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CAPITULO |

1. RESUMEN

El sindrome de Aarskog-Scott (AAS) (OMIM #305400) también conocido
como displasia faciogenital es un sindrome con herencia ligada al X que
se caracteriza por presentar dismorfismo facial, manos cortas y anchas,
escroto en chal, y una lalla baja de predominio acromélico. Hasta la fecha
se conocen mas de 50 mutaciones en el gen FGD1, sin embargo los
reportes han sido en pacientes de origen caucasico, no teniendo datos
moleculares de nuestra poblacién. En el presente estudio se reporta la
caracterizacion clinica y genética de 4 familias no consanguineas con
fenotipo de sindrome de Aarskog en quienes se realiza secuenciacion del
gen FGD1 identificandose en dos familias dos mutaciones de paro no
reportadas en la literatura: p.(GIn664*) y p.(GIu380*) y dos familias con 2
cambios (rs2239809) y (rs3830137) no deletéreos y previamente
reportados come variantes o polimorfismos. Fenotipicamente todos los
pacientes varones cumplen con criterios clinicos del sindrome,
encontrando discrepancia de fenctipos en las pacientes femeninas
portadoras de la mutacion. Nuestros hallazgos sostienen la
heterogeneidad genética descrita en el sindrome de Aarskog,
evidenciando que mujeres portadoras de la mutacion pueden cursar
asintomaticas y que pacientes con fenotipo clasico pudieran no presentar

cambios detectables por analisis de secuenciacion convencional.



CAPITULO I

2. INTRODUCCION

El sindrome de Aarskog-Scott (AAS) (OMIM #305400) también conocido
‘como displasia faciogenital fue descrito por primera vez en 1870 por Aarskog
n observé 7 varones afectados en una familia al oeste de Noruega® con
hla baja, facies similares y anomalias genitales incluyendo hipertelorismo,
‘nariz corta y escroto en chal y en 1971 Scott® reporta las mismas

caracteristicas en 3 individuos mas.

‘2.1 Definicion y Epidemiologia
Se define como un sindrome con herencia ligada al cromosoma X
caracterizado por talla baja, hipertelorismo, nariz corta, manos cortas y

. anchas y escroto en chal.

Tiene una incidencia de 1 en 25,000 recién nacidos vives, la cual es una
frecuencia estimada; ya que a la fecha se han publicado cerca de 29 casos
molecularmente probades a nivel mundial, sin embargo el numero de casos

con diagnéstico clinico es mucho mayor.

Segun la experiencia en Bélgica y Manchester indican que hay alrededor de
2-3 nuevos pacientes con una mutacion probada en el gen FGD1 por ano; la

misma prevalencia que para el sindrome de Angelman y Prader-Willi"",



2.2 Caracteristicas Clinicas

Los estudios demuestran que los pacientes con estudio molecular

confirmado para el sindrome presentan las caracteristicas clinicas de

hipertelorismo, nariz corta, manos corlas y anchas, escroto en chal, y una

talla baja de media a moderada de predominic acromelico®*#*,

El fenolipo de la mayoria de los pacientes esta caracterizado por
dismorfismo craneofacial distintivo consistente en abombamiento frontal,
pico de viuda, hipertelorismo, puente nasal ancho, fisuras palpebrales
oblicuas hacia arriba, ptosis, hipoplasia maxilar, nariz corta con narinas
antevertidas, filtrum largo, pliegue transversa en el menton, pabellones

auriculares displasicos con l6bulos adelgazados™,

Dentro de las descripciones hechas se enlistan las siguientes caracteristicas:
en extremidades la braquidactilia (84%) con cintillas Interdigitales, manos
anchas y pequefias con articulaciones hiperextensibles, pliegues profundos y
clinodactilia. Desde 1980, Aarskog y colaboradores describieron como signo
de la mano caracteristico la hiperextensibilidad de las articulaciones
interfalangicas proximales con la fiexion concomitante de las articulaciones

distales,



El hipertelorismo (91%), hipoplasia maxilar (74%), hiperlaxitud articular
(72%), puente nasal ancho (69%), sindactilia (65%) anormalidades
cervicales (56%), anomalias en costillas y esterndon (43%), problemas de

aprendizaje y déficit de conducta (30%).

Anarmalidades radiograficas incluyen falanges hipoplasicas (77%) y edad
osea retrasada (88%), también se han reconocido una variedad de
anomalias vertebrales incluyendo espina bifida oculta, hipoplasia del
odontoides, retraso en la maduracion ésea (50%)°. Otras anomalias
esqueléticas descritas incluyen pectus excavatum, pie plano y ancho,
camptodactilia y linfedema descritos como raros™. La edad ¢sea usualmente
suele verse retardada. A nivel radiografico se puede encontrar defectos en
los cuerpos vertebrales cervicales, escoliosis, costillas supernumerarias, y

calcificaciones en los discos intervertebrales®'.

Dentro de las anomalias urogenitales se encuentra escroto en chal,
criptorquidia uni o bilateral e hipospadias®™, Ademas se ha descrito como
anomalias concomitantes hernia inguinal, umbilical y ombligo prominente,
drenaje venoso anomalo, enfermedad de Hirshprung, malrotacion intestinal,
volvulos, rifiones hipoplasicos, hipoplasia del esmalte dental, retraso en la

erupcion dentaria®** *,



~ La discapacidad intelectual segin Logie y Porteous® no es un hallazgo
lipico ya que ellos demostraron en un grupe de pacientes una distribucién de
IQ normal; sin embargo estudios recientes demuestran que un tercio de los

varones afectados presenta disabilidad intelectual de leve a moderada.

Hiperactividad y déficit de atencién han sido encontradas en 68% de los
pacientes con intelecto normal y en el 84% de los pacientes con disabilidad
moderada®'** pudiendo estar acompafiado por defectos cardiacos
congénitos, ademas una gama de condiciones oftalmologicas pueden

aunarse al cuadro como: oftalmoplegia, estrabismo, megalocérnea®.

Asociada a la discapacidad intelectual y a los problemas de conducta se
encuentra la mutacion de sentido equivocado R402W en la posicion 1204

(c.1204C>T) localizada en el ex6n 6 del gen FGD 1%



2.3 Diagnéstico

Ya que las anomalias clinicas son muy variadas; se han consensado
criterios (Criterios de Teebi) para poder establecer un diagnéstico clinico, los

cuales se dividen en criterios primarios, secundarios y adicionales. (Tabla 1)

inferiar
+ Braquidactilia/Dedos
anchos

« Cintillas Interdigitales
* Escroto en chal
«Sindactilia
*Clinodactilia 5to dedo
*Camptodactilia
=Talla Baja

oblicuas haeia abajo
*Hiperlaxitud articular
*Pie ancho
*Hernia inguinal/umbilical
+Criplorquidia
*Pabellones auriculares
anormales
*Ombligo prominente

Tabla 1.
Criterios de Teebi,
. B ) Caracteristicas
Criterios Primarios Criterios Secundarios Adiclnalss
*Hipertaelorismo *Fico de viuda +Obasidad
*Marinas Antevertidas *Ptosis palpebral *Filtrum largo
*Pliegue debajo del labio *Fisuras palpebrales *Hipoplasia medio facial

* Maloclusion dental

*Pliegue palmar
transverso

*Edad dsea retrasada

*Hipospadias

» Abombamiento frontal

*Retraso psicomotor

2.4 Seguimiento y manejo

» Crecimiento y desarrollo: La talla al nacimiento puede ser normal, al

igual que el perimetro cefélico, sin embargo conforme comienzan a

desarrollarse puede manifestarse la desproporcion del perimetro

cefalico. La disminucién de la talla comienza a hacerse evidente

dentro del primer afio de vida, sin embargo la maduracion sexual es

normal. Usualmente la talla final en varones esta reportada hasta 1.60

metros en poblacion caucasica.




El uso de terapia con hormona de crecimiento no esta especialmente
recomendado en estos pacientes; ya que en 1999 Petryk y
colaboradores realizaron un estudio donde incluyeron a pacientes con
sindrome de Aarskog y se observo que la talla en estos pacientes no

incremento significativamente para su talla final de adultos*®,

Desarrollo Neuroldgico y Comportamiento: en la nifiez temprana el
desarrollo de las habilidades motoras y el lenguaje no se observa
alterado, del 20 al 30% de los pacientes pueden tener |Q por debajo

de 70, documentandose también déficit de atencién e hiperactividad.

Oftalmologico: Ademas del hipertelorismo y la ptosis reportada, se
puede aunar estrabismo, miopia o astigmatismo, por lo que se
recomienda una evaluacion oftalmologica en los pacientes antes que

comiencen la edad escolar™.

Odontolégico: anomalias dentales se han documentado como retraso
en la erupcion de los dientes, incisives anchos, oligodontia y exceso

de caries.




2.5 Estado de portadoras
Establecer el estado de portador en las mujeres es complicado ya que
pueden pasar asintomaticas o con una expresion parcial de las

manifestaciones clinicas’.

Presentan lalla baja, manos y pies pequefios, no se han encontrado
caracteristicas urogenitales distintivas dentro las portadoras ni

caracleristicas faciales distintivas®.

