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2. RESUMEN
Los sindromes de sobrecrecimiento comprenden un grupo diverso de condiciones con
caracteristicas genéticas Unicas, clinicas, conductuales y moleculares. Existe una
superposicidon considerable en la presentacion clinica de estos casos, lo que hace dificil

identificarlos.

Estudiamos clinica y molecularmente dos hermanos colombianos afectados por
sobrecrecimiento, discapacidad intelectual y dismorfia facial. Se empled la secuenciacién
de siguiente generacién (NGS) y secuenciacidn de Sanger para la bisqueda de mutaciones
potencialmente causales. Se identificaron dos variantes heterocigotas compuestas en el
gen HERC1: c.2625G>A (p.Trp875Ter) y ¢.13559G>A (p.Gly4520Glu). Estas mutaciones
sugieren una relacién etiolégica con la enfermedad. Estos resultados proporcionan
datos utiles para futuras correlaciones genotipo-fenotipo y estudios moleculares de

pacientes con sobrecrecimiento.



3. INTRODUCCION

Los sindromes de sobrecrecimiento comprenden un grupo heterogéneo de trastornos
que conllevan a la proliferacion de tejido caracterizandose por un fenotipo de
crecimiento somatico y visceral excesivos. Las caracteristicas clinicas principales son el
peso, la tallay el perimetro cefalico mayor de 2-3 desviaciones estandar (DE) por encima
de la media para el género y la edad. Ademas, se observa déficit cognitivo y un
incremento en el riesgo de presentar neoplasias. El sobrecrecimiento puede presentarse
de manera localizada o difusa y se observa en el periodo prenatal o postnatal. El
progreso en la identificacion de las causas genéticas del sobrecrecimiento ha permitido
conocer las manifestaciones clinicas, proponer algunas correlaciones genotipo-fenotipo

y conocer algunos de los mecanismos fisiopatolégicos.

El sobrecrecimiento puede ser el resultado de los siguientes procesos principales:
Incremento del nimero de células o hiperplasia, hipertrofia, incremento del intersticio,
fundamentalmente el liquido intersticial, combinacién de los factores anteriores (Visser

et al.,2009)



4. MARCO TERORICO

4.1 CLASIFICACION CLINICA, DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LOS SINDROMES DE
SOBRECRECIMIENTO

Varias clasificaciones se han propuesto en un intento de facilitar el diagndstico de estas
patologias; sin embargo, manifestaciones clinicas superpuestas han dificultado este
ejercicio. Neylon et al., propusieron una clasificacion de estas patologias ordenandolas
segun el momento de la presentacion clinica en: (a) sindromes de sobrecrecimiento en
el periodo neonatal, (como los sindromes Beckwith-Wiedemann (SBW), Sotos, Weaver
y Perlman) y (b) los sindromes de sobrecrecimiento postnatales como los sindromes
Klinefelter o Proteus. Otra clasificacion propuesta por Rimoin et al.,, divide el
sobrecrecimiento en formas no patolégicas y patoldgicas, siendo la no patolégica una
variante familiar normal. La forma patoldgica se divide, a su vez en prenatal y posnatal

(cada una puede ser ademas primaria y secundaria) (Graham et al,. 2013).

En el tipo prenatal primario se han descrito patologias como el SBW, el sindrome Sotos,
el sindrome Weaver, el sindrome Bannayan-Riley-Ruvacaba, el sindrome Simpson-
Golabi-Behmel, el sindrome Elejalde, el sindrome Nevo Basal Celular, el sindrome
Marshall-Smith y el sindrome Proteus, entre otros. Las formas patolégicas secundarias
son debidas a macrosémia diabética y a nesidioblastosis, las cuales son patologias

propias del embarazo y de la madre.

Por otra parte, el tipo postnatal de sobrecrecimiento se clasifica en primario vy
secundario, siendo las causas primarias las aneuploidias como los sindromes 47,XYY y
47,XXY, ademads, el sindrome X Fragil y el sindrome Marfan. Las formas secundarias
incluyen patologias endocrinoldgicas como la pubertad precoz, la acromegalia, el
gigantismo y el hipertiroidismo (Graham et al., 2013)(Cohen, 1998).
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Dentro de las causas moleculares de los sindromes de sobrecrecimiento se han asociado
los siguientes mecanismos moleculares: A) Modificaciones epigenéticas que desregulan
los genes relacionados con el crecimiento celular. B) Metilacion e hipo-metilacion de
histonas que con llevan a la expresidn o el silenciamiento de genes relacionados con el
crecimiento tisular y C) Modificaciones de la via de sefializacién de fosfatidilinositol-3-
kinasa (PI3K), crucial en numerosos aspectos celulares involucrados con el crecimiento

y la supervivencia celular (Wit et al ., 2015).

El diagnéstico clinico de los sindromes de sobrecrecimiento es complejo, debido a que
algunos signos clinicos se sobrelapan entre las diferentes enfermedades de
sobrecrecimiento, por lo cual, se deben tener en cuenta los criterios clinicos, los
hallazgos en imagenes diagndsticas y los estudios moleculares que pueden contribuir a

diferenciar las entidades clinicas y establecer el diagndstico definitivo.

4.1.1 SINDROME BECKWITH-WIEDEMANN (SBW)

El SBW es una patologia autosémica dominante, con una incidencia estimada de
1:13.700 nacimientos (Gardiner et al., 2012). Se caracteriza por sobrecrecimiento
prenatal y postnatal: in utero ecograficamente se evidencian polihidramnios y aumento
del tamafo de la corteza adrenal fetal; al nacer los afectados presentan hipoglicemia,
macrosomia con macroglosia y hemihipertrofia corporal, defectos de la pared
abdominal como el onfalocele y las visceromegalias (de uno o mas érganos intra-
abdominales como el higado, el bazo, el rifdn, la glandula adrenal y el pancreas),
tumores embrionarios (Tumor de Wilms, hepatoblastoma, neuroblastoma,
rabdomiosarcoma), anomalias renales (incluyendo anormalidades estructurales),

nefromegalia y nefrocalcinosis. A nivel cardiovascular se presentan cardiomegalia y
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miocardiopatia y pueden tener antecedentes familiares de uno o mas miembros de la
familia con diagndstico de SBW o con una historia sugestiva de SBW (Gardiner et al.,

2012).

En el SBW, mutaciones localizadas en la region 11p15.5, intervienen con la impronta
genodmica, que se define como un proceso epigenético mediante el cual un alelo es
heredado diferencialmente de un progenitor. Algunos genes son transcritos por solo
uno de los alelos parentales, es decir, tienen expresidn mono-alélica en ciertos tejidos
y/o etapas del desarrollo. EIl SBW estd asociado con la regulacion anormal de la
transcripcién de un dominio improntado en el cromosoma 11p15.5 (también conocida
como la regidn critica SBW). La region critica de SBW incluye dos dominios: el dominio
1, donde se encuentra el centro 1 de impronta (IC1) que regula la expresion de los genes
IGF2 y H19; y el domino 2, donde se encuentra el centro de impronta 2 (IC2) que regula

la expresién de los genes CDKN1C, KCNQ10T1 y KCNQ1 (Hark et al., 2000).

Dentro de las funciones de estos genes, el gen IGF2, codifica para el factor de
crecimiento tipo insulina que actla como un factor de crecimiento fetal. El gen H19
codifica para un ARN improntado de expresion exclusiva materna. Normalmente el
ARNm del gen H19 es Unicamente transcrito por el alelo materno y actua inhibiendo a
un potenciador de la transcripcion (enhancer) del gen IGF2. Al estar activo el gen H19 se
inhibe la expresion del gen IGF2 en el alelo materno de forma indirecta, pero queda

activo el alelo paterno (Sparago et al., 2004).

El gen CDKN1C también sufre regulaciones a través de los genes KCNQ10T1 y KCNQ1. El
dominio IC2 contiene varios genes improntados incluyendo CDKN1C, KCNQ1, y

KCNQI1OT1. El centro de impronta contiene el promotor para KCNQ10T1, un trascrito
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no codificante que regula en cis la expresidén de genes improntados. IC2 esta usualmente
metilado en el cromosoma materno y no metilado en el cromosoma paterno. Asi,
CDKN1Cy KCNQ1 estan expresados desde el alelo materno y KCNQ10T1 desde el alelo

paterno (Pandey et al., 2008).

En mas del 80% de los individuos con SBW, las pruebas genéticas permiten detectar una
de cinco alteraciones que confirman el diagndstico (Sparago et al., 2004): 1. Perdida de
la metilacion de IC2 en el cromosoma materno en un 50% 2. Disomia uniparental
paterna de 11p15.5 en el 20% 3. Ganancia de metilacién de IC1 en el cromosoma
materno en un 5%, 4. Mutacion en el alelo materno del gen CDKN1C en el 5% y 5.
Duplicacidn, inversion o translocacién, que involucran la banda p15.5 del cromosoma 11
en menos del 1%. La metilacion diferencial de IC1 y IC2 se asocia con la expresidon de
genes especificos de alelos maternos y paternos en individuos no afectados (Weksberg

et al., 2001).

En el SBW los criterios diagndsticos de dividen en mayores y menores.

Criterios mayores:

e Antecedentes familiares positivos (uno o mas miembros de la familia con un
diagndstico clinico de SBW o antecedentes o caracteristicas que sugieran SBW).

e Macrosomia (tradicionalmente definida como la altura y el peso mayor al
percentil 97 o > al percentil 97).

e Pliegues lineales en el I6bulo de la oreja.

e Macroglosia.

e Onfalocele.
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e Visceromegalia que afecta a uno o mas drganos intra-abdominales incluyendo el
higado, el bazo, los rifiones, las glandulas suprarrenales y el pancreas.

e Tumor embrionario en la infancia (por ejemplo, tumor de Wilms,
hepatoblastoma, neuroblastoma o rabdomiosarcoma).

e Hemihiperplasia (crecimiento excesivo asimétrico de una o mas regiones del
cuerpo).

e Citomegalia de la corteza suprarrenal fetal (que se considera patognomanica).

e Anomalias renales incluyendo anormalidades estructurales, nefromegalia,
nefrocalcinosis.

e Paladar hendido.

e Displasia mesenquimal placentaria (Wilson et al., 2008)-

e Cardiomegalia y cardiomiopatia.

Criterios menores:

e Hallazgos relacionados con el embarazo, incluyendo polihidramnios y la
prematuridad.

e Hipoglucemia neonatal.

e Nevus flammeus facial, otras malformaciones vasculares.

e Facies caracteristica, incluyendo hipoplasia del tercio medio facial y arrugas
infraorbitarias.

e Anomalias cardiacas estructurales.

e Edad o¢sea avanzada (comun en los trastornos del crecimiento

excesivo/endocrinos).
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Estudio Molecular SBW

El test de metilacion en el centro de impronta IC2 — IC1 es la primera opcidn. El IC2 se
encuentra afectado en el 50% de los pacientes con criterios clinicos de SWB. Si los
resultados de esta prueba son negativos, se puede considerar el analisis de disomia
uniparental con MS-MLPA en la region 11p15.5 la cual se encuentra en el 20% de los

pacientes con criterios clinicos de SWB (Weksberg et al., 2005).

