas
de disminucion en la sintesis de IGF (Haspolat, Ece et al. 2007). Es importante tener en
cuenta que la malnutricion puede ser secundaria a condiciones como el sindrome de
malabsorcion intestinal y no Unicamente a la ingesta inadecuada (Mziray-Andrew and

Sentongo 2009). Algunos pacientes que sufren problemas emocionales o psicosociales
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padecen de un grave retardo en el crecimiento. Se ha demostrado que estas situaciones
conducen a bajos niveles de GH e IGF circulantes y a una edad 6sea retardada hasta que es

tratado el origen del trastorno (Mufioz-Hoyos, Molina-Carballo et al. 2011).

Algunos medicamentos usados para tratar la hiperactividad como el metilfenidato o
la dextroanfetamina podrian alterar la regulacion normal de GH. Los glucocorticoides se han
asociado a la supresion del crecimiento incluso con dosis bajas (Pliszka, Matthews et al.
2006, Faraone, Biederman et al. 2008). Muchas enfermedades crénicas en la nifiez, como la
falla renal o hepatica, la diabetes mellitus, la enfermedad cardiaca congeénita y el asma estan
asociadas con defectos en el crecimiento. En estas patologias es frecuente hallar niveles bajos
de IGF y en algunos casos es posible alcanzar una talla normal cuando es tratada la causa
subyacente (Haspolat, Ece et al. 2007). Multiples trastornos endocrinos se han asociado con
defectos en el crecimiento. El hipotiroidismo por ejemplo, puede relacionarse con talla baja
proporcionada o desproporcionada. La enfermedad de Cushing puede generar talla baja
proporcionada. En general, las alteraciones endocrinas se caracterizan por deficiencia de GH

(Mullis 2011, Rimoin, Pyeritz et al. 2013).

Multiples anomalias genéticas o del desarrollo que afectan el hipotalamo y la hipofisis
resultan en deficiencia de GH y/o de otras hormonas. Algunas de ellas son la ausencia
congénita de la hipofisis, el encefalocele transesfenoidal y el sindrome de silla turca vacia.
Muchos de estos sindromes se asocian con anomalias faciales u dpticas, por lo que en los
pacientes con dichas alteraciones, asociadas a deficiencia de GH, se deben practicar imagenes
radioldgicas cerebrales y de la silla turca (Rimoin, Connor et al. 2007). Algunas anomalias
genéticas que no se asocian con trastornos del desarrollo del hipotalamo o de la hipoéfisis

tienen insuficiencia hipofisaria. Este es el caso del sindrome Pallister-Hall que presenta
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hamartoma o hamartoblastoma hipotalamico, alteraciones renales, anales, polidactilia,
cambios faciales e hipopituitarismo (Biesecker and Graham 1996). En las talasemias se
presenta hemosiderosis que afecta la hipdfisis en el tratamiento transfusional. En otros
sindromes la patogénesis de la insuficiencia hipofisaria se desconoce (Rimoin, Pyeritz et al.

2013).

En la mayoria de casos la deficiencia de GH es idiopatica, es decir que se desconoce
la causa organica subyacente. Este es un grupo variado de trastornos que usualmente se
clasifica como una deficiencia aislada de GH (Jones, Jones et al. 2013, Rimoin, Pyeritz et al.
2013). Existen algunos sindromes de causa genética que se presentan con talla baja

proporcionada de inicio posnatal. Algunos de ellos se describen a continuacion.

1.2.2.1 Sindrome de Rubinstein-Taybi

El Sindrome de Rubinstein-Taybi tiene una incidencia de 1 en 10.000 a 1 en 25.000
nacidos vivos. Sus principales caracteristicas son la ganancia lenta de talla y de peso
posnatales con un desarrollo prenatal normal, microcefalia, déficit cognitivo, caracteristicas
faciales dismorficas que incluyen la implantacién frontal baja del pelo, las cejas arqueadas y
gruesas, las fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo, la nariz prominente, los pabellones
auriculares displasicos y con baja implantacion, el paladar arqueado, la micrognatia leve, las
anomalias dentales, la sonrisa atipica asociada a la realizacion de gestos con apariencia de
“muecas”, y los 0jos casi completamente cerrados o incluso con ptosis palpebral. También
se presentan pulgares y hallux anchos y largos, criptorquidia, retardo en el lenguaje y reflujo
gastroesofagico. Los casos son esporadicos en la mayoria de las presentaciones y se han

reportado Unicamente algunos casos familiares (Milani, Manzoni et al. 2015). Se han
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encontrado mutaciones en los genes CREBBP o EP300 como causales en algunos de los

pacientes (Bartsch, Labonté et al. 2010).

1.2.2.2 Sindrome de Noonan

El Sindrome de Noonan es un trastorno comdn cuya prevalencia oscila entre 1 en
1.000 a 1 en 2.500 individuos (Roberts, Allanson et al. 2013). La talla de estos pacientes al
nacimiento es usualmente normal, pero existe una falla en el crecimiento posnatal que puede
ser evidente durante el primer afio de vida (Otten and Noordam 2009). La talla adulta final
puede alcanzar el limite inferior de la normalidad (Noonan, Raaijmakers et al. 2003). Se
presentan algunas caracteristicas faciales distintivas en los neonatos como la frente alta, el
hipertelorismo ocular, los pabellones auriculares de implantacién baja con hélix engrosado y
rotados posteriormente, el cuello corto con piel excesiva y el pelo de implantacion baja
posterior. En la nifiez se puede ver una carencia de expresion facial y en la adolescencia una
cara triangular (Roberts, Allanson et al. 2013). Uno de los rasgos mas caracteristicos es la
presencia de pectus excavatum inferior y carinatum superior en el esternon y la posibilidad

de segregarse de manera autosémica dominante (Van der Burgt 2007).

Los defectos cardiacos congénitos o las anomalias electrocardiograficas pueden estar
presentes hasta en el 80% de los pacientes (Noonan 2005). Pueden presentar hipotonia,
retardo en el desarrollo psicomotor y problemas del lenguaje. Aproximadamente un tercio de
los pacientes tienen un déficit cognitivo leve (Lee, Portnoy et al. 2005) (Pierpont, Weismer
et al. 2010). Se han reportado varios casos de criptorquidia e hipogonadismo
hipergonadotréfico en hombres (Marcus, Sweep et al. 2008). La fertilidad en mujeres es
reportada como normal (Roberts, Allanson et al. 2013). Defectos en la coagulacion y

anomalias linfaticas son frecuentes (Derbent, Oncel et al. 2010). Alteraciones oculares como
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el estrabismo o defectos de refraccion se encuentran en la mayoria de los pacientes (Roberts,
Allanson et al. 2013). Este sindrome puede ser diagnosticado por la presencia de
caracteristicas clinicas especificas. Los estudios moleculares han identificado mutaciones en
el gen PTPN11 en el 50% de los individuos afectados, en el gen SOS1 en aproximadamente
el 13%, enel gen RAFlenel 3al 17% vy en el gen KRAS en menos del 5% de los pacientes
(Roberts, Allanson et al. 2013) (Razzaque, Nishizawa et al. 2007) (Schubbert, Zenker et al.
2006) (Tartaglia, Mehler et al. 2001). Las mutaciones en el gen PTPN11 predisponen a la
aparicion de malignidades con una frecuencia tres veces superior a la de la poblacion general,
una de las més frecuentes es la leucemia mielomonocitica juvenil (Tartaglia, Niemeyer et al.
2003, Jongmans, Van Der Burgt et al. 2011). Este sindrome tiene una herencia autosémica

dominante (Roberts, Allanson et al. 2013).

1.2.3 Talla baja desproporcionada

Un paciente que presenta un habito corporal desproporcionado al examen fisico
probablemente padece una displasia esquelética. Este término se refiere a un grupo
considerable de trastornos caracterizados por presentar anormalidades en el tamafio y en la
forma de las extremidades, el tronco y/o el craneo, que habitualmente resultan en una talla
baja desproporcionada. El término displasia se refiere a un “crecimiento desordenado”
(Rimoin, Pyeritz et al. 2013). Aungue de manera aislada cada tipo de displasia esquelética es
infrecuente, su incidencia global ha sido estimada en 2.4 por cada 10.000 nacidos vivos
(Camera and Mastroiacovo 1981). Por la heterogeneidad de estos trastornos ha sido dificil
realizar una clasificacion precisa. Existen actualmente diversas clasificaciones clinicas
fundamentadas en diferentes criterios, como por ejemplo en la porcion del esqueleto afectada,

segun los términos griegos que describen la apariencia 6sea o el curso de la enfermedad,
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utilizando un epénimo y cuando un término pretende describir la patogénesis de la condicion
(Jeanty and Valero , Gratacds 2007). A continuacion se realizara una breve descripcion de

algunas de las displasias esqueléticas mas frecuentes.

1.2.3.1 Acondroplasia

La acondroplasia es el trastorno de talla baja desproporcionada mas comun. Se estima
que ocurre en 1: 26.000 a 1: 28.000 nacidos vivos (Oberklaid, Danks et al. 1979). Sus
caracteristicas clinicas y radiologicas han sido bien definidas. La descripcion clinica incluye
la talla baja con un promedio de 131+/-5 cm en hombres y de 124+/-5 cm en mujeres adultas,
el acortamiento rizomélico de los brazos y de las piernas con pliegues de piel redundantes, la
limitacidn para la extension del codo, los dedos cortos, la configuracion de las manos en
tridente, el genu varo, la cifosis toracolumbar en la infancia, la lordosis lumbar pronunciada,
la macrocefalia con abombamiento frontal, la hipoplasia mediofacial y el puente nasal

deprimido (Langer, Baumann et al. 1968, Pauli 1993).

La obesidad es frecuente en estos pacientes (Hecht, Hood et al. 1988). La hipotonia
leve a moderada en la infancia es tipica lo que conduce a una dificultad en la adquisicion de
las habilidades motoras (Fowler, Glinski et al. 1997). Los pacientes presentan frecuentemente
disfuncion del oido medio (Berkowitz, Grundfast et al. 1991). La inteligencia es normal, a
excepcion de los pacientes que sufran complicaciones en el sistema nervioso central. La
muerte puede ocurrir en el primer afio de vida secundaria a una compresién en la union
craneo-cervical que conduce a una apnea central (Hecht, Francomano et al. 1987). Se ha
reportado una mortalidad incrementada secundaria a enfermedad cardiaca en adultos con
acondroplasia (Wynn, King et al. 2007). Los principales hallazgos radiolégicos son los

huesos tubulares cortos y anchos, el estrechamiento de la distancia interpeduncular de la
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columna en su porcion distal, la hipoplasia vertebral con marcado aplanamiento, la
radiolucencia femoral proximal y los cambios metafisiarios generalizados (Pauli 1993). El
modo de herencia de la acondroplasia es autosdémico dominante y su Unica causa conocida

son las mutaciones en el gen FGFR3 (Rousseau, Bonaventure et al. 1996).

1.2.3.2 Hipocondroplasia

La hipocondroplasia es una displasia esquelética relativamente comun. Su incidencia
se aproxima a la acondroplasia puesto que se ha estimado en 1:15.000 — 1: 40.000 nacidos
vivos (Kozlowski and Bartkowiak 1965). Los criterios clinicos y radioldgicos de esta
enfermedad son aln controversiales debido a que no se han establecido caracteristicas Unicas
del sindrome y su expresién es muy variable entre individuos (Bober, Bellus et al. 2013). El
diagnostico de hipocondroplasia debe ser considerado en pacientes que presenten talla baja
(hombres: 138-165 cm, mujeres: 128-151 cm, nifios: 2-3 DE por debajo de la media), una
apariencia “gruesa o robusta”, las extremidades con acortamiento rizomélico o mesomélico,
una limitacién a la extension del codo, braquidactilia, hiperlaxitud articular leve y
macrocefalia con rasgos faciales relativamente normales. Los pacientes presentan menos
comunmente escoliosis, genu varo, lordosis lumbar, déficit cognitivo de leve a moderado,
osteoartritis en la edad adulta, acantosis nigricans y epilepsia del 16bulo temporal (Hulse,
Lin et al. 2012) (Song, Balce et al. 2012, Bober, Bellus et al. 2013) (Alatzoglou, Hindmarsh

et al. 2009) (Rousseau, Bonaventure et al. 1996) (Wynne-Davies and Patton 1991).

Dentro de las caracteristicas radioldgicas mas comunes se encuentran el acortamiento
de los huesos largos con ensanchamiento metafisiario (principalmente en la tibia y en el
fémur), el estrechamiento interpeduncular en las vértebras lumbares inferiores, la

braquidactilia leve a moderada y el cuello femoral amplio y corto (Heselson, Cremin et al.
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1979). Sus caracteristicas esqueléticas son similares a las encontradas en los pacientes con
acondroplasia pero tienden a ser mas leves, ademas las complicaciones médicas son menos
frecuentes (Bober, Bellus et al. 2013). Las mutaciones en el gen FGFR3 son las Unicas
conocidas como causales de la hipocondroplasia, pero se sospecha que existe heterogeneidad
genética debido a que Unicamente se han encontrado en aproximadamente el 70% de los
pacientes con el diagndstico clinico (Heuertz, Le Merrer et al. 2006). Su tipo de herencia es

autosémica dominante (Bober, Bellus et al. 2013).

1.2.3.3 Displasia tanatoforica

La incidencia de esta patologia en estudios recientes se ha estimado en 1:20.000
recién nacidos pero puede llegar a ser mayor en ciertas poblaciones como en las del Norte
de Irlanda (1:12.000 recién nacidos) (Barbosa-Buck, Orioli et al. 2012) (Donnelly,
McConnell et al. 2010). Es una displasia esquelética usualmente letal en el periodo perinatal.
Se clasifica en dos tipos segun sus hallazgos clinicos. La tipo | se caracteriza por presentar
micromelia, el fémur arqueado y en algunos casos la deformidad del craneo en trébol en
diferentes grados de severidad. La tipo Il que se caracteriza por micromelia con el fémur
normal y la presencia en todos los casos de deformidad del craneo en trébol de moderada a
severa (Karczeski and Cutting 2013). La displasia tanatoforica debe sospecharse ante la
presencia de los huesos largos acortados y el torax estrecho por deteccion prenatal o neonatal,

especialmente cuando ocurre la muerte en este periodo (Lemyre, Azouz et al. 1999).

Los hallazgos ecogréaficos prenatales incluyen el acortamiento de los huesos largos
(detectado entre las semanas 12 a 14 de la gestacion), una translucencia nucal incrementada,
un flujo reverso en el ducto venoso durante el primer trimestre, deficiencia de crecimiento

con la longitud de las extremidades por debajo del percentil 5 a las 20 semanas de gestacion,
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vértebras y craneo completamente osificados, platispondilia, ventriculomegalia, cavidad
toracica estrecha, polihidramnios, encefalocele y deformidad del craneo en trébol detectadas
en el segundo a tercer trimestre de la gestacion (Chen, Chern et al. 2001, Khalil, Pajkrt et al.

2011) (Martinez-Frias, Egués et al. 2011) (Ferreira, Matias et al. 2004).

Durante el examen fisico posnatal se pueden identificar presentes la macrocefalia, la
fontanela anterior agrandada, el abombamiento frontal, la cara aplanada con un puente nasal
deprimido, la proptosis ocular, la micromelia, la mano en tridente con braquidactilia, los
pliegues de piel redundantes, el térax estrecho con un abdomen protuberante, la hipotonia
generalizada, el fémur arqueado (tipo 1) y el craneo en trébol (siempre en tipo Il y algunas
veces en tipo 1) (Lemyre, Azouz et al. 1999, Passos-Bueno, Wilcox et al. 1999). Es una
enfermedad causada por mutaciones en el gen FGFR3. Su tipo de herencia es autosomica
dominante y la mayoria de pacientes tienen una mutacion de novo (Bellus, Spector et al.

2000).

1.2.3.4 Acondrogénesis tipo 1B

No existen datos disponibles de la prevalencia de esta enfemedad infrecuente (Pagon,
Adam et al. 2013). Es una patologia letal en el periodo prenatal o poco tiempo después del
nacimiento. Sus principales caracteristicas clinicas son las extremidades muy cortas con
braquidactilia en las manos y en los pies, la hipoplasia del torax, el abdomen protuberante, la
presencia de hernias inguinales y/o umbilicales, la apariencia fetal hidrépica causada por la
abundancia de tejidos blandos relativo al pequefio esqueleto, la cara aplanada, el cuello corto
y los tejidos blandos engrosados en el cuello (Pagon, Adam et al. 2013). Dentro de la
descripcion radioldgica es posible encontrar desproporcion entre un craneo cercano al tamario

normal y un cuerpo muy pequefio, una osificacion escasa 0 ausente de los cuerpos
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vertebrales, las costillas pequefias y delgadas, la osificacidon del hueso iliaco limitada a la
parte superior dando una apariencia de “parapente”, el acortamiento severo de los huesos
tubulares y las falanges pobremente osificadas (Borochowitz, Lachman et al. 1988)
(Warman, Cormier-Daire et al. 2011, Pagon, Adam et al. 2013). Esta enfermedad es causada
por mutaciones en el gen SLC26A2. Su patrén de herencia es autosomico recesivo

(Héstbacka, de la Chapelle et al. 1994).

1.2.3.5 Acondrogénesis tipo 1A

La prevalencia es desconocida pero también es una enfermedad muy poco frecuente
(Kapur 2007). Se caracteriza por anormalidades faciales variables dentro de las cuales se
encuentran la cara aplanada y la protrusion de los ojos y de la lengua. También se observa
un cuello corto, micromelia, un tronco muy pequefio, las costillas cortas y los huesos
craneales delgados. En algunos casos se encuentra una apariencia fetal hidropica al igual que
en la acondrogénesis tipo 1B (Grigelioniene, Geiberger et al. 2013). Los pacientes tienen una
formacion 6sea anormal en la columna vertebral, la pelvis y las extremidades pero los grados
de severidad pueden ser variables. El térax pequefio conduce a un pobre desarrollo pulmonar
desencadenando la muerte temprana posterior al nacimiento (Aigner, Rau et al. 2007). Esta
condicion es causada por mutaciones en el gen TRIP11 y su herencia es de tipo autosdmica

recesiva (Smits, Bolton et al. 2010).

1.2.3.6 Acondrogénesis tipo 2
La incidencia de la acondrogénesis tipo 2 ha sido estimada en 1: 40.000 — 1: 60.000
recién nacidos. Los pacientes que padecen este trastorno presentan el térax estrecho, los
huesos anormalmente cortos en las extremidades superiores e inferiores, las costillas

delgadas, los pulmones poco desarrollados, el menton pequefio y el paladar hendido. Tienen
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una formacion 6sea anormal en la columna vertebral y en la pelvis (Kapur 2007). También
se encuentra una apariencia fetal hidrépica y el abdomen protuberante. El pronéstico de vida
es pobre y tienden a fallecer en el periodo prenatal o poco después del nacimiento al igual
que en los demas tipos de acondrogénesis. Esta anomalia es originada por mutaciones en el
gen COL2AL. Tiene un patrén de herencia autosomico dominante (Warman, Cormier-Daire

et al. 2011) (Superti-Furga, Bonafé et al. 2001) .

1.2.3.7 Osteogénesis imperfecta

La osteogenesis imperfecta (Ol) es un trastorno caracterizado por fracturas con
trauma minimo o ausente, dentinogénesis imperfecta de grado variable y pérdida auditiva en
la edad adulta. Los hallazgos clinicos son muy variables y van desde deformidades
esqueléticas severas asociadas a dificultades en la movilidad y talla muy baja hasta individuos
asintomaticos con leve predisposicion a fracturas, denticion normal y talla normal (Basel and
Steiner 2009). Las fracturas pueden ocurrir en cualquier hueso pero son méas comunes en las
extremidades. La dentinogénesis imperfecta hace referencia a dientes de apariencia gris o
café que pueden parecer traslcidos con ruptura o facil pérdida de las piezas dentales (Van
Dijk and Sillence 2014). Las caracteristicas clinicas de la enfermedad incluyen las fracturas
mdaltiples, la talla baja asociada frecuentemente a deformidad Osea, las escleras azules o
grises, la dentinogénesis imperfecta, la hipoacusia pospuberal progresiva, la hiperlaxitud
ligamentaria. La historia familiar de la enfermedad usualmente refiere a un patrén de herencia

autosomico dominante (Basel and Steiner 2009).

Los principales hallazgos radiologicos consisten en las fracturas 0seas en diferentes
estadios, las vértebras en forma de pez, los huesos wormianos o supernumerarios, la

protrusion acetabular y la osteopenia u osteoporosis (Cremin, Goodman et al. 1982) (Lund,
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Mglgaard et al. 1999) (Roughley, Rauch et al. 2003). Esta patologia ha sido clasificada en
cuatro grupos por sus caracteristicas clinicas, radioldgicas, su historia natural y su historia
familiar (Sillence, Senn et al. 1979) (Rimoin, Pyeritz et al. 2013). Su descripcion clinica se

realizara a continuacion:

Ol clésica no deformante con esclera azul (previamente llamada Ol tipo 1): los
pacientes presentan la esclera azul y la talla normal. Algunos de ellos tienen arqueamiento
femoral en el momento del nacimiento. Las fracturas se presentan mas frecuentemente
cuando el nifio empieza la marcha, disminuyen en frecuencia durante la pubertad y vuelven
a ser habituales en el estado posmenopausico en la mujeres y posterior a la quinta década en
hombres (Paterson, McAllion et al. 1984). Algunos pacientes cursan con dentinogénesis
imperfecta. Ademas presentan hipermovilidad articular e hipoacusia progresiva en la edad

adulta (van Dijk, Cobben et al. 2011).

Ol prenatal letal (previamente llamada Ol tipo I1): las anormalidades son evidentes
desde el nacimiento con el peso y la talla bajos para la edad gestacional, las escleras azules
oscuras Y el tejido conectivo extremadamente fragil. El craneo es de consistencia blanda y
grande para el tamafio corporal, las extremidades son pequerfias y arqueadas, las caderas estan
habitualmente flexionadas y abducidas. Aunque algunos fetos mueren en el periodo prenatal
0 son espontaneamente abortados, la mayoria fallecen en el periodo perinatal temprano
debido a una falla respiratoria asociada a fracturas costales y por el térax pequefio (Byers,

Tsipouras et al. 1988).

Ol deformante progresiva (antes llamada Ol tipo I11): su diagndstico es evidente al
nacimiento. Ocurren multiples fracturas desde el periodo perinatal secundarias a la simple
manipulacion del infante. Algunos de los pacientes fallecen por insuficiencia ventilatoria
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debido a fracturas costales mdaltiples. Quienes sobreviven a este periodo evolucionan
satisfactoriamente aunque la mayoria no logra la marcha por si mismos y requieren uso de
silla de ruedas por la severa fragilidad dsea y las deformidades esqueléticas. El crecimiento
en estos pacientes es extremadamente lento y los adultos pueden alcanzar tallas tan bajas
como un metro o0 menos. La inteligencia es normal. Pueden presentar macrocefalia relativa,
dentinogénesis imperfecta y el torax en tonel. La esclera es azul durante la infancia pero se
aclara con el tiempo. La hipoacusia se inicia en la adolescencia y algunos pacientes pueden
presentar impresion basilar (base craneal descendida respecto al limite superior de la

odontoides) (Sillence, Barlow et al. 1986).

Ol variable comun con esclera normal (previamente llamada Ol tipo 1V): los
pacientes exhiben talla levemente baja, dentinogénesis imperfecta, hipoacusia de inicio en la
adultez y esclera normal o de color gris tenue, la impresion basilar puede presentarse (Hayes,
Parker et al. 1999). Este grupo de pacientes presenta un espectro de severidad de la

enfermedad muy amplio lo cual dificulta el diagnostico (Rauch and Glorieux 2004).

Otros hallazgos relevantes en cualquier paciente con Ol son la cara en forma
triangular, el craneo relativamente grande comparado con el tamafio corporal, la presencia
de escoliosis, la artritis de inicio temprano, la facil equimosis en la piel, el prolapso de la
valvula mitral y la dilatacion adrtica (McKusick 1972) (Hortop, Tsipouras et al. 1986). La
inteligencia en estos pacientes es usualmente normal pero el desarrollo motor grueso puede
estar retardado. Considerando todos los grupos la Ol tiene una prevalencia de 6—7: 100000
nacimientos. La forma clasica no deformante y la variable coman constituyen mas de la mitad

de los casos. Esta patologia es causada por mutaciones en los genes COL1A1 y COL1A2 y
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los cuatro grupos acd mencionados tienen una herencia autosomica dominante (Sillence,

Senn et al. 1979).

1.2.3.8 Displasia diastroéfica

No existen datos exactos de la incidencia de esta enfermedad, pero se cree que se
aproxima a 1: 100.000 reciéen nacidos (Bonafé, Mittaz-Crettol et al. 2013). Dentro de sus
principales hallazgos clinicos estan el craneo de tamafio normal, los hemangiomas frontales,
la frente amplia, las fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo, el puente nasal deprimido, las
narinas antevertidas, la nariz larga y delgada por hipoplasia de las alas nasales, el paladar
hendido, la boca pequefia y la mandibula normal. También puede observarse una
protuberancia quistica del pabellon auricular en el periodo neonatal, un leve acortamiento del
tronco y un torax pequefio por lo cual los pacientes pueden experimentar insuficiencia
respiratoria. El abdomen es protuberante, las extremidades son cortas, los pulgares abducidos
y proximalmente desplazados. Estos pacientes presentan contracturas de grandes
articulaciones causando movilidad restringida. Son frecuentes las luxaciones de los radios,
la desviacidn cubital de los dedos, la hendidura entre el primer y sequndo dedos del pie y el
pie equinovaro (Royce and Steinmann 2003, Barbosa, Sousa et al. 2011, Pagon, Adam et al.
2013). En los adultos la talla final alcanza entre 100 cm y 140 cm y es comun la artrosis
degenerativa de la cadera. El desarrollo mental y la inteligencia son usualmente normales

(Horton, Hall et al. 1982).

Dentro de los hallazgos radioldgicos se encuentran el craneo de tamafio normal con
un esqueleto pequefio y desproporcionado, la cifosis cervical, la osificacion incompleta de
las vértebras toradcicas superiores con ensanchamiento del canal espinal cervical, las

hendiduras coronales en las vértebras lumbares y en las toréacicas inferiores, y el
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estrechamiento de la distancia interpeduncular de L1 a L5. El esternon podria presentar
duplicacion de los centros de osificacion. Las costillas mas cefalicas son pequenas y el torax
puede tener forma de campana. El ileon es hipopléasico y los acetdbulos son planos. Los
huesos largos se encuentran moderadamente acortados con ensanchamiento metafisiario, el
hdmero distal ocasionalmente es bifido o con forma de V y algunas veces hipoplasico. El
fémur es distalmente redondeado, la patela puede parecer fragmentada, el radio y la tibia son
arqueados y puede existir luxacion proximal del radio al nacimiento (Vaara, Marttinen et al.
1997, Remes, Tervahartiala et al. 2002, Weiner, Jonah et al. 2008, Weiner, Jonah et al. 2010).
La displasia diastrofica es causada por mutaciones en el gen SLC26A2 y su modo de herencia
es autosomico recesivo (Hastbacka, de la Chapelle et al. 1994, Rossi and Superti-Furga

2001).

1.2.3.9 Displasia toracica asfixiante (sindrome de Jeune)

La displasia torécica asfixiante (sindrome de Jeune) tiene una prevalencia aproximada
de 1 en 100.000 a 1 en 130.000 individuos. Es un trastorno del crecimiento 6seo caracterizado
por una talla baja, el térax estrecho, las costillas cortas, los huesos largos acortados en las
extremidades superiores e inferiores, y polidactilia en los pies y en las manos (Baujat, Huber
et al. 2013). Otras alteraciones esqueléticas incluyen las claviculas y los huesos pélvicos con
formas anormales y los extremos distales de los huesos largos en forma de cono (Keppler-
Noreuil, Adam et al. 2011). Muchos recién nacidos con esta condicion presentan un térax
extremadamente estrecho en forma de campana que puede restringir el crecimiento y la
expansion pulmonar llevando a una muerte temprana. Quienes sobreviven suelen presentar

mejoria de su condicidon respiratoria a través del tiempo. Algunas personas presentan
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anormalidades esqueléticas menos severas con alteraciones respiratorias mas leves (Baujat,

Huber et al. 2013).

Es posible encontrar alteraciones renales, cardiacas y estenosis subglotica y, menos
frecuentemente, enfermedad hepatica, quistes pancreaticos, anormalidades dentales y
distrofia retinal (Schmidts, Arts et al. 2013, Schmidts 2014). Se han descrito mutaciones en
al menos once genes como causales de la displasia toracica asfixiante. El primer gen asociado
a la condicion fue el 1FT80. Estudios posteriores mostraron que las mutaciones en el gen
DYNC2H1 son la causa de mas de la mitad de los casos. Aproximadamente el 70% de los
pacientes con esta enfermedad tienen mutaciones en uno de los genes conocidos. Es una
condicion de herencia autosémica recesiva (Beales, Bland et al. 2007, Schmidts, Arts et al.

2013).

1.2.3.10 Raquitismo

Como se menciond previamente, cuando se evalla un paciente con talla baja
desproporcionada, debe estudiarse la presencia de raquitismo debido a que es la forma mas
comun de enfermedad dsea de origen metabdlico en nifios (Spranger 1984, Ramirez, Barros
et al. 2013). La deficiencia de vitamina D es la causa mas frecuente de esta patologia aunque
la insuficiente ingesta nutricional de calcio y fésforo genera signos clinicos similares.
También ocurre cuando los metabolitos de vitamina D son deficientes (DeLuca 1986). Esta
entidad generalmente empieza a manifestarse entre los 4 y los 18 meses de edad por las
deficiencias nutricionales de la vitamina D y en el raquitismo hipofosfatémico ligado al X.
Los nifios pretérmino desarrollan cambios desde las siete semanas de edad si su dieta es

inadecuada. Los signos clinicos de déficit de calcio ocurren después de los dos afios de edad.
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La insuficiencia de vitamina D durante la adolescencia resulta en osteomalacia (Bishop 1989,

Robinson, Hogler et al. 2006, Dimitri and Bishop 2007).

El signo radiolégico méas temprano del raquitismo es la pérdida de la demarcacion
entre la placa de crecimiento y la metéfisis. Estos hallazgos progresan hasta las caracteristicas
radiologicas clasicas: la fragmentacion y el ensanchamiento de las metafisis principalmente
visibles en las articulaciones radio-cubito-carpianas, las rodillas y los tobillos. El periostio
parece separado de la diafisis. La osteomalacia aparece radiolégicamente como una
osteopenia generalizada con engrosamiento visible de las trabéculas. Una vez el nifio empieza
a caminar ocurre el arqueamiento de las extremidades inferiores por el debilitamiento de la
tibia y el fémur. EI genu varo con una distancia intercondilar de mas de 5 cm es sugestivo de
raquitismo y es la deformidad Gsea mas comdn en nifios. ElI dolor 6seo difuso es
caracteristico. La cifoescoliosis puede aparecer en nifios mayores de dos afios. La pelvis
puede disminuir su didmetro anteroposterior llevando a una “pelvis plana” que en mujeres
puede alterar posteriormente el trabajo de parto (Nozza and Rodda 2001). Después del afio
de edad puede aparecer el “rosario raquitico” debido a una inflamacién de las uniones
costocondrales. También es posible encontrar pectus carinatum secundario a la traccion que

ejercen los musculos sobre los huesos debilitados (Dimitri and Bishop 2007).

El craneotabes es el debilitamiento de los huesos del craneo por falla en la osificacion
intramembranosa y esta usualmente presente en estos pacientes desde la infancia temprana.
La expansion de la boveda craneal relativa al esqueleto facial causa abombamiento frontal y
en algunos casos se ha encontrado un cierre retardado de la fontanela anterior e hipertension

endocraneana benigna. Ademas de los signos clinicos mencionados, en estos pacientes puede
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observarse una talla baja desproporcionada (Econs and McEnery 1997, Wharton and Bishop

2003, Dimitri and Bishop 2007).