2.6 Gen FGD1

En 1993 se mapec por primera vez el locus para el AAS en Xp11.12 por
medio de estudios en familias que a través de una translocacion balanceada
8;X en una mama y un hijo con expresion completa del sindrome, el cariotipo
del varon afectado fue interpretado con la siguiente formula cromosémica:
46,XY,1(8,X)(ql3;p21.1). Posteriormente el gen fue identificado por Pateris y

colaboradores en 1994 utilizando clonas de YAC®

El gen FGD1 (OMIM; 300546) se encuentra compuesto por 18 exones
expandiéndose sobre 51 kb de DNA genémico, que se transcribe a 4.4 kb de
RNA mensajero y que codifican a una proteina de 961 amino4cidos
resultando en un factor de intercambio de nucledtidos de guanina uniéndose

especificamente a la proteina Rho Cde42*.




La proteina FGD1 es miembro de la familia DBL, actia como un factor de
intercambio de guanina que especificamente catalizando el GDP a GTP de
la GTPasa Rho Cdc42 perteneciente a una familia de Rho GTPasas de bajo
peso molecular induciendo un cambio conformacional que permite la
interaccién con los efectores,’® las cuales interaccionan con proteinas
efectoras que manejan una variedad de procesos biolégicos incluyendo |a
regulacion del crecimiento celular, el remodelamiento del citoesqueleto
(tamafo celular, polaridad, movimiento celular, citokinesis), el trafico
vesicular, transcripcion génica, progresion en el ciclo celular, adhesitn

celular y transformacién oncogénica. (Fig. 1)

Sefiales aberrantes a través de las Rho GTPasas a menudo se han
implicado en enfermedades humanas'*'® generaimente las mutaciones
ocurren rio arriba de los reguladores (GEFs) implicades como componenta

de invasién y metéstasis permitiendo un crecimiento aberrante'®.

Siendo FGD1 uno de los GEF con actividad especifica para CDC42, (lal
como muchos otros Rho) GEFs contiene un dominio de homologia DBL (DH)
posicionado justo adyacente al dominio de homologia a pleckstrina (PH),
juntos estos dominios catalizan el intercambio de cdc42 unido a GDP por
GTP , ademas presenta un dominio terminal rico en prolina (PRD), un anillo
Fab-1 de zinc rico en cisteina EEA1 (FYVE) dominio y un segundo dominio

PH C-terminal’.




Fig. 1.
Via de senalizacion FGD1
.__ EGF

TGEF-[1 ._}
recogier _'__I__-‘r_{

Encontrandose potenciales sitios de uniéon en PRD con SH3 ( Homolego

3Src), SPRET, y profilina.

El producto génico contiene un sitio de unién H3 rico en prolina (residuos 1-
355), un dominio RhoGEF , un dominio de homologia DBL y un pleckstrina
(residuos 390-714), dominio FYVE (residuos 714-821) y dominio PH terminal

(822-961).

La region N terminal se piensa que recluta a la actina del citoesqueleto
subcortical y al aparato de Golgi a través de interacciones proteina-proteina
sobre los ftractos de poliprolina. Ademas de regular negativamente la
‘actividad de intercambio de nucledtidos de guanina el dominio PH N-terminal

puede servir como blanco de una adecuada localizacion intracelular.
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El dominic FYVE usualmente se une con alta afinidad y especificidad al

fosfatidil inositol 3 fosfato siendo crucial para la interaccion membranal y del

sistema endosoma’'’

2.7 Expresion del gen FGD1

En el desarrollo del esqueleto del ratén FGD1 se expresa casi
exclusivamente en las condensaciones mesenquimales pre-cartilaginosas,
pericondrio y periostio, activando la proliferacién de condrocitos y
condroblastos, no siendo expresado en las fases tempranas de la
esqueletogénesis pero es detectado en los componentes de osificacion
esquelética de huesos craneofaciales, vertebrales, costillas, huesos largoes y
falanges, componentes esqueléticos derivados de la cresta neural y del
mesodermo lateral y paraxial, siendo un importante regulador del desarrollo

050,

Se sugiere que a través de la modulacién de la activacion de CDC42, FGD1
se involucre en la regulacion de la expartacion de proteinas del complejo de

Golgi™®.

En 2011, Gao y colaboradores encontraron que FGD1 es expresado en
células madre mesenquimales aisladas de medula 6sea de un adulto, las

cuales pueden diferenciarse en fibroblastos, adipositos, osteoblastos y

11



condrocitos, lo cual es consistente con las manifestaciones clinicas de

FGDY, extendiendo el papel del remodelado dseo hasta la vida adulta'??,

Ultimos estudios le han implicado un potencial rol en el control del
remodelamiento de la matriz extracelular, la funcion vascular y la progresién
de cancer,'”"? considerando que las Rho GTPasa Cdc42 es un regulador
principal de la polimerizacion del core de la maquinaria de la actina en los
invadopodios, mediando la regulacién de la actina en el citoesqueleto en la
respuesta a senales extracelulares, implicandose en la polaridad, motilidad y
expresion génica, asi como la transformacién y metastasis por lo que Ayala y
colaboradores utilizando muestras de células cultivadas de adenocarcinoma
ductal infiltrante y de céncer prostatico mostraron como Fgd1 es expresado
en cancer de mama y prostata en oposicion a las ceélulas normales y
correlacionando con la agresividad del tumor; dichos niveles altos de
expresion no fueron encontrados en células de tejido sano. Ademas la
descripcion de la funcion de FGD1 en la estimulacion de TGF-§ de la celula
endotelial durante la diferenciacion osteoblastica y de la funcion de la

remodelacion endotelial®'.
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2.8 Analisis mutacional del gen FGD1

Hasta la fecha e incorporande la informacion de articulos publicados, datos
no publicados y reportes de congresos se han caracterizado 56 mutaciones
diferentes identificadas a través de los 18 exones del gen, con el siguiente
espectro mutacional: 29 mutaciones con sentido erroneo, 16 con cambio de

sentido, 5 sin sentido, 3 en el sitio de splicing, y 3 deleciones.

En todas las mutaciones reportadas en donde se ha testado a las madres se
han encontrado portadoras indicando que existe un poco porcenlaje de

mutaciones de novo''*,

A nivel mundial, se han publicado 29 casos molecularmente comprobados,
casi todos los casos de poblacién caucasica, no teniendo reportes de otros

grupos etnicos.

Interesantemente, mutaciones que involucran la funcibn de FGOD1

encontradas en los pacientes conllevan 3 tipos de alteraciones:

a) deleciones de toda la region codificante FGDT
b) mutaciones con pérdida de sentido o con cambio en el marco de
lectura formande una proteina trunca

¢) ¢) mutaciones sin sentido localizadas en los dominios funcionales.

13



Las mutaciones se han encontrado disfribuidas al azar en todos los

dominios, modificando la localizacién intracelular o |a actividad catalitica de
Fad1, dentro de estas tltimas podemos enconirar E3B0A, R402Q, R408Q,
R442H, R443L, M46BV, R522H, S558W y adyacente al dominio de
pleckstrina R610Q, también se han descrito como con mayor frecuencia en

el dominio PRD (82051, P312L), y en el dominio FYVE (K748E).

Sin embargo, los casos con mutaciones comprobadas reportados en la
literatura son los siguientes: Pasteris y cols (1994) p.L464fsX469 en 2
personas emparentadas con estado de madre portadora, Schwartz y cols.
(2000) p.R522H y delecion de exones 9-12 en una persona con madre
portadora de la mutacién y presente en 2 varones no emparentados, Orrico y
cols (2000) describen una mutacién p.R610Q en 3 varones emparentados
con madre portadora, Lebel y cols (2002) reportan p.P312L en 3 varones

emparentados con madre portadora.

Posteriormente Orrico (2004) documenta una mutacion p.F843sX862 en un
propésito con estado de portador en la madre, p.P43BfsX470 en 2 varones
no emparentados y en sus madres portadoras, p.R443H en un var6n sin
encontrarse en la madre, p.E380A en 2 varones emparentados con estado
de madre portadora, p.P3141sX525 en un varon, p.P327fsX359, p.5205! en
un varén y en su madre portadora, p.176fsX216 en un varén y en 1 pareja de
gemelos y su madre portadora asimismo en 2005 reporta varon con su

madre portadora de una mutacién p.R408Q.,

14



Shalev y cols (2006) describen una mutacion nueva en 7 wvarones
emparentados y en la madre portadora (E730fsX862). Kaname (2006)
reporia una proteina que codifica en codén de paro (p.E714X) en un varoén,
y p.R443L en un varén con determinacién de estado de portadora en la

madre.

Posteriormente Orrico (2007) describe una mutacion en p.P315fsX318 en 2
varones emparentados con madre portadora. Bottani y cols (2007) reportan

un paciente con madre portadora de mutacion p.M466Y.

Bedoyan (2009) reporta delecién completa en paciente varén sin determinar
estado de portadora en la madre. En ese mismo afio Orrico reporia
p.L268fsX359, p.R402Q, p.Y530X, p.P539fsX550, p.S558W, c.1934+3A>C
mutacion en el sitio de splicing, p. E674del, p.K748E cada una encontrada
en un paciente varén y en su madre como portadora y en 3 pacientes no

relacionados encuentra p.RE56X.