4.1.2 SINDROME SOTOS

El sindrome Sotos, es una enfermedad de herencia autosdmica recesiva, conocida
también como gigantismo cerebral (prevalencia de 1-9:100.000) (Tatton-Brown et al.,
2005). Se caracteriza por un crecimiento excesivo prenatal y postnatal. Los afectados
presentan macrocefalia, dolicocefalia, calvicie fronto-parietal, estrabismo, cara redonda
que se alarga con la edad, mentén puntiagudo, frente prominente, mejillas sonrojadas,
erupcién prematura de los dientes, maduracién dsea acelerada, escoliosis y talla alta. Al
nacer, se evidencia hipotonia axial, episodios de hipoglicemia neonatal, alteraciones en
la deglucién y reflujo gastroesofagico. Presentan retraso motor y cognitivo,
convulsiones. Las imagenes del sistema nervioso central evidencian ventriculomegalia e
hipoplasia del cuerpo calloso. Ademas, presentan a nivel cardiovascular persistencia

del ducto arterioso, en su sistema urinario doble sistema colector (Rayasam et al., 2003).

Caracteristicas cardinales (presentes en 290% de las personas con sindrome Sotos):

e Apariencia facial caracteristica: dolicocefalico, frente amplia y prominente. A
menudo, el cabello en la regidon fronto-temporal es escasa. Las fisuras

palpebrales hacia abajo, enrojecimiento malar y mentdn puntiagudo.
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e Discapacidad de aprendizaje.

e Crecimiento excesivo (Balasubramanian et al., 2014):

Principales caracteristicas (presentes en el 15% -89% de las personas con sindrome

Sotos):

e Problemas de comportamiento.

e Edad dsea avanzada.

e Anomalias cardiacas: persistencia del ductus arterioso, defectos del septum
atrial o ventricular.

e Anormalidades craneales: dilataciéon ventricular, anormalidades de la linea
media (hipoplasia o agenesia del cuerpo calloso, megacisterna magna, atrofia
cerebral, vermis cerebeloso pequefio).

e Hiperlaxitud articular / pie plano.

e Pre-eclampsia materna.

e Complicaciones neonatales: ictericia, hipotonia, succién pobre.

e Anomalias renales: reflujo vesico-ureteral.

e Escoliosis.

e Convulsiones.

En el sindrome Sotos, se encuentran microdeleciones en el gen NSD1 como mutaciones
causales. Este gen codifica para una proteina del tipo histona llamada lisina N-
metiltransferasa, donde su mutacion lleva a la hipometilacion de islas CpG que

normalmente se hallan metiladas, activando la transcripcion de genes que pueden
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generar crecimiento en diferentes tejidos donde este se expresa. Las histonas metiladas
son capaces de unirse con mayor afinidad al ADN, impidiendo asi el acceso de la
maquinaria transcripcional y por tanto de la transcripcion de los genes situados en la
region regulada. La proteina que codifica el gen NSD1 tiene 12 dominios funcionales,
incluyendo dos dominios receptores de interaccion nuclear, dos dominios prolina-
triptéfano-triptoéfano-prolina (PWWP), cinco dominios plant homeo (PHD), y un dominio
SET. Eldominio SET de NSD1 es el inico dominio histona especifico que metila el residuo
lisina 36 en la histona H3 y el residuo lisina 20 en la histona H4. Los dominios PHD se
encuentran en proteinas que actian como reguladoras de la cromatina. Los dominios
del tipo PWWP estan implicados en la interaccion proteina-proteina y frecuentemente
se encuentran en las proteinas del tipo metiltransferasa. La presencia de estas regiones
sugieren que NSD1 actua como una histona metiltransferasa, ademas de ser un
intermediario transcripcional capaz de regular la transcripcion en distintos tejidos

(Balasubramanian et al., 2014):

Estudio Molecular de Sindrome Sotos:

El diagndstico molecular del sindrome Sotos se realiza con la secuenciacién y/o el
analisis de delecion/duplicacion del gen NSD1. Las mas frecuentes son las deleciones
que se encuentran en el 45% de los pacientes afectados con esta enfermedad (Tatton et

al . 2004).

4.1.3 SINDROME WEAVER

El sindrome de Weaver (SW) es una patologia de sobrecrecimiento de prevalencia
desconocida y herencia autosdomica dominante. Clinicamente se han reportado
pacientes con macrocefalia, diametro bifrontal grande, occipucio aplanado, cara
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redonda en la infancia, filtrum largo, migrognatia, mentdn puntiagudo, orejas grandes,
estrabismo ,hipertelorismo, pliegue epicdntico, fisuras palpebrales hacia abajo, edad
Osea avanzada, talla alta, diastasis de los musculos rectos abdominales, hernias
inguinales, hidrocele, criptorquidia, escoliosis, camptodactilia, clinodactilia, pie cavo,
retraso en el desarrollo psicomotor, hipotonia, convulsiones, ventriculos dilatados y

ausencia de septum pelucidum (Gibson et al., 2012)-

El SW es causado por mutaciones del tipo missense y nonsense en el gen EZH2, el cual
codifica para una histona—lisina N-metiltransferasa, que actia como represora de la
transcripcion, mediante la metilacion del residuo lisina 27 de la histona H3. Las
alteraciones en la proteina que causan sobrecrecimiento en el SW no son claros; sin
embargo, las variantes heterocigotas con mutaciones missense que se encuentran
frecuentemente en estos pacientes son: c.458A>G (p.Tyrl53Cys), c¢.2044G>A

(p.Ala682Thr), c.2233G>A (p.Glu745Lys) (Tatton et al., 2013):

Para el diagndéstico del SW no se han establecido criterios mayores y menores, sin
embargo, se tienen en cuenta de manera global caracteristicas fenotipicas, radioldgicas

y moleculares.

Dentro de las caracteristicas clinicas mas frecuentes se encuentran:

e Tallaalta (= + 2 SD).

e Macrocefalia (circunferencia de la cabeza > + 2 SD).

e Discapacidad intelectual.

e Apariencia facial caracteristica: gran diametro bifrontal, filtrum largo, occipucio

aplanado. En los nifilos menores de tres anos de edad se encuentra retrognatia,
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orejas grandes, mentdn con pliegue de la piel horizontal y hoyuelo, estrabismo,

hipertelorismo, fisuras palpebrales hacia abajo y puente nasal deprimido.

En los individuos afectados de todas las edades, se incluyen caracteristicas

adicionales:

Frente ancha.

e Hipertelorismo.

e Piel suave y pastosa.

e Camptodactilia de los dedosy / o de los pies.
e Hernia umbilical.

e Tono anormal (hipotonia central y / o periférico hipertonia) (Tatton et al., 2011).

Hallazgos radioldgicos:

e Edad dsea avanzada.

e Resonancia magnética del cerebro: trastorno de la migracién neuronal.

Estudio Molecular de Sindrome de Weaver

La secuenciacién y el analisis de delecién/duplicacién del gen EZH2 permiten identificar
variantes patogénicas como deleciones, inserciones y variantes missense, nonsense y del
sitio de splicing que pueden relacionarse con la enfermedad. Las mas frecuentes
reportadas en este sindrome son las mutaciones missense, que fueron descritas

anteriormente (Tatton et al ,. 2013).
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4.1.4 ESPECTRO PROS

Dentro de las patologias de sobrecrecimiento prenatales, se encuentran los sindromes
de sobrecrecimiento segmentario. Los pacientes con esta enfermedad presentan
mutaciones somaticas en un mismo gen. Se clasifican en diferentes entidades que se
sobreponen clinicamente, por lo cual se han agrupado en lo que se denomina el espectro
PROS (PIK3CA-related overgrowth spectrum). En este grupo se encuentran (ver
descripciéon mas adelante) A) La hiperplasia fibroadiposa, que se caracteriza por
sobrecrecimiento de los tejidos esquelético, adiposo, fibroso y muscular. B) La
hemihiperplasia lipomatosa multiple en la cual los pacientes presentan nevus de tejido
conectivo, nevus epidérmicos verrugosos, lipomatosis y malformaciones vasculares de
tipo capilar. C) El sindrome CLOVES que se caracteriza por malformaciones vasculares
(afectando tipicamente al tronco), nevus epidérmicos, lipomas, crecimiento tisular en
forma globulosa y escoliosis. D) El sindrome de malformacion capilar y megalo-encefalia,
donde la polimicrogiria y la macrocefalia son frecuentes, se observan, lesiones
vasculares en las extremidades, palmas, plantas del pie y tronco; nevo flameus en la
nariz, el surco nasolabial y el labio superior; hipotonia neonatal, sobrecrecimiento
prenatal, asimetria en las extremidades, laxitud articular, tejido cutaneo grueso y

sinddctila de los dedos del pie (Keppler et al., 2015):

En los sindromes de sobrecrecimiento segmentario, las causas moleculares evidencian
disrupciones en el receptor tirosina quinasa (RTK)/PI3K/AKT, que promueven
especificamente la expresién del receptor de insulina. La via de la PI3K es estimulada
fisiolégicamente como consecuencia de la activacion de receptores de membrana
tirosina kinasa, los cuales auto-fosforilan y fosforilan el sustrato del receptor de insulina
(IRS). Este ultimo, fosforila la subunidad p85 de la enzima PI3K. La fosforilacién de la
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subunidad p85 conduce a un cambio conformacional de la proteina. La PI3K activa,
fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en el segundo mensajero
fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual, corriente abajo, conduce a la activacién
de la proteina AKT. La activacién anormal de esta via conduce a una respuesta
proliferativa y anti-apoptética. La disfuncidn en el (RTK)/PI3K/AKT ha sido descrita en
algunas condiciones, tales como Sindrome de Proteus y el espectro PROS en los que
mutaciones somaticas en el gen PIK3CA generan sobrecrecimiento que comprometen
los tejidos adiposo, 6seo y muscular descritos anteriormente(Keppler-Noreuil et al.,
2014). La caracterizacién clinica de los pacientes se sobrelapan en el espectro PROS. La
prevalencia del sobrecrecimiento segmentario es dificil de estimar debido a la variacién
clinica y amplio espectro fenotipico. Muchas personas tienen fenotipos atipicos o leves
gue conducen a errores de identificacion (Martinez-Glez et al., 2010). A continuacion, se

describiran las caracteristicas clinicas de estos sindromes:

Hiperplasia fibroadiposa:

Se caracteriza por el crecimiento excesivo segmentario de los tejidos fibroadiposo,
subcutdneo, muscular, esquelético y visceral de forma asimétrica. El grado de
sobrecrecimiento varia entre cada individuo. Tienen edad 6sea normal, sin hipoglicemia.
Otras anomalias incluyen malformaciones vasculares de capilares cutdaneos, anomalias
testiculares o del epididimo, nevos epidérmicos, polidactilia, inteligencia normal

(Lindhurst et al., 2012).

Hemihiperplasia lipomatosa muiltiple:

Es un grupo heterogéneo de hallazgos de sobrecrecimiento, donde los pacientes

presentan hemi-hiperplasia y como hallazgo predominante nevus epidérmico

21



verrugoso, lipomatosis severa, hiperlaxitud de la piel, macrodactila, sindactila y
malformaciones vasculares no progresivas (venosas y linfaticas o combinadas)

(Lindhurst et al., 2012).

Sindrome CLOVES

El sindrome CLOVES se caracteriza por sobrecrecimiento lipomatoso congénito,
malformaciones vasculares combinadas complejas y progresivas del tronco y nevi
epidérmicos (Lindhurst et al., 2012). Los pacientes presentan también una reparticion
anormal y desproporcionada del tejido adiposo que puede estar asociada a una
escoliosis de gravedad variable y a estructuras dseas agrandadas sin sobrecrecimiento
Oseo progresivo. La presencia de manifestaciones esqueléticas/escolidticas ha llevado a
sugerir la ampliacién del acronimo de la enfermedad a CLOVES. Se han descrito
ocasionalmente manifestaciones del sistema nervioso central (convulsiones
generalizadas, hemimegalencefalia, disgenesia del cuerpo calloso y defectos de

migracién neuronal) y asimetria craneal.