Otros posibles hallazgos en el raquitismo son la erupcion dental retardada y la
hipoplasia del esmalte dental. Es probable encontrar convulsiones hipocalcémicas, tetania,
apneas Yy estridor en nifios menores de 6 meses. También son frecuentes la cardiomiopatia
hipertréfica o dilatada, la prolongacion del intervalo QT, las arritmias, la hipotensién o la
falla cardiaca secundarios a hipocalcemia. Igualmente es probable que aparezca debilidad
muscular debida a miopatia proximal, a anemia o a pancitopenia (Rugg-Gunn, Al-

Mohammadi et al. 1998, Uysal, Kalayci et al. 1999, Dimitri and Bishop 2007).

1.2.4 Talla alta patoldgica

En el otro extremo de los trastornos del crecimiento se encuentran aquellos defectos
por aumento excesivo de la talla y el peso, o también llamados los sindromes de
sobrecrecimiento. Las condiciones patogénicas que pueden resultar en estas enfermedades
son limitadas frente a las numerosas situaciones que generan una baja tasa de crecimiento
(Graham 2007). Estos pacientes presentan talla alta, definida por una altura en bipedestacion
mayor a 2 desviaciones estandar (DE) para la media de la misma poblacién y el género

(Sotos, Dodge et al. 1964).

Estas enfermedades también se clasifican segun su origen en la etapa prenatal o
posnatal. La mayoria de trastornos de sobrecrecimiento prenatales persisten después del
nacimiento y en algunos casos el déficit cognitivo, el riesgo de desarrollo tumoral o0 ambos,
son caracteristicas importantes asociadas (Rimoin, Pyeritz et al. 2013). Los factores

relacionados con un sobrepeso fetal incluyen la predisposicion genética, la ganancia de peso
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materno excesivo, la obesidad materna, la diabetes, la posmadurez y la multiparidad

(Stothard, Tennant et al. 2009, Ouzounian, Hernandez et al. 2011).

A nivel celular, el exceso primario de crecimiento resulta de una hiperplasia celular
intrinseca, mientras que el exceso secundario de crecimiento se debe a una estimulacion por
factores mediados humoralmente fuera del sistema esquelético (Rimoin, Pyeritz et al. 2013).
Entre los trastornos de sobrecrecimiento patogénicos, la mayoria de aquellos de inicio
prenatal son de tipo primario como el sindrome Beckwith Wiedemann o el sindrome Sotos
(Choufani, Shuman et al. 2010). El exceso de crecimiento secundario de inicio prenatal es

usualmente no sindrémico como la macrosomia diabética.

El sobrecrecimiento de inicio posnatal es generalmente secundario, este involucra la
sobreproduccién de estrogenos, de andrégenos, de GH o de hormona tiroidea, como por
ejemplo durante la acromegalia y el hiperinsulinismo. Menos frecuentemente los trastornos
de sobrecrecimiento primarios se manifiestan en el periodo posnatal. Algunos ejemplos de
ellos son el sindrome de Klinefelter, la homocistinuria y el sindrome de Marfan (Argente,

Pérez-Jurado et al. 2000, Dvorkin, Dvorkin et al. 2010, Warman, Cormier-Daire et al. 2011).

1.2.5 Talla baja esencial

La talla baja esencial hace parte de un grupo de patologias que han sido clasificadas
como enfermedades aisladas. Se trata de disfunciones poco frecuentes en las cuales el
crecimiento esta severamente restringido desde etapas muy tempranas del desarrollo que
continta en la etapa posnatal. Estos pacientes también presentan microcefalia severa y otros
hallazgos clinicos tipicos especificos de cada sindrome. Los sindromes explicados hasta

ahora hacen parte de los trastornos mas frecuentes dentro de la clasificacion general de
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alteraciones en el crecimiento y aunque algunas de estas comparten las caracteristicas tipicas
de talla baja y microcefalia con la talla baja esencial, presentan signos adicionales que las
diferencian de esta. Por tratarse del tema principal de la presente tesis, la talla baja esencial

se abordara de forma detallada a continuacion.

1.2.5.1 Mecanismos y vias de la falla del crecimiento en el enanismo esencial

1.2.5.1.1 Determinantes del tamafio de un organismo

La medida de un animal u érgano depende del nimero y tamafio de sus células, asi
como de la cantidad de matriz y de fluido extracelular. Los 6rganos de los vertebrados son
habitualmente formados primero en tamafio muy reducido para luego aumentar mediante
division celular. De esta manera el interrogante principal del control del tamafio de un
organismo se asocia a la determinacion de la masa celular total (Conlon and Raff 1999).
Existen factores locales y sistémicos conocidos que definen el tamafio de los érganos, como
las hormonas GH y la IGF1. Esta claro que aunque los genes determinan en gran proporcion
el tamafio de los 6rganos, los factores medioambientales como la nutricion tienen una
importante funcion. Las diferencias en las dimensiones entre los animales de la misma o de
diferente especie estan determinadas por una desigualdad en el tamafio, en el nimero celular
0 en ambas caracteristicas. EI nimero de células depende del balance entre la division y la
muerte celular mientras que el tamafio de las mismas es controlado por moléculas de

sefializacion intra y extracelulares que lo regulan (Conlon and Raff 1999).

El crecimiento de las células no depende de la progresion a través del ciclo de division
celular. Por lo tanto las mutaciones que bloguean la progresion de este ciclo no detienen el
crecimiento celular (Johnston, Pringle et al. 1977, Weigmann, Cohen et al. 1997). El aumento
de tamario en las células animales depende generalmente de los factores de crecimiento
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extracelulares producidos por otras células. Estos factores activan las vias de sefializacion
intracelular que estimulan la sintesis proteica y otros procesos biosintéticos para que la tasa
de sintesis de macromoléculas exceda la tasa de degradacion. Una de las vias mas importantes
en este proceso es la de fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) la cual activa la cascada de
serina/treonina quinasa (Zetterberg, Engstrom et al. 1984, Thomas and Hall 1997). Es
importante resaltar que también existe un limite en el crecimiento celular incluso cuando hay
cantidades excesivas de factores de crecimiento y de nutrientes, lo cual esta determinado
principalmente por genes especificos. Los mecanismos intracelulares que limitan la
biosintesis (y por lo tanto limitan el crecimiento y el tamafio celular) son ain desconocidos

(Britton and Edgar 1998).

Existe una relacion establecida entre el tamafio de la célula y el ADN nuclear, mas
especificamente con su ploidia. Por ejemplo una célula tetraploide tiene dos veces el tamafio
de una célula diploide del mismo tipo. Esta caracteristica es comun en todos los organismos
que han sido examinados (Nurse 1985). Sin embargo, la relacion entre la ploidia y el tamafio
celular no se extiende hasta el tamafio del organismo completo o de sus érganos, puesto que
los animales poliploides usualmente compensan este fendmeno porque tienen menor nimero
de células que el correspondiente en animales diploides (Fankhauser 1952, Eakin and
Behringer 2003). Los factores de supervivencia celular también son necesarios para alcanzar
el tamafio final del organismo puesto que de ellos depende el control de la muerte celular
programada. Por ejemplo, cuando hay una sobreproduccion de GH durante el desarrollo, se
produce una excesiva masa celular total debido al estimulo incrementado sobre el IGF1 que
es un potente factor de crecimiento y de supervivencia para muchos tipos celulares (Palmiter,

Norstedt et al. 1983, Raff 1992).
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Los mitdgenos extracelulares y las moléculas inhibitorias regulan la division o la
proliferacion celular para asegurar que las células animales Unicamente se dividan cuando se
requiere un mayor nimero de ellas (Sherr and Roberts 1995). Los mitogenos activan las vias
de sefializacion intracelular que inducen la produccién y/o la activacion de factores del
sistema de control del ciclo celular para favorecer el progreso a traves del ciclo (Brooks and
Riddle 1988). De manera contraria, los inhibidores de la proliferacién activan las vias de
sefializacion intracelular que estimulan la produccion de componentes del sistema de control
para detener el progreso a través del ciclo celular, habitualmente en la fase G1 (Sherr 1994).
Asi mismo, la concentracion de un mitdégeno puede influenciar la tasa de progresion del ciclo
celular aumentando la velocidad del ciclo cuando incrementa la concentracion del mitégeno

0 viceversa (Gao and Raff 1997, Conlon and Raff 1999).

Las proporciones que alcanza un organismo son establecidas desde el momento en
que la embriogénesis empieza. Los organismos de cada especie logran tamafios reproducibles
con poca variacion. De igual manera los 6rganos crecen hasta lograr tamarfios acorde a las
dimensiones del organismo completo, aunque los mecanismos por los cuales los programas
genéticos fijan esos limites siguen siendo desconocidos (Klingseisen and Jackson 2011). En
los mamiferos las variaciones en las medidas parecen estar determinadas por el nimero de
células. Por ejemplo, se ha observado una diferencia en la masa corporal aproximada de 3.000
veces entre los humanos y los ratones asociado a una desigualdad de las mismas veces en el
namero de células (Conlon and Raff 1999).

Aunque la cantidad de células haya sido establecida como el factor determinante en
las diferencias de tamafio de las especies, éste es un fendmeno complejo constituido por la

unién de muchos factores que participan en procesos como la proliferacion, la diferenciacion
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y la muerte celular (Conlon and Raff 1999). En levaduras existe un “punto de restriccion”
donde las células frenan su progreso en G1 0 en G2 si no han alcanzado un tamafio minimo
(Hartwell, Culotti et al. 1974, Nurse 1975, Jorgensen and Tyers 2004).

1.2.5.1.2 Principales vias de sefializacion reguladoras del crecimiento

Los organismos requieren de las vias de sefializacion sutilmente reguladas para el
control y la coordinacion del desarrollo del crecimiento. Estas vias necesitan de una
integracion de mdaltiples factores y la sucesiva accion de efectores sobrelapados que regulan
el crecimiento actuando sobre la masa, la supervivencia y/o la proliferacion celular
(Klingseisen and Jackson 2011). Las hormonas de crecimiento tienen un efecto importante
en la talla final adulta y las mutaciones en los factores integrantes del eje GH/IGF1 causan
una alteracion en la talla (Savage, Burren et al. 2010). Corriente abajo del receptor de IGF1
ésta via interactla con otras sefiales del crecimiento por medio de la quinasa blanco de
rapamicina (TOR). A través de una gran red de sefializacién esta proteina integra la IGF1,
los factores de crecimiento, los nutrientes y la energia celular (Caron, Ghosh et al. 2010).
También promueve el inicio de la traduccion a través de la fosforilacién y la activacion de la
maquinaria traduccional, promoviendo la sintesis de proteinas y evitando su degradacion,
aumentando asi la masa celular (Wullschleger, Loewith et al. 2006) (Wullschleger, Loewith
et al. 2006).

La quinasa Hippo serina/treonina es una via regulatoria del crecimiento conservada
desde la Drosophila hasta los mamiferos. Corriente abajo la via Hippo inhibe la actividad del
coactivador transcripcional Yorkie por medio de su fosforilacion y su expulsion nuclear
(Khaykin, Kotzerke et al. 2014) (Dong, Feldmann et al. 2007). Yorkie interactda con diversos

blancos transcripcionales para la induccién de la proliferacion y de la supervivencia celular
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por lo cual, al parecer, esta via promueve la transicion de la proliferacion a la quiescencia
celular (Tapon, Harvey et al. 2002, Neto-Silva, de Beco et al. 2010, Ziosi, Baena-Lopez et

al. 2010) (Pan 2010). (Figura 4)

Tao-1 —— Par-1
\ /
P

Figura 4. Via quinasa Hippo serina/treonina (tomado y modificado de Dong, 2007)

La via de la quinasa reguladora de la sefial extracelular (ERK1/2), MAPK se activa
en respuesta a los factores mitogénicos en multiples tipos celulares (Meloche and Pouyssegur
2007). La unidn de los mitdgenos a los receptores de la superficie celular inicia una cascada
intracelular de quinasas que a su vez activan la quinasa ERK1/2, la cual fosforila varios
sustratos proteicos (Lewis, Shapiro et al. 1998, Pearson, Robinson et al. 2001). La actividad
de ERK 1/2 es requerida para la progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, para la
estimulacién de los reguladores positivos y para la inhibicidn de la expresion de los genes
antiproliferativos. También esta involucrada en la sintesis de proteinas y de esta forma en el
crecimiento celular por medio de activacion de la via mTOR (Yamamoto, Ebisuya et al. 2006,

Meloche and Pouyssegur 2007) (Carriére, Cargnello et al. 2008).
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Los morfégenos también han demostrado ser potentes agentes promotores del
crecimiento por medio de la interrelacion con las vias de sefializacion en donde actGan
importantes factores como el WNT, el TGF-B, el Sonic Hedgehog (SHH) y el NOTCH
(Leevers and McNeill 2005, Crickmore and Mann 2008). Estos factores ejercen funciones en
la via Hippo y son importantes para el mantenimiento de la homeostasis tisular por medio de
la regulacion de las tasas de renovacion de las células madre y la proliferacion o la
diferenciacion de las células progenitoras (Alarcon, Zaromytidou et al. 2009, Varelas, Miller
etal. 2010, Zhao, Li et al. 2010, Heallen, Zhang et al. 2011). Adicionalmente, los morfdgenos
influyen en el nimero celular por medio de la promocién de la diferenciacion que usualmente
resulta en la salida del ciclo celular y a través de su accion sobre las células madre regulando
su proliferacion y su diferenciacion (Katoh 2007). A pesar de los conocimientos adquiridos
por medio de los numerosos estudios de las vias regulatorias del crecimiento la forma como
se establece el tamafio de un organismo permanece sin ser determinada (Klingseisen and
Jackson 2011).

1.2.5.2 Genes y mutaciones asociadas a la etiologia del enanismo esencial

A la fecha mutaciones en 15 genes principales han sido asociadas con enanismo
esencial microcefalico. Algunas de estas moléculas tienen funciones bioldgicas superpuestas

en el ciclo celular.
12521 ATR

ATR (Ataxia telangiectasia y relacionado con Rad3 0 proteina relacionada con
FRAP1/FRP1) abarca 130 kb y su localizacion cromosomica es 3923 (MIM*601215). Este
gen codifica para una proteina de 2.644 aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina

ATR (ATM-y relacionada con Rad3) quinasa es un miembro de la familia de proteinas

50



serina/treonina quinasa (PIKK) fosfoinositol 3- quinasa (PI3K). ATR es un sensor de dafio
del ADN y forma un complejo estable con ATRIP (Cortez, Guntuku et al. 2001). Cuando la
replicacion del ADN se detiene una hebra de ADN de cadena Unica queda expuesta para ser
recubierta por la proteina de replicacion A (RPA) la cual recluta a ATR a través de su union
con ATRIP. Una vez activada, ATR fosforila y activa multiples quinasas efectoras corriente
abajo (BRCA1, CHEK1, MCM2, RAD17, RPA2, SMC1, and TP53) las cuales inhiben la
replicacion del ADN vy la mitosis, promueven la reparacién del ADN y fosforilan la histona
H2AX en los sitios de dafio del ADN (Alderton, Joenje et al. 2004). EI ATR activado con
CHKZ1 coordina la replicacion del ADN, su reparacion y la transicion al ciclo celular
(Matsuoka, Ballif et al. 2007). ATR es entonces un regulador esencial de la integridad del
genoma Yy coordina el origen de la replicacion del ADN, los puntos de chequeo del ciclo

celular y la reparacion del ADN (Tanaka, Weinel et al. 2012).

Los individuos afectados por mutaciones en este gen padecen de sindrome de Seckel
tipico con microcefalia severa (MIM*210600) (Goodship, Gill et al. 2000). Ademas, este gen
ha sido asociado con el sindrome de cancer y telangiectasias cutaneas familiar

(MIM*614564).
1.25.2.2 NIN

NIN (nineina o proteina de interaccion GSK3B) abarca 130 kb y su localizacion
cromosomica es 14g22.1 (MIM*608684). El transcrito mas largo codifica para una proteina
de 2133 aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina coiled-coil Nineina es
importante para la funcion centrosomica. En células en interfase la Nineina esté localizada
en el centrosoma formando estructuras tubulares oligoméricas, disminuye en la metafase y
en la anafase y reaparece en la telofase. Esta proteina es importante para el posicionamiento
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de los microtabulos y constituye un enlace molecular entre las actividades de nucleacion y
de anclaje de los microtubulos en el centrosoma (Hong, Chen et al. 2000). PCM1 es requerida
para su localizacion centrosémica. La Nineina es entonces una proteina centrosomica
requerida para el funcionamiento del centro organizador de microtibulos (MTOC) y es
esencial para la reforma de la arquitectura del centrosoma en la interfase seguida a la mitosis
(Ou, Mack et al. 2002). Las mutaciones en el gen NIN han sido asociadas con el sindrome de

Seckel (MIM*614851).

1.25.2.3 ATRIP

ATRIP (proteina de interaccion con ATR) abarca 21 kb y su localizacion
cromosomica es 3p21.31 (MIM*606605). El transcrito mas largo codifica para una proteina
de 791 aminoéacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina ATRIP es un componente del
punto de chequeo al dafio del ADN, que forma un heterodimero con ATR (Cortez, Guntuku
et al. 2001). Se une a una hebra simple de ADN recubierta con la proteina RPA que se
acumula en los sitios de dafio del ADN. ATRIP media la acumulacion de ATR en la
cromatina alterada por una interaccion con el complejo RPA resultando en la acumulacion
de ATR quinasa inducida por el dafio en el ADN. Las mutaciones en el gen ATRIP han sido

asociadas con sindrome de Seckel (Zou and Elledge 2003).

12524 RBBP8

RBBP8 (proteina de unidn al retinoblastoma 8 o CTIP) abarca 228 kb y su
localizacion cromosomica es 18q11.2 (MIM*604124). El transcrito mas largo codifica para
una proteina de 897 aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina endonucleasa

nuclear RBBP8 coopera con el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBN) en el procesamiento
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meidtico y mitético de las rupturas de doble cadena. Pertenece a un complejo con el co-
represor transcripcional CTBP. RBBP8 cumple una funcién principal en la actividad de
ATR/ATRIP corriente abajo del complejo MRN para promover la activacion de ATR y su
reclutamiento en las rupturas de doble cadena en la fase S/G2 (Yu and Baer 2000). RBBP8
forma un complejo con BRCA1 que regula la activacion de CHKL1 y controla el punto de
chequeo G2/M del ciclo celular en el dafio del ADN (Wong, Ormonde et al. 1998). En
ausencia de RBBP8, el procesamiento de las rupturas de doble cadena (DBS) se altera, la
activacion de ATR se reduce Y las células mutantes no responden adecuadamente al dafio del
ADN (Qvist, Huertas et al. 2011). Las tres mutaciones en RBBP8 reportadas conducen a una
pérdida de funcion y han sido asociadas con el sindrome de Jawad (MIM*251255), el

carcinoma pancreético y el sindrome de Seckel (MIM*606744).

1.25.25 CEP152

CEP152 (proteina centrosomica de 152 kd) abarca 98 kb y su localizacion
cromosomica es 15921.1 (MIM*613529). El transcrito mas grande codifica para una proteina
de 1.710 aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina CEP152 se localiza en la
periferia de los centriolos. Es una proteina de andamiaje que promueve la acumulacion
centrosomica de CENPJ y PLKA4. Es reclutada por CEP63 para formar un anillo en el extremo
proximal de los centriolos parentales y es requerida para su duplicacion (Sonnen,
Gabryjonczyk et al. 2013). Las células en interfase de los tejidos de individuos afectados
muestran una variedad de anormalidades morfoldgicas como células multinucleadas,
centrosomas sin microtubulos astrales (microtibulos que s6lo existen inmediatamente antes
y durante la mitosis), centrosomas fragmentados y microndcleos (Dzhindzhev, Quan et al.

2010). En metafase los cromosomas estan mal alineados y se observa un haz monopolar y
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uno tripolar con centrosomas estructuralmente anormales, un exceso de células anaféasicas
tempranas y defectos en la citocinesis. Los errores en la segregacion mitética conducen a
aneuploidias variables en el 10% de las células de un individuo afectado (Kalay, Yigit et al.

2011).

La funcion alterada de CEP152 se asocia a una acumulacion de defectos gendmicos
que resultan de estrés replicativo a través de una activacion aumentada de la sefializacion
ATM provocando retrasos en la entrada a la fase S y en la progresion G2/M. CEP152 es un
componente principal del centro organizador de microtubulos en las células animales. Este
factor influencia la forma, la polaridad y la motilidad celular, y tiene una funcién esencial en

la division celular (Andersen, Wilkinson et al. 2003).

Mutaciones en el gen CEP152 en 7 familias con sindrome de Seckel han sido
reportadas. Una mutacion recurrente (¢.261+1G>C) se identificd en multiples individuos no
relacionados de origen turco (Kalay, Yigit et al. 2011). Las mutaciones en este gen han sido
asociadas con la microcefalia primaria autosdmica recesiva (MIM*614852) y el sindrome de

Seckel (MIM*613823).

1.2.5.2.6 CENPJ

CENPJ (proteina centromérica J) abarca 86 kb y su localizacion cromosomica es
13g12.12 (MIM*609279). El transcrito principal codifica para una proteina de 1.138
aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina CENPJ (también conocida como
CPAP) contiene cinco dominios coiled-coil CC4 (un dominio se une a los dimeros de
tubulina y es importante para la elongacion del centriolo) y un dominio C-terminal que

interactta con CEP152. CENPJ esta presente en el citoplasma de las células en proliferacion.
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Durante la biogénesis del centriolo CENPJ esta concentrada dentro del lumen proximal de
los centriolos parentales, los procentriolos y la matriz pericentriolar (Chen, Chern et al. 2001,
Tang, Fu et al. 2009). Es reclutada en el centrosoma por CEP152 junto con PLK4 y esta
asociada con el complejo en anillo de gamma-tubulina para formar un homodimero

(Cizmecioglu, Arnold et al. 2010). (Zhao, Jin et al. 2010).

La fosforilacion de CENPJ por PLK2 y PLK4 incrementa en la transicion de la fase
G1/S y disminuye durante la finalizacion de la mitosis. CENPJ estd involucrada en el
desensamblaje de los microttbulos en el centrosoma (Basto, Lau et al. 2006). Se cree que las
mutaciones en el gen llevan a la produccidn de proteinas no funcionales. CENPJ es entonces
una proteina centrosdmica con una funcion principal en la regulacion del proceso de

ensamblaje y la nucleacion de los microtibulos (Hung, Tang et al. 2000).

Mutaciones con pérdida de funcion en este gen fueron observadas en multiples
pacientes con el fenotipo de microcefalia primaria (Darvish, Esmaeeli-Nieh et al. 2010). Las
mutaciones en el gen CENPJ han sido asociadas con la microcefalia primaria autosémica

recesiva (MIM*608393) y el sindrome de Seckel (MIM*613676).
1.25.2.7 CEP63

CEPG63 (proteina centrosdmica de 63 kd) abarca 89 kb y su localizacion cromosémica
es 3g22.2 (MIM*614724). El transcrito codifica para una proteina de 1.140 aminoacidos
(Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina CEP63 contiene seis dominios coiled-coil. Esta
proteina se localiza en el centrosoma durante todo el ciclo celular y mediante el extremo N-
terminal interactia con CEP152 para formar un anillo en el extremo proximal de los

centriolos parentales en donde se predice que ocurre su acoplamiento con los procentriolos
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(Sir, Barr et al. 2011). CEP63 recluta en el centrosoma a CDK1, una quinasa mitotica

(Loffler, Fechter et al. 2011).

Luego del dafio del ADN (como en las rupturas de doble cadena), CEP63 es removido
de los centrosomas inactivando el ensamblaje del huso y retardando la progresion mitética.
La ausencia de CEP63 retrasa el ensamblaje de los procentriolos y altera el acoplamiento de
los centriolos. Las células carentes de CEP63 muestran defectos estructurales como los husos
mono y multipolares. Ademas presentan abolicion de la mitosis causando endopoliploidia
(un estado poliploide en el cual los cromosomas se han divido repetidamente sin division
subsecuente del ndcleo o de la célula) (Loffler, Fechter et al. 2011, Sir, Barr et al. 2011).
CEP63 es entonces una subunidad del centrosoma que participa en la forma, la polaridad y
la motilidad celular, con una funcién esencial en la division celular (Andersen, Wilkinson et
al. 2003). Las mutaciones en el gen CEP63 han sido asociadas con el sindrome de Seckel

(MIM*614728).

12528 PHC1

PHCL1 (proteina polihomeética 1 o proteina reguladora del desarrollo temprano 1,
EDR1) abarca 28 kb y su localizacion cromosémica es 12p13.31 (MIM*602978). El
transcrito codifica una proteina de 1.004 aminoécidos (Hamosh, Scott et al. 2005). Las
estructuras PRC (Polycomb repressive complexes) 1 y 2 son complejos proteicos que
funcionan como represores transcripcionales de silenciamiento de numerosos genes durante
el desarrollo mediante la remodelacion de la cromatina y la modificacion de las histonas. La
proteina PHC1 es un componente del complejo PRC1 y actia como una ligasa de ubiquitina
E3 implicada en la ubiquitinacion de H2A y de geminina (Ohtsubo, Yasunaga et al. 2008).
PHCL1 esta también involucrada en la reparacion del ADN y es reclutada en regiones de
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cromatina en respuesta al dafio del ADN (Awad, Al-Dosari et al. 2013). Las mutaciones en
el gen PHC1 han sido asociadas con la microcefalia primaria autosémica recesiva

(MIM*615414) y el sindrome de Seckel (Pagon, Adam et al. 2013).

1.2.5.2.9 RNU4ATAC

RNU4ATAC (RNA pequefio nuclear U4ATAC) tiene una localizacion cromosomica
en 2914.2 (MIM*601428). EI complejo de ribonucleoproteinas del spliceosoma menor U12
dependiente comprende los SnRNA U11, U12, Udatac, U5 y U6atac (Edery, Marcaillou et
al. 2011). Esta estructural y funcionalmente relacionado con los snRNA del spliceosoma
principal U2 dependiente U1, U2, U4, U5 y U6. ElI genoma humano contiene
aproximadamente 700 intrones del tipo U12 removidos por el spliceosoma menor (Levine
and Durbin 2001, Alioto 2007). Los intrones de tipo U12 se caracterizan por presentar

secuencias de reconocimiento de splicing consenso (Sharp and Burge 1997).

La mayoria de los genes que contienen intrones tipo U12 estan involucrados en
funciones celulares importantes como la replicacion y la reparacion del ADN, la
transcripcion, el procesamiento y el transporte de ARN, la traduccion y la organizacién del
citoesqueleto. EI ARN pequefio nuclear U4ATAC es entonces un componente del
spliceosoma menor y es requerido para el corte apropiado de los intrones tipo U12
dependientes (He, Liyanarachchi et al. 2011). Las mutaciones en el gen RNU4ATAC han sido
asociadas con el enanismo esencial osteodisplésico microcefélico tipo I/111 (MOPD I/111)

(MIM*210710).

57



1.2.5.2.10 ORC1

ORC1 (complejo de reconocimiento de origen, subunidad 1) tiene una localizacion
cromosomica en 1p32.3 (MIM*601902). Este gen codifica para una proteina de 861
aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). Ha sido demostrado que la expresion de la proteina
ORC1 humana es baja en las células de los fibroblastos quiescentes y es inducida por la
estimulacion del crecimiento celular. Se ha determinado que existe una relacion directa entre
el inicio de la replicacion del ADN vy la via regulatoria del crecimiento celular involucrando
la quinasa dependiente de la ciclina G1, el supresor tumoral Rb y el E2F (Ohtani, DeGregori
et al. 1996). Se ha establecido que la regulacion de ORC1 podria ser un mecanismo
importante en el mantenimiento de la ploidia de las células humanas debido a que presenta
variacion durante el ciclo celular. Es expresado en células rapidamente proliferativas y
cuando las células entran a la fase S sufre ubiquitinacion y degradacion (Méndez, Zou-Yang

et al. 2002).

Se ha descrito una funcion de la proteina ORC1 en el control del nimero de copias
de los centriolos y de los centrosomas en las células humanas, independientemente de su
funcién en la replicacién del ADN (Hemerly, Prasanth et al. 2009). La deplecién de la
proteina en peces ha sido asociada a un fenotipo de reduccion general en el tamafio de los
tejidos similar a lo observado en pacientes con sindrome de Meier Gorlin (Bicknell, Walker
et al. 2011, Kuo, Song et al. 2012). ORC1, una subunidad del complejo de reconocimiento
de origen, es entonces un componente fundamental de la maquinaria de la replicacion del
ADN. También tiene una funcién en el control del nimero de copias de los centriolos y los

centrosomas en las células humanas independientemente de su papel en la replicacion del
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ADN (Hemerly, Prasanth et al. 2009). Las mutaciones en el gen ORC1 estan asociadas con

el sindrome de Meier Gorlin (Guernsey, Matsuoka et al. 2011) (MIM*224690).
1.2.5.2.11 ORC4

ORC4 (complejo de reconocimiento de origen, subunidad 4) tiene una localizacién
cromosoémica en 2¢g22.3-g23.1 (MIM*603056). Este gen codifica para una proteina de 436
aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). En estudios de inmunoprecipitacion pudo ser
determinado que la proteina humana ORC4 se asocia con mdaltiples proteinas celulares,
incluyendo ORC2 in vivo (Quintana, Hou et al. 1997). Las alteraciones en el complejo pre-
replicacion reducen la fase G1 del ciclo celular y de esta manera limitan la cantidad de tiempo
disponible para el reconocimiento del origen de replicacion. Esto impide la proliferacion
celular resultando en una reduccidn total del niamero de células y en una detencién del
crecimiento (de Munnik, Hoefsloot et al. 2015). Las mutaciones en el gen ORC4 han sido

asociadas con el sindrome de Meier Gorlin (MIM*613800).
1.2.5.2.12 ORC6

ORC6 (complejo de reconocimiento de origen, subunidad 6) tiene una localizacion
cromosomica en 16g11.2 (MIM*607213). El gen codifica para una proteina de 252
aminoacidos (Dhar and Dutta 2000). Se ha reportado que la proteina ORC6 interactiia con
maultiples proteinas celulares. Sin embargo este proceso no se efectla con otras subunidades
ORC (Dhar and Dutta 2000). Durante la mitosis se localiza en los cinetocoros y en una
estructura reticular alrededor de la periferia de la célula. Ha sido implicada en la coordinacién

de la replicacion y en la segregacién con la citocinesis (Prasanth, Prasanth et al. 2002).

59



El silenciamiento de ORC6 por siRNA (small interfering RNA) resulté en células con
los husos multipolares, la mitosis aberrante, con formacion de células multinucleadas y con
la replicacion del ADN disminuida. Periodos prologados de deplecion de ORC6 terminaron
en la disminucion de la proliferacion celular y en el incremento de la muerte celular (Prasanth,
Prasanth et al. 2002). Las mutaciones en el gen ORC6 han sido asociadas con el sindrome de

Meier Gorlin (MIM*613803).

1.2.5.2.13 CDT1

CDT1 (factor de licencia de cromatina y de replicacion de ADN 1) tiene una
localizacion cromosémica en 16924.3 (MIM*605525). El gen codifica para una proteina de
546 aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005). La proteina codificada tiene la capacidad de
unirse a la geminina que evita la replicacion. De esta forma podria prevenir el inicio de la
replicacion en origenes inapropiados (Wohlschlegel, Dwyer et al. 2000). La fosforilacion de
esta proteina por la quinasa dependiente de ciclina A resulta en su degradacion (Whittaker,
Royzman et al. 2000). Al parecer la disociacion entre ORCA y CDT1 es un paso importante
en el desensamblaje del complejo pre-replicacion al final de la fase G1 (Shen, Chakraborty
et al. 2012). Las mutaciones en el gen CDT1 han sido asociadas con el sindrome de Meier

Gorlin (MIM*613804).

1.25.2.14 CDC6

CDCS6 (gen del ciclo de division celular 6) tiene una localizacién cromosémica en
17g21.2 (MIM*602627). El gen codifica para una proteina de 560 aminoacidos (Hamosh,
Scott et al. 2005). Fue demostrado que la proteina CDC6 se expresa selectivamente en las

células proliferantes pero no en las células quiescentes de los mamiferos. Se ha observado
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que la expresion de la proteina CDC6 en la especie humana es regulada en respuesta a las
sefiales mitogenas a travées de los mecanismos de control transcripcional que involucran las
proteinas E2F. CDC6 es requerida para el inicio de la replicacion del ADN en los mamiferos

(Yan, DeGregori et al. 1998).