2.9 Inactivacion DEL X y FGD1

El proceso de inactivacién del cromosoma X es debido a la compensacion
de dosis que haria diferencia entre hombres y mujeres, sin embargo existen

algunos genes que escapan a la inactivacién y son expresados en ambos X

27.28

Sin embargo la porcién mas proximal del brazo corto, se ha encontrado que

se expresa tanto en el cromosoma active como en el inactivo (Xp11.21-

15



Xp11.22), que corresponde a una regién que escapa a la inactivacion del e

correspondiendo dicha porcion el locus del gen FGD1.

2.10 Mosaicismo germinal en Sindrome de Aarskog

En todos los pacientes reportados con mutacion identificada, se habian
encontrado a las madres como portadoras de los casos indicando pocos

pacientes con mutaciones de novo.

Pilozzi-Edmonds en 2011 reporté unos gemelos con sindrome de Aarskog
producto de mosaicismo germinal en la madre, ambos gemelos dicigoticos
fueron hemicigotos para la mutacién nueva ¢.175T>C (p.GIn59X), la cual es
una mutacién sin sentido en el exén 1, substituyendo una T por una C en la
posicién 175 determinando un codén de paro, en los padres no se encontro
que fueran portadores de la mutacién, confirmandose la maternidad por
marcadores polimérficos. Reportes previos indican 2 familias en donde la
mutacion ocurrié de novo o por mosaicismo germinal, en estas familias, los

parientes no fueron testados para evaluar el mosaicismo germinal®,

Sin embargo, se cuenta con evidencia de un posible patrén de herencia

dominante (OMIM#100050) reportado en 1983 **#,
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2.11 Justificacion

El diagnéstico de SAA se basa en las caracteristicas clinicas sin embargo
las manifestaciones fenotipicas pueden superponerse a otras entidades
clinicas por lo que seria importante poder ofrecer un diagnostico molecular
confirmado en estos pacientes, asi como brindar un adecuado

asesoramiento genético a la familia.

Hasta la fecha en poblacion mexicana no se han documentado mutaciones

en pacientes con diagnastico clinico de sindrome de Aarskog.

Por lo que seria importante poder ofrecer una técnica diagnostica en donde
se pueda realizar el diagndstico molecular en estos pacientes y en las

mujeres portadoras.

3.7



CAPITULO I

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar mediante analisis de secuenciacion convencional del gen FGD1
las mutaciones encontradas en familias nucleares con fenotipo de sindrome

de Aarskog.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

» Realizar un andlisis clinico de las caracteristicas prevalentes en los

pacientes con fenotipo SAA.

+ Brindar asesoramiento genético y riesgo de recurrencia en los

individuos afectados.

+ Identificar mujeres portadoras con fenotipo atenuado.



CAPITULO IV

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio.

« Serie de casos
e Descriptivo

« QObservacional
4.2 Poblacion de Estudio.

Familias nucleares (Probandos/Madre) de pacientes con fenotipo compatible

con sindrome de Aarskog.

4.2 1 Criterios de Inclusién.

1. Pacientes Varones de 0 a 89 afios en quienes de acuerdo a una
evaluacion genética y con respecto a los criterios clinicos para
sindrome de Aarskog se sospechara dicha patologia, que otorgaran
su autorizacion por consentimiento informado de participar en el

estudio.

2. Pacientes femeninas de 0 a 99 afies con descendientes con el

fenotipo clinico de sindrome de Aarskog que otorgaran su

autorizacién por consentimiento informado de participar en el estudio.

18



4.2.2 Criterios de Exclusion.

1. Pacientes con fenotipo compatible con sindrome de Aarskog con

resultado de estudio citogenético anormal.
4.2.3 Criterios de Eliminacién.

1. Individuos que retiren su consentimiento para participar en el estudio.

4.3 Descripcion del Disefio.

El presente estudio se basa en el andlisis clinico, dismorfolégico y molecular
de familias con fenotipo sugestivo de sindrome de Aarskog, a través del uso

de la secuenciacién automatica de los 18 exones del gen FGD1.

Se decidio utilizar los cebadores disefiados para amplificar los exones 1-18
con el software ( http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3d _www.cgi );
las secuencias y las condiciones de cebadores se encuentran disponibles

bajo peticion ( 1.galli @ ao- siena.toscana.it )

4.3.1 Recoleccidon de la muestra,

Se llevo a cabo previo consentimiento informado la recoleccion de una
muestra de 3 a 4 cc de sangre periférica en un tubo de EDTA, dichas
muestras fueron recolectadas en la sala de toma de muestras del
departamento de Genética del Hospital Universitario “José Eleuterio

Gonzalez" de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn,



Este estudio fue previamente evaluado y aprobado por el comité de ética de

la subdireccion de investigacion de la Facultad de Medicina y Hospital
Universitario “José Eleuterio Gonzalez" de la Universidad Autonoma de

Nuevo Ledn,

4.3.2 Extraccion Automatizada de DNA

Se realizd extraccion de DNA genémico de leucocitos de sangre periférica
con el uso del equipo QlAcube®y el kit de extraccion QlAamp® DNA Mini and
Blood Mini que realiza la purificacion del ADN de una muestra de sangre
periférica basado en el uso de columnas de silica que facilitan la eliminacion
de inhibidores lo que nos permite tener una buena calidad y concentracion

de ADN,

Este método se realiza en tres pasos: la ruptura de la membrana celular
usando una combinacion de actividad enzimatica y lisis mecanica (calor y
agitacion); la union del ADN a una membrana a base de silica que se
encuentra en una columna por donde pasa |la muestra para eliminar los
contaminantes y un Ultimo paso de elucion donde obtendremos nuestro ADN

para su posterior cuantificacion.
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Equipo:

¢ QlAcube

Reactivos

» Etanol grado Biologia Molecular

»  QlAamp® DNA Mini and Blood Mini

Material

s« Tubos CB (2mi) especiales para el QlAcube

* Tubos de elusion de 1-5mL

«  Micropipeta de 20-200ul

* Puntas con filtra, 200 pl especiales para el QlAcube
e Puntas con filtro, 1000 pl especiales para el QlAcube
« Adaptadores del Rotor

« Porta adaptadores del Rotor,

Procedimiento

Se agregan los 200uL de la muestra de sangre periférica en los tubos CB

previamente rotulados con el codigo de identificacion de cada paciente.

Posteriormente se retird el adaptador colocado dentro del QlAcube y se

colocaron en el mismo orden los tubos CB con las muestras.
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Se colocaron en el equipo el rack con las puntas indicadas, tubos de elusién

y los reactivos de acuerdo al protocolo que se realizo.

Se encendit el QlAcube y se selecciond la aplicacién “DNA" en la pantalla

del menu principal

Se eligié el nombre del Kit, el tipo de muestra asi como el Protocolo,

presionando las flechas "A”" 0 “¥" y se oprimid el botdn "select” entre cada

paso.
Finalmente se inicio la corrida del protocolo al presionar “Start”

El equipo realizo paso a paso una revision del sistema (muestras, materiales
y reactivos necesarios), al terminar solamente se oprimié “Continuar’ en

cada paso.

Posteriormente se realizé una revisién automatica final del material y al no

encontrar el equipo problema, se procedid a realizar la extraccién del DNA.

Una vez terminada la corrida, se retiraron los tubos que contienen el DNA

purificado para su cuantificacion con el espectrofotémetro NanoDrop.



4.3.3 Cuantificacion y calidad del DNA

Fundamento

La concentracion adecuada, (aproximadamente 10-100 ng/pl) y una optima
calidad de la muestra de ADN en una PCR son datos cruciales para la

obtencidn de resultados.

La estimacién de la calidad de una muestra de ADN es obtenida por la
relacién de absorbancia 260/280. En una muestra pura de ADN, la relacion
de absorbancia 260/280 debe ser de 1.8, valores menores indican
contaminacion de la muestra con proteinas y valores mayores de hasta 2.0
indican preparaciones altamente purificadas, si los valores son todavia

mayores a 2.0 indica que el ADN se encuentra contaminado con fenol.
Equipo

* NanoDrop® ND-1000

* Micropipeta de 10 uL
Reactivos

* Agua libre de nucleasas
Material

» Puntas con filtro (10 pl)

* Toallas absorbentes Kimwipes

24



Cuantificacién y calidad del DNA
mento

L= concentracion adecuada, (aproximadamente 10-100 ng/pl) y una optima
calidad de la muestra de ADN en una PCR son datos cruciales para la

ebtencién de resultados.

La estimacién de la calidad de una muestra de ADN es obtenida por la
relacion de absorbancia 260/280. En una muestra pura de ADN, la relacién
de absorbancia 260/280 debe ser de 1.8, valores menores indican
sontaminacién de la muestra con proteinas y valores mayores de hasta 2.0
indican preparaciones altamente purificadas, si los valores son todavia

mayores a 2.0 indica que el ADN se encuentra contaminado con fenal.
Equipo

e NanoDrop® ND-1000

= Micropipeta de 10 uL

Heactivos

* Agua libre de nucleasas

Material

* Puntas con filtro (10 pl)

¢ Toallas absorbentes Kimwipes
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Procedimiento

Se abrid el software del equipo en la computadora a la que se encuentra

conectado.

Se colocd 1 pl de agua libre de nucleasas sobre la superficie éptica inferior,

para una lectura de calibracién.