Sindrome de malformacion capilar - megaloencefalia polimicrogiria (MCAP)

El sindrome de malformacion capilar-megaloencefalia polimicrogiria (MCAP) es un
sindrome polimalformativo que se caracteriza por malformaciones capilares cutaneas,
megaloencefalia, malformaciones cerebrales corticales (polimicrogiria), anomalias del
crecimiento somatico con asimetria en cuerpo y cerebro, retraso en el desarrollo, y

dismorfismo facial caracteristico.

La macrocefalia es su principal rasgo clinico y es consecuencia de la megaloencefalia,

gue a veces progresa a hidrocefalia. Las lesiones vasculares estan a menudo diseminadas
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en las extremidades, palmas, plantas del pie y tronco. Se observa dismorfismo facial con
mejillas llenas, prominencia frontal y nevo flamigero de nariz y/o surco nasolabial y labio
superior. Hay retraso en el habla y en las habilidades motoras. Los pacientes pueden
presentar sintomas neurolégicos, principalmente hipotonia neonatal, y, con menos
frecuencia, convulsiones. Las manifestaciones clinicas adicionales incluyen
sobrecrecimiento prenatal, asimetria en las extremidades, laxitud articular, y tejido
cutdneo grueso, y/o sinddctila de los dedos del pie. Algunos pacientes desarrollan
neoplasias (el riesgo de desarrollar tumores se estima en 5-6%). También hay un riesgo
incrementado de defectos cardiacos congénitos, como la tetralogia de Fallot (Keppler et

al., 2015).

Criterios diagndsticos del Espectro PROS (Rasmussen et al ., 2014).

¢ Presencia de mutacion somatica PIK3CA.

* Sobrecrecimiento congénito o temprano en la infancia.

* Sobrecrecimiento esporadico y en mosaico.

Categoria A. Espectro (2 o mas caracteristicas)

* Sobrecrecimiento: adiposo, muscular, nervioso y esquelético.

* Malformacion Vascular: capilar, venosa, malformacidn arteriovenosa, linfatica.

*  Nevus epidérmico.

Categoria B. Caracteristicas Aisladas

¢ Gran malformacion linfatica.
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* Macrodactila Aislada o sobrecrecimiento en pies/manos. Sobrecrecimiento en

extremidades.

* Sobrecrecimiento adiposo truncal.

* Hemimegalencefalia/megalencefalia displasica, displasia cortical focal.

*  Nevus epidérmico.

¢ Queratosis seborreica.

* Queratosis liquenoide benigna (Keppler et al., 2015).

Estudio Molecular del Espectro PROS

Mutacién en mosaico del gen PIK3CA. El analisis de secuencias de ADN derivado de la
piel o de la regidn tisular afectada (sea visiblemente afectada o no mediante biopsia) y
comparada con el ADN de una muestra de saliva, tiene una tasa de deteccidn superior a

la del ADN derivado de la sangre periférica (Rasmussen et al., 2014).

4.1.5. SINDROME DEL X FRAGIL

El sindrome del cromosoma X fragil (SXF) es una enfermedad genética frecuente que
cursa con discapacidad intelectual de severidad variable que puede ir asociada a
trastornos conductuales y rasgos fisicos caracteristicos. Su prevalencia se estima entre
1:4.000-5.000 varones nacidos vivos (Gallagher et al,. 2012). El SXF presenta un fenotipo
clinico variable. En varones, la enfermedad debuta durante la nifez, con hitos del
desarrollo retrasados. La gravedad del déficit intelectual es variable y puede incluir
problemas con la memoria de trabajo y la memoria a corto plazo, la funcidn ejecutiva,

el lenguaje, las habilidades visuo-espaciales o las numéricas. Las anomalias de la

24



conducta pueden ser leves (como ansiedad o humor inestable) o graves (como
comportamiento agresivo o autismo). El comportamiento similar al autismo puede
incluir aleteo de manos, escaso contacto visual, morderse las manos, evitacién de la
mirada, fobia social y defensa tactil. En mujeres los trastornos intelectuales y de
comportamiento suelen ser leves y normalmente consisten en timidez, ansiedad social
y problemas de aprendizaje leves con un Cl normal, si bien un 25 % de ellas presentan
un Cl inferior a 70. El trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (TDAH) esta
presente en cerca del 90% en varones y del 30% en mujeres y es habitual la desinhibicién
conductual. También se pueden observar otitis recurrentes (60%) y convulsiones (20%).
Los rasgos fisicos son sutiles y pueden incluir rostro estrecho y alargado, frente y orejas
grandes y de baja implantacion, la frente amplia y las mejillas prominentes, hiperlaxitud
articular en los dedos, pies planos, y macro-orquidismo en varones pospuberales

(Rodriguez-Revenga et al., 2009).

El SXF esta causado por el silenciamiento transcripcional del gen FMR1 (Xq27.3), a causa
de la expansidn progresiva y la subsecuente metilacién de repeticiones del trinucledtido
(CGG), presentes en mas de 200 copias repetidas en la regién 5' no traducida del gen.
Estas mutaciones completas son originadas por alelos inestables Ilamados
premutaciones (con repeticiones que oscilan entre 55 a 200 CGG) que pueden estar
asociadas a otros fenotipos, como el riesgo insuficiencia ovarica primaria y el sindrome
de ataxia/temblor asociado a X fragil o FXTAS. En algunos casos raros, se ha observado
que el SXF es causado por mutaciones puntuales o deleciones intragénicas en el gen
FMR1. El gen FMR1 codifica la FMRP, una proteina de union al RNA que regula la sintesis

proteica y otras rutas de sefializacion en las dendritas neuronales. Se piensa que el
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silenciamiento de FMR1 reduce la plasticidad sinaptica y la modulaciéon en todo el

cerebro, incluido el hipocampo(Galloway et al., 2009).

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con el sindrome de X fragil (Gallagher et al.,

2012).

Hitos del desarrollo retardado (edad habitual de los logros en los nifios):

e Sentarse solo (10 meses).
e Apie (20,6 meses).

e Las primeras palabras claras (20 meses).

Caracteristicas pre-pluberes: retraso en el desarrollo del lenguaje, rabietas,

hiperactividad, autismo.

La discapacidad intelectual: 30-50 IQ.

Caracteristicas craneofaciales: macrocefalia, cara larga, frente prominente, orejas

grandes, prognatismo.

Caracteristicas pos-puberes: macro-orquidismo.

Oftalmoldgica: estrabismo.

Ortopédica: hiperlaxitud, pie plano, pectum excavatum, escoliosis.

Otras caracteristicas

Cardiaco: prolapso de la valvula mitral, dilatacion de la raiz adrtica.

Sistema Nervioso Central: retraso mental (moderado a severo), hipotonia, convulsiones,
movimientos anormales de cabeza y heterotopia nodular periventricular.
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Estudio Molecular de X Fragil (Maes et al.,2000)

El sindrome de X fragil se diagnostica con la realizacion de una PCR larga especifica para
la repeticion CGG en el gen FMR1, con alta sensibilidad para las repeticiones FMR1 en el
rango normal e inferior a premutacion (tipicamente <100 a 120 repeticiones). El analisis
de Southern blot detecta los FMR1 alelos normales, incluyendo premutaciones de mayor
tamafio, y mutaciones completas y, ademas, determina el estado de metilacién de la
region promotora del gen FMR1(Sherman et al., 2005). La secuenciacion del gen es util
en algunos pocos individuos con sindrome X fragil en quienes se ha descartado una
expansion CGG del gen FMR1 pero que presentan un fenotipo compatible; en ellos se
han identificado con wuna mutacién intragénica en FMRI1. El analisis de
delecidn/duplicacion no se realiza como un analisis molecular de inicio ya que menos
del 1% de los individuos con sindrome de X fragil tienen una delecién parcial o total de

FMR1.
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Tabla 1. SINDROMES DE SOBRECRECIMIENTO

Sindrome Sotos

Sindrome Weaver

Sindrome Beckwith
Wiedemann

Criterios cardinales 90% (Tatton-
Brown et al., 2005)
Facies caracteristica:

. Dolicocefalia

. Frente abombada

. Fisuras palpebrales hacia

abajo

. Mejillas sonrojadas

. Mentén puntiagudo
Retraso cognitivo
Sobrecrecimiento

Caracteristicas Mayores 15-89%
(Balasubramanian et al., 2014)
. Edad 6sea avanzada (75-
80%)
. Problemas adaptativos:
Fobias, Autismo
. Cardiopatia (20%): Ductus
arterioso persistente,
comunicacion
interauricular e
interventricular

. Anormalidades cerebrales:

dilatacién ventricular,
agenesia del cuerpo
calloso, atrofia cerebral,
mega cisterna magna.

. Hiperlaxitud articular/pies
planos (20%)

. Preeclampsia Materna
(15%)

. Complicaciones
neonatales: Hipotonia
(75%), pobre succién
(70%), Ictericia (65%)

. Anomalias Renales (15%):
reflujo vesicoureteral

. Escoliosis (30%)

. Convulsiones (25%)

. Tumores 3%: LLA,
teratoma, neuroblastoma

Caracteristicas Clinicas mas frecuentes
Facies caracteristicas

. Retrognatia

. Orejas grandes

. Frente amplia

. Hipertelorismo

. Cara redonda

. Ojos almendrados

Talla Alta
Macrocefalia
Retraso cognitivo

Otras caracteristicas:

. Pobre Coordinacién

. Piel suave

. Camptodactilia de los dedos
de lamanoy /o de los pies

. Hernia umbilical

. Escoliosis

. Tono anormal (hipotonia
central y / o hipertonia
periférica)

. Grito ronco, de tono bajo (a
veces descrito como
silencioso

. Edad dsea avanzada

. Anomalias cerebrales:
alteracion en la migracién
neuronal, ventriculomegalia,
leucomalacia

. Tumores: LLA,
neuroblastoma (Tatton-
Brown et al., 2013)

Criterios mayores

. Macrosomia

. Macroglosia

. Hemihipertrofia

. Onfalocele

. Tumores embrioldgicos:
Tumor de Wilms,
Hepatoblastoma,
Neuroblastoma,
Rabdomiosarcoma

. Visceromegalia

. Citomegalia de la corteza
adrenal fetal

. Anomalias Renales:
nefromegalia, nefrocalcinosis

. Displasia mesénquimal
placentaria

. Paladar Hendido

. Cardiomiopatia

. Antecedentes familiares
positivos para SBW

Criterios menores

. Polihidramnios

. Prematurez

. Hipoglicemia neonatal

. Hemangiomas

. Cardiomegalia

. Diastasis de los rectos

. Edad dsea avanzada (Baujat
et al., 2004)

Diagnéstico Molecular
Secuenciacién del gen NSD1

Diagnéstico Molecular
Secuenciacion del gen EZH2

Diagnéstico Molecular

Andlisis de metilacion (1C1- 1C2)
Microarray: Disomia uniparental
Secuenciacion del gen CDKN1C

Diagnéstico diferencial:
Sindrome Weaver

Sindrome Beckwith Wiedemann
(Wilson et al., 2008)

Sindrome Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome X fragil

Diagnéstico diferencial:

Sindrome Sotos

Sindrome de sobrecrecimiento DMNT3
Sindrome Beckwith Wiedemann
Sindrome Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome de Marfan

Diagnéstico diferencial:
Sindrome Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome Costello
Mucopolisacaridosis tipo VI
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Tablal. SINDROMES DE SOBRECRECIMIENTO

ESPECTRO PROS

X FRAGIL

Criterios diagnésticos del Espectro PROS (Rasmussen et al., 2014)
. Presencia de mutacion somatica PIK3CA

. Sobrecrecimiento congénito o temprano en la
infancia

. Sobrecrecimiento esporddico y en mosaico
Categoria A. Espectro (2 o mas caracteristicas)

. Sobrecrecimiento: adiposo, muscular, nervioso y
esquelético

. Malformacién Vascular: capilar, venosa, malformacion
arteriovenosa, linfatica

Categoria B. Caracteristicas Aisladas
. Gran malformacién linfatica

. Macrodactila  Aislada o sobrecrecimiento en
pies/manos. Sobrecrecimiento en extremidades.