Al parecer, la desfosforilacion de CDC6 por la proteina fosfatasa 2A (PP2A) es un
evento regulatorio que controla el inicio de la replicacion del ADN en los mamiferos (Yan,
DeGregori et al. 1998). Las mutaciones en el gen CDC6 han sido asociadas con el sindrome

de Meier Gorlin (MIM*613805).

Las caracteristicas del gen PCNT seran abordadas a continuacion en el contexto del
enanismo esencial osteodisplasico microcefélico tipo 1l (MOPD II) puesto que es una de las
temaéticas principales de esta tesis. La mayoria de los estudios experimentales de este trabajo

se localizaron en este gen.

1.2.5.2.15 PCNT

El gen PCNT también llamado gen de la pericentrina o kendrina (MIM*605925), fue
mapeado en 21q22.3 por medio de amplificacién por PCR, analisis con Southern blot y FISH
(fluorescence in situ hybridization). Esta constituido por 47 exones codificantes y tiene una
longitud de 10560 pb (Hamosh, Scott et al. 2005). Se conocen tres variantes de splicing de
genes ortdlogos en los ratones y en los humanos. La forma mas larga, llamada PCNT B, esta
presente tanto en los ratones como en los humanos. Dos formas mas pequefias llamadas Pcnt

Ay Pcnt S se conocen unicamente en los ratones (Muhlhans, Brandstatter et al. 2012).

Se han realizado estudios de expresion en tejidos neuronales de ratones mediante RT-

PCR encontrando expresion de una de las variantes de splicing pequefias, la Pcnt S, en células
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fotoreceptoras y en el resto de la retina. Pcnt B se encuentra en menores cantidades en los
fotorreceptores pero si se expresa abundantemente en otras células retinales y en otros tejidos
neuronales. La variante de splicing B se expresa ademas en el epitelio olfatorio y en una linea
celular NIH 3T3 de fibroblastos de raton (Li, Hansen et al. 2001, Mihlhans, Brandstéatter et
al. 2012). Las mutaciones en este gen causan enanismo esencial osteodisplésico
microcefalico tipo 11 (MOPD II) en la especie humana. En los ratones se cree que no tienen

efectos globales sino especificos en las células o en los tejidos (Mihlhans and GieRRl 2012).
La Tabla 1 resume las caracteristicas de los genes asociados con el enanismo esencial microceféalico.

1.2.5.3 Proteina PCNT

1.2.5.3.1 Caracteristicas estructurales

El gen PCNT codifica para la proteina PCNT (pericentrina 2, pericentrina B,
kendrina) que se expresa en el centrosoma y estd involucrada principalmente en la
organizacion de los microtubulos durante la mitosis y la meiosis. Es una gran coiled-coil de
380 kDa y 3.336 aminoéacidos. Contiene dos dominios coiled-coil principales, uno extenso
en la region N-terminal de aproximadamente 1.500 residuos y otro en la region C-terminal
méas pequefio de aproximadamente 500 aminoacidos. Posee repeticiones internas y un
dominio PACT C-terminal que tiene un blanco que se localiza en los centrosomas durante

todo el ciclo celular (Flory, Moser et al. 2000, Gillingham and Munro 2000, Rauch 2011). (

N-ter C-ter

Figura 5) ‘ |

- Repeticiones internas
- Regiones coiled-coil

B oominiopact

Figura 5. Dominios de la proteina PCNT (tomado y modificado de Griffith et. Al, 2008).

62



La proteina PCNT se une a la calmodulina y es un componente integral del material

pericentriolar (PCM) (Sillibourne, Delaval et al. 2007). Esta proteina interactta con el factor

de nucleacion de los microtdbulos (gamma-tubulina) y es esencial para el normal

funcionamiento de los centrosomas, el citoesqueleto y para la progresion del ciclo celular

(Doxsey, Stein et al. 1994).

Tabla 1. Principales genes asociados con enanismo esencial microcefalico

Sindrome de Seckel

Enfermedad Localizacion
Gen Funcion principal
asociada cromosémica
Sindrome de Seckel. Reguladora de la integridad del genoma.
Sindrome de cancer y Coordina el origen de replicacion del ADN,
ATR 3023
telangiectasias cutineas los puntos de chequeo del ciclo celular y la
familiar reparacion del ADN
Reguladora de las actividades de nucleacion
NIN Sindrome de Seckel 14922.1 y de anclaje de los microtibulos en el
centrosoma
Componente del punto de chequeo al dafio
ATRIP Sindrome de Seckel 3p21.31
del ADN
Promueve la activacion de ATR y su
Sindrome de Jawad. reclutamiento en las rupturas de doble
RBBPS8 Carcinoma pancreatico. 18g11.2 cadena en la fase S/G2. Controla el punto de
Sindrome de Seckel chequeo G2/M del ciclo celular en el dafio
del ADN
Microcefalia primaria Promueve la acumulacién centrosomica de
CEP152 autosémica recesiva. 15021.1 CENPJ y PLK4. Es un componente principal

del centro organizador de microtubulos.
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Influencia la forma, la polaridad, la

motilidad y la division celular.

Microcefalia primaria

Regulacion del proceso de ensamblaje y

CENPJ autosdmica recesiva. 13qg12.12
nucleacién de los microttbulos
Sindrome de Seckel
Es una subunidad del centrosoma que
participa en la forma, la polaridad y la
CEP63 Sindrome de Seckel 3922.2
motilidad celular. Tiene una funcién esencial
en la division celular
Forma parte del complejo represor
Microcefalia primaria transcripcional PRCL. Esta involucrada en la
PHC1 autosdmica recesiva. 12p13.31 reparacion del ADN y es reclutada en
Sindrome de Seckel regiones de cromatina en respuesta al dafio
del ADN
Es un componente del spliceosoma menor.
RNU4ATAC MOPD I/111 2q14.2 Es requerida para el corte apropiado de los
intrones tipo U12 dependientes
Es un componente fundamental de Ia
maquinaria de la replicacién del ADN. Tiene
Sindrome de Meier
ORC1 1p32.3 una funcién en el control del nimero de
Gorlin
copias de los centriolos y los centrosomas en
las células humanas
Sindrome de Meier Promueve el reconocimiento del origen de
ORC4 2022.3-g23.1
Gorlin replicacion del ADN. Se asocia con ORC2
Tiene una funcién en la coordinacién de la
Sindrome de Meier
ORC6 16911.2 replicacion y en la segregacion con la

Gorlin

citocinesis
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Tiene la capacidad de unirse a la geminina
Sindrome de Meier que evita la replicacion y asi podria prevenir
CDT1 16g24.3
Gorlin el inicio de la replicacion en origenes

inapropiados

Sindrome de Meier Es requerida para el inicio de la replicacion
CDCé6 17921.2
Gorlin del ADN en los mamiferos

Proteina multifuncional en andamio que
interactla con otras proteinas para cumplir
funciones principales en la organizacion de
PCNT MOPD II 21922.3
los microtibulos, la division celular, la

progresién del ciclo celular y el ensamblaje

de las cilias

1.2.5.3.2 Funcion biologica de PCNT

La pericentrina actua tanto a nivel estructural como regulatorio. Primero, recluta
multiples proteinas centrosdmicas, principalmente el complejo de gamma-tubulina que inicia
la nucleacion de los microtbulos y la organizacion del huso mitético. Segundo, tiene una
importante funcién en la regulacién del ciclo celular por medio de su interaccién con la via
ATR (Doxsey, Stein et al. 1994, Dictenberg, Zimmerman et al. 1998, Miyoshi, Asanuma et
al. 2004, Zimmerman, Sillibourne et al. 2004). Los ensayos con anticuerpos antipericentrina
realizados con las técnicas de inmunofluorescencia secundaria usando anticuerpos anti-1gG
de raton y de conejo y con la técnica de inmunolot con anticuerpos secundarios IgG anti-
conejo demuestran que se presenta una disrupcion de la mitosis, sugiriendo una funcion
esencial en la progresion mitética. También actia como una proteina de andamiaje que

recluta otras proteinas de sefializacion como la PKA (proteina quinasa A), la PKB (proteina
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quinasa B), la proteina quinasa CPII y la calmodulina en el centrosoma (Diviani, Langeberg
et al. 2000, Chen, Purohit et al. 2004, Zimmerman, Sillibourne et al. 2004, Griffith, Walker
et al. 2008). Ademas interactua con la dineina, las proteinas CG-NAP/AKAP450, la proteina
DISC1 y la PCM1 (Miyoshi, Asanuma et al. 2004) (Takahashi, Yamagiwa et al. 2002) (Li,

Hansen et al. 2001) (Purohit, Tynan et al. 1999).

La pericentrina se localiza en el centrosoma, un organelo celular que consiste en dos
centriolos acoplados contenidos en un conjunto de agregados proteicos que lo rodean y que
se denomina el material pericentriolar (PCM). La funcién principal del centrosoma consiste
en la nucleacion y la organizacion de los microtubulos, por lo cual de forma genérica se
denominan centros organizadores de microtubulos (MTOCS). Durante la interfase del ciclo
celular los microtdbulos determinan la forma, la polaridad y la motilidad celular, mientras
que durante la mitosis forman el huso mitético que es fundamental para la segregacion de los

cromosomas entre las dos células hijas (Doxsey, Stein et al. 1994).

1.2.5.4 PCNT en el ciclo celular

Se evidencid que PCNT en el ciclo celular regula la entrada mito6tica a través de CHK1
(Tibelius, Marhold et al. 2009). Por medio de estudios funcionales fue comprobado que las
células de los pacientes que presentan mutaciones provocadas con luz UV o nocodazole
llevan a la produccion de una proteina truncada con defectos en el arresto en el punto de
chequeo G2-M, con fragmentacion nuclear y con centrosomas supernumerarios. Estas
alteraciones son similares a las que ocurren en los pacientes que presentan mutaciones en
ATR. Esto sugiere que las mutaciones en PCNT impactan en la activacién del punto de

chequeo del ciclo celular y en la respuesta al dafio del ADN dependiente de ATR (Sillibourne,
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Delaval et al. 2007). También fue determinado que la pericentrina funciona corriente abajo

de la activacion por las quinasas de ATR en esta via.

Ha sido determinado que la alteracion en la sefializacion de ATR por si misma podria
causar el fenotipo a través de los mecanismos de progresion mitotica alterada o de
supervivencia celular reducida. En el centrosoma CHKZ1 retarda la transicion G2-M por
medio de la inhibicion de la activacion dependiente de CDC25 del complejo Ciclina B-CDK1
(Kramer, Mailand et al. 2004). La fusion de CHK1 con el dominio PACT de la pericentrina
evita la progresién mitotica G2-M, sugiriendo que la pericentrina endégena provee los
medios de la localizacion de CHKZ1 en el centrosoma para mediar el arresto del punto de
chequeo G2-M. También podria ser necesaria para que CHKL1 transmitiera su sefial a los
componentes centrosdomicos ubicados corriente abajo para efectuar el arresto G2-M (Griffith,

Walker et al. 2008, Tibelius, Marhold et al. 2009). (Figura 6)

La deplecién de PCNT por siRNA conduce a la apoptosis, posterior a la activacion
de los puntos de chequeo mitdticos y el arresto celular en la transicion de la fase G2 a la

mitosis (Zimmerman, Sillibourne et al. 2004).
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Figura 6. Modelo de la funcion de la pericentrina en el arresto del punto de chequeo G2/M dependiente de ATR (tomado y

modificado de Griffith et al. 2008).

1.2.5.5 Mutaciones en el gen PCNT
Griffith et al. (2008) desarrollaron un analisis de ligamiento en dos familias
consanguineas del oriente medio que incluian individuos clinicamente diagnosticados con
sindrome de Seckel. Fue mapeado el trastorno en el cromosoma 21g22.3 en la region del gen
PCNT. Por secuenciacion de los 47 exones codificantes en los individuos afectados de las
dos familias fueron identificadas mutaciones homocigotas que truncaban la proteina, una que
llevaba a un codon de parada prematuro ¢.658G>T (p.Glu220X) y otra que conducia a un

corrimiento del marco de lectura c.1887delA (p.Ser62fs) (Griffith, Walker et al. 2008).

Rauch et al. (2008) identificaron 29 mutaciones diferentes homocigotas o
heterocigotas compuestas en el gen PCNT en 25 pacientes con MOPD II. Entre ellas doce

mutaciones generaban un codén de parada prematuro y 17 conducian al corrimiento del
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marco de lectura. La ausencia de la proteina PCNT fue confirmada por analisis de Western

Blot de lineas celulares de linfoblastos de dos pacientes (Rauch, Thiel et al. 2008).

Los estudios funcionales mostraron evidencia en modelos celulares de defectos en la
sefializacion de ATR. Se reportd6 una morfologia mitdtica anormal en el 71% de los
fibroblastos de los pacientes con sindrome MOPD Il y una separacion prematura de las
cromatides hermanas sugestivo de una funcion de PCNT en el punto de chequeo del
ensamblaje del huso mitético (Rauch, Thiel et al. 2008). Posteriormente fue sugerido que las
células de los pacientes con MOPD Il eran mas susceptibles a la muerte debido a una
segregacion cromosomica y una mitosis defectuosas. Esto resultaria en una disminucién en
la celularidad total embrionaria y en la restriccion del crecimiento en el adulto (Rauch
2011).Un nuevo tamizaje de casos identificé otra mutacion consistente en una insercion
€.3568insT (p.Cys1190fs) en el gen PCNT en una familia consanguinea procedente de

Marruecos (Griffith, Walker et al. 2008).

Willems et al. (2008) observaron que las mutaciones en el gen PCNT habian sido
identificadas en 28 pacientes, incluyendo los 25 con MOPD 11 reportados por Rauch et al.
(2008) y los tres diagnosticados con sindrome de Seckel reportados por Griffith et al. (2008).
El analisis clinico de los pacientes con mutaciones en el gen PCNT inicialmente
diagnosticados con sindrome de Seckel (descrito en detalle en la seccion de sindromes de
enanismo esencial) demostré que todos ellos presentaban alteraciones esqueléticas menores
y una restriccién de crecimiento severa mas sugestiva de MOPD Il (Willems, Genevieve et
al. 2008). Se concluyé que a pesar de la variabilidad en la severidad clinica, MOPD 11 es una
condicion homogénea genéticamente debida a la pérdida de la funcion de la pericentrina

(Willems, Genevieve et al. 2009). Asi, los pacientes reportados por Griffith et al. (2008) con
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mutaciones en el gen PCNT tuvieron un diagnostico de MOPD 11 (Griffith, Walker et al.

2008).

En su reporte completo, en el que fueron estudiados pacientes adicionales, Willems
et al. (2009) identificaron un total de 13 mutaciones diferentes en el gen PCNT incluyendo
una en otro paciente diagnosticado con sindrome de Seckel, este paciente también tenia
defectos esqueléticos menores y caracteristicas clinicas compatibles con MOPD |1 (Willems,

Genevieve et al. 2009).

En un nifio de origen italiano quien fue evaluado al nacimiento con sindrome de
Seckel pero en quien el diagndstico fue posteriormente corregido a sindrome MOPD 11, los
autores identificaron una insercion de 1 pb en estado homocigoto ¢.1527insA (p.Thr510fs)
en el gen PCNT. Debido al sobrelapamiento fenotipico entre el sindrome de Seckel y el
MOPD I los autores enfatizaron en la necesidad de reevaluar a los pacientes. Ciertas
caracteristicas clinicas podrian no ser evidentes en el momento del nacimiento por lo que
realizar la basqueda de las mutaciones en PCNT es fundamental para el diagnéstico correcto

de MOPD II (Piane, Della Monica et al. 2009).

Posteriormente, en cuatro pacientes de dos familias tailandesas no relacionadas con
caracteristicas de MOPD 1l y llamativa microdontia e hipoplasia Osea alveolar se
identificaron mutaciones homocigotas y heterocigotas compuestas en el gen PCNT
(Kantaputra, Tanpaiboon et al. 2011). Muller et al. (2012) encontraron dos mutaciones
diferentes en el gen PCNT ¢.1753C>T (p.Arg585X) y ¢.5320G>T (p.Glul774X) como
causales de MOPD Il de forma heterocigota compuesta en una paciente en quien el fenotipo

inicialmente habia sido atribuido a mutaciones en IGF1 (Mller, Dunstheimer et al. 2012).
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Todas las mutaciones en el gen reportadas a la fecha conducen a una pérdida de funcién de

la pericentrina.

A continuacion sera descrito el gen ASPM debido a que sus mutaciones son causales
de la forma mas comun de microcefalia primaria autosomica recesiva (MCPH) y el gen
DDX11 que estd implicado en la fisiopatologia del sindrome Warsaw Breakage. Este es
importante en los resultados del presente trabajo de tesis como sera descrito en la seccion

correspondiente.

1.2.5.6 ASPM
El gen ASPM (gen del huso anormal asociado a microcefalia) (MIM*605481) fue
mapeado en el brazo largo del cromosoma 1 por medio de estudio de haplotipos comunes
entre familias y andlisis con FISH, especificamente en 1g31.3. El transcrito mas largo

codifica para una proteina de 3477 aminoacidos (Hamosh, Scott et al. 2005).

La proteina ASPM contiene un dominio terminal de union a los microtibulos-NH2,
dos dominios de homologia calponina (CH) que se encuentran en el citoesqueleto y en las
proteinas de transduccion de sefial y 81 motivos 1Q que sirven como sitios de unién para
diferentes proteinas incluyendo las esenciales cadenas livianas de la miosina, la calmodulina
y las proteinas similares a la calmodulina. Los motivos 1Q son sitios de fosforilacion de la
proteina quinasa C (Higgins, Midgley et al. 2010). ASPM se localiza en los centrosomas y
es reclutado dependientemente de los microttbulos en el material pericentriolar durante la

mitosis y se colocaliza con la gamma-tubulina (Singhmar and Kumar 2011).

En Pakistan e India las mutaciones en este gen constituyen entre un tercio y la mitad

de los casos de MCPH, y las variantes incluyen translocaciones, deleciones, inserciones,
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duplicaciones y sustituciones de bases (Bond, Roberts et al. 2002, Kumar, Blanton et al.
2004, Pichon, Vankerckhove et al. 2004, Gul, Tariq et al. 2007). Incluso en familias
consanguineas han sido reportadas variantes heterocigotas compuestas (Saadi, Borck et al.
2009). Una translocacion cromosémica familiar balanceada fue reportada en un nifio con
microcefalia primaria. En este caso el punto de ruptura de la translocacion estaba situado en
el intron 17 de ASPM (Pichon, Vankerckhove et al. 2004). Las mutaciones en este gen causan

Microcefalia primaria autosomica recesiva 5 (MCPH5) (MIM*608716).

1.2.5.7 DDX11
El gen DDX11 (gen del factor de crecimiento de queratinocitos 2, KRG2) (*MIM
601150) fue mapeado en el brazo corto del cromosoma 12, especificamente en 12p11.21 por
medio de andlisis de hibridos de células somaticas y por FISH (Amann, Valentine et al.
1996). Este gen esta constituido por 27 exones de los cuales 26 son codificantes, tiene una

longitud de 3079 pb (Fan, Newman et al. 2002, Hamosh, Scott et al. 2005).

1.25.7.1 Proteina DDX11

1.2.5.7.1.1 Caracteristicas estructurales

El gen DDX11 codifica para una proteina de 906 aminoacidos que pertenece a la
familia DEAD Box compuesta por helicasas de RNA que tienen una estructura caracteristica
de Asp-Glu-Ala-Asp como uno de los 8 motivos de secuencia altamente conservados. Estos
motivos estan conformados por una estructura hélice-vuelta-hélice sugiriendo que se une al
ADN. Uno de sus motivos contiene iones hierro y sulfuro (motivo Fe-S) (Amann, Valentine

et al. 1996, Fan, Newman et al. 2002) (Figura 7).
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Figura 7- Representacion esquematica de los motivos helicasa y Fe-S de la proteina DDX11

(tomado y modificado de Capo-Chichi, 2012)

1.2.5.7.1.2 Funcién bioldgica de DDX11

DDX11 se une a la cromatina. Aumenta cuando la célula entra en la fase S y
disminuye precipitadamente cuando sale de esta fase. Su reclutamiento es promovido por la
replicacion activa del ADN. Esto fue demostrado en estudios de inmunoprecipitacion de

cromatina en las levaduras (Rudra and Skibbens 2013).

Las helicasas son componentes esenciales de los complejos multiproteicos que tienen
una funcioén biol6gica principal en el desenrrollamiento de la doble cadena del ADN, en la
regulacion de la transcripcion, en el splicing, en la traduccién y en la reparacion del ADN.
DDX11 parece ser una proteina esencial para la estructura normal de los cromosomas y para
la progresion del ciclo celular (Amann, Valentine et al. 1996). También es un posible
determinante de la longitud de los telémeros en la especie humana (Vasa-Nicotera, Brouilette
etal. 2005). La proteina es requerida para el reclutamiento de la SCC2 y las cohesinas durante

la fase S del ciclo celular (Amann, Valentine et al. 1996).

73



1.2.5.7.1.3 Mutaciones en el gen DDX11

Las mutaciones en el gen DDX11 causan el sindrome de Warsaw Breakage en la
especie humana. Han sido descritos cinco casos en tres familias diferentes en todo el mundo.
El primer caso fue un paciente de origen polaco en quien se encontré una mutacion
heterocigota compuesta en el gen DDX11 conformada por la variante ¢.2271+2T>C en un
sitio de splicing y la variante ¢.2689 2691del (p.Lys897del). Luego fueron descritos tres
hermanos afectados de una familia libanesa con la variante DDX11 c¢.788G>A
(p-Arg263GIn) en estado homocigoto. Posteriormente en una paciente de origen britanico en
quien fueron encontradas dos variantes en estado heterocigoto compuesto DDX11
€.638+1G>A en un sitio de splicing y la variante ¢.1888delC (van der Lelij, Chrzanowska et

al. 2010, Capo-Chichi, Bharti et al. 2013, Bailey, Fryer et al. 2015).

1.2.6 Sindromes de enanismo esencial

El enanismo esencial es un conjunto de trastornos monogénicos en los cuales el
crecimiento se encuentra severamente comprometido. Sus manifestaciones inician en las
etapas mas tempranas del desarrollo y contindan hasta la etapa posnatal (Klingseisen and
Jackson 2011). Usualmente estos pacientes son de conformacion “miniatura” con
proporciones antropométricas cercanas a la normalidad (McKusick 1955). Es también
definido como un fenotipo de extrema falla global en el crecimiento. Usualmente alcanzan
una talla final adulta inferior a un metro (Rauch, Thiel et al. 2008). Caracteristicamente la
marcada deficiencia en el crecimiento no es modificada por la intervencion con hormona de
crecimiento exogena ni con el fortalecimiento en el aporte nutricional (Rauch 2011). A causa

de los mecanismos desencadenantes del cuadro clinico, este grupo de trastornos podrian ser
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contemplados como una forma de talla baja “hipocelular”. Tienen una herencia autosomica
recesiva (Rischbieth and Barrington 1912).

Caracteristicamente los individuos con enanismo esencial tienen una marcada
reduccion en el tamafio de la cabeza en proporcién a su tamafio corporal, 0 en algunos casos
incluso de tamafio mas reducido. Esta microcefalia diferencia a este grupo de alteraciones de
otros tipos de enanismo (McKusick 1955). La disminucion en el tamafio de la cabeza es
resultado de un limitado tamarfio cerebral, especificamente de un pobre volumen cortical el
cual es originado por una falla en la proliferacion celular durante un periodo clave del
desarrollo cerebral, el periodo fetal temprano (Wood, Johnson et al. 1967, Friede 1989). Este
fenotipo cefalico es similar al encontrado en pacientes con microcefalia primaria (Woods,
Bond et al. 2005). En ambos trastornos el tamafo cerebral se encuentra reducido a un tercio
del volumen normal, una dimension comparable a la de los humanos ancestrales (Ponting
and Jackson 2005).

La inteligencia en los pacientes con enanismo esencial es usualmente normal
(McKusick 1955). Otra particularidad que se encuentra de manera casi generalizada en las
diferentes formas de enanismo esencial es el infantilismo sexual y aunque la fertilidad esta
considerablemente reducida, la esterilidad no es un rasgo universal entre este grupo de
pacientes. Sin embargo la madurez sexual es alcanzada mas tardiamente (McKusick 1955).
El enanismo esencial microcefalico abarca diferentes entidades clinicas que incluyen el
sindrome Seckel, el enanismo esencial osteodisplasico microcefalico (MOPD) tipos /111y 11
y el sindrome Meier-Gorlin (MGS).

Otro abordaje mas reciente de estos trastornos retine las microcefalias primarias
autosomicas recesivas (MCPH) y los trastornos del espectro del sindrome de Seckel (SCKS)

en un mismo grupo de desordenes caracterizados por microcefalia y ausencia de
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malformaciones viscerales. Aunque las MCPH y los SCKS fueron inicialmente diferenciados
por la talla baja de estos Gltimos, en este abordaje ya no es tenida en cuenta la estatura como
un rasgo discriminativo debido a que es posible que estos fenotipos constituyan una gama de

manifestaciones mas que distintas entidades (Pagon, Adam et al. 2013).

La microcefalia inicia durante el segundo trimestre de la gestacion y tiende a
empeorar con el tiempo. Los hallazgos que se encuentran de forma variable en los trastornos
del espectro MCPH-SCKS son alteraciones estructurales cerebrales como un pequefio
tamafo cerebral y giros cerebrales disminuidos. En algunos casos se presenta el cuerpo
calloso adelgazado y anormalidades en la migracion neuronal. También se han encontrado
diferentes grados de déficit cognitivo, talla baja en un grado muy variable y craneosinostosis

de manera menos frecuente (Woods, Bond et al. 2005, Cox, Jackson et al. 2006).

El diagndstico de estos trastornos se fundamenta en los hallazgos clinicos, las
neuroimagenes, una historia familiar consistente en herencia autosomica recesiva y en
pruebas moleculares especificas cuando estan disponibles. Los trastornos del espectro
MCPH-SCKS han sido confirmados con pruebas moleculares y reportados en menos de 200

familias (Passemard, Titomanlio et al. 2009).

A continuacién seran expuestos en detalle los sindromes de enanismo esencial
microcefalico y posteriormente se realizara la descripcion de la microcefalia primaria
autosémica recesiva en el contexto del abordaje de los trastornos del espectro MCPH-SCKS

y sus diagnosticos diferenciales.
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1.2.6.1 Sindrome de Seckel

El sindrome de Seckel es un tipo infrecuente y heterogéneo de enanismo esencial. Fue
definido por Seckel en el afio 1.960 a partir de 13 casos reportados en la literatura y dos
pacientes estudiados por él mismo. Con base en los hallazgos encontrados le dio la siguiente
definicion semioldgica: “enanismo proporcionado severo intrauterino y posnatal,
microcefalia severa, perfil con “cabeza de pajaro” con frente recedida y microretrognatia,
nariz larga y picuda, déficit cognitivo severo y algunas otras anomalias como luxacién de la
cabeza del radio” (Seckel 1960).

En su monografia de 1.960 Seckel describié a sus dos pacientes con algunas
diferencias con respecto a los otros 13 afectados reunidos de la literatura durante los 200 afios
anteriores. Su caso nimero dos no tenia “cabeza de pajaro”, tenia la frente mas alta, su nariz
no era sobresaliente 0 ganchuda, no tenia marcada microretrognatia. Este nifio presentaba
microtia, constricciones en anillo en extremidades superiores e inferiores y padecié de
maltiples luxaciones articulares similares a las descritas por otros autores. El caso numero
uno presentd marcada restriccion del crecimiento intrauterino y posnatal proporcionado,
microcefalia severa, “cara de pajaro” con frente recedida y retrognatia, nariz larga y
ganchuda, grandes ojos y dientes desproporcionados. Esta nifia tenia un déficit cognitivo
severo, sus examenes radioldgicos revelaron maduracion 6sea disarmonica y retardada,
luxacion de la cabeza del radio y braquimetatarso, no presentaba signos de
osteocondrodisplasia generalizada (Seckel 1960, Majewski, Goecke et al. 1982).

Puesto que solo el caso numero uno cumplia con la definicién del fenotipo
establecido, todos los demés casos fueron comparados con éste para definir su diagndstico
clinico. Entonces el sindrome fue definido de la siguiente manera: retraso severo del

crecimiento intrauterino y posnatal relativamente proporcionado (talla al nacimiento entre
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34-43 cm), microcefalia severa (15.2-29 cm al nacimiento), cierre prematuro de suturas
craneales, déficit cognitivo severo, cara tipica con frente recedida y microretrognatia
marcada, fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo, nariz prominente y curvada, 0jos y dientes
relativamente grandes, paladar alto y arqueado, pabellones auriculares displésicos,
clinodactilia del quinto dedo, luxacion de la cabeza del radio, retraso disarmonico de la
osificacion y anomalias esqueléticas no generalizadas. Otros hallazgos presentes de manera
menos frecuente en los casos “tipicos” estudiados fueron paladar hendido, hipoplasia enamel,
criptorquidia, clitoromegalia, hirsutismo y displasia de cadera (de Lange 1919, Mann and
Russell 1959, Black 1961, De La Cruz 1963, Aarons 1964, Maitinsky 1964, Szalay 1964,
Gellis and Feingold 1967, Harper, Orti et al. 1967, Heinisch 1967, McKusick, Mahloudji et
al. 1967, Fitch, Pinsky et al. 1970, Bixler and Antley 1973, Brizard, Mimouni et al. 1973,
Lim and Wong 1973, Sauk, Litt et al. 1973, Anoussakis, Liakakos et al. 1974, Spennati and
Persichetti 1974, Szalay 1974, Lambotte, Dony et al. 1975, Majewski, Michaelis et al. 1975,
Payet 1975, Frijns and van den Berghe 1976, Schonenberg 1976, Toudic, Roche et al. 1977,
CERVENKA, TSUCHIYA et al. 1979).

Los padres de todos los pacientes tenian talla e inteligencia normal. Fueron reportados
hermanos afectados. Ambos géneros presentaban similar severidad y se asumio que se trataba
de un sindrome con patrén de herencia autosémico recesivo. No fueron detectadas
alteraciones hormonales importantes, especialmente de la hormona de crecimiento, en los
casos afectados (McKusick, Mahloudji et al. 1967, Sauk, Litt et al. 1973, Majewski, Goecke
et al. 1982). En estudios posteriores se ha hecho enfasis en otras alteraciones presentes en los
pacientes y ha sido establecido que se encuentran con mayor frecuencia ciertas anomalias del
sistema nervioso central como la agenesia del cuerpo calloso, la corteza cerebral disgenésica,

la presencia de grandes quistes cerebrales y paquigiria, lo que sugiere una afeccion de la
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migracion neuronal (Shanske, Caride et al. 1997). Menos de un tercio de los pacientes
descritos en la literatura hasta la actualidad parecen cumplir con los criterios establecidos por
Seckel en 1.960 y de acuerdo a los casos resefiados mas recientemente han sido afiadidas
algunas caracteristicas al sindrome como son personalidad sociable, estrabismo, pelo delgado
y ralo (McKusick, Mahloudji et al. 1967).

En la actualidad algunos autores consideran que las MCPH vy el sindrome de Seckel
pertenecen al mismo espectro de trastornos y los definen como sindromes clinicamente
caracterizados por microcefalia y ausencia de malformaciones viscerales. Ademas refieren
que aunque la distincion entre ambos se efectuaba por la talla (muy baja en el sindrome de
Seckel), ésta ya no es una caracteristica discriminativa, por lo cual llegan a la conclusion de
que estos fenotipos constituyen un espectro méas que entidades distintas (Pagon, Adam et al.
2013).