Fosteriormente se presiond "blank” un blance de muestra, con 1uL agua

libre de nucleasas.

Se limpid el resto de agua con una tealla absorbente libre de polvo

(Kimwipe).
Se colocéd 1 yL de muestra y se presionod “Measure”.

Se limpio el resto de muestra con una toalla absorbente libre de polvo

(Kimwipe).

Se obtuvo la cuantificacion en ngf/uL de ADN y la calidad mediante las

lecturas de absorbancia A260/A280.
Se presiond "Exit" una vez obtenidos los resultados.

= Electroforesis en gel de agarosa

La estimacion de la cantidad de DNA en la muestra de interés se efectio al

someter la misma a un campo electroforético, en un gel de agarosa.

Al concluir el carrimiento, la muestra se tino con bromuro de etidio, esta

sustancia se intercala entre las bases del DNA, permitiendo visualizar el
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DNA, al emitir fluorescencia inducida por luz UV, y de esta manera fue

posible compararla con la fluorescencia de una serie de estandares.

También se evalué |a integridad del DNA en base a su perfil electroforético,
la degradacion del DNA se evidencio por la presencia de un barrido hacia
abajo del gel, y con inicio en la porcién inferior de la banda de DNA. Se

efectlo el procedimiento siguiente.

Se preparo un gel de agarosa al 1% en buffer TBE, el cudl una vez
polimerizado se depositd en una camara horizontal de electroforesis y se
cubrio con buffer. Se mezclo 1pl de la muestra a cuantificar con 1yl de azul
de bromofenol al 0.25%, xilencianol al 0.25%, y glicerol al 30%. De la misma
manera se prepard una serie de estandares a diferentes concentraciones.
Las muestras y los estdndares se colocaron en los carriles del gel y se

realizo electroforesis a 60 V durante 1 hora.

Concluida la electroforesis se procedid a su observacion en un
transiluminador de luz UV. con las diferentes muestras de DNA purificado y

cuantificado.

A partir del DNA obtenido de sangre y/o tejido, se realizd una reaccion en
cadena de la polimerasa, (conocida como PCR por sus siglas en inglés)
utilizando los primers descritos en el trabajo de Orrico y colaboradores
(l.galli@ac-siena.toscana.it), en la cual se amplificaron los exones del 1 al 18
del gen FGD y poseen las secuencias nucleotidicas indicadas en |a tabla 2

del cual nos basamos,
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4.3.4 PCR

Se optimizé la reaccion para los 18 exones, obteniendo productos de PCR
de un tamarfio de 150 a 250 pb. Todas las muestras se sometieron a

amplificacion.

La reaccion de PCR fue preparada en 25 yl, conteniendo 100 ng de DNA
genomico, 1 X PCR buffer (Perkim Elmer), 0.5 pmol de cada primer, 180 M

de dNTP's y 1 U de taq polimerasa,

Las muestras amplificadas se diluyeron 1:1 en un buffer de formamida
desnaturalizando al 95° durante 5 minutos y posteriormente siendo
congelado, 4-8 pl de los productos de PCR fueron corridos en un gel de

agarosa al 5% durante 4 horas a 30 W.
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Tabla 2.

Primers utilizados para secuenciacion del gen FGD1

Primer Forward

aner Reverse

1

3 5 gtctatccggggggacaata

4 &g z] s spaiefs ad dCaddaay 3—'

5 i) gggc&gggtgaggguacgat 3 & ggccctatcactgcctccttgaaa
3

6 5' gaaatccatctecccaata 3' 5a gagcaagcagaaa 3'

7&8 5 ccacccagggac:gctat 3 5 acactca!ttgggcatccttgct 3

9 - g3 5 - . a 3’

10 5' cgtgcctrttgttoccigtctm 3' 5‘ gggcatgamcacccacaal 3

1" 5 e 8 : )

12 5 cctcaccatgccccmctgc 3 5 tctgggcctggaatgoctcag 3

13 & a et §

14

15 & getgge

16 5 aagtctgctgtgggggﬁgg 3‘

947 5' ggtggeactggacaaatca 3'  §' ccaaggccaaggagaggt 3'

18 5' aggtggccccagetetgtec 3 5' ccccctgtﬂccctgtcctg 3’

Optimizacion de la PCR

Verificacion de la amplificacion

Se prepard un gel de agarosa al 1.5% con TBE 1X, se tomaron 5 pl de la

reaccion y se mezclaron con 1 pl de azul 6 X y se realizd electroforesis a

100V durante 1 hora.

Se observaron las bandas amplificadas en un transiluminador de luz UV
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4.3.5 Reaccion de Secuenciacion.

Los productos de PCR se secuenciaron bidireccionalmente con el estuche
de secuenciacién bigdye 3.1 de Applied Biosystems, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, Las muestras se analizaron con un

secuenciador fluorescente modelo ABI Prism 310 Sequence analyzer.

4.3.5.1 Analisis mutacional

La estructura genémica de las secuencias del gen FGD1 fueron deducidas
del contenido gendmico del cromoscma X contenido NT_011630 y la

secuencia del cDONA NM_0044863.
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CAPITULO V

5. RESULTADOS.

Se estudiaron 4 familias (madre/hijo) no consanguineas con fenctipo de
sindrome de Aarskog, de las cuales se obtuvieron 10 muestras de pacientes:

6 masculinos y 4 femeninas.

La edad promedio de los pacientes varones fue de 6 afios y de las mujeres

de 31 arios, con un rango de edad de 1 afic 6 meses a 36 afios.

El 100% son originarias de la regién noreste del pais que incluye los estados

de Nuevo Ledn, Tamaulipas, Coahuila, Zacatecas y San Luis Potosi.

El 100% de los pacientes acudieron a consulta por 1* vez por talla baja y

sindrome dismérfico.

Evaluando las caracteristicas clinicas se obtienen los siguientes datos con

respecte a la somatometria, (Tabla 3)

30



Tabla 3

Somatometria
Paciente Edad Talla Peso PC B sl Pie Mano Palma
(cm) (kg) (em) (em) (em) (cm) (cm) {cm) o)

1 6 102 16. 50 105 475 15 118 7.5 4 1757
anos 7 ___

2 ;:1 81 11 48 @4 36 126 103 58 4 741

3 a 75 10 47 75 30 11 85 48 35 15
Bm

4 14 153 72 53 153 72 24 16 9.5 4 T.ﬂ
anos : ] ;

5 da a8 16 50 a0 45 12.5 11 B 4 7.74
4m

6 r?m 1300 35 &5 128 @8 4 15 8 34 R
a 1

7 29 150 42 54 1562 68 235 17 9.5 4.5 742
anos

B 28 158 60 57 157 76 24 183 105 5 865 |
b7 v P b = _'

9 31 150 50 55 155 67 24 17.5 10 4 104
afos

10 9 164 64 56 161 70 25 75 10 85 7
e 5 . S

De los criterios clinicos para el diagnéstico de Sindrome de Aarskog (Tabla

1) podemos agrupar a los pacientes segln su género en 3 tablas distintas

con respecto a las caracteristica primarias (labla 4,7), secundarias (tabla 5,8)

y adicionales. (tabla 6,9)
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Tabla 4
Caracteristicas Clinicas Primarias encontradas en pacientes masculinos

,‘fxu = I N - = "":_._i_- Eﬁl- i _y E‘§ #-..-‘-F“—F_.' _;'E_' ﬂjd?.-.,@-—nﬂ
Narlnas anta\rertldas W % v _ x v | af_
e g e - e DR TR i VA
anchc:os v ® v v W g
e - " ":L_ﬁ .. 7 .--_.
=
e '— -_-_.': |
Talta ba]a v v v v J v
PR e R oAy

-f’ Ccaracteristica presema ® carar;tar[stlca auéanta

Tabla 5.
Criterios secundarios en pacientes varones

Caracteristicas

Pabellonas
auriculares
displasicos

¥ caracteristica pnta x caracteristica ausente
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Tabla 6.
Caracteristicas Adicionales en pacientes varones

Caracteristicas

“Filtrum largo -

Maloclusion

Retraso * x ®
psicomotor

v caracteristica presente * caracteristica ausente

Tabla 7.
Criterios Primarios en Pacientes femeninas

risticas
Narinas antevertidas

Braqldachllafﬂedos
anchos

Sindactilia

mptac!i

Total
v caracteristica presente * caracteristica ausente
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Tabla 8.
Caracteristicas Secundarias en Femeninas

Pico de viuda

Ptosis x * x *
AP oblicuas hacia x x x
abajo
Hiperlaxitud Articular x v v x
Pie ancho x x x v
Hernia E x * K
inguinal/umbilical
Pabellones x x x x
auriculares
displasicos
Ombligo prominente x x ¥ x

v caracteristica presente x caracteristica ausente

Tabla 9,

Caracleristicas Adicionales en Femeninas

Caracteristicas

GEP4166 GEP4202 GEP4177 GEP4303

Obesidad x x x x
Filtrum largo x X v x
Hipoplasia medio v v v B
facial
Maloclusion dental x = x x
Pliegue palmar x x #* *
transverso
Abombamiento x x v x
frontal

x x x

Retraso psicomotor x

v caracteristica presente x caracteristica ausente

34



Dentro de la evaluacion de los criterios de Teebi encontrados en nuestros

pacientes estudiados se observé como caracteristicas mas prevalentes en
varones la talla baja con 100% de ocurrencia; asi como la braquidactilia, el
pliegue en el labio inferior y el escroto en chal con upa frecuencia de

presentacion en el 83% de los pacientes. (Grafica 1).