. Sobrecrecimiento adiposo truncal

. Hemimegalencefalia/megalencefalia displasica,
displasia cortical focal

. Nevus epidérmico
. Queratosis seborreica

. Queratosis liquenoide benigna (Keppler-Noreuil et al.,
2014)

Las caracteristicas clinicas presentes el sindrome de X fragil
(Gallagher & Hallahan, 2012)

Hitos del desarrollo retardado (edad habitual de los logros en
los nifios):

. Sentarse solo (10 meses)
. A pie (20,6 meses)
. Las primeras palabras claras (20 meses)

Caracteristicas pre-puberes:

Retraso en el desarrollo del lenguaje, rabietas, hiperactividad,
autismo.

Discapacidad intelectual: 30-50 IQ

Caracteristicas craneofaciales: macrocefalia, cara larga, frente
prominente, orejas grandes, prognatismo

Caracteristicas pos-puberes: macro-orquidismo
Oftalmoldgica: estrabismo

Ortopédica: hiperlaxitud, pie plano, pectum excavatum,
escoliosis

Otras caracteristicas

Cardiaco: prolapso de la valvula mitral, dilatacién de la raiz
adrtica

Sistema Nervioso Central: retraso mental (moderado a
severo), hipotonia, convulsiones, movimientos anormales de
cabeza y heterotopia nodular periventricular.

Diagnéstico molecular

Secuenciacion del gen PIK3CA de la piel o de la region tisular
afectada

Diagnoéstico molecular

PCR larga para expansion de tripletes de la repeticién CGG en
el gen FMR1

Diagnostico diferencial

Sindrome de Klippel-Trenaunay
Sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba
Sindrome de Proteus

Sindrome de Solamen

Diagnostico diferencial

Sindrome de Sotos

Sindrome de Prader Willi

Autismo
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4.2 SECUENCIACION DE SIGUIENTE GENERACION

La técnica de secuenciacion de siguiente generacidon (NGS) es un método descrito por
primera vez en el afio 2007 ( Metzker, 2010). Esta tecnologia utiliza nuevas formas de
preparacion de las muestras, distintas técnicas de secuenciacidén y nuevos algoritmos de
analisis de los datos. La mayor ventaja que ofrece la NGS es la posibilidad de secuenciar
grandes regiones del genoma de manera simultanea ( Metzker, 2010). La variedad de
nuevas técnicas para la realizacién de NGS ha permitido que diversas técnicas puedan

coexistir.

4.2.1 Preparacion de la libreria

Las técnicas de NGS requieren primero la preparacion de las muestras a secuenciar
mediante la fragmentaciéon del ADN, lo que permite miles de reacciones de
secuenciacion simultanea. Existen dos métodos principales de preparacion de las

muestras:

Amplificacion clonal

La mayoria de sistemas de NGS no pueden detectar sefiales bajas de fluorescencia por
lo cual se requiere la amplificacion de los fragmentos a través de técnicas de
amplificacién clonal. Se dispone de dos tipos de PCR que incluyen la PCR en emulsion
(emPCR) y la PCR en fase sdlida (Dressman et al., 2003)(Fedurco et al., 2006). La emPCR
utiliza un sistema libre de células y una libreria de fragmentos cuyos extremos se ligan a
adaptadores. El ADN se separa en cadenas sencillas y es capturado sobre la superficie
de microperlas para que en cada una de ellas se localice una molécula de ADN. Lo
anterior, permite el proceso de amplificacion y la inmovilizacién de las perlas por medio
de uno de los siguientes mecanismos: 1. Emulsidon acuosa de aceite para encapsular
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complejos perla-ADN en lamina de vidrio 2. La inmovilizacion sobre un gel de
poliacrilamida, 3. El depdsito en pocillos individuales de una placa (Leamon et al.,
2003)(Bentley et al., 2009)

En la amplificacion en fase sélida o PCR en puente, se unen covalentemente a un soporte
de vidrio primers forward y reverse y se obtienen entre 100 y 200 millones de
fragmentos del producto. Estos productos cuentan con extremos libres a los que se
hibrida un primer universal para iniciar la secuenciacion. Se usan polimerasas y
nucledtidos fluorescentes de terminador reversible para la secuenciacion de una Unica
molécula de ADN. La tecnologia Single-molecules templates requiere una menor
cantidad de producto (<1ug) en comparacion con la amplificacidn clonal (20 a 30 pg).
Ademas, no precisa de una PCR previa que induzca mutaciones en el fragmento a
secuenciar (Metzker, 2010). Se utilizan tres aproximaciones para inmovilizar plantillas
de molécula unica en fase solida: 1. Se utilizan primers que se unen covalentemente a
un soporte sdlido. Las muestras se preparan mediante fragmentacion al azar en
secuencias de 200 pb a 250 pb y se les afiaden adaptadores universales en sus dos
extremos. Posteriormente, El ADN fragmentado se hibrida con los primers inmovilizados
y la enzima ADN polimerasa se une al complejo primer-muestra para iniciar la reaccion
de secuenciacidn. 2. Se Fundamenta en la unidn de la muestra junto con los adaptadores
universales a la superficie sélida. La enzima ADN polimerasa se une al complejo primer-
muestra para iniciar la reaccién de secuenciacidn. 3. La enzima ADN polimerasa fijada
sobre la superficie sdlida, se une a la muestra con el primer. Con esta técnica se pueden

secuenciar moléculas de ADN de mayor tamafio. ( Metzker, 2010):
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4.2.1.2 Secuenciacién

Las muestras fijadas en el método de amplificacidn clonal dan como resultado multiples
fragmentos. Cada uno de estos es sometido posteriormente a una reaccion de
secuenciacion y el resultado final serd un consenso de las diferentes reacciones. La
lectura de las muestras fijadas en el método de molécula Unica se realiza en una Unica
reaccion. Diferentes estrategias han sido usadas para este paso de la NGS y seran

brevemente expuestas a continuacion.

Adicion de nucleétido tinico o pirosecuenciacion

Es un método no electroforético basado en bioluminiscencia. Mide la liberacion de
fosfatos inorganicos al convertirse en luz visible usando una serie de reacciones
enzimaticas. Cuando el dNTP (deoxiribonucleédsido trifosfato) afiadido corresponde con
el complementario de la cadena molde se activa la ADN polimerasa, une el dNTP a la
cadena y se libera un pirofosfato por cada uno de los nucleétidos anadidos. Este
pirofosfato se convierte en luz visible gracias a sulfurilasas y luciferasas. Esta luz, de
intensidad variable segin el nimero de nucleétidos incorporados, es recogida y
cuantificada, revelando tras ser analizada la secuencia original de ADN (Ronaghi et al.,
1996). Comercialmente se ha distribuido el pirosecuenciador Roche/454. El
secuenciador consta de un sistema dptico que recoge el patréon de destellos luminosos
gue se emiten. Mediante programas informaticos se interpretan estos patrones de luzy
se generan graficas que indican si se incorporaron o no los nucledtidos. El exceso de
nucledtidos y reactivos se lava y se repite el proceso con otro tipo de nucleétido de

forma ciclica hasta que finalice la sintesis de la cadena complementaria.
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Terminacion reversible ciclica (CRT). Es una técnica que utiliza terminadores reversibles
para la incorporacion de cada uno de los nucleétidos (Bentley et al., 2009)(Metzker,
2005). Inicialmente la enzima ADN polimerasa unida al fragmento de la muestra
incorporara un solo nucledtido complementario fluorescente con un grupo terminador
en su extremo 3". El proceso de sintesis de ADN termina y los nucledtidos sobrantes son
lavados. La lectura se efectia mediante ldser para identificar el nucleétido que se ha
unido al fragmento de la muestra. Este paso es seguido por un clivaje del grupo
terminador del nucleétido fluorescente y un lavado adicional antes de iniciar un nuevo
paso de incorporacion de nucledtidos. La deteccidon puede realizarse mediante un solo
color (todos los nucledtidos marcados con el mismo fluordforo) (Helicos BioSciences) o
mediante 4 colores (cada nucledtido marcado con un fluoréforo diferente)

(lumina/Solexa)(Bentley et al., 2008).

Secuenciacion por ligacion (SBL) Este tipo de secuenciacidn utiliza una ADN ligasa en
lugar de una ADN polimerasa para crear la cadena complementaria. Se basa en la
utilizacién de sondas de ADN de 1 o 2 nucledtidos, marcadas con fluorescencia, que
hibridan con el fragmento a secuenciar. Las sondas no hibridadas se lavan y
posteriormente, se lee la fluorescencia para determinar la identidad de la sonda ligada.
Este proceso se realiza en repetidas ocasiones para identificar la secuencia completa. La
plataforma llamada SOLID (Support oligonucleotide ligation detection) utiliza el método

de SBL (Harismendy et al., 2009).

Secuenciacion en tiempo real Es un método en el que se incorporan dNTPs marcados

con fluordforos y de manera paralela se realiza una lectura de la fluorescencia del ADN
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recién sintetizado ( Metzker, 2010). Este proceso es efectuado por una enzima ADN
polimerasa unida a la superficie de detectores ZMW (Zero Mode Waveguide) cuya
funcién es identificar la secuencia de la nueva cadena. El detector estd compuesto por
pocillos de unos 10nm de didmetro y estan fabricados en una pelicula de metal de
100nm de profundidad. Dentro de cada ZMW se incorporan nucledtidos fosfato
marcados con fluoroforos de cuatro colores (uno por cada base) a la cadena a tiempo
real. Los pulsos de fluorescencia emitidos con cada incorporacion de un nucleétido a la
cadena se van leyendo, mientras este proceso tiene lugar en miles de detectores ZMW

de forma simultanea (Eid et al., 2009).
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4.3 FAMILIA DE LAS PROTEINAS HERC
La familia de genes HERC codifica para proteinas con dos dominios caracteristicos: el
HECT dominio y el RCC1-Like dominio (RDL). En los seres humanos la familia HERC se
compone de seis miembros que se dividen en dos grupos segun su masa molecular. Los
de mayor masa molecular de 500kDa (HERC1 Y HERC2) tienen un dominio HECT, y mas
de un dominio RDL y los de masa molecular menor (120 kDa HERC3-6) que poseen
dominios HECT y RDL Unicos (Sanchez et al., 2016). Las proteinas de la familia HERC
tienen una amplia gama de funciones celulares como la reparacién de ADN, el

crecimiento celular y la respuesta inmunitaria ( Garcia et al., 2005)(Figura 1).