Los hallazgos aceptados en la actualidad para el diagndstico clinico del sindrome de
Seckel incluyen la microcefalia caracterizada por un inicio durante el segundo trimestre de
la gestacion, una circunferencia craneana occipito-frontal al nacimiento igual o menor a -2
DE por debajo de la media para género, edad y grupo étnico y que en la etapa posnatal
continda con un crecimiento a una tasa menor que la usual por lo cual tiende a empeorar con
el tiempo. En los individuos con mayor edad la circunferencia craneana occipito-frontal se
encuentra en un rango entre -4 y -12 DE de la media (Basel-Vanagaite and Dobyns 2010,
Pagon, Adam et al. 2013). Adicionalmente los pacientes presentan un cerebro disminuido de
tamafo con giros pequefios, con un volumen de los hemisferios reducido aproximadamente
a un tercio del normal (principalmente presente en la corteza cerebral) y el patron de los giros
puede verse simplificado, el tamafio del rombencéfalo y el cerebelo se encuentran reducidos

pero tienen una forma normal (Aicardi, Bax et al. 2009). El cuerpo calloso tiende a ser méas
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delgado cuando la microcefalia es més severa (Adachi, Poduri et al. 2011). Algunos
individuos afectados muestran anormalidades en la migracién neuronal como heterotopias,
paquigiria o polimicrogiria focal (Woods, Bond et al. 2005, Passemard, Titomanlio et al.
2009). Se encuentra en estos pacientes un déficit cognitivo de moderado a severo. La talla es
extremadamente baja y se encuentra tipicamente en el rango entre -4 y -12 DE de la media.
Asimismo el crecimiento posnatal esta severamente restringido y los pacientes presentan bajo
peso al nacer con una media cercana a los 1500 g. Algunos individuos desarrollan algun tipo
de craneosinostosis posiblemente secundaria al lento e insuficiente crecimiento cefalico
(Cox, Jackson et al. 2006, Darvish, Esmaeeli-Nieh et al. 2010, Dauber, LaFranchi et al. 2012,
Pagon, Adam et al. 2013).

Los procesos del desarrollo algunas veces son alcanzados de manera normal pero mas
usualmente se encuentran levemente retrasados y en ausencia de malformaciones cerebrales
los pacientes logran la marcha antes de los dos afios de edad (Mahmood, Ahmad et al. 2011,
Pagon, Adam et al. 2013). Es aceptado que dentro de las particularidades faciales se
encuentran la apariencia de “cabeza de péjaro” que resulta de la hipoplasia de las estructuras
mediofaciales comparadas con el resto de la cabeza, la frente estrecha e inclinada, los 0jos
proporcionalmente prominentes, las fisuras palpebrales dirigidas hacia abajo, la nariz
proporcionalmente larga y convexa, microretrognatia y dientes pequefios. Los pabellones
auriculares son pequefios pero proporcionales al tamafio de la cabeza y habitualmente carecen
de lobulos (Seckel 1960, Majewski, Goecke et al. 1982).

Algunos individuos sin diagnéstico molecular confirmado parecen tener tendencia a
desarrollar sindromes mielodisplasicos (Hayani, Suarez et al. 1994). Ciertos reportes indican
que la supervivencia puede ser mayor a los 50 afios de edad en pacientes que no presenten

complicaciones severas (Pagon, Adam et al. 2013). Los estudios radioldgicos esqueléticos
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tradicionalmente muestra una maduracion ésea severamente retardada y presencia de epifisis
en forma de cono (Poznanski, lannaccone et al. 1983).

Al parecer, menos de 50 casos que cumplen realmente los criterios de sindrome de
Seckel han sido reportados y el espectro MCPH-sindrome de Seckel ha sido confirmado por
pruebas moleculares y reportado en menos de 200 familias (Anonymous, 2011]. El
diagndstico se fundamenta en los hallazgos clinicos, en imagenes cerebrales que muestran
un volumen cerebral reducido con una arquitectura general normal, en la historia familiar
consistente con herencia autosémica recesiva y en pruebas genéticas moleculares para su
confirmacion (cuando estadn disponibles). Los genes en los cuales han sido identificadas
mutaciones bialélicas causales son ATR (SCKL1), NIN (SCKL7), ATRIP (SCKLS8), RBBP8
(SCKL2), CEP152 (MCPH9/SCKLS5), CENPJ (MCPH6/SCKL4), CEP63 (SCKL6) y PHC1
(MCPH11) en los cuales principalmente han sido halladas mutaciones puntuales y en menor
proporcién deleciones o duplicaciones.

Es importante resaltar que en aproximadamente la mitad de los pacientes con
diagnostico clinico de sindrome de Seckel no han sido identificadas mutaciones causales.
Ademas han sido identificadas algunas mutaciones mas frecuentes en ciertas poblaciones
(Faivre, Le Merrer et al. 2002, Pagon, Adam et al. 2013).

Para el abordaje inicial de los pacientes es necesario tener acceso al concepto del
médico especialista en neurologia, junto con una evaluacién neuropsicolégica o psicomotora
adaptada a la edad del paciente. Es importante la realizacion de una resonancia magnética
cerebral para determinar posibles malformaciones y un estudio esquelético completo
(Rimoin, Pyeritz et al. 2013). El tratamiento especifico va dirigido a mejorar la calidad de
vida del individuo con terapia de soporte por medio de programas de educacion especial de

acuerdo a las necesidades, terapias del lenguaje, comportamentales y ocupacionales, y una
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red de apoyo familiar. EI seguimiento debe incluir monitoreo del perimetro cefalico y de la
talla con curvas estandar para la edad y el grupo étnico, seguimiento neuroldgico enfocado
en detectar problemas del comportamiento, hiperactividad, trastorno de atencién o problemas
motores (Pagon, Adam et al. 2013).

1.2.6.2 Enanismo esencial osteodisplasico microcefalico tipo Il (MOPD I1)

El enanismo esencial osteodisplasico microcefalico tipo 1l o enanismo tipo Majewski
(MOPD I1) es un trastorno que no habia sido distinguido del sindrome de Seckel en la
literatura. Sin embargo sus caracteristicas fueron reconocidas y descritas por Seckel en su
monografia de 1.960 al menos en un individuo afectado (Seckel 1960). Posiblemente fue por
primera vez detallado explicitamente por Brizard et. al en 1.973 (Brizard, Mimouni et al.
1973). Mas tarde Majewski lo definio en articulos de sindrome de Seckel y como otros
sindromes particulares del grupo de los enanismos esenciales (Majewski, Goecke et al. 1982,
Majewski, Stoeckenius et al. 1982). Antes de esta época se habia realizado una manifiesta
resefia en los archivos de un circo acerca de una mujer que claramente presentaba los
hallazgos tipicos del sindrome (Drimmer 1973). La historia natural de la enfermedad se ha
podido esclarecer gracias a diversas publicaciones de casos realizadas en diferentes partes
del mundo. Ademas han sido afiadidas multiples caracteristicas que ahora son reconocidas
como parte del sindrome y lo diferencian de los demas tipos de enanismo esencial
microcefalico. A continuacion seran descritos sus principales hallazgos clinicos segun lo que
ha sido publicado en la literatura.

Los embarazos de nifios afectados por esta enfermedad frecuentemente presentan
complicaciones asociadas a hiperémesis gravidica, hemorragias, desaceleraciones en el

monitoreo fetal, preclampsia y parto pretérmino. La placenta suele ser de tamafio mas
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pequefio que el usual llegando incluso a alcanzar solo la mitad del tamafio normal (Hall, Flora
et al. 2004). EI momento del parto tiene una media de 35 semanas de gestacion, con un rango
que va desde 28 semanas hasta el post término (Kogut and Sensenbrenner 1974). La RCIU
es una caracteristica constante en esta condicion que frecuentemente puede ser reconocida
entre las 12 y 14 semanas de gestacion por ultrasonido. A medida que progresa el embarazo
la deficiencia de crecimiento se va haciendo cada vez mas severa (Bondeson 1992).

Si el nacimiento llega al término el peso del recién nacido siempre es inferior a los
1500 g, pero es mas frecuente encontrarlo en el rango entre 1.100 a 1.300 g. La talla al
nacimiento también se encuentra severamente disminuida y se localiza entre 30 y 40 cm al
término (Brizard, Mimouni et al. 1973, Anoussakis, Liakakos et al. 1974). La talla final post
puberal alcanza en la mayoria de los casos menos de 100 cm. Se considera que con respecto
al sindrome Seckel el RCIU es menos severo que la deficiencia de crecimiento posnatal
(Scott 1969, Tekin, Ng et al. 2000). La talla presente en el momento del nacimiento a término
de un paciente con MOPD 11 es la esperada para un feto de 28 a 29 semanas de gestacion, el
peso es el que normalmente se encuentra a las 31 a 32 semanas y el perimetro cefalico es el
ideal para las 30 a 31 semanas de gestacion (Bober, Niiler et al. 2012). La mayoria de los
nifios alcanzan el tamafio de un recién nacido normal solo entre los dos y cinco afios de edad
(Pasquino and lannaccone 1978). Los pacientes crecen lento pero con velocidades constantes
y no muestran un pico de aceleracion puberal (Bober, Niiler et al. 2012). El crecimiento
usualmente se detiene a los doce afios. Por todo lo anterior es de esperar que las mediciones
de crecimiento revelen una restriccion de crecimiento intrauterino y posnatal muy severas, la
cual es una de las principales caracteristicas de MOPD Il (Boscherini, lannaccone et al. 1981,
Hall, Flora et al. 2004). La circunferencia craneana occipito-frontal al momento del

nacimiento se encuentra en un rango entre 22 cmy 29 cm y es proporcionada con respecto
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al tamario corporal pero considerada microcefalia severa con respecto a los rangos normales
para la edad gestacional. En la etapa pospuberal la circunferencia craneana se encuentra en
un rango entre 38.5 cm y 41 cm (Fukuzawa, Sato et al. 2002). Se considera que la
microcefalia es menos severa en el momento del nacimiento con respecto a la severidad que
se presenta en la etapa posnatal por la deficiencia de crecimiento tan marcada de la cabeza
en esta etapa de la vida comparada con los pacientes que padecen el sindrome de Seckel
(Faivre, Le Merrer et al. 2002).

Al igual que para la talla y el peso, la circunferencia craneana de un paciente con
MOPD II al término es la esperada para un feto de 28 semanas de gestacion. Con todo lo
anterior, es posible definir la RCIU en MOPD Il como proporcionada debido a que se
mantiene una proporcién adecuada entre el tamafio de la cabeza y el tamafio corporal (Lin,
Sue et al. 1995). Es importante resaltar que el diametro cefélico se va volviendo
desproporcionadamente pequefio con respecto al tamafio corporal posterior al nacimiento
(Majewski and Goecke 1998, Hall, Flora et al. 2004).

Algunos pacientes han presentado anormalidades de mielinizacion o estructurales del
sistema nervioso central como la ventriculomegalia, un patron anormal de los giros
cerebrales, quistes del cuerpo calloso y la region selar e hipoplasia del cuerpo calloso.
Ademas se ha encontrado un engrosamiento irregular de las meninges (Halder, Pahi et al.
1998, Galasso, Lo-Castro et al. 2008). En algunos casos se ha evidenciado un cierre
prematuro de las fontanelas y de las suturas craneales y puede existir mayor riesgo de
craneosinostosis (Sugio, Tsukahara et al. 1993). Se ha reportado sobrecrecimiento de los
vasos y anormalidades arteriales del sistema nervioso central con riesgo incrementado de

ruptura de vasos, diferentes cambios vasculares como enfermedad de Moya Moya (vasculitis)

84



(D'Angelo, Ceddia et al. 1998, Nishimura, Hasegawa et al. 2003, Waldron, Hetts et al. 2009).
Estas anomalias parecen verse agravadas en la etapa de la pubertad (Hall, Flora et al. 2004).

Los hallazgos faciales de los pacientes con MOPD 1l son muy caracteristicos. Sin
embargo puede existir variabilidad incluso dentro de la misma familia que puede llevar a un
dificil diagnostico. A diferencia de otros tipos de enanismo esencial microcefalico, estos
pacientes habitualmente no presentan frente alta ni recedida y la cabeza no es
desproporcionadamente pequefia al nacimiento (Majewski, Ranke et al. 1982, Thompson and
Pembrey 1985). Los ojos parecen prominentes durante la nifiez, las fisuras palpebrales
pueden ser normales para la edad lo cual hace que los 0jos se realcen méas (Buebel, Salinas
et al. 1996). Con el tiempo los ojos se hacen menos prominentes y pueden verse las fisuras
palpebrales levemente dirigidas hacia abajo, los globos oculares son normales o pequefios y
no crecen en longitud por lo cual se desarrolla hipermetropia en la mayoria de los pacientes
requiriendo lentes de correccion antes de los 5 afios de edad, asimismo pueden desarrollar
esotropia y astigmatismo (Majewski and Goecke 1998).

Las cejas se vuelven escasas en la nifiez tardia. La nariz es prominente y este rasgo se
hace méas marcado durante el primer afio de vida, la raiz es ancha y elevada y el puente nasal
es amplio. Las crestas supraorbitarias son hipoplasicas y se continGan con la raiz nasal, la
punta es amplia pero hipoplasica, las alas nasales son delgadas e infradesarrolladas lo cual
Ileva a una fosas pequerfias y a medida que la nariz crece la punta se dirige hacia abajo dando
en lavision lateral un puente nasal curvo (Haan, Furness et al. 1989). El filtro podria parecer
largo pero en realidad es pequefio para la edad. En general la nariz es diferente a la de los
demas miembros de la familia (Hall, Flora et al. 2004).

La boca es pequefia pero con los movimientos faciales se ve normal comparada con

el resto de la cara, la micrognatia es frecuente durante la infancia pero es leve y las mejillas
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pueden ser prominentes, la lengua es proporcionada al tamafio de la boca y el paladar es alto
(Lin, Sue et al. 1995). Presentan microdontia severa incluso en proporcion con el tamafio de
la cara. Ademés presentan diastasis dental y frecuentemente hiperpigmentacion y
opalescencia con escaso enamel. En algunos casos los dientes pueden parecer pequefias
puntas afiladas, las raices dentales suelen ser hipoplasicas e incluso pueden estar ausentes
(Tsuchiya, Kobayashi et al. 1981). Los individuos afectados de mayor edad han perdido sus
dientes al completar la segunda década de la vida (Kantaputra, Tanpaiboon et al. 2011).

Los pabellones auriculares podrian verse simplificados o levemente displasicos y
usualmente carecen de lébulos, pueden parecer de implantacion baja y eventualmente
prominentes aunque al realizar las mediciones son pequefios para la edad. Muchos de los
nifios afectados padecen de otitis a repeticion dificiles de manejar en los primeros afios de
vida. También se han visto casos de hipoacusia neuroconductiva durante la nifiez (Al
GAZAL, Hamada et al. 1995, Hall, Flora et al. 2004).

La gran mayoria de los pacientes afectados presentan problemas para la alimentacion
secundarios a la dificultad para tomar grandes cantidades de alimentos requiriendo nutricion
fraccionada en pequefias y frecuentes porciones, las cuales también deben proporcionarse
durante la noche. En algunos casos se ha llegado a requerir el uso de sonda gastrica de
alimentacion (Buebel, Salinas et al. 1996). Pueden presentar pobre succion y vomitos
frecuentes. Inicialmente los pacientes tienen un cuerpo delgado con escasa cantidad de grasa
subcutanea pero generalmente entre los tres y cinco afios de edad desarrollan obesidad
centripeta (Hennekam, Bijlsma et al. 1987).

Muchos de los nifios presentan afectaciones respiratorias severas en el periodo
neonatal y se han descrito casos de estenosis subglética con requerimiento ocasional de

traqueostomia debido al severo trastorno respiratorio que genera. Muchos pacientes
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presentan infecciones respiratorias altas y neumonias a repeticion durante los primeros afios
de vida lo cual alude a una propension a infecciones o a la presencia de problemas mecénicos
de la via respiratoria. El térax muestra un didmetro anteroposterior aumentado y puede haber
pectus carinatum o excavatum pero la funcion pulmonar es casi siempre normal a excepcion
de los casos en los cuales la escoliosis severa puede llevar a una capacidad pulmonar
disminuida (Hurst, Winter et al. 1988, Hersh, Joyce et al. 1994). Es caracteristica de estos
pacientes una voz nasalizada, relativamente alta y “chillona” lo cual es seguramente
secundario a una laringe y traquea pequefias y estrechas (Majewski, Ranke et al. 1982, Hall,
Flora et al. 2004).

En cuanto a los rasgos de la personalidad se ha documentado que estos pacientes son
altamente sociables y que durante la etapa de la infancia y nifiez temprana exhiben
hiperactividad y déficit de atencion (Masuno, Imaizumi et al. 1995). Muchos padres
describen que los pacientes presentan dificultades para la adaptacion a los cambios con
ocasionales ataques de ira, ademas eventualmente manifiestan trastornos del suefio (Shebib,
Hugosson et al. 1991). La mayor parte de los individuos afectados presentan retardo en el
desarrollo con una excelente adaptacién social. Algunos nifios tienen inteligencia normal con
solo algunas dificultades en el aprendizaje aunque usualmente el cociente intelectual se
encuentra en un rango entre 50 y 90 puntos, el desarrollo del lenguaje es lento (Spranger,
Tariverdian et al. 1996). Casi todos los individuos afectados caminan, se comunican y ejercen
sus labores diarias a pesar de su talla baja extrema, aunque sin independencia total. Algunos
pacientes han llegado a finalizar sus estudios de la secundaria e incluso a tener estudios
superiores (Théau and Maroteaux 1993, Hall, Flora et al. 2004).

En estos individuos los niveles de GH séricos se encuentran dentro de limites

normales y los pacientes que han sido tratados con hormona de crecimiento recombinante no
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han mostrado mejoria de la talla en el momento de la administracién y tampoco de la talla
final post puberal. Por otro lado se ha reportado un deterioro de las lesiones vasculares del
sistema nervioso central en los pacientes que reciben la terapia de suplencia (Brancati,
Castori et al. 2005). Frecuentemente se encuentra pubertad precoz en mujeres afectadas
quienes pueden mostrar un desarrollo mamario y menarquia tempranas (Toudic, Maroteaux
et al. 1983).

Se han evidenciado mujeres con labios mayores hipoplésicos y clitoromegalia. En
una paciente fue reportado la presencia de hirsutismo y el sindrome de ovario poliquistico.
No han sido documentados embarazos en mujeres con MOPD 1l y se ha reportado
menopausia prematura en algunas pacientes (Verloes, Lambrechts et al. 1987). En los
hombres en quienes se han obtenido datos del inicio de la pubertad ha sido entre los 11 y 13
afios de edad con crecimiento de vello facial, presencia de acné, engrosamiento de la voz y
eyaculaciones nocturnas (Willems, Rouwé et al. 1987). En algunos pacientes se ha
presentado criptorquidia. Los testiculos generalmente son pequefios para la edad e incluso
para el tamafio corporal. De forma més infrecuente se presentan hipospadias. El pene se ha
descrito como pequefio pero proporcionado (Winter, Wigglesworth et al. 1985). Asimismo
en hombres se ha descrito la presencia de una areola grande para el tamafio del térax y
pezones hiperpigmentados (Hall, Flora et al. 2004).

Dentro de los trastornos esqueléticos y de extremidades caracteristicos observados en
este sindrome se han descrito una edad 6sea retardada a pesar de que la maduracién dental
es precoz y los huesos faciales son pequefios (Goldblatt, Carman et al. 1991). Las manos son
relativamente pequerfias pero anchas y pueden tener menor nimero de pliegues o un pliegue
palmar unico. En las personas méas jovenes se puede tener la percepcion de la presencia de

edema en el dorso de las manos (Poznanski, lannaccone et al. 1983). Con el paso del tiempo
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las manos se perciben méas pequefias, anchas, con mayor niamero de pliegues y la piel se torna
seca. Ademas se evidencia clinodactilia del quinto dedo, braquimesofalanges y puede
generarse fusion de las falanges (Herman, Mendelsohn et al. 1991). Los antebrazos son cortos
desde el nacimiento pero se tornan cada vez mas desproporcionadamente cortos con respecto
a la talla. El radio y el cibito en la region distal presentan metéfisis anchas y arqueadas y se
vuelven displésicos antes de la fusion epifisiaria (Poznanski, lannaccone et al. 1983). La
cabeza del radio usualmente presenta luxaciones limitando la movilidad del codo lo que
ocurre aproximadamente entre los cinco y los diez afios de edad (Saul and Wilson 1990). Los
pies también se tornan méas pequefios y anchos con la edad y se puede observar edema en el
dorso. En algunos pacientes puede encontrarse un espacio amplio entre el primer y el segundo
dedo. Es también frecuente encontrar la luxacion de rodillas (Al GAZAL, Hamada et al.
1995). En general los huesos largos son delgados pero presentan un ensanchamiento gradual
de las metafisis y la fusién de las epifisis puede ocurrir a edad temprana. Todas las
articulaciones desarrollan hiperlaxitud y pueden generarse subluxaciones practicamente en
cualquiera de ellas (Haan, Furness et al. 1989). Una progresiva desproporcion esquelética se
va generando con el paso del tiempo secundaria a un relativo acortamiento de las
extremidades distales (Hersh, Joyce et al. 1994).

Las caderas pueden estar luxadas en el momento del nacimiento. Como un hallazgo
muy frecuente se presenta coxa vara, inicialmente leve, que se va volviendo mas severay en
los estudios radiologicos hay una aparente epifisiolisis femoral proximal asociada a un
deslizamiento de la epifisis a lo largo del eje (Hurst, Winter et al. 1988). Con la marcha se
genera marcada lordosis lumbar y de manera més tardia puede presentarse escoliosis lumbar
principalmente en mujeres. Los grados de severidad de las alteraciones esqueléticas pueden

variar ampliamente entre los pacientes (Majewski and Goecke 1998, Hall, Flora et al. 2004).
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El examen radioldgico de la edad dsea de estos pacientes exhibe maduracion
disarmonica de los centros de osificacion y edad Osea retardada, la cual se encuentra entre
dos y cinco afios por debajo de la edad cronoldgica. Estos pacientes presentan displasia
esquelética que involucra epifisis y metéfisis, por lo cual la edad 6sea podria no reflejar
realmente la maduracién désea (Saul and Wilson 1990). En la etapa neonatal se aprecia una
pelvis alta y delgada con alerones iliacos pequefios y acetabulo plano (Herman, Mendelsohn
et al. 1991). En etapas posteriores se encuentra una cabeza femoral pequefia e hipoplasica
con cuello corto y progresivamente se desarrolla coxa vara severa. EI fémur distal comienza
a generar ensanchamiento metafisiario y cuando las epifisis se osifican se vuelven
triangulares mientras que las metéfisis femorales distales muestran forma de V (Goldblatt,
Carman et al. 1991). Los huesos pubicos e isquiales son delgados. Las vértebras podrian ser
levemente planas en los nifios pequefios. El radio y el cubito en la region distal desarrollan
ensanchamiento metafisiario, crecimiento lento y usualmente muestran arqueamiento entre
ellos. El segmento mesomélico se vuelve corto. Algunos huesos del carpo pueden fusionarse.
Es posible encontrar seudoepifisis de los metacarpos, el primero y quinto metacarpo son mas
cortos y todas las falanges distales son hipoplasicas (Poznanski, lannaccone et al. 1983). Las
claviculas son largas y delgadas, y se pueden encontrar costillas hipoplasicas o ausentes. El
craneo es relativamente proporcionado aungue los huesos faciales son pequefios. La silla
turca puede verse grande (Hall, Flora et al. 2004).

Otras alteraciones sistémicas que es posible encontrar en estos pacientes incluyen el
pelo fino y ralo (incluso es posible visualizar el cuero cabelludo directamente), las cejas
delgadas y la piel seca. En todos los pacientes se desarrolla un patron inusual de pigmentacion
que va progresando con el paso del tiempo caracterizado por manchas café con leche,

efélides, hiperpigmentacion en el cuello, el térax y las axilas que incrementa con la
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exposicion solar, especialmente en areas que han sufrido traumas (Nishimura, Hasegawa et
al. 2003). En la pubertad se empiezan a presentar zonas de engrosamiento y eczema.
Posteriormente puede encontrarse queratosis difusa con areas adelgazadas y se desarrolla
poiquilodermia en zonas de exposicion solar. Se han identificado algunos pacientes que
presentan “hoyuelos” en la region sacra (Majewski, Ranke et al. 1982).

Ademas, ha sido evidenciada anemia y susceptibilidad incrementada a las infecciones
en multiples pacientes, trastornos del perfil lipidico, resistencia severa a la insulina y diabetes
prematura (Huang-Doran, Bicknell et al. 2011). También es posible encontrar otras
anomalias como hernias inguinales y rifiones hipopléasicos o malformados como por ejemplo
rifidn en herradura (Salerno, Amabile et al. 2003, Hall, Flora et al. 2004).

Las causas de muerte son variadas e incluyen sepsis, trastornos gastrointestinales,
renales, cardiomiopatias y rupturas de aneurismas en el sistema nervioso central. Se han
reportado pacientes que alcanzan la tercera década de la vida, aunque generalmente presentan
muerte muy temprana debida a diferentes complicaciones sistémicas (Majewski, Ranke et al.
1982, Hall, Flora et al. 2004). Se han evidenciado diferencias entre el sindrome de Seckel y
el sindrome MOPD 11, en este ultimo la restriccion del crecimiento es mas severa, se
presentan anormalidades radioldgicas multiples y el déficit cognitivo se encuentra ausente o
es menos severo (Piane, Della Monica et al. 2009, Willems, Genevieve et al. 2009).

Las mutaciones bialélicas con pérdida de funcion del gen PCNT son las causales de
este sindrome (Rauch, Thiel et al. 2008) (Griffith, Walker et al. 2008). Su patrén de herencia
es autosomico recesivo (Black, Fitzsimmons et al. 1982). Su prevalencia es menor a 1:
1.000.000 con menos de 100 casos bien documentados en la literatura (Viteri et al. 2014).

El seguimiento de estos pacientes incluye resonancia magnética o angiografia

tomogréafica computarizada del sistema nervioso central desde los 12-18 meses de edad.

91



Segun el caso es posible efectuar revascularizacion y tratamiento de los aneurismas con el
fin de mejorar la expectativa y la calidad de vida (Bober, Khan et al. 2010, Liu, Zhang et al.
2012, Perry, Robertson et al. 2013). En algunos pacientes esta indicada la utilizacion de
medicamentos como anticoagulantes o anticonvulsivantes.

Es importante la realizacion regular de examenes paraclinicos, principalmente el
estudio de niveles de insulina y el perfil lipidico, estudios radioldgicos esqueléticos
completos, monitoreo de circunferencia craneana y talla con curvas estandarizadas,
seguimiento neuroldgico y neuropsicoldgico (Hall, Flora et al. 2004, Rimoin, Pyeritz et al.
2013). EI manejo incluye terapia de apoyo con educacion especial en caso de déficit
cognitivo o alteraciones comportamentales, terapias ocupacionales y redes de apoyo a
familiares. Ademas son importantes las evaluaciones neuropsicoldgicas periédicas para
mejorar la adaptacion a la educacion. Igualmente es crucial el manejo ortopédico (Pagon,

Adam et al. 2013).

1.2.6.3 Enanismo esencial osteodisplasico microcefalico tipo I/111 (MOPD I/111)

El enanismo esencial osteodisplasico microcefalico tipo I/I11 (MOPD I/111), sindrome
Taybi Linder o displasia cefaloesquelética es un trastorno descrito por primera vez por Taybi
y Linder en el afio 1967 (Taybi and Linder 1967). Inicialmente fueron puntualizadas como
dos patologias distintas de acuerdo a criterios radiolégicos que en su descripcion presentaban
pequefias diferencias en la estructura dsea de la pelvis y de los huesos largos. Posteriormente
se observo que estas caracteristicas se sobrelapan aunque exista cierta variacion fenotipica.
Para la mayoria de los autores es claro que los casos reportados de MOPD | y 111 se refieren
a la misma patologia, la cual presenta expresividad variable (Haan, Furness et al. 1989).

Hasta la fecha han sido descritos menos de 50 casos en la literatura (Vichi, Currarino et al.
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2000). Las principales caracteristicas resefiadas por los autores en la descripcion de los casos
son microcefalia, RCIU desproporcionado, muy bajo peso y talla al nacer, alteraciones
esqueléticas maltiples, defectos neuroldgicos, cardiacos y tegumentarios, entre otros (Taybi
and Linder 1967, Winter, Wigglesworth et al. 1985, Nadjari, Fasouliotis et al. 2000, Vichi,

Currarino et al. 2000).

Realizando una sintesis de las descripciones clinicas encontradas en la literatura es
posible definir las principales caracteristicas del sindrome como sigue: pacientes con RCIU
desproporcionada severa (<-5 DE), microcefalia importante (<-6 DE), frente recedida con
occipucio prominente, suturas craneales realzadas, fontanela anterior muy pequefia o incluso
no palpable, pueden presentar hipotricosis o alopecia, pelo ralo y cejas escasas, las fisuras
palpebrales oblicuas hacia abajo, grandes ojos desproporcionados, hipotelorismo ocular,
nariz grande y prominente, hipoplasia medio facial, labios gruesos, boca relativamente
grande, erupcion dental retardada, micrognatia marcada, pabellones auriculares con aparente
implantacion baja, simplificacion y trago ausente (Thomas and Nevin 1976, Vichi, Currarino
et al. 2000, Hennekam 2009). Ademas, se describen con cuello muy corto y levemente
ensanchado, pectus excavatum, claviculas largas y prominentes, acromion saliente y grasa
subcutanea casi ausente (Meinecke, Schaefer et al. 1991). Las manos y los pies son
relativamente grandes pero con braquidactilia y clinodactilia del quinto dedo, exhiben
pliegue palmar Unico, linfedema en manos y pies. También se ha descrito que presentan
“manos en pala” por presencia de dedos fusiformes, hipertonia principalmente en miembros
inferiores y se han encontrado contracturas en flexion en codos, caderas, rodillas y dedos,
talon valgo, hiperlaxitud ligamentaria y escoliosis (Majewski and Spranger 1976, Majewski,

Stoeckenius et al. 1982, Castro-Gago, Pombo et al. 1983).
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Los pacientes con esta enfermedad padecen ademé&s retardo del desarrollo
psicomotor, convulsiones de dificil manejo y comportamiento autista (Pierce and Morse
2012). Asimismo, se encuentran criptorquidia y micropene aunque no se han descrito
alteraciones en los genitales femeninos (Meinecke and Passarge 1991). En cuanto a otros
sistemas se han encontrado trastornos congénitos que incluyen defectos septales
ventriculares, foramen oval permeable, hipertension pulmonar, hipopituitarismo,
alteraciones renales, hepatoesplenomegalia, vasculopatias, hipoacusia neurosensorial y
ceguera de causas neuroldgicas y/o catarata congénita (Maldergem, Gillerot et al. 1990,
Pierce and Morse 2012). La piel es seca e hiperqueratdsica con algunos casos de ictiosis.
Ademas se pueden encontrar anomalias de la pigmentacion en la piel y los anexos (Majewski,
Stoeckenius et al. 1982, Eason, Hall et al. 1995, Berger, Haschke et al. 1998, Abdel-Salam,
Abdel-Hamid et al. 2013).

Los trastornos radiologicos esqueléticos son hallazgos primordiales que permiten
realizar el diagnostico. Dentro de los principales se han descrito la dolicocefalia, la base del
craneo empinada y esclerotica y los techos orbitarios muy céncavos (Majewski, Stoeckenius
et al. 1982, Meinecke and Passarge 1992). En las radiografias laterales del craneo ha sido
observada braquicefalia y una region occipital redondeada (Taybi 1992, Sigaudy, Toutain et
al. 1998). Se evidencia también marcada micrognatia, claviculas elongadas, extremos
esternales de las costillas ensanchados y no osificados, menor nimero de costillas,
platispondilia craneocaudal, hendidura de los arcos vertebrales cervicales y toracicos 1-3,
acortamiento de la distancia interpedincular mas prominente en la region lumbar baja,
espacios intervertebrales profundos o mas amplios, techos acetabulares casi horizontales,
pelvis displasica con alerones iliacos y acetabulos hipoplasicos. Ademas, se ha encontrado

ensanchamiento de los alerones iliacos, hipoplasia del pubis y huesos pubicos pobremente
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osificados, luxacion de cadera, metéafisis femorales proximales amplias con exostosis en el
margen proximal medial, tibia y fémur con margen proximal irregular, cuello femoral corto,
region intertrocantérica ensanchada. EI peroné puede ser mas largo que la tibia en la region
proximal (Vichi, Currarino et al. 2000, Nagy, Wang et al. 2012). El radio puede verse
acortado en su porcion proximal y el cubito elongado y arqueado, ambos huesos pueden estar
luxados posteriormente en la articulacion del codo (Kozlowski, Donovan et al. 1993). Todos
los huesos largos estan acortados pero principalmente el himero, que al igual que el fémur
puede presentar arqueamiento (Westman, Stover et al. 1999). La falange proximal del hallux
puede verse ensanchada y algunos metacarpos o metatarsos concavos (Kozlowski, Donovan

et al. 1993).