En cuanto a los criterios secundarios en varones: el pico de viuda se
encontré en el 100% de los pacientes, le siguen criptorquidia, pabellones
auriculares displasicos y la hiperlaxitud articular encontrados en el 66% de
los pacientes (Grafica 2), y por ditimo dentro de las caracteristicas
adicionales la mas prevalente encontrada en el 83% de los pacientes fue el
filrum largo y la hipoplasia medio facial, seguido de mal oclusion dental

presente en el 50% de los pacientes (Grafica 3).

En cuanto a los hallazgos clinicos de las pacientes femeninas; encontramos
dentro de las caracleristicas primarias mas frecuentes; el hiperlelorismo y el
pliegue debajo del labio inferior que se presentaron en 75% de las pacientes
(Grafica 4). Como caracteristicas secundarias principales, el pico de viuda
fue prevalente en el 100% de las pacientes (Grafica 5) y dentro de las
caracteristicas adicionales méas frecuentes se encuentra hipoplasia medio

facial en el 75% de las pacientes (Grafica 6).
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Grafica 1.

Frecuencia de caracteristicas primarias en pacientes varones

| % pacientes
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Grafica 2.

Frecuencia de caracteristicas secundarias en varones

W Porcentaje de pacientes con la caracterstica
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Grafica 3.

Frecuencia de caracleristicas adicionales en varones

E % de pacientes con las caracteristicas
Grafica 4.

Frecuencia de caracteristicas primarias en pacientes femeninas
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Grafica 5.

Frecuencia de caracteristicas secundarias en pacientes femeninas
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Gréfica 6.

Frecuencia de caracteristicas adicionales en pacientes femeninas




Con la sangre periférica de los pacientes incluidos en el estudio, se realizé

una extraccion de ADN por el equipo QlAcube de QUIAGEN® se evalud la
calidad y cantidad de ADN extraido por el equipo nanodrop® (Tabla 10) para

que cumpla con los requerimientos basicos solicitados.

Tabla 10.
Concentracién y calidad del DNA obtenido

82.7 nglul i I 90!1 !32
1938 ng/ul__ 1.89/2.24
96 ngful 1. a*m 94

168 2 ngful 'E ESH DB
683 nghl 193

74.3 nglul 1 91f1 BO
91.8ng/ul  1.9011.89

14.4 ng/ul s EGJ'I‘J 91

20 ol~ola|alaln=

Las muestras de ADN fueron sometidas a PCR y posteriormente a
secuenciacion (Fig.2) siendo analizadas con respecto a |la secuencia de
referencia NC_000023.10 para DNA gendmico (g.DNA), NM_004463.2 para
DNA complementario (c.DNA), NP_004454.2 a nivel de proteina,

obleniendo los siguientes resultados (Tabla 11)



Tabla 11.

Cambios encontrados en c.DNA y su efecto a nivel de proteina.

CASO C.Prim C. Sec C. Adicionales g.DNA c.DNA Proteina
2 4 5 3 CB653427T>C |
£.2015+48G>C
Y T 3 3 CB50 TG
4 8 7 5
5 ) ] 3 [XETETRY
B & 1 4 Mo patogénico
7 7 1 1 9.54495273C>A o 113BG>T  p.(Gu3B0)
B 2 2 3 9.30611T>C c.659+27T=C  No palogénico
10 1 2 0 0.30611T>C c.650+27T>C  No patogenico
Figura 2
Ejemplos de electroferogramas obtenidos del andlisis de secuenciacion del
gen FGD1
o o— I SR O O S
A | A )
" - AF]\ A .'.". | [ ‘n\ M
NS \\_.___d_,--—F":-’ﬂ.i -5\___‘,"_"5.:;3_(:} " { \ fl I". I\ \ | I I\
 —— ——————— L*/\ZL' VLY / ‘J’“\v' x
- e—— Xy Unt L)~ \ L
B P Pt E/ gﬂ\ . e A
WAL G AT Y i -
(] N N— R s B I|I II ') u’ j \Ill"\-:'l lll'\.
W/ |II ﬁ". §o\ .. ' 6 i Bt
R N P20 SRS 8 W ATAA. e 2
e i M e ¢
“_m i
N\ A
vl X 3 XN N .LA_;{(L (al Ll :

Al Seconencia normal B oy O) caso 4 v 5 donde se
ohserva un cambio lieme igoto de C-T, D) caso 10
en quien se obierva un cambio heterocigato C-T

Al Secuencia normal, B) Caso 7 donde ce observa el
cambiv heterocigoto C-A. C) Caso 1 donde se
abserva cambio hemicigoro C =4




CAPITULO VI

6. Discusion

Se analizaron un total de 4 familias no consanguineas, donde se estudio el
binomio madre/hijo; resultando en un total de 10 paclentes, de los cuales 4
son femeninas y 6 masculinos, los cuales presentan fenotipo sugestivo de

sindrome de Aarskog.

Utilizando los criterios de Teebi para el diagnéstico clinico, observamos que
las caracteristicas clinicas primarias fueron las mas prevalentes dentro de
nuestra poblacion estudiada, siendo la talla baja el criterio que definio a
todos nuestros pacientes varones, cabe destacar que tanto la braquidactilia,
el escroto en chal, hipertelorismo y el pliegue debajo del labio inferior fueron
de los criterios primarios mas frecuentes, en contraste con otras anomalias
digitales como la clinodactilia o la sindactilia encontrada tinicamente en un

paciente.

Con respecto a los hallazgos clinicos en las mujeres, podemos hacer notar
el hipertelorismo y el pliegue del labio inferior como las caracteristicas mas
predominantes, seguidos por la talla baja, braquidactiia y narinas
antevertidas, siendo las anomalias digitales al igual que en el grupo de

varones las menos frecuentes.
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Analizando los criterios secundarios; sobresale en frecuencia tanto en

varones como en mujeres el “pico de viuda®, continuado por la criptorquidia,
hiperlaxitud articular y los pabellones auriculares displasicos como
caracteristicas mayormente encontradas en pacientes varones, siendo la
ptosis, las aperturas palpebrales oblicuas hacia abajo y el ombligo
prominente las menos frecuentes, y que al contrario que en varones; 10s
pabellones auriculares no fue una caracteristica prevalente en las mujeres

evaluadas.

Y por Gltimo, dentro de las caracteristicas adicionales el filtrum largo y la
hipoplasia medio facial fueron los rasgos mas frecuentemente encontrados
tanto en varones como en mujeres, siendo el retraso psicomotor, la
hipospadias y |la obesidad de las caracteristicas con menor frecuencia

encontrados Gnicamente en un paciente.

Haciendo énfasis en que las caracteristicas primarias méas frecuentes
encontradas en nuestros pacientes corresponden a lo reportado en la

literatura,®''

no asi dentro de las caracteristicas secundarias ya que
ademas del "pico de viuda" la literatura reporta el pie ancho y las aperturas
palpebrales oblicuas hacia abajo como caracteristicas frecuentes;

encontrando discrepancia con nuestro grupo de pacientes.

Dentro de las caracteristicas adicionales se reporta el abombamiento frontal
y el filtrum largo como de mayor frecuencia dentro de esta categoria,

reproduciéndose lo ya reportado en nuestro grupo de pacientes.
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El analisis de secuenciacion en los casos del binomio hijo/madre (Caso 1y
7) detecta un cambio ) nivel de DNA  gendémico
(NC_000023.10:0.54495273C>A), que en DNA complementario corresponde
con la siguiente nomenclatura NM_004463.2:c.1138G>T, perteneciendo al
exon 5 y tratandose de una mutacion inédita, considerando la posicion en el

DNA complementario.

Se encuentra reportado que en 2004, Orrico y colaboradores localizan una
mutacion en el exén 5 (c.1139 A>C), sin embargo se traduce en un cambio
en la posicion 380 (E380A) de un acido glutédmico por alanina, en contraste
con nuestros pacientes, a pesar de encontrarse en un nucleétido posterior el
resultado se traduce en un coddn de paro en la Glutamina 380 p.(Glu380%*),
per lo que se produce una proteina trunca la cual se encuentran entre el
dominio N rico en prolina y el dominio RhoGTP (DBL). La generacion de un
codon de paro a este nivel es delétero, ya que no permite la traduccion del

deminio catalitico afectando la funcién principal de la proteina.

Fenotipicamente el paciente reportado en la literatura® presentaba
hipertelorismo, “pico de viuda®, narinas antevertidas, filtrum largo, sindactilia,
clinodactilia y braquidactilla dentro de anomalias en extremidades hernia

inguinal e umbilical, escroto en chal, con desarrollo cognitivo normal.

Con respecto a nuestros pacientes, el caso 1 es un varén de 6 afos, quien
comienza su estudio por talla baja a los 2 afos, dentro de las caracteristicas
distintivas se encuentran ocho criterios primarios con excepcién de la
clinodactiia y la camptodactilia, cinco secundarios y seis adicionales;

mientras que su madre (caso 7) presentaba caracteristicas atenuadas del
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fenotipo, observandose caracteristicas compartidas entre la madre y el

probando, teniendo como discrepancias entre ambos la ausencia de cintillas

interdigitales y camptodactilia en la madre.