4.3.1 Dominios estructurales

Dominio HECT

El dominio HECT es un homdlogo del carboxilo terminal de la proteina EGAP. Esta
caracteristica estructural proporciona la capacidad de actuar como ubiquitina /
ubiquitina proteina ligasa (UBL) y de este modo regular el funcionamiento de aquellas
proteinas a las que ubiquitinan (Huibregtse et al., 1995). El proceso mediante el cual se
efectua la ubiquitinacion de proteinas es complejo y requiere de la accidén de, al menos,
tres tipos de enzimas: la enzima activadora de la ubiquitina (también llamada E1), las
enzimas conjugadoras de ubiquitina o (E2) y finalmente las ubiquitinas ligasas o (E3). Las
proteinas E3 de tipo HECT se caracterizan por unirse covalentemente a la ubiquitina
antes de transferirla definitivamente a sus sustratos. Esta union tiene lugar entre una
cisteina conservada del centro activo del dominio HECT y el extremo carboxilo terminal
de la ubiquitina. En esta ultima reaccidn, la ubiquitina es transferida desde la cisteina

conservada del E3 a una lisina del sustrato, lo cual da lugar a la formacién de un enlace
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isopeptidico, de tipo amida (Gao et al., 2005). La funcion caracteristica de la via
ubiquitina/UBL, va dirigida a proteinas disfuncionales o reguladas para el
reconocimiento y la degradacion a través del proteasoma. Sin embargo, las nuevas
proteinas UBL han emergido como reguladores criticos de varias funciones celulares,
incluyendo la trascripcion, la reparacion del ADN, la apoptosis, y la respuesta inmune

(Enserink, 2015) (Morales et al., 2013).

Dominio RLD

Se conocen como dominios RLD (RCC1-like domain) aquellos que presentan un elevado
grado de similitud con la proteina RCC1 (Regulator of Chromosome Condensation-1)
(Ohtsubo et al., 1987). La secuencia de este dominio se caracteriza por presentar siete
repeticiones de 51-68 residuos aminoacidos cada una, dando lugar a dominios entre 350
y 450 aminoacidos, que corresponden en realidad a cada uno de los siete lados de un
dominio con simetria heptagonal formado por cadenas beta. El domino RLD tiene dos
funciones: primero, actia como factor intercambiador de nucledtidos de guanina sobre
el RanGTP y segundo interactla como cromatina a través de las histonas H2A y H2AB.
Mediante esas interacciones RCC1 participa principalmente en el ciclo celular, el
transporte nucleo- citoplasma, la nucleacion de microtubulos y la formacion del huso

mitético (Hadjebi et al., 2008).
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Figura 1. Estructura de la familia de proteinas HERC. Tomada y modificada de Sanchez-

Cubillos 2016.
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4.3.2 HERC1

La proteina HERC1 fue identificada durante la busqueda de secuencias humanas
oncogénicas en ensayos de tumorigenicidad en ratones atimicos (Rosa et al., 1997). El
cDNA de HERC1 posee un marco abierto de lectura de 14,586 pares de bases que
codifican una proteina de 4861 aminodacidos con una masa molecular de 532 kDa. La
comparacion de la secuencia aminoacidica de HERC1 con las de otras proteinas
presentes en las bases de datos pone en manifiesto la presencia en HERC de varias
regiones conservadas evolutivamente (Rosa et al., 1997). HERC1 posee dos dominios
RLD altamente conservados entre ellos (48% de identidad), un dominio HECT bien
conservado en su extremo C-terminal, un dominio BH3, un dominio WD40 y un dominio
SPRY. Otras regiones identificadas son: tres regiones ricas en prolinas que podrian unir
dominios SH3, siete regiones ricas en aminoacidos polares-acidicos y una secuencia

similar a una cremallera de leucinas (Francesc R et al ., 2005) (Figura 1).
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El gen HERC1 se encuentra ubicado en 15g22, tiene 78 exones. Se expresa
principalmente en los testiculos, en el cerebro y en el higado. Su localizacion subcelular
se restringe al citoplasma, el aparato de Golgi y los compartimentos de membrana de

tipo vesicular.

El dominio RLD1 de HERC1 tiene actividad GEF (Guanine-nucleotide Exchange Factor) y
GRF (Guanine nucleotide reléase factor) sobre ARF1 y otras GTPasas implicadas en el
trafico vesicular como son Rab3a y Rab5 (Sanchez et al., 2016). El dominio RLD2 de
HERC1 posee afinidad por ARF1, una proteina G monomérica de la superfamilia de Ras
involucrada en el tréfico intracelular, y por la cadena pesada de la clatrina (CHC), otra
proteina clave en el transporte vesicular. Esta interaccion tiene lugar sélo cuando HERC1
se localiza en la fraccion citosélica, mientras que la fraccion de HERC1 que se halla
asociada a las membranas intracelulares no interacciona con CHC. De acuerdo con esto,
HERC1 no parece ser un componente constitutivo de las vesiculas de clatrina. Lo mas
probable es que HERC1 actue como regulador del desensamblaje de las cubiertas de
clatrina sobre las vesiculas (Francesc R et al., 2004).

El domino HECT de HERC1 se conjuga con la ubiquitina a través de un sitio activo de
cisteina, una reaccion mediada por la E2 UbcH5. Sin embargo, aun no esta claro el
sustrato de HERC1 en la ubiquitinizacion. HERC1 ha sido identificada como una proteina
gue interacciona con el complejo de esclerosis tuberosa (TSC1/TSC2) (Huang et al.,
2008). Las proteinas TSC1 y TSC2, también llamadas hamartina y tuberina,
respectivamente, regulan el crecimiento celular a través de la inhibicion de la via mTOR.
El dominio C-Ter de HERC1 fue descrito como desestabilizador de TSC2, lo que sugiere

una funcién de HERC1 en la regulacién de la via mTOR (Jewell et al., 2014).
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HERC1 junto con mTOR, proteina quinasa (PKC) y fosfatdilinositol -4,5 bifosfanato-3
quinasa (PI3K), se describen como reguladores de la degradacion de MutS Homologo 2
(MSH2), una enzima involucrada en el mecanismo de reparacion del ADN mismatch.
Mutaciones somaticas en uno o mas de los reguladores mencionados disminuyen los
niveles de MSH2, causando deficiencia de este mecanismo de reparacién de ADN y
resistencia de medicamentos en leucemias (Diouf et al., 2011) . Sin embargo, autores
aseguran que deleciones somaticas en HERCI conducen efectivamente a la
estabilizacién de TSC2, lo que produce la activacién de la fosfatasa 2A(PP2A)

produciendo la desestabilizacion e inactivacion de MSH2 (Diouf et al., 2012).

4.3.2 HERC2

HERC2 fue identificado en 1990, asociado a un sindrome en ratones caracterizado por
tamafio reducido, movimientos anormales y esterilidad (Walkowicz et al., 1999). El gen
HERC2 se localiza en el cromosoma humano 15g11.13, una region cercana al locus de
Prader-Willi / Angelman.

Mutaciones missense heterocigotas en HERC2 se han encontrado en pacientes con
retardo en el desarrollo neurolégico muy similares a los observados en el sindrome de
Angelman y trastornos del espectro autista (Harlalka et al., 2013).

HERC2 estd compuesta por 4834 aminoacidos y tiene un peso molecular de 528 kDa. Se
encuentra en altos niveles en el cerebro y los testiculos. A nivel intracelular se encuentra
en el citoplasma y el nucleo. Tiene multiples regiones conservadas evolutivamente,
incluidas el C- terminal HECT, tres dominios RCC1-like, una regién citocromo b5- like, un

dominio M-H, un dominio CPH, un domino ZZ tipo dedos de zinc, y un dominio DOC. El
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dominio DOC, es un homologo de la subunidad 10 del complejo promotor de la anafase
(APC), mientras que el domino M-H esta relacionado con la actividad ubiquitin ligasa
(Sanchez et al., 2016). Las funciones mas ampliamente descritas de HERC2 incluyen la
participacién en la reparacién y replicacién del ADN.

Se han descrito numerosas proteinas de interaccion de HERC2 como la kinasa 2 rica en
leucina (LRRK2), una molécula clave en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson
familiar idiopatica (Li et al., 2007). Ademas, se ha descrito que HERC2 se une y ubiquitina
a XPA uno de los factores de reparacion del ADN tipo NER (reparacion por escision de
nucledtidos) (Kang et al., 2010). HERC2 regula la E3 ubiquitin ligasa de BRCA1, la cual
tiene una funcion clave en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, la participacion
en la reparacion del dafo del ADN, el control del ciclo celular, y la actividad vy la
remodelacién de la cromatina(Wu et al., 2010). HERC2 regula la replicacién del ADN,
mediante su unién a claspina, una proteina esencial en la replisoma, que mantiene la
estabilidad de la horquilla durante la replicacién. Ademas, se ha descrito a HERC2 como
un regulador del crecimiento celular (Izawa et al., 2011). Analisis bioinformaticos han
identificado aproximadamente 300 potenciales interacciones de HERC2, que la
involucran en procesos celulares adicionales, incluyendo la traduccidn de proteinas

(Galligan et al., 2015).

4.3.3 HERC3
El ADN codificante de la proteina HERC3 humana, fue identificado por primera vez en
una busqueda aleatoria de cDNAs mayores de 2 kb (Ishikawa, 1997). En humanos, el gen

HERC3 se encuentra en el cromosoma 4q21 y codifica para una proteina de 117-kDa. Se
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expresa en numerosos tejidos, con altos niveles en el cerebro. Se encuentra
particularmente en la corteza piriforme, el hipocampo y la amigdala (Karin Hochrainer
et al., 2015). Respecto a su localizacidn subcelular, la proteina se ha identificado en el
citosol, en estructuras vesiculares, y en compartimentos endosomales. HERC3 posee un
dominio HECT que se une a la ubiquitina. Se desconoce si su dominio RDL tiene accién
GRF o GEF. Es una ubiquitina ligasa que a su vez es regulada por la ubiquitinacién y
probablemente interviene en el control del trafico intracelular. El rol de HERC3 en el
cancer no es claro. Mutaciones frameshift en HERC3 se han descrito en carcinomas
gastricos y colorectales con inestabilidad en microsatélites. Algunos estudios muestran
a HERC3 como un nuevo regulador negativo de la via NF-kB (factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), un complejo proteico que

controla la transcripcion del ADN ( Hochrainer et al., 2015).

4.3.4 HERC4

El gen HERC4 humano se localiza en el cromosoma 10922 y codifica para una proteina
de 118 kDa. Se encuentra expresado de manera ubicua en todos los tejidos, pero con
niveles mas altos en los testiculos (Hochrainer et al., 2008). Intracelularmente, HERC4
se encuentra en el citosol y en estructuras citoplasmaticas vesiculares. Su funcion esta
relacionada con la espermatogénesis vy la fertilidad masculina. La disrupcién en modelos
murinos del gen HERC4 no afecta la reproduccién femenina, pero reduce la fertilidad
masculina. Esta reduccion conduce a que el 50% de los espermatozoides disminuyan su

movilidad (Rodriguez et al., 2007).
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Estudios reportaron la regulacion de HERC4 en lineas celulares de cancer de mama
(Zhou et al., 2013). La expresion HERC4 en el cancer invasivo ductal se correlacioné
positivamente con el estado clinico y el grado histoldgico, y se ha propuesto como
biomarcador molecular. HERC4 activa el crecimiento celular mediante la ubiquitinacién
de la proteina Salvador (SAV). SAV es una proteina que actia como un regulador

positivo de HIPPO (HPO), una via supresora de tumores (Aerne et al., 2015).

4.3.5 HERCS

HERC5 es una proteina de 117 kDa. Se expresa principalmente en los testiculos y el
cerebro fetal, y en niveles mucho mads bajos en otros érganos como los ovarios, el
pancreas, el corazon, la placenta y el musculo esquelético. Al igual que otros miembros
de la familia, HERCS se encuentra en el citoplasma, el aparato de Golgi y las estructuras
vesiculares. HERC5 esta altamente expresada cuando la funcién de p53 esta
comprometida. La funcién de HERCS5 ha sido definida como una ubiquitina ligasa, ya que
actia como E3 ligasa para ISG15, una proteina UBL que es expresada tras la estimulacién
celular con el Interferén alfa (IFNa) (Wong et al.,, 2006). Mutaciones en HERC5
evidencian un dramatico descenso en la estimulacién celular por IFNa y la ISGilacion de
proteinas (Dastur et al., 2006).