Dentro de los defectos neuroldgicos que han sido encontrados estan la microcefalia,
la hipoplasia generalizada de los hemisferios cerebrales con giros pobremente desarrollados
especialmente en el area frontoparietal, los grandes quistes intranhemisféricos o colecciones
interhemisféricas de liquido cefalorraquideo, la agenesia completa o parcial de cuerpo
calloso, el tercer ventriculo unido con el ventriculo lateral o fusion extensa y la dilatacion de
los ventriculos laterales, los I6bulos frontales y temporales hipoplasicos o incluso atréficos,
la agenesia del vermis cerebelar con pequefios hemisferios cerebelares en una pequefia fosa
posterior, la escasez de giros corticales, la heterotopia periventricular, el estrechamiento del
canal espinal en C1-C2. La glandula hipdfisis es de caracteristicas usuales. Se encuentra
retardo en la mielinizacion, paquigiria frontal y evidencia microscopica de defectos de
migracién neuronal (Miller, Dilenge et al. 1998, Klinge, Schaper et al. 2002, Yamatogi and
Ohtahara 2002, Juric-Sekhar, Kapur et al. 2011, Abolila, Alsawan et al. 2012, Pierce and

Morse 2012).
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Algunos hallazgos se han descrito en la literatura de las autopsias realizadas como el
cerebro sin alteraciones visibles pero de pequefio tamario, la ausencia del cuerpo calloso, la
lisencefalia y la hipoplasia cerebelar, una glandula tiroides pequefia, la vesicula biliar
relativamente grande, los uréteres y la pelvis renal ensanchados. Microscépicamente los
testiculos muestran un desarrollo retardado correspondiente a una edad fetal de ocho meses

(Majewski, Stoeckenius et al. 1982).

Las principales diferencias con respecto a los demas tipos de enanismo esencial
microcefalico consisten en la evidencia de anomalias radioldgicas distintivas principalmente
la platispondilia, la displasia marcada de la pelvis y el ensanchamiento de las metéfisis
femorales proximales, ademas los mdaltiples defectos neuroldgicos caracteristicos. Sin
embargo los hallazgos faciales son similares (Majewski, Stoeckenius et al. 1982, Vichi,
Currarino et al. 2000). En los pacientes con sindrome MOPD I/11l se ha reportado muerte
temprana que ocurre en la mayoria de los casos a los pocos meses de vida secundaria a
infecciones, descompensacion cardiovascular y en algunos casos por causas no claras. Se han
descrito pacientes que alcanzan hasta los seis afios de vida (Abdel-Salam, Abdel-Hamid et

al. 2012).

La prevalencia general de este sindrome se estima en menos de 1: 1.000.000. Su
patron de herencia es autosémico recesivo y es causado por mutaciones bialélicas del gen
RNU4ATAC el cual codifica para U4ATAC, un snRNA componente del spliceosoma menor
(Leutenegger, Labalme et al. 2006, Edery, Marcaillou et al. 2011, He, Liyanarachchi et al.
2011, Jafarifar, Dietrich et al. 2014). EI manejo de los pacientes esta dirigido al tratamiento
de los sintomas y signos dentro del cual se encuentra la terapia anticonvulsivante y los

procedimientos especializados ortopédicos, neurologicos, cardiacos, entre otros, los cuales
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puedan mejorar la calidad de vida del paciente y de su familia (Kozlowski, Donovan et al.

1993, Abdel-Salam, Abdel-Hamid et al. 2012).

1.2.6.4 Sindrome de Meier-Gorlin

El sindrome de Meier-Gorlin fue descrito por Meier en 1.959 (Meier and Rothschild
1959) y por Gorlin en 1.975 (Gorlin, Cervenka et al. 1974). Es un trastorno caracterizado por
la triada de microtia, patela pequefia o ausente y talla baja, por lo cual también ha recibido el
nombre en inglés de “Ear patella short stature syndrome” (de Munnik, Otten et al. 2012). Por
lo menos dos de estas tres caracteristicas estan presentes en el 97% de los pacientes
reportados con la enfermedad, siendo la presencia de hipoplasia/aplasia patelar y microtia en
combinacion la presentacion mas frecuente (Bongers, Opitz et al. 2001). Hasta la fecha han
sido descritos 67 pacientes en la literatura, Su prevalencia exacta no ha sido determinada pero

se estima que es menor de 1: 1.000.000 (de Munnik, Hoefsloot et al. 2015).

Los principales hallazgos clinicos que han sido reportados en estos pacientes incluyen
la microtia con rangos diferentes de severidad. En los casos méas graves se evidencian
pabellones auriculares infradesarrollados con implantacion baja y es posible encontrar
canales auditivos estrechos con hipoacusia conductiva (Boles, Teebi et al. 1994). Los
pacientes presentan ausencia de patela en la mayoria de los casos pero también puede
encontrarse hipoplasia, lo cual puede conducir al desarrollo de osteoartritis a una edad
temprana (de Munnik, Bicknell et al. 2012). La mayoria de pacientes exhiben RCIU que
continla hasta la etapa posnatal. En los pacientes estudiados se ha podido apreciar un
crecimiento posnatal retardado durante el primer afio de vida (<-2 DE) pero una velocidad
de crecimiento casi normal en los afios posteriores aunque no llegan a alcanzar el crecimiento

esperado para la edad (Cohen, Temple et al. 1991). La microcefalia (<3 DE) es un rasgo que
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esta presente en menos de la mitad de los casos. Ha sido evidenciado que la talla alcanzada
y las medidas de la circunferencia craneana difieren significativamente de acuerdo al gen
afectado. Ademas varia segun el género y el grupo étnico (Buebel, Salinas et al. 1996, de
Munnik, Bicknell et al. 2012). EI tratamiento con hormona del crecimiento no ha mostrado
mejoria de la talla final en estos pacientes, excepto en quienes presentan niveles de IGF1

bajos (Faqgeih, Sakati et al. 2005, de Munnik, Hoefsloot et al. 2015).

Estos pacientes presentan un fenotipo facial caracterizado por microtia, microstomia,
labios gruesos y microrretrognatia a edad temprana. La nariz usualmente es delgada y
convexa, la cual se vuelve mas prominente con el paso del tiempo (Fryns 1998, Cohen, Mulas
et al. 2002). Una edad Osea retardada, huesos largos delgados y genu recurvatum
(hiperextension de la rodilla) pueden encontrarse, ademas de contracturas o subluxaciones
articulares o pie equinovaro en menor frecuencia (Hurst, Winter et al. 1988). Las anomalias
del tracto urogenital son también frecuentes principalmente la criptorquidia, los testiculos
pequefios y el micropene y unos labios mayores hipoplasicos en mujeres (Feingold 2002).
Todas las mujeres en etapa pospuberal padecen de hipoplasia mamaria y se han reportado
casos de Utero hipoplasico y ovarios poliquisticos (Terhal, Ausems et al. 2000). En ambos
géneros el vello axilar es usualmente escaso y ralo pero el vello pubico es de caracteristicas

normales (Shalev and Hall 2003, de Munnik, Bicknell et al. 2012).

La inteligencia es normal en la mayoria de los pacientes aunque un retardo en el
desarrollo psicomotor y/o desarrollo del lenguaje puede ser encontrado (Martinez-Barrera,
Garcia-Delgado et al. 2013). En algunos pacientes se presentan defectos en el tracto
respiratorio como el enfisema pulmonar congénito, la broncomalacia, la laringomalacia y/o

la traqueomalacia (Loeys, Lemmerling et al. 1999). Infecciones en la via respiratoria son
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frecuentes en la nifiez pero mejoran con el tiempo (Gezdirici, Yosunkaya et al. 2010). Las
anomalias cardiacas congénitas son raras pero se han encontrado defectos septales
ventriculares y ductus arterioso permeable (Boles, Teebi et al. 1994). Los trastornos
alimentarios son frecuentes durante la infancia y la nifiez temprana, los cuales van desde la
hiporexia hasta el reflujo gastroesofdgico con requerimiento de sonda gastrica de
alimentacion o gastrostomia en algunos casos (Bongers, Opitz et al. 2001, de Munnik,

Hoefsloot et al. 2015).

El sindrome de Meier Gorlin presenta un patron de herencia autosémico recesivo.
Mutaciones en cinco genes (ORC1, ORC4, ORC6, CDT1 y CDC6) que codifican para
proteinas del complejo pre-replicativo se han descrito como causales en aproximadamente el
80% de los pacientes (Bicknell, Bongers et al. 2011, Bicknell, Walker et al. 2011, Guernsey,
Matsuoka et al. 2011). Aunque el mecanismo causal no ha sido establecido, se ha propuesto
que la alteracion en el funcionamiento del complejo pre-replicativo que reduce la fase G1 de
la replicacion del ADN se asocia al impedimento de la proliferacion celular que finalmente
resulta en una reduccion del nimero celular total (Hossain and Stillman 2012, Kuo, Song et

al. 2012, Stiff, Alagoz et al. 2013).

Para el diagndstico del sindrome es importante tener en cuenta que los pacientes
pueden presentar solo algunas de las principales caracteristicas fenotipicas. Ademas en nifios
la radioluscencia patelar en los primeros cinco a seis afios de vida dificulta su estudio
radioldgico y en ellos se debe considerar la realizacidn de un ultrasonido (Boles, Teebi et al.
1994, Cohen, Mulas et al. 2002). Para el estudio molecular en pacientes que presentan talla
baja severa y/o microcefalia es pertinente iniciar el analisis de los genes ORC1 y ORC4

(Bicknell, Bongers et al. 2011, de Munnik, Bicknell et al. 2012).
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El manejo de estos pacientes debe ser multidisciplinario e incluye la valoracion por
otorrinolaringologia, ortopedia y rehabilitacion fisica (Dudkiewicz and Tanzer 2004). Es
importante considerar la medicién de IGF1 y GH puesto que es pertinente el tratamiento con
suplencia de la hormona del crecimiento en pacientes con IGF1 disminuido (Fageih, Sakati
et al. 2005). En caso de presentar problemas severos para la alimentacion se debe considerar
el posible manejo con sonda gastrica de alimentacion o incluso una gastrostomia (Loeys,
Lemmerling et al. 1999). Cuando se presenta enfisema pulmonar congénito que ponga en
peligro la vida es posible considerar el manejo quirargico. En pacientes mayores puede ser

tratado con farmacos Beta-2-antagonistas selectivos (Bongers, Opitz et al. 2001).

Aunque no es muy frecuente encontrar pacientes con defectos cardiacos congeénitos
es aconsejable realizar estudios de electrocardiografia y/o ecocardiografia en el momento del
diagnostico (Feingold 2002). En algunas mujeres con hipoplasia mamaria se ha realizado
tratamiento estrogénico exdgeno con éxito, lo cual podria considerarse si no se ha
contemplado una cirugia mamaria estética (Terhal, Ausems et al. 2000). Deben efectuarse
examenes ginecologicos preconcepcionales por las anomalias genitales reportadas (Boles,
Teebi et al. 1994). La expectativa de vida es similar a la esperada para la poblacién general
a excepcion de los casos que presentan trastornos pulmonares o cardiacos severos con

complicaciones (de Munnik, Bicknell et al. 2012, de Munnik, Hoefsloot et al. 2015).

1.2.7 Microcefalia primaria autosomica recesiva (MCPH)

La MCPH ha sido clasificada en por lo menos doce subtipos diferentes segun el gen
asociado a su etiologia. Debido a que la MCPH5 (causada por mutaciones en ASPM) es la

forma mas comuin y de la cual se han realizado la mayor cantidad de publicaciones, muchos
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datos clinicos solo estan disponibles para esta forma de MCPH (Pagon, Adam et al. 2013).
En esta enfermedad se presenta un crecimiento cerebral deficiente que se asocia a
microcefalia, la cual es evidente aproximadamente a las 24 semanas de gestacion. La medida
de la circunferencia occipito-frontal al nacimiento se encuentra por lo menos -2 DE por
debajo de la media para la edad, el género y el grupo étnico, la cual va empeorando con el
tiempo. Por definicion, la talla es normal en los individuos con MCPH. El desarrollo
psicomotor es normal en algunos pacientes pero usualmente se presenta un leve retardo y en
la mayoria de los casos existe un retraso en el inicio del lenguaje y un déficit cognitivo de
leve a moderada intensidad (Woods, Bond et al. 2005, Cox, Jackson et al. 2006, Aicardi, Bax

et al. 2009).

Estos pacientes han sido descritos con personalidad alegre, afable, sociable y son
carifosos con las personas con quienes se relacionan. Sin embargo los nifios pequefios
pueden mostrar un comportamiento agresivo e hiperactivo. Se ha reportado la presencia de
convulsiones usualmente ténico-clonicas de facil manejo en aproximadamente el 10% de los
pacientes. Los hallazgos neuroldgicos se limitan a un sindrome piramidal leve, como por
ejemplo una ligera espasticidad en las extremidades inferiores. No se presentan
caracteristicas faciales particulares. No existen datos especificos acerca de la expectativa de
vida de estos pacientes, pero se ha reportado una supervivencia superior a los 50 afios de
edad. Tiene una incidencia de 1: 30000 a 1: 250000 (Pattison, Crow et al. 2000, Bond, Scott

et al. 2003, Passemard, Titomanlio et al. 2009, Basel-Vanagaite and Dobyns 2010).

Para su diagnostico deben efectuarse en todos los casos estudios con neuroimagenes,

un examen neuroldgico, pruebas de integridad retinal y un andlisis de rearreglos
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cromosomicos. Ademads, es importante excluir la presencia de fenilcetonuria materna

(Passemard, Titomanlio et al. 2009).

Existe una gran variedad de diagndsticos diferenciales en el espectro de los trastornos
MCPH-SCKS que pueden ser divididos segun sus caracteristicas clinicas. Por ejemplo, la
microcefalia asociada a malformaciones cerebrales dentro de las cuales se encuentra el
fenotipo con defectos en la organizacién o migracion cortical, el espectro lisencefalia-
paquigiria, la microlisencefalia y la polimicrogiria, entre otras (Basel-Vanagaite and Dobyns
2010) (Rosenberg, Agarwala et al. 2002). Las microcefalias sindromicas pueden ademas ser
divididas en subgrupos de acuerdo a algunos hallazgos clinicos comunes como los sindromes
con talla baja severa los cuales son denominados enanismos esenciales microcefalicos
(sindromes MOPD I, Meier Gorlin y Taybi Linder) (Majewski, Ranke et al. 1982, Oqi,

Walker et al. 2012, Pierce and Morse 2012).

Otros diagnosticos diferenciales son las microcefalias con trastornos de reparacion
del ADN que incluyen sindromes con inestabilidad cromosémica, fotosensibilidad y
trastornos inmunolégicos o hematoldgicos como la anemia de Fanconi, el sindrome Nijmegen
breakage, el sindrome Warsaw breakage, la microcefalia con inmunodeficiencia severa
combinada y talla baja y el sindrome Cockayne, entre otros (Pagon, Adam et al. 2013). Otro
grupo se ha constituido por microcefalias asociadas a inestabilidad mitdtica como el
sindrome de aneuploidia variegada en mosaico (MVA) (Katyal and McKinnon 2007,
O’Driscoll and Jeggo 2008). A continuacion seran descritos algunos de los sindromes mas

representativos en el marco del desarrollo del presente trabajo de tesis.
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1.2.7.1 Sindrome de rupturas Nijmegen

El sindrome de rupturas Nijmegen tiene una incidencia aproximada de 1: 100.000
recién nacidos vivos aunque no existen datos precisos. Se caracteriza por la presencia de
RCIU con peso y talla bajos para la edad gestacional en el momento del nacimiento que
continda aproximadamente hasta los dos afios de edad. Posteriormente, el crecimiento lineal
tiende a normalizarse pero los individuos contintian siendo pequefios para la edad. Presentan
microcefalia desde el nacimiento o la cual puede también desarrollarse en los primeros meses
de vida progresando a una microcefalia severa. Los hallazgos faciales se hacen distintivos a
medida que progresa la microcefalia e incluyen la frente inclinada, las fisuras palpebrales
oblicuas hacia arriba, una prominencia medio facial, la nariz prolongada con puente nasal
prominente y retrognatia y los pabellones auriculares grandes (Hiel, Weemaes et al. 2001,

Chrzanowska, Gregorek et al. 2012).

Los pacientes muestran retraso en el desarrollo psicomotor e hiperactividad en la
nifiez temprana, aunque usualmente no se encuentra afectacion durante el primer afio de vida.
Las habilidades intelectuales tienden a disminuir con el tiempo y la mayoria de los pacientes
a la edad de siete afios muestran déficit cognitivo de leve a moderado. Los pacientes tienen
buenas relaciones interpersonales y son descritos como timidos y alegres. Tienen
susceptibilidad a diferentes infecciones principalmente en el tracto respiratorio, el sistema

gastrointestinal y en las vias urinarias (Pagon, Adam et al. 2014).

Estos pacientes presentan una tendencia incrementada a desarrollar malignidades, las
cuales han sido reportadas en aproximadamente el 40% de los pacientes antes de los 20 afios
de edad. Se presentan linfomas primarios principalmente (en 45% de los casos son de células

B y en 55% de células T). También se han encontrado tumores so6lidos como
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meduloblastomas, gliomas y rabdomiosarcomas (Bakhshi, Cerosaletti et al. 2003,

Michatkiewicz, Barth et al. 2003).

Se ha demostrado una alta incidencia de falla ovarica prematura en las mujeres que
padecen el sindrome evidenciada por una elevada concentracion sérica de gonadotropinas y
amenorrea primaria. Ademas exhiben ausencia del desarrollo de caracteres sexuales
secundarios. Otros hallazgos clinicos son la presencia de alteraciones en la pigmentacion de
la piel y malformaciones congénitas en algunos pacientes como la polidactilia preaxial, la
atresia de coanas, el labio y paladar hendido, el rifién en herradura, las hipospadias y la atresia

anal (Wegner, Chrzanowska et al. 1999, Warcoin, Lespinasse et al. 2009).

En las pruebas de inestabilidad cromosomica se encuentran inversiones y
translocaciones que involucran los cromosomas 7 y 14 en linfocitos estimulados con
fitohemaglutinina. Se ha encontrado en el 100% de los pacientes la variante ¢.657_661 del5
en el gen NBN. Tiene un patrdn de herencia autosémico recesivo (Distel, Neubauer et al.

2003).

1.2.7.2 Sindrome de inmunodeficiencia combinada severa con microcefalia y talla baja

Este sindrome se caracteriza por microcefalia presente desde el nacimiento, hallazgos
faciales similares a los descritos para el sindrome de Seckel con frente recedida,
microrretrognatia y nariz larga y picuda. Presentan ademas restriccion del crecimiento leve,
déficit cognitivo y anormalidades de la pigmentacién de la piel. Todos los pacientes tienen
hipogammaglobulinemia, linfocitopenia severa de células B y células T, y niveles de células
NK normales. Los pacientes desarrollan infecciones recurrentes severas que usualmente

causan la muerte. Sus fibroblastos muestran variable pero incrementada sensibilidad a la

104



radiacion ionizante. Este sindrome es causado por mutaciones bialélicas en el gen NHEJ1

(Buck, Malivert et al. 2006, Chistiakov, Voronova et al. 2009).

1.2.7.3 Sindrome de Cockayne

El sindrome de Cockayne tiene una incidencia aproximada de 2.7: 1.000.000 de
nacimientos, aunque es probable que esté subdiagnosticado. Se caracteriza por falla en el
crecimiento y alteraciones multisistémicas con una edad de inicio y tasa de progresion
variables. El espectro fenotipico puede dividirse en cuatro presentaciones clinicas generales

que seran descritas a continuacion (Nance and Berry 1992).

El sindrome de Cockayne tipo | (CS 1) es el subtipo cléasico y se presenta con un
crecimiento prenatal tipicamente normal. La talla, el peso y la circunferencia occipito-frontal
son normales en el momento del nacimiento. Sin embargo, dentro de los primeros dos afos
el crecimiento y el desarrollo son més lentos de lo normal. Para el momento en el que se
manifiestan todas las caracteristicas clinicas del sindrome el paciente muestra la talla, el peso
y el perimetro cefalico por debajo del percentil 5. Progresivamente se desarrolla una pérdida
de la vision, de la audicion, y una alteracién de la funcién del sistema nervioso central y
periférico conduncentes a una discapacidad extrema. También se presentan caries dentales
severas en mas del 85% de los pacientes. La fotosensibilidad se ha descrito como severa pero
los pacientes no presentan mayor predisposicion al cancer de piel (Boltshauser, Yalcinkaya

et al. 1989).

Otras anormalidades clinicas se encuentran en mas del 10% de los pacientes e
incluyen alteraciones neurolégicas como espasticidad, hipo o hiperreflexia, marcha anormal,
ataxia, incontinencia, temblor, alteraciones del lenguaje, convulsiones, atrofia muscular,
desmielinizacion o calcificaciones en el sistema nervioso central. Pueden presentar
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anhidrosis o erupcion malar. Problemas oftalmoldgicos como enoftalmos, retinopatia
pigmentaria, cataratas, atrofia Optica, estrabismo, nistagmo, fotofobia y microftalmia,
también han sido encontrados. Alteraciones dentales como dientes hipoplasicos o ausentes,
erupciéon dental retardada y maloclusion pueden estar presentes. Se pueden encontrar
malformaciones renales pero usualmente no son significativas. Se han observado trastornos
endocrinos como maduracion sexual ausente o retardada e infertilidad y gastrointestinales
tales como hepato-esplenomegalias o pruebas de funcidn hepética alteradas. La muerte de
estos pacientes ocurre tipicamente en la primera o segunda década de la vida (Lowry and

Opitz 1982, Sugita, Takanashi et al. 1992).

El sindrome de Cockayne tipo Il (CS II) es un subtipo méas severo en el que los
pacientes presentan evidencia de falla en el crecimiento desde el nacimiento con poco o
ningun desarrollo neuroldgico posnatal. Cataratas congénitas u otras anormalidades oculares
estructurales estan presentes en aproximadamente el 30% de los casos. Los individuos
afectados presentan ademas artrogriposis o contracturas posnatales tempranas de la columna
(cifosis o escoliosis) y las articulaciones. La muerte se presenta cerca de los siete afios de
edad. EI CS tipo Il se sobrelapa clinicamente con el sindrome cerebrooculofacioesquelético
(COFS) que también lleva el nombre de sindrome de Pena-Shokeir tipo Il (Nance and Berry

1992, Lahiri and Davies 2003).

El sindrome de Cockayne tipo Il (CS Ill) se caracteriza por un crecimiento y
desarrollo cognitivo esencialmente normales. Es diagnosticado en los pacientes que
presentan caracteristicas clinicas asociadas con CS pero en quienes el crecimiento y/o el

desarrollo cognitivo excede las expectativas de CS tipo | (Mallery, Tanganelli et al. 1998).
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El espectro Xeroderma Pigmentoso-Sindrome de Cockayne (XP-CS) incluye efélides
faciales y cancer de piel temprano tipico del xeroderma pigmentoso. Ademas tiene algunas
caracteristicas tipicas del CS como el déficit cognitivo, la espasticidad, la talla baja y el
hipogonadismo. ElI XP-CS no involucra alteraciones esqueléticas, desmielinizacion o

calcificaciones del sistema nervioso central (Greenhaw, Hebert et al. 1992).

Este sindrome tiene un patrén de herencia autosomico recesivo. Los dos genes que
presentan mutaciones causales del CS son ERCC6 (65% de los casos) y ERCC8 (35% de los
casos). Los ensayos de reparacion del ADN en las regiones mutantes de estos genes muestran
una marcada sensibilidad a la radiacion UV, una deficiente recuperacion de la sintesis de
ARN seguida de dafio con luz UV y una alteracion en la reparacién de genes

transcripcionalmente activos (Henning, Li et al. 1995, Meira, Graham et al. 2000).

1.2.7.4 Sindrome de Warsaw Breakage

Este es un defecto asociado con un fenotipo celular Unico en el que coexisten la
ruptura de cromosomas inducida por quimicos y los defectos de cohesion de cromatides
hermanas. Pertenece al grupo de las cohesinopatias. Se han descrito solo cinco casos en el
mundo en tres familias diferentes. Es causado por mutaciones bialélicas en el gen DDX11.
Tiene un patron de herencia autosomico recesivo (Amann, Valentine et al. 1996, Fan,

Newman et al. 2002, Capo-Chichi, Bharti et al. 2013).

Las caracteristicas clinicas del sindrome de Warsaw Breakage son la presencia de
microcefalia severa, la restriccidn del crecimiento pre y posnatal (todos los valores por debajo
del percentil 3). Los principales hallazgos faciales son el diametro bifrontal estrecho,
estrabismo, 0jos prominentes, pliegues epicanticos, nariz y narinas pequefias (aunque un caso
fue descrito con nariz prominente), filtro plano, boca pequefia, pabellones auriculares
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displasicos y cara elongada. Otros signos tipicos del sindrome son una coclea pequefia sin
espirales cocleares visibles en la TAC cerebral que lleva a una hipoacusia neurosensorial
bilateral que puede ser confirmada con la realizacion de potenciales evocados (van der Lelij,

Chrzanowska et al. 2010, Capo-Chichi, Bharti et al. 2013, Bailey, Fryer et al. 2015).

Ademas, presentan el cuello corto, clinodactilia del quinto dedo, sobrelapamiento
entre el segundo vV el tercer dedo de los pies e hipotonia al examen neuroldgico. Es comun
observar pigmentacion anormal de la piel y déficit cognitivo de moderado a severo. Se han
evidenciado alteraciones cardiacas como la tetralogia de Fallot y el ductus arterioso
persistente. En un caso se report6 hipotiroidismo y problemas para la alimentacion. En los
familiares de los pacientes quienes son portadores de las mutaciones en el gen se ha
encontrado susceptibilidad a malignidades como el linfoma Hodgkin, el adenocarcinoma
endometrial y el cancer cervico-uterino lo que sugiere que este gen podria actuar como un
supresor tumoral (Vasa-Nicotera, Brouilette et al. 2005, van der Lelij, Chrzanowska et al.

2010, Capo-Chichi, Bharti et al. 2013, Bailey, Fryer et al. 2015).

1.2.7.5 Sindrome de aneuploidia variegada en mosaico (MVA)

El sindrome de aneuploidia variegada en mosaico (MVA) es un trastorno
caracterizado por la presencia de aneuploidias mdultiples presentes en mosaico,
predominantemente trisomias y monosomias, que involucran diferentes cromosomas y
tejidos. La proporcién de células aneuploides varia pero usualmente es mayor del 25% y
definitivamente mayor que en personas normales. Tiene una prevalencia estimada de menos

de uno en un millon de individuos (Callier, Faivre et al. 2005).

Los pacientes presentan RCIU severo y microcefalia, anomalias oculares

(principalmente cataratas y dismorfismo leve), retardo en el desarrollo y déficit cognitivo
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variable. Ademas, se ha observado un amplio espectro de anormalidades congénitas
adicionales como la malformacion de Dandy Walker, convulsiones, quistes renales, genitales
ambiguos, alteraciones en la pigmentacion de la piel y labio y paladar hendidos. El riesgo de
malignidades es alto y se han reportado rabdomiosarcomas, tumor de Wilms y leucemia en
multiples casos. También se han encontrado pacientes con inmunodeficiencia. Este sindrome
es causado por mutaciones bialélicas del gen BUBLB y tiene un patrén de herencia
autosémico recesivo (Flejter, Issa et al. 1998, Jacquemont, Bocéno et al. 2002, Hanks,

Coleman et al. 2004).

A continuacion se describiran las bases teoricas de las técnicas de secuenciacion
empleadas actualmente puesto que hacen parte de la metodologia del presente trabajo de

tesis.

1.3 Técnicas de secuenciacion

1.3.1 Secuenciacion de Sanger

La secuenciacion de ADN fue ejecutada inicialmente utilizando el método de Sanger
desarrollado por el bioquimico inglés Frederick Sanger en la década de 1.970. Esta técnica
también llamada “método dideoxi o método enzimatico de terminacion de cadena” emplea
nucleotidos que carecen del grupo hidroxilo (-OH) en el extremo 3" (Sanger and Coulson
1975). EI ADN se sintetiza in vitro por medio de la utilizacion de un molde de la cadena a
secuenciar, un exceso de nucléotidos deoxi (dGTP, dCTP, dATP y dTTP), un primer o
cebador, una escasa cantidad de dideoxi especificos (ddGTP, ddCTP, ddATP o ddTTP) y la

polimerasa. Para llevar a cabo el proceso de secuenciacion se deben colocar juntos los cuatro
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deoxinucle6tidos (ANTPs) més un dideoxinucleétido (ddNTP), el molde, el primer y la ADN

polimerasa (Sanger, Nicklen et al. 1977).

Al final de la reaccion se habran sintetizado cadenas de diferente longitud terminando
todas en el lugar en que fue incorporado el dideoxinucleétido correspondiente segun la
reaccion. Los productos de las cuatro reacciones, cada uno con una pequefia cantidad de uno
de los cuatro dideoxinucleotidos, son colocados en un gel de agarosa y sometidos a una
electroforesis obteniendo un patron de bandas ordenado del cual es posible deducir la

secuencia de ADN estudiada (Murphy, Berg et al. 2005).

Este método fue luego modificado para permitir la adaptacion a los equipos de
electroforesis capilar, los cuales, a diferencia de la utilizacién de radioactividad, utilizan
fluorescencia. En cada reaccion un nucleétido trifosfato (dTTP) se encuentra marcado con
un fluorocromo diferente (Smith, Sanders et al. 1986). Este sistema permite automatizar el
proceso y efectuar la lectura simultdnea de los cuatro nucle6tidos marcados. Ademas, la
deteccidn del tipo de fluorescencia correspondiente a cada reaccion se lleva a cabo al mismo
tiempo que la electroforesis y los fragmentos de ADN de menor tamafio que ya han sido
detectados salen del gel permitiendo aumentar el nimero de nucleétidos que se pueden
determinar en cada electroforesis, es decir en cada secuenciacién (SenGupta and Cookson

2010).

1.3.2 Secuenciacion de siguiente generacion (Next generation sequencing — NGS)

El método de Sanger es considerado como una tecnologia de “primera generacion” y
los nuevos métodos utilizados son conocidos como secuenciacion de siguiente generacion

(NGS). El principal avance ofrecido por la NGS es la capacidad de producir un enorme
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volumen de datos con una importante disminucién de los costos. Es conocida también como
secuenciacion de alto rendimiento (High-throughput sequencing) debido a que es un proceso
en el cual es posible identificar la secuencia de més de 1.6 billones de fragmentos de ADN

en paralelo por cada ciclo de reaccion (Mardis 2008, DePristo, Banks et al. 2011).

Con esta técnica cada base es leida entre 20 y 2.000 veces (profundidad de exploracion)
con altos niveles de cobertura lo cual alcanza para leer la mayoria de las secuencias blanco.
El proceso de un estudio NGS comprende diferentes procedimientos dentro y fuera del
laboratorio que incluyen la preparacion de librerias, la secuenciacion de las librerias, los
analisis bioinformaticos primarios y la aplicacion de los filtros de las variantes con su
interpretacion (Shendure and Ji 2008, Gilissen, Hoischen et al. 2012, Lohmann and Klein

2014).

La posibilidad de secuenciar un exoma o un genoma completos permite obtener
conocimiento de todas las variantes exdnicas/gendémicas presentes en un individuo. Dentro
de las aplicaciones que ofrece este conocimiento se encuentran la deteccion de las causas
genéticas de enfermedades raras, de los mosaicismos, si existe un buen nivel de profundidad,
de las mutaciones de novo, sin tener un conocimiento previo de las vias alteradas o de los
genes candidatos, realizando un analisis de trios que incluye el paciente afectado y sus dos
padres sanos. Ademas permite identificar la causa de enfermedades digénicas y poligénicas

(Lohmann and Klein 2014).

Las principales desventajas que se pueden encontrar cuando se realizan estudios con
NGS son la dificultad para la interpretacion de la gran cantidad de variantes encontradas, por
lo que en muchos de los casos es necesario la realizacion de pruebas funcionales. Cada una
de las variantes requiere tener altos niveles de profundidad de exploracion para evitar al
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maximo los falsos positivos. Sin embrago estos resultados deben ser siempre confirmados
con secuenciacion directa. Es necesario ademas contar con controles de calidad con respecto
a la cobertura y la profundidad de las lecturas y para la interpretacion de las variantes por

parte de personal entrenado (Klein, Konig et al. 2012, Lohmann and Klein 2014).