Con respecto a los probandos 4 y 5, los cuales son hermanos y su madre
(caso 10), en quienes se detecta una transicién de una Adenina por una
Guanina en DNA genomico en la posicion 54481906, la cual a nivel proteico
codifica para un coddn de paro en la glicina 664, lo gque conlleva la formacién

de una proteina trunca que corresponde al dominio catalitico RhoGTP (DBL).

Dentro de los hallazgos fenotipicos encontrados en ambos hermanos, el
probando 4 presenta una edad de 12 afios, y es el paciente quien presenta
mas caracteristicas reportadas por Teebi y comparte la gran mayoria de
datos clinicos con su hermano menor de 4 afes (Caso 5), interesantemente
el probando 4 presenta retraso en el aprendizaje que aun no es evidente en
U hermano; su madre quien resultd helerocigoto para la mutacion
fenotipicamente solo presenta “pico de viuda" y pies anchos como Unicos
rasgos compatibles con el sindrome de Aarskog, llegandose a considerar la
posibilidad de encontrarnos ante un caso de mosaicismo germinal; que

aunque resulta un fenémeno raro, ya se ha reportado en la literatura®

Es importante mencionar que tanto en los probandos 2 y su madre (caso 8),
como en los probandos 3 y su madre (caso 9) se Identificé un SNP
(rs2239809) comuin en los 4 pacientes que en DNA gendmico se localiza en

la posicion 30611 en donde se observa un cambio de una timina por una

45



citocina, el cual no se ha documentado ser deletéreo para la funcién, el alelo

ancestral T/T es el mas predominante en europeos, encontrando el alelo C
en poblacion asiatica y de Africa sub-sahariana. Aunado a este hallazgo
unicamente en los pacientes 2 y 3, no asi en sus madres se encontrd
adicionalmente otro SNP (rs3830137) localizado en la regién intronica 27
nucledtidos posteriores al codon 659, con significancia clinica no

documentada.

Sin embargo es interesante que tanto en el probando 3 como en su madre
(Caso 9) se encuentren suficientes hallazgos clinicos que soporten el
diagnéstico de sindrome de Aarskog, y que el paciente 2 presente otro SNP
en la region intrénica, teniendo en cuenta la heterogeneidad clinica y la
superposicién de fenotipos; un resultado negative no excluye el sindrome;
como lo sugiere una reciente publicacion donde se documenta por medio de
secuenciacion de exoma, la aparicion de una mutacion en el punto de
ramificacion del exén 13, determinando un completo salto de dicho exén
condicionando una terminacién de la traduccion prematura®™, por lo que es

importante el considerar otras tecnologias moleculares en el diagnostico.

Dentro del espectro de mutaciones encontradas en el gen FGD1, se ha
documentado que las mutaciones con cambio de sentido son las mas
frecuentes. En el presente estudio encontramas dos mutaciones sin sentido,
las cuales no se habian reportado antes en la literatura, y que representan el

tercer lugar en frecuencia con respecto al tipo de mutaciones encontradas en

46



los pacientes con sindrome de Aarskog; no evidenciando una clara

correlacion fenotipo-genotipo’ ',

El hipertelorismo, las narinas antevertidas, el abombamiento frontal, la talla
baja y la criptorquidia son las caracteristicas mas prevalentes dentro de los
pacientes descritos en la literatura con mutaciones en FGD17, podemos
observar que en nuestros pacientes aunado a estas caracteristicas que
también fueron frecuentes, el "pico de viuda" v el pliegue debajo del labio

inferior mostraron mayor incidencia.

Con respecto a las madres de los probandos, se estudiaron a cuatro mujeres
de entre 2B y 37 afos de edad, encontrando heterogeneidad clinica y
fenotipica; la paciente 7, madre del probando 1 es la paciente con mayor
nimero de caracleristicas clinices primarias, compartiendo los mismos
rasgos fenotipicos que su hijo con excepcion de las cintillas interdigitales, no
asi con l|as caracteristicas secundarias y las adicionales donde solo

comparte el “pico de viuda" y la hipoplasia medio facial.

Meolecularmente se encontré en ella la misma mutacion reportada en su hijo
(eambio en la posicién 1138 de una Guanina por una Citocina en el exén 5),
que cadifica para un codon de paro generando una proteina trunca. Coma ya
habia sido descrito en otros textos, las portadoras de una mutacién pueden
presentar fenotipo atenuado de las caracteristicas como en este caso donde
la madre del probando muestra caracteristicas primarias del sindrome

expresandose sobre todo la talla baja, el hipertelorismo y el pico de viuda,
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En el caso de la paciente 10 (madre del paciente 4 y 5) se encuentra una
mutacién con un cambio de Citosina por Timina en la posicion 1590
cedificando un codon de paro a nivel proteico en la Glicina 664 generando
una proteina trunca, en donde en ambos hijos se encuentra la misma
mutacion con expresion fenotipica de sindrome de Aarskog cumpliendo la
gran mayoria de criterios primarios, secundarios y adicionales sin embargo
en la madre no se encuentra fenotipo atenuado, unicamente cabe sefialar

como caracteristica predominante en los 3 pacientes el “pico de viuda".

Interesantemente aln cuando encontramos an 2 de las madres de los
probandos mutaciones patogénicas ellas no presentan las mismas
caracteristicas clinicas, si bien en |a literatura se habla que existen mujeres
asintomaticas porladoras de una mutacién, ;Qué es |lo que permite la
expresion fenctipica atenuada en algunas mujeres? Queda claro que el
proceso de inactivacion del cromosoma X no es un evento gue esté
afectando directamente este fenémeno, debido a que el gen FGDT escapa a
dicha inactivacién, cabe tal vez |la posibilidad de que otros genes o factores
reguladores modulen su expresion, o que la posicion o el dominio funcional
en donde recae |a mutacién asi como la naturaleza de la misma provoquen

un impacto en el fenotipo.

La paciente 9, madre del paciente 3 en quienes se reporta un SNP intronico

el cual no resulta deletéreo (¢.659+27T>C) presenta rasgos atenuados del
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sindrome tales como talla baja, hipertelorismo y pico de viuda, Curiosamente
el probando 3 presenta otro SNP intrénico también reportado como una
variante no causante de la enfermedad. Sin embargo aun cuando por esta
metodologia de secuenciacién convencional no fue posible documentar una
mutacién patogénica no excluye la posibilidad de encontrar un cambio a
nivel intrénico como ya ha sido reportado en la literatura por medio de otras
metodologias moleculares™; ya que ambos pacientes cumplen criterios

clinicos de sindrome de Aarskog.

Con respecto a la familia de los pacientes 2 y 8; encontramos que ambos
presentan un SNP intrénico no patogénico reportadc con amplia
homogeneidad dentro de las poblaciones; particularmente el paciente 2
cuenta con la mitad de los criterios primarios, cumpliendo en su mayoria los
criterios secundarios y los adicionales; y observando que su madre (caso 8)
cuenta con un fenotipo muy atenuado de la enfermedad encontrando en ella

el 28% de |as caracteristicas.

Y por Gltimo destacar que el paciente 6, es un vardn de 9 anos, quien
clinicamente presenta 36% del total de criterios clinicos, dentro del analisis
molecular por secuenciacion convencional no se detectaron cambios o

variantes en la secuencia del gen FGD1.

Cabe mencionar en estos pacientes (2,8,6) que si bien es cierio que
cumplen con menor numero de caracteristicas descritas por Teebi, el

fenotipo y la amplia variabilidad clinica en el sindrome de Aarskog permite
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sospecharlo ya que la talla baja, anomalias faciales y urogenitales estan
presentes en nuestros probandos, y tomande en cuenta que un resultado
molecular de secuenciacién convencional normal no excluye la patologia.
También es necesario considerar si en estos pacientes se esluvieran
superponiendo caracteristicas clinicas sugestivas de algun otro sindrome
como Noonan o Robinow, los cuales representan los principales
diagnosticos diferenciales a considerar, tomando en cuenta que dentro de
las caracteristicas primarias en ambos probandos varones (2 y 6)

Unicamente cumplen con el 40%.
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CAPITULO Vil

7. CONCLUSIONES

El presente trabajo representa el primer estudio molecular del gen FGD1 en
pacientes de origen mexicano con fenotipo de sindrome de Aarskog,

encontrando 2 mutaciones nuevas no reportadas en la literatura.

Se confirma la variabllidad fenotipica descrita en publicaciones previas,
encantrando como caracteristicas principales en nuestros probandos la talla

baja, el hipertelorismo y el pico de viuda.

Nuestros datos demuestran gue ain cumpliendo las caracterislicas clinicas
dictadas por los criterios de Teebi solo el 33% de nuestros probandos
presento una mutacién reconocible y deletérea en el gen FGD1 por la
tecnica de secuenciacién convencional, no excluyendo otras posibles causas

como deleciones o mutaciones intrénicas no detectables por dicha técnica.