La ISGilacion por HERCS5, regula de manera positiva la respuesta antiviral innata. Se ha
demostrado que interactua directamente con el virus de la influenza (NS1A), inhibiendo
su replicacion viral. Adicionalmente, HERC5 ha sido recientemente descrito como un gen
supresor de metdstasis. Estudios han sugerido a HERC5 como biomarcador prondstico

en el cancer hepatocelular (Wrage et al., 2015).

42



4.3.6 HERC6

HERC6 presenta multiples transcritos alternativos. HERC6 se localiza en 4922 en la
especie humana, y se encuentra con mayor frecuencia en el cerebro y los testiculos. Se
localiza en el citoplasma y en las estructuras de la membrana. Se desconoce la funcién
de HERC6, aunque recientes estudios en ratones knockout lo asociaron a hipertrofia
vesicular seminal severa lo que permitid sugerir que regula la morfologia del saco

espermatico (Arimoto et al., 2015).

Por ultimo, en esta seccidn, es importante sefalar que numerosas publicaciones del
grupo fundamentan y complementan los abordajes tedricos y experimentales citados
en el marco tedrico presentado (Caburet et al., 2012; Carlosama et al., 2017; Castro et
al., 2013; Diggle et al., 2012; Ducat et al., 2016; Fonseca, et al., 2012a, 2012b, 2012c,
2013, 2014, 2015; L'Hote et al., 2010; Laissue et al., 2009a, 2009b, 2016;Laissue 2015,
2017; Lakhal et al., 2008, 2009, 2010; Mitropoulos et al., 2015; Nifo et al., 2013; Ojeda
et al., 2011; O. Ortega-Recalde et al. 2013a, 2013b, 2015a, 2015b, 2016; Patifio et al.,

2014, 2017a, 2017b, 2017c; Prada et al,. 2014; Vatin et al., 2012, 2014).
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5. PREGUNTA CIENTIFICA
éCual es la etiologia molecular de una forma sindromica de sobrecrecimiento,

megaloencefalia y retraso en el desarrollo psicomotor en dos pacientes colombianos?

6.0BJETIVOS DE LA INVESTIGACION
6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la etiologia molecular en un caso sindréomico familiar de sobrecrecimiento.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e |dentificar variantes de secuencia que puedan estar potencialmente
relacionadas con sobrecrecimiento, megaloencefalia, retraso en el desarrollo
psicomotor.
e Determinar si la técnica de NGS es util para la identificacion de la etiologia

molecular de esta forma de sobrecrecimiento.
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7.MATERIALES Y METODOS

7.1 Pacientes estudiados

Se estudiaron dos hermanos colombianos con sobrecrecimiento, megaloencefalia,
hipoglicemia y retraso cognitivo. Son hijos de una pareja colombiana no consanguinea,
con coeficiente intelectual normal (C1: padre y C2: madre). Talla del padre 1.73 cm y
de la madre 1.63 cm, perimetro cefalico del padre 56 cm (+ 2DE) y perimetro cefalico de
la madre 52 cm ( -1 DE) (Figura 2). El primer paciente (P1), es de género masculino,
producto del primer embarazo con preeclampsia, sin diabetes gestacional, macrosémico
con peso al nacer de 4 kg (>2DE), talla al nacer de 54 cm (2 DE). Presentd hipoglicemia
neonatal sin complicaciones. Durante su infancia, adolescencia y vida adulta no ha
presentado mas episodios de hipoglicemia. El desarrollo motor mostré un retraso
marcado por hipotonia axil severa (sostén cefélico a los 18 meses, caminata a los 5 afios).
Cursa desde el nacimiento con convulsiones y multiples crisis de hemiparesia. Presentd
cifoescoliosis severa que requirid correccion quirudrgica (Figura 3). El segundo paciente
(P2), es de género femenino, producto del tercer embarazo, sin diabetes gestacional,
con peso al nacer de 4.5 kg (>2DE) y talla al nacer de 55 cm(2DE). Su desarrollo motor
mostré retraso marcado, pero no tan severo como la de su hermano. Desde el
nacimiento cursa con convulsiones e hipoglicemia, las cuales son manejadas con
medicacion anticonvulsiva y dieta respectivamente (Figura 4). Clinicamente al examen
fisico de los pacientes Pl y P2, de 29y 24 afios de edad respectivamente, se encuentran
perimetro cefdlico y talla por encima de 2D. Presenta habito asténico, hipotonia,
dolicostenomelia, cara larga y triangular, frente prominente y ancha, cejas escasas,
hipertelorismo ocular, fisuras palpebrales hacia abajo, hipoplasia malar, puente nasal

prominente, paladar alto, prognatismo de moderado a severo, macrotia, cuello largo,
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térax asimétrico, cifosis severa, hiperlordosis lumbar, aracnodactilia y genitales
normales. La evaluacién neuroldgica destacé un retardo del lenguaje expresivo y marcha
ataxica. Las imagenes de resonancia magnética cerebral en los pacientes evidenciaron
hidrocefalia comunicante, megaloencefalia y ventriculomegalia sin anomalias
cerebelares. La edad dsea fue normal. Los pacientes afectados, tienen un hermano sano
de 27 afios (C3) producto del segundo embarazo, con historia clinica de hipoglicemias,
con talla de 1.70 cm y perimetro cefdlico de 55 cm, dentro de la media para la edad y

género.

La presentacion de hermanos afectados hijos de padres sanos sugieren un patrén de

herencia autosomico recesivo.

Figura 2. Genealogia de los pacientes afectados

Cc1 N o7
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Figura 3. Paciente (P1). Género masculino, con talla > 2DE. Cara triangular, frente

amplia, hipertelorismo, orejas grandes y prognatismo.

Figura 4. Paciente (P2). Género femenino, con talla > 2DE. Cara triangular, fisuras

palpebrales hacia abajo y prognatismo.
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7.1.1 Extraccion de ADN

Se tomaron 10 ml de sangre periférica en tubos con EDTA de cada individuo participante
(P1, P2, C1, C2, C3). EI ADN gendmico fue extraido de los leucocitos utilizando la técnica
Probe/ Proteinasa K. Mediante centrifugacion fueron obtenidos los leucocitos de los que
se aislo el ADN. La capa de leucocitos obtenida fue sometida a lisis por adicion de 500 pl
Tris-Cl, 10 mM- EDTA, 5mM pH: 8.0 frio. La lisis celular fue completada agregando 4 ml
de buffer de lisis (LSN). A lo anterior se le adiciond 10 pl de Proteinasa K (20 mg/ml). Se
adiciono 800 pl de solucidn precipitante de proteinas y se procedid a centrifugar a 4500
rpm durante 20 min a 42C. El sobrenadante se transfirié a un tubo Falcon con 3 ml de
isopropanol frio 99%. Se mezcldé hasta obtener la mota de ADN. La mota de ADN se
transfirido a un tubo de Eppendorf y se centrifugdé a 13000 rpm durante 5 minutos. Se
dejo secar a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente se procedié a adicionar
200 pl de buffer TE 1X vy se incubd a 42C por 12 horas. La concentracion de ADN se

cuantificé en un espectofotdmetro NanoDrop 2000c de ThermoScientific.

7.1.2 Secuenciacion de exoma

Se utilizdé un equipo /llumina NextSeq500 para la secuenciacion NGS. Los filtros de
calidad fueron realizados con un Software Casava (lllumina, San Diego, CA). Las lecturas
de alta calidad se alinearon con el genoma humano de referencia (HG19 Version
GRCh37) utilizando el algoritmo BWA MEM vy las variantes fueron identificadas usando
samtools-0.18. Las variantes identificadas fueron tamizadas en la base de datos dbSNP
(NCBI version 137 db). Los potenciales efectos funcionales a nivel proteico inducidas por

mutaciones missense fueron estudiados mediante SIFT y PolyPhen2.
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7.1.3 Algoritmo de seleccion de variantes candidatas

El hermano y la hermana afectados, hijos de padres sanos nos sugieren un patrén de
herencia recesivo. Los resultados se filtraron en este caso, considerando variantes
potencialmente homocigotas o heterocigotas compuestas como causales del fenotipo.
Se estudiaron las variantes que estaban ausentes en las bases de datos SNP (nuevas) o
con MAF <0,005. Se seleccionaron las secuencias de proteinas predichas como alteradas
(missense, frameshift, indels, inserciones en el marco y variantes sin sentido). En la
hipdtesis de variantes homocigotas se filtraron las variantes en estado homocigoto que
se encontraban presentes en los pacientes afectados, y en estado heterocigota en el
paciente control (C3). Se excluyeron ademas variantes que no eran compatibles con
efectos deletéreos en la proteina (SIFT y PolyPhen2 software bioinformatico) y / o
implicaban la sustitucion de aminoacidos no conservados durante la evolucion. Las
variantes restantes fueron excluidas si carecian de asociacién funcional con el fenotipo
de nuestros pacientes, excluyendo también variantes con alta repeticion gendmica, las
cuales llevan a falsos positivos. En la hipdtesis de variantes heterocigotas compuestas
se tuvieron en cuenta los mismos pasos que en la hipdtesis de variantes homocigotas,
se filtraron al menos dos variantes en cada gen compartidas por P1 y P2 en estado
heterocigoto, ausentes en el paciente control (C3). Se excluyeron también variantes con
alta repeticion genémica. Herramientas bioinformaticas como SIFT y PolyPhen2 se
utilizaron para la seleccion de variantes que pudieran generar efectos patdgenos en la

proteina (Figura 5).
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Figura 5. Algoritmo de seleccion de variantes candidatas.

Pasos Metodolégicos

Variantes totales

MAF<0.005 acorde a los 1000 genomas

Secuencias predichas de proteinas alteradas (missense, nonsense, frameshift, in-
frame, splicing regién).

Hipétesis variantes homocigotas

Variantes comunes homocigotas en
pacientas afectados y no en el control

Se excluyen las variantes con prediccion
no patégena
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7.1.4 Secuenciacion de Sanger.

Hipétesis variantes heterocigotas
compuestas

Variantes comunes heterocigotas en los
pacientes

Se excluyen las variantes con prediccion no
patégena

Dos variantes en el mismo gen

Se excluyen todas las variantes que se
encuentran en el control

Genes probables

Exclusion de genes polimérficos

Al analizar las hipotesis de variantes homocigotas o heterocigotas compuestas que se

obtuvieron al realizar el algoritmo de seleccién de variantes; se obtuvo un gen que se

correlacionaba funcionalmente con el fenotipo descrito en los pacientes afectados. Por

lo cual se procedio a realizar secuenciacién Sanger en los pacientes (C1, C2, C3, P1, P2)

de las siguientes variantes en el gen HERCI1: en el exdén 13 ¢.2625G>A (p. Trp875Ter) y

exon 73 ¢.13559G>A (p. Gly4520Glu).
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7.1.5 Diseiio de primers

La secuencia de oligonucledtidos, para amplificar en el gen HERC1 en el exén 13
€.2625G>A (p.Trp875Ter) y exdn 73 ¢c.13559G>A (p.Gly4520Glu), se disefié empleando
el programa Primer3. Este programa considera entre otros, los parametros de
temperatura de melting, la longitud del primer, el porcentaje de GCs, la formacién de
dimeros y la formacién de estructuras secundarias. Los primers de PCR se disefiaron

fuera de la region codificante para secuenciar todo el marco abierto de lectura

correspondiente. Los primers se verificaron por medio de BLAST.

Tabla 2. Primers para la amplificacion de HERC1 exdn 13.