Existen diferentes métodos o plataformas para llevar a cabo la NGS pero en general hay
unos pasos comunes a todas las plataformas. Estos incluyen la fragmentacion del ADN (50-
400 pb), la adicion de los adaptadores a los extremos de los fragmentos, la amplificacién de
los fragmentos con los adaptadores mediante PCR y finalmente la cuantificacion del ADN
(Mardis 2008). A continuacion se realizard una breve explicacion del funcionamiento de las

plataformas mas utilizadas en la actualidad.

1.3.2.1 Técnica de adicién de nucleétido unico (Single nucleotide addition — SNA) o
pirosecuenciacion (Roche/454 FLX Pyrosequencer)

En este método cada incorporacion de un nucleétido por la ADN polimerasa resulta
en la liberacion de pirofosfato, para dar inicio a una serie de reacciones corriente abajo que
finalmente producen luz por la enzima luciferasa firefly. La cantidad de luz producida es
proporcional al nimero de nucle6tidos incorporados. La libreria de fragmentos estd mezclada
con una poblacion de perlas de agarosa que en la superficie llevan oligonucleétidos
complementarios a las secuencias adaptadoras especificas en la libreria de fragmentos y
debido a esto cada perla esta asociada con un fragmento Unico (Edwards, Rodriguez-Brito et

al. 2006).

Cada uno de estos complejos fragmento/perla es aislado en micelas individuales de
agua/aceite que también contienen reactantes de PCR (PCR en emulsion) y los ciclos
térmicos de las micelas producen aproximadamente un millon de copias de cada fragmento
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de ADN en la superficie de cada perla. Estas moléculas amplificadas son entonces
secuenciadas masivamente. Las perlas son colocadas en una placa que contiene una sola perla
por cada uno de los miles de pozos, lo que provee una localizacion fija que permite que cada
reaccion de secuenciacion sea monitoreada. La placa esta colocada en una posicion opuesta
a una cdmara que graba la luz emitida por cada perla. El orden e intensidad de los picos de
luz se miden como diagramas de flujo que muestran la correspondiente secuencia de ADN.
Las lecturas son procesadas en un software y sometidas a filtros de calidad para remover las
secuencias de baja calidad (Cheung, Haas et al. 2006, Mardis 2008, Biesecker and Green

2014).

1.3.2.2 Applied Biosystems SOLiD™ Sequencer

Este método utiliza una libreria de fragmentos ligados a adaptadores y la PCR en
emulsion con pequefias perlas magnéticas para amplificar los fragmentos a secuenciar. A
diferencia de otras plataformas, SOLID usa la ADN ligasa. Se realiza con una sonda marcada
con fluorescencia hibrida y su secuencia complementaria adyacente al primer junto con la
ADN ligasa que las une. Las sondas no ligadas son lavadas. La ADN ligasa esta marcada con
octameros fluorescentes. Cada paso de ligacién es seguido por deteccion de fluorescencia y
luego por un paso de remocion de bases del octamero ligado. En este momento se prepara el
primer para otra ligacion. Debido a que cada grupo fluorescente en los octameros ligados
identifica una combinacion de dos bases, la lectura de la secuencia resultante puede ser
alineada para conocer las secuencias de alta o pobre calidad (Mardis 2008, Clark, Chen et al.

2011).
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1.3.2.3 Secuenciacion en tiempo real (real time sequencing) de Pacific Biosciences

Este método implica la continua incorporacion de dNTPs marcados con fluoréforos
al mismo tiempo que se lee la fluorescencia del ADN sintetizado. Las moléculas de ADN se
unen covalentemente a la superficie de unos detectores ZMW (Zero mode waveguide) que
obtienen informacidn de la secuencia mientras que se incorporan los nucleétidos fosforilados
a la cadena nueva. Un detector ZMW es basicamente un agujero de 10 nm de didmetro
fabricado en una placa de metal de 100 nm y depositado en un soporte de vidrio. El pequefio
tamafio del ZMW evita que la luz visible del laser (de una longitud de onda aproximada de
600 nm) lo atraviese completamente por lo que al iluminarlo sélo llega la luz al fondo de 30
nm. Dentro de cada detector ZMW se une covalentemente una sola molécula de ADN
polimerasa, posteriormente se afiaden los nucleétidos (cada uno marcado con un fluoréforo
diferente) a la matriz de detectores ZMW con una concentracion determinada (DePristo,

Banks et al. 2011, Otto 2011).

Al cabo de tan solo milisegundos, los nucleétidos marcados penetran en el detector
ZMW, difunden y salen del agujero. Puesto que la luz del laser no penetra a través de los
agujeros para excitar los fluoréforos, los nucle6tidos marcados por encima del detector ZMW
no emiten luz y solo emiten fluorescencia cuando difunden por el fondo de 30 nm del detector
ZMW. Cuando la polimerasa detecta el nucledtido correcto, lo incorpora a la cadena recién
sintetizada en un proceso que tarda milisegundos, en contraste con los microsegundos que
tarda la difusion de los nucledtidos cuando no se incorporan a la nueva hebra. Esta diferencia
de tiempo ocasiona una mayor intensidad de sefial de los nucleé6tidos incorporados frente a

los no incorporados (Dressman, Yan et al. 2003, Metzker 2010, DePristo, Banks et al. 2011).
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1.3.2.4 lon proton Sequencer

La secuenciacion de ADN por lon proton es un método basado en la deteccion de
protones liberados durante la polimerizacion del ADN. Este tipo de secuenciacion difiere de
las demas plataformas en que no usa nucleétidos modificados y que la deteccion no se realiza
via Optica sino por cambios de pH. El sistema combina tecnologia de secuenciacion
semiconductora con bioquimica para directamente traducir la informacion quimica en datos
digitales. No utiliza camaras, lentes ni laseres. Esta tecnologia fue desarrollada por lon
Torrent Systems Inc. y sali6 al mercado en el afio 2010 (Perkel 2011, Shokralla, Spall et al.

2012).

La incorporacion de dNTPs trifosforilados en el ADN en la replicacion implica la
generacion de un enlace covalente y la liberacion de un pirofosfato y un protén. Este principio
es en el que se basa esta técnica de secuenciacion. En primer lugar, se aisla el ADN y se corta
en fragmentos de aproximadamente 200 pb. Luego se afiaden adaptadores a estos fragmentos
que se unen a perlas de agarosa. Cada una de ellas, unidas con millones de fragmentos de
ADN, se introduce en los micropocillos de un microchip. A continuacién se bafia el
microchip con una solucion de uno de los nucle6tidos y ocurre una PCR en emulsion

(Merriman, Torrent et al. 2012).

Si el nucledtido se incorpora en la cadena de ADN, se libera un protén el cual es
detectado por la base del pocillo que actia como un mini-pHmetro (ISFET-lon sensitive Field
Effect Transitor). Gracias a que cada lamina del microchip es semiconductora se pueden
detectar estos pequefios cambios ionicos (Pennisi 2010, Mascher, Wu et al. 2013). Este
proceso se repite cada 15 segundos con una nueva solucién de cada nucle6tido. Este proceso

ocurre simultaneamente en millones de pozos y el proceso tarda una pocas horas. Las sefiales
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generadas en los pocillos se transmiten directamente a un ordenador sin necesidad de ser
procesadas durante la transferencia. Generalmente tiene una cobertura mayor del 90% de las
bases y una profundidad superior a 20X en promedio (Merriman, Torrent et al. 2012, Sawyer,

Schwartzentruber et al. 2014).

1.3.2.5 Hlumina Genome Analyzer

El proceso se inicia con una libreria de adaptadores especificos para Illumina y toma
lugar en un dispositivo automatizado de vidrio microfabricado y sellado que contiene ocho
canales. Esto permite la amplificacion en puente de fragmentos en la superficie, utilizando la
ADN polimerasa para producir multiples copias de la matriz. Puede ser utilizada la misma
libreria o diferentes librerias en cada uno de los ocho canales. Cada grupo de amplificacion
contiene aproximadamente un millon de copias del fragmento original, las cuales son
suficientes para reportar las bases incorporadas en la intensidad de sefial requerida para la
deteccidn durante la secuenciacion. lllumina utiliza la secuenciacion por sintesis en la cual
los 4 nucle6tidos son afiadidos simultaneamente a los canales junto con la ADN polimerasa

(Minoche, Dohm et al. 2011).

Los nucleétidos llevan un marcador fluorescente tnico para cada base y el grupo 3"-OH
estad quimicamente blogueado, lo que remite a que cada incorporacién es un evento quimico
unico. Un paso de toma de imagenes es seguido a la incorporacién de cada base. Después de
cada imagen, el grupo 3"bloqueado es quimicamente removido para preparar cada hebra para
la siguiente incorporacion por la ADN polimerasa. Esta serie de pasos continda por 36-50
ciclos dependiendo de la libreria de ADN utilizada. Es empleado un laser para excitar los

marcadores fluorescentes. Los reactivos son entonces lavados permitiendo una proxima
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extension del fragmento de ADN. Por medio de algoritmos informéticos son retiradas las

secuencias de baja calidad (Mardis 2008, Shendure and Ji 2008, Torres, Metta et al. 2008).

Dentro de las principales ventajas de esta plataforma se reportan una baja tasa de error,
con una exactitud de 98.5% en la lectura de cada base, un bajo costo por base, y una gran
produccién de datos simultaneos (aproximadamente 3 GB por corrida), lo cual corresponde
a cerca de 7.000 bases por segundo. Sus principales desventajas incluyen la lectura de
fragmentos cortos, de aproximadamente 50-150 pb y que requiere de un tiempo de corrida

prolongado para regiones extensas del genoma (Hert, Fredlake et al. 2008).

2. PREGUNTA CIENTIFICA

¢ Cuales son las causas moleculares de enanismo esencial microcefalico en 6 pacientes no

relacionados de la poblacion de El Santuario, Antioquia, en Colombia?

3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1. Objetivo general

Determinar la causa molecular del fenotipo de enanismo esencial en varios pacientes

provenientes de una zona endogadmica colombiana.

3.2. Objetivos especificos

1. Realizar la secuenciacion directa de genes candidato que puedan explicar los

fenotipos.

2. En casos en los que no se identifiquen variantes potencialmente causales efectuar

secuenciacion de exoma por técnica de NGS.

117



4. MATERIALES Y METODOS

4.1, Pacientes incluidos en el estudio

El presente estudio fue realizado con muestras de siete pacientes con talla baja extrema
y microcefalia severa en quienes se efectué una caracterizacion clinica y molecular. Ellos
asistieron al Centro de Investigacion en Genética y Gendmica (CIGGUR) de la Universidad
del Rosario en Bogota o a la consulta médica de genética de la Fundacion Valle del Lili en
Cali, Colombia. Por ser menores de edad, fueron firmados los consentimientos informados

por cada uno de sus padres.

Los pacientes presentaban hallazgos clinicos compatibles con enanismo esencial
microcefalico. Todos eran naturales y procedentes de El Santuario, Antioquia, en Colombia.
Fue diligenciada una historia clinica completa y una revision de los examenes paraclinicos

disponibles. Los detalles clinicos de estos individuos seran expuestos a continuacion.

4.1.1 Caracterizacion clinica de los pacientes de la poblacién de estudio

A continuacion seran descritas las caracteristicas clinicas y se expondran las fotografias
y los arboles genealdgicos de los pacientes que participaron en el presente estudio. Son
denominados PCNT del numero 1 al 7 para facilitar la descripcion segun la tabla de resumen

de caracterizacion clinica de este apartado (Tabla 2).
Pacientes PCNT1y PCNT2

Los pacientes PCNT1 y PCNT2 son hermanos.
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PCNT1:

Paciente de catorce afios de edad, de género masculino, producto del cuarto embarazo
no controlado. Se report6d diagnostico de retraso de crecimiento intrauterino en el tercer
trimestre de la gestacion, parto vaginal a término, con peso al nacer de 750 g (<P3). No hay
registro de talla pero fue referida como baja, requirio hospitalizacién en la unidad de recién
nacidos por un mes debido al bajo peso sin soporte ventilatorio. Se le realiz6 diagndstico de
sindrome de Seckel y el paciente continud un bajo crecimiento y desarrollo. Present0 retraso
en el desarrollo psicomotor con bipedestacion a los 3 afios, no escolarizado, no sabia leer ni
escribir, no realizaba operaciones matematicas simples, ayudaba en las labores del campo a
su padre con dificultad. Refirieron una personalidad sociable y facil relacion con su entorno.
No se le realizaron estudios paraclinicos ni controles médicos, ya que su familia estaba
radicada en una vereda distante de El Santuario. Como antecedentes patologicos del paciente,
los padres refirieron una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos y una

dislipidemia, en manejo irregular con dieta.

Los datos familiares hacen referencia a padre de 52 afios y madre de 47 afios sanos
procedentes de El Santuario y referidos como no consanguineos, pero que comparten sus
apellidos. Como se observa en el arbol genealdgico (Figura 8), la madre refiere que presento

maultiples pérdidas en el primer trimestre de la gestacion de etiologia desconocida.
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Figura 8. Arbol genealdgico de los pacientes PCNT1y PCNT2

Al examen fisico del paciente se encontré peso de 12 kg (<P3), talla de 85 cm (<P3),
perimetro cefalico de 42 cm (<P3), envergadura de 83 cm. Talla baja extrema ligeramente
desproporcionada por acortamiento mesomeélico de las extremidades, microcefalia severa,
fenotipo particular dado por frente recedida, cejas escasas, fisuras palpebrales oblicuas hacia
abajo, proptosis ocular, nariz con puente nasal prominente, filtro largo borrado, microdontia,
micrognatia leve, microtia grado 1 bilateral, voz aguda, acortamiento discretamente
mesomélico en extremidades superiores e inferiores, clinodactilia del quinto dedo de manos
bilateral, braquidactilia en manos y pies, pelo fino y ralo y un patron inusual de pigmentacion

de la piel dado por multiples méculas café con leche diseminadas.

Con los hallazgos clinicos se realiz6 diagndstico de sindrome MOPD Il y se tomaron
muestras de sangre periférica para la extraccion de ADN del paciente y de sus familiares

disponibles.

El paciente fallecio a la edad de 18 afios, la causa es desconocida debido a que no recibid

atencion médica.
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PCNT?2:

Se trata de una paciente de siete afios de edad, de género femenino, producto de una
octava gestacion no controlada, presenté RCIU severo identificado en el ultimo trimestre de
la gestacion, parto vaginal a termino. Al nacimiento tuvo un peso de 750 g (<P3) y talla baja
extrema (<P3). Requirié hospitalizacion en la unidad de recién nacidos por 45 dias, sin
soporte ventilatorio, con leve dificultad respiratoria. Se le realiz6 diagnostico de sindrome de
Seckel. Su desarrollo psicomotor fue referido como normal, camind a los 18 meses, lenguaje
adecuado para la edad, no escolarizada, no sabia leer, escribia su nombre, no realizaba
operaciones matematicas simples. No se le realizaron estudios paraclinicos. Como
antecedente patologico de la paciente los padres referian que tenia diagndstico de alteracion
en el metabolismo de los carbohidratos y dislipidemia, en manejo irregular con dieta y sin
control médico. Al examen fisico mostr6 una talla de 70 cm (<P3), un peso de 8,5 kg (<P3),
un perimetro cefalico de 38cm (<P3), una envergadura de 66 cm. Talla baja extrema
desproporcionada por discreto acortamiento mesomélico de las extremidades, microcefalia
severa, frente amplia y recedida, cejas escasas, proptosis ocular, nariz prominente,
microdontia, microtia grado 1 bilateral, voz de tono agudo, acortamiento mesomélico en las
cuatro extremidades con incurvamiento de antebrazos y piernas, braquidactilia en manos y
pies, clinodactilia del quinto dedo de las manos bilateral, pelo fino y ralo. Su diagnostico

clinico fue el sindrome MOPD II.

La paciente no realizé un control médico regular y solo fue valorada por genética en
una oportunidad, al igual que su hermano. Se tomaron muestras de sangre periférica para la

extraccion de ADN.
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Paciente PCNT3

Paciente de tres afios de edad, de género masculino, producto de segundo embarazo
controlado. La gestacion fue complicada por RCIU severo diagnosticado a las 25 semanas,
con repercusion hemodinamica, ventriculomegalia, oligopamnios y arteria umbilical Unica. A
las 28 semanas se realizo esquema de maduracion pulmonar con esteroides y a las 36 semanas
se llevd a cesarea por una ruptura prematura de membranas sin inicio espontaneo de actividad
uterina. Su peso al nacer fue de 1.310 g (<P3) vy su talla de 37 cm (<P3). Requirié manejo
en la unidad de cuidados intensivos neonatales por bajo peso. Se le realizé diagndstico de
sindrome de Seckel. Su desarrollo psicomotor fue referido como normal con sostén cefalico
a los 3 meses, sedestacion a los 6 meses y marcha independiente a los 17 meses. Al afio de
edad se inicié manejo con hormona de crecimiento, la cual fue suspendida un afio después
ante la ausencia de respuesta. Sus padres refirieron que el paciente era muy sociable y que
presentaba un déficit cognitivo leve confirmado por pruebas neuropsicolégicas. Dentro de
los antecedentes médicos de importancia present6 una luxacion de la cabeza del radio derecha
y mltiples aneurismas en las arterias cerebrales. Los hallazgos radiologicos a la edad de
siete aflos mostraron alerones iliacos pequefios y displasicos, ensanchamiento metafisiario,
fémur y himero ensanchados, retardo en la maduracion epifisiaria y epifisiolisis femoral, con

epifisis triangulares.

Los datos familiares hacen referencia a padre de 36 afios y madre de 30 afios sanos
procedentes de El Santuario y referidos como no consanguineos. La madre comentd que
presentd una pérdida en el primer trimestre de causa desconocida en su tercer embarazo

(Figura 9).
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Figura 9. Arbol genealdgico del paciente PCNT3

El examen fisico a la edad de tres afios mostroé un peso de 9.2 kg (<P3), una talla de
57.5 cm (<P3) y un perimetro cefalico de 39 cm (<P3). La talla baja era desproporcionada
por acortamiento e incurvacién mesomélica en las extremidades. Presentd una microcefalia
severa, la frente amplia y recedida, cejas escasas, telecanto, las fisuras palpebrales oblicuas
hacia abajo, proptosis ocular, la nariz en forma de pico, el filtro corto y borrado, microdontia,
diastasis dental y micrognatia, los pabellones auriculares tenian el hélix hipoplasico. El
cuello, el térax y el abdomen eran simétricos, ademas presentaba criptorquidia izquierda. En
las extremidades superiores e inferiores se evidencid mesomelia. Mostr6 clinodactilia del
quinto dedo de manos bilateral, antebrazos y piernas desproporcionadamente cortos. Tenia

la voz aguda y el pelo fino y ralo (Figura 10).

Se realizé diagnostico de sindrome MOPD 1l y se tomaron muestras para estudios

moleculares.

A la edad de siete afos, el paciente presento un episodio de cefalea subita asociada a

nauseas, vomito, convulsiones, pérdida del conocimiento y déficit motor. Se realizé una TAC
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cerebral en la cual se observo una hemorragia subaracnoidea y una angiografia que reporto
en la car6tida interna izquierda una dilatacion infundibular en el segmento de la arteria
comunicante posterior y un aneurisma de 3 mm de tipo transicional en la carétida izquierda.
Ademas se observo en la car6tida interna derecha una dilatacion infundibular en el segmento
de la arteria comunicante posterior y un aneurisma de la arteria basilar de aproximadamente
13 mm, con signos claros de ruptura trilobulada que comprometio el nacimiento de ambos
vasos cerebrales posteriores. El paciente fue tratado mediante una intervencion endovascular
con la cual presentd leve mejoria de su estado de conciencia, pero persistié con cuadriparesia
y dificultad severa para el lenguaje. A la edad de ocho afios fallecié por complicaciones

relacionadas con un catéter femoral.

Figura 10. Principales caracteristicas dismoérficas del paciente PCNT3. Talla baja desproporcionada,
microcefalia severa, frente amplia y recedida, cejas escasas, telecanto, fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo,
proptosis ocular, nariz en forma de pico, filtro corto y borrado, microdontia, diastasis dental y micrognatia,
pabellones auriculares con hélix hipoplasico. El cuello, el térax y el abdomen simétricos. En las extremidades
superiores e inferiores se evidencia mesomelia. Antebrazos y piernas desproporcionadamente cortos. El pelo

fino y ralo. (Fotografias tomadas con el consentimiento de los padres del paciente).
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Paciente PCNT4

PCNT4 es una paciente de seis afos de edad, de género femenino, producto del cuarto
embarazo controlado. Durante el embarazo se reportdé RCIU severo y tuvo un parto pre
término a las 30 semanas. El peso al nacer fue de 634 g (<P3), latallade 31 cm (<P3), requirid
hospitalizacién en la unidad de cuidados intensivos neonatales, se le dio egreso con un peso
de 1.130 g. Se realizo cariotipo que no mostré anormalidades numeéricas ni estructurales y se
les informo a los padres que la paciente tenia diagnéstico de sindrome de Seckel. Presentd
retraso en el desarrollo psicomotor, caminé a los 26 meses, inicié el lenguaje a los 30 meses,
no se encontraba escolarizada. Sus padres refirieron que tenia una personalidad muy sociable
y que no presentd déficit cognitivo. Como antecedente médico de importancia se reporto
diabetes mellitus en tratamiento. Se desconocen sus hallazgos radioldgicos y la paciente fue

valorada en una sola ocasién por el departamento de genética.

Los datos familiares hacen referencia a padre de 39 afios y madre de 40 afios sanos
procedentes de El Santuario, quienes se referian no consanguineos pero que compartian sus
apellidos (Figura 11), la madre refiere que el hijo que tuvo previo al paciente fallecié a una

edad temprana por causa desconocida.
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Figura 11. Arbol genealégico de la paciente PCNT4
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Al examen fisico se evidenci6 una talla baja extrema proporcionada, peso y talla por
debajo del percentil 3, relacion segmento superior / segmento inferior de 1.42, relacion talla
/ envergadura de 1.0, perimetro cefalico de 38 cm (<P3), microcefalia severa, frente amplia
y recedida, las cejas escasas, la nariz con puente nasal prominente, microdontia, diastasis
dental, microtia con ausencia de Iébulos bilateral (grado 1), la voz de tono muy agudo,
mesomelia en extremidades superiores, braquimesofalanges en todos los dedos de las manos,

clinodactilia del quinto dedo bilateral en ambas manos. Ademas el pelo era fino y ralo.

Con los hallazgos clinicos se realiz6 un diagnéstico de sindrome MOPD 11 y se

tomaron muestras de sangre periférica para la extraccion de ADN.

Paciente PCNT5

Paciente de tres afios de edad, de género femenino, producto del primer embarazo
controlado, con diagndéstico de RCIU severo desde el segundo trimestre de la gestacion. Tuvo
un parto vaginal a las 29 semanas, con peso al nacer de 725 g (<P3) y talla de 31 cm (<P3).
Requirié hospitalizacion en la unidad de recién nacidos durante dos meses por bajo peso y
pobre ganancia de peso. Se efectud el diagnostico de enanismo esencial al nacimiento.
Present0 retraso global del desarrollo psicomotor, caminé a los 28 meses, mostré retraso en
el desarrollo del lenguaje, no fue escolarizada. Sus padres negaron antecedentes patoldgicos
de importancia y no se le realizaron estudios paraclinicos. La paciente solo fue valorada en

una Unica ocasién por el departamento de genética, y no existieron evoluciones posteriores.

Los datos familiares hacen referencia a padre de 35 afios procedente de Cali, Valle y
madre de 28 afos procedente de El Santuario, Antioquia, referidos como sanos y no

consanguineos (Figura 12).
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Figura 12. Arbol genealdgico de la paciente PCNTS5.

Al examen fisico se encontrd una talla de 68 cm (<P3) y un peso de 4.7 kg (<P3), la
talla baja fue desproporcionada con acortamiento de predominio mesomeélico en las cuatro
extremidades. Presentd microcefalia severa, la frente amplia y recedida, ptosis palpebral
bilateral, las fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo, proptosis ocular, la nariz prominente,
microdontia, micrognatia, los pabellones auriculares simplificados con microtia y ausencia
de I6bulos, la voz muy aguda, mesomelia en las extremidades superiores e inferiores,
braguimesofalanges en todos los dedos, clinodactilia del quinto dedo en ambas manos y el

pelo fino y ralo.

Su diagndstico clinico fue el sindrome MOPD II. Se tomaron muestras de sangre

periférica para la extraccion de ADN.

Paciente PCNT6

Paciente de siete afios de edad, de género femenino, producto del segundo embarazo
controlado. A las 30 semanas de gestacion presenté oligohidramnios y RCIU severos, motivo
por el cual se realiz6 cesarea. El peso al nacimiento fue de 660 g (<P3), la talla de 31 cm
(<P3) y el perimetro cefalico de 20.3 cm (<P3). Por signos de dificultad respiratoria grave
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fue necesario realizar intubacién oro traqueal y fue trasladada a la unidad de cuidados
intensivos neonatales. Los principales hallazgos fisicos al nacimiento fueron microcefalia
severa, exoftalmos bilateral, soplo cardiaco holosistélico grado 4/6, abdomen globoso con
asas visibles, pie equino varo bilateral e ictericia severa. Fue dada de alta con diagnosticos
de recién nacida pre término de 30 semanas, RCIU simétrico severo, microcefalia severa,
ductus arterioso persistente, enterocolitis necrotizante grado IIA, hipertrofia pildrica,
malrotacion intestinal, trombocitopenia y pie equino varo bilateral. Dentro de los examenes
paraclinicos de salida tenia una resonancia magnética cerebral dentro de limites normales y
un cariotipo 46,XX. Sus padres refirieron que present6 un retardo global en el desarrollo
psicomotor con marcha independiente a los 36 meses de edad, no recuerdan la edad de los

demas hitos del desarrollo alcanzados.

Los principales examenes paraclinicos reportados a la edad de seis afios fueron unos
potenciales evocados auditivos que mostraban hipoacusia profunda bilateral y ausencia de
otoemisiones acusticas en ambos oidos. La angioresonancia cerebral fue normal. La TAC
con reconstruccion 3D reportaba aplanamiento facial con aparente cierre prematuro de la
sutura metdpica e hipoplasia maxilar y nasal. Tenia perfil lipidico, glicemia y pruebas de
funcién tiroidea normales. Las pruebas neuropsicolégicas evidenciaban un déficit cognitivo

moderado.

Los datos de la historia familiar incluyen madre de 36 afios sana quien conformé una
segunda unién de donde nacio la paciente, un padre de 36 afios sano. Los padres se refieren

no consanguineos pero ambos son procedentes de El Santuario, Antioquia (Figura 13).
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/ PCNT6

Figura 13. Arbol genealdgico de la paciente PCNT6

El examen fisico realizado a los siete afios de edad evidencié un peso de 11.9 kg
(<P3), una talla de 100 cm (<P3) y un perimetro cefélico de 38.5 cm (<P3). Microcefalia,
didmetro bifrontal estrecho, la sutura metdpica prominente, estrabismo bilateral, ojos
prominentes, pliegues epicanticos bilaterales, las fisuras palpebrales oblicuas hacia arriba, la
nariz y las narinas pequefias, el filtro plano, la boca pequefa, el paladar alto y la cara
elongada. Ademas presentaba pabellones auriculares en forma de copa, el cuello corto y
fueron evidenciadas aproximadamente 20 méaculas café con leche generalizadas. Ademas
presentd clinodactilia del quinto dedo en ambas manos y un sobrelapamiento entre el segundo

y el tercer dedo de ambos pies (Figuras 14y 15).
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Figura 14. Caracteristicas dismorficas faciales de la paciente denominada PCNT6. Microcefalia, didmetro
bifrontal estrecho, estrabismo, ojos prominentes, pliegues epicanticos bilaterales, fisuras palpebrales oblicuas
hacia arriba, nariz y narinas pequefias, filtro plano, boca pequefia y cara elongada. Ademas presenta pabellones
auriculares en forma de copa, cuello corto y se evidencia una macula café con leche. (Fotografias tomadas con

el consentimiento de los padres de la paciente).

Figura 15. Otras caracteristicas dismorficas de la paciente PCNT6. Clinodactilia del quinto dedo bilateral.
Sobrelapamiento entre segundo y tercer dedo de los pies. (Fotografias tomadas con el consentimiento de los

padres de la paciente).
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Por el antecedente de la procedencia de los padres y un cuadro clinico de enanismo
esencial se tuvo inicialmente la sospecha clinica del sindrome MOPDII. Se tomaron muestras
para estudio molecular de la paciente y de sus padres.

Actualmente la paciente se encuentra en manejo por el servicio de genética, sin mayores
cambios en el examen fisico ni nuevos hallazgos patoldgicos.

Paciente PCNT7

Paciente de doce afios de edad, de género femenino, producto del primer embarazo
deseado y controlado. Su gestacion fue complicada por una RCIU severa. El parto fue por
cesarea a las 36 semanas de gestacion por presentar liquido amnio6tico con meconio. El peso
al nacimiento fue de 1.125 g (<P3) y la talla de 38 cm (<P3). Presentd una microcefalia severa
con un perimetro cefalico de 24 cm (<P3). Requirio hospitalizacion durante 39 dias por peso
y talla bajos extremos, precis6 ademas la utilizacion de sonda nasogastrica por pobre succion.
Fue diagnosticada con anemia no especificada. Se le realiz6 diagndstico de enanismo esencial
al nacimiento. Recibio6 alimentacion con lactancia materna exclusiva hasta los tres meses de
edad y continudé con férmulas lacteas debido a problemas para la deglucion. Present6 un
retraso en el desarrollo psicomotor con sostén cefalico a los cuatro meses de edad,
sedestacion a los siete meses, gateo a los ocho meses, bipedestacion a los diez meses, marcha
sin apoyo a los 18 meses, control de esfinteres a los cuatro afios, lenguaje con vocabulario
completo a los cuatro afios. Refirié la madre que la paciente tenia una personalidad sociable

y alegre.

Dentro de los antecedentes médicos de importancia fueron referidos una meningitis
bacteriana a los diez meses de edad por lo que fue hospitalizada durante trece dias, en esta

estancia hospitalaria fue diagnosticada con proteinuria de causa desconocida y dislipidemia
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mixta, ademas se encontré que la anemia era persistente. Tuvo otra hospitalizacion por
gastroenteritis de dificil manejo durante seis dias a los dos afios de edad. Posteriormente la
paciente fue sometida desde la edad de tres afios a cuatro procedimientos quirdrgicos para
correccion de luxacion del fémur y displasia de cadera bilateral. Recibié dos trasfusiones
sanguineas postoperatorias. Fue tratada farmacol6gicamente con suplementacion con sulfato

ferroso y omega 3 de forma constante.

En los hallazgos radioldgicos se describieron huesos largos delgados con
ensanchamiento gradual de las metéafisis. Claviculas delgadas, largas y rectas. Escapulas
hipoplasicas y vertebras levemente aplanadas, escoliosis severa de convexidad derecha con
veértice a nivel de T10, epifisis femorales distales triangulares y metéfisis femorales distales
en forma de V invertida, aparente epifisiolisis femoral proximal, cabeza femoral pequefia e
hipoplasica con cuello corto y coxa vara, huesos pubicos e isquiales delgados, pelvis alta y

delgada, alerones iliacos pequefios y angulo acetabular plano (Figuras 16, 17 y 18).

Figura 16. Principales caracteristicas radioldgicas en extremidades inferiores de la paciente PCNT7.

Huesos largos delgados con ensanchamiento gradual de las metéfisis. Epifisis femorales distales triangulares y
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metafisis femorales distales en forma de V invertida. (Fotografia tomada con el consentimiento de los padres

del paciente).

Figura 17. Principales caracteristicas radioldgicas pélvicas de la paciente PCNT7. Material de osteosintesis
por correccion de luxacién de cadera, aparente epifisiolisis femoral proximal. Cabeza femoral pequefia e
hipoplésica con cuello corto y coxa vara. Huesos pubicos e isquiales delgados. Pelvis alta y delgada, alerones
iliacos pequefios y &ngulo acetabular plano. (Fotografia tomada con el consentimiento de los padres del

paciente)

Figura 18. Principales caracteristicas radioldgicas de la columna vertebral, las claviculas y las escapulas
de la paciente PCNT?7. Vertebras levemente aplanadas. Escoliosis severa, claviculas delgadas, largas y rectas.