Los resultados obienidos en las madres portadoras de la enfermedad nos
permiten brindar una adecuado asesoramiento genético, donde por cada
embarazo tienen un 50% de riesgo de hijos afectados y un 50% de riesgo de
hijas portadoras, teniendo en cuenta que al ser portador heterocigoto pueden

0 no manifestar fenotipo atenuado del sindrome.

Queda la interrogante al respecto de si existen otros genes involucrados en
la fisiopatologia y la caracterizacion fenotipica del sindrome de Aarskog que

conlleven un papel regulador sobre la expresion clinica,
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CAPITULO VIII

8. ANEXOS

8.1 Consentimiento Informado para menores de 12 afios

ESCRITO PARA EL ASENTIMIENTO PARA MENORES DE 12 ANOS

IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN FGD1 EN PACIENTES
CON FENOTIPO DE SINDROME DE AARSKOG

Hola, mi nombre es Mariana Pérez Coria y yo soy un investigador de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario de la UANL, que estéa tratando de aprender sobre
el sindrome da Aarskog

El propdsito de esle esludio es delerminar las mutaciones causantes de |as
caracteristicas clinicas en los pacientes

Se fe pide a participar en este esludio porgue presentas caracleristicas compatibles
can el sindrome.

Yo seré el responsable de este esfudio y que se lievara a cabo en el Departamento
de Genética del Hospital Universitario de octubre de 2012 a julio de 2013

4En qué vas a participar? Consiste en una toma de sangre venosa de tu brazo para
poder analizar el gen FGD1

A fin de mantener lodo en privado, tus nombres no serén utilizados en los
formularios que obtengamos de i Estos seran reemplazados por los nimeros de
identificacion compuesto con las iniciales de tu nombre y apellidos, ejemplo:
Mariana Pérez Coria (MPC)

Tus padre (s) han dicho que estd bien para ti participar en este estudio de
investigacion. Tu no tiene que estar en este esiudio si no quieres. Puedes cambiar
de opinitn en cualquier momento antes de decirle a fu mama, papé o a el Ayudante
de investigador o Investigador.
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___No, no quiero estar en ests estudio.

Si, quiara estar en este estudio.

Fecha Nombre del Nifio Edad

Declaracién de los Padres o tutores.

Fecha Firma del Padre o Tutor Nombre en letra de molde
Facha Firma del Madre o Tutor Nombre en letra de molde
Feacha Firma de! Primer Testigp ~ Nombre en letra de
molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Diraceion
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Fecha Firma del Sequndo Testign Nembre en letra de
molde

Relacion del Segundo Testigo con la Sujeto del Estudio  Direccion

Declaracion de la persona que lleva a cabo la discusion del Asentimiento.

1. He explicado todos los aspectos de la investigacion al menor en la medida
de su capacidad de entender.

He respondido a todas las preguntas del sujeto en relacion con esta
investigacién.

El menor acepta participar en la investigacion,

Crea que la participacion del menor es voluntaria.

El Médico y el personal del estudio aceptan respetar el disentimiento fisico o
emocional del sujeto en cualquier momento de la investigacion cuando dicho
disentimiento sea relativo a algo que se hace tnicamente con los fines de
esta investigacion.

R

Fecha Firma de la persona que lleva Firma

Acabo el asentimiento.




8.2 Consentimiento Informado para nifios en edad pre-escolar

ASENTIMIENTO PARA NINOS EN EDAD PRE-ESCOLAR

IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN FGD1 EN PACIENTES
CON FENOTIPO DE SINDROME DE AARSKOG

Escrito para el asentimiento verbal

Hoy durante la reunién, voy a realizar un cuestionario acompanado de exploracién
fisica y toma de muestra de sangre periférica . Esto me ayudara a entender la
relacion que existe entre los cambios (mutaciones) en el gen FGD1 y las
caracteristicas clinicas que presentan los pacientes. Despues de completar la toma

de sangre periférica voy a darle las gracias por su cooperacion. ¢Es eslo
aceptable?

Encierre

Si No
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Deciaracion de los Padres o tutores.

Fecha Firma del Padre o Tutor MNombre en letra de molde
Fecha Firma del Madre o Tuicr Nombre en letra de malde
Fecha Firma del Primer Testigo  Nombre en letra de
molde

Reiacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Fecha Firma del Segunde Testige Nembre en letra de
molde

Relacién del Segundo Testigo con la Sujeto del Estudio  Direccidn




Declaracion de a persona que lleva a cabo la discusién del Asentimiento.

3

oW

He explicado todos los aspectos de la investigacién al menor en la medida
de su capacidad de entender.

He respondido a todas las preguntas del sujeto en relacién con esta
investigacion.

E| menor acepta participar en la investigacion.

Creo que la participacién del menor es voluntaria.

El Médico y el personal del estudio aceptan respetar el disentimiento fisico 0
emocional del sujeto en cualguier momento de la investigacion cuando dicho
disentimiento sea relativo a algo que se hace unicamente con los fines de
esta investigacion.

Fecha

Firma de la persona que lleva Firma

Acabo el asentimianto.
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8.3 Consentimiento para ser sujeto en la investigacion.

CONSENTIMIENTO PARA SER UNA SUJETO EN LA INVESTIGACION

Este documento se presenta de conformidod con e articulo 100 Seccidn IV de la Ley General de Safud en vigor
con la dftima modificacidn del misme, publicade en el Diario Oficial de o Federacion ef 28 de junio del 2005, £/
consentimiento infarmado por escrito debe ser obtenide de la sufeta en quien se levard o cobo la investigacion,
o de su representonte legol en f cose de incopocided legol de lo sufeto, una ver que hayan sido informadas de
los abfetivos de la investigadidn y de los posibles consecuenclas positivas o negativas que padria tensr para sy
solud,

Esia forma de consentimicnto dexcribe of estiwdio de investigacion y su papel como participante. Par fivar led
este formularic cwidedosamente No dude en hocer cualgquier pregunta con respecio o la infermacion
proporcionada. Esto deberia estimmlar sus pregunias. i médico, enfermera, o waa persong del equipo le
dexeribirg el extuclio W rgnprmdn:‘r& & XS pregaias,

1.- CONSENTIMIENTO INFORMADO

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN FGD1 EN PACIENTES CON
FENOTIPO DE SINDROME DE AARSKOG”

Se le pide participar en un estudio de investigacion. Antes de dar su consentimiento
para ser voluntario, es importante que lea la siguiante informacion y hacer tantas
pregunias como sea necesario para asegurarse de que entiende lo que se le pide
gue haga.

2.- LOS INVESTIGADORES

Los responsables de este estudio son: Dra. Mariana Pérez Coria meédico residente
de 2° afic de |a especialidad en Genética Médica e investigador principal, como
director de tesis: Dra. Beatriz de la Fuente Cortes, Profesor del Departamento de
Genética, los co-Directores: M.C. Michelle Zamudio Osuna profesor del
departamento de Genética, y Dra. Med Laura Martinez de Villareal Jefe del
Departamento de Genética. El departamento de Genética se localiza en el 4to piso
del Centro Universitario contra el Cancer y se puede comunicar a los telefonos (81)
B3 48 3 7 04, (81) 81 23 16 98 de lunes a viernes en horarios de 8:00 a 19:00 hras.




3.- INTRODUCCION

E! sindrome de Aarskog es también conocidoc como displasia facio-digito-genital
presentando una incidencia de 1/25 000 recién nacidos vivos, es un padecimiento
clinica y genéticamente heterogéneo, caracterizado por presentar: Talla baja
hipertelorismo, escroto en chal y braguidactilia

Es causado por mutaciones en el gen FGD1 localizado en Xp11.21, dicho gen se
compene de 1B exones (31-1040 pb) y se han reportado a nivel mundial alrededar
de 56 distintas mutaciones de las cuales hasta el momento no se ha podido
establecer correlacion evidente entre genotipo-fenotipo, no se han encontrado
«hotspots» y la mayoria de las mutaciones son Unicas en cada familia reportada.

El gen se expresa principalments al inicic de la osificacion durante la
embriogénesis, también se ha vislo su expresion en células madres
mesenquimales, en las regiones de farmacién osea activa, en la corteza y
trabéculas diafisarias de desarrollo de los huesos largos, huesos craneofaciales,
vertebras, costillas, y las falanges; codifica para un factor de intercambio que
nucledtidos (GEF); activa especificamente Cded42 (miembro de la familia Rho
GTPasas) la cual propicia la estimulacién de fibroblastos y la formacion de
filopodios.

Dentro de las caracteristicas clinicas mas relevantes se encuentran: Hipertelarisme
en un 91% de los pacientes, Talla Baja en B9%, osificacion osea retrasada B8%,
Braguidactilia 84%, Falanges Hipoplasicas 77%, Hipoplasia maxilar 74%,
Hiperlaxitud articular 72%, Puente nasal ancho 69%, Sindactiia B5%,
Anormalidades cervicales 56%, Anomalias en costillas y esterndn 43%

En nuestro pais se han publicade dos estudios: 1) El sindrome facio-digito-ganital
(sindrome de Aarskog ); una determinacion defallada de los distintos hallazgos
radiolégicos, publicade por Lizeano-Gil y cols.en la Universidad de Guadalajara,
Jalisco;1994 y 2) Diagnéstico Clinico de portadoras de Sindrome de Aarskog. A
proposito de 3 familias mexicanas por J. Jesus Guizar Vazquez y cols. en el Centro
Medice Nacional Sigle XXI IMSS, Feb 1897,

4.- OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

Este estudio tiene como objetivo analizar el gen FGD1 por medio de la técnica de
secuenciacion en busqueda de mutaciones que expliguen el fenotipo encontrado
en pacientes con sindrome de Aarskog; asl como |a segregacion de dicho gen en
los familiares que comparten caracteristicas con el paciente en estudio.
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Los dalos de esta investigacion seran utilizados para el conocimiento del sindrome
de Aarskog en pacientes mexicanos, especificamente del noreste del pais,
centribuyendo a su vez como parte del requisito para titulacion de la especialidad
en Genética Meédica.