Gen Nombre Secuencia del primer
HERC1 Forward 5’AAAGACATCTGAAGGACTTGC 3’
HERC1-ex13-1F
Reverse 5'TGGGAATTCTTCCAGCACAACA3’
HERC1-ex13-1R
Forward 5’ATCCTAGTAGTCAGTGAGTTCGC3’
EXON 13 HERC1-ex13-s1F

Reverse

HERC1-ex13-s1R

5'TATGCTCCAAGAACACATGGCA3’
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Tabla3. Primers para la amplificaciéon de HERC1 exdn 73.

Gen Nombre Secuencia del primer

HERC1 Forward 5’CATTGTACAGGGACAACTTCGGC 3’

HERC1-ex73-1F

Reverse 5’ATGGTGAGTCATTGGTAGATGCC 3’

HERC1-ex73-1R

Forward 5’GTTACAGTGGGCCTAGCACAG 3’
EXON 73 HERC1-ex73-s1F
Reverse 5" AAACATGCCTGGCACAGTGAT3’

HERC1-ex73-s1R

7.1.6 Amplificacion del ADN

La amplificacién de las regiones codificantes del exén 13 y 73 del gen HERC1 fue
efectuada en los pacientes (P1, P2, C1, C2, C3). El fragmento amplificado del exén 13
tiene una longitud de 424 pb y el exdn 73 tiene una longitud de 810 pb. La reaccién de

PCR se realizd segun las siguientes especificaciones:
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Tabla 4. Programa del termociclador para la PCR para la amplificacion del exén 13 del

gen HERCI.

Temperatura Tiempo
Programa Termociclador: MJ

Research PTC-100®

Desnaturalizacion inicial 952 10 minutos
Numero de ciclos 35

Desnaturalizacion 95¢ 40 segundos
Anillamiento 61° 30 segundos
Extension 72° 30 segundos
Extension final 72° 10 minutos
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Tabla 5. Programa del termociclador para la PCR para la amplificacion del exén 73 del

gen HERCI.

Temperatura Tiempo
Programa Termociclador: MJ

Research PTC-100®

Desnaturalizacion inicial 952 10 minutos
Numero de ciclos 35

Desnaturalizacion 95¢ 40 segundos
Anillamiento 61° 30 segundos
Extensidon 722 50 segundos
Extension final 72° 10 minutos

La amplificacion se comprobd analizando 5ul del producto de cada reaccion de PCR por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% disuelto en buffer TBE 1X. Se utilizé un patrén
de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder) para identificar las tallas de los fragmentos. El
producto de PCR fue purificado mediante fosfatasa alcalina y exonucleasa | antes de la
secuenciacion. La secuenciacidn directa fue efectuada con el primer interno usando un
secuenciador de capilares (Applied Biosystems). El analisis de las secuencias fue

realizado a través de alineamientos multiples usando el programa clustalW. Se compardé
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la secuencia de los pacientes frente a la secuencia Wild Type de los exones 13y 73 de

HERCI1 obtenida de la base de datos Ensemb/ (ID ENST00000443617.6)

7.1.7 Analisis in silico

Las herramientas bioinformaticas PolyPhen2 y (SIFT) fueron usadas para establecer los
potenciales efectos deletéreos de las variantes missense encontradas a nivel de la
proteina.Los valores de prediccion de PolyPhen2 resultan de un algoritmo que utiliza el
analisis comparativo de secuencias de proteinas de diferentes especies, las
caracteristicas fisicoquimicas de los aminodacidos intercambiados y el mapeo de Ia
sustitucién de residuos con respecto a las estructuras tridimensionales disponibles de
las proteinas. Los resultados son evaluados como “benigna”, “posiblemente deletéreos”
o “probablemente deletéreos”(Adzhubei et al.,, 2013). El programa SIFT utiliza un
algoritmo que predice el impacto potencial de las sustituciones de aminoacidos en la
funcion de la proteina. Utiliza las caracteristicas de hidrofobicidad de los aminoacidos y
la conservacion entre especies (similitud de la secuencia de proteinas) para establecer

la probabilidad de efectos deletéreos causados por mutaciones missense (Sim et al.,

2012).

55



8.RESULTADOS
8.1 NGS
La secuenciacion de siguiente generacion permitié la lectura de 5.622.389.025 de bases.
El promedio de cobertura y profundidad fue de 86,49% a 20 X y 43,39% a 100 X,
respectivamente. Cerca del 90% de la secuencia de bases de interés fue cubierta
superando el umbral establecido para la lectura adecuada de los polimorfismos de
nucledtido Unico y los indels (deleciones e inserciones). La verificacion de los resultados

del NGS fue realizada mediante secuenciacion de Sanger.

Los resultados se filtraron en este caso, considerando el algoritmo de seleccién de
variantes (Figura 5). Sélo estudiamos variantes que estaban ausentes de las bases de
datos o con MAF <0,005. Se tuvieron en cuenta las secuencias de proteinas predichas
como alteradas (missense, nonsense, frameshift, in- frame, splicing region). Genes
relacionados con trastornos de sobrecrecimiento como NSD1, EZH2, DIS3L2, GPC30FD]1,
NFIX, PTCH1 y DNMT3A, SETD2 y EED se analizaron manualmente y no mostraron
mutaciones homocigotas o heterocigotas. Los primeros resultados (R1), evidenciaron 13
variantes homocigotas compartidas por P1y P2, estando de manera heterocigota en C3
(Anexo 2). Cuatro variantes missense se excluyeron ya que los analisis bioinformaticos
sugirieron no tener efectos deletéreos potenciales en la proteina (SIFT y PolyPhen2
Software) y / o los aminoacidos sustituidos no estaban conservados evolutivamente. Las
variantes restantes no se tuvieron en cuenta porque carecian de asociacion funcional
con el fenotipo de nuestros pacientes. La mayoria de estas variantes se encontraron en

regiones de alta repeticion gendmica que con frecuencia se asocian a falsos positivos.
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En la hipodtesis de variantes heterocigotas compuestas se tuvieron en cuenta al menos
dos variantes en cada gen compartidas por P1 y P2 en estado heterocigoto y ausentes
en el paciente (C3). Dentro del grupo de genes seleccionados se encontraron ocho
genes: ANKRD36C, HERC1, KCNJ12, CTBP2, MUC16, MUC3A, PARP4 y SLC35G4. lLas
variantes ¢.2625G>A (p.Trp875Ter) y ¢.13559G> A (p.Gly4520Glu) en el gen HERC1 eran
las Unicas de este grupo que sugerian un potencial efecto deletéreo en la proteina segln

los predictores bioinformaticos (Figura 6).

Figura 6. Resultados del algoritmo de seleccion de variantes de acuerdo a la

metodologia.
| Pasos Metodoldgicos |
Resultados
I MAF<0,005 acorde a los 1000 genomas |

12091 variantes
Secuencias predichas de proteinas alteradas (missense, nonsense, frameshift, in-
2996 variantes

frame, splicing region).
I I I 1

Hipdtesis variantes heterocigotas Hipétesis heterocigota
Hipdtesis variantes homocigotas | Hipétesis Homocigota | | compuesta |
I Variantes comunes heterocigotas en los m
Variantes comunes homocigotas en pacientes
pacientes afectados y no en el control
| Se excluyen las variantes con prediccion no |
l pa(c}isna
5 T 139 variantes
Seeexcluyen las variantes con prediccion 9 genes _
no patégena | Dos variantes en el mismo gen |

I |

I

Se excluyen todas las variantes que se
Genes probables | en el control
I |
Se excluyen genes que carecen de | Genes probables |
relevancia funcional y genes que T
muestran regiones genomicas repetidas

Exclusion de genes polimdrficos
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La verificacion de los resultados del NGS fue realizada mediante secuenciacidon de Sanger
confirmdndose la presencia de dos variantes en el gen HERC1 . La primera variante se
encontro en el exdn 13: ¢.2625G>A (p.Trp875Ter) y la segunda en el exén 73: ¢.13559G>
A (p.Gly4520Glu). Se identificaron estas dos variantes en los pacientes P1 y P2. En los
pacientes C1y C3 se identificé la variante heterocigota c.2625G>A (p.Trp875Ter) y en el
paciente C2 se identificé la variante heterocigota c.13559G>A (p.Gly4520Glu) (Figura 7)

(Tabla 6).

Tabla 6. Variantes encontradas en la NGS

Paciente Variante Proteina
€.2625G>A p.Trp875Ter
P1 €.13559G> A p.Gly4520Glu
P2 €.2625G>A p.Trp875Ter
c.13559G> A p.Gly4520Glu
C1 €.2625G>A p.Trp875Ter
C2 €.13559G>A p.Gly4520Glu
C3 €.2625G>A p.Trp875Ter
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Figura 7. Segregacion de las mutaciones ¢.2625G>A (p.Trp875Ter) y ¢.13559G> A (p.

Gly4520Glu)

I:l 1

P1 c3 P2

(D HERC1¢.13559G>A (p.Gly4520GIu)

B Heret  262565A( Trps75Ten)

Estos resultados coincidieron con un trastorno recesivo con mutaciones heterocigotas

compuestas transmitidas por padres no afectados.
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Figura 8. Cromatrograma de secuenciacion de Sanger. A. HERC1 c.2625 G>A (p.

Trp875Ter) B. HERC1 c.13559G>A (p.Gly4520Glu)

A
HERC1 c.2625G>A
wt
|I-. ' ' )
i | . [ 'ul I' { 1Y
| | [ i\ 11 | I'.. |
L L Lo Jlu"l:: A T N
B
HERC1 ¢.13559G>A
wt .
|
! .-
Il | [
| |I ]I l |
o~ S - __.d- III---..-—-..-'.— " PR I R
ASG

La variante ¢.2625G> A (p.Trp875Ter) sugiere e un codon de parada prematuro en el
residuo 875. La segunda variante ¢.13559G>A (p.Gly4520Glu) sustituyé un aminoacido
neutro no polar (Glicina, Gly) por un aminoacido polar (acido glutamico, Glu). Para SIFT
el rango de puntuacion oscila entre 0 a 1. La sustitucion de aminoacidos se predice
deletérea cuando la puntuacién es < 0,05, y tolerada si la puntuacién es > 0,05. En el
caso de la variante c.13559G>A (p.Gly4520Glu) el valor fue de 0.00. El resultado para

esta variante segln PolypPhen2 nos indicd una proteina “posiblemente deletérea”.
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8.2 Fenotipo de los pacientes

Los sindromes de sobrecrecimiento frecuentemente se acompanan de distintas
combinaciones de caracteristicas clinicas. Los pacientes P1 y P2 tienen caracteristicas
similares a las encontradas en los sindromes de sobrecrecimiento (Tabla 7). Sin
embargo, algunos hallazgos reportados en P1 y P2 como la atrofia cortical, la
megaloencefalia, la edad 6sea normal y el retraso del desarrollo motor y cognitivo, rara
vez se encuentran juntos en el Sindrome de Sotos, el Sindrome de Weaver, y en otros

sindromes de sobrecrecimiento.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas presentes en nuestros pacientes, en el sindrome de Sotos y en

el sindrome de Weaver.