Escapulas hipoplésicas. (Fotografia tomada con el consentimiento de los padres del paciente).
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La historia familiar incluy6 al padre de 40 afios y la madre de 33 afios ambos sanos,

quienes se refieren no consanguineos procedentes de El Santuario, Antioquia (Figura 19).

; Q @ 11
6 6 111

Figura 19. Arbol genealdgico de la paciente PCNT7

En el examen fisico realizado a los doce afios de edad se evidenci6 un peso de 8.6 kg
(<P3), una talla de 75.5 cm (<P3) y un perimetro cefalico de 40 cm (<P3). Presentaba talla
baja extrema proporcionada. Tenia la frente amplia, las fisuras palpebrales oblicuas hacia
abajo, las cejas escasas, la nariz prominente con raiz anchay elevada, el puente nasal amplio,
las crestas supraorbitarias hipoplésicas que se continuaban con la raiz nasal, la punta nasal
amplia pero hipoplasica. La boca pequefia, micrognatia leve, las mejillas prominentes,
microdontia y diastasis dental. Los pabellones auriculares simplificados y levemente
displasicos sin I6bulos. Presentaba una voz muy aguda y el pelo fino y ralo (Figura 20). Se
encontr6 un acortamiento mesomélico de las extremidades superiores, arqueamiento de radio
y cubito, manos pequefias y anchas con pliegue palmar Gnico, clinodactilia del quinto dedo
en ambas manos y braquimesofalanges. Su patron de pigmentacion de la piel era inusual dado

principalmente por presencia de efélides y areas de hiperpigmentacion en el dorso.
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Figura 20. Principales caracteristicas dismdrficas faciales de la paciente PCNT7. Frente amplia, fisuras
palpebrales oblicuas hacia abajo, cejas escasas, nariz prominente con raiz ancha y elevada, puente nasal amplio,
crestas supraorbitarias hipoplasicas que se contintian con la raiz nasal, punta nasal amplia pero hipoplasica.
Boca pequefia, mejillas prominentes, microdontia y diastasis dental. Micrognatia leve. Pabellones auriculares
simplificados o levemente displasicos sin l6bulos. Pelo fino y ralo. (Fotografia tomada con el consentimiento
de los padres de la paciente).

La madre refirio que la paciente en el momento de la consulta se encontraba cursando
quinto grado con dificultades en el aprendizaje y que presentaba déficit cognitivo moderado
confirmado con pruebas neuropsicoldgicas. Ademas tenia diagnoéstico de hipermetropia

corregida con lentes. Hasta el momento de la consulta los estudios con neuroimagenes no

mostraban alteraciones.

El diagnostico clinico fue de sindrome MOPD Il. Se tomaron muestras de sangre

periférica de la paciente y de sus padres para la extraccién de ADN.

La paciente fallecié a la edad de trece afios por causa de hemorragias cerebrales

severas secundarias a anormalidades arteriales en el sistema nervioso central principalmente
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dadas por tortuosidad de vasos y aneurismas que fueron diagnosticados en el momento del

evento cerebral agudo.

La Tabla 2 resume las principales caracteristicas clinicas de toda la poblacion de estudio.
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Tabla 2. Caracterizacion clinica de los pacientes que participaron en el estudio

Pacientes PCNT1 PCNT2 PCNT3 PCNT4 PCNT5 PCNT6 PCNT7

Datos de Historia Clinica
RCIU severo -k 4k 4L + + + +
Déficit cognitivo ND ND -t - ND + +
Personalidad sociable + ND + + ND - +
Hipermetropia ND ND ND ND ND ND +
Ductus arterioso persistente = = - - - + -
Hipertrofia pilérica = = - - - + -
Malrotacion intestinal - - - - - + -

Hallazgos al examen fisico
Talla baja extrema + + + + + + +
Microcefalia severa + + + + + + +
Cejas escasas + + + + - + +
Estrabismo = = - - - + -
Exoftalmos + + + - + + -
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El signo + corresponde a la presencia de la caracteristica. El signo — corresponde a la ausencia de la caracteristica. Las letras ND corresponden a los datos no disponibles.
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Luego del analisis clinico de los pacientes y teniendo en cuenta que presentaban
caracteristicas compatibles con enanismo esencial microcefalico, especificamente de sindrome
MOPD I, se decidio realizar la secuenciacion del gen PCNT en todos ellos. Se considerd que el
fenotipo de la paciente PCNTG6 no era el clésico, pero teniendo en cuenta su procedencia se incluyé

en este estudio.

Se realiz6 extraccion de ADN gendmico de muestras de sangre periférica de cada uno de los
pacientes mediante la purificacion por precipitacion salina, previo consentimiento informado y con
aprobacion del Comité de Etica en Investigacion de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud

de la Universidad del Rosario.

4.2. Amplificacion por PCR del gen PCNT

Inicialmente se disefiaron secuencias de oligonucledtidos con el programa Primer 3 para la
amplificacion de la region codificante del gen PCNT de los siete pacientes con diagnostico clinico
de MOPD Il (Anexo 1). Fueron preparados los primers de amplificacién a 10 uM y los primers
de secuenciacion a 3uM. Las condiciones de la PCR utilizadas estan descritas en el Anexo 2

(Tablas 7 a 14 del anexo 2).

Todos los fragmentos fueron amplificados mediante reacciones de PCR con un volumen final
de mezcla de 25 pl con 12.5 pl de GoTag® Green Master Mix, 2 ul de primer Forward-
HUPCNTex1-1F hasta el Forward-HUPCNTex47-1F para cada uno de los exones, 2 pl de primer
Reverse-HUPCNTex1-1R hasta el Reverse-HUPCNTex47-1R para cada uno de los exones y 150-
200 ng de ADN. Para el exdn 27 se utilizaron 1.25 pl de dimetilsulféxido (DMSO) al 5% durante
la estandarizacion inicial de los exones como coadyuvante de la reaccion luego de haber

modificado las condiciones de PCR sin obtener amplificacion del mismo.
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La amplificacion de cada exon fue comprobada en un gel de agarosa al 1% en un buffer TBE
1X tefiido con bromuro de etidio y seguido de electroforesis de 3ul del producto amplificado de
cada exon a 110V por una hora. Se comparé el tamafio del fragmento amplificado con el de un

patron de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen).

Ademas de los siete pacientes analizados, se realizo la extraccion del ADN por precipitacion
salina y se amplifico el exon 10 del gen PCNT de los padres de los pacientes PCNT1, PCNT2 y
PCNTG6 debido a que estos pacientes presentaron variantes heterocigotas en el gen durante el
analisis de los resultados (ver mas adelante). Estos tres pacientes conforman dos familias como

fue descrito en el apartado de caracterizacion clinica.

4.3. Secuenciacién y analisis bioinformatico

Para la secuenciacion se utilizaron primers localizados internamente de los amplicones
especificos de secuenciacion (Anexo 3) y se procedid a un alineamiento comparando las
secuencias nucelotidicas de las muestras de los pacientes con la secuencia Wild Type de PCNT de
H. Sapiens- NC_000021.9 empleando los programas informaticos ClustalW y Geneious. También
se realizaron alineamientos de aminoacidos entre especies para conocer la conservacion evolutiva
de los aminoé&cidos intercambiados y fueron utilizadas herramientas in silico para la prediccion de
probables efectos deletéreos de las variantes missense encontradas (SIFT, Polyphen2 y Mutation

Taster).

El programa bioinformatico SIFT se fundamenta en las caracteristicas de hidrofobicidad de los
aminoacidos y en la conservacion proteica entre especies para asi establecer la probabilidad de
efectos deletéreos. Un puntaje por debajo de 0.05 estd a favor de la patogenicidad. Polyphen2
predice los resultados comparando la secuencia proteica entre diferentes especies, teniendo en

cuenta las caracteristicas fisico-quimicas de los aminoécidos intercambiados y analiza algunos
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datos de la estructura potencial de la proteina. Sus resultados se designan como benigno,
probablemente deletéreo y posiblemente deletéreo. Para el programa de prediccién Mutation
Taster se tienen en cuenta los cambios en la estructura y en las propiedades fisico-quimicas entre
el aminoacido original y el aminoacido por el cual fue sustituido, con un puntaje que tiene un rango
de 0 a 215, siendo este Gltimo el puntaje para un cambio absoluto del aminoéacido (Abd-Elsalam

2003, Li, Li et al. 2005, Flanagan, Patch et al. 2010).

4.4. Secuenciacion de exoma por técnica NGS

Segun los resultados encontrados en la secuenciacion directa del gen PCNT (descritos en el
apartado de resultados), tres pacientes tenian variantes en estado heterocigoto que no explicaban
el fenotipo (pacientes PCNT1, PCNT2 y PCNT6). Se decidio por consecuente realizar un estudio
de secuenciacion de exoma en la paciente PCNT6 y en su padre (el padre no era portador de las
variantes heterocigotas en el gen PCNT que se encontraron presentes en la paciente y en su madre
(Figura 13 - 1112, 114)). No se realizé el estudio de secuenciacion de exoma en los pacientes
PCNT1 y PCNT2 debido a que la muestra de ADN disponible tenia mala calidad. Entonces se
tomaron 10 pg de ADN gendmico de la paciente PCNT6 y de su padre. Posteriormente se procedid
a la comprobacién de la calidad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio, previo a la liofilizacion de las muestras para el envio a la secuenciacion del
exoma en una plataforma externa, en Genotypic Technology (Bangalore, India).

La preparacién de las librerias y el NGS se efectuaron de la siguiente manera. A tres
microgramos de ADN gendmico de la paciente PCNT6 y de su padre se les adiciond agua libre de
nucleasas hasta completar 130 microlitros de volumen total. Se realizé sonicacion hasta obtener
fragmentos de ADN de un tamafio entre 100 a 200 pb (Covaris S220). El tamafio de la distribucién

se verifico corriendo una alicuota de la muestra en la plataforma Agilent HS Bioanalyzer. EI ADN
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fragmentado fue seleccionado por tamafio usando perlas Agencourt AMPure beads (Beckman
Coulter). Las librerias de ADN gendmico se construyeron de acuerdo al protocolo del sistema de
enriquecimiento SureSelect Library prep kit (Agilent). EI ADN fue sometido a una serie de
reacciones enzimaticas para reparar los extremos, se fosforilaron los fragmentos, se adicion6 un
nucledtido A y fueron ligados los adaptadores. Posteriormente, se realizaron cinco ciclos de
amplificacion por PCR para el enriquecimiento de los fragmentos. Las librerias preparadas fueron
sometidas a hibridacion segun el protocolo de SureSelect Target Enrichment System para SOLID
5500 Multiplexed Sequencing. Los fragmentos hibridados de la libreria fueron aislados utilizando
perlas magnéticas de estreptavidina. Luego se realizé amplificacion por PCR (ocho ciclos) de la
libreria y se purifico con perlas AMPure XP (Beckman Coulter). Una maquina Illumina
NextSeq500 fue usada para la secuenciacion.

El procesamiento de los datos fue realizado con los programas bioinforméaticos Burrows-
Wheeler Aligner (BWA) y MEME Suite Aligner para el alineamiento de las secuencias. La
informacion de los alineamientos de secuencias fue almacenada en SAMtools y la identificacion,
clasificacion y anotacion de las variantes relevantes fueron ejecutadas con el programa Illumina
Variant Studio. Estos resultados fueron comparados con la base de datos dbSNP, esto ayud6 a
identificar nuevas variantes y sus efectos funcionales potenciales utilizando SIFT y PolyPhen2.

Para el proceso de filtrado de las variantes fueron incluidas sélo las que tenian una MAF (Minor
allele frequency) inferior al 1%. Ademas, se incluyeron solo las variantes missense, nonsense,
frameshift y en sitios donadores o aceptores del splicing (Figura 21). Luego se utilizé un algoritmo
de seleccion focalizado en la transmision de variantes de manera autosomica recesiva (Figura 21).
De acuerdo a la hipdtesis de transmision recesiva dos escenarios fueron considerados segun los

tipos de mutaciones posibles (homocigotas o heterocigotas compuestas). Para filtrar las variantes
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homocigotas potencialmente patogénicas se incluyeron aquellas presentes en estado homocigoto
en la paciente y en estado heterocigoto en el padre (no afectado). En el caso de los filtros referentes
a variantes heterocigotas compuestas se seleccionaron todos aquellos genes que presentaran, en la
paciente, al menos dos mutaciones. Posteriormente se seleccionaron aquellos genes que
presentaran alguna de estas mutaciones en estado heterocigoto en el padre.

Finalmente, con el objetivo de concentrar la busqueda en un gen candidato, se realizdé una
revision en la literatura y en los paneles disponibles para obtener una lista de 144 genes (Anexo
4). Estas moléculas han demostrado una importancia en la aparicién de microcefalia, enanismo
esencial y funciones en el ciclo celular. Se realiz6 la revision de cada una de las variantes en estos
genes que cumplieran con las caracteristicas tenidas en cuenta en los filtros utilizados. La figura

21 es un diagrama de flujo que sintetiza los pasos utilizados para este analisis.

Figura 21. Diagrama de flujo de los algoritmos utilizados en el andlisis de los resultados del exoma

Variantes totales

MAF < 1% de acuerdo al proyecto de los 1000 genomas

Efecto en la proteina (missense, nonsense, frameshift, sitios donadores o aceptores del splicing)

‘ Hipotesis autosomica recesiva

Variantes homocigotas ‘ ‘ Variantes heterocigotas compuestas
Variantes homocigotas presentes Al menos dos variantes en el mismo gen
en la paciente que se presentes en la paciente. Alguna de las dos
encontraban en estado variantes en estado heterocigoto en su
heterocigoto en su padre padre

Evaluacion de 144 genes candidatos por su relacion con microcefalia, enanismo esencial y
funciones en el ciclo celular segun revision bibliografica y paneles de genes
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4.5. Amplificacion por PCR del exon 7 y el intrén 7 del gen DDX11

Segun los resultados de la lectura de la secuenciacion de exoma, gque seran descritos en la
seccion correspondiente, en la que se encontrdé la mutacion DDX11 ¢.792+1G>A en estado
homocigoto en la paciente PCNT6, se realizo la confirmacidn de esta variante por secuenciacion
directa. Este experimento se hizo ademas en los otros pacientes que tenian variantes heterocigotas
en el gen PCNT (pacientes PCNT1 y PCNT2). Para realizar la amplificacion del exdn 7 y el intron
7 del gen DDX11 se disefiaron secuencias de oligonucleotidos con el programa Primer 3 (Tabla
3). Fueron preparados los primers de amplificacion a 10 uM. Las condiciones de la reaccion de
amplificacion se muestran en la Tabla 4.

Cada fragmento fue amplificado mediante una reaccion de PCR con un volumen final de
mezcla de 25 pl con 12.5 pl de GoTag® Green Master Mix (Promega), 2 ul de primer forward, 2
ul de primer reverse y 150 ng de ADN.

La amplificacion fue comprobada por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Se comparo el tamafio del fragmento amplificado con los de un patrén de peso

molecular (1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen).

Tabla 3 — Primers de amplificacion del exén 7 y el intrén 7 del gen DDX11

Exdn / Tamafio del amplicon Nombre del primer Secuencia del primer
Exon/Intron 7 (482 pb) Forward - HUuDDX11ex7-1F 5 ATAGATGCCTGACATGGGACATY3
Exon/Intron 7 (482 pb) Reverse - HuDDX11ex7-1R 5 CCAGCTAAATGACATCCTACCAAY
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Tabla 4 - Programa de PCR para la amplificacion del exén 7 y el intrén 7 del gen DDX11

Programa Termociclador: MJ Research PTC-100® Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos

NUmero de ciclos: 30

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 61°C 40 segundos
Elongacién 72°C 40 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos

4.6. Secuenciacion y analisis bioinformatico

Para la secuenciacion directa se utilizaron los mismos primers de la amplificacion. Se procedio
a un alineamiento multiple comparando las secuencias nucelotidicas de las muestras de la paciente
y de sus padres con la secuencia Wild Type de DDX11 de H. Sapiens- NC_000012.12 empleando
los programas informaticos ClustalW y Geneious. También fueron utilizadas herramientas para la
prediccion de los potenciales efectos deletéreos de la variante DDX11 ¢.792+1G>A (SplicePort y
Human Splice Finder 3.0).

SplicePort es una herramienta bioinformatica que permite hacer predicciones del efecto de las
variantes localizadas en los sitios importantes para el splicing a partir de los datos de una coleccion
de 4000 secuencias RefSeq humanas de pre-ARNm y de la regioén implicada (donador o aceptor).
Este predictor utiliza 80 nucle6tidos corriente arriba y corriente abajo del sitio del splicing.
Finalmente genera un valor predictivo, el cual cuando es cercano a 1 es considerado un sitio

donador o aceptor del splicing (Hammer, Strickert et al. 2005).
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Human Splice Finder 3.0 incluye todos los intrones y exones humanos construidos a partir de
Ensembl Genome Browser y contiene datos extraidos de Ensembl Variation database para estudiar
los efectos potenciales de los SNPs en los sitios del splicing. Utiliza el algoritmo MaxEnt que se
fundamenta en el principio de méaxima entropia. Este se enfoca en el modelado de secuencias cortas
de los complejos nucleares del spliceosoma y le da un valor a cada nucledtido a partir de su
frecuencia y segun la importancia relativa de su posicion en la secuencia. Ademas usa algoritmos
que tienen en cuenta los enhancers y los silencers del splicing. El puntaje que otorga tiene un
rango de 0 a 20, siendo este ultimo el de mayor probabilidad de ser un sitio criptico del splicing.
También utiliza el algoritmo de Matrices HSF que permite clasificar una secuencia usando valores
apropiados para cada posicion de los nucleétidos basado en la informacion de su secuencia
consenso. El puntaje final de una secuencia es la sumatoria de los puntajes especificos de cada una
de sus bases, el cual se encuentra en un rango de 0 a 100. Este resultado predice si el sitio podria
ser donador o aceptor del splicing con el porcentaje de variacién de la secuencia (Desmet,

Hamroun et al. 2009, Jian, Boerwinkle et al. 2013).

5. RESULTADOS

5.1.Secuenciacion del gen PCNT

La secuenciacion de los 47 exones del gen PCNT demostrd la presencia de dos variantes no
sindbnimas: PCNT ¢.1468C>T (p.GIn490X) y PCNT ¢.1616C>T (p.Thr539lle) (Tabla 5). La
variante ¢.1468C>T (p.GIn490X) se encontrd en estado homocigoto en cuatro pacientes (PCNT3,
PCNT4,PCNT5yPCNT?7) y en estado heterocigoto en tres pacientes (PCNT1, PCNT2 y PCNT6).
La variante PCNT ¢.1616C>T (p.Thr539lle) se encontro en estado homocigoto en dos pacientes
(PCNT3 y PCNT7) y en estado heterocigoto en tres pacientes (PCNT1, PCNT2 y PCNT6).
Cromatogramas representativos de estas variantes han sido incluidos en la figura 22. Los
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resultados del estudio de la segregacion familiar de las mutaciones en los padres disponibles, por

secuenciacion de Sanger, han sido incluidos en la tabla 5.

Figura 22 — Cromatogramas representativos de las variantes codificantes encontradas en el gen PCNT
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Tabla 5. Caracterizacién genotipica de la poblacion de estudio

- PCNT ¢.1468C>T | PCNT ¢.1616C>T
Mutacion
Paciente (p.GIn490X) (p-Thr539lle)
PCNT1 Heterocigoto Heterocigoto
PCNT2 Heterocigoto Heterocigoto

Mutacion PCNT ¢.1468C>T | PCNT ¢.1616C>T
Paciente (p.GIn490X) (p-Thr539lle)
PCNT3 Homocigoto Homocigoto

- PCNT c.1468C>T | PCNT c.1616C>T
Mutacion
Paciente (p.GIn490X) (p-Thr539lle)
PCNT4 Homocigoto Wildtype
oA PCNT c.1468C>T | PCNT c.1616C>T
Mutacion
Paciente (p.GIn490X) (p-Thr539lle)
PCNT5 Homocigoto Wildtype

Hermanos
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., PCNT ¢.1468C>T | PCNT ¢.1616C>T
Mutacion

Paciente (p.GIn490X) (p.Thr539lle)

PCNT6 Heterocigoto Heterocigoto

Mutacién PCNT c.1468C>T | PCNT c.1616C>T

Paciente (p.GIn490X) (p.Thr5391le)

PCNT7 Homocigoto Homocigoto

En lafigura 23 se aprecia el arbol genealdgico de la paciente PCNT6 con las variantes encontradas

en ellay en sus padres. A esta paciente se le realiz6 el estudio de secuenciacion de exoma (ver mas

adelante).

Figura 23. Arbol genealdgico de la paciente PCNT6 con las variantes encontradas en el gen PCNT y

segregacion familiar de la variante c. 1468C>T

I
|__| £1468C>T

e
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5.2. Analisis bioinformatico de las variantes

Para comprobar la potencial conservacion evolutiva de las regiones gendmicas portadoras de
mutaciones y de los aminoacidos intercambiados (mutacion missense) se realizaron alineamientos
multiples de secuencias entre especies de mamiferos. Para las dos mutaciones las regiones
afectadas no estan conservadas de manera estricta (Figuras 24 y 25). Sin embargo debe
considerarse la mutacion p.GIn490X como drastica en términos funcionales puesto que genera una
proteina truncada en gran parte de su extremo C-terminal.

Las predicciones in silico de la potencial patogenicidad de la variante de secuencia PCNT
€.1616C>T (p.Thr539lle) se realizaron con los programas bioinformaticos SIFT, Polyphen2 y
Mutation Taster. Esta variante arrojo con el programa SIFT un resultado de 0.07 (no patogénica).
Para Polyphen2 la variante mostrd un puntaje de 0.142 (“benigna”). Para el programa Mutation
Taster el puntaje se distribuye entre 0 a 215 (siendo este Gltimo el de un cambio drastico del
aminoacido). Para esta variante el puntaje fue de 89 (Jeanty and Valero , Abd-Elsalam 2003, Li,

Li et al. 2005, Flanagan, Patch et al. 2010).

Figura 24. Alineamiento mdltiple de secuencias entre especies de mamiferos para

la region PCNT Gln 4%
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Figura 25. Alineamiento multiple de secuencias entre especies de mamiferos para la region PCNT T 5%
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5.3. Resultados de la secuenciacion de exoma
Debido a que las variantes en estado heterocigoto del gen PCNT no explicaban el fenotipo
del sindrome MOPD Il en algunos pacientes, se decidié ampliar el estudio con el objetivo de
encontrar otras posibles mutaciones en estado homocigoto o heterocigoto compuesto en otros
genes asociados con las vias de sefializacion implicadas en el crecimiento y relacionadas con el
enanismo esencial microcefalico. Para lograr este objetivo se efectud un estudio de secuenciacion

de exoma en la paciente PCNT6 y en su padre.

En el estudio de secuenciacion de exoma se inform6 una cobertura promedio en ambas
muestras de aproximadamente 1X en el 98%, una profundidad de 10X en el 91% y una de 20X en
el 85%. En la figura 26 se muestra, por medio de un diagrama de flujo, la cantidad de variantes

encontradas en cada uno de los filtros utilizados en la lectura de la secuenciacién de exoma.

Fueron evaluados 144 genes segln una revision bibliografica y paneles comerciales descritos
para microcefalia, sindromes asociados a enanismo esencial y funciones en el ciclo celular,

encontrando una variante en estado homocigoto en un gen, la cual se describe en la tabla 6.
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Figura 26. Diagrama de flujo de la cantidad de variantes encontradas en cada uno de los filtros utilizados

en la lectura de la secuenciacion de exoma para la paciente PCNT®6 (ver igualmente la seccion de

materiales y métodos)

Variantes totales: 33.628

MAF < 1% de acuerdo al proyecto de los 1000 genomas: 8.777 variantes

Efecto en la proteina (missense, nonsense, frameshift, sitios donadores o aceptores del splicing): 1.992 variantes

Hipotesis autosomica recesiva

Variantes homocigotas:
183 variantes

Variantes heterocigotas compuestas:
101 variantes
|

Evaluacion de 144 genes candidatos por su relacion con microcefalia, enanismo esencial y
funciones en el ciclo celular segln revision bibliografica y paneles de genes

Variantes homocigotas:
1: DDX11 c.792+1G=A

Variantes heterocigotas compuestas:
(0 variantes

Tabla 6 — Variante en estado homocigoto en los 144 genes analizados por su asociacion con microcefalia,

enanismo esencial y funcién en el ciclo celular

Variante en el
Gen Cigosidad Mecanismo de la mutacion
cDNA
DDX11 C.792+1G>A Homocigoto Splice donor
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Se efectuaron posteriormente verificaciones por secuenciacion de Sanger y predicciones
computacionales del efecto de la mutacion DDX11 ¢.792+1G>A. Mutaciones en este gen se han

asociado con el sindrome de Warsaw Breakage.

5.4. Amplificacion y secuenciacién del exén 7 y el intrén 7 del gen DDX11

La amplificacion del exon 7 y el intrén 7 del gen DDX11 y el anélisis de las secuencias con los
programas ClustalW y Geneious validaron la presencia de la variante ¢.792+1G>A en estado
homocigoto en la paciente. El estudio en sus padres sanos reveld la presencia de la misma variante
en estado heterocigoto (Figura 27). En los pacientes denominados PCNT1 y PCNT2 no fue
hallada la variante en el gen DDX11, quienes eran portadores de las variantes PCNT ¢.1468C>T y

PCNT ¢.1616C>T en estado heterocigoto.

Figura 27. Arbol genealdgico de la paciente PCNT6 con las variantes encontradas en el gen

DDX11

[__l CFOZ+1G=A C7R2+1G=A

# _|:,| I
;6 Il

/ CTFOZ+AGEA
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5.5. Analisis bioinformatico de las variantes encontradas

La prediccion in silico de la patogenicidad de la variante de secuencia DDX11 ¢.792+1G>A se
realiz6 con los programas bioinformaticos SplicePort y Human Splice Finder 3.0. Para SplicePort
se demostrd que este era un sitio donador del splicing (puntaje de 1.00314 en la secuencia Wild
Type y puntaje de -0.303061 en la secuencia mutada). Estos resultados sugieren que la region no
es reconocida como un sitio donador del splicing. Adicionalmente, todos los sitios donadores
cripticos cercanos a esta mutacion (DDX11 c¢.792+1G>A) tienen un puntaje de prediccion
negativo. Este resultado en el programa podria sugerir que no se activarian estos sitios cripticos lo
que conduciria a postular alguna de las otras hipdtesis de splicing alternativo como el exon

skipping o la retencion de intron.

Para Human Splice Finder 3.0 el resultado indic6 que el sitio donador del splicing se
encontraba alterado cuando se presentaba la variante, con un porcentaje de variacion de -104.48
(puntaje de referencia para la secuencia WildType de 7.82 y para la secuencia mutada de -0.35).
Este programa predijo la posible activacion de varios sitios cripticos donadores del splicing
localizados en el ex6n 7. El sitio que mayor puntaje demostrd se localiza a 57 nucleétidos corriente

arriba del sitio de la mutacién (HSF score de 82.98 y MaxEnt score de 4.4).

Segun estos resultados se podrian postular algunas hip6tesis de splicing alternativo para esta
mutacién segun las predicciones computacionales. En la figura 28 se demuestran los posibles
rearreglos del splicing con sus respectivas traducciones hipotéticas para nuestra mutacion en

estudio.
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Figura 28. Posibles hipoétesis de splicing alternativo para la mutacion DDX11 ¢.792+1G>A
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6. DISCUSION

Los sindromes de enanismo esencial microcefalico son un grupo de enfermedades
monogeénicas infrecuentes que se caracterizan principalmente por talla baja extrema proporcionada
de inicio prenatal y microcefalia severa. ElI sindrome MOPD Il tiene una fascies similar al
sindrome de Seckel pero se diferencia principalmente por presentar mayor cantidad de alteraciones
radioldgicas, un déficit cognitivo menos severo y una talla baja mas extrema. En los pacientes que
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formaron parte del presente estudio se investigaron variantes en el gen PCNT por los hallazgos

clinicos compatibles con el sindrome MOPD II.

El sindrome MOPD |11 es una enfermedad con herencia autosémica recesiva presente en la
poblacién de EI Santuario Antioquia en Colombia en por lo menos uno de cada 6.780 habitantes.
En la poblacién mundial la prevalencia de este sindrome es menor a 1 por cada 1.000.000 de
habitantes. La mayor prevalencia de MOPD |1 en esta poblacion colombiana es consecuencia de
un probable efecto fundador que se produce cuando unos pocos individuos se separan para
establecer una nueva poblacion que tiene solo una pequefia fraccion de la variacion genética total

(Mayr, Mayr et al. 1963, Castro, Ramirez et al. 2010).

La poblacién de El Santuario Antiogquia en Colombia es conocida por su alto indice de
endogamia, fendmeno que ha sido investigado por historiadores de la region y atribuido a ciertas
costumbres sociales arraigadas desde la época de la conquista, que llevaron a la constitucién de
una poblacion genéticamente aislada (Aguiar 1988). Ademas, el comportamiento endogamico
conduce a un incremento de la homocigosidad y a una reduccion en la variabilidad genética, lo
que se evidencia en los resultados del presente estudio en el que los siete pacientes estudiados
comparten las mismas variantes en el gen PCNT. Ademas se identificé una nueva mutacion en el

gen DDX11 asociada a un caso del sindrome de Warsaw Breakage.

La variante PCNT ¢.1468C>T (p.GIn490X) presenta una MAF inferior al 1% pero fue hallada
en el proyecto de los 1.000 genomas en un individuo procedente del departamento de Antioguia
en Colombia, hallazgo que apoya la hipotesis de que en esta region existe una alta frecuencia de
portadores. La variante ¢.1616C>T (p.Thr539lle), por el contrario, si presenta una alta frecuencia

en la poblacion general.
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La secuenciacion directa del gen PCNT en cuatro pacientes permitio realizar la asociacion con
el fenotipo, causado por pérdida potencial de la funcidn en la proteina pericentrina. En el presente
trabajo de investigacion tres de los siete pacientes presentaban mutaciones heterocigotas en PCNT
que no pueden ser asociadas con el fenotipo. Esto condujo al planteamiento de diferentes hip6tesis
y a la ampliacion de la metodologia utilizando la secuenciacion de exoma en una de las pacientes

con mutaciones monoalélicas en PCNT.

Se ha propuesto que la NGS es una herramienta eficiente para constituir un diagnostico
molecular en enfermedades monogeénicas en las cuales la caracterizacion clinica y genética
muestra dificultades debido al sobrelapamiento de fenotipos (Laissue 2015). El equipo de
investigacién del CIGGUR ha desarrollado esta y otras técnicas para la identificacion de
mutaciones asociadas a patologias mono y poligénicas (Laissue, Copelli et al. 2006, Bergada,
Andreone et al. 2008, BRIEF 2008, Laissue, Vinci et al. 2008, Lakhal, Laissue et al. 2008, Laissue,
Burgio et al. 2009, Laissue, L’hote et al. 2009, Laissue, Lakhal et al. 2009, Lakhal, Laissue et al.
2009, L'hote, Laissue et al. 2010, Lakhal, Laissue et al. 2010, Ojeda, Lakhal et al. 2011, Caburet,
Zavadakova et al. 2012, Diggle, Parry et al. 2012, Fonseca, Garzon et al. 2012, Fonseca, Ojeda et
al. 2012, Fonseca, Prada et al. 2012, Nifio, Mateus et al. 2012, Vatin, Burgio et al. 2012, Castro,
Mateus et al. 2013, Fonseca, Rojas et al. 2013, Ortega-Recalde, Fonseca et al. 2013, Ortega-
Recalde, Vergara et al. 2013, Fonseca, Ortega-Recalde et al. 2014, Patifio, Battu et al. 2014, Prada
and Laissue 2014, Vatin, Bouvier et al. 2014, Fonseca, Patifio et al. 2015, Laissue 2015,
Mitropoulos, Al Jaibeji et al. 2015, Ortega-Recalde, Beltran et al. 2015, Ortega-Recalde, Moreno
et al. 2015, Ducat, Doridot et al. 2016, Forero, Wonkam et al. 2016, Laissue, Lakhal et al. 2016,
Ortega-Recalde, Silgado et al. 2016, Patifio, Silgado et al. 2017, Patifio, Walton et al. 2017). Con

la realizacion de este experimento en la paciente PCNT6 se esperaba encontrar variantes deletéreas
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en otros genes relacionados con enanismo esencial microcefalico o variantes que se encuentren en

los genes de las vias comunes de sefializacion.