5.- PROCEDIMIENTOS

Si usted se ofrece como voluntario para participar en este estudio, se le pedira que
asista al departamento de Genética del Hospital Universitario para completar el
arbol genealdgico, somatometria y exploracion fisica correspondiente a una historia
clinica completa.

El mismo dia de la entrevista se le realizara una toma de sangre periférica venosa

Su participacién tendré una duracion aproximada de 1 hora con 30 minutos; que es
el tiempo estimado de la consulta y evaluacién; la obtencién de la muestra toma
aproximadamente 15 minutos.

6.- ENTRE LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS

Durante la toma de sangre periférica, puede existir cierta molestia al momento de la
puncion; sin embarge dicha molestia es momentanea y pasajera, también pudiera
presentarse un hematoma en el sitio de puncion; la realizacién de la toma sera
efectuada por una técnica en enfermeria debidamente capacitada y no pone en
peligro su salud.,

7.-LOS BENEFICIOS POTENCIALES DE LA INVESTIGACION/JUSTIFICACION

Recientemente se han reporiado mas de 20 diferentes mutaciones, pero existen
pocos datos disponibles de pacientes con estudio molecular confirmado. En
poblacion mexicana no se han documentado mutaciones en pacientes con
diagnéstico clinice de sindrome de Aarskog; por lo que seria importante conocer las
mutaciones prevalentes en nuestra poblacion y establecer diferencias entre lo
reportado en la literatura.

Ademas para los involucrados en el protocolo seria beneficioso en el sentido de ser
un estudio informativo; obtendriamos datos precisos sobre la o las mutaciones
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prevalentes en el sujeto de estudio y en su familia; lo cual nos permite brindar un
asesoramiento genético mas especifico e individualizado a cada familia.

8.- CONFIDENCIALIDAD Y ALMACENAMIENTO DE DATOS

Los resultados de estas pruebas unicamente se compartiran con la Dra. Mariana
Pérez Coria quien es la investigadora principal, la directora de tesis: Dra. Beatriz de
la Fuente Cortes y los co-Directores: M.C. Michelle Zamudio Osuna, Dr. Ricardo
Cerda Flores y Dra. Med Laura Martinez de Villareal,

A cada muestra se le asignara un numero de folio el clal permitira su identificacion
para el resto del personal de laboratorio, impidiendo su acceso a la identidad de
dicha muestra la cual unicamenle conoceran los autores de este estudio, la
informacién se almacenara en una base de datos de uso exclusivo del grupo de
trabajo y los resultados oblenidos tienen como finalidad publicarse en una tesis y en
un articulo de publicacién médica y en ningfiun momento la identidad de los
paricipantes sera revelada

La toma de fotografias clinicas con el fin de documentar las caracteristicas
fenotipicas de las participanies seran totalmente voluntarias y noc es un requisito
para la participacién de este estudio por lo cual se solicita que agregue sus iniciales
en las siguiente linea en caso de autorizar la toma de las fotografias,
las cuales pueden ser usadas en publicaciones médicas donde la identidad del
pacients no sera revelada por los autores.

aceptd que el ADN cbtenido serd almacenade en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Departamento de Genética de la Facultad de Medicina y
Hospital Universitario “José E. Gonzalez" de la U.A.N.L. y podra ser empleado con
motivos de investigacién o educacidn. La solicitud de estudios adicionales deben
ser realizadas por los responsables de este estudio. Entiendo que tengo el derecho
de revocar este consentimiento en cualquier momento. En caso de no aceptar que
se utilice el ADN extraido con motivos de investigacion en otro estudio de forma
anonima, este sera eliminado al concluirse este estudio.

9.- PARTICIPACION EN EL RETIRO

Su participacion en este estudio es voluntaria. Como participante, usted puede
negarse a participar en cualquier momente. Para retirarse del estudio por favor
contacte a la Dra, Mariana Perez Coria en el departamento de Genetica y se puede
comunicar a los tel, (81) B3 48 37 04, (81) 81 23 16 98 en cualquier horario.
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10.- LAS PREGUNTAS SOBRE LA INVESTIGACION

Si usted tiene alguna pregunta acerca de la investigacion, por favor hable con Dra.
Mariana Pérez Coria en el departamento de Genélica y se puede comunicar a los
tel. (81} 83 48 37 04, (81) 81 23 16 98 en cualquier horaria.

11.-EN EL CASO DE LESION

Es poco probable que la participacion en este proyecto dara como resultado un
dafo a los participantes.

12.- COSTOS:

No habra ningun carge para el participants por ninguna de las pruebas requeridas y
procedimientos realizados en este estudio.

13.- INCENTIVOS PARA PARTICIPAR

No recibird ninguna compensacion monetaria ni en especie por parlicipar en este
estudio,
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14. -LAS RAZONES PARA LA EXCLUSION DE ESTE ESTUDIO

Se excluird de esle estudio a personas gue con cuenten con caracteristicas
sugestivas de sindrome de Aarskog, evaluadas por un Médico Genetista certificado.

Este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Etica y el
Comité de [nvestigacion de la Facultad de Medicina y del Hospital
Univarsitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad de Auténoma
de Nuevo Ledn. Si usted cree que hay alguna violacién a sus derechos
como sujelo de investigacion, puede comunicarse con el Presidente del
Comité,

Dr. José Gerardo Garza Leal
Prasidenta de! Camité de Etica

Taléfona de Contacto: 8329-4050 ext 2870-74

Se le ha dado la oportunidad de hacer pregunias y éstas han sido contestadas a su
salisfaccion. Si firma abajo indica que estd de acuerdo para participar como
voluntario en este estudio de investigacion.
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PARTE 2: FIRMAS QUE DOCUMENTAN EL ACUERDO

16.- ACUERDO

Su consentimiento para participar en lg investigacion serd voluntario e informado. Si usted
esta de ocuerdo en porticipar y sisus preguntas han side contestodas o su entera
satisfoccion, usted deberd firmar esto forma. Uno vez firmada la forma, usted estd de
acuerda en participar en este estudio. En caso de que usted se rehuse o porticipar, usted
podrd retirarse sin pérdida de alguno de sus beneficios médicos.

Una vez que usted hoya consentido, usted adn tendrg el derecho de retirarse en cualguier
momento sin que esto afecte su otencidn médica, Parg retirarse, lo tnico que usted deberg
hacer es informar a su médice de su decisién,

Se le ha proporciongdo uno copia de este forma pare queddrsela y para que haga referencia
a ella cuande sea necesario.

Fecha Firma de la Sujeto Nambre en fetra de molde
Fecha Firme del Primer Testigo Nomdbre en letro de
molde

Relacidn del Primer Testigo con la Sujeto del Estudia  Direccian



Fecha Firma del Sequndo Testigo Naombre en letro de molde

Aelacidn del Primer Testigo con fo Sujeto del Estudio  Direccidn

It ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MMEMBRO DEL EQUIPG

He discutido lo anterior con esta persona. A mi mas leal saber y entender, el sufeto esta
propercionando su consentimiento tanto voluntariomente como de una manera informada,
y élfelia posee el dereche legal y lo copocidad mental suficiente pora otorgar este
consentimiento.

Fecha Firma de la Persong que Obtuvo el Nombre en letra de mofde

Cansentimiento/investigador Principal
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8.4 Cuadro de contingencia de caracteristicas clinicas en el Sindrome

de Aarskog

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
HOSPITAL UNIVERSITARIO “DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ"

DEPARTAMENTO DE GENETICA

BUSQUEDA DE T, ENE FGD1 EN PACIE N SINDROME DE
AARSKOG
NOMBRE DEL
PACIENTE:
EDAD: PESD: TALLA: PC. brazada: Si:
Pig: Palma: Mano completa: Apertura Ocular:
DIl
DIE: FECHA:

CRITERIOS PRIMARIOS

Hipertelorismao

Narinas antevertidas

Pliegue debajo del labio inferior

Braguidactilia/Dedos anchos

Cintillas interdigitales

Escroto en chal

Sindactilia

Clinodactlia 5to dedo

Camptodactilia

Talla baja

CRITERIOS SECUNDARIOS

Pico de viuda

Ptosis

Fisuras palpebrales oblicuas hacla abajo

Hiperlaxitud articular

Pie ancho

Hernia inguinal/umbilical

Criptorquidia

Pabellones auriculares anarmales
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Ombligo prominente

CARACTERISTICAS ADICIONALES

Obesidad

Filtrum largo

Hipoplasia medio facial

Maloclusidn dental

Pliegue palmar transverso

Edad dsea retrasada

Hipospadias

Ahombamiento frantal

Retraso psicomotor

Otras:
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