Hallazgos Clinicos Sotos Weaver Nuestro estudio
Huesos Edad 6sea avanzada Si Si No
Extremidades Hiperlaxitud articular Si No Si
Genu valgo Si No No
Manos Camptodactilia No Si No
Neurolégico Retraso cognitivo Si Si Si
Tono muscular Hipotonia Hipotonia/ Hipotonia
Hipertonia
Convulsiones Si Si Si
Ventriculomegalia Si Dilatacion de los Si
ventriculos
laterales
Atrofia muscular No No Si
Agenesia parcial o Si Raro No
completa del cuerpo
calloso
Reflejos Hiperreflexia Normal Normal
osteotendinosos
Megaloencefalia No No Si
Neoplasia Tumor de Wilms / otros Alto riesgo de No Aun no presente
tumor de Wilms
Cabeza Macrocrdneo Si Si Si
Dolicocefalia Si No No
Occipucio aplanado No Si Si
Talla Alta Alta Alta
Peso Levemente Muy aumentado | Muy aumentado
aumentado
Cara Mentdn Prognatismo Retrognatia Prognatismo
Forma del mentén Puntiforme Redondeado Triangular
Cara redonda No Si No
Orejas Gran tamafo Si Si Si
Ojos Fisuras palpebrales Si Si Si
hacia abajo
Hipertelorismo No Si Si
Abdomen Hernia umbilical No Si No
Corazén Cardiopatia congénita Si Raro No
Genitales Criptorquidia No Si No
Columna Escoliosis Si Si Si
Cifosis No Si Si
Nariz Puente nasal No Si No
deprimidos
Cabello Calvicie frontotemporal | Si No No
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9. DISCUSION
El objetivo del presente trabajo de tesis se fundamentd en la busqueda de la etiologia
molecular en un caso sindromico familiar de sobrecrecimiento mediante el uso de NGS.
La NGS es una técnica que provee un analisis eficiente y a gran escala del genoma
humano que permite la secuenciacién en paralelo de millones de bases en una Unica
reaccion ( Metzker, 2010). Este abordaje en nuestros pacientes con sobrecrecimiento,

permitio identificar mutaciones que potencialmente contribuyen con su fenotipo.

Las variantes heterocigotas compuestas en el gen HERC1 c.2625G>A (p.Trp875Ter) y
c.13559G>A (p.Gly4520Glu) encontradas en nuestros pacientes, no han sido descritas
anteriormente en las bases de datos de SNP. La variante c.2625G> A (p.Trp875Ter), es
una mutacién que sugiere un coddn prematuro de parada en el codén 875, lo que
podria implicar la ausencia de los dominios HECT y RCC-like, ubicados en el C-Terminal

de la proteina HERC1 (Figura 9).

Figura 9. Representacion esquematica de HERC2, mostrando la localizacion de los
dominios conservados, incluyendo un dominio HECT, un dedo de zinc de tipo ZZ y los

dominios RCC1. Tomada y modificada de Bekker-Jensen et al. 2009.

RCC1-1 RCC1-2 HECT
(513-778) (2958-3326) (4457-4794)
HERC2
1 4834
NH; ZZ RCC1-3 COOH
(2702-2749) (3951-4318)
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La segunda variante encontrada (p.Gly4520Glu) implica la sustitucion de un
aminodcido neutro no polar (Glicina, Gly) por aminoacido polar (acido glutamico, Glu).
El aminoacido Glicina (Gly) esta conservado en los vertebrados. Este cambio podria
alterar el reconocimiento y la unidn a sustratos especificos de la proteina HERC1 (Figura

10).

Figura 10. Alineamientos multiples de HERC1 entre especies de vertebrados. La

posicion 4520 esta sombreada gris.

45,20
H. sapiens RAWKVKLVGEEADDAGGVFDD
p.Gly4520Glu RAWKVKLVGEGADDAGGVEDD
P. troglodytes RAWKVKLVGEEADDAGGVFDD
M. musculus RAWKVKLVGEEADDAGGVFDD
G. gallus RAWKVKLVGEEADDAGGVFEDD
A. carolinensis RAWKVKLVGEEADDAGGVFEDD
X. tropicalis RAWKVKLVGEEADDAGGVFDD
D. rerio RAWKVKLVGEEADDAGGVFDD

El promedio de cobertura y profundidad de nuestro estudio fue de 86,49% a 20X
respectivamente, profundidad que no es ideal para identificar nuevas variantes. El
promedio de cobertura y profundidad sugerida para disminuir falsos positivos en la
realizacion del exoma es alrededor de 50X (Buermans et al ,. 2014). Siete de los ocho
genes seleccionados en la hipdtesis de variantes heterocigotas compuestas fueron
descartados, ya que carecian de una asociacion funcional con el fenotipo de nuestros
pacientes, siendo las variantes encontradas en el gen HERCI1, las que segun estudios
bioinformaticos sugerian efecto deletéreo en la proteina. Las herramientas
bioinformaticas pueden ser Utiles en la prediccidén de los cambios que puedan modificar

la funcion de las proteinas. Sin embargo, los resultados deben ser interpretados con
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cautela y las variantes patogénicas deben ser reportados idealmente en el contexto de

otras evidencias cientificas que den soporte a los hallazgos (Flanagan et al,. 2010).

Desde la publicacidn de nuestro articulo, diferentes reportes han publicado mutaciones
en el gen HERC1, con fenotipos similares a los encontrados en nuestros pacientes. Se
reportaron dos hermanos originarios del sur de la India, hijos de padres consanguineos,
con una variante homocigota ¢.4906-2A>C localizada en un sitio de splicing de HERC1.
Los pacientes presentaron retraso psicomotor severo, frente prominente,
hipertelorismo, cara alargada, hipotonia, edad dsea normal, y como antecedente, peso
y talla altos al nacer. En este estudio se realizé RT-PCR en linfocitos de sangre periférica
y se evidenciaron niveles bajos de mRNA de HERC1 en los pacientes afectados
(Aggarwal,. 2016). En otro reporte de caso se describidé a un paciente originario de
Marruecos, hijo de padres consanguineos, portador de una variante homocigota
c.9748C>T (p.Arg3250%*) en el gen HERCI1. En el examen fisico el paciente presentd
retraso psicomotor severo, hipotonia, frente prominente, cara alargada, prognatismo,
convulsiones. Las neuroimagenes evidenciaron megaloencefalia, cerebelo pequefio y
cuerpo calloso hipoplasico. En este estudio se realizd RT-PCR en fibroblastos cultivados
en células de piel, que evidenciaron niveles de mRNA de HERCI1 cincuenta veces
menores que en los controles (Nguyen et al., 2015). En otro reporte de caso se
describié a un paciente originario de Turquia, hijo de padres consanguineos, con una
variante homocigota c.8678dup (p.Ala2894Serfs*30) en el gen HERC1. Al examen fisico
el paciente presentd retraso psicomotor severo, hipotonia, cifoescoliosis, frente
prominente, cara alargada, orejas grandes, mentdn prominente, convulsiones, ademas

peso y talla altos al nacer. Se realizo también RT-PCR en linfocitos de sangre periférica,
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gue no evidencié cambios en los niveles de mRNA de HERC1 (Utine et al., 2017). Estos
casos reportados permitieron asociar las variantes de HERC1 con sobrecrecimiento y

retraso psicomotor en humanos.
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11.PERSPECTIVAS
e Realizar ensayos funcionales mediante el cultivo de fibroblastos de la piel de

nuestros pacientes, para evaluar los niveles de expresién del mRNA de HERCI.

e Analizar este gen en otros pacientes con sobrecrecimiento, retraso del desarrollo

psicomotor correlacionando genotipo — fenotipo y postularlo con un nuevo

sindrome de sobrecrecimiento.
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12.1 Anexo 1

12.ANEXOS

Resultados de la filtracion de variantes homocigotas

Type Chr Position Gene Ref>Varia|Type Zygosity |Quality [Coverage|MNum_Tran
K_SMNP 17 39421781 KRTAPS-fA=GIG SNV hom 222 T4 1
MN_INDEL |6 161519350 |MAP3K4 |Cctgetgetg|deletion  [hom 214 291 1
K_SNP 7 100550873 |MUC3A |G=CIC snv hom 52 1908 1
N_INDEL [19 50881820 NR1HZ |AAACA=Alinserion |[hom 214 :1:] 1
N_INDEL |1 247978541 |OR14A416 |AAGGAGydeletion |hom 214 166 1
MN_INDEL [11 45285981 OR4X1 CCTTCTT{deletion |hom 214 34 1
MN_INDEL |16 71981414 PKDIL3 |CTTTGTT{insertion |hom 214 59 1
K_SMNP 1 12887549 PRAMEF1|T=C/C snv hom 222 804 1
K_SNP 2 130738163 |RABEC |G=A/A sV hom 196 377 2
N_INDEL [17 79219500 SLC3BA10AATGATGdeletion  [hom 214 43 2
N_INDEL |16 18908104 SMG1 AATATAT{inzerfion |hom 214 215 1
N_SNP 12 11244096 TAS2R43 [T=CIC snv hom 112 110 2
N_INDEL |5 180687428 |TRIMS2 |CTCTTCT]|delefion |hom 214 224 1
12.2 Anexo 2

Resultados de la filtracion de variantes heterocigotas compuestas

Chr Position

10 126678177

10 12667819

15 63915976

15 64026944
19 8999514
19 9019320
7 100550924
16 2160337

7 142457375

-

2 11286797

CTBP2

CTBP2

HERC1

HERC1

MUC16

MUC16

MUC3A

PKD1

PRSS1

TAS2R30

Ref>Variant

5 Type
G>G/T snv
ogT snv
ogT snv
ogT snv
o1 snv
(/6 snv
G>G/C snv
o1 snv
(/6 snv
A>A/G snv

2ygosity Quality

het 100
het 116
het 116
het 166
het 126
het 110
het 47
het 225
het 102
het 153

Num_Transc Transcripts_ Gene_Regio

Coverage

123

210

244

413

247

176

ript D n

NM_022802 missense_v
2 2 ariant

NM_022802 missense_v
2 2 ariant

NM_003922 missense_v

1 & ariant
NM_003922
1 i3 stop_gained

NM_024690 missense_v

1 2 ariant
NM_024690 missense_v
1 2 ariant
XM_001725 missense_v
1 3544 ariant

NM_001009 missense_v

ik 944.2 ariant
missense_v.
ariant,
NM_002769 splice_regio
1 4 n_variant
NM_001097 missense_v
2 643.1 ariant
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CDNA

Position CDS Position
2993 2868
2974 2849
13707 13559
2773 2625

40865 40661
37 37567
1505 1505
5040 4831
57 40
47 47

Protein_Pos Protein_Vari Transcript_

ition

950

4520

875

13554

12523

502

1611

14

16

ant Variant

N/K aaC/aaA

G/D 8Gc/gAc

GE  gGgleAg

W/ tgG/tgA

HGNC

CTBP2
ZRANBL
CTBP
ZRANBL
HERCL

HERC1

MUC16
MUC16

MUC3A

PKD1

PRSS1

SIFT
Function
Prediction

deleterious(
0.02)

deleterious(
0)

deleterious(
0)

tolerated(0.
06)

tolerated(1)

PolyPhen-2
Function
Prediction
possibly_da
maging(0.54
7
probably_da
maging(0.91
9)
probably_da
maging(0.99
5)

possibly_da
maging(0.78
5)

unknown(0)
probably_da

maging(0.99
9)

benign(0.00
1)

PRH1-PRR4, tolerated(0. benign(0.07

R/H cGe/cAc
D/H Gac/Cac
R/P cGg/cCg
v/ Gtc/Atc
i Ctt/Gtt
T aTa/aCa

TAS2R30

46)

4)



12.3 Anexo 3

Articulo: Biallelic HERC1 mutations in a syndromic form of overgrowth and
intellectual disability

Oscar Javier Ortega Recalde, MD, M.Sc., Orietta Beltran, MD, M.Sc., Jubby Marcela
Gdlvez, MD, M.Sc,. Alejandra Palma Montero, MD, M.Sc ., Carlos Martin Restrepo, MD,
M.Sc ., PhD , Heidi Eliana. Mateus, MD, M.Sc ., and Paul Laissue M.D., Ph.D.
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