Al ampliar el estudio con la realizacion de la secuenciacion de exoma se encontro una variante
homocigota en el gen DDX11. Este gen ha sido asociado con microcefalia y alteracion del
crecimiento desde la etapa prenatal. Esta variante en el gen fue validada por secuenciacion directa.
Al revisar el fenotipo presente en los pacientes con mutaciones homocigotas en DDX11 se
encontrd que es muy similar al que presenta la paciente PCNT6 lo que nos permitio establecer el
diagnostico de sindrome de Warsaw Breakage. La paciente de nuestro caso presenta todas las
caracteristicas clinicas descritas del sindrome excepto el hipotiroidismo y los problemas para la
alimentacion aunque se evidencié en ella hipertrofia pilérica. Ademas presentd pie equino varo
bilateral y malrotacion intestinal en el momento del nacimiento. Su alteracion cardiaca principal
es el ductus arterioso persistente y su patrén de pigmentacion anormal estd constituido por
multiples méaculas café con leche generalizadas. Este seria el sexto paciente reportado en el mundo,
en este caso con una nueva variante en el gen DDX11 (c.792+1G>A) en estado homocigoto. Las
predicciones computacionales para esta variante sugirieron que el sitio de la mutacion ya no puede
ser reconocido como un donador del splicing e indicaron la posible activacion de otros sitios

cripticos donadores en el exon 7.

Los pacientes que hicieron parte de la poblacién de estudio de la presente tesis presentaban
una fascies caracteristica consistente con la anteriormente designada “cara de pajaro” la cual se
refiere a un conjunto de rasgos faciales como ojos grandes, frente recedida, nariz larga y encorvada,
retrognatia y dientes muy pequefios. Estas caracteristicas peculiares han sido relacionadas con los
sindromes de Seckel y MOPD I1, por lo que estas patologias fueron las principales a tener en cuenta

en la evaluacion clinica. En el momento de iniciar este estudio ya habia sido descartado el sindrome

159



de Seckel en algunos pacientes por medio del estudio molecular y se habian descrito diversas
malformaciones dseas en los pacientes, por lo cual el primer enfoque diagndstico fue hacia el
sindrome MOPD II. Es importante destacar que al ser pacientes pertenecientes a una misma
poblacidn en la cual se estaba estudiando un efecto fundador se realizé el enfoque hacia un mismo
sindrome para todos los participantes en el inicio del estudio, incluyendo a la paciente PCNT6 a
quien se le diagnosticd posteriormente el sindrome de Warsaw Breakage a partir de la

identificacién de la mutaciéon DDX11 ¢.792+1G>A.

Los otros dos pacientes quienes presentaron variantes en el gen PCNT en estado heterocigoto
que no pueden ser atribuidas como causales del fenotipo, al igual que en el caso de la paciente
PCNT®6, podrian estar cursando con otro sindrome de enanismo esencial microcefalico debido al
sobrelapamiento de las caracteristicas clinicas y por tanto es conveniente ampliar el andlisis en

ellos.

7. PERSPECTIVAS

Con el objetivo de ampliar nuestros resultados seria de utilidad efectuar un estudio de
minigenes in vitro con el fin de evaluar el potencial efecto funcional de la variante encontrada en
el sitio donador del splicing. Los minigenes son vectores que permiten el estudio del efecto de las
mutaciones implicadas en los procesos del splicing y estan indicados cuando las muestras de ARN
de los pacientes no estan disponibles. El vector de los minigenes contiene porciones exonicas de
un gen definido por sitios donadores 5° y aceptores 3° funcionales del splicing separados por
secuencias intrénicas. El constructo resultante es transfectado en lineas celulares establecidas y el
patrén del splicing del vector es analizado luego de la secuenciacién de los transcritos alternativos.
Es esperado que el minigen Wild type presente una correcta inclusion del exdn mientras que el

minigen mutado resulte en un exon skipping, en la retencion del intron o en la activacion de sitios
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cripticos del splicing (Desviat, Pérez et al. 2012). En estos casos, la secuencia predicha de la
proteina es distinta de la Wild type y puede incluir aminoacidos diferentes y/o ser de distinta

longitud.

En los pacientes con variantes heterocigotas en el gen PCNT y negativos para mutaciones en
el gen DDX11, resultaria de utilidad ampliar el estudio con la secuenciacion del exoma con el fin
de encontrar posibles nuevas variantes que expliquen la enfermedad. Conociendo las
particularidades que han llevado al aumento de la prevalencia de ciertas enfermedades genéticas
en la poblacion de El Santuario, Antioquia seria util efectuar estudios poblacionales para
determinar la frecuencia genotipica de portadores y afectados tanto del sindrome MOPD Il como
del sindrome de Warsaw Breakage. Esta aproximacion podria igualmente extenderse a otros

fenotipos comunes en esa poblacion.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Primers de amplificacion del gen PCNT

Exén/Tamario del

amplicén

Nombre del primer

Secuencia del primer

Exén 1 (704 pb)

Forward-HUPCNTex1-1F

5 GCTGTCCTGGTGGACACAAAGCT’

Exdn 1 (704 pb)

Reverse-HUPCNTex1-1R

5 GCCGCTGATTGGCTGTGG3’

Exdn 2 (807 pb)

Forward-HUPCNTex2-1F

5TCAGCCGTATGGTTTTCTTTACCA3

Exdn 2 (807 pb)

Reverse-HUPCNTex2-1R

5 CCTCTGCCTCACAAGTTGAAGCTAZ

Exdn 3 (838 pb)

Forward-HUPCNTex3-1F

5 GAGATTGCAGTGAGCTGAGATTGT3’

Exdn 3 (838 pb)

Reverse-HUPCNTex3-1R

5 CCATTCACAGGCAACACTAAGAACY

Exon 4 (530 pb) Forward-HUPCNTex4-1F 5 TGATGTAAACGGAACCTCACCATAY
Exon 4 (530 pb) Reverse-HUPCNTex4-1R 5 AGAACGTGGAAACAGACAACTCAGY
Exon 5 (654 pb) Forward-HUPCNTex5-1F 5 CCACATGAATGACACACTGACCTY
Exon 5 (654 pb) Reverse-HUPCNTex5-1R 5 CAAGAGGGAACAGGCACTAGAATGY

Exon 6 (422 pb)

Forward-HUPCNTex6-1F

5 ATTAAAGCCAAGCATCATCACAGA3’

Exon 6 (422 pb)

Reverse-HUPCNTex6-1R

5 ATGCAAGTCAATGTGAAACAACAAY

Ex6n 7 (537 pb)

Forward-HUPCNTex7-1F

5 CTCTCAAAGTGCTGGGATTAGAGG3’

Ex6n 7 (537 pb)

Reverse-HUPCNTex7-1R

5 CAACTGAACATGCCAAGAAAAATCY

Ex6n 8 (508 pb)

Forward-HUPCNTex8-1F

5 CATTATTGTCACTGAGGTCGCTGT3’

Exdn 8 (508 pb)

Reverse-HUPCNTex8-1R

5 AACCTCCACCTCCTAGGTTCAAGY

Exdn 9 (612 pb)

Forward-HUPCNTex9-1F

5 TATGTATGACCCTAAACCGAAGCAY’

Exdn 9 (612 pb)

Reverse-HUPCNTex9-1R

5 CACTTTCAAACCAGACACCTCAACY
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Exén 10 (725 pb)

Forward-HUPCNTex10-1F

5 CAACCTGATGAGCCTGCTTCTGY

Ex6n 10 (725 pb)

Reverse-HUPCNTex10-1R

5 TGCCTGTGTCATCTTTTAAATCTGG3’

Exon 11 (613 pb)

Forward-HUPCNTex11-1F

5 GAGAGAGACAGAGAGAGAGTCAGTGY’

Exén 11 (613 pb)

Reverse-HUPCNTex11-1R

5 ACTGTCAAGTCTGACGAATGCAG3’

Exén 12 (571 pb)

Forward-HUPCNTex12-1F

5 TGCCACCAATTCTTGTATGTCTTC3’

Exén 12 (571 pb)

Reverse-HUPCNTex12-1R

5 CATCAGGACACACTCTGTTGAGGTS

Exdn 13 (572 pb)

Forward-HUPCNTex13-1F

5 AAAGGGAGGGGAGACTTGAGAGY

Exén 13 (572 pb)

Reverse-HUPCNTex13-1R

5 CATTGCCAGGAATAGTTTCAAGAATS

Exén 14 (564 pb)

Forward-HUPCNTex14-1F

5 CTTCCATTAGCGTCTTTCCTCCTAZ’

Exén 14 (564 pb)

Reverse-HUPCNTex14-1R

5 ACCTTCTACCCTCCAAGGTGTCT3

Exdn 15 (850 pb)

Forward-HUPCNTex15-1F

5 GAAACGATGACCTGAACAGTTGAAY

Ex6n 15 (850 ph)

Reverse-HUPCNTex15-1R

5 AAAAAGCCCAGTTCACAAAGAGACY

Ex6n 16 (562 pb)

Forward-HUPCNTex16-1F

5 CCTTGATGGTGAACTTCTTAGTGTGS’

Ex6n 16 (562 pb)

Reverse-HUPCNTex16-1R

5 CCACTGAACTGTGCACTGAAATAAYT

Ex6n 17 (606 pb)

Forward-HUPCNTex17-1F

5 ACCTTTAATCAGCACCTCGTTCACY

Ex6n 17 (606 pb)

Reverse-HUPCNTex17-1R

5 CCCGGTGCTTACAATCTTTCTAACY

Exon 18 (477 pb)

Forward-HUPCNTex18-1F

5 TGTGATGCCTTTTACACATCAGAA3Z’

Exdn 18 (477 pb)

Reverse-HUPCNTex18-1R

5 AGAGAGCTCCAGGACCACAGAGY

Exdn 19 (602 pb)

Forward-HUPCNTex19-1F

5TGCTAGTTTCCGCACTTACAGAAGYS

Exdn 19 (602 pb)

Reverse-HUPCNTex19-1R

5 CAGATTCTCTCATTCGTAGCAAGC3’

Exén 20 (506 pb)

Forward-HUPCNTex20-1F

5 GAGTGTCTGGAGGAAGGGAGAGY

Exén 20 (506 pb)

Reverse-HUPCNTex20-1R

5 AAAACCCTATTCTGAAGGCTTCCT3

Exdn 21 (604 pb)

Forward-HUPCNTex21-1F

5CTCTTAGCTCTGCTGCTCTCAGG3’
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Exon 21 (604 phb)

Reverse-HUPCNTex21-1R

5 GTTGGACTCAGAGCCCCTCTTATY

Exdn 22 (605 pb)

Forward-HUPCNTex22-1F

5GCTTAGTCGTGTGTTTCTGTCTGGY

Exdn 22 (605 pb)

Reverse-HUPCNTex22-1R

5 GCCCTCTTCAACATCCTACTGC3

Exon 23/24 (577 pb)

Forward-HUPCNTex2324-1F

5 AGTCTCAGACGTTCCTCTGTGTTC3’

Exon 23/24 (577 pb)

Reverse-HUPCNTex2324-1R

5 CAAACAAGAGCAAGAAAAGCGAGTY

Exdn 25 (740 pb)

Forward-HUPCNTex25-1F

5TAGGTCTCCCTTTGGGTCTAGG3’

Exdn 25 (740 pb)

Reverse-HUPCNTex25-1R

5 GGATAAATTCAGAGTTCTTGAGACAZ’

Exdn 26 (646 pb)

Forward-HUPCNTex26-1F

5TTTGGCAAGTTCTTGTCAGTTTTG3”

Exdn 26 (646 pb)

Reverse-HUPCNTex26-1R

5 GAGCAAAACTCTGTCTCAAACAACAY

Exdn 27 (483 pb)

Forward-HUPCNTex27-1F

5 CTCTCAAAGTGCTGGGATTACAGGY

Exdn 27 (483 pb)

Reverse-HUPCNTex27-1R

5 CGTCTGTGAAGACCAGAGACTCGY

Ex6n 28 (1068 ph)

Forward-HUPCNTex28-1F

5TGTTTTTCACGCTATGGAGTCTTC3’

Ex6n 28 (1068 pb)

Reverse-HUPCNTex28-1R

5 TCATTGACATCAAAGGAGAAAAGGY

Ex6n 29 (379 pb)

Forward-HUPCNTex29-1F

5 GCTCTGTGGGGTCGTCCTGGY

Ex6n 29 (379 pb)

Reverse-HUPCNTex29-1R

5 CTTGCCGCCGTCCTCCAGACS

Ex6n 30 (1029 pb)

Forward-HUPCNTex30-1F

5 GAAACTCCCTGAAATCCACTCATTS’

Ex6n 30 (1029 pb)

Reverse-HUPCNTex30-1R

5 AAATAATCTAAATGCGCCCATGATS

Exdn 31 (421 pb)

Forward-HUPCNTex31-1F

5 CCATATACTATCATTTCATGCAAAACAA3

Exdn 31 (421 pb)

Reverse-HUPCNTex31-1R

5TTCTGTGCTAGGAAACCACTGAAAZ

Exén 32 (550 pb)

Forward-HUPCNTex32-1F

5 AATCAGGGACTCAGGTGATGTTCT?3’

Exén 32 (550 pb)

Reverse-HUPCNTex32-1R

5 GTGAGTCATTAAAATGCAGGTGCT3

Exdn 33 (457 pb)

Forward-HUPCNTex33-1F

5 GCCATCTTTGGAGTGGCTATAGAY

Exdn 33 (457 pb)

Reverse-HUPCNTex33-1R

5 ACCACAAGCTCCTTAAATCCTTTGS
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Exon 34 (531 pb)

Forward-HUPCNTex34-1F

5 CAGACATTGATTTCACCTGTTGTG3’

Exdn 34 (531 pb)

Reverse-HUPCNTex34-1R

5 AAACAGTCTGTGTCACCCTCTCTG3

Exon 35 (651 pb)

Forward-HUPCNTex35-1F

5 GAAACGTTCTCCATTCCAAGTAGCT’

Ex6n 35 (651 pb)

Reverse-HUPCNTex35-1R

5 CTTGACTAGATGATGCCCTGTCACT’

Exon 36/37 (970 pb)

Forward-HUPCNTex3637-1F

5 GCAGTGAAAGCTTCTAGTCCACAGY’

Exon 36/37 (970 pb)

Reverse-HUPCNTex3637-1R

5 CCACTACACCAAGGTGCAATTTTAY

Exdn 38 (996 pb)

Forward-HUPCNTex38-1F

5AATGTTGTCCCTACATGTGGCTAAT’

Exdn 38 (996 pb)

Reverse-HUPCNTex38-1R

5 CACCACACTGCTGTTACTGTAGCTT3

Exdn 39 (608 pb)

Forward-HUPCNTex39-1F

5 ATCCTCTCGAGTAGCTGGGACTACY

Exdn 39 (608 pb)

Reverse-HUPCNTex39-1R

5 AGCGTTAAGTGCAAAGGAGCAGY3’

Exdn 40 (475 pb)

Forward-HUPCNTex40-1F

5 AAATCATTCATTCCAGAGGAAAGCT’

Exon 40 (475 pb)

Reverse-HUPCNTex40-1R

5 AAGCGTGAAAAAGAACCACAAAGT’

Ex6n 41 (598 pb)

Forward-HUPCNTex41-1F

5 CCACCTGTTAATTTCAGTGCTGTTY

Ex6n 41 (598 pb)

Reverse-HUPCNTex41-1R

5 CATTTAGCAAGGCTTCAGACAGAGY

Ex6n 42 (483 pb)

Forward-HUPCNTex42-1F

5TGAATTTGGGGTGATTTTACAAAGY

Ex6n 42 (483 pb)

Reverse-HUPCNTex42-1R

5 AATTTGCAAACCCAGGACTTAAAAZ

Exon 43 (611 pb)

Forward-HUPCNTex43-1F

5 CTTACCTAAGGGGTGAAATGCAAGS’

Exdn 43 (611 pb)

Reverse-HUPCNTex43-1R

5 TGGAGTTTCAAGGAATAAAATGACCY

Exén 44 (611 pb)

Forward-HUPCNTex44-1F

5 CTGACTTTGAACTGGAGTCGTCCT3’

Exén 44 (611 pb)

Reverse-HUPCNTex44-1R

5 CCCTGTGACCTGTGTTCATAGC3’

Exén 45 (560 pb)

Forward-HUPCNTex45-1F

5 CAGCTCCTCAGAGCGGATAGAGY

Exén 45 (560 pb)

Reverse-HUPCNTex45-1R

5 GACTCACGCTGGAGAGTTTCCT?3’

Exdn 46 (606 pb)

Forward-HUPCNTex46-1F

5 TCGAAGATGTAGCAAGCAAAGTAAZ
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Exdn 46 (606 pb) Reverse-HUPCNTex46-1R

5 CCAGACGGTGATTAAGTCAAACTGY

Ex6n 47 (367 pb) Forward-HUPCNTex47-1F

5 CATGAATTCAGTGATAGTGTTTCAAAY

Ex6n 47 (367 pb) Reverse-HUPCNTex47-1R

5 GAAGGTCATGGGCCTAAAACATAY

9.2. Anexo 2. Programas de PCR para la amplificacion de todos los exones del

gen PCNT

Tabla 7. Programa de PCR para la amplificacion de los exones 4, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 19,

20, 21, 23, 24, 25, 26, 32, 34, 35, 41, 43, 44,45y 46

Programa Termociclador: MJ Research PTC-
Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos: 30
Desnaturalizacién 95°C 40 segundos
Anillamiento 61°C 40 segundos
Elongacion 72°C 45 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos
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Tabla 8. Programa de PCR para la amplificacion de los exones 6, 18, 29, 31, 33, 40, 42 y 47

Programa Termociclador: MJ Research PTC-

Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
NuUmero de ciclos: 30
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 61°C 40 segundos
Elongacion 72°C 35 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos

Tabla 9. Programa de PCR para la amplificacion de los exones 2, 15, 28, 30, 36, 37, 38

Programa Termociclador: MJ Research PTC-

Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos: 30
Desnaturalizacién 95°C 40 segundos
Anillamiento 61°C 40 segundos
Elongacion 72°C 70 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos
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Tabla 10. Programa de PCR para la amplificacion de los exones 14 y 22

Programa Termociclador: MJ Research PTC-

Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos: 30
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 55°C 40 segundos
Elongacion 72°C 45 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos

Tabla 11. Programa de PCR para la amplificacion de los exones 1y 8

Programa Termociclador: MJ Research PTC-

Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos: 35
Desnaturalizacién 95°C 40 segundos
Anillamiento 65°C 40 segundos
Elongacion 72°C 45 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos
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Tabla 12. Programa de PCR para la amplificacién de los exones 7 y 39

Programa Termociclador: MJ Research PTC-

Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
NuUmero de ciclos: 35
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 67°C 40 segundos
Elongacion 72°C 45 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos
Tabla 13. Programa de PCR para la amplificacion del exon 3
Programa Termociclador: MJ Research PTC-
Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos: 35
Desnaturalizacién 95°C 40 segundos
Anillamiento 67°C 40 segundos
Elongacion 72°C 70 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos
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Tabla 14. Programa de PCR para la amplificacion del exon 27

Programa Termociclador: MJ Research PTC-
Temperatura Tiempo
100®
Desnaturalizacién inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos: 35
Desnaturalizacién 95°C 40 segundos
Anillamiento 63°C 40 segundos
Elongacion 72°C 35 segundos
Elongacion final 72°C 10 inutos

9.3. Anexo 3. Primers de secuenciacion del gen PCNT

Exon Nombre del primer Secuencia del primer

Exon 1 Forward-HUPCNTex1-SeqlF 5CTTACTGGTCCTGCCGTAGGAGY3’
Exon 2 Forward-HUPCNTex2-SeqlF 5GTCCTCATTGTTAGACCCCTTGGS
Exon 3 Forward-HUPCNTex3-SeqlF | 5 GAGAGAAGAGAGAGGACTTGGAA3Z
Exon 3 Reverse-HUPCNTex3-SeqlR | 5"GCTGGGTGGTCACTGATTGTGAAG3’
Exon 4 Forward-HUPCNTex4-SeqlF 5CGTTTGTTCAACCATTCATCCC3
Exon 5 Forward-HUPCNTex5-SeqlF 5CTCAGTGGCATCCGGGCCTCTG3’
Exon 5 Reverse-HUPCNTex5-SeqlR | 5"CACCGAGCCCACACGCTGCCCGTGY
Exdn 6 Reverse-HUPCNTex6-SeqlR | 5"CAAAGAACGCAATACACTTTCAACY
Exén 7 Reverse-HUPCNTex7-Seq1R 5’ CCTGTGACCCATGACGGCCACCY
Exdn 8 Reverse-HUPCNTex8-SeqlR | 5"CCTCCCAAAGTGATAGAGTTACAGY

232



Exo6n 9 Forward-HUPCNTex9-SeqlF | 5CGGTCTCTGCTGTGGCTGGCTTTCY
Exén 10 Forward-HUPCNTex10-SeqlF | 5 CGAGTGCTGCTTTTGCTCCCAGC3
Exén 10 Reverse-HUPCNTex10-SeqlR 5 CTTCCACAGAGTCCAGAAGAGCY
Exén 11 | Forward-HUPCNTex11-SeqlF | 5" GTGACTGCCACGGCTCCCCGCAC3’
Exon 12 Forward-HUPCNTex12-SeqlF | 5CACGCCAGTGGGCTGGCGGGGTTC3’
Exo6n 13 Forward-HUPCNTex13-SeqlF | 5GAGCTTGAAAATCCACAGTGTCTG3’
Exon 14 Forward-HUPCNTex14-SeqlF | 5"CGGGAAGCTGAGGAGAAGTTAACY
Exén 14 Forward-HUPCNTex14-Seq2F | 5 GGACCAACAGGCAGCCCAGATCCS
Exén 14 Reverse-HUPCNTex14-SeqlR | 5"CAGGGCGTCGTCTGAAGTGAGGTC3’
Exén 15 Forward-HUPCNTex15-SeqlF | 5GCTGCAGCTCCTCCAGGAGAGAC3’
Exén 15 Forward-HUPCNTex15-Seq2F | 5" GCTCTGGAGACCAGACATCTGTC3’
Exon 15 Reverse-HUPCNTex15-SeqlR | 5 CTGGTCTCCAGAGCGCCGAGGTC3’
Ex6n 16 | Forward-HUPCNTex16-SeqlF 5 GATGGGGGCTGTGGTCTGGCTCY
Exén 17 Forward-HUPCNTex17-SeqlF 5GCCTGCTCCTTTTGCCCCATCACY
Ex6n 18 | Forward-HUPCNTex18-SeqlF | 5CTGTGGCCTCAGCTTCCTGTGCTC3'
Exén 19 Forward-HUPCNTex19-SeqlF | 5 GGGTTTGGGCTAAATTTGTCAGC3
Exén 20 Forward-HUPCNTex20-SeqlF | 5 GACTGTGGCCACAGTGTCTCGGAG3’
Exoén 21 Reverse-HUPCNTex21-SeqlR 5 GCAGGACCGACAGACAAcCCCGCY
Exén 22 Forward-HUPCNTex22-SeqlF | 5’CAATGTTGTTTTAAAAGATGGGCGS
Forward-HUPCNTex2324-
Exdn 23/24 5CTCCATTTTACAAAGTGACTGTG3
SeqlF

Exén 25 Forward-HUPCNTex25-SeqlF 5CTCCCTTTGGGTCTAGGGGAGGY
Exén 26 Forward-HUPCNTex26-SeqlF |5 GAGCAAAACTCTGTCTCAAACAACAY
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Exén 27 Forward-HUPCNTex27-SeqlF 5GACCACTGTGTATTCTTTGCAG3’
Exén 28 Forward-HUPCNTex28-SeqlF 5 CAGAAGTTCTGAGATTGAAGAGY
Exén 28 | Forward-HUPCNTex28-Seq2F | 5 GCCCTACAGGGCGAGCTCGAGGC3’
Exén 28 Forward-HUPCNTex28-Seq3F | 5" GACGATTGCCGAGAGAAATTTAG3
Exon 28 Forward-HUPCNTex28-SeqdF | 5" GCCTCAGCCGCCAGCTGCAGGTGY
Exon 28 Reverse-HUPCNTex28-SeqlR | 5 GGGCCTCCAGGGCCTGGCTGTGC3’
Exon 29 Reverse-HUPCNTex29-SeqlR 5CATGTGGCCTGCTGTGGACC3’
Exén 30 Forward-HUPCNTex30-SeqlF 5 GAAAAAGTACTGGAAGATTGTC3
Exén 30 Forward-HUPCNTex30-Seq2F 5GTGATGATTCCTGTGACGGAGY3’
Exén 30 Forward-HUPCNTex30-Seq3F | 5 CCGACCAGCGTACTTGGTGGCTC3’
Exén 30 Forward-HUPCNTex30-Seq4F | 5'CTGAGCCTGTGCAGTGCCGACACY
Exén 30 Reverse-HUPCNTex30-SeqlR 5 CATCAGTTACACCCCCCGTGGCS
Exén 31 Forward-HUPCNTex31-SeqlF | 5 GTTGGAAGCATTCGACCTGTGTG3’
Exén 32 Forward-HUPCNTex32-SeqlF 5GTTTTTATGAAGCATTTTTGGG3’
Ex6n 33 | Forward-HUPCNTex33-SeqlF | 5 GAGAAGTGGGTGCCGCCTGTAC3
Exén 34 | Forward-HUPCNTex34-SeqlF | 5 GCGGACAGCGTCTCCGTGCTGTG3’
Exén 35 | Forward-HUPCNTex35-SeqlF | 5" GCCCAGCCCTGACGCCTGCAGGC3’
Ex6n 36 Reverse-HUPCNTex36-SeqlR 5CACACGTGTGCTTCACCCCCCACY
Exén 37 Forward-HUPCNTex37-SeqlF 5CTGCTGTCCCTGGGTTGATAATC3’
Ex6n 38 Forward-HUPCNTex38-SeqlF | 5 GTCTTTGGAGACACAGCGTGCTC3’
Ex6n 38 Forward-HUPCNTex38-Seq2F | 5" GAGCCGCACCCTGGAGCTGTCAG3’
Ex6n 38 Forward-HUPCNTex38-Seq3F | 5 GGTGCAGCAGCAAGCCCTGCATTC3
Exoén 38 Forward-HUPCNTex38-Seq4F 5 GCACACCCAAAAACGAGAGCTGY
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Exdn 38 Reverse-HUPCNTex38-SeqlR 5GTGTCCTCTGGCTCAGCTGCTC3
Exén 39 Forward-HUPCNTex39-SeqlF 5GGTCTCAATCTCCTGACCTCATG3
Exén 40 | Forward-HUPCNTex40-SeqlF | 5 GCCCCCGTGGGCCCCTGGCTCTGS
Exén 41 Forward-HUPCNTex41-SeqlF | 5 CGTGCAAAGTCTGTGATTCAATG3’
Exon 42 Forward-HUPCNTex42-SeqlF 5 CAGCACGGCGTAACCTAGGCCCY
Exon 43 Forward-HUPCNTex43-SeqlF 5GTTGTTTCTGGCCACAGATACTG3’
Exon 44 Forward-HUPCNTex44-SeqlF |5"CGAGTCAACAGACTGGCCGACCTTG3
Ex6n 45 Forward-HUPCNTex45-SeqlF | 5 GTACCTTGAGCACTTTAAAAATGS’
Ex6n 46 Reverse-HUPCNTex46-SeqlR | 5"CAGCACGTATCACTGAGTACACTGS’
Exon 47 Reverse-HUPCNTex47-SeqlR 5GCTCCAGCTGGCTTTGCAGTCATYS’

9.4. Anexo 4 — Tabla de resumen de los genes evaluados segun revision

bibliografica y paneles descritos para microcefalia y sindromes asociados con

enanismo esencial

Microcefalia primaria autosémica recesiva
(MCPH) (Woods, Bond et al. 2005)

ASPM, CDK5RAP2, CDK6, CEP135, KNL1,
MCPH1, STIL, WDR62

Sindrome de Seckel o fenotipos intermedios
con MCPH (Willems, Genevieve et al. 2008,
Willems, Genevieve et al. 2009, Pagon,
Adam et al. 2013)

ATR, ATRIP, CENPJ, CEP63, CEP152, NIN,
PHC1, RBBP8

Nuevos genes asociados con enanismo
esencial (Shaheen, Faqeih et al. 2014)

BRCA2, CRIPT, CUL7, DNA2, IGF1, XRCC4

Paneles para MCPH (Bioscientia, Biotecgen,
CAGT, CeGaT, Centogene, CGC Genetics,
Emory, LabGenetics, Sistemas genémicos,

UChicago)

AGMO, ARFGEF2, ASPM, ASXL3, ATR,
ATRX, CASC5, CASK, CDC6, CDK5RAP2,
CDKG6, CDKLS5, CDT1, CENPE, CENPF,
CENPJ, CEP135, CEP152, CEPG3, CIT,
CRIPT, CTNNB1, DIAPH1, DYRK1A,
EFTUD2, EIF2S3, FOXG1, IER3IP1,
KATNB1, KIAA1279, KIF11, LIG4, MCPH1,
MECP2, MED17, MFSD2A, NBN, NDE1,
NHEJ1, NIN, ORC1, ORC4, ORC6, PCNT,
PHC1, PLK4, PNKP, PPP1R15B, PQBP1,
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PYCR2, QARS, RAB18, RAB3GAP1,
RAB3GAP2, RBBP8, SASS6, SLC1A4,
SLC25A19, SLC2A1, SLC9A6, SOX11,

SPATA5, STAMBP, STIL, TBC1D20, TCF4,
TRAPPC9, TRMT10A, TSEN2, TSEN34,
TSENS54, TUBGCP4, TUBGCP6, UBES3A,
USP18, WDR62, WWOX, ZEB2, ZNF335

Paneles para enanismo esencial (Bioscientia,
Biotecgen, CAGT, CeGaT, Centogene, CGC
Genetics, Emory, LabGenetics, Sistemas
gendmicos, UChicago)

ATR, CCDC8, CDC6, CDK5RAP2, CDT1,
CENPJ, CEP152, CEP63, CRIPT, CULY,
DNA2, GMNN, LARP7, LIG4, NIN, OBSL1,
ORC1, ORC4, ORC6, PCNT, PLK4, POCI1A,
RBBP8, RNU4ATAC, RTTN, TRAIP, TRIM37,

XRCC4

Sindrome 3M (Huber, Delezoide et al. 2009)

CCDCS8, CUL7, OBSL1

Paneles para microcefalia (Bioscientia,
Biotecgen, CAGT, CeGaT, Centogene, CGC
Genetics, Emory, LabGenetics, Sistemas
genoémicos, UChicago)

AKT3, BUB1B, CASK, CDK5RAP2, CENPJ,
CEP135, CEP152, CEP63, DNMLL, EFTUDZ2,
IER3IP1, KIF11, LIG4, MCPH1, MED17,
MRE11, MSMO1, NDE1, NHEJ1, NR2E1,
PAFAH1B1, PCNT, PNKP, POMT1, PQBP1,
RARS2, SLC25A19, STIL, TSEN2, TSEN34,
TSEN54, TUBB2B, TUBGCP6, VRK1, WDR62

Genes que participan en la via de falla en el
crecimiento del enanismo esencial
(Klingseisen and Jackson 2011).

ATR, CDC6, CDT1, CEP152, CPAP, ORC1,
ORC4, ORC6, PCNT, U4ATAC

Genes esenciales para la division celular en
células humanas (Neumann, Walter et al.
2010).

ADO024, AP1S1, ATP6V1D, CASP8AP2,
CDC16, CENPE, CKLFSF4, CLDN16,
DDX48, DDX5, DDX11, DHXS,
DKFZP564M082, EIF3S3, EIF3S10,
FLJ10290, FLJ20311, FLJ30851, FLJ38663,
GALNTS, HRI, ITPR1, KIAA0056, KIF11,
KPNB1, LSM6, MFAP1, MGC2603,
MGC3248, PSCD3, RRM2, SART1, SNRPA1,
SNRPB, SNW1, VCP, ZDHHCS
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